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APRESENTAÇÃO

A Associação Brasileira de Andrologia Animal-ABRAA nasceu em 2016, fruto de um desejo dos 
sócios fundadores, atuantes na ciência, no campo e em empresas ligadas à área de Andrologia Animal, 
com o intuito de reunir profissionais que debatessem de forma livre e ética o conhecimento na área.

E assim temos feito. Nossas reuniões têm oferecido bastante tempo para debate de assuntos 
ligados à reprodução, no que tange a biotecnologia, manejo, conservação de material genético, 
clínica, fertilidade e infertilidade de machos reprodutores. A plateia tem tempo para expor pensa-
mentos, debater, contrapor e colaborar com os temas abordados pelos palestrantes. É um encontro 
dinâmico, rico em trocas de experiências.

Este ano, teremos pela primeira vez participação de colegas do Ministério da Agricultura Pe-
cuária e Abastecimento-MAPA, importante instituição ligada à área e responsável, dentre outros 
processos, pela normatização e fiscalização da produção e comercialização de material genético 
animal em território nacional.

Outra novidade de 2019 é a disponibilização de mais tecnologia aos autores de trabalhos científi-
cos, que apresentarão seus resumos em formato digital (e-poster). Assim, a ABRAA inova, aliando mo-
dernidade e dinamicidade, numa visão integrada que também associa Ciência à consciência ecológica.

Por fim, com prazer disponibilizamos os Anais da IV Reunião Anual da ABRAA, uma obra 
que traz a síntese dos assuntos abordados nas palestras. Contempla, também, a produção cienti-
fica mais atual de pesquisadores de universidades e centros de pesquisa, além de relatos de casos 
de colegas que atuam diretamente no campo. Essas contribuições são oriundas de 12 estados do 
Brasil, além de Argentina e França.

Por isso, sentimos cada dia mais que a ABRAA cresce e tem cumprido seu papel original, de 
ser um espaço plural, que prima por debates científicos altamente especializados, trocas de expe-
riências e crescimento profissional.

Esperamos que nossos congressistas tenham todos uma excelente estadia em Goiânia, com 
reencontro de amigos e sucesso profissional.

E Boa Leitura!

Eliane Vianna da Costa e Silva 
Presidente da ABRAA

Alexandre Rossetto Garcia
Diretor Técnico Científico
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Número e perspectivas do mercado de sêmen no Brasil

Sergio de Brito Prieto Saud
Presidente da Associação Brasileira de Inseminação Artificial- ASBIA

As estatísticas do mercado de genética sinalizam uma mudança positiva, mesmo que 
em uma toada menor que a desejada, do uso da inseminação artificial na pecuária brasileira. 
Nos principais estados produtores de leite, a técnica é aplicada entre 9% e 15% das fêmeas em 
idade reprodutiva, sendo 7,3% a média nacional conforme apontou o Index ASBIA 2018. Se a 
recuperação da economia do país continuar ocorrendo em 2019 e o preço do leite não sofrer 
oscilações negativas, devemos ter uma melhora nesse índice até o final do ano. 

E mais vacas inseminadas significa maior demanda por mão de obra qualificada no 
campo. Falamos muito das tecnologias desenvolvidas nos últimos anos para elevar a quali-
dade do sêmen produzido no Brasil, mas é importante destacar que todo esse trabalho pode 
ir por água abaixo se a tarefa de inseminar o rebanho não for bem executada. O sucesso da 
inseminação, seja pela IA convencional ou pela IATF, está diretamente ligado à adoção dos 
procedimentos corretos de conservação e manipulação do sêmen. E somente um profissional 
capacitado conseguirá executar a tarefa com a precisão exigida. 

O produtor precisa encarar os custos com a capacitação da sua equipe como um investi-
mento frequente e essencial para ter bons índices de taxa de prenhez no rebanho, traduzindo 
para o “economês”, mais rentabilidade no negócio. Sabemos que a mão de obra é um proble-
ma antigo no agronegócio, mas as soluções estão aí ao alcance de todos. A ASBIA recomenda 
um padrão de qualidade para os cursos de inseminação aplicados no Brasil, como forma de 
garantir um bom nível técnico nessas capacitações. Trata-se de um treinamento com aulas 
teóricas e práticas, de no máximo 40 horas, sobre as vantagens da técnica e as formas corretas 
de utilizá-la. Os cursos recomendados pela ASBIA são ministrados por técnicos capacitados 
e devem abordar temas como: Vantagens da Inseminação Artificial; Anatomia e fisiologia 
reprodutiva dos bovinos; Informações sobre reconhecimento de cio, horário de IA e quando 
não se deve inseminar uma vaca em cio; Descongelamento, manipulação do sêmen e a corre-
ta deposição no aparelho reprodutivo; Aprimoramento prático da técnica de IA; Informações 
sobre manejo e índices zootécnicos; além das Noções básicas sobre programas de IATF e 
manejo de botijões criogênicos, onde o sêmen é armazenado.

Quanto mais capacitada é a equipe, melhor será a relação de doses por vaca prenha e 
menor o custo da técnica para as fazendas. No Brasil, a média praticada é de quase três doses 
de sêmen, mas com uma mão de obra capacitada podemos reduzir para índices mais próxi-



13

mos a duas doses ou menos. Isso significa, por exemplo, uma redução de custos da ordem 
de milhões de reais se levarmos em conta, em um raciocínio simples, que as 4,2 milhões de 
doses de sêmen de raças leiteiras vendidas no mercado interno em 2018 serão aplicadas den-
tro da relação dose/vaca ideal. Com essa economia de recursos financeiros nas propriedades 
rurais, o produtor pode investir ainda mais na tecnificação da produção de leite, saindo de 
um círculo vicioso para um círculo virtuoso na pecuária leiteira.

Tanto na pecuária leiteira quanto na de corte, a eficiência reprodutiva do rebanho deve 
receber atenção redobrada, pois tem influência direta na rentabilidade do negócio. Falhas 
na detecção de cios acabam comprometendo a taxa de serviço e a eficiência reprodutiva dos 
rebanhos que utilizam Inseminação Artificial (IA) convencional. Os estados nutricional e 
metabólico também interferem na fertilidade de rebanhos leiteiros. Uma alternativa para 
melhorar a eficiência reprodutiva é a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF), técnica 
que permite programar as inseminações e os nascimentos e, consequentemente, manter a 
produção constante durante o ano ou aumentar a produção em períodos de entressafra.

Pesquisas indicam que os métodos tradicionais de detecção de cio raramente conse-
guem índices de eficácia acima de 50% a 70%, com isso, muitas das vacas em cio não são 
inseminadas. Quando se utilizam protocolos de IATF intensivamente em rebanhos leiteiros 
é observada diminuição dos intervalos entre partos (IEP) e a primeira IA, e entre o parto e 
concepção (MONTEIRO JR et al., 2015b). Com isso, reduz-se a média de intervalo entre 
partos (atualmente a média nacional é de um bezerro a cada um ano e meio), conseguindo, 
assim, atingir a condição ideal de um bezerro por ano. Numa propriedade onde o IEP é re-
duzido para 12 meses, temos uma lactação a mais a cada período de 3 anos, ou seja, 50% de 
aumento de produção leiteira por ano. Ter mais bezerros produzidos significa mais animais 
para venda ou para reposição no rebanho. Outro ganho financeiro pode vir da concentração 
dos partos nos períodos de entressafra leiteira. Com a IATF é possível sincronizar lotes de 
animais para parirem e fornecerem mais leite na época quando este produto tem melhor 
preço de mercado. A técnica tem evoluído bastante nos últimos anos, sendo mais acessível, 
inclusive em relação aos custos. 

Os melhores índices de IATF podem ser obtidos quando utilizamos protocolos de sin-
cronização mais adequados. Os protocolos são formados pela administração estratégica de 
hormônios reprodutivos em uma maneira sequencial e tem como objetivo a ovulação do 
folículo em um momento pré-determinado. A técnica tem melhores resultados em rebanhos 
leiteiros quando alguns pré-requisitos são adotados, dentre eles: a adoção de um contro-
le sanitário rigoroso para evitar que doenças como Brucelose e Leptospirose interfiram na 
reprodução; exame do sistema reprodutor das vacas feito por um médico veterinário para 
eliminar animais com problemas clínicos (infecções uterinas, cistos ovarianos, etc.); as vacas 
que serão sincronizadas devem estar em média/ boa condição corporal e ter no mínimo 45 
dias de intervalo pós-parto.

Outra recomendação importante é utilizar sêmen de touros melhoradores para que real-
mente ocorra o avanço genético do rebanho e bons índices de prenhez. É preciso ainda ter 
cuidado com a manipulação da dose de sêmen, seja na fazenda, durante o transporte ou no 
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momento da inseminação. Se feita de forma incorreta, pode provocar a perda da qualidade 
da palheta de sêmen, o que causará um baixo índice do resultado da IA. Em caso de dúvida 
se houve falhas na conservação que possam comprometer a qualidade do sêmen, recomenda-
mos a análise das doses de sêmen que serão utilizadas na IATF em um laboratório credencia-
do para este tipo de serviço. A ASBIA oferece este serviço em laboratório próprio localizado, 
em Brasília.

Certamente, a IATF é uma ferramenta que deve ser utilizada frequentemente nos re-
banhos leiteiros e de corte, mas a técnica não deve ser vista como a única solução para pro-
blemas de manejo reprodutivo. Para se obter uma boa fertilidade do rebanho, é importante 
integrar as boas práticas sanitárias e nutricionais a um manejo reprodutivo adequado. Neste 
caso, a assessoria de um Médico Veterinário e/ou um Zootecnista pode ser de grande ajuda.
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Abstract: Breeding programs focused on weight gain selects high growth animals and large adult 
weight. Large females have difficulty in keeping in the herd because they don’t get pregnant at the end 
of the breeding season due to the high nutritional requirement. CEIP programs are characterized by 
the quality of information. Such programs form rigid contemporaneous groups and perform visual 
assessments that direct the herd to a standardized carcass model with moderate adult size. The objective 
is to fetch animals with quick growth and early fat deposition. In recent years, the search for sexual 
precocity has broken paradigms that Nelore is a late breed with animals borrowing below  12 months of 
age in pasture with supplementation. Considering these objectives, the use of CEIP genetics should be 
done by livestock farmers with the objective of producing meat in the predominant production system 
in Brazil, which is the extensive.
Keywords: CEIP, beef, genetic, herd. 
Palavras-chave: CEIP, corte, genética, rebanho.

Introdução
O aumento da competitividade é uma realidade na pecuária de corte brasileira. A busca 

por animais economicamente produtivos tem levado os criadores a investirem mais na apli-
cação de tecnologias.

Deste modo, faz-se necessário produzir carne de qualidade, em sistemas de produção 
que sejam capazes de se manter produzindo de forma rentável. Isso, entre outras coisas, re-
quer o uso de animais adequados às condições do ambiente de produção, dessa forma, a 
pecuária brasileira irá atender ao mercado consumidor interno e externo.

Conceito
Criado oficialmente em 1995, a partir da publicação da portaria 267, depois regulamen-

tado no mesmo ano através da portaria 22, tornando operacionalmente habilitado. Recente-
mente foi atualizado pela publicação da Instrução Normativa nº 12, de 2 de fevereiro de 2018.

O CEIP – Certificado Especial de Identificação e Produção – é regulamentado pelo Mi-
nistério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para bovinos com aptidão corte, 
1 Universidade de São Paulo.
2 ST Repro.
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que avaliados geneticamente são classificados como superiores dentro do grupo de animais 
submetidos à seleção genética, esta baseada em critérios científicos e tecnológicos respeitan-
do aos objetivos e metas da melhoria da qualidade e produtividade do rebanho.

O certificado é outorgado pelo MAPA aos programas de melhoramento genético, asso-
ciações, consórcios de criadores, empresas agropecuárias e criador individual, aprovados e 
reconhecidos no projeto técnico CEIP, junto a Secretaria de Desenvolvimento Agropecuário 
e Cooperativismo – SDC, Departamento de Sistemas de Produção e Sustentabilidade – DE-
PROS.

Incialmente um projeto poderá emitir apenas 20% de CEIP aos animais avaliados den-
tro da população de cada safra, machos e fêmeas, podendo evoluir em 0,5% ao ano, desde que 
comprove tecnicamente ganho genético da população, atingindo até 30% ao longo dos anos.

Hoje temos cadastrados no MAPA 25 programas de CEIP ativos autorizados à emitir o 
certificado no país, onde 11 deles voltados à seleção de nelore. O produtor poderá ser inscrito 
em apenas um projeto deles para fins de emissão de certificação especial de identificação e 
produção.

Os indivíduos portadores do CEIP têm os benefícios de isenção de Imposto sobre Cir-
culação de Mercadorias e Serviços (ICMS), financiamentos de instituições financeiras públi-
cas ou privadas e possibilita o ingresso em centrais de inseminação artificial para coleta com 
fins de comercialização de sêmen. No certificado constam as informações de identificação do 
animal, genealogia, criatório, programa e técnico responsável pela emissão e suas informa-
ções genéticas.

Critérios de avaliação
A produção de bovinos de corte no Brasil tem se modernizado nas últimas décadas, 

resultando em aumentos na produtividade dos sistemas de produção e na melhoria da quali-
dade do produto. Os avanços científicos e tecnológicos alcançados ligados ao manejo e à ali-
mentação certamente foram decisivos para o aprimoramento do setor, mas muito do ganho 
produtivo obtido foi consequência da melhoria constante do potencial genético dos animais.

É importante salientar que o avanço genético é possível se utilizarmos as ferramentas 
corretas na seleção das características produtivas desejáveis. Alguns programas de melhoramento 
têm realizado seleção por vários anos quase que exclusivamente para ganho de peso e, conse-
quentemente, crescimento, valorizando animais com alto peso adulto (Jorge Junior et al., 2001). 
No entanto, a seleção exclusiva para ganho de peso, ao longo do tempo, conduz a animais mais 
pesados a idade adulta, consequentemente, mais exigentes quanto aos requerimentos nutricio-
nais. Dessa forma, concluímos que devemos observar características de precocidade sexual, 
precocidade e velocidade de crescimento e precocidade de terminação.

Precocidade Sexual
Em geral, a decisão do criador de colocar uma novilha em reprodução, baseia-se em um 

determinado peso e/ou idade padrão. Quando o sistema produtivo está dado por uma pri-



17

meira parição aos quatro anos de idade, o nível de desfrute do rebanho fica em torno de 10%. 
Este índice de desfrute pode ser quase duplicado, se a primeira parição ocorrer aos 3 anos de 
idade e atingirá 40% com o primeiro parto aos 24 meses de idade e abate dos machos aos 12-
13 meses. Fica claro que à oportunidade de utilização de fêmeas sexualmente mais precoces 
terá reflexo direto na eficiência, rentabilidade e competitividade da pecuária bovina nacional.

A idade à puberdade é uma função do genótipo e do nível de nutrição até a idade de re-
produção. SHORT e BELLOWS (1971) encontraram que altas taxas de ganho em peso, obtidas 
através de altos níveis de alimentação, propiciaram maior precocidade sexual e pesos à puberdade. 

Entretanto, segundo GREER et al. (1983), do ponto de vista biológico, a idade à pu-
berdade não é determinada pelo peso e sim por um conjunto de condições fisiológicas que 
também resultam em um determinado peso. WOLFE et al. (1990) observaram que a seleção 
para taxa de ganho em peso, não influenciou a idade à puberdade de fêmeas da raça Hereford. 
Parece que, após um certo peso crítico ser atingido, as diferenças em ganho em peso têm pou-
ca influência sobre a idade à puberdade (WILTBANK et al., 1966). Estes autores observaram 
que, quando o ganho pós-desmama foi pequeno, pequenas diferenças em ganho em peso ti-
nham um efeito importante sobre a idade à puberdade. Por outro lado, quando o ganho pós-
-desmama era maior, diferenças em ganho médio diário não afetaram a idade à puberdade.

Outro aspecto a considerar é a condição corporal da vaca ao parto. Diversos trabalhos 
têm mostrado uma associação entre a condição corporal da vaca (avaliação visual) ao parto 
e características reprodutivas como, taxa de retorno ao cio, taxa de prenhez, intervalo de 
partos, etc. (Wiltibank et al., 1962). Isto pode ser extremamente importante em novilhas, 
principalmente para aumentar a taxa de retorno ao cio, após o primeiro parto.

Estimativas de herdabilidade da idade à puberdade estão em torno de 0,43, indicando que 
esta característica deverá responder favoravelmente à seleção (Brincks, 1989). A idade à puber-
dade é uma característica de difícil mensuração, principalmente em condições extensivas. En-
tretanto, a idade ao primeiro parto é tão herdável quanto aquela e pode ser, facilmente, medida.

Precocidade de Crescimento
A velocidade de crescimento, expressa como ganho médio diário (GMD) em diferentes 

períodos ou como peso ajustado para determinadas idades, vêm sendo utilizada como crité-
rio de seleção em gado de corte há décadas. As herdabilidades apresentam valores médio-al-
tos e as correlações genéticas são positivas; portanto, as respostas diretas e correlacionadas 
têm sido expressivas.

Precocidade de Terminação
Na prática, o produtor consegue identificar os animais que apresentam a terminação 

necessária para ser levado ao frigorífico. Os que não estão acabados serão mantidos na pro-
priedade por semanas, meses ou mesmo até a próxima safra, o que significa um custo extra 
na produção e queda na liquidez da propriedade. O animal com boa terminação, nem sempre 
é o mais pesado.
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Um outro aspecto a considerar, é que, provavelmente, os mesmos touros que produzem 
novilhos com precocidade de terminação também devem produzir as vacas que se mantêm em 
melhor condição ou estado corporal. Esta precocidade de terminação, aliada a um peso maduro 
intermediário, permite que as vacas possam acumular algumas reservas no final do outono (final 
das águas) passando assim o inverno/seca para, após a parição, voltarem a ciclar mais rapidamen-
te, como observado em vários trabalhos descritos em revisão apresentada por Kunkle et al. (1994).

Diante este pensamento foi desenvolvido pela empresa GenSys o método CPMU, na 
década de 1990, onde tem gerado informações que são utilizadas em programas de melho-
ramento no Brasil. Este método se refere as seguintes características de Conformação (C), 
Precocidade (P), Musculosidade (M) e Umbigo (U).

Na prática as avaliações visuais dos programas de melhoramento seguem um roteiro 
operacional, na CIA de Melhoramento a execução acontecesse da seguinte forma:

Sistema de Identificação

Sugerimos os seguintes esquemas de identificação para aquelas fazendas que ainda não 
tenham o sistema padronizado:

Os animais que estão na fazenda, anteriores à implantação da Cia de Melhoramento, 
permanecerão com a numeração já existente, desde que atendam aos princípios de legibili-
dade e singularidade, os bezerros nascidos após a implantação do programa receberão uma 
marcação distinta, denominado sistema sequencial dentro da safra, visando a uniformidade 
de todos os animais participantes da Cia de Melhoramento exceto aqueles animais registra-
dos, pois possuem uma identificação própria.

Os animais serão identificados por uma letra indicando a safra, seguida de um número 
sequencial formado por quatro algarismos. Por exemplo: o primeiro animal nascido na safra 
2014/2015 receberá o número A0001, da mesma forma o primeiro animal nascido na safra 
2015/2016 receberá o número B0001.

Esses métodos têm o intuito de evitar duplicidade de código animal dentro do banco de 
dados e no manejo da fazenda. Na fazenda o número seria repetido só após todas as letras 
do alfabeto serem utilizadas, o que torna improvável a existência de duplicidade de animais.

No banco de dados acrescido ao número de manejo (número do animal) encontra-se 
também o ano de nascimento, concatenados ao código do programa e do rebanho teremos a 
identificação no sistema A 12, assim após 24 anos ou letras do algarismo, ainda teremos o ano 
de nascimento para diferenciar a identificação do animal no banco de dados.

Manejo Pré-Desmama

Na rotina normal de cria faz-se um manejo sanitário de bezerros por volta do 4o ou 5o 
mês de vida, esta é a oportunidade para concentrarmos alguns manejos importantes e prepa-
ratórios para a desmama. 

- Vacina clostridiose (todos os animais)
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- Vermifugação (todos os animais)

- Vacina contra Brucelose (Somente fêmeas)

- Vacina contra Raiva (Endêmica – ocorrência regional)

- Identificação Externa

- Número do animal – (Obrigatória)

- Marca da fazenda (Opcional)

- Carimbo de mês de nascimento (Opcional)

- Conferência do relatório de nascimento (Sexo, Número, Número da Mãe, lote ou Gru-
po de Manejo)

Este manejo deve ser realizado mensalmente com o(s) lote(s) que atinjam esta idade, 
assim não haverá acúmulo de atividades e pode-se realizar um manejo normal da fazenda 
acrescido de atividades do programa de melhoramento.

A necessidade de apartação dos machos e fêmeas para a realização da vacina de bru-
celose, propicia a conferência de sexo do produto com o cadastro de nascimento (Banco de 
dados).

Grupos Contemporâneos
A expressão das características fenotípicas de um animal é resultado da ação de seus 

genes e dos efeitos ambientais. Portanto, para que o melhoramento das características de im-
portância econômica seja eficaz, é necessário conhecer os fatores ambientais que influenciam 
a expressão do potencial genético do indivíduo. As comparações de desempenho dos animais 
são realizadas com base em grupos de animais, conhecidos como grupo de contemporâneos 
(GC). Assim sendo, a composição do GC constitui um requisito fundamental para avaliação 
genética dos animais.

Por definição, grupo contemporâneo, é o grupo de animais do mesmo sexo, que nas-
ceram na mesma época, na mesma fazenda, estiveram juntos no mesmo grupo de manejo, 
foram submetidos aos mesmos desafios, manejo, ambiente e alimentação durante um deter-
minado período, foram avaliados no mesmo dia e que assim podem ser comparados com 
justiça.

A formação do GC é de extrema importância para avaliação genética, visto que a avalia-
ção dos animais dentro dos GCs permite que as diferenças genéticas possam ser corretamen-
te comparadas entre os animais de diferentes rebanhos.

Para avaliação genética, são consideradas as seguintes variáveis para formação dos GC:

A) Ano de nascimento,

B) Sexo,

C) Fazenda da avaliação,
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D) Data da avaliação e

E) Lote de avaliação.

Na formação de grupos contemporâneos será necessário seguir algumas recomenda-
ções:

- Dentro de um mesmo lote de manejo poderá existir animais dos dois sexos, mas para 
a avaliação visual os mesmos deverão ser apartados em lotes de machos e fêmeas. O ideal é 
que desde a maternidade se faça lotes por sexo, aumentando o número de animais por grupo 
contemporâneo melhorando a distribuição das notas na avaliação visual.

- Os animais que irão compor o grupo contemporâneo não poderão ter diferenças de 
idade superior a 90 dias. O Desejável são diferenças de no máximo 60 dias de idade entre os 
animais.

- O número mínimo para formação do grupo de manejo é de 30 animais, o que possi-
bilitaria uma melhor distribuição dos escores da avaliação visual, por outro lado, o número 
máximo irá depender da estrutura da fazenda para garantir o tratamento uniforme de todos 
os animais.

Um grupo de manejo composto por poucos animais poderá acarretar prejuízos para 
avaliação genética, pois haverá maiores chances de não conexão do grupo ao grupamen-
to central dos dados. A conectabilidade se estabelece mediante 10 laços genéticos em cada 
grupo contemporâneo. Não é permitido misturar grupos contemporâneos diferentes e/ou 
inserir animais que não pertencem ao lote 150 dias antes da avaliação. Além disso, o grupo 
contemporâneo dos produtos deve ser formado por data de nascimento, e ocasionalmente 
por sexo, mas nunca por valor genético das matrizes.  Para a formação de grupos contempo-
râneos no sobreano, não se deve reagrupar os animais no pós-desmama de acordo com seus 
índices ou decas da desmama.  

Pesagem em Jejum
Para que um animal tenha o seu peso coletado, anteriormente o mesmo deve ser subme-

tido a um jejum total de 12 a 14 horas, para o esvaziamento do trato gastrointestinal. Assim, 
o peso mensurado ficará restrito apenas ao peso de sua carcaça.

Conforme demonstrado na Figura 1, resultados de Carvalheiro et al. (1998), cada ani-
mal possui um período distinto para perda do conteúdo gastrointestinal, mas após 12 horas 
já se inicia uma estabilização na perda de peso e o que se mensura é apenas carcaça animal.

Avaliações Visuais CPMUT
Além do peso, características fenotípicas são avaliadas após a “baliza” do lote e poste-

riormente a avaliação.

A baliza consiste em apresentar todos os animais do lote ou grupo contemporâneo ao 
técnico (passando todos os animais “fino” pela porteira), para que o mesmo defina os parâ-
metros de cada característica referente ao lote que será avaliado.
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Em cada característica cada animal receberá uma nota de 1 a 5 (com exceção da carac-
terística de temperamento que não possui a nota 3). Cada lote e ou grupo contemporâneo 
deverá realizar a baliza antes de iniciar as avaliações.

Características avaliadas:
a) Conformação: Escore relativo ao grupo contemporâneo, variando de 1 a 5. Descreve o 
comprimento corporal do animal, profundidade torácica e arqueamento torácico.	

b) Precocidade de Terminação: Escore relativo ao grupo contemporâneo, variando de 1 a 5. 
Descreve a velocidade de terminação de carcaça, através da relação de pernas-costelas (si-
lhueta), bem como a habilidade de deposição de gordura sobre a carcaça.

c) Musculosidade: Escore relativo ao grupo contemporâneo, variando de 1 a 5. Descreve o 
volume e definição da massa muscular do animal.

d) Umbigo/Prepúcio: Escore absoluto, varia de 1 a 5, na qual é avaliado o comprimento e 
direcionamento do umbigo e prepúcio do animal.

e) Temperamento: Escore absoluto, com escores 1 e 2 para animais de comportamento calmo 
e escores 4 e 5 para animais mais reativos, que não param de se movimentar durante o ma-
nejo e chegam a tentar pegar o avaliador durante o manejo. Esta característica só é avaliada 
ao sobreano.

f) Circunferência escrotal: aferida somente nos machos ao sobreano.

g) Características desclassificantes: A cada evento de avaliação dos animais (desmama ou 
sobreano), os técnicos observam também características desclassificantes, as quais são in-
seridas no banco de dados e são consideradas na elaboração da lista de candidatos ao CEIP, 
bem como na determinação dos acasalamentos.

A seguir as características desclassificantes e suas respectivas siglas: problema de apru-
mos adquiridos ou congênitos (AP), chanfro (CH), problemas de boca (agnata ou prognata) 
(BO), despigmentação (DP), hipoplasia testicular e ou problemas testiculares (HT), compo-
sição racial (RA), hérnia (HE) entre outros defeitos que possam ocorrer.

Para uma avaliação ser bem-sucedida os animais deverão ser comparados com justiça e 
igualdade. Por isso nas avaliações visuais fenotípicas devem ser retirados dos lotes: animais 
doentes, ou que possuem algum defeito adquirido, guacho e animais que já foram desmama-
dos, sendo que os mesmos não conseguirão expressar todo o seu potencial genético penali-
zando o próprio animal e seus pais.

Desmama
A desmama é um processo estressante para o bezerro e requer manejos especiais para 

que ele possa quebrar os laços maternos, sem comprometer o seu desenvolvimento no pe-
ríodo pós desmama. A propriedade deverá escolher o manejo que se adeque a sua realidade 
minimizando o stress causado pela desmama. 

Este manejo deve ser realizado nos animais com idade, preferencialmente, ao redor dos 
205 dias ou 7 meses, podendo variar dentro do intervalo de 150 a 310 dias.
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Os animais que participam do programa de melhoramento, não poderão ser desmama-
dos sem a prévia avaliação do técnico avaliador. Caso os animais sejam desmamados sem a 
referida avaliação, os mesmos não poderão ser avaliados posteriormente e também não serão 
avaliados ao sobreano, ou seja, serão cortados das avaliações genéticas.

Sobreano
Ao sobreano cada grupo de manejo é trazido ao curral onde novamente os mesmos são 

submetidos às avaliações de pesagem (após jejum de 12 a 14 horas), medição da circunferên-
cia escrotal (no caso de machos) e avaliação visual de Conformação, Precocidade, Musculo-
sidade, Umbigo e Temperamento.

Marcação de CEIP
De acordo com o calendário anual de atividades, são estabelecidas datas limites para 

o envio de dados, desta maneira o responsável pelo lançamento dos dados deve ficar atento 
com a atualização e envio de seu banco de dados.

Para a determinação da lista de candidatos ao CEIP será considerada a 3ª rodada de 
avaliação, neste momento aqueles que já enviaram seus dados receberão o relatório de can-
didatos à certificação. 

Na revisão dos candidatos ao CEIP o técnico utilizará os critérios de Raça, Aprumo e 
Harmonia. Para cada característica avaliada utiliza-se uma nota de 1 a 5, sendo que a nota 1 
é excludente para fins de certificação (CEIP).

Os animais aprovados para o CEIP serão identificados e estes animais receberão o CEIP 
(Certificado Especial de Identificação e Produção).

Uso da Genética
Investir em touros melhoradores é um ponto de grande importância para o incremento 

em produtividade e lucratividade das fazendas. De acordo com dados do Centro de Estudos 
Avançados em Economia Aplicada (CEPEA), as fazendas de gado de corte que usam touro 
melhoradores conseguem obter um retorno econômico de até 5,3 vezes maior que o valor 
investido na compra do animal (CEPEA, 2017).

Embora muitas propriedades sejam ligadas à paixão e à tradição familiar, a necessidade 
de manter a propriedade competitiva faz com que o pecuarista busque profissionalizar o seu 
negócio, aumentando o investimento em genética, com o objetivo de agregar valor à ativida-
de. Nesta conjuntura, touros melhoradores são cada vez mais utilizados para agregar valor à 
progênie. Tal ação tem refletido de maneira positiva na lucratividade do negócio e potencia-
lizado a pecuária de ciclo curto.

O objetivo principal do uso de uma genética melhoradora por meio de reprodutores 
superiores é atingir os pontos fracos do rebanho. O primeiro passo na escolha de um touro é 
definir quais as características produtivas necessitam ser melhoradas no rebanho e posterior-
mente devemos seguir alguns aspectos técnicos importantes sobre melhoramento genético.
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Para obter sucesso produtivo no uso de genética CEIP, o pecuarista deve observar a 
consistência genética do animal utilizado. Sempre prestar atenção nas características avalia-
das. As características devem ser olhadas como um todo, pois conjuntamente irão fornecer 
a informação daquele touro. Para uma pecuária de ciclo curto é muito importante escolher-
mos um touro de peso ao nascimento adequado (característica de ótimo intermediário), com 
alta velocidade de crescimento e precocidade de terminação. São alguns exemplos das várias 
características avaliadas pelos programas, e que estão disponíveis para facilitar a escolha do 
produtor, tanto para reprodutores quanto para sêmen.

É preciso ficar atentos para que sistema de produção que o reprodutor foi selecionado. 
O ideal é procurar reprodutores que foram selecionados no mesmo sistema em que serão 
utilizados.

Um exemplo prático é comparar 2 animais reais com DEP’s diferentes e filhos de um 
mesmo pai. Ao compararmos um touro A, filho de um determinado touro, chancelado com 
o CEIP, com um touro B, filho do mesmo touro, classificado abaixo do limite para emissão do 
certificado, chegamos aos seguintes resultados econômicos:

Considerando que a DEP de peso ao desmame do touro A é 17 kg, contra 2 kg do touro 
B, o que vale para avaliarmos a compra, é a diferença entre eles, de 15 kg, com o uso de 1 tou-
ro para 35 vacas, uma taxa de prenhez de 85%, ele irá produzir 30 bezerros/ano, com vida útil 
de 6 anos, os touros terão produzidos 30 bezerros x 6 anos = 180 bezerros. Multiplicando os 
180 bezerros pelo ganho de peso adicional que os filhos do touro A terão e relação aos filhos 
do touro B, teremos 180 bezerros x 15 Kg = 2.700 Kg de ganho de peso a favor do touro A. 
Com o preço do kg vivo está ao redor R$ 6,00, o valor diferencial dos filhos do touro A em 
relação ao filhos do touro B será de R$ 16.200. Esse valor é o quanto o touro A vale, a mais, 
que touro B.

Estendendo a comparação, para cada touro ruim usado num grupo de 35 vacas, deixa-
mos de comprar um touro melhorador. Ao usar o touro melhorador, essa diferença vai direto 
para o bolso, em forma de lucro.

Considerações Finais
O primeiro passo na escolha de um touro é definir quais características produtivas ne-

cessitam ser melhoradas no rebanho e posteriormente devemos seguir alguns aspectos técni-
cos importantes sobre melhoramento genético.

Não basta, no entanto, que o touro seja geneticamente superior. Para ser melhorador, o 
touro precisa, antes de tudo, ser um bom reprodutor. Assim, além do valor genético, os touros 
precisam apresentar boa integridade genital, libido, funcionalidade, capacidade fecundante 
e que sejam isentos de defeitos desclassificantes, de forma que possam, eficientemente, iden-
tificar, cobrir e fecundar as matrizes. Assim sendo, a superioridade genética dos pais será 
repassada aos descendentes que vão completar o ciclo produtivo quer na indústria frigorífica, 
para a produção de carne, quer na reposição de touros e matrizes dos rebanhos de cria, base 
do sistema de produção.
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É necessário mudarmos o conceito e passarmos a enxergar esse produto como 
insumo. Se investirmos nos reprodutores e sêmen proporcionalmente às avaliações genéti-
cas e morfológicas, teremos uma safra melhor de matrizes de reposição, bezerros e bois para 
abate.
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Resumo: O bem-estar animal pode ser definido como o estado de um animal em relação às suas 
tentativas de se adaptar ao meio ambiente em que vive e um bom grau de bem-estar animal significa 
um animal que está seguro, sadio, bem nutrido, livre para expressar comportamentos naturais e livre 
de estados mentais negativos, como estresse, medo e dor. No Brasil há normativas de boas práticas para 
o bem-estar dos animais de produção e interesse econômico, além da obrigação ética dos profissionais 
e produtores.
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Bem-Estar Animal
Conforme conceito elaborado por Donald Broom em 1986, o bem-estar animal pode 

ser definido como o estado de um animal em relação às suas tentativas de se adaptar ao 
meio ambiente em que vive. Segundo a Organização Mundial da Saúde Animal (OIE), um 
bom grau de bem-estar animal significa um animal que está seguro, sadio, bem nutrido, livre 
para expressar comportamentos naturais e livre de estados mentais negativos, como estresse, 
medo e dor. O termo descreve a maneira como os indivíduos enfrentam o meio ambiente e 
que inclui sua saúde, suas percepções, seu estado mental e outros efeitos positivos ou nega-
tivos que influenciam os mecanismos físicos e psíquicos do animal. Isso inclui tanto a saúde 
física dos animais como também sua saúde mental e comportamental, suas interações sociais 
e sua adaptação ao meio ambiente. Em 2016 David Mellor afirma que um animal que tem 
um bom grau de bem-estar é um animal que tem uma vida que vale a pena ser vivida, ou 
seja, uma vida onde as experiências positivas suplantam as experiências negativas. Portanto, 
bem-estar não é apenas evitar dor e sofrimento, mas é proporcionar estados mentais positi-
vos aos animais.

mailto:comissao.bea@agricultura.gov.br
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Legislação
O nosso texto constitucional, Art. 225, traz a proteção aos animais como um dever do 

poder público e da sociedade, e insere esta proteção no contexto mais amplo de proteção am-
biental e na garantia de direito a um meio ambiente equilibrado. A Lei nº 8171/1991 aponta que 
é objetivo da política agrícola proteger o meio ambiente e fazer uso racional de seus recursos. 
E ainda aponta que é dever do poder público disciplinar e fiscalizar o uso racional do solo, da 
água, da fauna e da flora. Vale ressaltar que fauna, nestes textos, permite sua leitura ampla, con-
templando todos os animais, domésticos, domesticados, nativos, exóticos e silvestres.

A Instrução Normativa nº 56 de 2008 afirma que deverão ser observados os seguin-
tes princípios para preservar o bem-estar dos animais: I - proceder ao manejo cuidadoso e 
responsável nas várias etapas da vida do animal, desde o nascimento, criação e transporte; 
II - possuir conhecimentos básicos de comportamento animal a fim de proceder ao adequa-
do manejo; III - proporcionar dieta satisfatória, apropriada e segura, adequada às diferentes 
fases da vida do animal; IV - assegurar que as instalações sejam projetadas apropriadamente 
aos sistemas de produção das diferentes espécies de forma a garantir a proteção, a possibili-
dade de descanso e o bem-estar animal; V - manejar e transportar os animais de forma ade-
quada para reduzir o estresse e evitar contusões e o sofrimento desnecessário; VI - manter o 
ambiente de criação em condições higiênicas.

Já o Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV) deixa muito claro o dever ético 
dos médicos veterinários e zootecnistas para analisar as situações encontradas nos sistemas 
produtivos com o objetivo de para evitar sofrimento desnecessário e maus tratos. A Reso-
lução nº 1236/2018 que define maus tratos afirma claramente que é necessário atender as 
demandas nutricionais, fisiológicas, sanitárias e comportamentais da espécie e que a falha 
do atendimento de qualquer destes conjuntos de indicadores pode caracterizar maus tratos.

Discussão
Um agente estressor é tudo aquilo de desperta respostas comportamentais e fisiológicas 

de um organismo em busca da homeostase. A forma como um animal é manejado desde 
muito jovem tem um efeito muito significativo em suas respostas comportamentais e fisioló-
gicas no futuro, pois muitos estímulos e respostas possuem potencial para serem aprendidos.

No contexto da reprodução de bovinos podemos afirmar que o manejo do rebanho 
dos pastos para o curral, o manejo no curral, a contenção, o toque retal, a eletro-ejaculação, 
manobras ginecológicas e obstétricas, além da utilização de instrumentos veterinários, são 
procedimentos muito comuns e são todos estressores e potencialmente muito dolorosos do 
ponto de vista dos animais. 

Muitas das práticas reprodutivas, como a inseminação artificial (IA), a eletro-ejacula-
ção, a aspiração folicular, entre outras, induzem respostas fisiológicas e comportamentais 
que nos permitem concluir que o animal pode sim sofrer durante os procedimentos, como 
aumento de frequência respiratória, cardíaca, vocalizações, expressões faciais e corporais in-
dicativas de dor. 
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Para mitigar impactos negativos no bem-estar animal e atender aos princípios estabele-
cidos na Instrução Normativa nº 56/2008 é fundamental que os profissionais conheçam a eto-
logia da espécie com a qual trabalham, estando atentos aos sinais sutis de medo, desconforto 
e dor, de forma a adotar procedimentos mitigatórios de imediato. Ainda é fundamental um 
manejo não aversivo, e de preferência com associações positivas, durante a condução e conten-
ção dos animais para os procedimentos. Boas instalações que proporcionem conforto térmico, 
troncos que evitem pressão excessiva, dor e lesão nos animais também contribuem para maior 
segurança dos operadores e para um melhor grau de bem-estar animal. Profissionais hábeis e 
gentis também são importantes para minimizar medo, desconforto e dor nos procedimentos.

Considerações Finais
Podemos afirmar que muitos dos procedimentos de manejo que hoje executamos nos 

animais de produção precisam de adaptação ou substituição, para que possamos de fato evi-
tar sofrimentos desnecessários. No Brasil já dispomos de determinações normativas para 
adotar boas práticas para o bem-estar dos animais de produção e interesse econômico, além 
da obrigação ética dos profissionais e produtores.
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Abstract: The ability to predict male fertility is highly desirable for bulls used in AI. Timed artificial 
insemination (TAI) represents a breakthrough in the use of AI in Brazil and other countries. Numerous 
causes contribute to the wide range of results and/or unsatisfactory pregnancy rates in TAI programs, 
highlighting the factors inherent in the bovine female in addition to several factors inherent to quality 
of semen used, and in regarding to it, differences reported in fertility could be attributed to variation 
in sperm qualitative characteristics. Consequently, the success of bovine AI programs largely depends 
on the use of good quality semen. When only high fertility bulls are used, better conception rates are 
achieved, reducing costs of reproductive programs. Thus, some authors have shown that semen used 
in TAI has great impact on pregnancy rates, and various biomarkers of sperm quality are required to 
predict the fertility of bull spermatozoa. We will discuss results in Brazilian TAI programs, and different 
methods of post thaw semen evaluation and relations with the P/AI cows to identify the candidate 
predictors of conception rate. 
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Introdução
O uso da inseminação artificial em tempo fixo (IATF) promoveu o crescimento da co-

mercialização de sêmen no Brasil, onde os segmentos de corte e leite comercializaram juntos, 
13.831.149 doses em 2018, conferindo um incremento de 14,1% nas vendas em relação a 
2017.  Embora em ascensão, apenas 13,1% do rebanho brasileiro de matrizes foi inseminado 
no último ano [1]. Destaca-se ainda o crescimento nas exportações deste setor, com a comer-

1 EMBRAPA Pantanal / Gado de Corte.
2 Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia- Programa de Pós-Graduação em 
Ciências Veterinárias. GERA- MS Grupo de estudos e pesquisas em reprodução animal do Mato Grosso do Sul.
3 SELEON Biotecnologia.
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cialização de 418.988 doses, evidenciando uma elevação de 22,5% nas vendas, com liderança 
da raça Girolando nesta categoria. 

Apesar dos evidentes avanços na produção de gado de corte e leite conferidos pelo de-
senvolvimento comercial da IATF, a taxa de prenhez média esperada é estimada entre 40 
a 50%. Diversos fatores podem estar relacionados a esses resultados, destacando-se aque-
les inerentes à fêmea, como o anestro pós-parto e a baixa condição corporal no início dos 
protocolos, além de outros fatores inerentes à qualidade do sêmen utilizado nos programas, 
tais como os padrões de movimento espermático, integridade de membrana plasmática e 
dose inseminante praticada. 

É evidente que o sêmen utilizado na IATF tem grande impacto sobre a taxa de prenhez, 
ainda que se utilizem aqueles avaliados em testes laboratoriais simples e que atendam aos 
padrões mínimos de qualidade [2]. Dessa forma, a avaliação espermática laboratorial tem o 
intuito de analisar o potencial de fertilidade de um indivíduo, determinar e estabelecer carac-
terísticas confiáveis que possam ser utilizadas como indicadores de fertilidade [3].

Rotineiramente, a qualidade seminal é estimada por avaliações subjetivas de motilida-
de, proporção de espermatozoides morfologicamente normais e concentração de esperma-
tozoides por dose [4]. Entretanto, esses métodos podem ser insuficientes para determinar 
a fertilidade das amostras, uma vez que não são avaliados os processos necessários para a 
fecundação, tais como a capacitação e a reação acrossômica, e que nenhum teste laboratorial 
utilizado isoladamente pode estimar o potencial de fertilidade do sêmen [5].

Além dos atributos qualitativos do sêmen, um aspecto importante para a melhoria do 
poder correlativo dos bioensaios com espermatozoides in vitro para a predição da fertilidade 
a campo envolve o uso da modelagem estatística, com grandes conjuntos de dados de ferti-
lidade [6].

Resultados gerais em IATF e diferença de prenhez entre touros
Em experimento conduzido recentemente pelo GERA – MS (dados não publicados), 

7.139 vacas Nelore na região do Cerrado de Mato Grosso do Sul, foram submetidas a pro-
tocolos de IATF e avaliadas de acordo com o escore de remoção de tinta da cauda (ESCT) e 
tratamento com GnRH no momento da IATF nos animais que apresentavam fraca expressão 
ou não expressão de cio (ESCT 1 e 2).

Neste experimento, as variáveis: inseminador (P= 0,5657), tipo de implante utilizado 
(CIDR®, DIB®, ou FERTILCARE®; P= 0,9697), uso de implante (novo, reutilizado ou mono-
dose; P= 0,5670) não apresentaram efeitos na prenhez de IATF (P/IA), porém touros (n=26; 
P= 0,02; Fig 1), ESCT (P<0,0001), categoria (pluríparas, primíparas ou novilhas; P<0,0001), e 
tratamento (Controle, GnRH no momento da IATF, ou cio; P= 0,0426) foram os parâmetros 
que apresentaram efeitos na P/IA.
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Figura 1- Efeito do Touro sobre a Taxa de prenhez de vacas de corte submetidas a protocolos de IATF.

Em outro estudo, com 1542 vacas Nelore inseminadas com o mesmo protocolo de IATF, 
doses de sêmen de 20 touros (10 Angus e 10 Nelore), foram igualitariamente distribuídas em 
duas fazendas, pertencentes a dois biomas distintos (Pantanal e Planalto), e os resultados de 
P/IA foram diferentes entre raças (P= 0,037) e entre local (P= 0,003), demonstrando que o 
local apresenta forte influência nos resultados prenhez de IATF (Tab.1).  Também o efeito 
touro foi pronunciado, com P/IA variando de 22.9 a 59.4% (P= 0,016).

Tabela 1 -Taxas de prenhez de vacas zebuínas submetidas à IATF, de acordo com a raça e a local. 

Raça Local

Angus Nelore P Pantanal Cerrado P
N 790 759 - 892 657 -

P/IA, % 47,59 53,88 0.037 45,85 56,16 0,003

Com o intuito de promover maior segurança nos resultados de IATF, a CRV Lagoa criou 
um índice denominado IFERT™, determinado a partir de uma base de dados com mais de 
200.000 IATFs e 814 touros que, através de avaliação estatística, é capaz de predizer o poten-
cial de fertilidade de reprodutores de corte dentro da IATF e dessa forma, os classificam em 
quatro níveis: inferior, regular, superior e elite. 

Em outro experimento conduzido pelo GERA – MS, touros classificados pelo IFERTTM 
foram selecionados e seus índices de fertilidade correlacionados com os resultados das ava-
liações seminais realizadas por meio dos testes convencionais, análise computadorizada 
(CASA) e citometria de fluxo. Para esse estudo, foram adicionados dados retrospectivos de 
prenhez de 39.434 vacas inseminadas em tempo fixo, utilizando sêmen de 28 touros Nelore e 
Angus de diferentes classes de fertilidade (inferior, regular, superior e elite).

As taxas de prenhez (P<0,001) e nota do IFERT (P<0,001) diferiram por categoria, e 
foram respectivamente de: inferior: 34,74% e -8,94; regular: 45,85% e -1,43; superior: 50,83% 
e 3,60; elite: 57,68% e 8,323, demonstrando uma evidente diferença na fertilidade de acordo 
com as pontuações do IFERT (Fig. 2).
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Figura 2- Relação entre a pontuação dos touros pelo sistema IFERTTm e a P/IA de vacas de corte sub-
metidas a protocolo de IATF.

Diferenças na taxa de prenhez de acordo com a categoria da vaca e com a classe de fer-
tilidade do touro foram observadas (Fig. 3), mostrando diferenças entre touros classificados 
como Elite ou Inferior em todas as categorias avaliadas.

Além da categoria, o escore de condição corporal (ECC) também exerce influência di-
reta sobre a fertilidade, uma vez que os nutrientes são primeiramente direcionados para a 
mantença da vaca e do bezerro e, somente após essas supressões é que são destinados para 
a reprodução das espécies.  Apesar disso, os dados mostraram que os touros “Elite” manti-
veram sua alta taxa de prenhez independente do ECC, mas este comportamento foi mais 
evidente em vacas de menor ECC (Fig. 4).

Figura 3- Taxa de prenhez de diferentes categorias de vacas, inseminadas em tempo fixo, com sêmen de 
touros de quatro classes de fertilidade. 
(Letras iguais na mesma categoria de vaca não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)).
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Figura 4 - Taxa de prenhez de acordo com o ECC de vacas, inseminadas em tempo fixo, com sêmen de 
touros de quatro classes de fertilidade.
(Letras iguais na mesma categoria ECC não diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)).

Avaliação laboratorial e correlações com fertilidade
Numerosos são os estudos que buscam correlacionar avaliações laboratoriais de sêmen 

com taxas de prenhez de IA ou IATF, e até mesmo buscar predizer a fertilidade futura do re-
produtor, fato este que será cada vez mais demandado tendo em vista o aumento da utilização 
de touros jovens selecionados através de avaliações genômicas, sobretudo em gado de leite, 
mas também em gado de corte. 

Os parâmetros rotineiramente utilizados para avaliação de sêmen e busca de preditores 
de fertilidade podem ser observados na Fig. 5 adaptada de [7], que demonstra as principais 
avaliações das funções do espermatozoide.

Figura 5 - Principais funções dos espermatozoides. Adaptado de [7].
Nota: ICC (imunohistoquímica); HOST (teste hiposmótico); TUNEL (método de marcação de “nicks” 
por dUTP e deoxinucleotidil terminal transferase).
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Experimentos realizados pelo GERA–MS, com dados laboratoriais de qualidade esper-
mática, oriundos de análises convencionais e computadorizadas de sêmen (CASA- realizadas 
pelo sistema IVOS 12.3 (Hamilton-Thorne Bioscience®, Beverly, MA, USA)), avaliando as 
taxas de prenhez considerando a partida utilizada e touros Angus e Nelore, encontramos 
vários parâmetros que se correlacionam com fertilidade de IATF (VCL-CASA: P= 0,02, R2= 
0,22; linearidade-CASA: P= 0,05,  R2= 0,11; concentração espermática: P= 0,028, R2= 0,130, 
Fig.6), mas geralmente com coeficientes de determinação baixos, o que pode não caracterizar 
forte poder de predição. 

 
 

Figura 6- Valor predito para da taxa de prenhez em função da Linearidade no sêmen de touro pós des-
congelamento (P= 0,05; R= 0,11) e Valor predito para da taxa de prenhez em função da VCL do sêmen 
de touro pós descongelamento (P= 0,02; R= 0,107).

No estudo citado anteriormente (com 28 touros classificados pelo IFERTTM), para a de-
terminação da qualidade espermática, três amostras de cada touro foram utilizadas e ava-
liadas quanto aos testes de motilidade e vigor no descongelamento, concentração e análise 
morfológica, teste hiposmótico (HOS), teste de termo resistência rápida (TRT), análise com-
putadorizada de sêmen (CASA) e citometria de fluxo. Os resultados foram submetidos à 
análise multivariada de dados por meio da regressão dos mínimos quadrados parciais (PLS), 
e a análise revelou alguns componentes com maiores correlações com a taxa de prenhez. Os 
modelos apresentaram respectivamente os seguintes R2, e fatores de importância, respectiva-
mente: análises convencionais: 0,154 (motilidade pós TTR e defeitos maiores); CASA: 0,380 
(motilidade progressiva, VAP e VSL), e citometria de fluxo: 0,259 (MitoTracker Green, inte-
gridade de membrana (Annexin V e Alexa Fluor 488 + PI) e integridade acrossomal (FITC/
PNA). Entretanto, o modelo completo apresentou o melhor coeficiente de determinação, in-
cluindo seis parâmetros, com avaliações de citometria e CASA (R2= 0,458), demonstrando 
que modelos com maior números de parâmetros podem melhorar a predição de fertilidade 
em programas de IATF. Tais resultados carecem ainda de validação a campo.

Olhando Adiante 
Sabe-se que o comprimento da bainha mitocondrial (PI) da cauda do espermatozoide 

correlaciona-se com características reprodutivas de camundongos, peixes e aves [8,9]. Em 
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bovinos/suínos foi hipotetizado que, à medida que a bainha mitocondrial aumenta, o aumen-
to da produção de energia / metabolismo dos espermatozoides afeta a fertilidade.

Neste estudo, foi avaliada a PI de touros Angus e Nelore utilizados em IATF, com co-
rante Aggresome (Fig. 7), e avaliado em microscopia de fluorescência para determinar se o 
comprimento da PI pode ser usado como um biomarcador de fertilidade. Foi encontrada di-
ferença no comprimento da bainha mitocondrial de espermatozoide entre touros individuais 
e raça (Nelore: 9,74 µm vs Angus= 9,33 µm, P<0,0001) e também  correlação positiva entre o 
comprimento da PI e as taxas de prenhez (0,38, P = 0,0006; Fig. 8), demonstrando influência 
na fertilidade[10].

Também correlações entre PI e parâmetros de análise computadorizada (CASA) foram 
positivas e significativas (motilidade total: 0,261, P= 0,045; Motilidade progressiva: 0,311, 
P= 0,016), e negativa com  Defeitos maiores  (0,215; P= 0,043). Estas e outras correlações 
descobertas aqui poderiam contribuir para melhorar a seleção de touros para uso em IATF, 
auxiliando a produtividade geral dentro da indústria inseminação artificial em bovinos.

Figura 7- Coloração e avaliação do comprimento de PI de espermatozoides bovinos corados com 
Aggressome (ProteoStat Aggresome Detection Kit), DAPI e PNA, em microscopia de Fluorescência 
(Nikon Eclipse 800 e MetaMorph Imaging Software).
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Figura 8- Relação entre Taxa de prenhez de IATF e comprimento da Bainha mitocondrial (n= 78 touros).

Com a finalidade de melhorar a eficiência da produção de carne e leite, faz-se neces-
sário identificar e eliminar touros com anormalidades espermáticas e qualidade inaceitável 
de sêmen. Além das avaliações de sêmen, também seria interessante identificar mutações 
deletérias e raras que afetam adversamente a qualidade do espermatozoide e a capacidade de 
transmitir alto potencial de desenvolvimento a embriões e problemas de fertilidade a pro-
gênie. As mutações são transmitidas para a progênie através dos pais, e a maioria das muta-
ções de perda de função (LOF) produz perda embrionária devido à falha na implantação ou 
desenvolvimento. Estas perdas na prenhez não são facilmente percebidas, manifestando-se 
como defeito genético. A transmissão de alguns destes alelos de LOF pode ocorrer, em níveis 
elevados, em uma população pelo uso extensivo de IA, pelo fato dos touros possuírem essa 
mutação e, a mesma ainda não ter sido identificada nesses animais. Ressalta-se o fato de 
que poucos touros têm o genoma inteiro sequenciados (menos de 4000 em todo o mundo) 
[11,12]. No Quadro 1, podemos observar  haplótipos ou mutações que podem apresentar 
efeitos deletérios na reprodução, por promoção de mortalidade embrionária. 
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Quadro 1- Haplótipos ou mutações responsáveis por mortalidade embrionária descobertos por scanning 
de Genoma para haplótipo ou por insuficiência de genótipo homozigoto.

Herança mendeliana em vários animais. Taxonomia ID-9913- representa bovino
Multiplos genes listados representam uma deleção
Cromossomo Bos taurus
(Adaptado [12])

A identificação destas mutações, apesar de difícil e onerosa, deve ser buscada nos pro-
gramas de Inseminação Artificial, com identificação de animais com baixos resultados de 
prenhez e geralmente pior qualidade seminal, que pode ser ocasionado por LOFs.
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Considerações Finais
Enfatizada a importância da qualidade do sêmen para a melhoria da eficiência repro-

dutiva dos processos de inseminação artificial, a avaliação de sêmen é importante para iden-
tificar amostras com maior potencial fertilizante. A utilização de bancos de dados mais ro-
bustos, pode melhorar a predição de fertilidade em amostras de sêmen utilizadas em IATF.

Ferramentas genômica e identificação de animais com baixa fertilidade podem contri-
buir, para retirada de animais com mutações deletérias dos rebanhos.
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Abstract: The swine industry in Brazil and worldwide has been highlighted by the efficient animal 
protein production capacity. This is supported by the selection pressure, combined with the ease of 
dissemination of genetic material around the world. The technique of artificial insemination has been 
the stepping stone for the rapid genetic gains achieved in the past twenty five years. Scientific advances 
in the field of evaluation, processing and swine semen conservation, as well as in the techniques of 
insemination itself, allowed an increase in the number of inseminating doses per ejaculate of superior 
sires and, consequently, the number of offspring of genetically superior breeding animals. Caring 
for the welfare, nutrition and sanity of boars is fundamental to improving the quality of ejaculates 
and preservation of inseminating doses. The technology embraced by semen centers in the areas of 
automated semen analysis parameters data collection, sire traceability has contributed to improve 
dramatically the decision-process inside the center this guaranteeing the quality of the doses that are 
offered to the producers. Improved technologies applied to semen media and the investigation of the 
effects of bacterial contamination, contributed to increasing the viability of the inseminating doses. 
Today, more than 99% of the inseminations are performed with cooled semen, due to the better fertility 
over frozen semen which remains viable albeit difficult in its logistics. Frozen semen today is being used 
to store particular strains of genetic materials by genetic companies or transfer genetic material over 
long distances when live animal are prohibited to enter. Technologies such as intrauterine AI (IUAI), AI 
synchronization and fixed-time AI (FTAI) make it possible to reduce the number of spermatozoa and 
inseminations, without reducing the reproductive results, with refrigerated or frozen semen.
Keywords: Semen; swine; biotechnology; market; Brazil.
Palavras-chave: Sêmen; suíno; biotecnologia; mercado; Brasil.

Introdução
A suinocultura tem se destacado no cenário mundial como uma atividade com alto 

potencial para produção de carne em curto intervalo de tempo. As características da espécie 
que contribuíram para este destaque foram a alta fertilidade e a prolificidade, aliadas a um 
rápido crescimento, eficiência alimentar e rendimento de carcaça, todas melhoradas pela alta 
pressão de seleção e um curto intervalo entre gerações.

1 FMV-PUCMinas Poços de Caldas.
2 CNPSA-EMBRAPA.
3 FMVZ-USP.
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As biotecnologias da reprodução, particularmente a inseminação artificial (IA), tiveram 
um papel fundamental no melhoramento genético de suínos, aumentando a pressão de sele-
ção e facilitando a difusão de material genético, seja em uma dimensão continental ou entre 
granjas relativamente próximas, mas sanitariamente isoladas.

A suinocultura moderna por se tratar de uma criação de animais em regime de confina-
mento, tem uma alta exigência sanitária. Além disso, é caracterizada por ser uma atividade 
de alto investimento, sendo o maior custo a alimentação (baseada em milho e soja, muito 
valorizados no mercado internacional) e com baixa margem de lucro, podendo-se assim clas-
sifica-la como uma atividade de alto risco. Neste contexto, manter um bom estado sanitário 
dos animais aumenta a lucratividade do rebanho, uma vez que diminui as perdas relaciona-
das a animais mortos e doentes, melhorando assim a margem de lucro. Além da sua função 
fundamental na difusão de material genético, a IA corrobora com a manutenção do status 
sanitário do rebanho, uma vez que tem um risco muito mais baixo de transmissão de agentes 
patogênicos, quando comparada à aquisição de animais.

Portanto, a IA tem contribuído para rentabilidade e o progresso da atividade no Brasil e 
no mundo. Basicamente, os avanços na biotecnologia relacionada ao sêmen suíno têm visado 
uma maior pressão de seleção, explorando melhor os reprodutores com maior diferencial de 
seleção, aumentando o número de filhos destes animais. 

Isso tem sido possível pela melhoria da qualidade e produtividade das doses de sêmen 
produzidas. A tecnificação das centrais produtoras de sêmen nas partes de ambiência para 
alojamento de machos (levando em conta as questões de bem-estar e sanitárias), nos procedi-
mentos de coleta (com manequins de coleta automatizados), de análise de sêmen (com siste-
mas de avaliação de motilidade, morfologia e viabilidade celular automáticos) e da melhoria e 
praticidade dos novos sistemas de envase, refrigeração e transporte das doses, são fatores que 
corroboram para a produção de maior número de doses por ejaculado, com a diminuição do 
número de espermatozoides por dose inseminante. 

Associadas às mudanças nas doses inseminantes, surgiram biotécnicas complementares, 
com o objetivo de garantir o desempenho reprodutivo em tempos de mão de obra escassa. 
Entre elas estão a IA intrauterina (IAUI), sincronização da IA e a IA em tempo fixo (IATF), 
além das técnicas de congelamento de sêmen.

Diante do exposto, esta revisão objetiva revisar os avanços da biotecnológicos relaciona-
dos ao sêmen suíno e sua aplicação no Brasil.

O mercado brasileiro da inseminação em suínos
A suinocultura é o segmento na produção animal que, após a criação de perus, mais 

faz uso da inseminação artificial, em relação ao percentual de fêmeas inseminadas. Diferen-
temente da bovinocultura, não há informações de mercado sobre o volume de sêmen suíno 
importado pelo Brasil, nem da quantidade de inseminações realizadas anualmente com sê-
men fresco.
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Tabela 1. Importação de reprodutores suínos ao Brasil em número de cabeças e valor médio de aqui-
sição por reprodutor.

Fonte: Comex Stat - MDIC

Através da tabulação de estatísticas de importações oficiais de sêmen e de cateteres de 
inseminação disponibilizados para consulta pública pela Receita Federal, através do Portal 
Siscomex e do Comex Stat do Ministério da Indústria, Comércio Exterior e Serviços, foi pos-
sível observar que no ano de 2016, foram importadas 2.603 doses ao custo de U$59.519,22, 
oriundas dos Estados Unidos (44,8%), Suíça (44%) e Holanda (11,2%). Em 2017 foram im-
portadas 2.754 doses ao custo de U$40.472,78, oriundas do Canadá (43,6%), Espanha (43,6%) 
e da Holanda (16,1%). Em 2018, foram importadas o total de 2.083 doses no montante de 
U$98.226,74 e oriundas da Suíça (45,6%), Estados Unidos (20,7%) e da França (13,7%).

Em relação aos cateteres, no período de outubro de 2017 e setembro de 2018, foram co-
mercializados (importação e fabricação nacional) 12,7 milhões de unidades. Considerando o 
plantel brasileiro ajustado de 1,802 milhão de matrizes em criações tecnificadas no Brasil em 
2018 (1,72 milhão de matrizes em 2015 segundo a ABCS, acrescido do aumento de produção 
de carne suína de 4,8% entre 2015 e 2018 segundo a ABPA) e considerando 2,5 ciclos (partos 
por porca por ano) com 3 inseminações realizadas por ciclo, pode-se estimar que 94,2% do 
plantel brasileiro foi inseminado em 2018.

Durante o triênio 2016-2018 foram importados 2.251 reprodutores suínos no valor to-
tal de U$3.417.002,00 e no valor médio de U$1.517,99 por reprodutor. Houve crescimento 
linear no volume importado, assim como redução linear nos custos por reprodutor, sendo 
importados 332 reprodutores em preço médio de U$2.630,43 em 2016; 831 reprodutores no 
valor médio de U$1.661,93 em 2017; e 1.098 reprodutores no valor médio de R$1.082,83 em 
2018 (Tabela 1).

Biotecnologia aplicada ao sêmen suíno no Brasil
Tanto no Brasil, como em todos os outros países onde a suinocultura é bastante tec-

nificada, utiliza-se o sêmen líquido refrigerado, em função do alto volume e número de es-
permatozoides requeridos para garantir boas taxas de parição e um alto número de leitões 
nascidos por parto.
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Fatores que afetam a qualidade do sêmen refrigerado
Dentre os fatores que afetam a produção e a qualidade do sêmen, podemos citar o am-

biente de alojamento, alimentação e manejo. Normalmente, tudo o que afeta a condição me-
tabólica do reprodutor, tem potencial de afetar a qualidade do ejaculado e a conservação do 
sêmen [11].

Dos fatores ambientais, o estresse térmico parece ter maior influência sobre a qualidade 
do sêmen. Reprodutores expostos a 34,5°C por 8 horas e 31,0°C por 16 horas, diariamente, 
por 90 dias, tiveram menor motilidade espermática e maior patologia espermática, com con-
sequente redução da fertilidade, em comparação com o controle, mantidos a 23,0°C [16]. 
Além disso, não apenas o estresse térmico constante, mas também as flutuações de mais de 
10°C (25–35°C) entre o dia e a noite, e uma umidade relativa do ar acima de 90%, podem 
diminuir a produção e a qualidade de espermatozoides [15].

O processamento e procedimentos para a conservação do sêmen até a inseminação, são 
de extrema importância, especialmente, em relação ao cuidado sanitário. As grandes centrais 
de sêmen brasileiras, seguindo os padrões internacionais, estão implementando sistemas de 
controle de qualidade em cada passo, desde a coleta até o armazenamento, incluindo tempe-
ratura e tipo de diluente [12,13,14].

Os cuidados para evitar ou minimizar a contaminação bacteriana do sêmen são funda-
mentais para sua conservação e para evitar infecções uterinas pós cobertura. Neste contex-
to, a higiene na colheita de sêmen é fundamental, pois compromete toda continuidade dos 
resultados. A automação da colheita tem sido introduzida na maioria das grandes centrais 
brasileiras. Este sistema inclui, a abertura pneumática de portas de acesso e identificação 
eletrônica do cachaço e aumento do número de ejaculados por tempo de trabalho, sem dimi-
nuição na qualidade dos ejaculados [17].

A contaminação bacteriana é bastante deletéria para a qualidade do sêmen, seja pela 
ação direta ou de toxinas, causando aglutinação de espermatozoides e reduzindo a motili-
dade [18]. Outros efeitos atuam na longevidade do sêmen durante o armazenamento e na 
capacidade fecundante e, consequentemente, nos resultados reprodutivos [19].

Em relação ao tempo de conservação das doses, a maioria dos diluentes no mercado 
fornece uma manutenção da viabilidade espermática durante 72 horas de armazenamento, 
embora a motilidade e a fertilidade diminuam quando o sêmen é armazenado durante mais 
de 4 dias [14, 21].

Sêmen congelado
Na atualidade, estima-se que menos de 1% das inseminações, no mundo, sejam realiza-

das com sêmen congelado. No entanto, a utilização do sêmen congelado tem sido fundamen-
tal para a transferência de material genético entre países distantes [22]. 

Em termos gerais, entre 1 e 3 bilhões de espermatozoides congelados e descongelados 
por IA são utilizados em um volume de 20 a 80 ml. Taxas de parição de 20 a 92,7% e tama-
nhos de leitegada variando de 5,7 a 13 leitões foram obtidos [6, 29].
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No entanto, os resultados usando sêmen congelado ainda são inferiores àqueles obtidos 
usando sêmen refrigerado. O uso combinado de sêmen congelado e IAUI, sem [22] ou com 
[23] indução da ovulação [24] aponta para a possibilidade de aplicar esta tecnologia reprodu-
tiva em condições de campo com consideráveis benefícios econômicos. 

Inseminação artificial intrauterina
A IA em suínos tem sido realizada por mais de 40 anos no Brasil, tradicionalmente 

usando doses com 3 bilhões de espermatozoides viáveis em volume de 80 a 100ml, deposita-
das no interior da cérvix, fluindo para o corpo do útero [2, 3 e 4].  Com o surgimento da IA 
intrauterina, também chamada de pós-cervical, o sêmen é depositado diretamente no corno 
uterino, com o auxílio de um cateter, que passa diretamente por dentro da pipeta tradicional 
de IA. Com isso é possível reduzir tanto o número de espermatozoides, quanto o volume por 
dose de sêmen, melhorando o rendimento dos reprodutores com maior diferencial de sele-
ção [5]. Há também a redução tanto do tempo necessário para a realização da IA, quanto da 
perda de sêmen por refluxo, quando comparada com a IA tradicional [7].

Como principais dificuldades na transição entre a IAT e a IAUI, ocorre a adaptação 
dos funcionários a uma técnica um pouco mais complexa de ser realizada, pela necessidade 
de passagem do cateter interno, que é o que alcança a luz uterina, com um maior risco de 
lesão da porção final da cérvix e, também, de contaminação do útero [6]. A IAUI também se 
mostra mais difícil de ser realizada em marrãs em comparação às porcas, no que diz respeito 
à transposição cervical [9], em função de uma menor dimensão do trato reprodutivo desta 
categoria.

O número total de espermatozoides viáveis e volume da dose na IAUI mais comumente 
usados são de 1,5 bilhões e 50ml, sem prejuízos nos resultados reprodutivos, mas alguns 
autores tem mostrado bons resultados, mesmo com um número total de espermatozoides e 
volume tão baixos quanto 500 milhões em 50ml [10]. 

Deste modo, atualmente parece haver um consenso de que a IAUI é a técnica de esco-
lha para a IA comercial em suínos e que realmente tem contribuído para rentabilidade na 
suinocultura mundial [6]. No Brasil, a IAT vem gradualmente sendo substituída pela IAUI. 
A IAUI pode ser complementar a outras biotecnologias reprodutivas, como o uso de sêmen 
congelado e da IATF.

Inseminação artificial em tempo fixo
A IATF, em todas as espécies, é baseada na sincronização da ovulação, através da terapia 

hormonal, dentro de um espaço de tempo conhecido, de modo que se possa determinar um 
momento fixo para a IA e proporcionar a fecundação, sem perda de viabilidade dos gametas, 
alcançando bons resultados reprodutivos. Nos suínos, a indução hormonal da ovulação tem 
registros desde a década de 60, na Alemanha Oriental, em larga escala em porcas e marrãs, 
contribuindo para a organização do manejo reprodutivo nas granjas, com bons resultados 
reprodutivos [25]. A utilização da inseminação artificial em tempo fixo (IATF) em suínos 
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visa minimizar os erros associados com a detecção de cio, reduzindo a variação entre o cio e o 
intervalo de ovulação, além da possível diminuição do número de doses de sêmen por fêmea, 
diminuindo os custos de produção, apesar do custo dos hormônios.

Pois uma vez que se consiga eficiência na sincronização da ovulação, sem prejuízo no 
número de ovulações e viabilidade dos oócitos, é possível diminuir o número de insemi-
nações, o número de espermatozoides e volume da dose de sêmen sem prejuízo na taxa de 
fecundação, parição e tamanho da leitegada. Isso é provável devido à maior passagem de 
espermatozoides pela junção útero-tubária, que vai aumentando com a proximidade do mo-
mento da ovulação [26, 27], o que a torna complementar na utilização de IAUI.

Os hormônios usados na IATF em suínos são altrenogest (progestágenos de aplicação 
oral), eCG (indutor do crescimento folicular), hCG, análogos de GnRH e LH suíno (todos in-
dutores da ovulação), em suas mais variadas combinações, sendo o altrenogest mais utilizado 
para marrãs e as combinações entre eCG e os indutores da ovulação, em porcas após o des-
mame. Em porcas, principalmente primíparas, as terapias objetivaram inicialmente a redu-
ção do IDC (intervalo desmame-cio) e, mais recentemente, a diminuição do número de IA 
por porca [28].

A melhoria do controle do ciclo estral com hormônios exógenos também auxilia na 
utilização de outras ferramentas como a utilização do sêmen congelado, o que viabiliza a 
importação de sêmen oriundo de outros países, apoiando o desenvolvimento de programas 
nacionais de melhoramento genético.  Já foi observado que a associação de protocolos de 
IATF (eCG mais GnRH) com o sêmen congelado pode melhorar os índices de não retorno 
ao cio, demostrando que 61,19% das fêmeas não retornaram ao cio após 28 dias da IA sendo 
mais eficiente que o grupo que não recebeu hormônios exógenos (30,76%) [30].

Considerações Finais
Muitas biotecnologias da reprodução já estão disponíveis para utilização a campo na 

suinocultura. Deve-se avaliar qual a melhor a ser utilizada em cada situação levando em con-
sideração principalmente a situação da granja e possíveis custos e benefícios, tendo sempre 
em mente que boas condições sanitárias, de manejo e de alimentação são pré-requisitos para 
a aplicação de qualquer destas biotecnologias.
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Resumo: O Brasil vive uma condição ímpar na exportação de animais vivos e produtos, como sêmen e 
embriões, graças ao melhoramento genético, nutrição, sanidade e bem-estar. Como parte dos acordos 
internacionais, os protocolos sanitários diferem entre países e em função das doenças presentes nos 
países importadores e, no caso do sêmen, os principais patógenos envolvidos na esfera reprodutiva, 
além de febre aftosa e estomatite vesicular por conta do Programa Nacional de Erradicação da febre 
aftosa. Os testes diagnósticos seguem o Manual de Técnicas Diagnósticas e Vacinas da Organização 
Mundial de Saúde Animal (OIE). Os Centros de Coleta e Processamento de Sêmen, além de atenderem 
a Instrução Normativa 40/2007 do MAPA (referente aos requisitos sanitários mínimos como brucelose, 
tuberculose, campilobacteriose, tricomonose e BVD), também passaram a incluir os exames para IBR/
IPV, língua azul (BTV) e leucose bovina (BLV), justamente para atenderem o mercado externo. 
Palavras-chave: sêmen, risco sanitário, patógeno, bovino.

Keywords: semen, sanitary risk, pathogen, bovine.

Introdução
O rebanho bovino brasileiro está estimado em cerca de 212 milhões de cabeças [1], 

resultado dos contínuos investimentos em melhoramento genético (pela aplicação de biotec-
nologias como a inseminação artificial e transferência de embriões), nutrição, bem-estar e ao 
controle sanitário dos reprodutores. Consequentemente, todo esse trabalho tem garantido ao 
Brasil, um momento ímpar, com aumento das exportações de animais vivos e seus produtos.

As exportações brasileiras de sêmen bovino destinam-se aos países membros que inte-
gram o Mercosul e associados como Bolívia, Peru, Colômbia e Equador. Considerando que a 
situação sanitária diverge entre países, os exames sanitários para sêmen podem ser distintos.

A transmissão de alguns patógenos pelo sêmen é conhecida e por esse motivo são in-
cluídos nos requisitos para atender os protocolos sanitários, seja para trânsito interno como 
exportação [2,3]. Desta forma, os reprodutores devem ser submetidos a um rigoroso controle 
sanitário, desde a fazenda de origem (pré-quarentena), sua entrada (quarentena) como du-
rante sua permanência nos Centros de Coleta e Processamento de Sêmen (CCPS). 

Para atender a demanda de diagnóstico e monitoramento para o comércio nacional e 
internacional de sêmen é recomendado que os laboratórios executantes possuam acreditação 
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na norma ISO/IEC 17025, que garantem a certificação sanitária dos reprodutores e das parti-
das de sêmen produzidas. O Instituto Biológico (localizado na cidade de São Paulo), acredi-
tado nesta norma internacional, atende cerca de 90% das CCPS do Brasil garantindo a quali-
dade sanitária do produto comercializado, seja para comércio interno como para exportação. 
O Laboratório de Viroses de Bovideos do Instituto Biológico, somente de janeiro a abril de 
2019 analisou 1288 partidas de sêmen, sendo 416 para IBR/IPV, 119 para BVD, 444 para 
BTV e 309 para leucose bovina. Os exames de febre aftosa e estomatite vesicular são realiza-
das quando no ingresso dos reprodutores (pre-quarentena ou quarentena) ou no período da 
quarentena da exportação. 

Protocolos sanitários preconizados pela OIE
Os protocolos sanitários para comercialização de sêmen bovino são preconizados pela 

Organização Mundial de Saúde Animal [3] com base no risco de transmissão dos patógenos 
(seja de forma direta ou indireta), assim como de importância econômica e para saúde pú-
blica, os quais incluem exames na pré-quarentena e quarentena. Ainda no estabelecimento 
dos acordos sanitários entre os países importador e exportador podem ser incluídos doenças 
que o país exportador possui, como forma de evitar a entrada de novo agente infeccioso no 
país importador.

Na tabela 1 estão discriminados os exames exigidos pela OIE.

Tabela 1. Exames exigidos para admissão de reprodutores no CCPS, segundo OIE (2018).

Doença
Pré-quarentena Quarentena Monitoramento (anual)
Teste 

sorológico
Teste 
direto

Teste 
sorológico Teste direto Teste  

sorológico Teste direto

Brucelose Sim N/A Sim N/A Sim N/A

Tuberculose bovina N/A Sim N/A Sim N/A Sim

BVDV Sim
Sim: 

avaliar 
P.I.

Sim: 
avaliar 

sorocon-
versão

Sim: avaliar fase 
aguda de infecção 

ou P.I.

Sim: avaliar 
sorocon-
versão

Sim: Testar TODAS as 
partidas de semen do 
animal que sorocon-
verteu, desde ultimo 

teste soronegativo

Campilobacteriose N/A N/A N/A

Sim
*Animal < 6m e 
mesmo grupo: 

somente 1 teste
*Animal > 6 m 
e contato com 

fêmeas: 3 testes 
semanais negativos

N/A Sim

>continua
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Doença
Pré-quarentena Quarentena Monitoramento (anual)
Teste 

sorológico
Teste 
direto

Teste 
sorológico Teste direto Teste  

sorológico Teste direto

Tricomonose N/A N/A N/A

Sim
*Animal < 6m e 
mesmo grupo: 

somente 1 teste
*Animal > 6 m 
e contato com 

fêmeas: 3 testes 
semanais negativos

N/A Sim

IBR/IPV Sim N/A Sim N/A Sim N/A

Língua azul Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Legenda: N/A: não se aplica; P.I.: persistentemente infectado, m: meses; BVDV: virus da diarréia viral 
bovina, IBR/IPV: rinotraqueíte infecciosa bovina/vulvovaginite pustular infecciosa

No caso da BVDV, a questão é quanto a soroconversão, pois animais P.I.s não são admi-
tidos na CCPS. Desta forma, caso algum touro residente apresente soroconversão, todas as 
partidas de sêmen produzidas devem ser analisadas para garantir que não houve eliminação.

Quanto a IBR/IPV somente animais soronegativos são admitidos na CCPS, ou seja, se 
ocorrer soroconversão, o mesmo deverá ser retirado e as partidas de sêmen devem ser anali-
sadas e se positivas, incineradas.

Protocolos sanitários preconizados pelo Brasil
O Brasil segue as diretrizes estabelecidas pela OIE quanto aos requisitos sanitários de in-

gresso dos reprodutores nas CCPS, os quais estão publicadas na Instrução normativa/MAPA 
48 de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento [4]. Conforme tabela 
2, nota-se que  IBR/IPV e Língua azul, não estão incluídas nas doenças obrigatórias que as 
CCPS devem analisar na admissão de reprodutores. Estas são somente exigidas para atender 
os requisitos sanitários para importação de sêmen bovino, conforme publicado na Instução 
normativa/MAPA 47 de 2007 [5].

No caso de exportação de sêmen, de acordo com o país importador, as exigências sa-
nitárias podem ser distintas ou até mesmo maior e, portanto, os exames requeridos podem 
variar, não existindo um protocolo sanitário universal. Na tabela 3 estão listadas as principais 
doenças que são realizadas para exportação de sêmen.



49

Tabela 2. Exames exigidos para admissão de reprodutores no CCPS [4].

Doença

Pré-quarentena Quarentena Monitoramento 
(anual)

Teste so-
rológico

Teste 
direto

Teste so-
rológico

Teste direto Teste so-
rológico

Teste 
direto

Brucelose Sim N/A Sim N/A Sim N/A

Tuberculose bovina N/A Sim N/A Sim, após 60 dias do último 
teste realizado N/A Sim

BVDV Não Não Não Sim: avaliar fase aguda de 
infecção ou P.I. Não Não

Campilobacteriose N/A N/A N/A Sim: 3 testes semanais 
negativos N/A Sim

Tricomonose N/A N/A N/A Sim: 3 testes semanais 
negativos N/A Sim

Legenda: N/A: não se aplica; P.I.: persistentemente infectado

Tabela 3. Exames realizados para exportação de semen [5]

Doença
Quarentena

Teste sorológico Teste direto
Brucelose Sim N/A

Tuberculose bovina N/A Sim, após 60 dias do último teste realizado

BVDV Sim Se necessário para avaliar fase aguda

Campilobacteriose N/A Sim

Tricomonose N/A Sim

Febre aftosa Sim N/A

Estomatite vesicular Sim N/A

IBR/IPV Não Sim: das partidas de sêmen

Língua azul Não Sim: sangue total ou partidas de sêmen

Leucose bovina Não Sim: sangue total ou das partidas de sêmen
Legenda: N/A: não se aplica; P.I.: persistentemente infectado

Como no Brasil a maioria das doenças de impacto econômico é endêmica, há dificul-
dade na aquisição de animais soronegativos e, portanto, para o ingresso de touros torna-se 
imprescindível à pesquisa destes agentes visando o controle sanitário das partidas de sêmen.

Com o avanço do programa de controle e erradicação de febre aftosa no Brasil, as exi-
gências sanitárias impostas por países importadores também têm se tornado mais restritivas 
e, desde então, exames como estomatite vesicular, língua azul e leucose bovina passaram a ser 
exigidos para comercialização internacional de sêmen bovino, dependendo do país impor-
tador. De certa forma essas medidas contribuem para que os CCPS passem a adotar como 
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exame de rotina, o controle de touros e partidas de sêmen, principalmente para IBR/IPV, 
BTV e BLV.

Virus da diarreia viral bovina (BVDV)
A diarréia viral bovina (BVD) é uma das doenças prescritas no controle de touros resi-

dentes de centrais de inseminação artificial no Brasil. É causada pelo vírus da Diarréia viral 
bovina (BVDV) pertencente à família Flaviviridae, gênero Pestivirus [6].	

Animais sorologicamente positivos para BVD podem ser admitidos nas centrais de in-
seminação artificial, porém, é proibido o ingresso de animais persistentemente infectados 
(PI) ou imunotolerantes [3,4], daí a importância de sempre se associar diagnóstico sorológico 
e virológico. Para tanto, durante a quarentena, os animais devem ser submetidos a dois testes, 
com intervalo de vinte dias (no mínimo), para avaliar a freqüência de anticorpos e pesquisa 
do vírus em amostra de sangue com anticoagulante. Adicionalmente, todos os animais são 
reavaliados a cada seis meses ou anualmente (sorologia e detecção do vírus), com a finalidade 
de verificar possíveis novas infecções. O teste de referencia para detecção de anticorpos anti-
-BVD é a virusneutralização. Para a pesquisa do vírus realiza-se o isolamento viral com iden-
tificação pela imunoperoxidase (ou imunofluorescência), ELISA antígeno ou PCR [4], sendo 
que estes últimos dois métodos são os mais indicados tendo em vista a elevada sensibilidade 
e especificidade dos testes, bem como rapidez no diagnóstico. Touros sorologicamente positi-
vos para BVD normalmente possuem altos títulos de anticorpos (acima de 160) e os mesmos 
estão protegidos contra possíveis infecções pela BVDV. O problema reside em animais não 
reagentes ou com baixos títulos de anticorpos anti-BVD, que poderia sugerir a presença de 
um animal PI, demonstrando a importância de se associar testes sorológicos e virológicos 
para interpretação dos resultados. 

Vírus da Rinotraqueíte infecciosa bovina/vulvovaginite pustular infecciosa (IBR/IPV)
A IBR/IPV, causada pelo alfa-Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pertencente a famí-

lia Herpesviridae e gênero Alphaherpesvirinae [7] é um dos principais agentes associados aos 
problemas reprodutivos e respiratórios, justamente, por se tratar de uma doença endêmica 
no Brasil e pelo fato de que o animal se torna portador para o resto da vida [8,9]. Portanto, 
o risco de se admitir touros sorologicamente positivos para IBR/IPV é grande, sendo mun-
dialmente proibido em CCPS. No Brasil, como não existe um programa oficial para contro-
le dessa enfermidade, ainda são admitidos touros portadores de anticorpos para IBR/IPV. 
Desta forma, como medida de controle em touros de CCPS, recomenda-se analisar todas as 
partidas de sêmen produzidas, tanto de touros negativos como positivos, uma vez que não 
é possível determinar o momento de reativação viral e nem a ocorrência de infecção de um 
touro suscetível.

Dados do Laboratório de Viroses de Bovídeos/CPSA do Instituto Biológico (não pu-
blicados) apontam frequência de touros soropositivos em torno de 73% (201/276), pela vi-
rusneutralização, com títulos de anticorpos variando de 4 a 1024. Essa elevada positividade 
reflete os resultados observados no campo, também em virtude da vacinação dos animais. 
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Os testes sorológicos, como a virusneutralização e ELISA indireto não diferenciam anticor-
pos vacinais de infecção. Assim, visto que no Brasil autoriza-se a comercialização de vacinas 
convencionais (vírus completo) e não as deletadas, não se recomenda realização do teste so-
rológico para IBR/IPV para exportação de sêmen. Por esse motivo a PCR em tempo real é o 
método recomendado para detecção do virus da IBR/IPV nas partidas de sêmen produzidas.

O fato de as CCPS investirem em bem-estar animal e nutrição parece diminuir o efeito 
da reativação viral de touros portadores e nas vacas manequins e, portanto, menores taxas de 
sêmen positivos são observados. Em touros residentes e latentes para o BoHV-1, quando 
ocorre a reativação viral, a excreção do BoHV no sêmen é baixa, pode ser uma única vez 
ou intermitente. Por sua vez, em touros primo-infectados, o tempo de excreção viral é maior 
podendo durar até uma três dias ou mais dependendo da imunidade do animal 10].  

Caso seja detectada uma partida de sêmen positiva para BoHV, o lote todo produzido 
deve ser incinerado.

Língua azul
A língua azul (bluetongue, BT) é uma doença infecciosa que afeta ovinos, caprinos, bo-

vinos e diversas espécies de ruminantes silvestres. Sua transmissão ocorre por mosquitos do 
gênero Culicoides [11] e, portanto, apresenta caráter sazonal, embora as alterações climáticas 
estejam contribuindo para manutenção do vetor, por quase todo o ano. 

Tarta-se de uma doença de notificação obrigatória de acordo com o Código Sanitário de 
Animais Terrestres da Organização Mundial de Saúde Animal e está incluída na lista de en-
fermidades infecciosas cujas conseqüências sócio-econômicas podem ser graves e de grande 
importância sobre o comércio internacional de animais e seus subprodutos. Para movimen-
tação de animais, inclusive entre os países que compõem o Mercosul (Brasil, Argentina, Pa-
raguai e Uruguai), é obrigatória análise para pesquisa de vírus ou de anticorpos dos animais 
ou de seus produtos [12].

O vírus da língua azul (bluetongue vírus, BTV) pertence à família Reoviridae, gênero 
Orbivirus e, atualmente existem 30 sorotipos, sendo três considerados atípicos. No Brasil são 
relatados a presença dos sorotipos 3, 4, 8, 10, 12, 14 e 18 [13]. 

O diagnóstico da Língua Azul em touros de CCPS é baseado na pesquisa de anticorpos 
(IDGA ou ELISA) ou pesquisa do BTV em amostras de sangue com anticoagulante ou sêmen 
(detecção do RNA viral pela RT-PCR em tempo real), sendo preconizado, no mínimo, 2 tes-
tes. Os testes sorológicos visam a vigilância epidemiológica e a emissão de certificados para 
o comercio internacional de animais e de seus produtos [3]. Entretanto, considerando que o 
país é endêmico para BTV [14], o teste sorológico não é o mais indicado, sendo recomendan-
do a pesquisa do virus no sangue total ou nas partidas de sêmen. 

Vírus da Leucose bovina
A leucose bovina (BL) é uma doença infecto-contagiosa, de caráter crônico, causada 

pelo vírus da Leucose bovina (BLV) pertencente à Família Retroviridae, subfamília Ortho-
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retrovirinae, gênero Deltaretrovirus [15]. O impacto econômico reside, principalmente, no 
comércio internacional de sêmen e embriões, impostos por países livres da doença. Segundo 
as normas do Código Sanitário de Animais Terrestres da Organização Mundial de Saúde 
Animal [3], o comércio internacional de bovinos ou sêmen devem ser procedentes de reba-
nho livre de BLV, ou o animal apresentar sorologia negativa 30 dias antes do embarque pelo 
teste de ELISA. Considerando que a doença é endêmica no país, principalmente em rebanhos 
leiteiros, o teste sorológico também não é o mais indicado. Isso porque existe grande risco 
do animal ser positivo e, por se tratar de um retrovírus, este permanecerá por toda a vida do 
animal com chances de ser ativado, em situações de baixa imunológica. Ainda, o tempo da 
viremia e a soroconversão podem ser longas. Após a infecção, o virus começa a ser detectado 
por volta de 18 dias após infecção e a soroconversão ocorre até 50 dias pós infecção [16]. 
Porém, dependendo do estatus imunitário do animal, essa condição de soroconversão pode 
ser aumentada. Recomenda-se para exportação de sêmen, a pesquisa do BLV em amostras 
de sangue com anticoagulante durante a quarentena da exportação bem como análise das 
partidas de sêmen. Por ser um Retrovirus, o mesmo se aloja nos linfócitos. Ou seja, somente 
na presença de leucócitos infectados é que se detectaria a presença do BLV no sêmen, o que 
pode ser decorrente de mau procedimento durante a coleta (que poderia promover um trau-
ma, por exemplo) e, portanto, infiltração de leucócitos no sêmen ocasionando PCR positiva. 

Normas para colheita e encaminhamento de material para diagnóstico
•	 Ficha clínica: encaminhar os dados clínicos e epidemiológicos, idade e procedên-

cia dos animais. Mencionar vacinações, tratamentos com antibióticos ou carrapati-
cidas, cujos resíduos no sangue podem interferir nas provas diagnósticas. 

•	 Soro: enviar cerca de 5 mL de soro não hemolisado, em frascos estéreis e remetidos 
sob refrigeração. O exame sorológico é importante para determinar a ocorrência 
e incidência das doenças. No caso de amostras pareadas, devem ser colhidas com 
intervalo de cerca de 20 dias. Pode ser utilizado como diagnóstico confirmatório de 
infecção, quando se observa um aumento do título de anticorpos, em quatro vezes 
ou mais. 

•	 Sangue para detecção viral: colher 5 mL de sangue com anticoagulante EDTA de 
todos os touros na quarentena (2 colheitas com intervalo mínimo de 20 dias) para 
identificação e eliminação de possíveis animais persistentemente infectados (PI) 
para BVDV ou animais em viremia para BTV e BLV.

•	 Sêmen in natura ou industrializado: encaminhar 0,5 ml de sêmen in natura ou até 
4 palhetas de sêmen industrializado de 0,25 ou 0,5 ml, dependendo do número de 
patógenos a ser analisado. 
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Técnicas diagnósticas

Finalidade: Pesquisa de anticorpos 

Doença Matriz Método diagnóstico

Brucelose

Soro

AAT, 2-ME ou Fixação de complemento

Febre aftosa ELISA 3ABC e confirmatório pelo ensaio imunoenzimático 
de eletrotransferência (EITB)

Estomatite vesicular  
(sorotipos COCV e VSAV) Virusneutralização

Língua Azul (BT) IDGA ou ELISA

IBR/IPV Vírusneutralização

BVD Vírusneutralização ou ELISA

Leucose Bovina ELISA

Finalidade: Pesquisa do agente infeccioso

Doença Matriz Método diagnóstico

Tuberculose bovina Pele Prova intradérmica simples e comparada

Campilobacteriose Suabe prepucial Isolamento e identificação bioquímica

Tricomonose Lavado prepucial Isolamento

IBR/IPV Sêmen: todas as partidas 
(touros negativos e positivos) PCR em tempo real

BVD Sangue total ELISA antígeno
RT-PCR

Língua Azul (BT) Sangue total ou
Sêmen RT-PCR em tempo real

Leucose Bovina Sangue total ou
Sêmen PCR

Considerações Finais
Os protocolos sanitários para atendimento de exportação de sêmen devem-se muito 

as imposições restritivas do comércio internacional, nem sempre atreladas aos programas 
oficiais do governo e devem ser continuamente revistos e atualizados, pois os patógenos são 
dinâmicos e se munem de estratégias para perpetuar nos hospedeiros, adaptando-se muitas 
vezes as novas condições climáticas. Assim, todos os atores envolvidos (órgãos de defesa sa-
nitaria animal, laboratórios acreditados e CCPS) devem estar preparados para responder em 
tempo tela, as demandas exigidas pelo mercado.



54

Referências bibliográficas
[1] IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. Resultados do Censo Agropecuário 2017. Disponível em: 
https://sidra.ibge.gov.br/tabela/3939.

[2] Afshar, A.; Eaglesome, M. D. Viruses Associated with Bovine Semen. The Vet Bul 1990: 60: 2: 93-109

[3] OIE - World Organisation for Animal Health. Terrestrial Animal Health Code. Collection and processing 
of bovine, small ruminant and porcine semen. Paris: OIE, 2018. Disponível em: http://www.oie.int/index.
php?id=169&L=0&htmfile=chapitre_coll_semen.htm

[4] BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Requisitos zoossanitários para habilitação dos 
centros de coleta e processamento de sêmen bovino e bubalino e certificado zoossanitário para comercialização de 
sêmen destas espécies entre os estados partes do Mercosul. Instrução Normativa, no.48, de 17 de junho de 2003.2003.

[5] BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Requisitos sanitários para a importação de sêmen 
bovino e bubalino oriundo de países Extramercosul. Instrução Normativa, no.40, de 04 de setembro de 2007

[6] International Commitee Taxonomy Of Virology (ICTV). Family Herpesviridae. Disponível em: http://www.
ictvonline.org/virustaxonomy.asp

[7] Fauquet, C.M.; Mayo, M.A.; Maniloff, J.; Desselberger, U.; Ball, L.A. Family Herpesviridae. In: ______ (Ed.). 
Virus taxonomy: classification and nomenclature of viruses. Eighth Report of the International Committee on the 
Taxonomy of Viruses. San Diego: Academic Press, 2004. 1162p.

[8] Richtzenhain, L.J.; Alfieri, A.; Leite, R.C.; Weiblen, R.; Moro, E.; Umehara, O. Pesquisa de anticorpos séricos 
contra o herpesvírus bovino tipo 1 (HVB-1) em fêmeas bovinas de propriedades com histórico de problemas 
reprodutivos localizados em 21 Estados brasileiros. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE BUIATRIA, 3., 1999, São 
Paulo. Resumos. Arq. Inst. Biol., 66:127. 

[9] Lemaire M., Weynants V., Godfroid J., Schynts F., Meyer G., Letesson J.J. & Thiry E. (2000). Effects of bovine 
herpesvirus type 1 infection in calves with maternal antibodies on immune response and virus latency. J. Clin. 
Microbiol., 38, 1885–1894

[10] Okuda, L. H.; Stefano, Eliana De; C.N. Camargo; Shimozono, Odair Shinya; Rodrigues, L H.; Pituco, E. 
M. Ocorrência de HVB-1 em partidas de sêmen de uma Central de Inseminação Artificial, Brasil. Resultados 
preliminares. In: 17ª Reunião Anual do Instituto Biológico, 2004, São Paulo. Arquivos do Instituto Biológico, 2004. 
v. 71.

[11] OIE - World Organisation for Animal Health. Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 
2018. Disponível em: http://www.oie.int/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/

[12] SICE. Organization of American State’s Foreign Trade Information System. Resoluções do Grupo Mercado 
Comum. MERCOSUL/GMC/RES. N° 16, de 2005 - Requisitos Zoossanitários para o Intercâmbio entre os Estados 
partes de sêmen bovino e bubalino. Disponível em: http://www.sice.oas.org/trade/mrcsrs/resolutions/res1605p.asp. 
Acesso em: 27 de setembro de 2010

[13] Lobato, Z.I.P, Guedes,  MIMC, Matos, ACD. Bluetongue and other orbiviruses in South America: gaps and 
challenges. Vet. Ital., 51 (2015), pp. 253-262, 10.12834/VetIt.600.2892.1

[14] NOGUEIRA, A. H. C. ; STEFANO, E. ; MARTINS, M. S. N. ; OKUDA, L. H.  ; LIMA, M.S. ; SILVA, T.G. ; 
HEINZ, O. H. ; ALVES, J. E. L. ; SAVINI, G. ; PITUCO, E. M. Prevalence of Bluetongue virus serotype 4 in cattle in 
the State of Sao Paulo, Brazil. Vet Ital, 2016, 52 (3), 319-323. doi: 10.12834/VetIt.570.2721.1.

[15] Van Regenmortel, M.H.V., Fauquet, C.M., Bishop, D.H.L., Carstens, E.B., Estes, M.K., Lemon, S.M., Maniloff, J., 
Mayo, M.A., Mcgeoch, D.J., Pringle, C.R., Wickner, R.D. (Eds.). Virus Taxonomy: The Classification and Nomenclature 
of Viruses. 7th Report. San Diego: Academic Press, 2000. 1167p. Chapter 00.061: Family Retroviridae. 

[16] Choi, K. Y., Monke, D., & Stott, J. L.  (2002).  Absence of bovine leukosis virus in semen of seropositive 
bulls. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 14(5), 403-406.

https://sidra.ibge.gov.br/tabela/3939
http://www.oie.int/index.php?id=169&L=0&htmfile=chapitre_coll_semen.htm
http://www.oie.int/index.php?id=169&L=0&htmfile=chapitre_coll_semen.htm
http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp
http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp
http://lattes.cnpq.br/4546671040397891
http://lattes.cnpq.br/6513935239443537
http://lattes.cnpq.br/6513935239443537
http://lattes.cnpq.br/6513935239443537
http://www.oie.int/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/
http://www.sice.oas.org/trade/mrcsrs/resolutions/res1605p.asp
https://doi.org/10.12834/VetIt.600.2892.1
http://lattes.cnpq.br/6513935239443537


55
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Abstract: The artificial vagina and electroejaculation are common semen collection methods in 
domestic cats. In wild cats the most used technique is electroejaculation and can also be 
used semen collected from epididymis, after orchiectomy, or death, in endangered animals. 
The semen collection method should provide good quality of ejaculates and minimum 
stress to the animal, in this way, semen collection for urethral catheterization method after 
pharmacological induction emerges as a viable alternative in felines, being successfully used 
in domestic and wild cats. This new collection methodology has the advantage of eliminating 
specific equipment and to reduce costs, as well as, makes the semen collection easier for 
domestic cats that do not accept artificial vagina and free-living wild cats. However, most 
of the anesthetic protocols for urethral catheterization semen collection increase the risk of 
side effects, especially on the cardiovascular system, indicating that new alternative and safer 
protocols need to be tested in wild animals.
Keywords: pharmacological collection, urethral catheter, dexmedetomidine.
Palavras-chave: coleta farmacológica, cateter uretral, dexmedetomidina.

Introdução
A colheita de sêmen em felinos pode ser realizada pelos métodos ejaculatório utilizan-

do-se vagina artificial ou eletroejaculação; ou pelos métodos não ejaculatórios utilizando-se 
a colheita de sêmen do epidídimo após o óbito ou orquiectomia. Recentemente uma nova 
metodologia de colheita de sêmen em felinos vem sendo testada com resultados promissores, 
trata-se da colheita farmacológica por sondagem uretral.

Considerando que o método de colheita deve prover ejaculados com qualidade e o mí-
nimo estresse ao animal, a colheita de sêmen pelo método do cateterismo uretral, após in-
dução farmacológica, surge como uma alternativa viável em felinos, sendo utilizado com 
sucesso em gatos domésticos e felinos selvagens. 

Essa nova metodologia de colheita tem a vantagem de eliminar a necessidade de equi-
pamentos específicos, e com isso reduzir os custos; bem como facilitar a colheita em gatos 

mailto:reginacrpaz@gmail.com
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domésticos que não aceitam a vagina artificial e em felinos selvagens de vida-livre, uma vez 
que não necessita de treinamento prévio.

Métodos ejaculatórios
Dentre os métodos ejaculatórios podemos citar a recuperação de sêmen após o coito, 

a manipulação digital, a colheita de sêmen por vagina artificial e a eletroejaculação, sen-
do apenas os dois últimos viáveis para gatos domésticos. A recuperação de sêmen após o 
coito em felinos, diretamente da vagina da fêmea, é muito difícil de ser realizada, devido 
ao pequeno volume do ejaculado (~0,03mL). A manipulação digital para a colheita de sê-
men também é uma técnica difícil de ser realizada, devido ao tamanho reduzido do pênis. 
Em gatos domésticos o pênis ereto apresenta comprimento de 21,2±2,2mm e diâmetro de 
5,1±0,5mm [1], o que torna praticamente impossível a colheita de sêmen por este método.

Colheita de sêmen por vagina artificial em gatos domésticos foi reportado primeira-
mente na década de 1970 [2] e vem sendo utilizada até hoje por proporcionar ejaculados 
normais, uma vez que simula o coito. Apresenta a vantagem de ser de baixo custo, pois a 
vagina artificial para gatos domésticos pode ser facilmente confeccionada utilizando-se 
um bulbo de pipeta Pasteur e um microtubo cônico plástico sem tampa, não havendo a 
necessidade de contenção física ou química. Entretanto, como desvantagem podemos citar 
a necessidade da presença de fêmea no cio ou tratada com estrógeno e treinamento prévio 
do macho. 

A eletroejaculação também foi utilizada pela primeira vez em gatos domésticos na 
década de 1970 [3] e desde então este tem sido o método mais utilizado em felinos, tor-
nando-se a técnica de eleição para machos adultos que não aceitam a vagina artificial. A 
eletroejaculação também é a técnica mais utilizada em felinos selvagens, devido ao fato de 
poder ser realizada em animais anestesiados, uma vez que a utilização de vagina artificial 
necessita de treinamento intensivo dos animais, tornando-se uma prática perigosa se não 
for bem executada [4]. 

O aparelho utilizado para a geração dos eletrochoques é semelhante ao utilizado para 
eletroejaculação em bovino, com eletrodos retais bipolares, com três tiras longitudinais em 
cobre (5cm de comprimento com distância de 0,4cm entre elas e saliência de 0,2cm), com 
medidas específicas para gato doméstico (diâmetro 1cm e comprimento total 12cm) [5]. Os 
eletrodos utilizados em felinos selvagens seguem o mesmo padrão das tiras longitudinais 
em cobre, porém com diâmetro diferente para cada espécie (Tabela 1).

A série de eletrochoques segue protocolo padrão, no qual são utilizados 80 estímulos 
elétricos divididos em 3 séries: 30 (10 estimulações em 2, 3 e 4V), 30 (10 estimulações em 3, 
4 e 5V) e 20 (10 estimulações em 4 e 5V) [6], devendo haver descanso de 10 minutos entre 
as séries. Em grandes felinos a última série de estímulos pode chegar a 6V, caso não se con-
siga a ejaculação do animal com estímulos em 5V [7], no entanto, o risco de contaminação 
por urina aumenta em voltagens mais elevadas. Em estudo realizado em gatos domésticos 
o número de espermatozoides nos ejaculados coletados com 4 ou 8V foi significantemente 
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maior comparado aos 1 e 2V, no entanto, por vezes estímulos com 8V resultaram em con-
taminação por urina [8]. 

Em gatos domésticos há uma variação considerável relacionada ao volume do ejacu-
lado e o número de espermatozoides ejaculados de acordo com estimulação elétrica [9]. 
A contaminação do ejaculado por urina ocorre com relativa frequência e também parece 
estar relacionada a voltagem excedendo o mínimo necessário para ejaculação [6,10,11]. 
Sendo assim, a cada série, os tubos devem ser trocados, com a finalidade de se evitar pos-
síveis contaminações com urina.  Em felinos todos os ejaculados são utilizados, sendo o 
volume total de sêmen a soma dos volumes de cada ejaculado.

Uma das alternativas para minimizar este problema seria a drenagem da urina por 
cateterização ou cistocentese, antes do início dos eletrochoques. Se o objetivo for apenas a 
confirmação da presença de espermatozoides no ejaculado, pode-se proceder a cistocente-
se ou cateterização com posterior infusão de solução fisiológica na bexiga, antes do início 
dos eletrochoques. Caso não seja possível obter o ejaculado após a série de eletrochoques, 
faz-se a drenagem e análise da solução fisiológica de origem vesical, a qual pode conter 
espermatozoides.  

Diferentes protocolos anestésicos têm sido descritos na literatura para realizar ele-
troejaculação em felinos. Os fármacos mais comumente utilizados são a cetamina associa-
da a xilazina, diazepan, acepromazina; ou agentes inalatórios como halotano e isoflurano; 
ou propofol. A associação de fármacos tiletamina-zolazepam tem sido preconizada para a 
realização deste procedimento por não determinar alterações significativas no ejaculado.  

Do ponto de vista ético a eletroejaculação vem sendo cada vez mais questionada, sen-
do restrita em alguns países. Diante desse panorama, foi realizado um estudo com 10 gatos 
domésticos para determinar o impacto da eletroejaculação na mucosa retal. A avaliação 
foi realizada por endoscopia e análise histológica; e concluíram que a eletroejaculação não 
induziu lesão significante, confirmando ser uma técnica segura para colheita de sêmen em 
gatos [12].

No entanto, mesmo comprovando-se ser uma técnica segura, é certo que o procedi-
mento de eletroejaculação, por vezes, não apresenta resultados satisfatórios em felinos, seja 
pela contaminação do ejaculado por urina ou devido a ejaculados com grande volume e 
baixa concentração espermática, quando comparados a outros métodos de colheita.
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Tabela 1. Características seminais de felídeos neotropicais coletados por eletroejaculação.

Espécie Eletrodo  
(diâmetro/cm)

Nº de Ejaculados Volume 
(ml)

Concentração 
(x106/ml)

  Motilidade
 (%)

Jaguatirica
L. pardalis 1.01 51

383
0.3±0.11

0.62±0.083
28.0±17.01

53.8±17.83
72.0±12.51

70.4±2.33

Gato-do-mato-
-pequeno
L. tigrinus

1.01 183 0.11±0.023 78.5±33.83 62.1±5.73

Gato-do-mato
L. guttulus 1.01 104 0.094±0.0764 151.1±87.44 61.0±18.754

Gato maracajá
L. wiedii 1.01 111

273
0.2±0.11

0.31±0.053
79.9±28.11

14.2±5.33
86.0±3.31

62.8±5.33

Gato Mourisco
H. yagoaroundi 1.01 31

213
0.1±0.11

0.08±0.023
12.5±9.41

7.2±4.03
50.0±9.91

57.8±2.53

Gato palheiro
L. colocolo 1.01 51

23
0.3±0.11

0.08±0.013
10.8±5.71

364.0±326.03
36.7±6.61

81.3±6.33

Gato-do-mato-
-grande

L. geoffroyi
1.01 81

243
0.2±0.11

0.21±0.033
300.0±233.21

66.5±24.43
73.0±4.41

64.0±4.73

Suçuarana
P. concolor 1.61 121 2.8±0.51 20.2±4.71 52.0±8.01

Onça-pintada
P. onca

3.01

2.32
51

382
2.7±0.61

5.7±1.712
12.0±1.91

13.16±10.762
82.0±5.81

56.9±9.352

1Howard, 1993 [6]; 2Paz et al., 2000 [7]; 3Morais, 2001 [13], 4Iglesias, 2019 [14]

Métodos não ejaculatórios
Dentre os métodos não ejaculatórios utilizados em felinos podemos citar duas técnicas: a 

colheita de sêmen do epidídimo e a colheita farmacológica de sêmen por cateterismo uretral. 

Em gatos domésticos a colheita de sêmen do epidídimo vem sendo utilizada como mo-
delo experimental para felinos selvagens, devido ao fato de poder ser realizada em animais 
que vieram á óbito ou foram submetidos a vasectomia, tornando-se uma ferramenta impor-
tante na conservação de espécies ameaçadas. 

Existem várias técnicas para colheita de sêmen do epidídimo, sendo o tamanho do ani-
mal determinante para sua escolha. Em grandes felinos pode-se realizar a lavagem do epidí-
dimo introduzindo-se meio de cultura (HEPES e/ou HAM’S F10, ou solução salina) com au-
xílio de uma seringa e coletando-o na extremidade oposta diretamente na placa de Petri [4].

Em animais de grande e médio porte a colheita pode ser feita por compressão (Squee-
zing), onde o epidídimo é comprimido em direção aos vasos deferentes com o auxílio de uma 
pinça ou lâmina histológica, conduzindo seu conteúdo diretamente em uma placa de Petri 
aquecida contendo meio diluidor [15]. 
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Em pequenos felinos o fatiamento do epidídimo (Slicing) pode ser uma alternativa 
quando os métodos anteriores se tornam inviáveis em consequência do tamanho reduzido 
do testículo, no entanto, esta técnica pode apresentar contaminação da amostra, o que por 
vezes inviabiliza o uso dos espermatozoides. Nesta técnica a cauda do epidídimo é dissecada, 
fatiada com o auxílio de uma lâmina de bisturi e colocada em placa de Petri aquecida con-
tendo meios diluidores [16]. Após 10-15 minutos de incubação os tecidos são removidos e 
a suspensão deve então ser filtrada ou centrifugada para recuperação dos espermatozoides. 

Para qualquer uma das técnicas citadas é necessária a dissecção completa do epidídimo, 
removendo todos os tecidos adjacentes e vasos sanguíneos para se evitar a contaminação da 
amostra.

A refrigeração dos testículos a 5°C logo após o óbito ou retirada dos mesmos por cas-
tração é recomendada, sendo que espermatozoides vivos podem ser recuperados em até doze 
horas [6]. No entanto, nossa experiência tem indicado que a recuperação de células viáveis 
dentro do período de 2 horas é melhor quando os testículos são mantidos a 37ºC em placa 
aquecedora. 

Em animais vasectomizados o sêmen é coletado por aspiração diretamente da cauda do 
epidídimo, com agulha e seringa descartáveis. A seringa deve conter meio de cultura HEPES 
acrescido de HAM’S F10, sendo que os espermatozoides são recuperados após centrifugação 
do material coletado.

A aplicação de técnicas de colheita de sêmen para gatos domésticos ainda ocupa um lu-
gar discreto em gatis comerciais, concentrando a atual procura por reprodução assistida ape-
nas para algumas raças específicas. Devido ao fato da eletroejaculação ser uma técnica não 
aceita por alguns proprietários, havia dificuldade na colheita de sêmen por vagina artificial 
em machos destreinados. Neste contexto, a nova técnica de colheita farmacológica do sêmen 
por cateterismo uretral surge como uma alternativa viável para solucionar este problema.

A colheita de sêmen farmacológica baseia-se no fato dos agentes α-adrenérgicos atua-
rem em α-adrenoreceptores determinando a contração dos vasos deferentes [17], o que pode 
determinar uma alta concentração de espermatozoides liberados na uretra, após a adminis-
tração de fármacos como a medetomidina, tornando possível a colheita de sêmen sem ejacu-
lação, fato observado primeiramente em equinos [18,19].

Vários estudos demonstraram que o uso de fármacos α-2-adrenérgicos (detomidina, 
medetomidina e dexmedetomidina), utilizados na indução anestésica em felinos, levam à li-
beração espontânea de células espermáticas na uretra, devido à contração causada nos ductos 
deferentes, facilitando assim a colheita de sêmen nestes animais [20-23, 30, 37].

Dessa forma, foi descrita a técnica de colheita farmacológica de sêmen por cateteris-
mo uretral em gatos domésticos, utilizando-se como protocolo anestésico a associação dos 
fármacos medetomidina (100μg/kg) e cetamina (5mg/kg); e um cateter uretral (Tom cat – 
1,0mmx13,0cm), o qual foi inserido a aproximadamente 9,0 cm dentro da uretra, permitindo 
que o sêmen penetrasse no cateter por capilaridade, resultando na possibilidade de colheita 
de sêmen sem ejaculação em felinos [20].
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Posteriormente, um estudo foi realizado administrando medetomidina (100μg/kg) em 
uma grande população de gatos domésticos (214 casos) para colheita de sêmen por cateteris-
mo utilizando-se um cateter urinário (Tom cat) inserido 9 cm dentro da uretra. Em seguida 
foi administrada 5mg/kg de cetamina para realização de orquiectomia e posterior colheita e 
avaliação do sêmen do epidídimo. Os resultados obtidos confirmaram a incidência de alto 
índice de teratospermia nos gatos avaliados, sendo que o sêmen coletado do epidídimo mos-
trou maior índice de anormalidades, confirmando o método como viável e indicando-o para 
uso na rotina de avalição de infertilidade no macho [24].

Em trabalho avaliando-se a criopreservação do sêmen, a colheita farmacológica obteve 
resultados semelhantes e, em alguns aspectos, até melhores comparados a espermatozoides 
coletados do epidídimo, indicando que a qualidade do sêmen pós congelamento não diferiu 
de acordo com a técnica de colheita utilizada [25].

A colheita de sêmen por cateterismo uretral após indução farmacológica apresenta bai-
xo volume de sêmen, porém alta concentração espermática quando comparada a eletroeja-
culação, que se caracteriza por proporcionar elevado volume de sêmen e baixa concentração 
espermática [22]. Em estudo comparando as técnicas de colheita de sêmen do epidídimo 
(Slicing) e colheita farmacológica por cateter uretral os resultados foram similares quanto à 
capacidade de fertilização, indicando a obtenção de células viáveis para IA ou FIV [26].

A técnica de colheita de sêmen por cateterismo uretral após administração de medeto-
midina tem sido registrada como uma técnica inovadora, pouco invasiva e com resultados 
favoráveis. No entanto, ainda existem controvérsias quanto a sua viabilidade. Em trabalho 
realizado comparando três metodologias de colheita de sêmen (farmacológica, eletroejacu-
lação e epidídimo/Slicing) em gatos domésticos, os melhores resultados foram obtidos com 
eletroejaculação, sendo a colheita do epidídimo comparável aos resultados obtidos com ele-
troejaculação e a farmacológica apresentando os piores resultados de acordo com os parâme-
tros espermáticos avaliados [27].

Outro fator que deve ser levado em conta é a necessidade de altas doses de medetomi-
dina para obtenção do sêmen. Comparando as características de sêmen coletado por catete-
rismo uretral, utilizando doses de 130 e 50μg/kg de medetomidina, houve comprometimento 
significativo do volume de sêmen, motilidade e concentrações espermáticas na dose mais 
baixa (50μg/kg) [28], sendo que alta qualidade do sêmen, apresentando boa concentração 
espermática apesar do baixo volume, somente foi conseguida com doses iguais ou superiores 
a 100μg/kg [21, 22, 23, 24, 25]. 

A necessidade de altas doses de medetomidina pode aumentar os riscos dos efeitos 
colaterais, especialmente no sistema cardiovascular, podendo inviabilizar sua utilização em 
alguns animais. Houve significantes efeitos hemodinâmicos no coração de felinos, como re-
dução dos batimentos cardíaco e queda da função sistólica quando a dose de 130μg/kg de 
medetomidina foi utilizada [29]. Devido a essas razões cada vez mais os estudos avançam no 
sentido de prover protocolos anestésicos mais seguros. 

Uma alternativa seria a utilização da dexmedetomidina por apresentar similaridades a 
medetomidina quanto à sedação e analgesia, apresentando maior especificidade para alfa-
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-2-receptores, e, portanto, necessitando de doses mais baixas. O tratamento com o sedativo 
dexmedetomidina, para a colheita de sêmen por cateterismo, foi realizado com sucesso em 
gato doméstico (Felis catus) utilizando a dose de 0,025mg/kg de dexmedetomidina associada 
a 10mg/kg de cetamina IM [30]. Comparação entre a associação cetamina (10mg/kg IM) e 
xilazina (1mg/kg IM) também foi realizada, indicando que a xilazina, sendo 10 vezes menos 
específica para α-2-receptores, não exerceu o efeito desejado para colheita de sêmen [30].

Pré-medicação anestésica com 5μg/kg de dexmedetomidina em associação a 0,2mg/kg 
de metadona (IM) proporcionou nível de sedação adequado.  A anestesia foi induzida com 
propofol até atingir plano cirúrgico para que o cateter fosse introduzido. Após a retirada 
do cateter 15μg/kg de atipamezole, antagonista α-2-adrenérgico, foi administrado (IM) para 
reverter os efeitos da dexmedetomidina [31]. Com este protocolo valores de concentração, 
motilidade e volume foram similares a dose de 130μg/kg de medetomidina e melhores com-
parados a dose de 50μg/kg, porém a concentração foi menor comparada a dose de 100μg/kg 
de medetomidina [28], no entanto, determinou a diminuição de efeitos colaterais, indicando 
portanto, ser um protocolo mais seguro. 

De acordo com os promissores resultados encontrados em gatos domésticos a colheita 
farmacológica de sêmen por cateter uretral passou a ser aplicada em felinos selvagens. A me-
todologia foi primeiramente testada em leões (Panthera leo) obtendo-se resultados positivos. 
Para tanto, foi utilizada a dose de 12mg de medetomidina e 150mg de cetamina (IM) em 
dardos de 3mL, sendo que após 20 a 40 minutos um cateter urinário para cães foi introdu-
zido e guiado por ultrassom até a próstata sem atingir a bexiga urinaria, evitando-se assim 
a contaminação por urina. Massagem retal adicional e estimulação da próstata durante a 
ultrassonografia transretal auxiliaram na eliminação de espermatozoides na uretra, tornando 
a técnica viável para a espécie [32].

Colheita de sêmen farmacológica também foi realizada com sucesso em jungle cat (Felis 
Chaus) 20 a 40 minutos após administração de 1mg de medetomidina e 5mg de cetamina 
(IM). Um cateter (Tom cat – 2,0mmx130mm) foi introduzido na uretra e guiado por ultras-
son até a uretra prostática (~12-14cm) e o sêmen coletado por capilaridade [33].

Em amur leopardo cat (Prionailurus bengalensis euptilurus), uma espécie ameaçada de 
extinção endêmica da Peninsula Koreana, foi possível a colheita de sêmen por cateterismo 
utilizando-se as doses 0,05mg/kg de medetomidina e 4mg/kg de cetamina, utilizando cate-
ter Tom cat (1,0mmx110mm). Os efeitos da medetomidina foram revertidos imediatamente 
após a colheita com a aplicação de atipamizole na dose 0,2mg/kg [34].

O primeiro relato de utilização de colheita farmacológica de sêmen em felinos neotropi-
cais ocorreu em onça-pintada (Panthera onca) [35,36] e suçuarana (Puma concolor) [36], as 
quais foram anestesiadas com a associação medetomidina (0,08-0,1mg/kg) e cetamina (5mg/
kg), sendo que após a colheita o antagonista α-2-adrenérgico atipamizole (0,25mg/kg) foi 
administrado. Colheita com sonda uretral semi-flexível sem janela lateral para gatos (Tom 
cat - 1,0mmx130mm) foi realizada 20-40 minutos após anestesia, e possibilitou a sondagem 
da uretra e a colheita do sêmen. Massagens da próstata via transretal estimulando a glândula 
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auxiliaram na liberação dos espermatozoides na uretra e consequentemente no aumento do 
volume do ejaculado. O sêmen coletado apresentou bons resultados quanto as avaliações 
realizadas (Tabela 2 e 3).

Em estudo realizado com gato-do-mato (Leopardus guttulus) verificou-se que a admi-
nistração intramuscular da associação cetamina (15mg) e Detomidina (0,15mg), com ma-
nutenção em anestesia inalatória com Isoflurano (1-2%), foi eficiente para colheita de sêmen 
por cateterismo, apresentando um volume menor de sêmen com maior concentração, com-
parados aos dados obtidos por eletroejaculação [37].

Como relatado a metodologia já foi aplicada em diferentes espécies de felinos, no en-
tanto, os protocolos utilizados necessitam da administração de altas doses de detomidina ou 
medetomidina, para que haja eliminação do sêmen, o que pode aumentar o risco de efeitos 
colaterais, especialmente no sistema cardiovascular [31,32]. Em estudo realizado em Leopar-
dus guttulus a dose de 0,008mg/kg de dexmedetomidina associada a 10mg/kg de cetamina 
foi eficiente para colheita de sêmen por cateterismo, sendo que o sêmen apresentou bons 
resultados nas avaliações de motilidade e concentração espermática (Tabela 2 e 3), reduzindo 
os efeitos colaterais indesejáveis [14].

Por ser uma técnica simples e rápida também pode ser utilizada em associação à ele-
troejaculação, como alternativa para otimizar a colheita de sêmen em espécies selvagens com 
interesse reprodutivo. Desta forma, realiza-se primeiramente a sondagem do animal e após 
a retirada do cateter aplica-se a série de eletrochoques. Isto promove um “esgotamento” do 
sêmen no animal em um único evento anestésico, obtendo-se assim, um volume maior de sê-
men e otimizando material essencial para aplicação das tecnologias de reprodução assistida. 
Esse “esgotamento” também é positivo quando aplicado em animais de vida livre, onde há 
impossibilidade de capturas sistematizadas para obtenção deste material.

Tabela 2. Doses dos agentes α-2adrenérgicos (medetomidina, detomidina e dexmedetomidina) e do 
antagonista α-2adrenérgico (atipamizole) utilizados para colheita farmacológica de sêmen por cateter 
uretral em felinos selvagens. 

Espécie Medetomidina Detomidina Dexmedetomidina Atipamizole
Leão 
P. leo 12mg1 - - -

Jungle cat 
F. Chaus 1mg2 - - -

Amur 
P. bengalensis 0,05mg/kg3 - - 0,20mg/kg3

Onça-pintada 
P. onca 0,08-0,1mg/kg4,5 - - 0,25mg/kg4,5

Suçuarana 
P. concolor 0,08-0,1mg/kg4,5 - - 0,25mg/kg4,5

Gato-do-mato
L. guttulus - 0,15mg6 0,008mg/kg7 -

1Luerdes et al. 2012 [32], 2Kheirkhah et al. 2017 [33], 3Dong-Hyu et al. 2018 [34], 4Araujo et al. 2017 
[35], 5Araujo 2016 [36], 6Paz et al. 2017 [37], 7Iglesias 2019 [14].
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Tabela 3. Características seminais de felídeos selvagens coletados por cateter uretral após indução far-
macológica.

Espécie Cateter  
(diâmetro/mm)

Volume 
(μg)

Concentração 
(x106/mL)

Motilidade
 (%)

Leão 
P. leo 2,6-3,31 422,86±296,071 1,94±1,611 88,83±13,271

Jungle cat 
F. Chaus 22 69±27,922 75,13±17,052 77,13±14,152

Amur 
P. bengalensis 13 6,7±3,73 1698±7583 84,1±9,73

Onça-pintada
P. onca 14,5 347,2±295,64,5 2635,2±1598,14,5 77,0±11,44,5

Suçuarana
P. concolor 15 106,7±30,55 524,1±54,35 70,0±0,05

Gato-do-mato
L. guttulus

16

17
23,06

35,9±19,857
13706

552,8±482,137
85,06

71,0±18,277

1Luerdes et al. 2012 [32], 2Kheirkhah et al. 2017 [33], 3Dong-Hyu et al. 2018 [34], 4Araujo et al. 2017 
[35], 5Araujo 2016 [36], 6Paz et al. 2017 [37], 7Iglesias 2019 [14].

Considerações Finais
Com os recentes avanços na utilização de fármacos cada vez mais específicos foi possí-

vel inovar as metodologias de coleta de sêmen não ejaculatórias, como na recente técnica de 
coleta farmacológica de sêmen por cateterismo uretral descrita em felinos, facilitando assim 
a aplicação das Tecnologias de Reprodução Assistida. 

Essa técnica tem apresentado inúmeras vantagens; sendo menos traumática, pouco in-
vasiva e apresentando baixa contaminação por urina em gatos domésticos. Em felinos sel-
vagens, ainda apresenta como vantagem não necessitar de equipamento especializado ou 
treinamento prévio, sendo uma colheita fácil e rápida de ser realizada, podendo facilmente 
ser utilizada a campo em animais de vida-livre. Alem disso, tem se mostrado eficiente não 
somente para aplicação das Tecnologias de Reprodução Assistida, mas também para acessar 
condições clínicas de infertilidade dos machos.

No entanto, os protocolos anestésicos utilizados ainda apresentam alguns efeitos colate-
rais indesejáveis, indicando que novos protocolos alternativos, mais seguros, para a colheita 
de sêmen via cateterismo uretral, necessitam ser testados em espécies selvagens.
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Abstract: The interest in breeding of dogs, both for the purpose of breeding or as an experimental 
model for the preservation of wild canids, is a wide field for Veterinarians. As in other domestic animal 
species, cooling to 4–5ºC is an appropriate method for short term preservation of diluted semen. The 
procedure is asuitable option for semen shipping in connection with artificial insemination solving 
the problems of transport distance and sanitary borders. Self-made, usually based in skim milk and/
or egg yolk, and commercial extenders diluents are widely used for chilling and transporting semen. 
A range of commercial systems for semen preservation and transport are currently available in the 
market, however, semen shipment should occur as rapidly as possible and envorinmental temperature 
fluctuations could influence semen quality. When chilled semen is used in up to 24 hs for artificial 
insemination procedure, fertility rates comparable to when we use fresh semen in an artificial 
insemination procedure could be expected.
Keywords: dog, sperm, chilling, shipment.
Palavras-chave: cão, semen, refrigeração, transporte.

Introdução
O interesse na reprodução dos cães, tanto com objetivo de melhoramento e difusão de 

diferentes raças ou como modelo experimental para a preservação de canídeos silvestres é 
um vasto campo para os Médicos Veterinários da atualidade. Para que os Médicos Veteriná-
rios possam atingir esta fatia do mercado com sucesso faz-se necessário estudo e o aprimo-
ramento de biotecnologias de avaliação, manipulação e conservação do sêmen dos canídeos, 
assim como, o conhecimento e controle do ciclo estral, com desenvolvimento de métodos 
precisos para a detecção da ovulação e de técnicas acessíveis e menos cruentas para o depósi-
to do sêmen no trato genital da fêmea.

Os primeiros animais gestantes por inseminação artificial (IA) foram cães, inseminados 
com sêmen a fresco, em estudos conduzidos pelo abade Lazzaro Spallanzani no ano de 1780, 
na Itália. Provenientes desta experiência nasceram três produtos vivos e normais [1]. A IA 
com sêmen fresco em cães é ainda hoje utilizada em substituição à cobertura natural, nos 
casos onde se deseja a reprodução de mais de uma fêmea com um único ejaculado, ou realiza-
ção de cobertura entre cães que não se acasalam naturalmente com excelentes resultados [2].

mailto:cunhaicn@uenf.br
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Na década de 50, uma gestação decorrente de IA com sêmen canino preservado em leite 
pasteurizado e refrigerado por sete dias, foi descrito por Harrop (1954). A refrigeração é um 
processo de preservação do sêmen a uma temperatura de 5ºC por um período determinado, 
necessário em alguns casos como, quando o macho e a fêmea se encontram em lugares dis-
tantes, de difícil acesso, ou nos casos de impedimento legal da entrada de animais em outro 
estado ou país, antes de um determinado período de observação. Podemos ainda utilizar o 
sêmen refrigerado, quando pretendermos utilizar um ejaculado em mais de uma insemina-
ção artificial para várias fêmeas ou em vários dias de inseminação de uma mesma fêmea [1].

A técnica de preservação de sêmen mais estudada em cães é a congelação do sêmen, tendo 
sido Rowson (1954) a descrever o 1º sucesso na congelação de sêmen canino. Coincidentemen-
te, Seager (1969) anunciou a primeira prenhez, resultante de uma inseminação artificial com 
sêmen congelado em cães [3]. Entretanto, existem ainda algumas dificuldades encontradas na 
padronização desta metodologia para o sêmen canino, devido, principalmente, as particulari-
dades inerentes à espécie. Estudos realizados com sêmen congelado de cães mostraram que, 
aparentemente, o espermatozoide descongelado não demonstra a mesma motilidade e vigor do 
sêmen fresco ou refrigerado [4;5], conseqüentemente, a sobrevivência no trato genital feminino 
é reduzida, sendo necessárias técnicas mais aprimoradas para o depósito do sêmen no trato 
reprodutivo da fêmea para que resultados otimizados sejam atingidos [6]. 

A diminuição da temperatura leva a célula à um estado de quiescência, reduz o metabo-
lismo e proporciona diminuição de gastos energéticos e da produção de catabólitos tóxicos, 
o que contribui para a preservação celular. Entretanto, da mesma maneira que a refrigeração 
pode diminuir ou paralisar algumas reações bioquímicas celulares, pode, também, acelerar 
outras, levando a danos ou mesmo a morte celular [3].

O termo Estresse Térmico, ou Choque Térmico, define um conjunto de alterações ocor-
ridas nos espermatozoides dos mamíferos quando resfriados rapidamente da temperatura 
corpórea até temperaturas próximas a 5°C, que tem como consequência um decréscimo irre-
versível da motilidade espermática, mudanças na bioquímica e no funcionamento das células 
espermáticas incluindo: diminuição da taxa da glicólise, da respiração celular e da frutólise, 
aumento na degeneração do ácido desoxirribonucléico e liberação de material intracelular. 
A maioria das alterações causadas pelo estresse térmico se inicia na membrana espermática. 
A alteração da temperatura, assim como alterações de osmolaridade, pressão ou pH podem 
determinar mudanças na estrutura e organização da bicamada de fosfolipídios. A redução 
de temperatura de 37ºC a valores próximos de 4-5ºC, que é a temperatura de refrigeração do 
sêmen canino, pode levar ao rearranjo de alguns fosfolipídios semelhantes dentro da bicama-
da, que podem agrupar-se e assumir configuração hexagonal do tipo II, na qual, as cabeças 
polares hidrofílicas dos fosfolipídios se agrupam formando micelas, com suas caudas hidro-
fóbicas voltadas para o lado externo. Com este rearranjo as propriedades básicas da membra-
na biológica, como permeabilidade seletiva e difusão lateral de proteínas, não são mantidas 
alterando a funcionalidade da membrana em questão [3].

Em muitas espécies animais a refrigeração a 4-5°C é um método viável para preservação 
de sêmen por curtos períodos e na espécie canina é um método opcional para transporte de 
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sêmen, para resolver problemas que envolvem deslocamento de um dos membros do casal e/
ou processos de quarentenas, devido exigências sanitárias [7].

Diluidores para refrigeração de sêmen, em geral, são constiuidos de gema de ovo e/ou 
leite, em composição similar ou igual à receita original publicada por Kenney et al. em 1975 
[8]; estes podem ser manipulados no laboratório, a partir de fórmulas descritas na litera-
tura, ou adquiridos de empresas comercias [9]. Os manipulados no laboratório possuem a 
vantagem do conhecimento detalhado de todos os seus continuintes e resultam em taxas de 
prenhez comprovadas, mas impõe o inconveniente da necessidade do material e laboratório 
dentro das especificações necessárias para sua produção, já os diluidores comerciais podem 
ser facilmente adquiridos e apresentam resultados constantes de fertilidade na comparação 
entre diferentes laboratórios [9].

Caixas de transporte comerciais são uma excelente opção para transporte de sêmen de 
cães visto que são descartáveis e não exigem retorno ao Médico Veterinário que realiza a 
remessa de sêmen. Cunha e colaboradores [10] realizaram estudo que objetivou verificar a 
estabilidade da temperatura interna em caixas comercias submetidas a condições extremas 
de temperatura, mimetizando condições tropicais (40ºC), e demostraram que a temperatura 
interna das caixas é claramente influenciada pela temperatura ambiente. Neste estudo, por 
meio de observações seriadas da temperatura no interior das caixas de transporte, verifica-
ram que a temperatura das amostras variou de 0,5 ºC (nas primeiras 2h de estocagem, nas 
caixas mantidas sob temperatura ambiente) até 37ºC (após 48hs de estocagem da caixa sob 
40ºC), e alertaram para o fato de que flutuações de temperatura no interior da caixa são pre-
judiciais a durabilidade das características seminais, desta forma devemos sempre levar em 
consideração a interação entre a caixa de transporte, a amostra e o ambiente ao qual ela será 
submetida.

Quando se opta pela inseminação artificial com sêmen refrigerado, proveniente de 
transporte ou não, métodos mais sensíveis para a detecção da ovulação devem ser utilizados, 
como a dosagem sérica de progesterona ou ainda controle ultrassonográfico da maturação 
folicular, e ainda, devem ser preconizadas técnicas de deposição do sêmen no trato genital 
da fêmea que assegurem boas taxas de fertilidade. Em geral, as taxas de fertilidade após uma 
inseminação com sêmen refrigerado por 24 horas são similares as obtidas com a insemina-
ção artificial com sêmen a fresco [2], enquanto que as taxas de fertilidade de inseminações 
artificiais com sêmen submetido ao armazenamento e/ou transporte maior do que 48 horas 
podem ser diminuidas.

Considerações Finais
A refrigeração do sêmen canino é a técnica de escolha para preservar o sêmen canino 

por um tempo curto, assim como para transporte de amostras a curtas distâncias. Quando 
forem utilizadas caixas comerciais de transporte de sêmen devem ser avaliadas não só a tem-
peratura em que a amostra foi enviada, mas também as temperaturas ambientais a que estas 
amostras serão submetidas.
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Abstract: This review aims to present the history of development of sexed semen in AI and Timet AI 
programs and with its advances in laboratory development and managements and protocols. Based on 
the presented data, it is verified that the pregnancy ratio between conventional and sexed semen that 
was approximately 60% could reach 90% in some bulls with an average of 80%. In addition, it is possible 
to perform an Timed AI protocol with 3 managements and the most appropriate time to perform the 
insemination is 60 hours after the removal of the device (10 to 12 hours before ovulation). New means 
of production and new concentrations per dose were tested. The mean called Ultra was more efficient 
than the previous ones and the concentration of 4 million cells the most viable. Therefore, the use of 
sexed semen in insemination programs is in constant progress and each time more viable.
Keywords: semen, sexed, Timed AI, artificial insemination.
Palavras-chave: sêmen, sexado, IATF, inseminação artificial.

Introdução
A determinação do sexo em bovinocultura de corte e de leite pode ser um dos fatores 

determinantes para melhorar o desempenho produtivo e econômico da atividade. Em fa-
zendas produtoras de leite, o principal foco está na geração de fêmeas. Porém, em fazendas 
de corte comerciais, o macho é o sexo de interesse devido maior potencial de produção. Em 
fazendas de corte mais tecnificadas, busca-se a produção de fêmeas nas melhores vacas com 
o objetivo de incrementar o melhoramento genético e produção de machos nas piores vacas 
com o objetivo de melhorar a produtividade e não reproduzir genética inferior. Conside-
rando os diferentes objetivos de produção, diversos estudos vêm sendo desenvolvidos com 
o objetivo de se predizer e/ou manipular a proporção do sexo dos bezerros. Uma biotec-
nologia já disponível em escala comercial é a utilização do sêmen sexado. A separação dos 
espermatozóides Y dos espermatozóides X é possível devido às diferenças no conteúdo do 
DNA das células espermáticas, sendo realizada por citometria de fluxo. Existem diferenças 
entre as raças de bovinos quanto quantidade DNA presente no cromossomo Y e essas dife-
1 Universidade de São Paulo.
2 ST Repro.
3 Universidade Federal de Lavras.
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renças devem ser levadas em consideração quando do emprego dessa tecnologia. (Revisado 
em Garner, 2006).

Pesquisas realizadas com novilhas indicam que a taxa de concepção após observação de 
cio e IA com sêmen sexado é de cerca de 70 a 90% da taxa atingida após o uso de sêmen con-
vencional (revisado em: Seidel et al., 1999). Seidel et al. (1999) relataram, em uma combina-
ção de vários experimentos, que as taxas de concepção de novilhas holandesas inseminadas 
com sêmen sexado variaram de 40% a 68% e com sêmen convencional de 67% a 82%. Porém, 
Seidel e Schenk (2008) observaram que, apesar da taxa de prenhez ser menor no sêmen se-
xado, a variação dessa taxa foi maior no sêmen convencional (43 a 62%) do que no sêmen 
sexado (31 a 42%). Desta forma, essa revisão tem como objetivo apresentar informações de 
pesquisas que avaliaram a utilização de sêmen sexado após a detecção de cio ou tempo fixo.

Adequação do momento da IA

Uso da radiotelemetria (Heat Watch) para a detecção do cio em programas de IA com sêmen 
sexado.

A utilização do sêmen sexado em novilhas Jersey inseminadas em diferentes momentos 
em relação ao início do cio identificado por radiotelemetria (Heat Watch®) foi avaliada por 
Sá Filho et al., 2010a. Nesse estudo 638 novilhas Jersey foram inseminadas em diferentes 
momentos após o início do cio (12 a 16h; 16 a 20h; 20 a 24h e 24 a 30h). A taxa de concepção 
foi maior (P=0,03) nas novilhas inseminadas entre 16 e 24 horas em relação às inseminadas 
entre 12 e 16 horas. Valores intermediários foram obtidos em inseminações realizadas entre 
24 e 30 horas após o início do cio (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de concepção de novilhas Jersey de acordo com o intervalo entre início do cio e insemi-
nação utilizando sêmen sexado (a ≠ b; P < 0,05).
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Em outro estudo realizado, Sales et al. (2010) avaliaram a utilização do sêmen sexado ou 
convencional de três diferentes touros em novilhas Jersey inseminadas após o início do cio 
identificado por radiotelemetria (Heat Watch®). Foi observada maior taxa de concepção para 
o sêmen convencional [64,2% (238/371)] em relação ao sêmen sexado [49,5% (189/382); P = 
0,001]. Além disso, houve efeito de touro na taxa de concepção [Touro A =, 50,0% (108/216)
b; Touro B = 63,4% (211/333)a e Touro C = 53,5% (107/200)b; P=0,008]. Desta forma, é pos-
sível notar que alguns touros apresentaram menores diferenças na taxa de concepção quando 
a inseminação artificial foi realizada com sêmen sexado ou convencional (Figura 2).
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Figura 2. Taxa de concepção de novilhas Jersey submetidas à inseminação artificial de acordo com o 
touro (A, n=216; B, n= 333 e C, n=200) e o tipo de sêmen (sexado ou não sexado). Verificou-se efeito 
de touro (P = 0,008) e de sêmen (P = 0,001).

Os resultados são indicativos de que a adequação do momento das inseminações em 
relação ao início do cio melhora a taxa de concepção, apesar do processo de sexagem estar 
reduzindo a eficiência da técnica em novilhas. Vale ressaltar a diferença individual de fertili-
dade entre touros. (Revisado Borchersen e Peacock, 2009). 

IA com sêmen sexado após a detecção de cio
A taxa de concepção após o uso de sêmen sexado atinge cerca 80% da taxa de concepção 

em inseminações com sêmen convencional (DeJarnette et al., 2008), sendo encontrado em 
outro estudo, 70% em novilhas e 83% em vacas (Norman et al., 2010). Apesar dos menores 
índices de prenhez, a utilização do sêmen sexado foi efetiva em aumentar a quantidade de 
produtos do sexo desejado (sexado = 90%; convencional = 49%). 
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A menor quantidade de espermatozóides por dose de sêmen sexado poderia ser outro 
fator envolvido com a redução nos índices de fertilidade. Um primeiro estudo, Bodmer et al., 
(2005), utilizando a mesma concentração de espermatozóides por inseminação em vacas em 
lactação, obteve taxas de concepção semelhantes entre as fêmeas inseminadas com sêmen 
sexado (27.6%, n=105) ou convencional (28.1%, n=64). Sá Filho et al., 2010a avaliou a utiliza-
ção de dupla inseminação em novilhas Jersey recebendo o primeiro, segundo ou terceiro ser-
viço. As novilhas (n=576) foram distribuídas em três tratamentos (1Dose12h, 2Dose12h ou 
2Dose12/24h). Nos grupos 1Dose12h (n=193) ou 2Dose12h (n=193) as novilhas foram inse-
minadas com uma ou duas palhetas contendo 2.1 milhões de espermatozóides 12 horas após 
a detecção de cio, respectivamente. O grupo 2Dose12/24h (n=190) as novilhas receberam 
duas doses com 12 horas de intervalo entre as inseminações (primeira 12 horas e a segunda 
24 horas após a detecção do cio). Não foram observadas diferenças entre os grupos na taxa 
de concepção [1Dose12h= 45.1%; 2Dose12h= 44.0%; 2Dose12/24h= 49.5%); P=0.51]. Entre-
tanto, verificou-se efeito significativo do número de serviços (P=0.004) na taxa de concepção 
[Primeiro= 55.3%a; Segundo= 46.1%a; Terceiro= 34.8%b; P=0.004]. Portanto, em novilhas 
Jersey, o aumento da quantidade de espermatozóides por inseminação após observação de 
cio de 2,1 para 4,2 milhões e a realização da IA em dois momentos com intervalo de 12 horas 
não alteram a taxa de concepção. 

Outra possibilidade para tentar aumentar a taxa de concepção de novilhas inseminadas 
com sêmen sexado seria a utilização de GnRH no dia da inseminação artificial. Em estudo 
conduzido por Sá Filho et al. (2010a), os autores observaram que o tratamento com GnRH 
no dia da inseminação artificial com sincronização prévia com duas prostaglandinas não 
melhora a taxa de concepção em novilhas Jersey inseminadas com sêmen sexado [GnRH= 
47.2% (100/212) vs. Não GnRH= 51.7 % (104/201); P=0.38].

Outro possível fator que poderia influenciar a taxa de prenhez utilizando sêmen sexado 
seria o local de deposição no útero. Em novilhas de leite, Kurykin et al. (2007) compararam 
a taxa de prenhez em diferentes locais de deposição do sêmen sexado no trato uterino. Nesse 
experimento, as novilhas foram inseminadas 80-82h após a segunda dose de PGF2α (pri-
meira dose de PGF2α 14 dias antes da segunda dose) com sêmen sexado (2.2 x 106 esperma-
tozoides/palheta). O lado do ovário com o folículo pré-ovulatório determinado por exame 
ultrassonográfico. As taxas de prenhez foram similares entre os diferentes locais de deposição 
do sêmen sexado no trato uterino de novilhas de leite.

Inseminação artificial em tempo fixo (IATF) com sêmen sexado
Poucas publicações tentam relacionar taxas de concepção após o uso de sêmen sexado em 

vacas de corte e de leite inseminadas em tempo fixo. Uma hipótese para a diminuição dos índi-
ces de fertilidade após o uso de sêmen sexado é o menor tempo de viabilidade, associado com 
diferentes padrões de motilidade espermática (Schenk et al., 2006). Alguns autores relataram 
que o sêmen sexado necessita de menos tempo para a capacitação devido ao processo de sexa-
gem por meio da separação por citometria de fluxo (Lu et al., 2004). Uma das possibilidades 
de diminuir a variação do momento da ovulação é o emprego de técnicas de sincronização, o 
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que poderia colaborar na eficiência de programas de inseminação artificial com sêmen sexado. 
Vacas de corte e de leite sincronizadas com progestágenos e estradiol ovulam cerca de 70-72h 
após a retirada dos implantes (Souza et al., 2006, Baruselli et al., 2006, Sales et al., 2012).

Otimizações de Manejo e protocolos
Baseado nestas evidências, um primeiro estudo em vacas Nelore (Bos indicus, n=389) 

paridas entre 30 e 60 dias, no qual a inseminação foi realizada em tempo fixo com o sêmen 
convencional (40x106 espermatozoides/dose) ou com sêmen sexado (2.1x106 espermato-
zoides/dose) em dois diferentes momentos relativos à retirada do implante auricular con-
tendo 3mg de Norgestomet, 54h ou 60h. Nossa hipótese foi que a IATF próxima à ovulação 
aumentaria a taxa de concepção utilizando sêmen sexado por apresentar menor período de 
viabilidade e tempo para capacitação no trato reprodutivo. Nesse experimento, o sêmen foi 
preparado levando em consideração cada ejaculado. No laboratório, os ejaculados foram di-
vididos, sendo metade submetida ao congelamento tradicional e a outra metade, ao processo 
de sexagem seguida de congelamento. Não foi observada diferença na taxa de concepção 
quando a IATF com sêmen sexado foi realizada 60 horas após a retirada do implante de 
norgestomet (Figura 3). Além disso, constatou-se que não houve diferença estatística na taxa 
de concepção entre o uso do sêmen convencional (58,9%), sexado-X (52,0%) e sexado-Y 
(49,0%), indicando eficiência semelhante para o sêmen sexado em ambos os sexos. Os re-
sultados da sexagem fetal realizados por ultrassonografia 60 dias após IATF demonstraram 
93,9% de eficiência de obtenção do sexo desejado. Apesar de não ter sido verificada diferença 
estatisticamente significativa, o atraso na IATF aumentou 9,0% a taxa de concepção no grupo 
de animais inseminados com o sêmen sexado.
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Figura 3. Efeito do momento da IA (54h ou 60h após a retirada do implante auricular contendo Norges-
tomet) e do tipo de sêmen (convencional ou sexado) na taxa de concepção após IATF em vacas Nelore 
(Bos indicus) pós-parto.
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Com base nos resultados do experimento anterior, outro estudo foi realizado para veri-
ficar o efeito de maior atraso para a realização da IATF (60 vs 64 horas após a retirada; Souza 
et al., 2008). Foram utilizadas 383 vacas Nelore com período pós-parto de 50 dias. O sêmen 
foi preparado seguindo o mesmo delineamento dos experimentos anteriores. Os resultados 
demonstram que ocorre redução na taxa de concepção quando a IATF é realizada 64 horas 
após a retirada do implante (figura 4). Assim, os resultados sugerem que o momento mais 
adequado para realização da IATF com sêmen sexado possa ser 60h da retirada da fonte de 
progesterona /progestágeno (10 a 12 horas antes da ovulação). 

Figura 4. Efeito do momento da IA (60h ou 64h após a retirada do implante de progestágeno) e do tipo 
de sêmen (convencional ou sexado) na taxa de concepção após IATF em vacas Nelore (Bos indicus) no 
pós-parto.

Em função dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, Neves, (2010) avaliou 
qual seria o melhor momento para realizar a IATF com sêmen sexado em relação ao momen-
to da ovulação. Nesse estudo, 339 vacas de cortes lactantes foram distribuídas aleatoriamente 
para receber a IATF com sêmen sexado 36, 48 ou 60 horas após a retirada do dispositivo de 
progesterona. Exames ultrassonograficos foram realizados de 12/12 horas em todos os ani-
mais para determinar o momento da ovulação. As ovulações ocorreram em média 71,8 ± 7,8 
horas após a retirada do dispositivo. Observou-se maior taxa de prenhez nas vacas insemina-
das próximas à ovulação. Os resultados estão apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 - Risco de prenhez de acordo com o intervalo entre a IATF e a ovulação em vacas de corte 
lactantes inseminadas com sêmen sexado (adaptado de Neves, 2010).

Intervalo IATF /ovulação Taxa de prenhez (%)
No./No.

Risco de prenhez
(95% IC)1 P

> 24 5,8
5/87c

0,24
(0,08-0,70) <0,01

> 12 a 24 19,4
21/108b Referência

> 0 a 12 37,9
36/95a

2,34
(1,22-4,51) 0,01

Após a ovulação 36,4
8/22ab

1,80
(0,64-5,03) 0,27

a,b Letras diferentes na mesma coluna, difere estatisticamente (P < 0.05).
1 IC = Intervalo de confiança.

Em outro estudo realizado no Texas – EUA, avaliou-se o efeito do atraso no momento 
da IATF (60 horas após a retirada) com sêmen sexado em novilhas Jersey cíclicas sincroni-
zadas e inseminadas em tempo fixo (Sales et al., 2011). Os animais foram sincronizados com 
P4+ BE + PGF no dia 0; retirada do implante + PGF no dia 8; BE no dia 9 e IATF no dia 10 
(54 ou 60 horas da retirada do implante). Houve uma tendência a haver interação entre o tipo 
de sêmen e o momento da IATF na taxa de concepção (P=0,06), sendo observado aumento 
na taxa de concepção quando a IATF foi realizada com sêmen sexado 60 horas após a reti-
rada do dispositivo de progesterona. No entanto, esse efeito não foi verificado para o sêmen 
convencional (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do momento da IA (54h ou 60h após a retirada do dispositivo de progesterona; 16 a 
18 h ou 10 a 12 h antes da ovulação) e do tipo de sêmen (sexado e convencional) na taxa de concepção 
após IATF em novilhas Jersey.
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Nesse experimento foram empregados 3 touros. Verificou-se diferença na taxa de con-
cepção entre os touros utilizados no experimento, indicando mais uma vez que pode haver di-
ferenças entre reprodutores quando da utilização de sêmen convencional e sexado (Figura 6).

Figura 6. Taxa de concepção de Novilhas Jersey inseminadas em tempo fixo de acordo com o touro e o 
tipo de sêmen (sexado ou convencional). Verificou-se efeito de touro (P = 0,001) e de sêmen (P = 0,001).

Após a determinação do melhor momento para a realização da IATF com sêmen se-
xado, outros estudos foram realizados com o objetivo de verificar o efeito do diâmetro foli-
cular no momento da IATF e a expressão de estro na taxa de concepção. Estudos anteriores 
demonstraram que fêmeas com folículo de maior diâmetro no momento da IATF (Sá Filho 
et al., 2010b) e vacas que expressaram estro antes da IATF (Sá Filho et al., 2011) apresentam 
melhores índices de concepção com sêmen convencional.

Quando essa metodologia (diâmetro do folículo na IATF) foi empregada utilizando sê-
men sexado (Sá Filho et al., 2012) observou-se interação (P=0,02) entre o tipo do sêmen 
e o tamanho do folículo dominante [Convencional ≥9mm = 58,9% (126/214); Convencio-
nal <9mm = 49,5% (101/204); Sexado ≥9mm = 56,8% (134/236) e Sexado <9mm = 31,2% 
(59/189); Figura 7]. Nesse estudo, verificou-se que a diferença entre os tipos de sêmen (con-
vencional e sexado) na probabilidade de prenhez aos 30 dias pós IATF diminui à medida em 
que o diâmetro dos folículos na IATF aumenta (P=0,001; Figura 8). No estudo em que se 
avaliou a expressão do estro em protocolos de IATF com sêmen sexado, verificou-se que não 
houve interação entre o tipo do sêmen e a ocorrência de estro entre a retirada do dispositivo 
de progesterona e a IATF (P=0,87; Figura 9). Porém, verificou-se diferença estatística entre 
sêmen convencional e sexado (P=0,05) e entre a ocorrência de estro ou não (P=0,003) na taxa 
de prenhez de vacas Bos indicus submetidas à IATF.
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Figura 7. Taxa de prenhez de vacas Bos indicus de acordo com o tipo de sêmen (convencional ou se-
xado) e o diâmetro do FD (≤ 9mm ou > 9mm) na IATF. Verificou-se interação entre o tipo de sêmen 
o diâmetro do FD na IATF (P = 0,02). a,b,c Barras com letras diferentes são estatisticamente diferentes 
(P < 0,05).
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Figura 8. Probabilidade de prenhez 30 dias após a IATF em vacas Bos indicus (n = 1344) de acor-
do com o tipo de sêmen [Convencional (n = 673) e Sexado (n = 671) e o diâmetro do FD na IATF 
[Convencional = exp (-0,6018+ 0,0850* Diâmetro do FD na IATF / 1+exp (-0,6018+ 0,0850* Diâme-
tro do FD na IATF); P < 0.0001) e Sexado = exp (-1,2449+0,1107* Diâmetro do FD na IATF / 1+exp 
(-1,2449+0,1107* Diâmetro do FD na IATF); P < 0,0001)].
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Figura 9. Taxa de prenhez de vacas Bos indicus de acordo com o tipo de sêmen (convencional ou sexa-
do) e a ocorrência de estro (presença ou não de estro) entre a retirada do dispositivo de progesterona e 
a IATF. Não houve interação entre o tipo de sêmen e a ocorrência de estro (P=0.87).

Com o intuito de reduzir o número de manejos nos protocolos de IATF com sêmen se-
xado, vacas Nelore lactantes foram submetidas a dois diferentes protocolos de sincronização 
da ovulação (BED9 e RBE9; n=593, Sá Filho et al. 2010c). No BED9, os animais receberam 
um dispositivo intravaginal de progesterona associado à administração i.m. de 2 mg de ben-
zoato de estradiol (D0). No D8, o dispositivo de progesterona foi removido, administrou-se 
i.m 0,25 mg de cloprostenol sódico e 300UI de eCG. Vinte e quatro horas após a retirada do 
dispositivo, administrou-se i.m. 1 mg de benzoato de estradiol (BE). A IATF foi realizada 
entre 60 e 63 horas após a remoção do dispositivo. No grupo RBE9, as fêmeas foram sincro-
nizadas utilizando o mesmo protocolo descrito para o grupo BED9, porém permaneceram 
com o dispositivo intravaginal durante nove dias, administrou-se 1 mg de BE no momento 
da retirada do dispositivo e a IATF com sêmen sexado foi realizada entre 50-53 horas após a 
remoção do dispositivo. Não foi verificado efeito do protocolo de sincronização sobre a taxa 
de prenhez (BED9 = 47,1%; 140/297 vs. RBE9 = 41,0 %; 121/295; P = 0,25). Conclui-se que é 
possível reduzir o número de manejos sem afetar a eficiência do protocolo de sincronização 
da ovulação em vacas inseminadas com sêmen sexado.

Otimizações Laboratoriais
Recentemente foi desenvolvida tecnologia com nanopartículas para da remoção dos es-

permatozoides com menor viabilidade. Neste sentido foram realizados dois experimentos 
utilizando vacas Nelore lactantes que receberam o mesmo protocolo para IATF em [2mg de 
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BE + dispositivo de progesterona (P4) no D0; retirada do dispositivo e aplicação de PGF2α 
+ 300 UI de eCG + 1mg de CE no D8 e a IATF foi realizada 60 horas após a retirada do 
dispositivo de progesterona, no D11; Baruselli et al., (2017)]. No experimento 1, 796 vacas 
foram inseminadas com sêmen de três diferentes touros da raça Nelore direcionados para 
produção de sêmen sexado (fêmea) e sêmen convencional do mesmo ejaculado. Os grupos 
experimentais foram: 1) Convencional, sêmen congelado sem sexagem contendo 20x106 de 
espermatozoide; 2) Legacy, sêmen sexado com 2.1x106 de espermatozoides (método anterior 
de sexagem); 3) Sex-Ultra 2.1 sêmen sexado com 2.1x106 de espermatozoides (método atual 
de sexagem); 4) Sex-Ultra 4.0, sêmen sexado com 4.0x106 de espermatozoides (método atual 
de sexagem com aumento da concentração de 2.1 para 4 milhões de espermatozoides por 
palheta). Não foi encontrada diferença na taxa de prenhez entre os touros (P=0,15), entre 
as fazendas (P=0,46), nem a interação touro e grupo (P=0,84) e fazenda e grupo (P=0,95). 
Entretanto, houve diferença na taxa de prenhez à IATF conforme o método utilizado [Sêmen 
Convencional = 56%a (112/199), Sexado Legacy 2.1 = 28%c (58/206), Sexado Ultra 2.1 = 
38%bc (72/191) e Sexado Ultra 4.0 = 43%b (86/200); P < 0,0001(Figura 10)]. 

Figura 10. Taxa de prenhez à IATF de vacas Nelore lactantes inseminadas utilizando diferentes tec-
nologias de sexagem (Sêmen convencional, Sexado Legacy 2.1, Sexado Ultra 2.1 ou Sexado Ultra 4.0).

No experimento 2 (n=613 vacas), foram utilizados três touros da raça Aberdeen Angus 
para produção de sêmen sexado (macho) e sêmen convencional. O mesmo ejaculado de cada 
touro foi distribuído conforme os seguintes grupos experimentais: 1) Convencional, sêmen 
congelado sem sexagem com 20x106 de espermatozoides; 2) Sex-Ultra: 4.0x106 de esperma-
tozoide; 3) Sex-Ultra Pure: 4.0x106 de espermatozoides (com retirada dos espermatozoides 
mortos). 

Um subgrupo de 431 vacas tiveram a base da cauda pintada para a detecção da acei-
tação de monta (estro) entre a retirada do dispositivo de P4 no D8 e a IATF no D11. Não 
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houve diferença na taxa de prenhez entre os touros (P=0,12). Foi observado um efeito de 
fazenda (P=0,03), entretanto, não houve interação fazenda e grupo (P=0,61), touro e grupo 
(P=0,40). A taxa de prenhez foi semelhante entre os grupos experimentais [Sêmen Conven-
cional=51,2% (107/209), Sêmen Sexado Ultra 4.0 = 42,0% (84/200), Sêmen Sexado Ultra 
Pure = 43,1% (88/204); P = 0,10 (Baruselli et al., 2017; Figura 11]. 

Figura 11. Taxa de prenhez à IATF em vacas Nelore lactantes inseminadas conforme diferentes tecno-
logias de sexagem (Sêmen convencional, Sexado Ultra 4.0 ou Sexado Ultra Pure 4.0).

No subgrupo de animais, houve diferença na taxa de prenhez conforme a manifesta-
ção de estro [Estro = 52,6% (161/306) vs Não estro = 32,8% (41/125); P<0,0001). Ainda, 
houve interação de método (sexado vs não sexado) com manifestação de estro (P=0,0002). 
Verificou-se queda na taxa de prenhez à IATF com sêmen sexado somente nas vacas que 
não manifestaram estro. Nas vacas que manifestaram estro essa diferença não foi observada. 
Conclui-se que o sêmen Ultra com 4,0 milhões de espermatozoides resulta em maior taxa de 
prenhez que o sêmen Legacy com 2,1 milhões de espermatozoides. Ainda, vacas que mani-
festam estro apresentam semelhante taxa de prenhez à IATF quando inseminadas com sêmen 
sexado ou convencional (Baruselli et al., 2017).
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Figura 12. Taxa de prenhez à IATF em vacas Nelore lactantes inseminadas conforme a expressão de 
estro com diferentes tecnologias de sexagem (Sêmen convencional, Sexado Ultra 4.0 ou Sexado Ultra 
Pure 4.0).

No estudo mais recente, Marques et al., 2018 (dados não publicados), foram testadas as 
concentrações de 6 e 8 millhões de espermatozoides na dose de sêmen sexado. Foi utilizado o 
protocolo com CE na retirada e IA 60h após a retirada do dispositivo. Os resultados obtidos 
foram de 63,6% para o Grupo 4M (63/99), 59,2% para o 6M (58/98) e de 52,8% para o 8M 
(47/89). Esses resultados indicam que a dose de sêmen com 4 milhões de células está adequa-
da para programas de IATF

Considerações Finais
Os dados apresentados demonstram que as taxas de concepção após detecção de cio 

em novilhas inseminadas com sêmen sexado são aceitáveis. Ainda, com a adequação do 
momento da inseminação em relação ao início do estro ocorre melhora na taxa de concepção. 
Resultados superiores são obtidos quando as inseminações são realizadas entre 16 a 24 horas 
após o início do estro (ou seja, 6 a 14 horas antes da ovulação). A taxa de concepção à IATF 
com sêmen sexado também apresenta resultados satisfatórios, desde que o momento da IATF 
seja ajustado para 60 horas após a retirada do implante (10 horas antes da ovulação). Na 
atualidade, as fêmeas são sincronizadas com protocolos de 3 manejos utilizando cipionato de 
estradiol como indutor de ovulação. Estudos evidenciaram que fêmeas com maior diâmetro 
do folículo dominante no momento da IATF e fêmeas que manifestam estro entre a retirada 
do dispositivo de P4 e a IATF apresentam maiores taxas de prenhez quando inseminadas com 
sêmen sexado.
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Abstract: Throughout the years several biotechnologies have emerged, being gradually incorporated 
to the routine of equine management. Particularly, sêmen biotechnologies have emerged with the aim 
of increasing sêmen longevity and the reproductive efficiency of stallions with superior genetic merit. 
They are even more important for the equine species, since crossbreeding rarely include fertility as a 
selection criterion, resulting in a large number of subfertile animals. Thus, improved fertility outcomes 
of cryopreserved equine sêmen, which has been sought over the years, especially in animals sensitive 
to sêmen storage at low temperatures, results in a favorable economic impact on the horse industry.
Keywords: reproductive biotechnologies; stallion; spermatozoa; freezing.
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Introdução
Apesar de inúmeras vantagens e avanços, a criopreservação do sêmen equino ainda se 

depara com resultados inferiores aos encontrados com o sêmen fresco e refrigerado. A crio-
preservação é um processo que depende de diversas etapas e eventos bioquímicos complexos, 
ainda não completamente elucidados, que determinarão se a célula será viável ao final de 
todas as etapas. 

Cada etapa do processo constitui um ponto crítico para a obtenção de bons resultados, 
uma vez que o sucesso na criopreservação do sêmen está condicionado à qualidade do sê-
men fresco e suas interações com o diluidor e com os crioprotetores, com as curvas de con-
gelação-descongelação utilizadas, variáveis essas com grande influencia racial e individual 
entre garanhões. Além disso, depende de inúmeros outros fatores, como o técnico, a dose e 
o momento da inseminação, o local de deposição do sêmen e a interação deste com o trato 
genital feminino, dentre outros. O ajuste do sêmen ao diluidor e a forma de processamento 
permitem minimizar os danos provocados pelo choque térmico, pela desidratação excessiva, 
pelo estresse tóxico e pela formação e dissolução de cristais de gelo que o crioprocessamento 
oferece aos espermatozoides. 

Com isso, a utilização de sêmen congelado em programas de inseminação artificial re-
sulta em taxas bastante variáveis, de forma que pesquisas incansáveis vem sendo realizadas 
1 Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Viçosa.
2 Escola de Veterinária, Universidade Federal de Minas Gerais.
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por décadas no intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos e de testar novas substâncias 
e protocolos para melhorar os resultados com o sêmen congelado, objetivando sua utilização 
em maior escala na espécie equina. 

Sendo assim, o objetivo deste artigo é trazer uma revisão sobre o desenvolvimento das 
técnicas e avanços obtidos na criopreservação do sêmen equino, além de trazer uma preten-
ciosa previsão do que está por vir nos próximos anos quanto à utilização desta biotécnica.

1. Finalidade e em que consiste a criopreservação de sêmen
A criopreservação das células espermáticas consiste em armazenar o sêmen à uma tem-

peratura de -196º C de forma a estagnar o metabolismo espermático, aumentando assim 
a longevidade da célula [1]. Nos mamíferos esta biotécnica tem sido estudada ao longo de 
décadas, seja com o intuito de preservação do material genético de espécies em risco de 
extinção ou pela difusão do material genético de reprodutores considerados superiores. Foi 
iniciada em 1948 mediante a descoberta do glicerol como uma substância crioprotetora ce-
lular por cientistas de Cambridge na Inglaterra [2] e as pesquisas iniciais se focaram na crio-
preservação de espermatozoides bovinos com a obtenção de bons resultados, no entanto, o 
mesmo exito não foi obtido para a espécie equina, cujos espermatozoides parecem possuir 
maior sensibilidade ao processo de congelação [3]. Nesta espécie, a primeira prenhez obtida 
com o sêmen criopreservado foi em 1957, utilizando espermatozoides congelados provenien-
tes do epididimo [4].

O congelamento de sêmen possui inúmeras vantagens, uma vez que otimiza o uso do 
garanhão, até mesmo fora da estação de monta, levando a um maior número de descendentes 
com alto valor genético, possibilita a preservação do material genético do animal por tempo 
ilimitado, elimina barreiras geográficas, diminui os custos e riscos envolvidos com o trans-
porte de animais, minimiza a propagação de doenças e permite a utilização de garanhões 
com impotencia coeundi (impossibilitados de realizar monta) ou que já morreram [5,6,7,8]. 
No entanto, o uso desta biotecnologia na espécie equina tem sido limitado pela redução da 
fertilidade do sêmen de alguns garanhões pós-congelação, pelo aumento do custo do poduto 
e pela necessidade de um maior acompanhamento do ciclo estral das éguas [9,10,11]. 

2. Entraves para a utilização do sêmen congelado na espécie equina
A preservação do sêmen, fomenta grande interesse na  indústria equina, devido às inú-

meras vantagens que oferece. Entretanto, os processos de preservação de sêmen a temperatu-
ras não fisiológicas causam diminuição da viabilidade espermática [6,12], que é refletida na 
redução de fertilidade [13].   

Isso se deve às mudanças na organização bidimensional dos lipídios que compõem a 
membrana plasmática espermática durante a diminuição da temperatura [14,15]. Os esper-
matozoides durante o crioprocessamento passam por taxas de refrigeração (positivas) e con-
gelamento (negativas) que levam à danos que podem afetar a fertilidade. Os danos resultante 
desse estresse térmico são denominados conjuntamente de “choque frio” que caracteriza-se 
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pelo padrão anormal do movimento de lipídios, levando a alterações na fluidez, permeabili-
dade e lesões nas membranas, perda de moléculas estruturais e queda rápida de motilidade 
espermática [16,17]. Quaisquer modificações na organização em mosaico fluido da mem-
brana, como assimetrias e interação com as proteínas, podem provocar alterações na sua 
função, além de rupturas acrossomais [18], levando à capacitação precoce [14]. Ressaltando 
assim a importância de obedecer curvas especificas para evitar danos irreversíveis a célula 
espermática [19].  

Além disso, durante a criopreservação podem ocorrer outros danos celulares, decorren-
tes da desidratação celular excessiva, da toxicidade dos crioprotetores e formação e dissolu-
ção de cristais de gelo [20,21,22]. A adequação da curva de congelamento-descongelamento 
às características seminais e meio diluidor utilizados é imprescendível, uma vez que a redu-
ção rápida da temperatura causa instabilidade da membrana plasmática do  espermatozoide 
e pode gerar desidratação insuficiente, levando à formação de cristais gelo intracelular. Por 
outro lado, taxas de arrefecimento demasiadamente lentas levam à desidratação excessiva, 
expondo a célula por mais tempo aos efeitos tóxicos do crioprotetor. Dessa forma, a taxa 
de arrefecimento ideal deve ser lenta o suficiente para permitir a desidratação suficiente da 
célula, evitando a formação de cristais de gelo intracelular, mas suficientemente rápida para 
evitar a exposição prolongada de espermatozoides a soluções hipersaturadas do ambiente 
extracelular [16,21].  

A qualidade seminal inicial é um dos pontos críticos da criopreservação e está direta-
mente relacionada a fatores individuais e raciais nos equinos. Esses fatores, por sua vez se re-
lacionam com a resistência espermática ao armazenamento em baixas temperaturas [3,23,24] 
e, em muito casos, diferenças são notadas entre ejaculados de um mesmo indivíduo [6]. Essa 
grande variabilidade se deve aos critérios escolhidos para a seleção de reprodutores equinos 
em cruzamentos comerciais, que de maneira geral, considera apenas o padrão fenotípico e a 
performance atlética dos animais, deixando de lado sua eficiência reprodutiva [25] e, muitas 
vezes, elevam o nível consanguinidade dos produtos gerados, o que resulta em garanhões 
com características seminais indesejáveis [26]. 

De forma geral, garanhões das raças de Hipismo e Quarto de Milhas possuem melhores 
parâmetros espermáticos após a refrigeração e congelação do que garanhões da raça Manga-
larga Marchador [23,26,27]. Ramires-Neto [27] demonstraram que existe diferença no perfil 
de lipídios presentes no sêmen de garanhões Quarto de Milha, comparado aos Mangalarga 
Marchador, que poderia influenciar nas diferentes resistencias às baixas temperaturas entre as 
duas raças. Quanto maior a relação colesterol/fosfolipídios mais resistente é a célula a baixas 
temperaturas [28,29]. A classe predominante de fosfolipídios também influencia a resisten-
cia, sendo que o predomínio de fosfatidilcolina aumenta a resistencia enquanto o predomínio 
de fosfatidiletanolamina diminui a resistencia à criopreservação [30,31]. Estas caracteristicas 
de composição de membrana espermática são transmitidas geneticamente [32].

Assim, de acordo com as características de motilidade espermática pós-descongelação, 
os garanhões podem ser classificados como bons congeladores ou maus congeladores [24]. 
Garanhões que apresentam espermatozoides com motilidade progressiva pós-descongela-



88

mento menor ou igual a 35%, em três ou mais ejaculados em dez, são considerados sensíveis 
à criopreservação (maus congeladores), enquanto garanhões acima desses critérios são desig-
nados resistentes à criopreservação (bons congeladores) espermática [33].    

Um outro fator que afeta consideravelmente a utilização desta biotécnica, é a demanda 
de um manejo mais intenso quanto ao controle folicular das éguas que serão inseminadas 
com o sêmen congelado, uma vez que o mesmo nececessita ser depositado no trato genital 
feminino o mais próximo possível ao momento da ovulação. Isso se deve à baixa longevidade 
dos espermatozoides criopreservados. Assim, na prática veterinária muitas vezes não é pos-
sível realizar sucessivos exames reprodutivos em curto intervalo de tempo, fazendo com que 
se opte pela utilização de outras biotecnologias de sêmen, que demandam um manejo menos 
intensivo [10,34,35].    

Além de diferenças entre garanhões e de um controle folicular mais refinado das éguas, 
diversos outros pontos críticos afetam o sucesso da IA utilizando sêmen congelado em equi-
nos, como a forma de processamento, o meio diluidor, o sistema de armazenamento, o proto-
colo de descongelação, a dose inseminante utilizada e o local de deposição do sêmen no trato 
genital da fêmea, etc [3]. Assim, as taxas de prenhez obtidas por ciclo estral podem variar de 
0% a mais de 70% [3,36]. 

3. Como a criopreservação foi aprimorada e tem sido realizada atualmente?
A criopreservação e a utilização do sêmen congelado envolve as seguintes etapas: coleta, 

remoção da fração gel e avaliação do sêmen; diluição inicial do ejaculado com um extensor 
à base de leite desnatado; remoção do plasma seminal; ressuspensão do pellet de espermato-
zoides com um diluente de congelação; envase do sêmen em palhetas; resfriamento seguido 
do congelamento controlado; armazenamento em botijões criogênicos contendo nitrogênio 
líquido e descongelamento; e finalmente a deposição do sêmen descongelado no trato genital 
da fêmea [10,35,37,38].

Durante as últimas décadas diversas modificações foram realizadas no processamento e 
na inseminação com sêmen congelado no intuito de viabilizar e melhorar os resultados para 
esta espécie, como a utilização de diferentes diluentes [39,40], a adição de diferentes criopro-
tetores [9, 41,42,43], a incorporação de lipídios [44], a adição de novos antioxidantes [45,46], 
de antibióticos [47,48] e de estimulantes de motilidade ao meio diluidor [49,50], utilização de 
diferentes protocolos de congelação [51,52], de diferentes doses inseminantes [53,54,55,56) e 
métodos de inseminação [57,58,59].

3.1. Coleta de sêmen para criopreservação

3.1.1. Método Convencional

A coleta de sêmen em equinos comumente é realizada com vagina artificial (VA). Atual-
mente existem vários modelos de vagina artificial com particularidades específicas em cada 
um deles. Os principais modelos utilizados no Brasil são: Missouri®, Colorado® e modelo 
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Botucatu®, este ultimo é constituído por um tubo rígido, mucosa de látex, mucosa plásti-
ca e copo coletor revestido de camisa sanitária descartável. Independente do modelo a ser 
utilizado, previamente à coleta de sêmen, ela deve ser preenchida com água aquecida (45 a 
50º C) para que a temperatura final da vagina artificial fique entre 44-48ºC [60]. Um teste 
prático para avaliar a vagina artificial é introduzir o braço enluvado no lumen da VA e sentir 
conforto término nos 5 primeiros segundos [61]. Adicionalmente a pressão da vagina deve 
ser ajustada para permitir um melhor contato com toda superficie peniana sem interferir na 
ereção peniana [60]. 

Imeditamente antes da coleta de sêmen o pênis deve ser lavado com água para mini-
mizar a contaminação bacteriana presente na região peniana e prepucial  [62], que pode ser 
transferida ao sêmen no momento da coleta. Estudos recentes demonstraram que lavagem do 
pênis antes da coleta diminuem a concentração bacteriana [63]  o que torna uma importante 
ferramenta no controle de endometrites em éguas [64]. Outra forma de minimizar a conta-
minação bacteriana do sêmen é realizar coleta fracionada [65] ou retirar o plasma seminal 
pelos métodos de centrifugação ou filtragem [63].

3.1.2. Métodos Alternativos: coleta em estação, coleta farmacológica e coleta da cauda do 
epidídimo 

A morte inesperada, processos obstrutivos ou distúrbios ejaculatórios podem inter-
romper prematuramente com a vida reprodutiva de garanhões de alto valor genético. Nestes 
casos as técnicas alternativas de coleta de sêmen mais utilizadas são: coleta em estação [66], 
indução farmacológica da ejaculação [67,68,69] e coleta de espermatozoides da cauda do 
epidídimo [70,71, 72,73,74].

Coleta em estação

Na coleta em estação, pode-se usar uma vagina artificial ou estimulação manual, e a 
ejaculação é realizada pela estimulação peniana sem que ocorra a monta. Isto pode ser espe-
cialmente útil em processos patológicos que impossibilitam a monta como distúrbios neuro-
lógicos, músculo esquelético e pós-cirúrgicos [66].  

Para realizar a coleta com vagina artificial inicialmente o garanhão em estação é estimu-
lado com uma égua em cio, e no momento em que há ereção completa, a vagina artificial é 
introduzida no pênis. Neste momento pode-se posicionar a mão na base peniana para incen-
tivar o estímulo excitatório. Após o posicionamento adequado o garanhão inicia movimentos 
pélvicos que culminarão na ejaculação. Outra possibilidade é a estimulação manual na qual 
o operador após colocar uma mucosa plástica sobre o pênis realiza-se estímulos na extremi-
dade distal da glande até que ocorra a ejaculação propriamente dita [61].

Coleta farmacológica de sêmen

A coleta farmacológica há alguns anos vem sendo utilizada como método alternativo 
para aumentar a função ejaculatória na cobertura (monta natural, coleta com vagina artificial 
ou estimulação manual), bem como na indução ejaculatória sem monta [69].  
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O método de indução farmacológica apresenta-se como uma ferramenta importante 
para a coleta de sêmen de animais com déficit de ereção, distúrbios ejaculatórios [75], ani-
mais impossibilitados de realizar cobertura por debilidade ou dor na monta, “déficit” de libi-
do e paralisia, lesão ou neoplasia em pênis e que foram submetidos à penectomia [76].

Os principais fármacos utilizados são: imipramina [69,75,77,78], xilazina 
[69,75,77,78,79], detomidina [78,80], prostaglandina (PGF2α) [79] e ocitocina [78]. Os fár-
macos  utilizados podem atuar das seguintes formas: como inibidores de recaptação neuronal 
de neurotransmissores (imipramina), estimuladores dos receptores α adrenérgicos (xilazina 
e detomidina) ou indutores de contrações da musculatura lisa genital do garanhão (PGF2α 
e ocitocina).

No entanto, os estudos até agora desenvolvidos incluem uma variedade de doses, pro-
tocolos, vias de administração, combinações de agentes e procedimentos pré-tratamento, 
apresentando taxas de ejaculação variáveis [67,69,77,78,81] como demonstrado na Tabela 1.

A coleta do ejaculado pode ser realizada com o auxílio de um copo coletor acoplado a 
um suporte. No entanto, a colocação de um suspensório associado a uma mucosa plástica 
recobrindo todo o perímetro prepucial é a técnica mais utilizada devido a sua maior pratici-
dade e menor manipulação do animal [78].

Características do ejaculado variam significativamente entre os protocolos terapêuticos 
utilizados, e essa variação ocorrem pela estimulação ou inibição da contração da musculatura 
lisa das ampolas e das glândulas sexuais acessórias [69]. 

Os efeitos colaterais diferem dependendo do protocolo empregado. A utilização de 
Prostaglandina F2α pode provocar sudorese e gotejamento de urina, o que dificulta a ob-
tenção de sêmen livre de urina e suor [69]. Os tratamentos com xilazina podem provocar 
sedação profunda e imipramina intravenosa leve hemólise, como relatada por McDonnell & 
Odian [77]. A primeira prenhez utilizando ejaculação química foi obtida a partir espermato-
zoides colhidos de um garanhão com 22 anos, com estado geral ruim e queixa de dificuldade 
de emprenhar nas ultimas coberturas. Cinco éguas foram inseminadas com 80% de taxa de 
concepção [82]. ROWLEY et al. [80], compararam a fertilidade do sêmen refrigerado obtido 
por ejaculação química (detomidina) com o colhido com vagina artificial e observaram de-
monstrando que ambos foram eficientes na fecundação.

Tabela 1. Resumo dos protocolos de indução farmacológica de ejaculação.

Fármacos Doses e Vias de administração Ejaculação Autores
Xilazina 0,66mg/kg i.v 27% McDonnell e Love [79]

Detomidina 0,02 mg/kg i.m + 0,01mg/kg 15 min depois 50% Rowley et al. [80]

Prostaglandina F2 alfa 0,01 + 0,15/kg i.m 75% McDonnell [66]

Clomipramina 2,2mg/kg i.v 100% Turner et al. [83]

Imipramina 2 mg/kg i.v 42% McDonnell e Turner [76]
>continua
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Fármacos Doses e Vias de administração Ejaculação Autores
Imipramina 2,2 mg/kg i.v 71% Dutra, [84].

Detomidina+ 
Ocitocina 0,02 mg/kg i.v de detomidina + 20UI i.v de ocitocina 8,33% Cavalero [78]

Imipramina+ Detomi-
dina+ Ocitocina

3 mg/kg v.o de imipramina + (0,02 mg/kg i.v de 
detomidina + 20UI i.v de ocitocina) 2 h depois 31,25% Cavalero [78]

Imipramina+ Xilazina 2 mg/kg iv de imipramina + 0,3mg/kg i.v de Xilazina 
1h depois 33% McDonnell e Odian [77] 

Imipramina+ Xilazina 0,75 a 2 mg/kg v.o de imipramina + 0,3mg/kg i.v de 
Xilazina 1-3 h depois 57% Johnston e DeLuca [75] 

Imipramina+ Xilazina 2 mg/kg iv de imipramina + 0,3mg/kg i.v de Xilazina 
10 minutos depois 53% McDonnell e Turner [76]

Imipramina+ Xilazina 3 mg/kg v.o de imipramina + 0,66 mg/kg i.v de 
Xilazina 2 h depois 68% McDonnell [69]

i.m = intramuscular; i.v = intravenoso; v.o = via oral, UI= unidade internacional, h = hora

Coleta de espermatozoides da cauda do epidídimo

A coleta de espermatozoides da cauda do epidídimo em garanhões mostrou-se eficiente 
em recuperar células espermáticas viáveis desde a década de 50 [4]. Entretanto, somente nos 
últimos anos, alguns pesquisadores intensificaram o estudo na preservação de espermatozoi-
des viáveis da cauda do epidídimo [85]. 

Os estudos concentram-se em técnicas de coleta de espermatozoides epididimários 
[86,87], comparação de meios diluentes adequados para lavagem do epidídimo e congelação 
dos espermatozoides [8,73], refrigeração dos espermatozoides epididimários [88], viabilida-
de espermática após adição de plasma seminal [7,70,89,90,91], viabilidade espermática de 
garanhões subférteis [85,92], fertilidade [8,73,88,85,91,92] e metodologias de inseminação 
[93] e ICSI [94].

Sabe-se que após a morte do animal os espermatozoides permanecem viáveis no epidí-
dimo até que a decomposição tecidual afete sua viabilidade [95,96,97]. Para manutenção da 
integridade espermática é importante que o epidídimo seja acondicionado a 5°C levando a 
diminuição do metabolismo e manutenção da integridade espermática [71,95,97].

O primeiro passo para recuperação dos espermatozoides é a realização da orquiectomia. 
Durante o procedimento evitar que a lamina de bisturi traumatize a cauda do epidídimo 
localizado no bordo caudal do testículo. Após a retirada do complexo testículo-epidídimo, o 
funículo espermático deve ser ligado com fios de nylon ou seda, evitando o extravasamento 
de sangue e espermatozoides durante o transporte. Imediatamente após a orquiectomia o 
material deve ser colocado em sacos plásticos com 50 mL de Ringer Lactado que tem a fun-
ção de evitar a desidratação tecidual [88]. 

Se o epidídimo for mantido a temperatura ambiente, há declínio da qualidade esper-
mática, tendo como limite de viabilidade próximo das 24 horas pós-orquiectomia [97]. Já 
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a manutenção dele à 5°C mostrou-se eficiente em manter a qualidade espermática [72,97]. 
Além disso, a manutenção do complexo testículo-epididimo a 5°C por 24 horas antes da 
coleta apresentou mesma taxa de concepção quando comparado ao ejaculado (61,5%) e es-
permatozoides do epidídimo recuperados imediatamente após a extração do animal (92,3%) 
[88]. Uma forma prática e eficiente na manutenção da temperatura do epidídimo a 5°C é a 
utilização de sistemas de transporte passivo comumente utilizado para transporte de sêmen. 
Estes equipamentos proporcionam queda gradual e lenta de temperatura durante o processo 
de refrigeração espermática, evitando com isso choque térmico (frio) na membrana plasmá-
tica dos espermatozoides [88,97].

O método de fluxo retrógrado consiste na geração de pressão com uma seringa nos va-
sos deferentes até que os espermatozoides epididimários carreados pelo diluente extravasem 
pelo corte realizado na junção entre a cauda e o corpo epididimal. A recuperação espermática 
média com esse método varia de 12 a 30 bilhões de espermatozoides por epidídimo [88].

A primeira prenhez utilizando espermatozoides congelados na espécie equina foi rela-
tada em uma égua inseminada com espermatozoides da cauda do epidídimo [4]. No entanto, 
a taxa de concepção com espermatozoides do epidídimo por muito tempo se manteve baixa 
e somente nos últimos anos houve um incremento importante na preservação destas células 
(Tabela 2) por mudanças de protocolos de congelação, mudança do momento da insemina-
ção e adição de substâncias aos espermatozoide do epidídimo [8,88,91]. 

Os espermatozoides do epidídimo também podem ser utilizados em biotecnologias 
como a ICSI, sem apresentar diferença na proporção de clivagem embrionária quando com-
parados a espermatozoides criopreservados do ejaculado de garanhões [94].

Em equinos estes espermatozoides epididimários demonstraram ser resistentes a crio-
preservação. Este fato torna possível utilizar animais que já tinham sido descartados da 
reprodução ou mesmo após a morte serem utilizados a partir de inseminações artificiais 
convencionais [73,85,88,98], inseminações histeroscópicas [89] ou a injeção intracitoplasmá-
tica de espermatozoide [94].

Tabela 2. Fertilidade de espermatozoides recuperados do epidídimo.

Autores Categoria Dose
inseminante Taxa de concepção Local da  

inseminação

Barker & Gandier, [4] Congelado - 12,5% Corpo do útero

Morris et al. [93]

Fresco
Congelado 
Congelado  
Congelado 

Congelado + ST

200x106

200x106

200x106

5-10 x 106

5-10 x 106

45%
8% 

18%
0%

28%

Histeroscopia
Histeroscopia
Conventional
Histeroscopia
Histeroscopia

Papa et al. [73] Congelado 800x106 66,6% Ápice do corno

>continua
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Autores Categoria Dose
inseminante Taxa de concepção Local da  

inseminação

Heise [91]

Fresco + PS
Fresco - PS

Congelado + PS
Congelado - PS

200x106

200x106

200x106

200x106

75%
22,2%
27,8%
6,7%

Corpo do útero
Corpo do útero
Corpo do útero
Corpo do útero

Monteiro et al. [88] Congelado
Refrigerado+ Congelado 

800x106

800x106
91,3%
61,5%

Ápice do corno
Ápice do corno

Monteiro et al. [92] Congelado/Subfertil 800x106 25,0 % Ápice do corno

Monteiro [85] Congelado /Subfertil 800x106 48,4 % Ápice do corno

Guasti et al. [98]
Congelado 
Congelado 

PTX + Congelado

800x106

100x106

100x106

68,7%
31,5%
50,0%

Ápice do corno 
Ápice do corno
Ápice do corno

Refrigerado = Antes da recuperação dos espermatozoides o epidídimo foi armazenado por 24 horas à 5 
°C; SP = Cauda do epidídimo foi lavada com plasma seminal; ST = Antes do congelamento as amostras 
foram ressuspendidas em meio SPERM TALP; PTX = A cauda do epidídimo foi lavada usando extensor 
a base de leite desnatando (BotuSêmen®) acrescido de 7,18 mM de pentoxifilina.

3.2. Diluentes e crioprotetores para congelamento de sêmen equino
Existem diversos diluentes comerciais para congelação de sêmen equino e, apesar de 

possuirem particularidades e protocolos específicos para a congelação, todos eles basica-
mente objetivam equilíbrar o pH do meio (efeito tampão), neutralizando produtos tóxicos 
provenientes do metabolismo espermático; proteger os espermatozoides contra o choque 
térmico; manter o equilíbrio eletrolítico e osmótico; inibir o crescimento bacteriano; e for-
necer energia aos espermatozoides. Para isso, são compostos por tampões, crioprotetores 
não penetrantes (lipoproteínas e di ou trissacarídeos), fonte de energia (monossacarídeos), 
crioprotetores intracelulares (como o glicerol e as amidas) e outros aditivos, como enzimas, 
eletrólitos, detergentes e antibióticos [6]. 

Os crioprotetores penetrantes e não penetrantes são essenciais para o sucesso da crio-
preservação, uma vez que evitam a formação de grandes cristais de gelo, dentro e fora da 
célula, respetivamente. Além disso, os crioprotetores exercem um efeito osmótico, induzindo 
a desidratação dos espermatozoides, essencial a sua sobrevivencia, além de proteger a mem-
brana plasmática. Apesar de essenciais, os crioprotetores, podem exercer efeitos tóxicos e 
reduzir os índices de fertilidade quando presentes em concentrações elevadas [21].

Embora o glicerol seja o crioprotetor penetrante mais utilizado na criopreservação es-
permática de mamíferos, outros crioprotetores têm sido utilizados para a criopreservação do 
sêmen equino, como a metil formamida, dimetil formamida e dimetil acetamida, mostrando 
resultados superiores [9,42]. Estas amidas possuem estrutura molecular menor que a do gli-
cerol, penetrando mais rapidamente na  membrana espermática, diminuindo a necessidade 
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de um tempo de equilíbrio longo, reduzindo o tempo de exposição da célula ao efeito tóxico 
do crioprotetor [99].

3.3. Técnicas de remoção do plasma seminal: centrifugação, cushion e filtro
A remoção do plasma seminal é uma etapa importante da criopreservação para evitar 

prejuízos a qualidade e longevidade do sêmen armazenado por longos períodos [100]. Exis-
tem duas principais formas para remoção do plasma seminal do ejaculado de garanhões, a 
centrifugação [12] e filtragem [101]. 

Normalmente, o plasma seminal é removido do sêmen durante o processo de criopre-
servação, uma vez que diversos estudos demonstraram o efeito deletério deste fluído na moti-
lidade, integridade do DNA e integridade da membrana plasmática durante o armazenamen-
to [100,102,103]. Para isso, a centrifugação foi introduzida como um método para concentrar 
os espermatozoides em um pellet e separar o plasma seminal, o que permite que o sedimento 
seja rediluído para a criopreservação [104]. No entanto, a força e a duração da centrifugação 
necessárias para remover o plasma seminal podem afetar negativamente o número total de 
espermatozoides, promover danos mecânicos à membrana espermática e aumentar alguns 
defeitos morfológicos, resultando em diminuição da viabilidade espermática [12,105,106). 
A centrifugação é a técnica mais utilizada, entretanto possui a desvantagem em lesar os es-
permatozoides pelo choque mecânico, resultando em menor viabilidade destas células [12].  
Portando deve-se ter cuidado com a força de centrifugação e tempo utilizado no processo. 
Dell’aqua et al. [107] considerou que a força de 600 x g, associada a um tempo de 10 minu-
tos, possibilitou a recuperação de 87% dos espermatozoides com boa qualidade. Além disso, 
constatou-se que altas forças de centrifugação podem ser deletérias à integridade espermáti-
ca, enquanto baixas forças de centrifugação proporcionaram baixa recuperação espermática. 

Dessa forma, o desenvolvimento de soluções coloidais de alta viscosidade, inertes e iso-
tônicas, que funcionam como uma espécie de almofada no fundo do tubo durante a centrifu-
gação (Eqcellsire®, IMV, L’Aigle, France; Cushion Fluid®, Minitube, Landshut, Germany; Red 
Cushion®, Botupharma, Botucatu, Brazil), melhoraram o resultado do sêmen criopreservado 
nos últimos anos, por minimizarem o impacto e a compactação de espermatozoides [38,108]. 
A técnica de cushion promove uma maior recuperação espermática por permitir a utilização 
de uma maior força de centrifugação (800 a 1000 × g) comparada a centrifugação convencio-
nal (300 a 500 × g), sem causar maiores prejuízos a estrutura do espermatozoide [109,110]. 

A outra forma de retirada de PS é a filtragem, sua vantagem em relação à centri-
fugação é que ela pode ser utilizada em animais sensíveis ao choque mecânico causado 
pela centrifugação [101]. Na filtragem utiliza-se um filtro especifico com membrana sin-
tética hidrofílica (Sperm Filter Sperm Filter; Botupharma, Botucatu, Brazil) que permite a 
passagem de plasma seminal e de estruturas menores que 2 um de diametro, retendo os 
espermatozoides acima da membrana [111,112]. As vantagens desta técnica incluem uma 
maior taxa de recuperação de espermatozoides, menor custo (em comparação à aquisição 
de uma centrífuga), treinamento mínimo ao manipulador e maior viabilidade espermática 
em comparação com a centrifugação tradicional [111]. Além disso, Ramires-Neto et al. 
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[113] demonstraram que a remoção do plasma seminal por filtração reduziu a carga bacte-
riana no sêmen após o resfriamento.

No entanto, a centrifugação utilizando cushion foi um método superior para remover o 
plasma seminal em comparação à filtragem quanto a motilidade total e progressiva de esper-
matozoides refrigerados [114].  

Ilustração da técnica de remoção de plasma seminal por filtragem em membrana hidrofílica.

3.4. Métodos de congelamento
O processo de congelação se inicia com a refrigeração do sêmen da temperatura am-

biente (por volta de 20º C) para 5º C, intervalo de temperatura em que a membrana plas-
mática celular passa do estado líquido cristalino para o estado gel e, portanto, se torna mais 
susceptível aos danos causados pelo estresse térmico, perdendo motilidade e potencial ferti-
lizante. No entanto, este efeito pode ser minimizado por meio do controle da taxa de resfria-
mento e da adição de crioprotetores ao meio diluente. A taxa de resfriamento ideal deve ser 
lenta o suficiente para permitir a desidratação suficiente da célula, evitando a formação de 
cristais de gelo intracelular, mas suficientemente rápida para evitar a exposição prolongada 
de espermatozoides a soluções hipersaturadas do ambiente extracelular [16,21]. 

O ponto de congelação do citoplasma celular, geralmente, ocorre em temperaturas abai-
xo de -1ºC. Entretanto, na faixa entre -10ºC e -15ºC, mesmo com o meio extracelular conge-
lado, o meio intracelular ainda se encontra super-resfriado [115]. Na faixa de -15 a -60 ocorre 
o congelamento propriamente dito dos espermatozoides, a atividade metabólica e as reações 
cessam e a célula permanece inativa. Nessa fase, a célula deve ter desidratado suficientemente 
para não formar grandes cristais de gelo, porém não excessivamente, evitando, assim, o efeito 
tóxico dos crioprotetores e danos celulares [116]. Após essa etapa, as palhetas são mergulha-
das em nitrogênio líquido, sendo mantidas a -196º C por um período ilimitado de tempo [6].   

O número ideal de espermatozoides por palheta varia entre os laboratórios e as reco-
mendações do fabricante de diluente, variando na literatura de 100 x 106 / ml [53] até 400 x 
106 / ml [117], utilizando palhetas de 0,5 ml. A dose inseminante pode variar de acordo com 
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a qualidade espermática pós-descongelação. Uma dose inseminante utilizando sêmen des-
congelado deve conter no mínimo 150 x 106 espermatozoides quando a motilidade esperma-
tozóica pós-descongelação é de 35% [55], havendo, no entanto, a necessidade de se aumentar 
a dose quando a qualidade do sêmen é iferior, podendo ser necessária a dose total de 800 x 
106 espermatozoides [53].

3.4.1. Curvas de congelação

A curva de congelação é importante na manutenção da integridade celular. Uma das fai-
xas críticas de temperatura para os espermatozoides no processo de congelação vai de –3ºC 
a –10ºC. Neste momento ocorre a formação de cristais de gelo e liberação do calor latente 
de fusão, o qual acarreta aumento de temperatura do sistema e as maiores injúrias celulares. 
Assim, a velocidade de congelação neste período deve ser a mais rápida possível [118]. 

A curva de congelação é importante na manutenção da integridade celular. Como já 
mencionado, a curva ideal deve ser lenta o bastante para permitir a desidratação suficiente da 
célula espermática para evitar a formação de cristais de gelo intracelular e rápida o bastante 
para evitar a exposição dos espermatozoides nas soluções hipersaturadas no momento da 
formação dos cristais de água no ambiente extracelular [6,21,119].

Em equinos as curvas de congelação com melhores resultados variam entre -20 e 
-100ºC/min. [120], dependendo do método de processamento do ejaculado e do tipo de ar-
mazenamento dos espermatozoides. Assim, as máquinas de congelação automáticas podem 
minimizar as variações individuais [121]. 

Há também fatores individuais e raciais relacionados à resistência dos espermatozoides 
equinos ao congelamento, já que o resultado dessa biotecnologia é bastante variável entre 
os garanhões [23]. Estudo recente constatou diferença significativa na qualidade seminal na 
raça Mangalarga Marchador a curva de congelação de -25 °C/min. causa menor dano aos 
espermatozoides quando comparado a curvas mais lentas (-8ºC/min) [122]. Esta diferença 
nos parâmetros espermáticos em garanhões da raça Mangalarga Marchador, corrobora com 
relato anterior que a maior sensibilidade dos espermatozoides dessa raça ao processo de con-
gelação e descongelação seminal quando comparada a outras raças, como as germânicas e a 
Quarto de Milha [42]. 

Apesar das causas determinantes da variabilidade da resistência do sêmen ao processo 
de congelação ainda não serem bem elucidadas, alguns estudos têm observado que esta va-
riabilidade pode estar relacionada a fatores genéticos, reforçada por pesquisas demonstrando 
que quanto maior a fluidez da membrana antes da congelação, melhor a sua resposta ao pro-
cesso de criopreservação [123]. Espécies que apresentam baixas concentrações de colesterol 
e altas concentrações de ácidos graxos poliinsaturados são mais predispostas aos danos do 
choque pelo frio, já que o processo de congelação leva ao enrijecimento da membrana plas-
mática [124].

Melhores resultados foram obtidos quando com a utilização de curvas de congelação 
mais rápidas para animais considerados com baixa resistência ao processo de congelação, 
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conforme achados de Medeiros et al. [125], demonstram que estes animais apresentam me-
nor eficiência na regulação do equilíbrio osmótico celular. 

3.5. Técnicas de descongelação de sêmen
O resultado final da criopreservação é observado após a descongelação, que deve man-

ter uma curva condizente com a utilizada para a congelação. Por exemplo, se a congelação for 
lenta, a descongelação também deve ser lenta para que os cristais de gelo extracelulares des-
congelem, provocando a diluição dos solutos e promovendo a reidratação celular lentamente 
[115]. Diversas curvas de descongelação foram propostas, entre elas a curva de 37º C por pelo 
menos 30 segundos [35], de 46º C por 20 segundos [126] ou de 75º C por 7 segundos [127]. 
No entanto, o protocolo mais utilizado é o primeiro citado, uma vez que esta temperatura é 
fácil de ser atingida a campo e não gera riscos de desnaturação de componentes espermáticos 
se o tempo de exposição for excedido.    

3.6. Momento e técnicas de inseminação artificial com sêmen congelado 
O momento ideal da IA utilizando o sêmen descongelado é entre 12 horas antes e de 

4-8 horas após a ovulação, já que a longevidade do sêmen criopreservado é baixa e o embrião 
permanece viavel no interior do oviduto por até 8 horas [128,129].  

3.6.1. Local de deposição do sêmen no trato genital feminino

A inseminação do sêmen criopreservado no trato genital da égua pode ser realizada no 
corpo uterino ou no ápice do corno uterino (ipsilateral à ovulação), utilizando pipeta flexível 
ou histeroscópio. A inseminação no corpo uterino resulta em menores taxas de fertilidade 
por induzir a uma maior reação inflamatória uterina e um atraso no transporte uterino de 
espermatozoides ao oviduto [130]. Alguns estudos observaram uma maior colonização de 
espermatozoides nos ovidutos quando inseminados no ápice do corno uterino ipsilateral à 
ovulação (perto da junção uterotubal) refletindo em maior fertilidade, em comparação a téc-
nica anterior [58]. Por isso, a inseminação com o sêmen criopreservado tem sido realizada 
dessa forma, utilizando pipeta flexível ou histeroscópio [57].

3.6.2. Ferramentas para detecção da proximidade da ovulação

Devido ao estro de longa duração, a determinação da ovulação na espécie equina re-
quer um controle folicular intenso e, muitas vezes, exaustivo por parte do veterinário. Dessa 
forma, prever o momento da ovulação permite programar a inseminação com o sêmen con-
gelado para o momento mais próximo possível da ovulação, reduzindo a mao-de-obra e a 
necessidade de re-inseminar, além de melhorar as taxas de concepção, principalmente em 
se tratando de sêmen com baixa longevidade espermática. Além disso, a previsão do tempo 
de ovulação é desejada para programas de recuperação de oócitos que usam biotecnologias 
como ICSI e para obtenção de embriões jovens para congelamento [131].  

Nesse sentido a indução da ovulação, utilizando hormonios (como o hCG, GnRH e 
seus análogos, EPE, reLH, dentre outros) associada à ultrassonografia, foram importantes 
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ferramentas para o desenvolvimento da reprodução equina assistida, uma vez que permitem 
estimar o momento da ovulação com maior precisão e menor manejo [132]. Em nossa expe-
riencia a indução da ovulação entre às 22 horas, usualmente, leva à ovulação no dia seguinte 
(32-48 horas após o tratamento hormonal), evitando inseminações no meio da noite.

A aparencia ultrassonográfica do útero e do foliculo dominante, permite indentificar 
a proximidade da ovulação nessa espécie. Isso é possível pois à medida que a ovulação se 
aproxima (desde 3 dias antes até 3 horas previamente à ruptura do folículo) ocorrem sinais, 
como: redução do edema uterino, perda do formato folicular esférico, aumento progressivo 
da espessura e ecogenicidade da camada granulosa, surgimento de uma banda anecóica entre 
as camadas da teca interna e externa (correspondente a vasos sanguíneos), serrilhamento da 
parede e a formação de um ápice em um dos polos folicular que é acompanhado pela dimi-
nuição da vascularização nesse local [131,133,134].     

3.7. Técnicas de seleção espermática antes e/ou após à criopreservação
As novas biotécnicas do sêmen visam não só melhorar a qualidade do sêmen refrigera-

do e congelado, mas aumentar qualidade e fertilidade do sêmen de garanhões considerados 
subférteis. Os garanhões representam 50% da equação na concepção de um descendente e a 
indústria do cavalo está repleta de garanhões cujo nível de fertilidade é indesejável. Isso se 
deve ao critério para seleção de reprodutores equinos, que de maneira geral, considera apenas 
o padrão racial e a performance atlética, deixando de lado a eficiencia reprodutiva [25]. Dessa 
forma, técnicas de remoção de plasma seminal, minimizando o impacto da centrifugação, e 
de seleção espermática foram desenvolvidas para viabilizar o uso de ejaculados sensíveis ao 
processo de criopreservação ou com baixa qualidade [108].

Algumas formas de subfertilidade podem ter uma base genética, mas freqüentemen-
te é associada ao envelhecimento ou a enfermidades adquiridas em garanhões. Dentre as 
enfermidades que afetam a qualidade espermática, destaca-se a degeneração testicular que 
normalmente ocorre após estresse témico ambiental, febre e trauma genital ou pelo uso de 
medicamentos de longo prazo, como esteróides anabolizantes [25]. Além da subfertilidade, 
alguns garanhões apresentam uma diminuição da qualidade dos espermatozoides após a re-
frigeração ou criopreservação devido a uma maior sensibilidade espermática, como mencio-
nado anteriormente [6]. 

As técnicas de seleção espermática servem para enriquecer uma amostra de sêmen com 
uma maior porcentagem de espermatozoides viáveis antes da inseminação das éguas. Isso 
pode referir-se a ejaculados frescos de má qualidade ou a espermatozoides danificados após 
o resfriamento ou o congelamento (Stoll et al., 2008; 25). Diversas técnicas de seleção esper-
mática foram testadas para o sêmen equino, como as técnicas de “swim-up” e “swim-down”, 
de aderencia espermática e de centrifugação em gradiente de densidade [135]. 

No entanto, a técnica mais utilizada em equinos é a de seleção espermática em camada 
única a base de sílica. Há atualmente dois produtos comerciais: EquiPure® (Nidacon, Go-
thenburg, Sweden) e Androcoll-E® (Minitube, Landshut, Germany). Ambos atuam de ma-
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neira semelhante, selecionando espermatozoides sem defeitos morfológicos que exibem mo-
tilidade progressiva e integridade celular [136,137,138,139], refletindo em maiores taxas de 
fertilidade [140].   

Além dos efeitos benéficos na qualidade espermática e fertilidade, esses gradientes foram 
eficientes em reduzir a carga bacteriana [141] e viral [142] do sêmen após processamento. 

Ilustração da técnica de seleção espermática em gradiente de densidade em camada única.

4. Perspectivas futuras para o uso do sêmen congelado na espécie equina

4.1. Desenvolvimento de diluentes personalizados e 
adequação de curvas para garanhões mais seletivos

Como já dito anteriormente, há considerável variação entre garanhões quanto à qualidade 
seminal antes e após armazenamento em temperaturas não fisiológicas e quanto à capacida-
de de fertilização após crioprocessamento. Estima-se que entre 20-50% dos garanhões férteis 
produzam espermatozoides que sobrevivem bem aos processos de congelamento e descongela-
mento [143,144]. No entanto, de acordo com Mennick [145], os garanhões considerados “maus 
congeladores” em um teste único de congelabilidade, utilizando apenas um tipo de processa-
mento e de diluente, quase sempre são injustiçados, uma vez que há  a necessidade de encontrar 
extensores e métodos de congelamento adequados ao indivíduo [145,146]. 

Atualmente, tem surgido uma enormidade de meios diluentes comerciais para congela-
mento de sêmen equino, com particularidades e especificidades, visando atender às exigen-
cias de reprodutores que não apresentam bons resultados com diluentes convencionais, de 
forma a personalizar o congelamento desses indivíduos. 
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4.2. Maior preocupação na seleção de animais resistentes à criopreservação 
Em consonancia com a idéia anterior, a reprodução equina segue na contramao do que 

se preza em termos de melhoramento genético de uma espécia/raça. Os estudos e a indústria 
buscam se adequar à realidade individual de garanhões, deixando de lado critérios de seleção 
que conduzam ao melhoramento de características reprodutivas da espécie como um todo 
e que, comprovadamente, são relacionadas ao aumento da fertilidade. Como exemplo de 
critérios de seleção que deveriam ser adotados, está o volume testicular e a congelabilidade 
de sêmen. O tamanho testicular é tão hereditário em garanhões quanto é em touros e esse 
parâmetro correlaciona-se fortemente com a produção de espermatozoides [147]. A herda-
bilidade de características reprodutivas desejáveis, no entanto, é pequena e portanto requer 
anos de seleção criteriosa para que atinjamos resultados factíveis.

4.3. Outras perspectivas
A melhoria da longevidade do sêmen congelado equino certamente permitirá o desen-

volvimento de protocolos de inseminação artificial em tempo fixo, assim como utilizado em 
outras espécies, por exemplo em bovinos, pequenos ruminantes e suínos [148]. Além disso, 
permitirá sua utilização na forma sexada, pelo método de citometria de fluxo, atualmen-
te o métodos mais eficaz, como demonstrado em outras espécies [149]. Associado a essas 
biotecnologias, a utilização de sêmen congelado para a produção in vitro de embriões (até 
o momento pela técnica de ICSI), já é uma realizade e tem crescido a cada dia no mercado 
nacional.

5. Considerações Finais
A indústria equina ao longo dos anos vem adotando biotecnologias modernas que per-

mitem a redução dos custos de produção e a seleção de animais reprodutores com mérito 
genético superior. Entre esses avanços, a biotecnologia da criopreservação de sêmen é um 
instrumento importante para maximizar o uso de garanhões, prevenir a disseminação de 
doenças, eliminar barreiras geográficas e aumentar a longevidade do sêmen. No entanto, por 
muitos anos essa biotecnologia foi pouco utilizada, devido a obtenção de resultados infe-
riores ao sêmen fresco e refrigerado. Atualmente, diversos avanços foram obtidos graças ao 
aprimoramento das técnicas de criopreservação desenvolvidas especialmente para os equi-
nos, como o desenvolvimento de diluentes, descoberta de novos crioprotetores, utilização 
de novos métodos de inseminação artificial, entre outros. Com isso, atualmente, observa-se 
um crescimento na utilização do sêmen congelado, mas ainda requer avanços que facilitem a 
vida dos veterinários no momento da IA e que tragam resultados similares às demais formas 
de utilização do sêmen. 
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Ultrassonografia em touros destinados  
a inseminação artificial 
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A fertilidade dos touros desempenha um papel fundamental na reprodução bovina de 
carne e leite, especialmente quando é realizada através da inseminação artificial (IA), devido 
ao importante número de bezerros que podem ser gerados a partir de um único touro.

Antigamente os touros eram selecionados em 3 estágios diferentes: a) com base em sua 
genealogia ou pedigree, b) em função do teste de grupo comparativo individual e c) por 
último na base dos resultados do teste de progênie. Nos últimos anos, o ingresso da seleção 
genômica modificou drasticamente este esquema de seleção, sendo esta ferramenta utilizada 
para aumentar a acurácia da estimativa dos valores genéticos reduzindo o intervalo de ge-
rações através da identificação de animais geneticamente superiores, antes que os mesmos 
expressem suas qualidades fenotípicas aumentando a confiabilidade das predições das PTAs, 
principalmente em animais jovens. 

Assim sendo, as empresas de melhoramento animal usam o teste genômico rotineira-
mente nos programas de seleção de várias raças, buscando touros jovens de genética superior, 
sendo que alguns pecuaristas ao redor do mundo também já testam a maioria de suas vacas 
e novilhas com a genômica. A utilização da Genômica, oferece aos produtores mais opor-
tunidades para selecionar os acasalamentos que formarão as futuras novilhas de reposição, 
especialmente em conjunto com o uso de biotecnologias reprodutivas como sêmen sexado e/
ou transferência de embriões e fertilização in vitro (FIV).A seleção de touros para centrais de 
inseminação artificial (CIA) mudou rapidamente do método conhecido como de apelo visual 
para a valorização do mérito genético. Os touros nascem de acasalamentos na base de seleção 
caracterizados por um índice genômico que é calculado no nascimento. Este índice é ajus-
tado conforme os dados dos desempenhos zootécnicos obtidos. Estes touros jovens têm um 
grande potencial e valor genético como reprodutores, desde que sejam capazes de produzir 
sêmen em quantidade e qualidade suficientes.

O exame andrológico de touros (EAT) destinados a monta natural ou a produção de 
sêmen tem como objetivo avaliar a atitude do reprodutor a realizar a monta e a capacidade 
de produzir sêmen em quantidade e qualidade suficiente suportando a congelação. O exame 
integra a avaliação de parâmetros do comportamento e libido do reprodutor (teste de libido 
ou de capacidade de serviço) o tempo de reação frente ao manequim e o tempo de ejaculação, 
a avaliação do sêmen, o exame clinico e sanitário. 
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O EAT tem sido padronizado em vários países por diferentes pesquisadores com aplica-
ções online (Norman et al 2004, Chenoweth et al 2010) sendo adaptado pelas diferentes CIA 
a realidade do mercado. Ele e um prévio ao teste de fertilidade de CIA formando parte dos 
exames requeridos para aceitar um reprodutor como doador de sêmen. 

Em regra geral, o EAT inclui o exame físico com foco em membros e aparelho genital 
externo e interno assim como o exame de sêmen destinado a avaliar motilidade, morfologia, 
carga leucocitária e algumas CIA, a congelabilidade do sêmen.  O EAT é realizado geralmente 
no quarentenário e coincide com a avaliação sanitária de ingresso na central. 

Como regra geral, touros jovens com boa Circunferência Escrotal (CS), alta concentra-
ção espermática, boa motilidade pré e pós congelamento e poucas anomalias são mantidos. 
A concentração é correlacionada favoravelmente com a motilidade de massa e individual 
(+0,4 a +0,9) e a porcentagem de anomalias totais é negativamente ligada à motilidade e con-
centração. No touro jovem, altas correlações também são observadas entre a Circunferência 
Escrotal (CE) e os parâmetros quantitativos do ejaculado (concentração e número total de 
espermatozoides) (Coulter, Thibier).

Levantamentos realizados em diferentes países indicam uma taxa de aceitação de tou-
ros de 65 a 85 % (Chenoweth 2015) como potencialmente satisfatório porem sem distinção 
quando o touro é destinado a monta natural ou a CIA. O valor de este exame foi claramente 
identificado na publicação de Wiltbank e Parrish em 1986 indicando 6% a mais de fertilidade 
em touros aprovados no EAT frente a touros não avaliados, segundo o autor é possível que 
esta percentagem seja ainda superior tendo em conta os progressos realizados nos últimos 10 
anos no exame do sêmen. O impacto econômico do uso do EAT foi estimado pela equação 
benefício/custo. Assim sendo no Brasil Menagassi et al (2011) estimaram que a equação be-
nefício/custo do uso de EAT era de 36:1 para fazendas de gado de corte. Similares resultados 
forem obtidos por Chenoweth (2000) em gado de corte em USA (beneficio/custo 17:1) e por 
Dwyer (2013) em gado leiteiro (14:1).

No entanto, esses estudos não integraram o conceito de “sub fertilidade”. Há uma certa 
confusão em torno deste termo e de acordo com o autor deve diferenciar claramente a sub 
fertilidade do touro de CIA de aquele de monta natural associada ao chamado touro insatis-
fatório no EAT. 

Na monta natural, a sub fertilidade pode ser associado com um problema de libido, qua-
lidade de sêmen inadequados, problema físico (calos interdigital por exemplo) entre outros, 
e pode ser devido a um problema de ordem genética ou congénita, sanitário gestão ou por 
um problema de manejo.  Essa subfertilidade pode ser mascarada em estabelecimentos de 
gado de corte que usam uma porcentagem significativa de touros durante a estação de monta 
e especialmente naqueles que praticam a rotação de touros durante a mesma assim como em 
aquelas que prolongam a estação de monta acima de 90 dias.

No entanto, a subfertilidade dos touros destinados à produção de sêmen em uma CIA 
assume outra dimensão. De fato, alguns associam a subfertilidade a má congelabilidade do 
sêmen de um touro (ou do ejaculado), no entanto, a fertilidade do touro deve ser avaliada 
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em teste de campo com um “n” de fêmeas inseminadas suficiente. Hoje em dia os touros que 
produzem sêmen nas maiores CIA têm dados de fertilidade a campo publicados. Alguns de-
les são conhecidos por sua “alta fertilidade” e seu uso massivo no rebanho permite aumentar 
a fertilidade total do rebanho em percentuais da ordem de 4 a 6,5%.

Em efeito, a precisão do resultado estatístico é sempre dependente do tamanho da 
amostra (Schawrtz) e, se um centro de avaliação genética deseja avaliar a fertilidade de um 
touro pretendendo 5% de diferença deve executar um teste em grupos de pelo menos 1.500 
vacas ou novilhas.

Pesquisas demonstraram que realizar a avaliação de touros resulta em um alto benefício 
para os pecuaristas devido ao impacto que existe na porcentagem de gestação, no nascimento 
de bezerros no início da estação de partos e, consequentemente, no fato de poder dispor de 
animais na desmame com maior peso. Assim, os EUA estimam, por exemplo, que um produ-
tor rural recupere de U$20 a U$25 para cada dólar gasto no exame de EAT. Blockey (1984) 
mostrou que a adoção do método da EAT aumentou as taxas médias de natalidade de 85 para 
91%, e entre as vacas que parirem nas primeiras semanas, a taxa subiu de 66 para 77%.

Ultrassonografia como ferramenta de apoio no EAT
A ultrassonografia (US) é uma técnica de imagem médica não invasiva baseada na uti-

lização de ultrassom e amplamente utilizada na reprodução da fêmea bovina, permitindo 
realizar o diagnóstico de gestação, a monitoria do aparelho genital no pós-parto, avaliação 
ovariana, e a punção de folículos visando a coleta de oócitos para a Produção de Embriões 
In Vitro (PIVE).

As vantagens da técnica são múltiplas: avaliação em tempo real, a alta acurácia e a pos-
sibilidade de, em casos de patologias, de realizar diagnósticos precoces e confiáveis (gestação, 
gêmeos), possibilidade de medições, determinação da viabilidade e do sexo fetal, monitoria 
precoce de mortalidade embrionária, monitoria ovariana (resposta a superovulação, seleção 
de receptoras pré-inovulação de embriões, anestro) etc. 

O veterinário precisa conhecer os princípios básicos da US para avaliar as imagens ob-
tidas. Modo B e especialmente o modo B em tempo real é o mais comumente utilizado na 
medicina veterinária, permitindo observar uma série de imagens bidimensionais quase que 
instantaneamente e o movimento dos tecidos vivos.

As estruturas cheias de fluido (por exemplo, folículos do ovário e do líquido amniótico, 
etc.) não refletem as ondas sonoras e aparecem pretas no monitor (não ecogênico ou ane-
cóica), enquanto que o tecido denso (ex. osso) reflete a maioria das ondas sonoras e aparece 
branco (ecogênico ou hiperecoico). Outros tecidos refletem proporções variadas de ondas 
sonoras e aparecem na tela do console em vários tons de cinza (Pierson).

Nos últimos anos, esses dispositivos têm sido adaptados para trabalhar no campo in-
cluindo software adaptado à veterinária, com maior portabilidade e bateria com maior au-
tonomia, design robusto, leves, tecnologia numérica, transdutores de múltipla frequência e 
/ ou capacidade de trabalhar com múltiplas probes (linear, setorial etc) em um mesmo mo-



112

nitor. Igualmente no ultimo decênio, a tecnologia de resolução de imagem nos aparelhos de 
ultrassom avançou de forma espetacular e observa-se preços diferentes no mercado fruto da 
restrição de uso de tecnologia de última geração para reduzir o custo de fabricação.

A obtenção de uma imagem de qualidade depende do aparelho como tal, em particular 
da probe: a frequência, o número de cristais que possui, o pitch (comprimento da probe em 
cm /no. de cristais), o tratamento da imagem, o algoritmo, o número de canais, e o software, 
assim como da habilidade do operador.

A imagem obtida pela probe simula um corte feito em um órgão através de um tecido 
de cima para baixo.

O exame do trato genital do touro é classicamente realizado pela inspeção e palpação 
do genitais externos e pela palpação transretal dos órgãos genitais internos. Embora haja um 
grande desenvolvimento da ultrassonografia na fêmea bovina, a utilização em machos apenas 
começou a ser realizada nos últimos anos (Rault, Gnemmi, Kastelic, Brito). No entanto, na me-
dicina humana, tal exame forma parte de estudos sobre problemas de infertilidade no homem.

Seu uso em touros permite complementar o exame clínico de rotina feito durante o EAT 
especialmente para os touros de CIA: a) para monitorar o desenvolvimento testicular de tou-
rinhos, b) na fase de entrada dos machos para um programa de produção de sêmen, c) bem 
como no caso de patologia genital.

Por exemplo, monitorando tourinhos na sua fase de crescimento pré-púbere constata-se 
um aumento dos pixels de parênquima testicular entre as semanas 20 e 46 de idade, sendo o 
ponto de mudança na semana 30 (Chandolia, Evans).

Indicações do uso de US em touros: 
•	 Monitoria pré-puberal e puberal de touros jovens

•	 No ingresso dos touros na CIA

•	 Frente a uma queda repentina da motilidade, da concentração de espermatozoides 
ou um aumento da patologia espermática em sêmen puro

•	 Frente a uma diminuição repentina da congelabilidade do sêmen

•	 Frente a um teste de Schalm positivo

•	 Em todos os casos de patologia do aparato reprodutor do touro 

•	 Monitoria da área de olho-de-lombo (AOL) e espessura da camada de gordura sub-
cutânea (ECG)

O exame ultrassonográfico do touro

Material, preparação do animal e metodologia do exame 
Não há aparelho ultrassonográfico específico para avaliar a genitália do touro e, em geral, 

os se utilizam os mesmos ecógrafos que para ginecologia bovina já sejam fixos ou portáteis.
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Transdutores lineares de 5 a 7,5 MHz são os mais adequados para examinar as genitálias 
externas e interna do touro. Podem ser empregados os ultrassons fixos ou portáteis. 

No caso de ultrassom fixo, é importante posicioná-lo no lado esquerdo do tronco de 
contenção e em uma altura que permita uma visualização confortável da imagem tanto para 
ultrassonografia testicular quanto para a interna. Idealmente, a mesa deve permitir o ajusta 
da altura do ultrassom em um eixo vertical para ter a tela do monitor sempre na altura dos 
olhos do manipulador.  

O exame em um lugar coberto é ideal para destacar o contraste da imagem ultrassonográ-
fica. Caso contrário, é aconselhável colocar uma tela escura ou filme plástico (como aquele usa-
do para silagem) na parte superior do tronco e na parte posterior e lateral ao ultrassom, a fim 
de evitar a incidência de raios solares na tela e / ou cobrir o dispositivo com um saco de plástico 
preto e grosso. A opção do uso de ultrassons portáteis com óculos possui a vantagem de traba-
lhar no exterior com menos impacto da luminosidade, porém o manipulador deve ficar atento 
a qualquer movimento brusco do touro em particular quando se realiza a ultrassonografia tes-
ticular com óculos que não permitem de visualizar o animal. E necessário padronizar o exame 
de US buscando efetua-lo sempre a mesma hora (variação de níveis de cinza no parênquima 
testicular entre manhã e tarde, mais intenso de manhã devido a temperatura). O exame de US 
segundo o autor não é reproduzível, variações entre exames depende do operador e do dispo-
sitivo utilizado. De fato, a diferença de pressão exercida no testículo com a probe, a posição da 
probe e o volume de gel utilizado foram fatores capazes de variar as medidas.

Um gel de contato (em abundância e preferencialmente um pouco mais espesso do que 
o usado no ultrassom humano) permite que a probe se adapte à pele do animal no caso da 
ultrassonografia externa. Em alguns touros é necessário cortar os pelos da região escrotal. 
O exame ultrassonográfico deve ser praticado em tronco de contenção adequado. No caso 
de touros que são eletro ejaculados em tronco é necessário avaliar previamente o grau de 
inquietação do animal antes de praticar o exame.  De preferência, o exame deve ser realizado 
sem a presença de pessoas na frente do tronco e em um ambiente calmo. É preferível realizar 
o exame após a coleta de sêmen, caso contrário em touros inquietos, o uso da sedação com 
Xilazina, por exemplo, em dose total de 0.02 mg/Kg ou detomidina em dose total 10µg/Kg ( 
0,1 ml/100 K) na veia coccígea é uma boa alternativa. 

Ecografia testicular 
Testículos: É necessário colocar o animal em confiança, palpando ou batendo levemente na 

parte de trás das coxas antes de realizar o teste. Após exame por inspeção e palpação, a ultrassono-
grafia de cada testículo é realizada em dois eixos, vertical e horizontal, usando gel em abundância. 
É necessária uma certa pressão da probe contra o testículo assim como a manutenção da face 
oposta com a mão, aplicando a probe de forma longitudinal e transversal ao testículo. 

A avaliação ultrassonográfica testicular permite distinguir o mediastino testicular forte-
mente ecogênico na parte central, o parênquima testicular levemente ecogênico e a pele, bem 
como os envelopes do saco testicular.
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Figura 1: Corte Sagital de testículo de touro 

Levando em consideração a forma ovoide do testículo, é importante fixá-lo com uma 
mão e aplicar uma certa pressão com a probe no escroto para obter uma imagem clara. De 
fato, os artefatos mais comumente observados são os cones de sombra no corte de ultrassom 
devido ao mau contato entre a probe e a pele.

 

 Figura 2: Artefato na ultrassonografia testicular (área sombreada no parênquima testicular)

O exame testicular no touro permite realizar:

a) medidas quantitativas de gônadas para fins zootécnicos (medida da circunferência 
escrotal ou do diâmetro do testículo),

b) avaliação qualitativa do parênquima para fins zootécnicos ou diagnósticos (densida-
de do parênquima, pixelização tecidual, coleções anormais de fluido, etc).



115

Medida zootécnicas: a) A circunferência escrotal
Nos últimos 40 anos a circunferência escrotal tem sido utilizada na avaliação da produ-

ção quantitativa de sêmen dos touros, bem como para predeterminar a idade na puberdade 
dos touros e suas filhas. Como regra geral, aceita-se que cada centímetro de aumento na CS 
é equivalente a um aumento no peso testicular na ordem de 40 gramas (Coulter, Palasz, Hai 
in, Kastelic).

A CS também pode ser avaliado graças ao ultrassom, obtendo a medida em centímetros 
através de uma fórmula de cálculo. Para isto, é necessário medir a largura e a profundidade 
testicular através da ultrassonografia. A mensuração da CS desta maneira é particularmente 
simples de ser realizada em touros jovens de 1 ano ou menos, neste sentido a probe deve ser 
posicionada entre a parte interna da perna do touro e a face lateral de um dos testículos à 
efeitos da medida do eixo maior e a posteriori perpendicular ao maior eixo dos testículos na 
parte central (Gérard).

Sob essas condições, a CS pode ser calculado usando a seguinte fórmula:

 
C = π * (a + b +1) onde a representa o maior eixo dos 2 testículos, b o eixo menor e 1 a fator 
de correção (espessura da pele escrotal) expresso em cm (Coursin).

Uma avaliação comparativa da medida de CS por centímetro e por ultrassonografia foi 
realizada por Gerard et al. em 16 touros de 12 a 15 meses, obtendo-se uma correlação de 0,76 
entre as duas técnicas.
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Centímetro Ecografia
Media 31,9 31,8

Desvio Padrão 2,3 1,99

Figura 3: Mensuração do eixo maior do testículo

Figura 4: Mensuração da profundidade testicular (a) 

Medida zootécnica: b) dimensões testiculares simples
As dimensões do diâmetro testicular dos touros destinados à produção de sêmen po-

dem ser realizadas com a finalidade de acompanhar o crescimento do parênquima testicular 
durante as fases de desmame até a fase adulta.

O referido diâmetro é avaliado através do eixo caudal cranial (eixo maior) e é medido 
graças ao cursor do dispositivo US colocado na camada visceral da túnica vaginal do saco 
escrotal. Assim, Gerard avalio touros de 3 raças diferentes entre as idades de 5 meses a 5 anos 
de idade e observou o aumento do parênquima testicular de um diâmetro de 3 cm em ani-
mais de 5 a 8 meses para 7,5 cm em touros adultos. A partir dos 2 anos de idade o diâmetro 
estabiliza em torno de 7 cm e aparece sem diferenças significativas entre as diferentes raças.
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Evolução do diâmetro de parênquima testicular em touros de três raças diferentes e oito categorias de 
idade (Gerard)

Uso de ultrassonografia testicular para fins diagnósticos

Estudo do parênquima testicular em touros

Finalidades produtivas

A ecogenicidade do parênquima testicular varia com a idade, sendo observado aumento 
desde entre puberdade e a fase adulta (Evans).

Chandolia et al, Evans et al estudaram a evolução da ecotextura testicular em touros a 
cada 2 semanas começando na semana 2 até à semana 46 de idade quando os touros foram 
com 28 cm de CS (puberdade). A ecotextura aumentou de forma constante a partir de 2 se-
manas de vida com um ponto de inflexão na 30ª semana de vida.

O aumento da ecotextura testicular de touros jovens com a idade (ou seja, o testículo 
ganha em pixels e se torna cada vez mais cinza brilhante), permitiria teoricamente estimar o 
início da puberdade, no entanto, a medida não é mais precisa do que medição simples do CS 
(Kastelic, Brito).

Tentativas foram feitas para correlacionar a homogeneidade da ecotextura testicular 
com a produção de sêmen através do uso de software (Mazda) para análise de imagens. As 
imagens testiculares obtidas são importadas para o software e ele avalia a densidade cinzenta 
de cada área selecionada. Gerard et al avaliaram 26 touros da raça holandesa entre 10,5 e 14 
meses por este método e estudados em paralelo produção de sêmen provenientes dos tou-
ros durante um período de sete semanas, resultando em que as áreas testiculares subjacen-
tes a rete testis são aqueles encontram-se mais correlacionados com a produção de sêmen, 
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provavelmente de acordo com o autor, pois a probe não exerce pressão nessa área permitindo 
assim avaliar melhor a ecotextura.

Volume Concentração Nro de spz
Media do parênquima -0.52 (p= 0.05) -0.047 ( p=0.01) -0.39 (p=0.04)

Varianza do parênquima -0.43 (p=0.02) -0.49 (p=0.01) -0.057 ( p=0.02)
Figura 6: Correlações entre 3 características do sêmen de touro e as medidas ultrassonográficas

Este estudo mostra que quanto maior a densidade testicular (cinza média alta), menor o 
número de espermatozoides produzidos pelo testículo e quanto maior a heterogeneidade do 
parênquima, menor o rendimento na produção de sêmen.

No entanto, Kastelic e Brito assim como Tomlinson et al. avaliando a ecotextura testi-
cular indicaram que ela não é suficientemente preditiva da qualidade do sêmen de touros. 
Combinando as medidas do CS com as obtidas pelo estudo da ecotextura avaliado pelo soft-
ware, foi possível obter uma correlação média de 0,78 e classificar os touros como bons ou 
maus doadores de sêmen.

Combinando assim a medição do CS e os dados de ecotexturas avaliados pelo software 
em touros jovens que entram na CIA, é possível pré-selecionar os touros e concentrar-se na-
queles que têm um futuro promissor.

Fins de diagnóstico

O US permite o exame profundo do saco escrotal e dos órgãos genitais internos, permi-
tindo a observação de patologias não detectáveis ​​por inspeção ou palpação.

Nesse sentido, os candidatos a esse tipo de exame são touros com problemas de fertili-
dade ou produção de sêmen.

O profissional inexperiente neste tipo de exame deve inicialmente se familiarizar com as 
imagens obtidas em touros normais.

As imagens ecográficas obtidas em patologias correspondem a:

Indicadores de degeneração testicular

a)	 Recente

• Perda de nitidez dos contornos testiculares

• Diminuição da densidade (pixelização) no parênquima testicular

• Diminuição da ecogenicidade do mediastino testicular

• Diminuição do diâmetro testicular

• Às vezes, acumulo de fluido no parênquima ou entre o saco escrotal e o parênquima

• Deformidade líquida do parênquima, pressionando o testículo com a probe



119

b)	 Crônica

• Heterogeneidade do parênquima testicular

• Manchas brancas no parênquima testicular disseminadas são indicadoras de fibrose 
testicular. A radiação do tecido cicatricial é vista frequentemente a partir do mediastino testi-
cular que se torna mineralizado (Fig 5). Barth et al. descreverem uma relação entre a presença 
de lesões de fibrose testicular com um surto de BRSV (vírus respiratório sincicial bovino). 

 

Fibrose testicular 

 

Perda de parênquima 
testicular

Figura 5: Corte sagital testículo apresentando sinais de degeneração testicular crônica avançada

Indicadores de hidrocele

• Imagens anecóicas entre o parênquima testicular e a túnica vaginal

Os dados obtidos durante o exame de US devem estar associados à história clínica do 
touro, ao exame do sêmen e / ou aos dados de fertilidade para refinar o diagnóstico.
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Outras patologias, ex. vesiculite

 

 

Mucosa retal 

Parênquima testicular 

Cavitação anecoica nas 
vesículas seminais 

Figura 6: Corte sagital de vesícula seminal com vesiculite : perda da forma lobulada e aparição de ca-
vitações anecoides (Gerard). 

Conclusão
O exame dos touros é realizado classicamente por inspeção e palpação, exame da libido 

e sêmen. Poucos veterinários já utilizam o US como um suplemento do EAT, no entanto, a 
técnica pode ser muito interessante.

O US é uma técnica não invasiva que permite estudar a forma, tamanho e estrutura 
interna das gônadas do touro. O uso do ultrassom clássico equipado com probes de 5 ou 7,5 
MHz permite realizar o estudo tanto externamente quanto internamente. Treinamento é ne-
cessário e o ponto crítico para o veterinário é se familiarizar com imagens de órgãos normais.

No entanto, seu uso deve ser posicionado de acordo com o segmento em que o profis-
sional trabalha.

Sendo assim, o US não é útil e não fornece benefícios extra no exame clássico realizado 
durante a seleção de touros de campo para a monta natural (clássico da EAT). De fato, essa 
técnica não é adequada para testes em massa, como os usados na seleção de touros.

A aplicação do US como uma ferramenta para avaliar a capacidade preditiva da qualida-
de do sêmen não produziu os resultados esperados até agora, porém trata-se de uma grande 
ajuda nos problemas patológicos do macho, de estimação da puberdade e da produção do 
sêmen.
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Abstract: The homeothermic animal species that live in the intertropical area of the globe suffer thermal 
stress, which has a negative influence on the reproduction activity. Precision animal reproduction 
aggregates imaging procedures such as digital infrared thermography that assists in the monitoring 
of thermal stress in breeding herds of economic interest. In terrestrial mammals with testicles in 
the scrotum, testicular thermoregulation can be evaluated indirectly by measuring the surface 
temperature of the scrotal skin with infrared thermography. It is worth noting that imaging tests such 
as thermography should be complementary to the clinical examination of the male reproductive system 
for correct interpretation and contributory use. Like thermography, non-invasive imaging tests, with 
accuracy, without adverse effects to the animal; and practice and rapid achievement are studied and will 
be increasingly developed and applied in different types of animal management to monitor health and 
reproduction activity.
Keywords: semen, thermogram, thermoregulation
Palavras-chave: sêmen, termograma, termorregulação 

Introdução
A reprodução de precisão agrega ferramentas para fins de detectar e quantificar fatores 

que estão atuando de forma negativa na performance reprodutiva dos animais. O arsenal 
tecnológico usado em andrologia animal aumenta a cada dia. O bem-estar animal e as boas 
práticas de criação dos mesmos, requerem o uso de exames de imagem, os não invasivos e 
de acurácia como a termografia de infravermelho ganham espaço. A termografia possibilita 
mensurar a temperatura da superfície de áreas do corpo de animais monitorando o estresse 
térmico que causa queda na fertilidade nos machos. O presente manuscrito tem o objetivo 
de apresentar a termografia por infravermelho como ferramenta complementar ao exame 
semiológico do aparelho reprodutor de algumas espécies animais do sexo masculino de in-
teresse zootécnico e usadas em atividades de pesquisa em bioterismo; e alguns resultados de 
pesquisas serão relatados do ponto de vista da aplicação da termografia por infravermelho 
na andrologia animal.

mailto:arcelo.chacur@uol.com.br
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Parâmetros climáticos no estresse térmico de animais 
Os parâmetros climáticos influenciam na atividade de reprodução dos animais homeo-

térmicos que sofrem estresse térmico quando submetidos a altas temperaturas do ambiente e 
elevada umidade do ar [1, 2, 3]. Com o advento da ampliação do uso de equipamentos eletrôni-
cos na atividade pecuária como computadores, programas computacionais, câmeras de vídeo, 
aparelhos de ultrassonografia e demais dispositivos de precisão que monitoram o dia a dia de 
animais criados em rebanhos para fins comerciais, o termo “pecuária de precisão” e dentro 
dela a “reprodução de precisão” tem sido aliados do criador e dos profissionais que atuam com 
animais na atividade de monitorar, identificar alterações no comportamento e parâmetros fi-
siológicos como a temperatura da superfície do corpo de animais sob estresse térmico ou sinal 
clínico como a febre [4, 5, 6]. À despeito do uso de equipamentos eletrônicos modernos na ati-
vidade clínico-reprodutiva em animais, vale destacar que o exame semiológico é imprescindível 
para o adequado diagnóstico e que o uso de equipamentos deve ser feito como ferramenta de 
exame complementar ou como exame de auxílio na triagem em situações específicas.  

Dentre os exames complementares de imagem, a termografia digital de infravermelho 
é uma das opções para mensurar a temperatura da superfície do corpo de animais com acu-
rácia e de modo não invasivo, podendo ser realizada, repetidamente, sem efeito colateral ou 
risco para a saúde do animal e do operador. 

Características da termografia digital por infravermelho
A mensuração de temperaturas da superfície de um objeto pode ser realizada com uso 

da termografia digital de infravermelho. A termografia é um exame de imagem utilizado em 
ciência animal para monitorar a temperatura de áreas do corpo de animais de forma indivi-
dual ou de um grupo de animais. As informações abaixo descritas tem o objetivo de facilitar 
ao leitor a compreensão, de forma genérica, do processo físico da termografia de infraverme-
lho. Primeiramente, o exame de termografia por infravermelho é pautado pela mensuração 
da energia eletromagnética irradiada por um corpo físico. A radiação eletromagnética pode 
ser definida como um fluxo de fótons, partículas sem massa que se deslocam com a veloci-
dade da luz [7].

A termografia de infravermelho é o registro da temperatura da superfície de um corpo 
físico, pois todo corpo com temperatura acima do zero absoluto emite radiação térmica. A 
história da termografia se iniciou há aproximadamente 200 anos, em 1800, Willians Herschel 
e depois seu filho John Herschel em 1840, obtiveram as primeiras imagens utilizando o siste-
ma infravermelho com técnica evaporográfica com álcool, registrada em superfície pintada 
com cinzas (Holst, 2000). A termografia por infravermelho é um exame de imagem não in-
vasivo que auxilia na identificação do estresse térmico em animais. A análise de imagens ter-
mográficas (termogramas) por infravermelho propicia visualizar gradientes de temperatura, 
utilizados no estudo de mecanismos fisiológicos e de patologias em animais e humanos [9].

O monitoramento de animais com infravermelho colabora no controle de doenças, pois 
identifica a elevação da temperatura de áreas da superfície do corpo de animais silvestres e 
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domésticos. A atividade de reprodução em animais de rebanho para fins comerciais pode ser 
acompanhada pelo uso da termografia de infravermelho, conforme descrito por Chacur et al. 
(2017b) no livro intitulado Tecnologias para Agricultura Sustentável.

Uso de termografia por infravermelho em animais 
A termografia por infravermelho foi utilizada na Medicina Veterinária pela primeira 

vez em 1965 por Delahanty e Georgi, quando imagens termográficas (termogramas) de áreas 
do corpo de equinos foram registrados [10]. Como exame de imagem, a termografia por 
infravermelho é usada na prática em animais de três maneiras: 1 - como ferramenta de auxí-
lio diagnóstico, nestes casos, torna-se um método de registro de “imagem fisiológica”, onde 
a diferença de temperatura entre duas regiões anatomicamente simétricas indica possível 
alteração circulatória; 2 - para aumentar as possibilidades de exame complementar, nestes 
casos a termografia mapeia áreas suspeitas de isquemia ou inflamação, onde a temperatura 
seja menor ou maior; e 3 – nas boas práticas de criação que adotam o bem-estar animal, neste 
caso, os animais são monitorados no ambiente natural, instalações rurais ou cativeiro [11].

Atualmente, o bem–estar animal tem sido objeto de estudo de reuniões científicas e pu-
blicações técnicas de forma crescente, sendo a atividade de reprodução dos animais influen-
ciada pelo conforto térmico, o qual pode ser monitorado com termografia de infravermelho 
com equipamentos manuais portáteis ou instalados de forma fixa em áreas específicas da 
propriedade rural, assunto esse abordado no livro Fórum Ambiental [4].     ].

Andrologia animal e a termografia por infravermelho
Antes de relatar resultados de pesquisa com termografia de infravermelho na andro-

logia, informações quanto ao uso desse exame de imagem são descritas abaixo como um 
procedimento que auxilia no manejo reprodutivo e monitoramento da saúde em animais de 
interesse zootécnico. 

O mecanismo da termorregulação testicular é importante para a eficiente produção de 
espermatozoides. Dessa forma, em condições fisiológicas, a temperatura da superfície da pele 
do escroto de um touro da espécie bovina é de 4 a 6°C mais baixa do que a temperatura ab-
dominal com decréscimo da temperatura da superfície da pele da bolsa escrotal, conforme 
se afasta do colo do escroto em direção às caudas dos epidídimos, sendo as áreas ventrais do 
escroto mais frias em relação às áreas dorsais [12]. 

Na sequência, são apresentados alguns resultados de pesquisas do nosso grupo e demais 
autores que usaram a termografia por infravermelho na andrologia animal. 

No Brasil, em touros da raça Nelore, estudou-se a relação dos fatores climáticos com 
a temperatura da superfície da pele do escroto e qualidade seminal com termografia digital 
de infravermelho. Houve correlação positiva (P <0,05) para motilidade espermática x tem-
peraturas do escroto; concentração espermática x temperaturas do escroto; fatores climáti-
cos x temperatura retal. Houve correlação negativa (P <0,05) entre temperatura ambiente 
x concentração espermática. Concluindo que as temperaturas da superfície do escroto e os 
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fatores climáticos: temperatura e umidade do ar influenciaram na qualidade do sêmen e que 
a termografia é recomendada como exame complementar na avaliação reprodutiva de touros 
(Ruediger et al., 2016). Para ilustrar, abaixo segue a Figura 1, com termogramas do escroto 
de touros Nelore com a classificação de imagens: satisfatória (termorregulação testicular ade-
quada), questionável (termorregulação testicular desequilibrada) e insatisfatória (termorre-
gulação testicular insatisfatória) [13].

Figura 1. Imagens de termografia por infravermelho do escroto de touros Nelore e classificações do 
termograma quanto a termorregulação testicular em satisfatória, questionável ou insatisfatória. 

A – Imagem termográfica com classificação (Insatisfatória). B - classificação (questionável). C – clas-
sificação (Satisfatória). D – classificação (questionável). E- classificação (questionável). F- classificação 
(Satisfatória).

Em outro estudo, termografia de infravermelho foi utilizada para mensurar a tempe-
ratura da superfície da pele do escroto antes e após a colheita de sêmen e obter a correlação 
dessas temperaturas com a qualidade do sêmen em touros Nelore. Cada termograma foi pro-
cessado; e obtidos os seguintes dados, padronizando e adotando a sigla T1: temperatura do 
cordão espermático; T2: temperatura do terço dorsal dos testículos; T3: temperatura do terço 
médio dos testículos; T4: temperatura do terço ventral dos testículos, e T5: temperatura das 
caudas dos epidídimos. Houve diferenças (P <0,05) entre temperaturas de superfície do es-
croto antes e após a colheita do sêmen e entre pontos anatômicos analisados ​​(T1 a T5). Houve 
correlações (P <0,05) entre T2 × defeitos totais (r = 0,30); T3 × defeitos menores (r = 0,35); T3 
× defeitos maiores (r = 0,30) e T3 × defeitos totais (r = 0,42); T4 × defeitos menores (r = 0,30), 
T4 × defeitos maiores (r = 0,28) e T4 × defeitos totais (r = 0,37); T5 × defeitos maiores (r = 
0,29) e T5 × defeitos totais (r = 0,28). Houve correlação (P <0,05) entre RT × T1 (r = 0,51); 
RT x T2 (r = 0,43); RT x T3 (r = 0,37); RT x T4 (r = 0,33) e RT x T5 (r = 0,32). A termografia 
infravermelha digital, antes e depois da eletrojaculação, proporcionou mensurações precisas 
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da temperatura do escroto. Portanto, a termografia é adequada para detectar alteração na ter-
morregulação escrotal de touros, conforme descrito por Souza et al. (2017) e prática e rápida 
de ser feita na rotina de campo em exames andrológicos de touros [15]. 

Exames não invasivos como a termografia de infravermelho são úteis em touros buba-
linos, pois esses reprodutores se estressam com facilidade quando contidos fisicamente por 
períodos longos e reagem de forma brusca quando submetidos a procedimentos invasivos 
como injeções ou pressão sobre a pele. 

A termografia de infravermelho foi utilizada em búfalos machos clinicamente sadios 
com média de temperatura retal de 38,2±0,5ºC, obtendo temperaturas médias para as seguin-
tes áreas do corpo: órbita (36,1±0,8ºC), flanco (36,9±2,4ºC) e pele do escroto (33,3±1,1ºC), 
concluindo que a temperatura da órbita teve alta correlação com a temperatura retal e que as 
temperaturas de áreas do corpo podem ser mensuradas por termografia de maneira precisa e 
não invasiva [16].Do ponto de vista aplicado devido à alta correlação entre a temperatura da 
órbita com a temperatura retal, o uso da termografia pode substituir a mensuração realizada 
com termômetro clínico retal, reduzindo o estresse do animal.

O búfalo predomina nas áreas quentes do globo terrestre, dessa forma experimentos são 
realizados para estudar o efeito da radiação solar na temperatura do corpo de búfalos.

Sete búfalos da raça Murrah com idades entre 3 e 4 anos foram examinados com termo-
grafia de infravermelho, antes e após a exposição ao sol por três horas, sendo obtidas médias 
de temperaturas à sombra: retal 37,4±0,4°C e do escroto 30,6±1,4ºC; e de temperaturas ao sol: 
retal 39,0±0,3°C e do escroto 35,2±1,0°C. Concluindo que a termografia é útil no estudo da 
termorregulação escrotal e na avaliação de reprodutores da espécie bubalina [17].  

A termografia de infravermelho pode ser usada para estudar a correlação entre a tem-
peratura do escroto com a qualidade do sêmen, com colheita de dados de grande número de 
animais em diversos experimentos, será possível criar um modelo do perfil de termograma, 
onde variações fisiológicas da temperatura escrotal poderão ser indicativas de provável satis-
fatório quadro seminal. 

No Brasil, oito búfalos com idade entre 3,0 e 3,5 anos, perímetro escrotal de 32 a 36 cm e 
sêmen de boa qualidade: motilidade 80 a 90%, vigor de 4 a 5, concentração de 550 a 985x106/
mL foram examinados com aparelho de termografia de infravermelho, sendo os termogra-
mas do escroto processados em programa de computador obtendo imagens (termogramas) 
similares dos escrotos para o gradiente de temperatura, com média de temperatura do escro-
to de 33,5±0,4°C, e temperatura retal de 38,0±0,2ºC, sugerindo adequada termorregulação 
testicular, concluindo ser um exame com potencial de uso na triagem de machos para a re-
produção, complementando o exame andrológico (Chacur et al., 04/03/2019, Universidade 
do Oeste Paulista, “informação pessoal”).  

Em touros das raças Girolando e Nelore, mantidos em Central de Inseminação Artifi-
cial, foram mensuradas as temperaturas da superfície da pele do escroto com termografia por 
infravermelho com temperaturas superiores (P <0,05) para o globo ocular, cordão espermáti-
co e porção proximal do testículo na raça Girolando, em relação a raça Nelore (Tabela 1) [18].
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Tabela 1. Média±DP das temperaturas obtidas por termografia (°C) do globo ocular (GO), mufla, cor-
dão espermático (CESP), porção proximal do testículo (PPT), porção distal do testículo (PDT), cauda 
do epidídimo (CEPID) de touros das raças Girolando e Nelore.

Raça GO mufla CESP PPT PDT CEPID
Girolando 33,07±1,63A 26,39±3,31 32,19±1,75A 32,45±1,89A 30,47±2,21 27,88±2,75

Nelore 31,83±1,83B 25,61±3,74 30,97±1,91B 31,17±1,84B 29,91±1,61 27,99±2,11

Letras diferentes nas colunas (P <0,05).

Em animais de biotério a termografia por infravermelho pode ser usada na andrologia 
para o estudo de efeitos de substâncias e fármacos em desenvolvimento e suas ações na ter-
morregulação dos testículos. Dessa forma, Yamada et al. (2019) desenvolveram um projeto 
de pesquisa onde objetivou-se estudar o efeito do ômega 3 e da vitamina B12 no espermo-
grama, na histomorfometria dos órgãos reprodutivos e na temperaturas do corpo com ter-
mografia infravermelha em ratos Wistar. Utilizaram-se 16 ratos, em quatro grupos (n=4), 
que receberam injeções diárias por 30 dias, sendo: grupo controle – solução salina; grupo 
ômega 3 – óleo de peixe 1g/kg; grupo B12 – vitamina B12 3µg; e grupo ômega 3 + B12 – óleo 
de peixe 1g/kg e vitamina B12 3µg. Imagens termográficas de áreas do corpo foram obtidas. 
No 30º dia, os ratos foram sacrificados e realizaram-se as análises de morfologia espermática 
e histomorfometria. Os dados foram submetidos à análise de variância e ao teste de Tukey a 
5%. A temperatura da superfície do escroto foi superior no grupo B12 (P<0,05). Não houve 
diferenças entre grupos (P>0,05) para temperaturas do globo ocular. Houve correlação entre 
temperatura da superfície do escroto e porcentagem de gota citoplasmática distal (P=0,678). 
A elevação da temperatura do escroto resulta no aumento da porcentagem de gotas citoplas-
máticas distais. A temperatura do globo ocular não sofre influência significativa do ômega 
3 e da vitamina B12. O ômega 3 reduz o epitélio seminífero, e a vitamina B12 minimiza esse 
efeito. As temperaturas mensuradas por infravermelho em áreas da superfície do corpo de 
ratos machos estão apresentadas na Tabela 2 [19].  

Tabela 2. Médias e desvios-padrão de temperatura média por infravermelho (oC) de áreas do corpo 
de ratos Wistar adultos, tratados com ômega 3 e ou vitamina B12, por via subcutânea, durante 30 dias

Área do corpo Controle Ômega 3 Vitamina B12 Ômega 3 + vitamina B12
Escroto 27,2±1,8 c 27,8±2,2 b 28,5±2,2 a 27,8±1,8 bc

Perianal 30,8±1,5 a 30,8±1,2 a 30,8±1,3 a 30,2±1,2 a

Ísquio 28,7±1,8 a 29,0±1,8 a 29,1±1,6 a 28,7±1,4 a

Prepúcio 29,4±1,7 b 29,8±2,0 ab 30,3±1,6 a 29,7±1,5 ab

Focinho 24,6±0,3 b 26,5±1,0 a 26,2±1,1 ab 26,6±1,3 ab

Globo ocular 33,0±0,9 a 33,8±0,6 a 33,3±1,0 a 35,0±0,8 a

Entre olhos 28,7±0,5 a 29,8±0,7 a 29,0±0,9 a 30,4±0,7 a
Médias seguidas por letras minúsculas diferentes nas linhas (P≤0,05) pelo teste de Tukey. Letra “a” 
representa as temperaturas maiores, “b” as intermediárias e “c” as menores.
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Reflexões para a termografia por infravermelho na andrologia
A termografia por infravermelho é usada para monitorar processos automatizados de 

empresas que investem na reprodução animal. Em particular, a instalação de câmeras termo-
gráficas fixas em baias e piquetes; e instalações e ambientes que alojem animais de produção, 
permitindo a detecção precoce de elevação de temperatura dos animais em doença ou como 
resposta fisiológica, auxiliando na tomada de decisões para o retorno do bem-estar animal. 
Câmeras termográficas registram, salvam, processam e enviam imagens em forma de termo-
gramas com conectividade via e-mail e Bluetooth, num futuro próximo câmeras de infraver-
melho com realidade virtual poderão operar em três dimensões, resultando em imagens tri-
dimensionais do corpo e áreas do corpo examinadas de forma não invasiva e em tempo real, 
compartilhando a imagem em interfaces com dispositivos eletrônicos em grandes distâncias.

Considerações finais
Para as espécies animais de produção bem como para as de uso em pesquisas em bioté-

rios, o conforto térmico se faz necessário para que a produção de sêmen seja de boa qualida-
de, colaborando com a multiplicação das espécies. Atualmente, cresce o enfoque em estudos 
inerentes à biotecnologia da reprodução em machos para o uso de sêmen refrigerado ou 
congelado em outras biotécnicas na esfera feminina, sendo a termografia por infravermelho 
uma ferramenta útil na escolha dos machos para fins de reprodução. 

Dentre os procedimentos, os exames de imagem não invasivos ganham espaço, pois não 
influem de forma negativa no bem-estar animal. A termografia de infravermelho, realizada 
com câmera termográfica é um exame de imagem com os seguintes pontos positivos: 1 – exe-
cução rápida e prática; 2 – acurácia comprovada para mensurar temperaturas; 3 – sem efeitos 
deletérios ao homem e animais; 4 – pode ser repetida imediatamente; 5 – resultado imediato 
pela formação de imagem (termograma); 5 – exame de imagem não invasivo e 6 – não causa es-
tresse ao animal. Como pontos limitantes para o largo uso da termografia de infravermelho são 
listados: 1 – elevado custo da câmera termográfica; 2 – necessidade de treinamento específico 
do operador; 3 – ausência de padronização de imagens em espécies animais; 4 – necessidade de 
ampliar dados coletados em pesquisas e analisados pela estatística. A termografia  é útil como 
exame de imagem, complementando o exame semiológico do aparelho reprodutor de machos. 
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Abstract: Homeopathy is a health science that proposes a clinical and therapeutic approach to the 
treatment of the individual or a population, developed by Samuel Hahnemann. Four pillars support 
homeopathy and include it as veterinary medical and medical science: Law of Similars, enunciated 
by Hippocrates, Experimentation in the Human Being, Dilution and Dynamization of the substances 
contained in the mineral, vegetable and animal kingdoms and the Use of a Single Medicine in trials. 
These pillars are also based on the Law of Vitalism, whose statement prevails that the imbalance of the 
Vital Force is the determining factor for the illness of an organism and in this way only ultradilutions, 
because they are greats of the field of Physics, would act in the Vital Energy, entity of the same nature. 
The use of homeopathy promotes an increase in animal fertility, in the treatment of pathologies and 
animal stress, reflecting reproductive efficiency. 
Keywords: andrology, bulls, semen.

Introdução
A Homeopatia é uma ciência da saúde que propõe abordagem clínica e terapêutica para 

o tratamento do indivíduo doente, desenvolvida por Christian Friedrich Samuel Hahnemann 
no final do século XVIII, quem primeiro a empregou em animais [1] Kent, 1993). Pode ser 
utilizada na terapêutica, assim como na prevenção de diversas afecções. Na medicina veteri-
nária, a homeopatia passou a ser especialidade em 1995, através da Resolução nº 625/95 do 
Conselho Federal de Medicina Veterinária e Zootecnia [2] (Brasil, 1995). Existem duas leis 
que sustentam a homeopatia como parte da medicina. A primeira é a Lei dos Semelhantes - 
“Similia similibus curentur”- (os semelhantes que se curem pelos semelhantes) e, a segunda, 
a Lei do Vitalismo [3] (Benites, 2006).A Lei dos Semelhantes trata-se de uma lei natural que 
foi observada durante a evolução das moléstias quando, junto a elas, instala-se outro processo 
mórbido semelhante, esse interrompe ou cura o processo inicial. Um dos exemplos clássicos 
que Hahnemann utiliza no livro Organon é a não infecção de crianças por coqueluche quan-
do as mesmas já haviam sido acometidas por sarampo, pois as duas doenças guardam grande 
semelhança na natureza de sua febre e tosse [3]. Hipócrates já citava a cura por similaridade, 
o qual denominava reação homeostática curativa, que encontra embasamento científico no 
estudo do “efeito rebote” ou “reação paradoxal” das drogas modernas. Por exemplo, drogas 
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utilizadas no controle da hipertensão arterial podem provocar uma hipertensão arterial de 
rebote, como reação secundária do organismo ao estímulo primário). Sua segunda lei é ex-
plicada pela condição que rege e harmoniza o ser vivo, fenômeno imaterial que inexiste na 
substância mortal e que caracteriza a vida, na sua essência diferencia as matérias vivas das 
não vivas. Também em Organon, Hahnemann descreve que no estado de saúde, a força vital 
de natureza espiritual, que dinamicamente anima o corpo material, reina com poder ilimita-
do e mantém todas as suas partes em atividade harmônica, nas suas sensações e funções [3]. 
A partir das duas leis surgiram três princípios essenciais à prática da homeopatia: 1) Expe-
rimentação no indivíduo: sendo o principal pilar de sustentação da ciência, pois determina 
quais respostas dos diferentes organismos surgem ao estímulo de um mesmo medicamento; 
2) Individualização: uma vez já conhecido os efeitos do medicamento, é necessário conhe-
cer o indivíduo, para decidir qual medicamento deve ser ministrado em um determinado 
momento; 3) Dinamização: é o princípio das pequenas doses ou infinitesimal [3]. Com a di-
namização dos medicamentos são gerados dois outros processos: a diluição e a sucussão. Na 
prática a utilização de produtos homeopatizados baseia-se na comparação entre os sintomas 
apresentados pelo doente, repertorização, e os apresentados nas experimentações medica-
mentosas, permitindo assim a escolha correta em cada caso. 

Aplicação da homeopatia em medicina veterinária
Há poucos experimentos conduzidos com animais e embora a grande maioria da litera-

tura médica seja humana, as adaptações devem ser feitas para tratar as demais espécies [3]. 
A terapêutica utilizada nos princípios homeopáticos é a do estímulo do organismo para agir 
por si só, e não uma terapêutica que age no organismo, contrapondo-se a alguma ação dele 
ou mimetizando substância que ele mesmo produz. Neste sentido, o meio, e suas interações, 
que rodeiam o animal são importantes [4]. A homeopatia é uma ciência que individualiza 
o paciente, promovendo a integração entre seus sintomas físicos e suas características men-
tais. No entanto, ao aplicar-se a populações extensas, 100 animais ou mais, o tratamento 
pode ser realizado com segurança, pois o princípio denominado Genius epidemius, criado 
por Hahnemann, estará sendo aplicado [5] (Souza, 2002). O tratamento homeopático de um 
rebanho apresenta algumas vantagens citadas por Souza (2002, [5]) como: equilíbrio animal 
(diminuição de estresse), facilidade de administração, inexistência de resíduos e ausência de 
contaminação do meio ambiente.O tratamento homeopático curativo pode ser utilizado em 
organismos com doença estabelecida, a exemplo das mastites na pecuária leiteira na diminui-
ção da CCS (Contagem de Células Somáticas) em vacas leiteiras [7].  Conforme resultados 
obtidos por Cucco et all, atualmente, sabe-se que a característica profilática apresentada pela 
homeopatia no tratamento de rebanhos é muito valorizada, pois animais que não adoecem 
tem melhor desempenho, dispensam a contenção e medicação, não sofrem estresse e conse-
quentemente, apresentam melhor desempenho e melhor relação custo benefício da pecuária 
enquanto atividade econômica. Neste contexto, Cucco et al. (2016, [9, 10]) trataram matrizes 
bovinas nelore com complexo homeopático objetivando proteger de diarreias neonatais e 
dermatofilose os fetos via transplacentária e bezerros via aleitamento, em trabalhos distintos,  
demonstrando  redução de aproximadamente 80% (índice do ano anterior) para 1,33% na 
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prevalência da enfermidade, no caso da dermatofilose  e de 30% para 3,76% no caso das diar-
réias neonatais e acréscimo do peso à desmama dos animais não acometidos pela dermatofi-
lose de media de 15 kg e media de 23 kg nos animais que não apresentaram diarreia neonatal. 

Um atributo do tratamento homeopático é promover o incremento de índices zootéc-
nicos. Esse fenômeno ocorre em animais não exatamente doentes, do ponto de vista clínico, 
mas que apresentam melhora do desempenho após administração de princípios homeopá-
ticos. Uma hipótese para a ocorrência deste fenômeno é que no melhoramento animal, ao 
selecionar uma característica desejável promove-se desequilíbrio de outras, modificando a 
constituição arquetípica de determinadas espécies ou raças. A homeopatia, por seu caráter 
de equilíbrio orgânico, resgataria esse arquétipo original [1]]. Segundo Cucco (2019, [11]) 
essa propriedade da homeopatia é demonstrada no experimento realizado em bovinos ma-
chos castrados, mestiços simenthal confinados (raça continental de dupla aptidão). Ferreira 
(2005,[12]) observou que o grupo tratado com homeopatia, Calcarea carbonica 30 CH e Cal-
carea phosphorica 30 CH na proporção de 1:1, veiculadas em carbonato de cálcio, apresentou 
um menor peso visceral ao abate e um deslocamento vantajoso dos depósitos de gordura 
interna para a região subcutânea, obtendo aumento 0.9% de aproveitamento de carcaça no 
grupo tratado com homeopatia em comparação com o grupo controle. Por ser uma terapêu-
tica que age de forma eficiente no controle do estresse animal,  Cucco et al. (2015, [8])  de-
monstraram o efeito da utilização de um produto homeopático à base de Chamomilla CH12 
e Artemisia CH12 (SodoSigo®) sobre o comportamento de BSS (sigla do termo em inglês para 
sodomia, Bulller Steer Syndrome) em machos bovinos mestiços não-castrados mantidos em 
sistema de confinamento, resultando que a preparação homeopática testada diminuiu signi-
ficativamente a Sodomia (BSS). Esse produto é, portanto, recomendável para a produção de 
carne bovina em sistemas que utilizam machos não castrados. 

Tratamentos homeopáticos para a fertilidade das fêmeas são relatados. Benites (2006) 
[3] descreve o caso clínico de uma vaca Holandesa com 10 anos de idade, tratada com um 
composto homeopático (Calcarea carbonica, Nux vomica, Sepia e Sulphur) após apresentar 
prolapso uterino. A matriz foi inseminada por sete vezes sem sucesso. Iniciou-se o tratamen-
to com o composto homeopático inicialmente com Sepia 6 CH plus e, trinta dias após, com 
Sepia 30 CH em dose única. A vaca foi submetida à superovulação resultando em três em-
briões viáveis e três prenhezes, foi posteriormente inseminada, levando desta vez a gestação a 
termo. No tratamento de ovariopatias císticas de bovinos de leite, Castilho et al. (2003, [13]) 
verificaram efeitos significativos do tratamento homeopático vs Ovsynch® em vacas mestiças 
holandesas. O complexo homeopático utilizado foi composto por Thuya occidentalis 6CH, 
Apis mellifera 6CH e Oophorinum 6CH, escolhidos de acordo com o princípio da lei dos 
semelhantes. A homeopatia apresentou maior taxa de gestação que o tratamento hormo-
nal após a primeira (62,5% vs 22,22%) e segunda IA (87,5% vs 55,56%), para homeopatia e 
Ovsynch®, respectivamente. Em um trabalho com búfalas e vacas, Kumar et al. (2004, [14]) 
induziram o estro em 50% das fêmeas bubalinas e 68% das bovinas utilizando medicamen-
tos homeopatizados (Calcarea phosphorica, Aletris farinosa, Pulsatilla, Aurum muriaticum 
natronatum, Sepia e Phosphorus todos a uma potência de 30 dinamizações). Rajkumar et al. 
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(2006,[15]), buscando minimizar e tratar o anestro em vacas, utilizaram o mesmo composto 
homeopático já testado por [14], e observaram a eficiência do medicamento, que induziu 
100% de estro nas fêmeas, além de levar ao aumento na concentração de estradiol no grupo 
tratado. Os autores explicam que, talvez, este fato deva-se a presença de Pulsatilla e Aletris 
farinosa no composto, descritos como indutores de crescimento folicular. A utilização de 
Pulsatilla nigricans possibilitou uma redução no período puerperal de 127 vacas de corte e 
leite das 353 fêmeas utilizadas [16].  

Homeopatia aplicada à reprodutores
A medicina homeopática, em humanos do sexo masculino, é muito eficaz no tratamen-

to de baixa motilidade espermática, baixa contagem de esperma, baixo volume de esperma, 
viscosidade do sêmen, morfologia anormal de espermatozóides, anticorpos anti esperma e 
combinação de doenças acima citadas [17].

A utilização de princípios homeopáticos vem sendo testada na reprodução de bovi-
nos machos [18.19], demonstrando que podem trazer respostas positivas. A utilização de 
tratamentos alternativos em animais dos quais se processa material biológico como sêmen, 
pode ser extremamente interessante principalmente no sentido de contornar os efeitos ne-
gativos que o manejo intensivo de um Centro de Coleta e Processamento de Sêmen (CCPS) 
pode acarretar no perfil seminal ou para melhorar a congelabilidade, característica esta não 
necessariamente vinculada à capacidade reprodutiva intrínseca do indivíduo. Souza et al. 
(2012, [19]) utilizando diversos princípios homeopáticos conseguiram melhorar a eficiên-
cia de coleta e congelabilidade do sêmen de bovinos mantidos em CCPS. Lobreiro (2007, 
[18]) tratou com Pulsatilla nigricans um touro da raça Nelore que apresentava infertilidade 
há três anos. Após o tratamento a qualidade seminal foi aumentada, diminuindo os defei-
tos espermáticos totais, aumentando a motilidade e volume do ejaculado.  A Avena sativa 
é um medicamento homeopático utilizado em dinamizações mais baixas que, adicionado 
aos diluentes para resfriamento de sêmen suíno, melhorou a motilidade e vigor até 48 e 
72 horas pós-coleta [20, 21]. A adição de princípios homeopáticos em meios diluentes de 
sêmen de carneiros, Medicago sativa 12 CH e Aloe vera 12CH, avaliou-se a integridade da 
membrana plasmática do espermatozóide, passível de sofre rupturas durante o processo de 
criopreservação e consequente diminuição na capacidade de fertilização do espermatozoi-
de [22]. A Medicago sativa na décima segunda potência centesimal de Hahnemann levou a 
diminuição da perda de motilidade e vigor do sêmen em carneiros avaliados em criatórios 
comerciais [22]. 

Souza et al. (2012. [19]) conseguiram reverter quadros clínicos de touros com baixa 
qualidade seminal pré ou pós-descongelação tratado-os por meio de princípios homeopá-
ticos adicionados à ração diariamente. A escolha dos medicamentos baseou-se no princípio 
hipocrático que determina o diagnóstico do enfermo através da sua totalidade de sintomas: 
comportamentais, gerais e locais (físicos), obtendo-se desta forma um medicamento para 
cada touro, como princípio da terapêutica homeopática unicista [23]. Eles obtiveram sucesso 
no tratamento com alterações significativas: Aumentaram a frequência de ejaculados com 
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qualidade mínima para criopreservação (Figura 1), bem como na produção média de doses 
por ejaculado em todos os animais (Figura 2).  

Figura 1. Ejaculados de touros Nelore obtidos com qualidade seminal mínima para ser submetido ao 
processo de congelação antes e depois do tratamento homeopático (adaptado de [19])

Figura 2. Produção média de doses de sêmen congelado por ejaculado obtido de touros Nelore numa 
CCPS antes e depois do tratamento homeopático (adaptado de [19]).

A terapêutica homeopática segue princípios diversos comparativamente ao tratamento 
alopático. Procede-se à repertorização de principais sintomas, inclusive da esfera comporta-
mental, considerando o perfil dos animais e através de visão de avaliação de rebanho, para 
dessa forma, proceder à prescrição e terapêutica mais adequada. É assim tanto nos tratamen-
tos individuais, quanto em rebanhos, já que um grupo de animais submetidos ao mesmo 
manejo, numa mesma propriedade se comporta como um único organismo. Alguns medica-
mentos são comumemte utilizados em algumas condições de estresse que levam a desordens 
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reprodutivas em machos. Partindo dessa informação, fórmulas comerciais foram concebidas 
para atender a esses distúrbios. A administração de terapia homeopática aos animais é sim-
ples, prática e economicamente acessível. O medicamento é oferecido via oral, misturado à 
nutrição animal ou na água de bebida. Outra forma de carrear os princípios homeopáticos é 
diretamente no sêmen destinado à inseminação artificial, veiculado em água pura e mistu-
rado ao diluente do sêmen, diminuindo o impacto do descongelamento no caso dos bovinos 
ou do resfriamento, em garanhões. Existem, atualmente, poucos estudos em tratamentos de 
desordens reprodutivas com homeopatia, devido, em parte, à abordagem das pesquisas em 
homeopatia serem diferentes da terapia alopática, também às dificuldades de padronização 
de tratamentos, já que a homeopatia trata muito mais a causa (tipos de estresse) do que as 
consequências (defeitos espermáticos) e diferentes medicamentos são utilizados para tratar 
o mesmo distúrbio, dependendo do histórico de estresse de cada reprodutor ou grupo de 
reprodutores. Uma maneira possível de abordar essas dificuldades é testando formulações 
abrangentes, com soluções hidro-alcoólicas contendo princípio homeopático nos grupos tes-
te e nos grupos testemunha apenas solução hidro-alcoólica sem princípios homeopáticos, 
proporcionando resultados significativos.

Diante da infinidade de possibilidades de abordagens terapêuticas homeopáticas nas 
desordens reprodutivas em machos e produtos destinados a esse fim, a exemplo do produto 
TouroSigo, de nossa formulação,  podemos citar alguns medicamentos homeopáticos mais 
comuns utilizados nos tratamentos de distúrbios em reprodutores:

CONDIÇÃO                                                                                     MEDICAMENTO

Degeneração testicular por estresse térmico                                Sulphur
Desacelerar os efeitos da degeneração senil                               Plumbum mettalicum

Antecipação da puberdade                                                             Avena sativa
Problemas de temperamento                                                          Nux vomica
Perda de libido por traumas                                                           Argentum nitricum
Dificuldades na monta por lesões                                                 Arnica montana

Baixa libido                                                                                      Phosphorus

Dificuldade de monta                                                                       Pulsatilla  

Considerações Finais
A terapêutica homeopática apresenta um campo muito vasto no sentido de levar so-

luções aos principais problemas da pecuária no aspectos, sanitários, zootécnicos e princi-
palmente, tem muito a contribuir no sentido de incrementar a qualidade de sêmen em re-
produtores.Inovações são possíveis, como a administração de princípios homeopáticos nos 
diluentes seminais, abrindo inúmeras possibilidades nesta via de administração. 
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Abstract: Twenty five ejaculates from five Santa Inês rams were frozen with dimethylacetamide (DMA) 
with or without association with glycerol (GL) in the following concentrations: G1: GL6%; G2: DMA3%; 
G3: GL5% + DMA1%; G4: GL4% + DMA2%; G5: GL3% + DMA3%; G6: GL2% + DMA4%; G7: GL1% 
+ DMA5%. The spermatic kinetics parameters were evaluated through a computer analysis system, 
as well as for the structural integrity of the plasma membrane via flow cytometry, using the probes 
carboxyfluorescein diacetate (DIC) and propidium iodide (IP). There were no statistical differences in 
between the treatments in any of the evaluations, indicating that the dimethylacetamid is efficient in 
the substitution of glycerol, however it does not overcome the effects of glycerol in the cryopreservation 
of ovine semen.
Keywords: amide; flow cytometry; CASA.
Palavras-chave: amida; citometria de fluxo; CASA.

Introdução – A ampla utilização do glicerol (GL) nos meios de congelação de sêmen ovino é 
resultante da eficácia da sua crioproteção associada à diminuição do ponto de congelamento 
da célula evitando formações de cristais de gelo [1]. No entanto, há também efeitos deleté-
rios na avaliação do sêmen pós-descongelação causados pela utilização do GL nos meios 
diluidores, como estresse osmótico, mudanças na organização, fluidez e permeabilidade da 
membrana plasmática, e desorganização da sua composição lipídica [2]. Essa toxicidade tem 
fomentado pesquisas que estudem o desenvolvimento de novos diluidores compostos por 
crioprotetores alternativos e seus efeitos. O grupo das amidas tem apresentado bons resulta-
1 Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia. 
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dos na sua utilização na congelação do sêmen de espécies como coelhos [1] e equinos[1,3] e 
seu uso está associado a menor viscosidade e peso molecular, que diminuiria o estresse os-
mótico ao espermatozoide [3]. A dimetilacetamida (DMA) é uma representante desse grupo, 
utilizada em estudos envolvendo o sêmen ovino e relatada como um substituto adequado 
ao glicerol [4,5]. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos sobre a 
cinética e integridade estrutural da membrana espermática pós-descongelação na utilização 
da dimetilacetamida para a criopreservação do sêmen ovino em substituição total ou parcial 
ao glicerol, em diferentes concentrações.

Material e Métodos – Para o estudo, foram utilizados 25 ejaculados de 5 ovinos da raça Santa 
Inês, submetidos à colheita de sêmen por meio de vagina artificial. Foi utilizado um meio-
-base de Tris-gema acrescido de DMA e/ou GL a diferentes concentrações de acordo com os 
grupos experimentais delineados: Grupo 1- GL a 6% (controle); Grupo 2- DMA 3%; Grupo 
3- GL a 1% e DMA a 5%; Grupo 4- GL a 2% e DMA a 4%; Grupo 5- GL a 3% e DMA a 3%; 
Grupo 6- GL a 4% e DMA a 2%; Grupo 7- GL a 5% e DMA a 1%. As amostras foram envasa-
das em palhetas de 0,25mL com concentração de 100x10⁶sptz por palheta. Na sequência, as 
amostras foram submetidas ao resfriamento a 5ºC (0,47ºC/min), tempo de equilíbrio (total 
de 2h) e então congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em botijão criogênico até o 
momento da descongelação.

A cinética espermática foi avaliada através do sistema de análise computadorizada de 
sêmen (CASA) (Sperm Class Analyzer SCA®, Microptics, S.L. Versão 5.1, Barcelona, Espa-
nha), com set-up para ovinos. Uma alíquota do sêmen foi diluída em tampão fosfato-salino 
– PBS, até se obter uma diluição final de aproximadamente 48x10⁶sptz/mL. Após cinco a 
dez minutos de incubação (37ºC), 5 µL do sêmen diluído foram analisados no microscópio 
entre lâmina e lamínula, sob aumento de 100x. Foram avaliados os parâmetros espermáticos 
de motilidade total (MT) e progressiva (MP), velocidades curvilinear (VCL) e do percur-
so médio (VAP) e em linha reta (VSL), deslocamento lateral de cabeça (ALH), linearidade 
(LIN), retilinearidade (STR), frequência de batimento flagelar cruzado (BCF) e hiperativida-
de (HYPERACT). 

Para a avaliação de integridade estrutural de membrana plasmática, realizada através do 
citômetro de fluxo (BD FACSCalibur®, BD Biosciences, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA), 
utilizou-se duas sondas fluorescentes: diacetato de carboxifluoresceína (DIC, 21879, Sigma 
Aldrich) e iodeto de propídeo (IP, P4170, Sigma Aldrich), em uma solução de trabalho com-
posta por PBS (200μL de sêmen diluído na concentração de 2x10⁶sptz/mL), DIC na concen-
tração final de 20,0μM e IP na concentração final de 15μM. Foram adicionados 5μL de IP e 
5μL de DIC. Os espermatozoides DIC+/IP- foram classificados como não lesados e os DIC+/
IP+, DIC-/IP+ e DIC-/IP- como lesados.

O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, onde os ejaculados foram con-
siderados repetições e os protocolos de processamento do sêmen foram considerados trata-
mentos. A média e desvio padrão das variáveis foram obtidas por análise descritiva. Os dados 
foram processados pelo Pacote estatístico SAS, Versão 9.0 (2002). Foi feita análise de norma-
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lidade através do teste de Shapiro-Wilk. As variáveis não paramétricas foram analisadas pelo 
Krukal-Wallis e as normais pelo teste SNK. O índice de significância utilizado foi de 5%.

Resultados e Discussão – As médias e desvios padrão das variáveis analisadas pelo sistema 
de análise computadorizada de sêmen de acordo com cada grupo experimental, podem ser 
observadas na Tabela 1. Ao comparar os parâmetros de cinética espermática avaliados, não 
foram observadas diferenças estatísticas. Na avaliação da integridade da membrana plasmá-
tica, também não houve diferença estatística entre os diferentes tratamentos empregados ao 
sêmen (Tabela 2).

Tabela 1. Médias e desvios padrão de motilidade total (MT) e progressiva (MP), velocidades curvilinear 
(VCL), do percurso médio (VAP) e em linha reta (VSL), deslocamento lateral de cabeça (ALH), linea-
ridade (LIN), retilinearidade (STR), frequência de batimento flagelar cruzado (BCF) e hiperatividade 
(HYPER) de sêmen ovino criopreservado com diferentes concentrações de glicerol e dimetilacetamida.

VARIÁVEL G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

MT (%) 51,4± 1,8 51,4 ± 24,2 50,9 ± 18,7 53,6 ± 21,5 52,3 ± 21,6 54,0± 22,0 46,9 ± 23,2

MP (%) 10,2 ± 8,6 8,5 ± 5,3 8,1 ± 5,2 9,9 ± 6,0 8,9 ± 6,1 7,3 ± 4,7 6,7 ± 4,0

VCL (μm/s) 58,3 ± 15,1 51,8 ± 14,7 55,5 ± 14,0 56,2 ± 14,9 53,3 ± 14,1 52,1± 16,1 50,0 ± 15,8

VSL (μm/s) 27,3 ± 17.5 22,3 ± 9,9 23,3 ± 10,9 25,2 ± 14,8 22,1 ± 9,9 21,8 ± 10,2 19,9 ± 7,8

VAP (μm/s) 37,9 ± 16,6 31,7 ± 11,7 34,3 ± 11,9 35,5 ± 12,9 31,9± 10,9 31,9 ± 12,7 29,4 ± 10,4

LIN (%) 43,6 ± 16,7 42,0 ± 9,2 40,5 ± 10,6 43,4± 12,4 40,2 ± 9,9 40,4 ± 8,7 39,4 ± 7,0

STR (%) 67,2 ± 12,5 68,8 ± 7,2 65,9 ± 8,6 68,8 ± 8,9 67,1 ± 8,0 66,9 ± 7,0 67,0 ± 5,8

ALH (μm) 3,6 ± 0,7 3,6 ± 0,9 3,6 ± 0,5 3,6 ± 0,6 3,6 ± 0,6 3,6 ± 0,4 3,7 ± 0,8

BCF (Hz) 8,5 ± 1,7 8,8 ± 2,5 8,8 ± 1,4 8,9 ± 1,6 9,5 ± 1,7 9,3 ± 1,5 8,9 ± 1,9

HYPER (%) 6,8 ± 8,5 5,5 ± 4,4 5,4 ± 5,2 6,2 ± 5,0 5,2 ± 4,5 4,6 ± 3,7 3,9 ± 2,6

G1: GL6%; G2: DMA3%; G3: GL5%+DMA1%; G4: GL4%+DMA2%; G5: GL3%+DMA3%; G6: 
GL2%+DMA4%; G7: GL1%+DMA5%

Tabela 2.  Parâmetros de integridade estrutural de membrana plasmática de sêmen ovino criopreserva-
do com diferentes concentrações de glicerol e dimetilacetamida avaliado através de citometria de fluxo.

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

LESADOS 75,6± 12,9 64,9± 14,9 72,7± 10,2 65,1± 15,0 69,1± 14,9 69,1± 14,9 75,5± 15,3

NÃO LESADOS 19,7± 11,5 28,4± 15,7 22,3± 9,1 29,4± 14,0 24,3± 14,0 17,9± 13,6 16,9± 15,3

G1: GL6%; G2: DMA3%; G3: GL5%+DMA1%; G4: GL4%+DMA2%; G5: GL3%+DMA3%; G6: GL2%+D-
MA4%; G7: GL1%+DMA5%; Não lesados: DIC+/IP-; Lesados: DIC+/IP+, DIC-/IP+ e DIC-/IP-  
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Os efeitos de menor estresse osmótico impactando na qualidade do sêmen para os 
tratamentos com DMA esperados não foram observados nesse estudo, visto que os parâme-
tros de cinética espermática não diferiram entre os grupos experimentais (P>0,05). Estudos 
com equinos mostraram que os benefícios da substituição pelas amidas foram melhores de-
monstrados em cavalos denominados bad freezers, que apresentam baixa tolerância ao GL. 
[1,3]

No entanto, a utilização da amida ou sua associação ao GL não ocasionaram efeitos de-
letérios sobre as células espermáticas nas avaliações realizadas. Esse efeito pode ser atribuído 
às concentrações escolhidas para serem empregadas no experimento, que não passaram de 
5%. Estudos relatam que maiores concentrações podem causar danos celulares pela alta con-
centração intracelular alcançada devido ao aumento da permeabilidade de membrana [6].

Considerações Finais – Na avaliação in vitro do sêmen ovino pós-descongelação, a dimetila-
cetamida demonstrou ser um crioprotetor alternativo ao glicerol adequado, não superando, 
no entanto, os efeitos deletérios causados pelo mesmo. 
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Abstract: The current andrological exams evaluate the concentration, vigor, motility, swirling 
and morphological pathologies of spermatozoa. However, even when approved for andrological 
examinations, some bulls do not respond effectively, either in natural mating or in vitro fertilization 
processes. This study aims to evaluate the condensation of chromatin and morphometric 
characteristics during sperm maturation in the epididymis, For this, spermatozoa were collected from 
the seminiferous tubule, head, body and tail of the epididymis, as well as the ductus deferens of five 
bulls. These spermatozoa were evaluated by computational image analysis of toluidine blue stained 
smears. In general, spermatozoa of the seminiferous tubule presented smaller area, perimeter, width, 
length, ellipticity, and Fourier harmonics (F0, F1 and F2) when compared to the epididymis (head, 
body and tail) and ductus deferens. The analysis of decondensation and heterogeneity of chromatin 
showed that both parameters decreased during the process of sperm maturation. Therefore, it has been 
demonstrated that epididymal maturation is important for the chromatin condensation, consequently, 
for the final morphology of the spermatozo.
Keywords: Toluidine blue stain, chromatin condensation, morphometry, morphology.
Palavras-chave: Azul de toluidina, condensação de cromatina, morfometria, morfologia.

Introdução - Alguns touros mesmo aprovados em exames andrológicos, não respondem de 
maneira eficaz, seja na monta natural ou em processos de fertilização in vitro. A cromatina 
da cabeça dos espermatozoides pode ser um fator que influencia o desempenho dos touros. 
Durante a espermiogênese e maturação epididimal em mamíferos, a estrutura da cromatina 
espermática sofre substituição de histonas nucleares por proteínas de transição e posterior-
mente protaminas, levando a uma cromatina altamente condensada, a qual é resistente às 
agressões oxidativas [1] para que o espermatozoide possa realizar o transporte seguro do 
material genético. A coloração com azul de toluidina seguida pela análise de imagem compu-
tacional pode ser utilizada na identificação de regiões com diferentes níveis de compactação 
de cromatina na cabeça do espermatozoide [2], Objetiva-se com o presente trabalho melhor 

1 Universidade Federal de Uberlândia.
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compreender como acontece o processo de organização da cromatina espermática, correla-
cionando a maturação epididimária com a compactação da cromatina. 

Material e Métodos - Os aparelhos reprodutivos de cinco touros mestiços foram coletados e 
separados em testículos, cabeça, corpo, e cauda do epidídimo e ducto deferente. Após a ob-
tenção dos espermatozoides, três esfregaços de cada região foram feitos e fixados em solução 
etanol-ácido acético, posteriormente os esfregaços foram hidrolisados em ácido clorídrico 4N 
por 20 minutos e lavados em água destilada. Após a secagem, foi colocada uma gota de Azul 
de Toluidina 0,025%, em tampão ácido cítrico-fosfato. As lâminas foram fotografadas em 
microscópio de luz convencional. As análises das imagens computacionais foram divididas 
em etapas: segmentação das cabeças e análise quantitativa da descompactação e heterogenei-
dade de cromatina. Todas as analises estatísticas foram realizadas no programa Sigma Plot 11 
(Systat Software Inc., USA). A mensuração de parâmetros morfométricos, descompactação 
e heterogeneidade entre as regiões foram feita através do teste Anova (analise de variância) 
post hoc test, Dunn´s Method, sem distribuição normal foi feito o teste Kolmogorov Sminov.

Resultados e Discussão – Espermatozoides do aparelho reprodutor bovino foram coletados 
de diferentes regiões (tabela 1). No geral, espermatozoides do túbulo seminífero apresen-
taram menor (P < 0,05) área, perímetro, largura, comprimento, elipsidade, e harmônicas 
de Fourier (F0, F1 e F2) quando comparados aos do epidídimo (cabeça, corpo e cauda) e 
ducto deferente. A análise da descompactação e heterogeneidade da cromatina demonstrou 
que ambos os parâmetros decresceram (P < 0,05) no decorrer do processo de maturação 
espermática.(figura 1) Como a cromatina é o principal constituinte da cabeça espermática, 
alterações durante o seu processo de compactação podem interferir nas características mor-
fométrica da cabeça. Os dados obtidos possibilitaram o monitoramento das características 
morfométricas (Área, Perímetro, Largura, Elipisidade, F0, F1, F2) e da cromatina (descom-
pactação e heterogeneidade) e sugerem que existe uma relação inversa entre estes parâmetros 
durante a maturação espermática, ou seja, espermatozoides mais imaturos possuem croma-
tina mais frouxa e heterogênea e possuem menor área, perímetro, largura, elipsidade e har-
mônicas de Fourier. A princípio isso pode parecer incoerente, pois espermatozoides com 
cromatina frouxo deveriam ser maiores. No entanto, a análise realizada no presente trabalho 
é bidimensional (dimensões X e Y), não avaliando a dimensão Z (profundidade), podendo 
ocorrer diferença em relação ao volume total do espermatozoide. Assim ficou claro que a 
maturação epididimária modifica a compactação da cromatina e consequentemente, a mor-
fologia final dos espermatozoides. 
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Abstract: The aim of the present study was to evaluate the quality of cooled bovine semen at 5°C 
by comparing three commercial diluents: one containing egg yolk and glycerol (Diluent 1) and two 
containing skimmed milk (Diluents 2 and 3). The treatments were evaluated in four moments (6h, 24h, 
48h, 72h) using refrigerator or container Botuflex®. Five Nelore bulls ranging from 24 to 30 months 
were used and the seminal variables were analised by flow cytometry and computerized sperm analysis. 
The results were submitted to the normality test and the means were compared by the Kruskal-Wallis 
test with significance level of 5%. The results showed that the Diluent 1 was able to mantain the semen 
up to 72h, the Diluent 2 for up to 48h and the Diluent 3 up to 24h without damage to sperm kinetics 
and their physical structure.
Keywords: spermatozoa; reproduction; seminal quality.
Palavras-chave: espermatozoide; reprodução; qualidade seminal.

Introdução - O processo de resfriamento do sêmen resulta em maior viabilidade espermá-
tica, permitindo o uso de menores concentrações espermáticas por dose de inseminação em 
comparação com o sêmen congelado. Assim, a utilização do sêmen resfriado apresenta-se 
como uma alternativa viável evitando danos associados ao congelamento, garantindo uma 
maior qualidade seminal [1] [2].

A preservação bem-sucedida do sêmen sob condições de refrigeração depende dos pro-
cedimentos de manuseio e da composição dos diluidores utilizados para a conservação de es-
permatozoides. Alguns autores propuseram que o glicerol interage com os espermatozoides 
1 Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.
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bovinos e é metabolizado e convertido em uma fonte extra de energia que é posteriormente 
usado durante o processo de fertilização [3] [4] [1].

O objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade seminal no processo de resfriamento a 5°C 
do sêmen bovino, comparando três diluidores comerciais: dois a base de leite desnatado e um 
a base de gema de ovo com glicerol em quatro momentos (6h, 24h, 48h, 72h), utilizando dois 
modos de armazenamento geladeira e contêiner comercial.

Material e Métodos - Foram utilizados 5 Touros Nelore com idade entre 24-30 meses locali-
zados no município de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. As amostras de sêmen foram 
obtidas utilizando-se o método de eletroejaculação e avaliado subjetivamente para motilida-
de e vigor. Os touros foram apenas considerados adequados para o experimento quando o 
ejaculado apresentou 70% de células móveis, e 3 de vigor (Escala de 1-5). 

A concentração espermática foi analisada utilizando câmara de Neubauer, 1:200. O ejacula-
do foi dividido em 3 tratamentos: Diluidor 1- Botu-Bov® (BB; Botupharma Ltda., Botucatu, São 
Paulo, Brasil) com 7% de glicerol; diluidor 2- Inra 96® (IMV Technologies, L’Aigle Cedex, França) 
e diluidor 3 - BotuSêmen® (Botupharma Ltda., Botucatu, São Paulo; com duas formas de refrige-
ração a 50 C em Botuflex ® (Botupharma Ltda., Botucatu, São Paulo, Brasil) e Geladeira. 

Para todos os grupos foi fixada a concentração espermática de 40×106 espermatozoides/
mL, envasados em palhetas de 0,5 mL (IMV Technologies, L’Aigle Cedex, França). Utilizando 
a curva de refrigeração a 5º C taxa de 0.05º C/min. As amostras seminais foram analisadas 
no laboratório, nos períodos de 6h, 24h, 48h, 72h após a coleta. Cada amostra foi incubada, 
a 37 0C, por 10 min antes da análise.A cinética espermática foi avaliada pelo sistema compu-
tadorizado (modelo Sperm Class Analyzer - SCA). Foram avaliados, aleatoriamente, cinco 
campos por amostra.

Os parâmetros de cinética espermática avaliados foram: motilidade total (MT%), moti-
lidade progressiva (PM%,). As análises de Integridade de membrana plasmática, membrana 
acrossomal, e atividade mitocondrial foram feitas por citometria de fluxo no aparelho Cito-
FLEX® (BeckmanCoulter). O fluorocromo Hoechst 33342 (100 mg/ML) foi usado para ga-
rantir que restos celulares e partículas fossem excluídos do aquisição e análise. Foi realizada 
a avaliação simultânea de integridade de membrana plasmática (IMP), integridade de mem-
brana acrossomal (IMA) e potencial de membrana mitocondrial (PMM) pela associação das 
sondas iodeto de propídio (PI; P4170, Sigma Aldrich), FITC-PNA (L0770, Sigma Aldrich), 
Mito Status Red (53271, Sigma Aldrich), sondas Hoechst 33342 (14533, Sigma Aldrich). Os 
resultados obtidos na análise de IMP foram elencados em duas classes: membrana plasmática 
íntegra (MPI) ou membrana plasmática lesada (MPL). Na avaliação acrossomal as amostras 
foram classificadas como membrana acrossomal íntegra (MAI) ou membrana acrossomal 
lesada (MAL) e no teste de potencial de membrana mitocondrial (PMM) as células tiveram 
as classificações de alto potencial mitocondrial (PM+) e baixo potencial mitocondrial (PM -). 

Para comparar as variáveis da cinética espermática, integridade da membrana plasmá-
tica e acrossomal e atividade mitocondrial empregou-se a análise de variância. Os resulta-

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/53271?lang=pt&region=BR
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dos foram submetidos ao teste de normalidade e às médias foram comparadas pelo teste 
de Kruskal-Wallis com nível de significância de 5%. A análise estatística foi conduzida pelo 
programa BioEstat 5.0.

Resultados e Discussão – 

Tabela 1 - Avaliações dos diluidores nos momentos 6h, 24h, 48h, 72h.

*DIL. *MOM. MODO
ARM.*

PM %* MPI  MAI* 
%

MPL  MAL*
%

MPI PM+*
%

MPL  PM- *
%

1* 6h A* 83.5 ± 4.65a 70.63±11.02a 9.74±3.98a 56.79±15.40a 27.99±12.25a

2* 6h A 77.34±26.33a 52.03.±23.19a 24.97±12.64a  13.26±9.74b 31.75±16.43a

3* 6h A 49.76±44.36c 29.06±6.4b 48.77±16.53b 5.96±2.98b 46.96±24.77a

1 6h B* 78.10±11.32a 74.21±9.81ª 11.73±5.81a 64.43±11.46a 23.57±9.06a

2 6h B 76.96± 9.92a 64.02±15.31ª 20.43±7.21a 34.81±22.10a 13.39±7.78a

3 6h B 52.64±42.97c 40.14±1.51b 40.33±13.23b 10.47±6.78b 28.01±16.61ª

1 24h A 83.5 ± 12.06a 61.52±17.94a 26.9±21.13a 36.08±20.25a 28.19±11.08a

2 24h A 52.16±24.22b 62.89±20.66ª 20.52±17.01a 15.49±21.35b 33.70±29.31a

3 24h A 34 ±  32.71b 32.86±10.23b 49.04±11.35b 2.82±2.23b 36.59±42.36a

1 24h B 78.8±8.53a 72.34±11.20a 13.84±6.67a 52.14±10.90a 26.59±11.14a

2 24h B 49.2±43.98b 56.08±21.05b 21.03±11.17a 7.13±9.54b 39.42±27.06a,b

3 24h B 28.98±11.32b 31.90±6.91c 40.33±13.23b 2.31±3.02b 54.72±32.06a,b

1 48h A 74.5 ±13.92a 70.51±12.82a 13.3±6.43a 52.52±11.97a 34.89±17.78a

2 48h A 43.35±46.41b 47.48±34.02b 47.12±34.53b 12.81±11.8b 36.89±17.20a

3 48h A 12.075±2.70b 17.90±13.24c 70.56±16.69b 0.78±0.58b 60.42±6.51b

1 48h B 68.98±33.28a 71.68±5.40a 14.58±4.9a 48.85±10.68a 28.82±8.67a

2 48h B 46.22±38.71b 43.24±20.21b 39.21±18.59b 6.84±7.4b 41.20±19.04b

3 48h B 13.9±15.66c 12.18±12.94c 61.71±26.07b 2.42±3.29b 56.61±6.39b

1 72h A 60.3  ±16.24a 58.19.±22.05a 15.47±4.72a 37.69±32.72a 22.93±10.22a

2 72h A 37.25 ± 35.5b 26.77±19.91b 59.74±20.05b 0.86±0.8b 70.47±21.62b

3 72h A 7.25 ±7.32c 4.29±5.9c 89.41±5.35b 0.34±0.54b 90.59±11.40b

1 72h B 47.3±26.32ª 70.46±9.01a 14.34±23.9a 57.47±11.24a 23.74±6.94a

2 72h B 44.14±39.78a 37.67±20.64b 48.82±1.69b 9.04±12.90b 60.38±20.77b

3 72h B 12.5±20.57b 27.56±22.07b 71.52±15.32b 4.91±7.89b 68.62±26.06b

*DIL (diluidor) DIL 1 (diluidor1) DIL 2 (diluidor 2) DIL 3 (diluidor 3), MOM (momento de avalia-
ção, MODO de Arm. (modo de armazenamento) A- Geladeira, B- Botuflex;, MPI MAI- membrana 
plasmática íntegra  membrana com membrana acrossomal íntegra, (MPL MAL Membrana plasmática 
lesada com membrana acrossomal lesada, MPI PM+ membrana plasmática íntegra  com alto potencial 
mitocondrial (PM+), MPL PM - Membrana plasmática lesada e baixo potencial mitocondrial (PM -). 
Letras diferentes diferem significativamente (p<0,005).
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Na análise de motilidade progressiva e motilidade total, o diluidor 1 não diferiu signi-
ficativamente do diluidor  2 nos momentos 6h e 72h (Tabela 1) . Porém, a partir das 6h de 
armazenamento, o diluidor 1 diferiu significativamente quando comparado ao diluidor 3. Os 
modos de armazenamento Geladeira e contâiner Botuflex não diferiram significativamente 
entre si. O diluidor 3 apresentou maiores quantidades de MPL (p<0.05) quando comparado 
ao diluidor 1 nos momentos 6h, 24h, 48h e 72h de refrigeração; e o diluidor 2 também apre-
sentou maiores quantidades comparando estes mesmos parâmetros com o diluidor 1 nos 
períodos 48h e 72h.

Após 24h de refrigeração não foi observada diferença significativa entre os diluidores 2 e 
3 nas variáveis MPI e PM+, no entanto, o diluidor 1 mostrou melhores resultados em relação 
ao diluidor 2, 3. Nesta mesma análise, o diluidor 1 se mostrou estatisticamente superior ao 2 
e 3 nos momentos 24h, 48h e 72h, não havendo diferença entre os diluidores 2 e 3. Da mesma 
forma, na análise de MPI associada MAI, o diluidor 1 se mostrou superior aos diluidores 2 
e 3 após 24h, 48h de refrigeração respectivamente, não havendo diferença significativa entre 
os diluidores 2 e 3.

Trabalhos foram realizados comparando diluidores com glicerol e sem glicerol no arma-
zenamento do sêmen refrigerado e criopreservado. Os resultados obtidos foram que o sêmen 
resfriado com glicerol obteve maior taxa de prenhez quando comparado ao sêmen criopre-
servado, e ao sêmen refrigerado sem glicerol [2] [3] [4}. A adição de glicerol tem provado ser 
uma boa alternativa para preservar a viabilidade do sêmen refrigerado. [3] [4]

Considerações Finais - De acordo com os resultados obtidos, o diluidor 1 se mostrou supe-
rior quando comparado aos diluidores 2 e 3 nas variáveis motilidade total, motilidade pro-
gressiva, IMP, IMA e PMM durante a refrigeração por 72 horas. O diluidor 2 garante um 
bom armazenamento por até 48 horas sem danos significativos à cinética do espermatozoide 
e sua estrutura física e o diluidor 3 pode ser utilizado para refrigeração do sêmen bovino 
até as 24h, sem grandes perdas estruturais das células espermáticas. Estas conclusões foram 
realizadas com base nas análises laboratoriais, porém mais estudos com esses diluidores as-
sociando os resultados in vitro à a taxa de prenhez devem ser realizados.
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Abstract: Semen quality evaluations are essencial to produce frozen semen that are used in artificial 
insemination. Semen collection and processing centers (CCPS) require accurate methods to determine 
sperm concentration and maximize the number and quality of doses prepared from pure semen and 
to optimize the fertility of thawed semen. Some equipment like spectrophotometry and nucleocounter 
are used in laboratories of the CCPS to estimate the concentration of spermatozoa in the semen of 
bulls. The aim of the present work is to compare the two methods to evaluate the concentration of fresh 
bovine semen. It was found a high correlation between these methods, the statistics used was Pearson 
correlation that result in 0,94. This result indicates that both treatments can be used to determine 
bovine semen concentration. 
Keywords: Bull; Semen; Evaluation.
Palavras-chave: Touro; Sêmen; Avaliação.

Introdução – A avaliação da qualidade seminal é fundamental para a produção do sêmen 
congelado utilizado na inseminação artificial. Os centros de coleta e processamento de sê-
men (CCPS) necessitam de métodos acurados e precisos para determinar a concentração 
espermática e maximizar o número e a qualidade das doses preparadas a partir do sêmen 
puro e para otimizar a fertilidade do sêmen descongelado. A falta de precisão na estimativa 
da concentração espermática afeta diretamente a eficiência da produção dos CCPS, a quali-
dade do produto final e a fertilidade. Os espectrofotômetros são comumente utilizados nos 
laboratórios dos CCPS para estimar a concentração de espermatozoides no sêmen de tou-
ros. A leitura da concentração espermático nos espectrofotômetros é feita pela diferença de 
intensidade ótica que passa através da amostra exposta ao feixe de luz do equipamento [1]. 
Esses equipamentos são rotineiramente calibrados e padronizados, com o hemocitômetro, 
considerado o “padrão ouro” na determinação da concentração de espermatozoides [2]. En-
tretanto existem métodos diretos de avalição como o NucleoCounter® SP 100™ (Chemometec, 
Allerod, Dinamarca) que utiliza um microscópio de fluorescência com um software de conta-
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gem de espermatozoides corados pelo Iodeto de Propídio, que se liga ao DNA das células [3]. 
O equipamento possui configurações pré-definidas de fábrica para uso com sêmen bovino 
[2], suíno [4] e equino [5], tanto puro como diluído. O objetivo deste trabalho foi comparar 
os dois métodos descritos para avaliar a acurácia na determinação da concentração espermá-
tica do sêmen bovino puro. 

Material e Métodos - As coletas de sêmen foram realizadas em centro de coleta e proces-
samento de sêmen bovino localizado no município de Uberaba, MG. Foram coletados 30 
ejaculados (n=30) de touros da raça Nelore com idades entre 48 a 96 meses. As amostras 
foram estrategicamente selecionadas para representar uma faixa entre 500 milhões a 3 bi-
lhões de espermatozoides ejaculados por ml. As concentrações espermáticas de cada amostra 
pura foram avaliadas pela espectrofotometria (Genesys® 20, Thermo Spectronic, Estados Uni-
dos) e pelo NucleoCounter® SP 100™. A avaliação da concentração pelo espectrofotômetro foi 
realizada em equipamento calibrado para sêmen bovino com comprimento de onda de 550 
nm, na diluição de 50 µl de sêmen puro em 7 ml de solução salina a 0,9% (diluição 1:140). 
O resultado da leitura da porcentagem de transmitância foi convertido para quantidade de 
espermatozoides por ml. Para o Nucleocounter foi diluído 50 µl de sêmen puro em 20 ml de 
solução S-100 na diluição de 1:400, conforme descrito pelo fabricante. Após homogeneização 
foi realizada a aspiração da amostra no cassete apropriado e logo a seguir feita a leitura no 
equipamento. O resultado foi dado em quantidade de espermatozoides por ml. A correlação 
entre as técnicas foi medida utilizado o Coeficiente de Correlação de Pearson (r). 

Resultados e Discussão - A relação entre as estimativas da contagem do NucleoCounter 
e do espectrofotômetro da concentração de espermatozoides em amostras de sêmen puro 
bovino é apresentada na Figura 1. Esses dados indicam um alto grau de correlação (R2) com 
estimativas preditas praticamente idênticas na faixa das amostras avaliadas. Estes resultados 
são consistentes com os de outros autores em que o NucleoCounter foi utilizado como um 
método altamente preciso para medir a concentração de espermatozoides no sêmen puro de 
touros [2], cachaços [4] e garanhões [5].
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Figura 1. Correlação entre o NucleoCounter e o Espectrofotômetro na estimativa da concentração 
espermática de sêmen puro bovino (x 106).  

Considerações Finais - O NucleoCounter é extremamente preciso para estimar a concen-
tração espermática em amostras de sêmen bovino puro. A precisão dessas estimativas é 
consistente com as contagens fornecidas pelo espectrofotômetro. Estes resultados, tornam 
o NucleoCounter uma alternativa para substituir o espectrofotômetro na determinação da 
concentração espermática em ejaculados de sêmen bovino. O NucleoCounter também pode 
substituir o hemocitômetro como “padrão ouro” para a calibração de espectrofotômetros e 
outros equipamentos utilizados para avaliar a concentração espermática dos ejaculados de 
mamíferos. 
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[1] Graham, J.K. & Kaproth, M.T. Sperm concentration and calibration of spectrophotometers. Proc. 26th Techn. 
Conf. Art. Insem. & Reprod., 2016; 131-138.

[2] DeJarnette, J.M.; Lefevre, K. Use of the NucleoCounter in a semen processing laboratory. Proc. 22nd Techn. Conf. 
Art. Insem. & Reprod., 2008; 89-93.

[3] Lorton, S.P. Measurement of sperm concentration: the NucleoCounter® SP 100™. Proc. 24th Techn. Conf. Art. 
Insem. & Reprod., 2012; 182-185.

[4] Hansen, C; Vermeiden, T.; Vermeiden, J.P.W.; Simmet, C.; Day, B.C.; Feistma, H. Comparison of Sperm 
FACSCount AF system, Improved Neubauer hemocytometer, Corning 254 photometer, SpermVision, UltiMate and 
NucleoCounter SP-100 for determination of sperm concentration of boar semen. Therio. 2006, 66(9):2188-2194.

[5] Morrell, J.M.; Johannisson, A.; Juntilla L.; Rytty, K.; Bäckgren, L.; Dalin, A.-M; Rodriguez-Martinez, H. Stallion 
Viability, as Measured by the Nucleocounter SP-100, Is Affected by Extender and Enhanced by Single Layer 
Centrifugation. Vet. Med. Intern., 2010 (2010):659862. 



153

Congelamento do sêmen de reprodutores bubalinos 
em período reprodutivo desfavorável para uso em IATF

Jaci de Almeida1

Osvaldo Almeida Resende2, 3

Abstract: The reproductive seasonality, the difficulty of semen collection with electro-ejaculator and 
the lack of frozen semen of buffaloes in the national market are the three main obstacles to the efforts 
to advance the artificial insemination at fixed time in this species. Numerous researches are being 
developed in this area, generating a lot of information, especially in semen technology. The objective of 
this study is to present results of collection and freezing of buffalo semen on farm.
Keywords: coleta de sêmen, congelamento de sêmen, manejo reprodutivo.
Palavras-chave: semen collection, semen freezing, reproductive management.

Introdução - Na espécie bubalina, a sazonalidade reprodutiva, a dificuldade de coleta de 
sêmen com eletro-ejaculador e a falta de sêmen congelado de búfalos no mercado nacional 
são os três principais obstáculos para o avanço da inseminação artificial em tempo fixo nesta 
espécie. A qual através dos procedimentos de sincronização da ovulação esta sendo usada 
como estratégia técnica para o sucesso reprodutívo em período desfavorável, possibilitando 
inclusive a desestacionalização das fêmeas destinads a produção de leite. Na pesquisa existem 
relatos de touros bubalinos, que mesmo condicionados à coleta com vagina artificial conven-
cional em Centrais, se tornaram refratários ao serviço artificial ao longo do tempo [1 e Ber-
nardes, 2017 - comunicação pessoal], dificultando e tornando inviável economicamente a sua 
manutenção em Centrais de congelamento de sêmen. Já no campo há dificuldade de utilizar 
a eletroejaculação em búfalos, devido a uma maior sensibilidade destes aos estímulos elétri-
cos [2], podendo ocasionar acidentes, principalmente em animais adultos. Diante de tantas 
dificuldades, uma saída encontrada pelos proprietários e criadores de bubalinos é o congela-
mento do sêmen em suas propriedades para uso na IATF. Este trabalho pretende apresentar 
resultados do congelamento de sêmen bubalino em fazenda particular, procurando discutir 
o comportamento animal, técnicas de manejo e seus prováveis efeitos na eficiência da coleta 
de sêmen durante a estação reprodutiva desfavorável, como ferramenta para otimizar o uso 
de protocolos de IATF na espécie.

Material e Métodos - O experimento foi realizado na Fazenda Indiana, no município de São 
Sebastião do Passé/BA, Brasil, Latitude 12°30’45’’ Sul e Longitude 38º29’43’’ Oeste [3]. Algu-
1 Centro Universitário de Barra Mansa-UBM.
2 Embrapa Agrobiologia, RJ.
3 Pesagro/Cepao, RJ
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mas recomendações foram repassadas ao proprietário, tais como: evitar vacinar, vermifugar, 
usar medicamentos carrapaticidas, alimentação contendo uréia e gossipol nos 60 dias, que 
antecederiam as coletas. Assim como, os animais serem condicionados no local definitivo 
de coletas com vagina artificial, e por último, não menos importante, separar os touros das 
fêmeas, argolar e manejar em local onde eles fossem se acostumando com a presença visual 
de outros reprodutores. Foram utilizados sete touros Murrah (Bubalus bubalis) da própria 
fazenda, durante o período reprodutivo desfavorável (PRD - primeira quinzena de março de 
2019), com a idade de 5,8 a 17,9 anos; pesos de 660 a 900kg; ECC de 3 a 4 e PE de 36 a 40 cm, 
criados em sistema extensivo e com experiência sexual com fêmeas. Os reprodutores apre-
sentavam histórico de fertilidade conhecida e eram manejados separados das fêmeas, sendo 
selecionados a partir de pré-condicionamento para coleta com vagina artificial e qualidade 
dos ejaculados seguindo recomendação do Manual de Andrologia [4]. Uma fêmea em cio 
natural ou induzido era contida em tronco específico para as coletas na parte da manhã e 
tarde. Após as coletas, os ejaculados eram direcionado para o laboratório e colocados em ba-
nho-maria a 37°C, para as análises das características físicas (volume, turbilhão, motilidade, 
vigor e concentração) e morfológicas (defeitos maiores, menores e totais) do sêmen, usando 
microscopia de contraste de fase e eosina. 

As concentrações espermáticas foram determinadas utilizando uma câmara de 
Neubauer, para a obtenção, após diluição final, 40x106 SPTZ/mL. Todas as amostras foram 
diluídas em extensor comercial Botu-Bov® (Botupharma, Botucatu/SP, Brasil), envasadas em 
palhetas de 0,5 mL e procesadas para estabilização e congelamento seguindo os procedimen-
tos de Almeida [5]. Todas as amostras foram avaliadas antes do acondicionamento em boti-
jão de nitrogênio, sendo armazenadas apenas amostras que mantivessem as características da 
qualidade espermática motilidade total > 30% e total de defeitos de espermatozoides ≤ 20%.

Resultados e Discussão - Os valores referentes as coletas seminais de cada reprodutor duran-
te o período reprodutivo desfavorável, constam na tabela 1. Nesta é possível verificar que to-
dos os animais tiveram o mesmo número de coletas, entretanto, houve variação de sucesso de 
coleta, amostras processadas e congelamentos efetuados. Dos sete animais trabalhados, ape-
nas um (touro C), não teve material congelado, mesmo tendo apresentado 2 ejaculados com 
características que permitiram o processamento. Porém, a motilidade e vigor após o conge-
lamento, ficaram abaixo do mínimo recomendado pelo CBRA [4], para serem liberados para 
uso. Por outro lado houveram animais que tiveram apenas 1 ejaculado congelado (touros F e 
G), e suas doses estavam com motilidade (35 e 40%) e vigor (3) pós-descongelamento.



155

Tabela 1 - Características de coletas de sêmen e de reprodutores bubalinos em fazenda no Estado da 
Bahia (2019).

Touros № coletas Sucesso* N(%) Processado** N(%) Congelado*** N(%) № doses
A 8 6(75,0) 4(66,7) 3(75,0) 184
B 8 7(87,5) 3(42,9) 1(33,3) 270
C 8 6(75,0) 2(33,3) 0(0,0) 0
D 8 8(100,0) 4(50,0) 2(50,0) 450
E 8 8(100,0) 5(62,5) 4(80,0) 301
F 8 6(75,0) 2(33,3) 1(50,0) 35
G 8 7(87,5) 2(28,6) 1(50,0) 130

Total 56 48(85,7) 20(41,7) 12(60,0) 1370
*Sucesso = ejaculado/número de coletas; **Processado = processado/sucesso; ***Congelado = congelado/processado.

Na média geral, os parâmetros espermáticos para os touros avaliados, apresentaram valo-
res acima dos máximos e mínimos recomendados no manual de andrologia [4] para a espécie 
bubalina (tabela 2). Somente o touro C não apresentou ejaculado com características físicas que 
permitissem o congelamento. Entretanto, permetiriam seu uso na IATF com o sêmen refrigerado. 

O fato dos animais terem sido pré-condicionados para a coleta de sêmen 15 a 20 dias 
antes do início das coletas contribuiu para que os animais produzissem ejaculados de boa 
qualidade. Na bubalinocultura, o sistema adotado para produção de leite altera a estrutura 
social, pois os lotes são constituídos com animais de diferentes idades, produção e categorias, 
com mudança constante dos animais entre lotes (de acordo com a produção de leite), cau-
sando estresse exacerbado. No caso específico dos reprodutores, muitas vezes encontram-se 
em uma relação muito superior de touro/vaca ao recomendado para a espécie, em algumas 
situações de 1:100 ou mais de acordo com a formação dos lotes de ordenha. Situação que 
exige demais do reprodutor, pois se houver muitas fêmeas em cio no mesmo dia este animal 
pode ter sua reserva espermática esgotada e não fertilizar as demais fêmeas que manifestarem 
cios nos dias subsequentes, ou ainda o reprodutor ter preferência por uma ou outra fêmea e 
cobrir repetidas vezes e não demonstrar interesse em copular com outras em cio [5].

Tabela 2 - Médias e desvios-padrão das características seminais dos ejaculados de búfalos em fazenda 
no Estado da Bahia (2019).

Touros Volume 
(ml)

Motilidade 
(%)

Vigor 
(1-5)

Defeitos maiores 
(%)

Defeitos menores 
(%)

Defeitos 
totais

A  1,9±0,7 81,3±5,2 3,3±0,5 6,8±0,7 13,8±2,3 20,5±2,4
B 1,6±0,9 80,0±5,3 3,4±0,5 7,1±1,1 14,6±2,4 21,5±2,6
C 2,3±0,7 58,8±10,6 2,5±0,5 8,3±1,0 17,5±2,1 25,8±2,8
D 2,1±0,8 84,4±4,2 3,8±0,7 7,9±0,6 12,0±1,1 19,9±1,2
E 2,1±0,8 85,0±4,6 3,7±0,6 6,5±0,5 11,3±1,0 18,0±1,3
F 1,9±0,8 73,8±4,4 3,3±0,5 8,3±0,7 15,0±1,1 23,3±1,3
G 1,7±0,4 75,0±6,0 3,6±0,7 7,9±0,6 15,0±2,4 22,9±2,5

Total 1,9±0,7 76,9±10,2 3,3±0,6 7,5±1,0 14,2±2,6 21,7±3,1
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Em um sistema de monta natural comum nas criações extensivas de búfalos, deve-se 
respeitar a proporção touro/vaca, que é de 1 touro:45 a 60 vacas “animais adultos: > 5 anos” 
[6]. Mas estes valores podem ser superiores se o reprodutor tiver sido aprovado por um exa-
me andrológico completo (com teste de libido), tendo sêmen de alta qualidade, ser de alto 
valor zootécnico e dependendo do ambiente onde se encontra (piquetes planos, boa alimen-
tação, água ad libitum e sombra ou local para banho). 

Considerações Finais - Os reprodutores bubalinos são passíveis de condicionamento para 
coleta de ejaculados com vagina artificial em fazendas para ser usado em IATF como sêmen 
refrigerado e congelado. Entretanto, podem não apresentar uma constância na produção de 
ejaculados com qualidade, ou mesmo não ejacular. Vale ressaltar que segundo a Instrução 
Normativa MAPA Nº 36, de 27 de outubro de 2015 [7], somente poderá ser distribuído no 
Brasil o sêmen bovino ou bubalino coletado em centros de coleta e processamento de sêmen, 
registrados no Ministério da agricultura pecuária e Abastecimento (MAPA). Isto significa 
que o sêmen coletado e processado em fazendas particulares, somente poderá ser utilizado 
pelo produtor e não é permitida sua comercialização.
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Abstract: Infertility or subfertility in bovine males may be related to spermatic microRNAs (miRNAs), 
whose function seems to be associated with the regulation of gene expression, degradation of messenger 
RNAs (mRNAs) for later translation into early embryonic development. Semen samples from two bulls 
(Bos taurus) which were subfertile (T1 and T2) and one fertile (Tc) were used to perform the RNAseq 
technique for miRNAs. In sum, 1306 miRNAs were identified in the samples. The bta-miR-380-5p, bta-
miR-155, btamiR-122, bta-miR-30c and bta-miR-34a genes were identified by computational analysis as 
being differentially expressed between the groups, indicating that these genes may present themselves 
as possible fertility markers. However, it has become clear that there is no single miRNA that marks 
different types and causes of subfertility.
Keywords: bovine; sperm; fertility.
Palavras-chave: bovino, espermatozoide, fertilidade.

Introdução - A reprodução animal tem sido beneficiada com pesquisas na área da biologia 
molecular, apresentando a possibilidade de melhoria dos índices de fertilidade a partir de 
maior e mais específicos conhecimentos do mecanismo de atuação, identificação e carac-
terização dos RNAs. Parte das dúvidas quanto aos mecanismos fisiológicos da infertilidade 
em machos poderiam ser esclarecidas pela identificação e reconhecimento das funções dos 
micro-RNAs (miRNAs) [1]. Pequenos RNAs não-codificantes, os miRNAs participam da re-
gulação de diversos processos fisiológicos, aparentemente atuando após a fecundação e sua 
descoberta permitiu uma nova visão quanto aos mecanismos de regulação dos genes (Nishi-
1 Universidade Federal de Uberlândia-MG, Brasil.
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mura & Dode, 2014). O propósito deste estudo foi descrever o perfil de miRNAs diferencial-
mente expressos em amostras de sêmen de touros (Bos taurus) férteis e subférteis e avaliar se 
são passíveis de serem utilizados como marcadores de fertilidade.

Material e Métodos - Foram utilizadas oito amostras de 0,5ml de sêmen congelado de um 
touro comercial de fertilidade comprovada em central de inseminação artificial identificado 
como Tc (Touro controle), e oito amostras sêmen de 0,5 ml de outros dois touros subférteis 
(amostras T1 e T2). Amostras de cada touro foram submetidas a protocolos de extração de 
RNA feita conforme procedimentos descritos pelo mirVana™ miRNA Isolation Kit (AM1560) 
da Life (Life Technologies Corporation). Em seguida, foram realizadas a ampliação dos miR-
NAs e construção da biblioteca de miRNA (kit Íon Total RNA-Seq v2), a reação de PCR 
emulsão, enriquecimento, bem como a injeção da amostra no chip pelo equipamento Íon 
Chef. O sequenciamento foi feito no equipamento Íon Próton (Ion Proton™ System, Thermo 
Fisher Scientific Inc.). Os miRNAs isolados, de cada touro avaliado, foram encaminhados 
para a análise de bioinformática, para que fossem identificados aqueles diferencialmente ex-
pressos nos animais avaliados. Foi estabelecida a comparação entre as amostras, utilizando-se 
duas metodologias de busca de alvos para aumentar a robustez do procedimento analítico: 
o programa miRanda utilizando como cutoff energia mínima livre da hibridização -20 kcal/
mol, 100% de identidade entre os nucleotídeos 2 e 8 do miRNA e, o programa RNAhybrid, 
utilizando como cutoff energia mínima livre da hibridização -20 kcal/mol. Implementou-se 
ambos os procedimentos em plataforma Linux offline para realização do experimento de 
forma high-throughput. Foi criado um banco de dados de 3’ UTR de Bos taurus utilizan-
do Biomart-Ensembl para realização da busca de alvos para os miRNAs identificados como 
diferencialmente expressos, identificando as moléculas em maior expressão nos animais al-
tamente férteis (resultados satisfatórios no exame andrológico e na Produção in vitro de Em-
briões) e subférteis (resultados insatisfatórios no exame andrológico e na Produção in vitro 
de Embriões).

Resultados e Discussão - A expressão de miRNAs apresentou variações entre animais férteis 
e subférteis, sendo que os miRNAs miR-380-5p e miR-155 foram mais expressos na amostra 
T1 enquanto o miR-34a apresentou menor grau de expressão na amostra T2, quando compa-
radas à amostra controle (touro fértil). O resultado observado levanta a hipótese de que exis-
tem diferenças quanto ao conteúdo de miRNA entre indivíduos férteis e subférteis, e mesmo 
entre os subférteis, pois foi observado que os miRNAs identificados não foram os mesmos 
nas amostras T1 e T2.  Enquanto os miRNAs bta-miR-380-5p, bta-miR-155 e bta-miR-30c 
apresentaram maior expressão na amostra T1, o bta-miR-122 nem mesmo foi identificado na 
amostra. O fato pode ser atribuído a diferentes causas de subfertilidade, pois não se podem 
esperar respostas biológicas idênticas de organismos distintos, apesar de mesma raça e sexo, 
outras variáveis podem ter levado à diferença observada. Os miRNAs bta-miR-380-5p, bta-
-miR-155, bta-miR-122, bta-miR-30c e bta-miR-34a diferencialmente expressos neste estudo 
carecem de estudos mais específicos para a determinação de seus mecanismos de ação, mas, 
cabe considera-los como possíveis marcadores não somente de fertilidade em touros, mas 
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também marcadores da causa da subfertilidade, tais como injúria testicular, deficiência no 
processo de fertilização propriamente dito e no desenvolvimento embrionário.

Considerações Finais - Existem diferenças quanto ao conteúdo de miRNAs em touros férteis 
e subférteis, no entanto, não é possível identificar um único miRNA que seja diferencialmen-
te expresso em todos os touros subférteis, provavelmente por serem subfertilidade de causas 
diferentes.
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Abstract: The study aimed to establish the most suitable osmolarity range of the hypoosmotic solution 
for testing the membrane integrity in raw semen of rams. Sodium citrate and fructose based solutions 
(S) with the following osmolarities (mOsm/L) were used: 50 (S1), 75 (S2), 100 (S3), 125 (S4), 150 (S5), 
175 (S6), 200 (S7), 250 (S8), 290 (S9) and 300 mOsm/L (S10). Nine mature Santa Ines rams (21.5±0.5 
months; 72.9±1.6 kg) had semen collected one month apart. After the hypoosmotic swelling test 
(HOST) the ejaculates were evaluated using a phase-contrast microscope. A total of 200 spermatozoa 
were counted and sperm cells were classified as spermatozoa with coiled tails (CD, %), strongly coiled 
tail (CFD, %) or non-coiled tails. According to CD, S1, S2, S3, S4, S5, S6 and S7 were superior to S8, S9 
and S10 (P<0,05). According to CFD, S2, S3, S4, S5, S6 and S7 were superior to S8, S9 and S10 (P<0,05). 
Results suggest that the 75 up to 200 mOsm/L solution would be best for using in HOST when raw 
semen of rams is analyzed.
Keywords: ram; sperm; hypoosmotic solution.
Palavras-chave: ovinos; espermatozoide; solução hiposmótica.

Introdução – A expansão da ovinocultura tem tido destaque nas últimas décadas em diversas 
regiões do país, sendo uma atividade atrativa para produção de leite, carne e couro de qualidade1. 
Contudo, inúmeras biotécnicas da reprodução aplicadas ao sêmen ovino são baseadas em méto-
dos desenvolvidos para outras espécies2. Assim, torna-se crucial a execução de estudos espécie-

1 Embrapa Pecuária Sudeste.
2 Universidade Federal Fluminense.
3 Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia/USP.
4 Embrapa Caprinos e Ovinos.
5 Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos/USP.
6 Universidade Federal do Pará.
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-específicos que possam melhorar a eficiência reprodutiva desses animais. O teste hiposmótico 
(HOST) é uma técnica diagnóstica capaz de indicar a condição estrutural da membrana espermá-
tica, sendo executada com osmolaridade já estabelecida e relatada na literatura, em espécies como 
bovinos e equinos3,4. Porém, para os ovinos, essa referência ainda não foi propriamente estabele-
cida. As membranas celulares são responsáveis pela homeostase, por possibilitarem transporte 
seletivo de moléculas entre os meios intra e extracelular5. Quando o espermatozoide é inserido 
em ambiente hiposmótico, o solvente do meio extracelular tende a entrar na célula, a fim de pro-
mover equilíbrio celular6. O influxo de solvente provoca turgidez celular, fazendo com que a cauda 
espermática se dobre, indicando que a membrana espermática se encontra íntegra e funcional7. 
Assim, considerando a necessidade de refinamento de biotécnicas reprodutivas para a espécie, o 
objetivo do trabalho foi estabelecer a osmolaridade mais adequada da solução hiposmótica usada 
para avaliação da integridade da membrana espermática no sêmen in natura de ovinos.

Material e Métodos - O experimento foi conduzido de janeiro a maio de 2016, na Embrapa 
Pecuária Sudeste, em São Carlos-SP, Brasil. Foram utilizados 9 reprodutores ovinos Santa Inês, 
em grupo experimental homogêneo (21,5±0,5 meses, 72,9±1,6 kg e ECC 3,3±0,1). Os animais 
foram mantidos em lote único sob as mesmas condições de manejo nutricional e sanitário, per-
manecendo em confinamento, com fornecimento diário de dieta composta por 80% volumoso 
e 20% de concentrado, com acesso ad libitum a água e sal mineral. A avaliação da integridade de 
membrana plasmática consistiu na utilização de soluções hiposmóticas, composta por D-fruto-
se e citrato de sódio dihidratado. As soluções apresentavam 10 osmolaridades diferentes (mOs-
m/L): 50 (S1), 75 (S2), 100 (S3), 125 (S4), 150 (S5), 175 (S6), 200 (S7), 250 (S8), 290 (S9) e 300 
(S10), determinadas por extrapolação alométrica em relação à espécie caprina2. O sêmen foi 
coletado mensalmente por vagina artificial, totalizando 5 coletas/animal. Após a coleta, o sê-
men in natura foi avaliado quanto aos aspectos quantiqualitativos. Atendendo às premissas de 
normalidade para a espécie8, o ejaculado era destinado aos tratamentos. Uma alíquota de 20 μL 
de sêmen foi adicionada a cada uma das diferentes soluções hiposmóticas (500 µL), sendo as 
amostras homogeneizadas e incubadas a 37ºC por 60 minutos. Após, foram adicionados 500 µL 
de solução formol-salina tamponada e as amostras mantidas a 5oC até a análise. Foram avalia-
das 200 células por amostra, em microscopia de contraste de fase (1000x)9. Os espermatozoides 
foram classificados como portadores de membrana plasmática íntegra ao apresentar intumes-
cimento celular visualizado mediante o dobramento da cauda3. Adicionalmente ao total caudas 
dobradas (CD, %), as células que apresentaram forte enrolamento da cauda (CFD, %) também 
receberam classificação, a fim de minimizar o efeito de possíveis defeitos morfológicos do eja-
culado sobre o teste hiposmótico. Para a contagem de CD foram consideradas todas as células 
que apresentavam qualquer tipo de dobra na cauda, incluindo a CFD. Para análise estatística, os 
dados de integridade de membrana plasmática foram submetidos à avaliação da normalidade 
dos resíduos, seguida de análise de variância. Em caso de significância, as médias foram compa-
radas pelo teste de Tuckey. O nível de significância previamente adotado foi de 5%.

Resultados e Discussão – A CD e a CFD apresentaram diferença significativa quando as células 
espermáticas foram expostas às diversas osmolaridades das soluções hiposmóticas (Figura 1).
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Figura 1. Médias (± erro padrão) do número de caudas dobradas (%) em soluções hiposmóticas com 
diferentes osmolaridades (mOsm/L).  Letras distintas indicam diferença significativa entre as soluções, 
pelo teste de Tuckey (P<0,05).

As populações espermáticas apresentaram elevada porcentagem de CD da solução S1 à 
S7, atingindo menores valores nas soluções S8 a S10. Essa tendência também foi notada para 
CFD, diferindo apenas na particularidade de que em S1 os valores não apresentaram distin-
ção de S8, S9 e S10 (P>0,05). A comparação entre CD e CFD foi propositalmente executada 
para inferência do efeito das diferentes osmolaridades, pois o dobramento intenso da cauda 
do espermatozoide pode sugerir um defeito morfológico celular prévio8 e não, de fato, ser 
consequente à exposição hipo-osmolar. Assim, no presente estudo, com o comportamento 
semelhante de CD e CFD, pode se inferir que não houve influência de defeitos morfológicos 
na análise pretendida. Por conceito, a solução hiposmótica considerada ideal deve ocasionar 
um estresse osmótico suficientemente grande para causar aumento observável no volume 
intracelular, mas sem levar à lise da membrana espermática6. Isso justifica a notável redução 
na proporção de células com CD e CFD, observadas nas S8 (250 mOsm/L), S9 (290 mOs-
m/L) e S10 (300 mOsm/L), permitindo inferir que essas concentrações não são adequadas 
para execução do HOST em ovinos. Sendo assim, as osmolaridades de 75 a 200 mOsm/L 
aparentemente apresentaram ser mais eficientes para o teste, o que difere a técnica daquela 
utilizada para outras espécies, como, caprinos (100 a 200 mOsm/L)2, bovinos (150 mOsm/L)3 
e equinos (25 a 100 mOsm/L)10. A CD diminuiu significativamente da primeira à quinta cole-
ta de sêmen (Figura 2A) e diferiu entre animais (Figura 2B). Sabe-se que a qualidade seminal 
está associada à influência da frequência de coletas, além de certas variáveis do ambiente11, 
o que pode ter ocorrido no presente estudo, explicando a queda da CD ao longo das coletas. 
A influência das caracteristicas seminais individuais dos animais também são relatadas por 
outros autores12, o que corrobora os achados desse trabalho. 



163

a a

a,b b
b

0

10

20

30

40

50

60

1 2 3 4 5

C
au

da
 D

ob
ra

da
 (%

)

Coletas

A 
a,b

c

b

a,b

c

a

b

a

c

0

10

20

30

40

50

60

70

80

A B C D E F G H I

Ca
ud

a  
Do

br
ad

a (
%

)

Animais Experimentais

Figura 2. A- Médias (± erro padrão) do número de células com caudas dobradas (%) obtidas do agrupamento de 
todas as soluções hiposmóticas, avaliadas em 5 coletas de sêmen consecutivas. B- Médias (± erro padrão) do número 
de células com caudas dobradas (%) obtidas do agrupamento de todas as soluções hiposmóticas, avaliadas por ani-
mal. Letras distintas indicam diferença significativa, pelo teste de Tuckey (P<0,05).

Conclusão - O presente estudo demonstrou que as osmolaridades de 75 a 200 mOsm/L apa-
rentemente foram mais eficientes para uso no HOST em sêmen in natura de ovinos.
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Abstract: The objective of this work was to evaluate the bovine sperm nuclear proteins from fertile 
and subfertile animals, in an attempt to identify molecular markers of fertility and subfertility in 
bulls. Eight samples of frozen semen of different ejaculates from four Girolando bulls were used, two 
highly fertile and two subfertile animals. The sperm nuclei were isolated and the protein content was 
evaluated by advanced mass spectrometry. A total of 766 different proteins were identified, 20 of which 
were found in higher numbers in highly fertile bulls and 18 of them were found in higher numbers 
in subfertile bulls. A total of 766 different proteins were identified, 20 of which were found in higher 
numbers in highly fertile bulls, therefore they are possible markers of fertility, and 18 of them were 
found in higher numbers in subfertile bulls, therefore they are possible markers of subfertility. The top 
five fertility protein markers were Keratin type II cytoskeletal 71 kDa, Plasma serine protease inhibitor, 
60S ribosomal protein L9, Protein FAM71D and Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma 
catalytic subunit. The top five subfertility protein markers were Tubulin beta-2B chain, ATP synthase 
subunit delta, Ferritin light chain, 60S ribosomal protein L30 and 60 kDa heat shock protein.
Keywords: proteome; spermatozoon; bull.
Palavras-chave: proteoma; espermatozoide; touro.

Introdução - A compreensão da composição e fisiologia do espermatozoide é importante 
para compreender a subfertilidade transitória ou permanente em touros. A comparação do 
perfil de proteínas de espermatozoides em diferentes estágios de maturação de diferentes es-
pécies animais revelam diferentes conjuntos de proteínas. Algumas proteínas podem exercer 
diferentes papéis no organismo e exercer funções específicas nos espermatozoides. Durante a 
maturação dos espermatozoides observou-se, em homens férteis, que as proteínas envolvidas 
na geração de gametas, motilidade celular, metabolismo energético e processos de fosforila-
ção oxidativa mostraram níveis de expressão crescentes e aquelas envolvidas na biossíntese, 
transporte, ubiquitinação e resposta aos processos de estresse oxidativo mostraram redução 
1 Universidade Federal de Uberlândia.
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de seus níveis de expressão e, ainda que o número de proteínas decresce de acordo com o nível 
de maturação dos espermatozoides [1]. Estudos mostram que a maior ou menor expressão de 
proteínas espermáticas funcionais de touros mestiços pode estar relacionada à alta incidência 
de subfertilidade nestes animais [2]. Portanto, proteínas espermáticas podem servir como 
marcadores de fertilidade em machos de mamíferos, incluindo touros. Objetivou-se com este 
trabalho avaliar as proteínas nucleares de espermatozoides de bovinos férteis e subférteis, na 
tentativa de se identificar marcadores moleculares de fertilidade e subfertilidade em touros

Material e Métodos - Foram utilizadas oito amostras de sêmen congelado de diferentes eja-
culados oriundas de quatro touros girolando, testados anteriormente em rotinas de produção 
in vitro de embriões, sendo dois altamente férteis e dois subférteis. As cabeças dos esperma-
tozoides foram isoladas por sonicação e ultracentrifugação. As membranas dos esperma-
tozoides foram degradadas por banhos em solução contendo triton X100 e a cromatina foi 
descondensada por tampão contendo 1,4-ditiotreitol (DTT). Posteriormente o material foi 
tratado com DNAse e RNAse. Finalmente as amostras passaram por redução e alquilação das 
proteínas, digestão enzimática das proteínas com tripsina e “clean up/desalting” das amos-
tras. As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas do tipo LTQ Orbitrap ELI-
TE (Thermo‐Finnigan) acoplado a um sistema de cromatografia de nanoflow (LC‐MS/MS), 
obtendo-se o proteoma total da cabeça dos espermatozoides. Os dados adquiridos foram 
automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis System – CPAS”. 
Para obter um número representativo da quantidade de cada proteína em cada amostra, foi 
realizada uma normalização das análises, transformando-se o número de peptídeo de cada 
proteína em porcentagem do número total de peptídeo encontrado na amostra. Para identi-
ficação de possíveis marcadores proteicos de fertilidade e subfertilidade, foi realizada análise 
estatística (ANOVA seguido do pós-teste de Tukey, significância com p≤0,05) para identificar 
as proteínas em maior quantidade nos animais altamente férteis quando comparados com os 
subférteis e vice-versa.

Resultados e Discussão - Foram identificadas 766 diferentes proteínas, sendo que 20 delas 
foram encontradas em maior quantidade em touros altamente férteis quando comparado a 
touros subférteis. São elas em ordem decrescente de significância estatística: “Keratin, type 
II cytoskeletal 71 kDa” (p=0,00075), “Plasma serine protease inhibitor” (p=0,00090), “60S 
ribosomal protein L9” (p=0,00098), “Protein FAM71D” (p=0,0034), “Serine/threonine-pro-
tein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit” (p=0,0039), “Keratin, type I cytoskeletal 
10 kDa” (p=0,0065), “cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha” (p=0,0087), 
“Histone H2A.J” (p=0,0091), “Acyl-protein thioesterase 1” (p=0,011), “Keratin, type II cytos-
keletal 59 kDa” (p=0,014), “40S ribosomal protein S8” (p=0,015), “Beta-nerve growth fator” 
(p=0,015), “Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B beta iso-
form” (p=0,021), “Cilia- and flagella-associated protein 20 kDa” (p=0,022), “Malate dehydro-
genase, mitochondrial” (p=0,037), “Proteasome subunit alpha type-6”, (p=0,041), “Seminal 
plasma protein A3” (p=0,043), “Secretoglobin family 1D member”, (p=0,046), “Histone H2B 
subacrosomal variant”, (p=0,049), “Outer dense fiber protein 1” (p=0,050). Portanto, estas 
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proteínas possuem grande potencial para serem utilizadas como marcadores proteicos de 
fertilidade. 18 delas foram encontradas em maior quantidade em touros subférteis quan-
do comparado a touros férteis. São elas em ordem decrescente de significância estatística: 
“Tubulin beta-2B chain”(p=0,00010), “ATP synthase subunit delta” (p=0,00016), “Ferritin 
light chain” (p=0,00018), “60S ribosomal protein L30” (p=0,00091), “60 kDa heat shock pro-
tein” (p=0,0011), “60S ribosomal protein L12” (p=0,0020) “Acetyl-CoA acetyltransferase” 
(p=0,0078) “Serum albumin” (p=0,0078), “60S ribosomal protein L8” (p=0,0078) “Tetras-
panin-8” (p=0,014), “40S ribosomal protein S7” (p=0,016), “Stress-70 protein, mitochon-
drial” (p=0,019), “Double-strand-break repair protein rad21 homolog” (p=0,019), “NADH 
dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 5” (p=0,020), “Cytochrome c oxidase subunit 5A, 
mitochondrial” (p=0,024), “Heat shock protein beta-9” (p=0,035), “Adiponectin” (p=0,038), 
“Transitional endoplasmic reticulum ATPase” (p=0,040). Portanto, estas proteínas possuem 
grande potencial para serem utilizadas como marcadores proteicos de subfertilidade, neces-
sitando novos trabalhos para validação desta hipótese.
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Abstract: Understanding the composition and physiology of spermatozoa is important for transient 
or permanent subfertility in bulls. The aim of this study was to evaluate the nuclear proteins of fertile 
bovine spermatozoa in the attempt to identify molecular markers of fertility in bulls. Spermatozoon 
heads semen samples from four bulls, two fertile and two subfertile, were used to Identification and 
quantification of sperm nucleus proteins by advanced masses. These samples were also used in routine in 
vitro production of embryos (IVEP), obtaining the rate of cleavage and formation of blastocysts of each 
sample. We identified 20 possible fertility markers proteins in bulls. Protein Acithiosesterase1 (APT-
1), beta nerve growth factor (Beta-NGF), plasma protein (BSP-3), Histone H2A.J, FAM71D protein, 
40S-S8 ribosomal proteins and 60S-L9, the plasma serine protease inhibitor (Protein C inhibitor) (PCI) 
(Serpin A5) and the catalytic alpha subunit of the cAMP-dependent protein kinase were considered as 
having potential to be used as fertility markers.
Keywords: bovine; sperm; fertility.
Palavras-chave: bovino, espermatozoide, fertilidade.

Introdução - A compreensão da composição e fisiologia do espermatozoide é importante 
para compreender a subfertilidade transitória ou permanente em touros. A comparação do 
perfil de proteínas de espermatozoides em diferentes estágios de maturação de diversas es-
pécies animais revela conjuntos distintos de proteínas. Algumas proteínas podem exercer 
diferentes papéis no organismo e exercer funções específicas nos espermatozoides. Duran-
te a maturação dos espermatozoides [1] observou-se, em homens férteis, um aumento na 
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expressão de proteínas envolvidas na geração de gametas, motilidade celular, metabolismo 
energético e processos de fosforilação oxidativa mostraram níveis de expressão crescentes e 
redução na expressão daquelas envolvidas na biossíntese, transporte, ubiquitinação e respos-
ta aos processos de estresse oxidativo e, ainda que o número de proteínas decresce de acordo 
com o nível de maturação dos espermatozoides. Portanto, proteínas espermáticas podem 
servir como marcadores de fertilidade em mamíferos, incluindo touros. Objetivou-se com 
este trabalho avaliar as proteínas nucleares de espermatozoides de bovinos férteis e subférteis, 
na tentativa de se identificar marcadores moleculares de fertilidade em touros.

Material e Métodos - Foram utilizadas oito amostras de sêmen congelado de diferentes eja-
culados oriundas de quatro touros girolando, sendo dois altamente férteis e dois subférteis. 
As cabeças dos espermatozoides foram isoladas por sonicação e ultracentrifugação. As mem-
branas dos espermatozoides foram degradadas por banhos em solução contendo triton X100 
e a cromatina foi descondensada por tampão contendo 1,4-ditiotreitol (DTT). Posteriormen-
te o material foi tratado com DNAse e RNAse. Finalmente as amostras passaram por redução 
e alquilação das proteínas, digestão enzimática das proteínas com tripsina e “clean up/desal-
ting” das amostras. As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas do tipo LTQ 
Orbitrap ELITE (Thermo‐Finnigan) acoplado a um sistema de cromatografia de nanoflow 
(LC‐MS/MS), obtendo-se o proteoma total da cabeça dos espermatozoides. Os dados adqui-
ridos foram automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis System 
– CPAS”. Para obter um número representativo da quantidade de cada proteína em cada 
amostra, foi realizada uma normalização das análises, transformando-se o número de peptí-
deo de cada proteína em porcentagem do número total de peptídeo encontrado na amostra. 
Para identificação de possíveis marcadores proteicos de fertilidade, foi realizada análise es-
tatística (ANOVA seguido do pós-teste de Tukey, significância com p≤0,05) para identificar 
as proteínas em maior quantidade nos animais altamente férteis (resultados satisfatórios no 
exame andrológico e na Produção in vitro de Embriões) quando comparados com os subfér-
teis (resultados não satisfatórios no exame andrológico e na Produção in vitro de Embriões).

Resultados e Discussão - Foram identificadas 766 diferentes proteínas, sendo que 20 delas 
foram encontradas em maior quantidade em touros altamente férteis quando comparado a 
touros subférteis. São elas em ordem decrescente de significância estatística: “Keratin, type 
II cytoskeletal 71 kDa” (p=0,00075), “Plasma serine protease inhibitor” (p=0,00090), “60S 
ribosomal protein L9” (p=0,00098), “Protein FAM71D” (p=0,0034), “Serine/threonine-pro-
tein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit” (p=0,0039), “Keratin, type I cytoskeletal 
10 kDa” (p=0,0065), “cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha” (p=0,0087), 
“Histone H2A.J” (p=0,0091), “Acyl-protein thioesterase 1” (p=0,011), “Keratin, type II cytos-
keletal 59 kDa” (p=0,014), “40S ribosomal protein S8” (p=0,015), “Beta-nerve growth fator” 
(p=0,015), “Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B beta iso-
form” (p=0,021), “Cilia- and flagella-associated protein 20 kDa” (p=0,022), “Malate dehydro-
genase, mitochondrial” (p=0,037), “Proteasome subunit alpha type-6”, (p=0,041), “Seminal 
plasma protein A3” (p=0,043), “Secretoglobin family 1D member”, (p=0,046), “Histone H2B 
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subacrosomal variant”, (p=0,049), “Outer dense fiber protein 1” (p=0,050). Estas proteínas 
possuem grande potencial para serem utilizadas como marcadores proteicos de fertilidade, 
necessitando novos trabalhos para validação desta hipótese.

Considerações Finais - Dentre as 20 proteínas associadas a fertilidade, a “Keratin, type II 
cytoskeletal 71 kDa”, “Plasma serine protease inhibitor” e “60S ribosomal protein L9” são as 
de maior potencial (menores valores de p) para serem utilizadas como marcador proteico de 
fertilidade de touros.
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Abstract: The objective of this study was to identify sperm proteins that, when in greater quantity, 
influence the fertilization process of bovine oocytes. Eight samples of frozen semen of different 
ejaculates from four Girolando bulls were used, two highly fertile and two subfertile animals. The sperm 
nuclei were isolated and the protein content was evaluated by advanced mass spectrometry. The same 
ejaculates were used to perform in vitro embryo production routines (IVEP). For the identification of 
sperm proteins that positively or negatively are associated with the fertilization process, the Pearson 
correlation test was performed between the amount of each protein and the cleavage rate. A total of 
766 different proteins were identified in the spermatozoa of the samples, five of which had a positive 
correlation coefficient with the cleavage rate and another five had a negative correlation coefficient, 
that is, five proteins are associated positively the fertilization process and five other proteins are 
associated negatively. The proteins that positively are associated with the fertilization process were 
Seminal plasma protein A3, Beta-nerve growth factor, Lingual antimicrobial peptide, Calicin and Acyl-
protein thioesterase 1, and the other five proteins that negatively are associated with the fertilization 
process were Transitional endoplasmic reticulum ATPase, NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 
alpha subcomplex subunit 5, NADH dehydrogenase (ubiquinone) iron-sulfur protein 3, Cytochrome c 
oxidase subunit 2 and Prohibitin-2.
Keywords: proteome; spermatozoon; bull; cleavage rate.
Palavras-chave: proteoma; espermatozoide; touro; taxa de clivagem.

Introdução - Como modo de aumentar a eficiência da bovinocultura, vem sendo utilizadas 
biotecnologias, principalmente aplicadas à reprodução animal. Dentre essas biotécnicas, a 
produção in vitro de embriões (PIVE) tem tido um papel importante nesse processo, ao pos-
sibilitar a produção de um número maior de bezerros por vaca de alto potencial genético em 
um menor período de tempo. Entretanto, o processo de PIVE é extremamente custoso e pos-
sui baixa eficiência no aproveitamento de ovócitos. Uma das etapas da PIVE que ainda ne-
cessita de aperfeiçoamento é o processo de fertilização in vitro[1]. O espermatozoide é uma 
1 Universidade Federal de Uberlândia.
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célula haploide com muito pouco citoplasma, que até pouco tempo, acreditava-se ter como 
única função levar o conteúdo genético masculino até o ovócito no início da tuba uterina. 
Hoje sabe-se que além do genoma masculino, o espermatozoide carreia sinais epigenéticos 
situados no DNA (metilação), em proteínas histônicas e microRNAS [2]. Muitos são os fato-
res podem interferir no processo de fecundação e entre eles estão proteínas encontradas no 
espermatozoide. Com intuito de fornecer informações que possam ser utilizadas na melhoria 
da fertilização in vitro, objetivou-se com este estudo identificar proteínas espermáticas que 
quando em maior quantidade influenciem o processo de fecundação de ovócitos bovinos.

Material e Métodos - Foram utilizadas oito amostras de sêmen congelado de diferentes eja-
culados oriundas de quatro touros girolando, sendo dois altamente férteis e dois subférteis. 
Todas as amostras foram utilizadas em rotinas de produção in vitro de embriões, sendo uti-
lizados 419 ovócitos para os touros férteis e 336 para os subférteis. Foi calculada a taxa de 
clivagem de todas as amostras após 48 horas do processo de fertilização, ou seja, a porcenta-
gem de ovócitos que iniciaram a clivagem. Para a avaliação proteômica, as cabeças dos esper-
matozoides foram isoladas por sonicação e ultracentrifugação. As membranas dos esperma-
tozoides foram degradadas por banhos em solução contendo triton X100 e a cromatina foi 
descondensada por tampão contendo 1,4-ditiotreitol (DTT). Posteriormente o material foi 
tratado com DNAse e RNAse. Finalmente as amostras passaram por redução e alquilação das 
proteínas, digestão enzimática das proteínas com tripsina e “clean up/desalting” das amos-
tras. As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas do tipo LTQ Orbitrap ELI-
TE (Thermo‐Finnigan) acoplado a um sistema de cromatografia de nanoflow (LC‐MS/MS), 
obtendo-se o proteoma total da cabeça dos espermatozoides. Os dados adquiridos foram 
automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis System – CPAS”. 
Para obter um número representativo da quantidade de cada proteína em cada amostra, foi 
realizada uma normalização das análises, transformando-se o número de peptídeo de cada 
proteína em porcentagem do número total de peptídeo encontrado na amostra. Para iden-
tificação das proteínas espermáticas que influenciaram positivamente ou negativamente o 
processo de fecundação, foi realizado o teste de correlação de Pearson entre a quantidade de 
cada proteína encontrada nas amostras com a taxa de clivagem obtidas nas rotinas de PIVE. 
Aquelas proteínas que apresentaram coeficiente de correlação negativo e com valor de p≤0,05 
foram consideradas como tendo influência negativa no processo de fecundação e as com coe-
ficiente de correlação positivo (p≤0,05) foram consideradas como tendo influência positiva 
no processo de fecundação.

Resultados e Discussão – As PIVEs dos animais férteis apresentaram 53,2% de taxa de cli-
vagem e 50,2% de taxa de blastocistos. Já os animais subférteis apresentaram 35,1% de taxa 
de clivagem e 3,4% de taxa de blastocisto. Foram identificadas 766 diferentes proteínas nos 
espermatozoides das amostras, sendo que apenas cinco delas apresentaram coeficiente de 
correlação negativo significativo com a taxa de clivagem. São elas em ordem decrescente de 
significância estatística: “Transitional endoplasmic reticulum ATPase” (r=-0,99, p=0,0025), 
“NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5” (r=-0,99, p=0,0036), 
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“NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3” (r=-0,99, p=0,0037), “Cytochro-
me c oxidase subunit 2” (r=-0,99, p=0,0092) e “Prohibitin-2” (r=-0,98, p=0,017). Outras cin-
co proteínas apresentaram coeficiente de correlação positivo significativo com a taxa de cliva-
gem. São elas em ordem decrescente de significância estatística: “Seminal plasma protein A3” 
(r=0,99, p=0,014), “Beta-nerve growth factor” (r=0,99, p=0,015), “Lingual antimicrobial pep-
tide” (r=0,98, p=0,017), “Calicin” (r=0,97, p=0,029) e “Acyl-protein thioesterase 1” (r=0,95, 
p=0,048). Dentre as cinco proteínas que apresentaram correlação com a taxa de clivagem, a 
“NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3”, a “Prohibitin-2”, a “Lingual an-
timicrobial peptide” e a “Calicin” não foram encontradas em quantidades significativamente 
diferentes nas amostras de touros férteis e subférteis. A taxa de clivagem estaria diretamente, 
mas não de forma absoluta, relacionada com a fertilização do ovócito. Esta relação não é ab-
soluta, pois existem ovócitos não fertilizados que iniciam a clivagem. Mesmo assim, pode-se 
inferir que a presença destas proteínas em grande quantidade nos espermatozoides influen-
cia o processo de fertilização in vitro. As taxas de blastocisto poderiam corrigir o problema 
causado por clivagem em ovócitos não fecundados, no entanto, a grande diferença entra as 
taxas de clivagem e blastocistos encontradas nos animais subférteis, são mais sugestivas de 
problemas espermático que não interferem no processo de fecundação, mas interferem no 
desenvolvimento embrionário, como por exemplo, alterações de cromatina leves [2].
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Abstract: The objective of this study was to identify sperm proteins that in some way influence the early 
embryonic development. Eight samples of frozen semen of different ejaculates from four Girolando bulls 
were used, two highly fertile and two subfertile animals. The sperm nuclei were isolated and the protein 
content was evaluated by advanced mass spectrometry. The same ejaculates were used to perform in 
vitro embryo production routines (IVEP). For the identification of sperm proteins that positively or 
negatively influenced the embryonic development, the Pearson correlation test was performed between 
the amount of each protein and the blastocyst rate. A total of 766 different proteins were identified in 
the spermatozoa of the samples, 14 of which had a positive correlation coefficient with the blastocyst 
rate and another eight had a negative correlation coefficient, that is, 14 proteins influenced positively 
the early embryonic development and eight other proteins influenced negatively. The top five proteins 
that positively influenced the embryonic development were Spermatogenesis-associated protein 6, 
Serine racemase, 60S ribosomal protein L9, Protein FAM71D and Plasma serine protease inhibitor. The 
top five proteins that negatively influenced the embryonic development were 40S ribosomal protein 
S7, 60S ribosomal protein L12, DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2, Activated 
CDC42 kinase 1 and Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 2.
Keywords: proteome; spermatozoon; embryo; blastocyst rate.
Palavras-chave: proteoma; espermatozoide; embrião; taxa de blastocisto.

Introdução - Espermatozoides são caracterizados como células altamente diferenciadas e com-
partimentalizadas, incapazes de sintetizar proteínas. No entanto, proteínas incorporadas ao es-
permatozoide durante a espermatogênese podem interferir no desenvolvimento embrionário 
inicial, já que ao contrário do que muitos imaginam, quase todo o conteúdo do espermatozoide, 
incluindo cauda e cabeça, penetra no ovócito durante o processo de fecundação [1]. Pouco se 
sabe sobre o conteúdo proteico da matriz nuclear do espermatozoide e menos ainda da influên-
cia destas proteínas sobre o desenvolvimento embrionário inicial. Mesmo assim, acredita-se 
na capacidade das proteínas espermáticas em interferir no metabolismo celular do zigoto e 
1 Universidade Federal de Uberlândia.
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exercer papel regulatório, no desenvolvimento embrionário inicial, principalmente por meio de 
proteínas presentes na matriz espermática [2]. Portanto, é clara a necessidade do estudo mais 
aprofundado das proteínas presentes no espermatozoide para que seja possível esclarecer quais 
proteínas estão presentes e como atuam na fertilização, viabilidade do embrião e desenvolvi-
mento embrionário inicial. Objetivou-se com este estudo identificar proteínas espermáticas que 
de alguma maneira influenciem o desenvolvimento embrionário inicial.

Material e Métodos - Metodologia

Foram utilizadas oito amostras de sêmen congelado de diferentes ejaculados oriundas 
de quatro touros girolando, sendo dois altamente férteis (cobertura natural com menos de 
20% de taxa de retorno e PIVE com mais de 45% de taxa de blastocistos) e dois subférteis 
(cobertura natural com mais de 50% de taxa de retorno e PIVE com menos de 20% de taxa 
de blastocistos. Todas as amostras foram utilizadas em rotinas de produção in vitro de em-
briões. Foi calculada a taxa de formação de blastocisto de todas as amostras no sétimo dia 
após o processo de fertilização, ou seja, a porcentagem de estruturas que iniciaram a clivagem 
e atingiram a forma de blastocisto morfologicamente normal. Para a avaliação proteômica, as 
cabeças dos espermatozoides foram isoladas por sonicação e ultracentrifugação. As membra-
nas dos espermatozoides foram degradadas por banhos em solução contendo Triton X100 e 
a cromatina foi descondensada por tampão contendo 1,4-ditiotreitol (DTT). Posteriormente 
o material foi tratado com DNAse e RNAse. Finalmente as amostras passaram por redução 
e alquilação das proteínas, digestão enzimática das proteínas com tripsina e “clean up/de-
salting” das amostras. As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas do tipo 
LTQ Orbitrap ELITE (Thermo‐Finnigan) acoplado a um sistema de cromatografia de nano-
flow (LC‐MS/MS), obtendo-se o proteoma total da cabeça dos espermatozoides. Os dados 
adquiridos foram automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis 
System – CPAS”. Para obter um número representativo da quantidade de cada proteína em 
cada amostra, foi realizada uma normalização das análises, transformando-se o número de 
peptídeo de cada proteína em porcentagem do número total de peptídeo encontrado na 
amostra. Para identificação das proteínas espermáticas que influenciaram positiva ou negati-
vamente o desenvolvimento embrionário, foi realizado o teste de correlação de Pearson entre 
a quantidade de cada proteína encontrada com a taxa de blastocisto. A taxa de blastocisto 
calculada considerando o número total de ovócitos utilizados desde a maturação ovocitária 
representa indiretamente a fertilidade do animal, pois é influenciada pelo processo de fertili-
zação propriamente dito e pelo desenvolvimento embrionário inicial. Aquelas proteínas que 
apresentaram coeficiente de correlação positivo e com valor de p≤0,05 foram consideradas 
como tendo associação positiva no desenvolvimento embrionário inicial e aquelas que apre-
sentaram coeficiente de correlação negativo e com valor de p≤0,05 foram consideradas como 
tendo associação negativa no desenvolvimento embrionário inicial.

Resultados e Discussão - Foram identificadas 766 diferentes proteínas nos espermatozoides 
das amostras, sendo que 14 delas apresentaram coeficiente de correlação positiva significativo 
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com a taxa de blastocisto. São elas em ordem decrescente de significância estatística: “Sper-
matogenesis-associated protein 6” (r=0,99, p=0,0021), “Serine racemase” (r=0,99, p=0,0066) 
“60S ribosomal protein L9” (r=0,99, p=0,0079), “Protein FAM71D” (r=0,99, p=0,0091), 
“Plasma serine protease inhibitor” (r=0,99, p=0,99, p=0,011), “Signal peptidase complex su-
bunit 3” (r=0,99, p=0,013), “40S ribosomal protein S8” (r=0,98, p=0,016), “T-complex pro-
tein 1 subunit gamma” (r=0,98, p=0,017), “cAMP-dependent protein kinase catalytic subu-
nit alpha” (r=0,98, p=0,028), “Acyl-protein thioesterase 1” (r=0,097, p=0,030), Coiled-coil 
domain-containing protein 63 kDa” (r=0,96, p=0,042), “Beta-nerve growth factor” (r=0,96, 
p=0,043), “Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha, mitochondrial” 
(r=0,95, p=0,045) e “Histone H2A.J” (r=0,95, p=0,049). Outras oito proteínas apresentaram 
coeficiente de correlação negativo significativo com a taxa de blastocisto. São elas em or-
dem decrescente de significância estatística: “40S ribosomal protein S7” (r=-0,98, p=0,015), 
“60S ribosomal protein L12” (r=-0,97, p=0,035), “DNA replication ATP-dependent helicase/
nuclease DNA2” (r=-0,97, p=0,035), “Activated CDC42 kinase 1” (r=-0,97, p=0,035), “Ubi-
quinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 2” (r=-0,97, p=0,035), “Acetyl-CoA 
acetyltransferase” (r=-0,96, p=0,037), “Heat shock protein beta-9” (r=-0,096, p=0,040), “Lim-
bin” (r=-0,96, p=0,045). Das 14 proteínas com correlação positiva com a taxa de blastocisto, 
oito (“60S ribosomal protein L9”, Protein FAM71D”, “Plasma serine protease inhibitor”, “40S 
ribosomal protein S8”, “cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha”, “Acyl-pro-
tein thioesterase 1”, “Beta-nerve growth factor”, “Histone H2A.J) estavam entre as proteínas 
mais encontradas nos animais férteis e das oito proteínas com correlação negativa com a taxa 
de blastocisto, quatro (“40S ribosomal protein S7”, “60S ribosomal protein L12”, “Acetyl-CoA 
acetyltransferase”, “Heat shock protein beta-9”) estavam entre as proteínas mais encontradas 
nos animais subférteis. O fato de nem todas as proteínas encontradas expressas diferente-
mente nos animais férteis e subférteis terem correlação com a taxa de blastocisto, corrobora 
com o fato da fertilidade do touro ser afetada por fatores que influenciam diretamente o 
processo de fertilização e por fatores que influenciam o desenvolvimento embrionário. O 
presente trabalho identificou proteínas correlacionadas apenas com o desenvolvimento em-
brionário inicial. Ou seja, a presença destas proteínas em grande quantidade nos espermato-
zoides pode interferir diretamente no desenvolvimento embrionário inicial ou pode ser um 
indicativo de algum problema espermático que interfira nesta etapa do desenvolvimento, ou 
seja, é um marcador molecular de um problema espermático que interfere no desenvolvi-
mento embrionário inicial.
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Abstract: Twenty five ejaculates from five Santa Ines rams were cryopreserved with dimethylformamide 
(DMF) with or without association with glycerol (GL) in the following concentrations: G1: GL6%; G2: 
DMF3%; G3: GL5% + DMF1%; G4: GL4% + DMF2%; G5: GL3% + DMF3%; G6: GL2% + DMF4%; 
G7: GL1% + DMF5%. The spermatic kinetics parameters were evaluated through a computer analysis 
system, as well as for the structural integrity of the plasma membrane via flow cytometry, using the 
probes carboxyfluorescein diacetate (DIC) and propidium iodide (IP). Statistical difference was 
only demonstrated in between treatments G7 and G4 (P>0.05) at the structural integrity evaluation, 
but those did not differ from the other groups. The results indicate that the dimethylformamide is 
an efficient substitute of glycerol in all concentrations tested, although it is not able to overcome the 
negative effects caused by it in the cryopreservation of ovine semen.
Keywords: ovine; cryoprotectants, sperm; CASA.
Palavras-chave: ovinos, crioprotetores, esperma, CASA.

Introdução – Entre os fatores que interferem com o sucesso de um protocolo de criopreservação, 
destaca-se o emprego de um crioprotetor eficiente e na concentração adequada [1]. O glicerol 
(GL) é um crioprotetor muito utilizado na congelação do sêmen ovino, evitando a formações de 
cristais de gelo intracelular. Porém, ocasiona efeitos negativos na avaliação pós-descongelação, 
relacionados ao estresse osmótico, mudanças na organização, fluidez e permeabilidade da mem-
brana plasmática e desorganização da sua composição lipídica [2]. Esse fato tem incentivado 
pesquisas com outros crioprotetores, entre eles o grupo das amidas, que apresentam menor vis-
1 Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia. 
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cosidade e peso molecular em relação ao glicerol, diminuindo o estresse osmótico ao espermato-
zoide. A dimetilformamida é um composto que foi testado em equinos [3], coelhos [1] e ovinos 
[4]. Objetivou-se neste trabalho avaliar os efeitos sobre a cinética e integridade de membrana 
espermática pós-descongelação na utilização da dimetilformamida para a criopreservação do 
sêmen ovino em substituição total ou parcial ao glicerol, em diferentes concentrações.

Material e Métodos – Foram obtidos para 25 ejaculados a partir da colheita por vagina ar-
tificial de 5 ovinos da raça Santa Inês. Cada ejaculado foi dividido e submetido a todos os 
tratamentos, sendo diluídos em um meio-base de Tris-gema acrescido de DMF e/ou GL a 
diferentes concentrações de acordo com os grupos experimentais delineados: Grupo 1- GL 
a 6% (controle); Grupo 2- DMF 3%; Grupo 3- GL a 1% e DMF a 5%; Grupo 4- GL a 2% e 
DMF a 4%; Grupo 5- GL a 3% e DMF 3%; Grupo 6- GL a 4% e DMF a 2%; Grupo 7- GL a 5% 
e DMF a 1%. Os ejaculados foram envasados em palhetas de 0,25mL com concentração de 
100x10⁶sptz por palheta, e foram então resfriadas, congeladas, raqueadas e armazenadas em 
botijão de sêmen até o momento da descongelação. 

A cinética espermática foi avaliada a partir da análise computadorizada de sêmen 
(CASA, Microptics, S.L. Versão 5.1, Barcelona, Espanha), com set-up para ovinos. Uma alí-
quota do sêmen foi diluída em tampão fosfato-salino – PBS, até se obter uma diluição final 
de aproximadamente 48x10⁶sptz/mL. Após cinco a dez minutos de incubação (37ºC), 5 µL 
do sêmen diluído foram analisados no microscópio entre lâmina e lamínula, sob aumento de 
100x. Foram avaliados os parâmetros espermáticos de motilidade total (MT) e progressiva 
(MP), velocidades curvilinear (VCL), do percurso médio (VAP) e em linha reta (VSL), des-
locamento lateral de cabeça (ALH), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), frequência de 
batimento flagelar cruzado (BCF) e hiperatividade (HYPERACT). 

A avaliação de integridade estrutural de membrana plasmática, feita através do citô-
metro de fluxo (BD FACSCalibur®, BD Biosciences, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA), foi 
realizada utilizando-se duas sondas fluorescentes: o diacetato de carboxifluoresceína (DIC, 
21879, Sigma Aldrich) e iodeto de propídeo (IP, P4170, Sigma Aldrich), em uma solução de 
trabalho composta por PBS (200μL de sêmen diluído na concentração de 2x10⁶sptz/mL), 
DIC na concentração final de 20,0μM e IP na concentração final de 15μM. Foram adiciona-
dos, 5μL de IP e 5μL de DIC. Os espermatozoides DIC+/IP- foram classificados como não 
lesados e os DIC+/IP+, DIC-/IP+ e DIC-/IP-  como lesados.

O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, onde os ejaculados foram con-
siderados repetições e os protocolos de processamento do sêmen foram considerados trata-
mentos. A média e desvio padrão das variáveis foram obtidas por análise descritiva. Os dados 
foram processados pelo Pacote estatístico SAS, Versão 9.0 (2002). Foi feita análise de norma-
lidade através do teste de Shapiro-Wilk. As variáveis não paramétricas foram analisadas pelo 
Krukal-Wallis e as normais pelo teste SNK. O índice de significância utilizado foi de 5%.

Resultados e Discussão – Na Tabela 1 encontram-se as médias e desvios padrão das variá-
veis analisadas pelo sistema de análise computadorizada de sêmen de acordo com cada gru-
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po experimental. Ao comparar os parâmetros de cinética espermática avaliados, não foram 
observadas diferenças estatísticas entre os grupos.

Tabela 1. Médias e desvios padrão de motilidade total (MT) e progressiva (MP), velocidades 
curvilinear (VCL), do percurso médio (VAP) e em linha reta (VSL), deslocamento lateral 
de cabeça (ALH), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), frequência de batimento flagelar 
cruzado (BCF) e hiperatividade (HYPER) de sêmen ovino criopreservado com diferentes 
concentrações de glicerol e dimetilformamida.

VARIÁVEL G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

MT (%) 43,7 ± 23,5 35,2 ± 24,4 44,4 ± 26,7 47,6 ± 27,9 48,9 ± 27,0 49,9 ± 29,5 36,5 ± 27,7

MP (%) 6,7 ± 3,9 4,9 ± 4,5 8,1 ± 6,3 8,0 ± 4,6 8,7 ± 5,4 8,5 ± 4,8 4,9 ± 4,1

VCL (μm/s) 56,7 ± 14,5 54,5 ± 16,5 58,9 ± 12,0 56,9 ± 14,0 57,0 ± 13,6 55,0 ± 20,6 45,7 ± 15,2

VSL (μm/s) 22,9 ± 8,7 20,5 ± 9,3 23,4 ± 6,9 22,7 ± 8,0 24,1 ± 8,7 21,6 ± 8,3 17,2 ± 8,3

VAP (μm/s) 33,9 ± 10,1 31,3 ± 10,9 34,4 ± 7,4 33,4 ± 9,1 34,2 ± 10,4 31,8 ± 12,2 25,8 ± 10,1

LIN (%) 39,7 ± 8,6 36,7 ± 10,2 39,6 ± 8,75 39,4 ± 7,3 41,6 ± 8,6 38,1 ± 9,5 36,3 ± 6,9

STR (%) 66,2 ± 7,6 63,6 ± 13,0 67,0 ± 8,2 66,9 ± 7,2 69,6 ± 6,9 69,7 ± 9,5 65,0 ± 7,5

ALH (μm) 3,7 ± 0,7 3,7 ± 0,9 3,9 ± 0,6 3,8 ± 0,7 3,8 ± 1,0 3,9 ± 1,0 3,5 ± 0,7

BCF (Hz) 9,3 ± 2,2 10,1 ± 1,8 10,1 ± 1,8 9,5 ± 1,7 9,9 ± 2,6 9,6 ± 2,7 9,2 ± 1,9

HYPER (%) 4,8 ± 3,6 4,9 ± 3,6 4,9 ± 3,6 5,1 ± 3,4 5,9 ± 3,9 5,4 ± 3,5 3,0 ± 2,7

G1: GL6%; G2: DMA3%; G3: GL5%+DMA1%; G4: GL4%+DMA2%; G5: GL3%+DMA3%; G6: 
GL2%+DMA4%; G7: GL1%+DMA5%

Na avaliação da integridade estrutural da membrana plasmática espermática, foi ob-
servada diferença entre os grupos G4 e G7 (P<0,05). E estes grupos não diferiram quando 
comparados aos demais (P>0,05), como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Parâmetros de integridade de membrana plasmática de sêmen ovino criopreservado com 
diferentes concentrações de glicerol e dimetilformamida avaliado em citometria de fluxo.

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

LESADOS (%) 77,1 ± 9,8 ab 75,5 ± 15,2 ab 76,7 ± 9,4 ab 70,9 ± 13,6 a 77,1 ± 10,6 ab 77,7 ± 13,5 ab 85,0 ± 9,2 b

NÃO LESADOS (%) 16,6 ± 8,3 ab 17,9 ± 14,8 ab 17,3 ± 8,3 ab 26,6 ± 13,0 a 16,3 ± 9,2 ab 15,9 ± 13,2 ab 8,5 ± 8,5 b

G1: GL6%; G2: DMA3%; G3: GL5%+DMA1%; G4: GL4%+DMA2%; G5: GL3%+DMA3%; G6: 
GL2%+DMA4%; G7: GL1%+DMA5%; Não lesados: DIC+/IP-; Lesados: DIC+/IP+, DIC-/IP+ e DIC-/IP-  

Os impactos do menor estresse osmótico no sêmen para os tratamentos com DMA 
esperados não foram observados nesse estudo, visto que os parâmetros de cinética espermática 
não diferiram entre os grupos experimentais (P>0,05). No entanto, a utilização da amida ou 
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sua associação ao GL não ocasionaram efeitos deletérios sobre as células espermáticas nas 
avaliações realizadas. Os baixos valores encontrados na avaliação da MP são atribuídos à 
configuração do software que tem parâmetros fixos para a classificação do padrão de mo-
vimento dos SPTZ, porém todos os tratamentos foram submetidos à mesma configuração, 
padronizando a avaliação e seus resultados. 

O alto percentual de membranas lesadas se dá pela crioinjúria natural a esse processo, 
sendo comum em outros trabalhos similares e não estando necessariamente relacionados aos 
tratamentos empregados [5]. Apesar de não haver diferença entre os grupos na análise de 
cinética espermática, a avaliação da integridade estrutural da membrana demonstrou dispa-
ridades. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de que espermatozoides lesionados podem 
manter capacidade móvel, o que demonstra a importância de analisar mais de um parâmetro 
do sêmen para determinar sua viabilidade [6]. A diferença encontrada entre G4 e G7 pode 
ser atribuída a um melhor equilíbrio entre as concentrações de DMF e GL que refletiu nos 
melhores parâmetros de manutenção da viabilidade celular no grupo GL a 4% + DMF a 2%. 
Estudos posteriores se fazem necessários para determinar a extensão desse efeito de melhor 
sinergia das concentrações de GL e DMF empregadas.

Considerações Finais – Meios diluidores para a criopreservação espermática contendo DMF 
nas concentrações empregadas nesse estudo são eficientes na crioproteção do SPTZ nesse 
processo. 
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Abstract: The objective of this study was to evaluate the effect of difficulty for insemination on 
conception rate (CR), as well as the time required to perform artificial insemination (AI) in Nellore 
cows. All animals (n=165) were submitted to the same timed-AI protocol. On the day of AI, a score 
(from 1 to 3) was given for insemination difficulty (Dif.AI) and the time to perform the AI ​​procedure 
was recorded. Statistical tendency for higher (P<0.10) CR was observed in animals that did not 
present any insemination difficulties (Dif.AI1; TP=42%) compared to animals with moderate or high 
difficulty for AI (Dif.IA2+Dif.IA3; TP=27%). The time required for completing AI procedure was lower 
(P<0.05) in animals classified as Dif. AI 1 (17:31±06:02sec) compared to animals classified as Dif.AI2-3 
(30:10±15:45sec). It was concluded that higher difficulty and/or time required for completing the AI 
procedure may be a potential factor for fertility reduction in timed-AI programs.

Keywords: bovine; fertility; IATF.
Palavras-chave: bovinos; fertilidade; IATF.

Introdução – Diversas são as variáveis que podem influenciar a taxa de concepção da in-
seminação artificial em tempo fixo (IATF). Dentre elas, podem ser destacadas o escore de 
condição corporal (ECC) da fêmea, o padrão racial e/ou a categoria animal (Peres et al., 2009; 
Sartori et al., 2016), o grau de expressão de estro e/ou tamanho do corpo lúteo formado (Per-
ry et al., 2007; Mesquita et al., 2014), o touro, a partida e/ou o manejo de palhetas (Oliveira 
et al., 2012). Assim, além da variação de resposta da fêmea perante ao protocolo hormonal 
utilizado, esses fatores podem explicar as inúmeras variações de resultados observadas nos 
programas reprodutivos. Adicionalmente, embora seja notório que alguns aspectos relacio-
nados ao procedimento de inseminação artificial podem afetar a taxa de concepção, estes não 
costumam ser pontuados. Neste sentido, a dificuldade para se completar o procedimento de 
inseminação poderia ser um outro fator de influência na fertilidade durante a realização da 
1 Escola de Veterinária, UFMG
2 Faculdade de Veterinária, UFF
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IATF, visto que algumas fêmeas bovinas podem apresentar cérvix mais tortuosa e/ou estreita 
que outras. Assim sendo, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da dificuldade de in-
seminação artificial (Dif.IA) sobre a taxa de concepção, bem como o tempo necessário para 
a realização do procedimento de inseminação artificial (IA) em fêmeas Nelore submetidas a 
um protocolo de IATF, de modo a verificar se estes fatores interferem nas taxas de concepção 
a campo desses programas reprodutivos. 

Material e Métodos - Este estudo foi conduzido em uma fazenda comercial de gado de corte, 
onde foram coletados os dados de inseminações para primeiro serviço de 165 fêmeas bovi-
nas da raça Nelore (Protocolo CEUA UFF 884/2016). Todas as fêmeas receberam o mesmo 
protocolo de IATF descrito por Peres et al. (2009). O protocolo hormonal se iniciou (D0) 
com as vacas recebendo um dispositivo intravaginal contendo progesterona (P4; CIDR, Zoe-
tis Saúde Animal, São Paulo, Brasil) e uma injeção intramuscular (IM) de 2,0 mg de benzoato 
de estradiol (BE; Gonadiol, Zoetis Saúde Animal, São Paulo, Brasil). Sete dias após (D7), os 
animais receberam 25 mg (IM) de Prostaglandina F2α (Dinoprost trometamina; Lutalyse 
Zoetis Saúde Animal, São Paulo, Brasil). O dispositivo de P4 foi removido no dia 9 (D9), 
quando os animais receberam injeções de 300 UI de gonadotrofina coriônica equina (eCG; 
Novormon 5000 UI, Zoetis Saúde Animal, São Paulo, Brasil) e 0,5 mg de cipionato de es-
tradiol (ECP, Zoetis Saúde Animal, São Paulo, Brasil), ambos pela via IM. Dois dias após a 
remoção do dispositivo (ou seja, no D11), os animais foram inseminados (IATF). Em todas 
essas fêmeas, foram utilizadas doses de sêmen de quatro touros da raça Angus, aleatoriamen-
te distribuídos nos dias de IA, de forma equiparada. Para a realização das inseminações, dois 
experientes inseminadores intercalaram-se entre si a cada animal que passava pelo tronco de 
contenção (brete). Todos os procedimentos de campo envolvendo este estudo foram realiza-
dos em um curral bem estruturado e coberto. 

No dia da IATF (D11), foram anotados número do animal, ECC, inseminador, touro e 
número da partida de sêmen. Adicionalmente, no D11, cada animal recebeu uma nota de di-
ficuldade de inseminação (Dif.IA) e o tempo decorrido para se completar cada inseminação 
(tempo de IA) foi cronometrado. 

A nota de Dif.IA foi definida pelo próprio inseminador, sendo avaliada de 1 a 3. A nota 
1 (Dif.IA 1) correspondeu ao procedimento de transposição da cérvix para a realização da IA 
com extrema facilidade (ou seja, ausência de dificuldade para se completar a inseminação). A 
nota 2 (Dif.IA 2) correspondeu ao procedimento de transposição da cérvix com dificuldade 
moderada, e a nota 3 (Dif.IA 3) correspondeu a um procedimento de transposição da cervix 
com alto grau de dificuldade para se completar a inseminação. Durante esse momento, o 
tempo necessário para se completar a inseminação (tempo de IA) também foi aferido com 
cronômetro zerado. A contagem do cronômetro foi iniciada no momento da inserção do 
aplicador de sêmen no vestíbulo vaginal do animal. Tal cronometragem foi finalizada no 
momento em que o aplicador foi retirado do trato reprodutivo da fêmea (já sem a presença 
de sêmen em seu interior), sendo completamente removido do limite definido pela vulva do 
animal. 
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Aos 40 dias após as inseminações, a gestação foi diagnosticada com ultrassonografia 
transretal, por meio de transdutor linear (7.5 MHz). 

Diferenças estatísticas foram analisadas por regressão logística utilizando procedimento 
GLIMMIX do SAS (SAS, 2001). As variáveis (médias ± desvio padrão) foram comparadas 
por análise de variância (teste de Tukey). Nas análises estatísticas, considerou-se P>0,05 e 
<0,10.

Resultados e Discussão – No programa reprodutivo do presente estudo não foi observado 
efeito de ECC, touro e inseminador sobre a taxa de concepção. Porém, conforme demonstra-
do na tabela 1, foi observada tendência estatística para maior (P=0,0964) taxa de concepção 
nos animais em que não existiu dificuldade de IA em comparação aos animais que apre-
sentaram moderada ou alta dificuldade de IA. Adicionalmente, observa-se na tabela 1 que 
menor tempo (P<0,001) foi necessário para se completar a IA nos animais Dif.IA 1 do que 
nos animais Dif. IA 2 e 3.

Tabela 1. Taxa de concepção (%) e média (± desvio padrão) do tempo de inseminação (tempo de IA) 
em fêmeas bovinas da raça Nelore submetidas ao mesmo protocolo de Inseminação Artificial em Tem-
po Fixo, de acordo com a nota de dificuldade aferida ao se completar o procedimento de inseminação 
artificial (IA) 

Dificuldade de Inseminação Taxa de Concepção Tempo de IA

Dif. IA 1 42% (n=143) A 17:31±06:02sega

Dif. IA 2 e 3 27% (n=22) B 30:10±15:45segb

A,B: Letras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam P<0,10
a,b: Letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam P<0,05
Dif. IA 1 = procedimento de transposição da cérvix para a realização da IA com nenhuma dificuldade; 
Dif. IA 2 e 3 = procedimento de transposição da cervix com moderado ou alto grau de dificuldade para 
se completar a inseminação.

Nas fêmeas bovinas com maior dificuldade de se realizar a inseminação artificial, au-
menta-se a chance de deposição da dose inseminante no(s) último(s) anel(éis) cervical(is) e 
não no corpo do útero. Em bovinos já não existem mais dúvidas sobre a vantagem da deposi-
ção de sêmen no corpo uterino em comparação à deposição na cérvix. De acordo com Peters 
et al. (1984), erros de inseminação são comuns, de modo que as inseminações intracervicais 
profundas podem representar mais de 20% das tentativas de deposição do sêmen no corpo 
uterino, o que pode prejudicar a fertilidade, principalmente quando se utiliza sêmen conge-
lado. A deposição do sêmen dentro do útero proporciona maior sobrevida do espermato-
zoide em comparação com a inseminação intracervical e reduz as perdas espermáticas por 
fagocitose durante a migração uterina (Senger et al., 1988). Adicionalmente, uma interação 
entre elevada temperatura ambiente e o aumento do intervalo da deposição de sêmen pode 
ocorrer devido a uma incubação prolongada do sêmen descongelado na palheta (DeJarnette 
et al., 2002). 
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Considerações Finais - O presente estudo demonstrou que maior dificuldade e/ou tempo 
necessário para se completar a IA são fatores relacionados ao procedimento de inseminação 
artificial que podem afetar a taxa de concepção de fêmeas bovinas inseminadas em tempo 
fixo.
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Abstract: The objective was to evaluate the growth, seminal and ultrasonographic characteristics of 
young Nelore bulls from 14 to 24 months of age. Forty-eight Nelore bulls were used. Growth, seminal 
and ultrasonographic evaluations were performed every 28 days, totaling 12 collections. The data were 
analyzed by the SAS procedure PROC MIXED. The reproductive and seminal characteristics showed 
improvement according to the growth and increase of the age of the animals. Thus, from the age of 20 
months, these were close to the desired reproductive characteristics.
Keywords: Males; Semen; Ultrasound.
Palavras-chave: Machos, Sêmen; Ultrassom.

Introdução – A puberdade é definida como o surgimento da atividade sexual, revelada pela 
espermatogênese e interesse sexual [1]. Já, a maturidade sexual é a idade em que o animal 
atinge o seu máximo potencial reprodutivo, sendo capaz de realizar a cópula e promover a fe-
cundação do oócito [2]. Nos bovinos, o crescimento das gônadas está associado à secreção de 
esteróides e o perímetro escrotal (PE) apresenta correlação significativa com idade à puber-
dade e maturidade sexual [3]. Assim, é de suma importância a avaliação das características 
reprodutivas e seminais dos machos para estimar o desempenho reprodutivo dos mesmos. 
Neste contexto, a ultrassonografia é uma ferramenta que permite auxiliar o exame andro-

1 FCAV-UNESP Jaboticabal.
2 Instituto de Zootecnia (IZ) de Sertãozinho.
3 FMVA – UNESP Araçatuba.
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lógicos nos touros. Segundo Lunstra, Ford e Echternkamp [4], a ecotextura testicular está 
diretamente associada à maturidade sexual, além de estar correlacionada com a capacidade 
espermatogênica do órgão, apresentando associação com a área dos túbulos seminíferos. As-
sim, o objetivo foi avaliar as características de crescimento, seminais e ultrassonográficas de 
touros jovens da raça Nelore dos 14 aos 24 meses de idade.

Material e Métodos – Foram utilizados 48 touros jovens da raça Nelore. Os animais são 
provenientes da linha de seleção do Instituto de Zootecnia (IZ). Os touros foram mantidos 
em pastagem de Brachiaria brizantha cv Marandu, acoplados com bebedouros e cocho de sal 
mineral ad libitum. As avaliações hormonais (testosterona), crescimento, seminais e ultras-
sonográficas foram realizadas a cada 28 dias, totalizando 12 coletas. A testosterona total foi 
quantificada por meio de radioimunoensaio (RIA) utilizando o kit Coat-A-Count® Total Tes-
tosterone (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). As colheitas de sêmen 
foram realizadas com auxílio de eletroejaculador. Logo após as colheitas foram avaliados a 
concentração e morfologia espermática, além das análises da motilidade total (MT; %), mo-
tilidade progressiva (MP; %), porcentagem de espermatozoides rápidos (RAP; %) realizados 
pelo sistema computadorizada da cinética espermática (CASA; Hamilton Thorne Research, 
IVOS-14, EUA). A ultrassonografia testicular foi realizada pelo aparelho de ultrassom (Min-
dray Z5®, Shenzhen, China) e transdutor linear de 7,5Mhz. As imagens foram analisadas pelo 
software Image Pro Plus versão 7.01 (Media Cybernetics Inc., San Diego, CA, USA), com 
valores numéricos de pixel em escala de cinza de 0 (preto absoluto) a 255 (branco absoluto), 
para determinação da ecogenicidade e heterogeneidade do parênquima testicular. Os dados 
foram analisados por medida repetida no tempo pelo procedimento PROC MIXED do SAS. 
A significância estatística foi declarada quando P<0,05.

Resultados e Discussão – As características reprodutivas e seminais apresentaram melhora 
de acordo com o crescimento e aumento da idade dos animais, 14 aos 24 meses de idade (Ta-
bela 1). Foi observado associação inversa entre MT, MP, concentração espermática e testos-
terona com os defeitos maiores e totais, assim quando houve aumento de motilidade e con-
centração, os defeitos diminuíram, esta melhora da qualidade espermática ocorreu de acordo 
com o aumento da idade dos touros e proximidade com a maturidade sexual (P<0,001). 
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Tabela 1. Características de crescimento, seminais e ultrassonográficas de touros jovens da raça Nelore.

Variáveis de
crescimento1

Coletas
EPM* P-valor#

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Idade (meses) 14,3 15,3 16,2 17,1 18,0 19,0 19,9 20,9 21,8 22,7 23,7 24,6 0,09 <0,001

Peso médio (kg) 388,8 406,8 425,6 451,4 470,9 492,3 500,7 515,7 521,2 527,7 517,7 521,3 4,59 <0,001

ECC (1-9) 6,5 6,1 6,3 6,3 6,4 6,3 6,6 6,2 6,3 5,6 5,4 5,5 0,08 <0,001

Test (ng/mL) 8,3 11,6 8,1 6,4 6,8 8,2 7,1 11,1 13,4 15,9 16,3 22,7 1,48 <0,001

PE (cm) 27,0 28,8 28,5 29,2 30,2 31,1 31,8 32,3 32,3 32,9 32,9 33,6 0,34 <0,001

Avaliação seminal2

Conc (x 106/ml) 43,6 102,3 140,1 202,5 282,9 359,1 373,4 440,0 479,9 474,2 587,3 644,7 42,09 <0,001

Def. mai (%) 59,4 59,0 53,0 40,8 29,1 19,3 16,6 10,8 10,5 7,3 6,4 9,6 3,18 <0,001

Def. tot (%) 62,3 65,5 57,4 49,7 40,9 35,7 33,2 24,4 19,3 17,7 18,0 15,1 2,94 <0,001

MT (%) 42,0 49,9 64,4 71,5 76,6 78,6 86,2 80,4 85,0 83,9 85,3 82,8 2,91 <0,001

MP (%) 26,1 36,5 47,6 54,7 59,1 62,1 69,1 64,6 68,9 67,6 64,8 62,2 2,61 <0,001

RAP (%) 38,0 46,8 60,3 66,5 71,6 72,8 81,4 75,5 81,3 79,4 81,3 79,8 2,90 <0,001

US3

Média pixels 116,2 100,2 99,0 92,4 96,6 92,2 85,5 80,1 84,6 86,0 94,0 89,6 4,12 <0,001

Máx pixels 173,5 156,5 146,4 138,1 142,7 137,3 129,8 124,1 128,1 129,9 139,0 133,4 5,19 <0,001

Mín pixels 59,0 47,3 51,3 47,4 51,2 48,7 44,1 40,6 44,4 45,7 51,1 48,6 1,65 <0,001

Heterog. 0,18 0,16 0,12 0,10 0,10 0,09 0,08 0,07 0,07 0,08 0,09 0,08 0,005 <0,001

*EPM = erro padrão da média; #Valor de P a cada 28 dias; 1 ECC = escore de condição corporal; Test 
= concentração plasmática de testosterona; PE = perímetro escrotal; 2Conc = concentração espermá-
tica; Def. mai = defeitos maiores; Def. tot = defeitos totais; MT = motilidade espermática total; MP = 
motilidade progressiva; RAP = velocidade espermática rápida; 3US = ultrassonografias do parênquima 
testicular; Máx = máximo; Min = mínimo; Heterog = heterogeneidade de pixels da imagem.   

A maturidade sexual é definida como sendo o período em que o animal pode ser uti-
lizado na reprodução e apresenta ejaculado com 70% ou mais de espermatozoides normais 
[2]. De acordo com CBRA [5] as características seminais desejáveis para sêmen fresco são: 
motilidade ≥60%, concentração ≥350x106 sptz/ml, defeitos maiores ≤10% e totais ≤30%. No 
presente estudo, essas características foram observadas quando os animais apresentavam mé-
dia de idade de 20,9 meses. A produção de testosterona pode ser um indicador da fertilidade 
em touros jovens, por estar relacionada com a idade à puberdade e maturidade sexual [6]. 
O desenvolvimento das gônadas está relacionado ao aumento da produção de testosterona 
[7], exercendo papel fundamental na manutenção da espermatogênese [8]. Chandolia et al. 
[9] e Ahmad [4], avaliando o parênquima testicular por ultrassonografia observaram que o 
aumento da ecogenicidade de acordo com a idade ocorre por uma proliferação celular, a qual 
inicia-se com a divisão das espermatogônias e a formação de mais células maturas da esper-
matogênese. Posteriormente, ocorre aumento da densidade das células, caracterizada pela 



187

formação das espermátides e, em seguida, transformação em espermatozoides. Os mesmos 
autores verificaram outra fase no qual a ecogenicidade testicular diminuiu, e atribuíram este 
fato à formação do lúmen dos túbulos seminíferos e consequente produção de fluido pelas 
células de Sertoli, necessários à espermatogênese. Isto justifica a queda de pixels dos 14 aos 19 
meses de idade no presente estudo e posterior aumento em relação a idade (20 a 24 meses). 

Considerações Finais – Os touros jovens da raça Nelore apresentaram melhora das variáveis 
de crescimento, reprodutivas, ultrassonográficas e seminais de acordo com o aumento da ida-
de dos animais. Assim, a partir dos 20 meses de idade obtiveram características reprodutivas 
desejáveis e aumento dos pixels no parênquima testicular. 
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Abstract: The objective of this study was to correlate levels of testosterone and PAC (Andrological 
Classification by Points) in Nelore and Tabapuã bulls. 42 bulls were used, being 22 Nelores and 20 
Tabapuã, with ages of 36, 48 and 60 months. There was no difference in testosterone means by age 
or race. There was no difference in mean testosterone between the times evaluated. Animals with 
higher testosterone presented higher scores in CAP. The Nelore breed had a moderate correlation of 
testosterone with CAP x (r = 0.55), while in the Tabapuã race there was a strong correlation between 
the variables, r = 0.89.
Keywords: Fertility, andrology, testosterone.
Palavras-chave: Fertilidade, andrologia, testosterona.

Introdução – A seleção de touros por meio da avaliação andrológica, visa obter avaliação da 
capacidade sexual dos machos, ajudando a eleger animais aptos à atividade reprodutiva (1). 
Assim, o touro contribuirá para a melhoria da fertilidade e consequente aumento da lucra-
tividade do rebanho (3). Uma ferramenta para determinar a fertilidade de touros é a CAP 
(Classificação Andrológica por Pontos) (2), que pontua touros de acordo com o perímetro 
escrotal em função da faixa etária, conjuntamente com os aspectos físicos e morfológicos 
do sêmen e pode ser utilizada de forma complementar ao exame andrológico, auxiliando na 
avaliação do potencial reprodutivo dos touros (4). Já testosterona é essencial à função repro-
dutiva dos machos, pois atua estimulando os estádios finais da espermatogênese, prolonga a 
vida útil dos espermatozoides no epidídimo, estimula o crescimento, o desenvolvimento e a 
atividade secretora dos órgãos sexuais, bem como, as características sexuais secundárias e a 
libido do macho (5)(6). As concentrações de testosterona circulante podem ser indicadores 
úteis para determinar a fertilidade em touros jovens e um indicador efetivo da fertilidade 
(Post et al.,1987). Objetivou-se então, verificar a correlação entre a CAP e as concentrações 
séricas de testosterona em touros das raças Nelore e Tabapuã em condições de campo.

Material e Métodos – Foram utilizados 42 touros Bos indicus, com idade entre 36 e 72 meses, 
sendo 20 animais da raça Tabapuã e 22 animais da raça Nelore, resguardado um período de 
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60 dias de repouso sexual, após saírem da estação de monta de janeiro à maio de 2017. A 
coleta de sangue para dosagem de testosterona de todos 42 animais foi entre 07:00h e 10:00h 
da manhã (T1), e novamente todos animais coletados no período da tarde entre 14:00 e 17:00 
(T2), com a intenção de mensurar as concentrações médias de testosterona nos animais (T 
média), pois vários trabalhos têm demonstrado que a concentração de testosterona apresenta 
picos durante o dia (24 horas), os quais, geralmente, estão associados aos picos de LH (1). 
Imediatamente após a coleta, a amostra de sangue foi resfriada a 4ºC por aproximadamente, 
30 minutos, sendo posteriormente centrifugada a 300g por 20 minutos. O plasma sanguíneo, 
obtido após a centrifugação, foi transferido para tubos criogênicos esterilizados, devidamen-
te identificados, e congelados à -20ºC (9) para posterior armazenamento em nitrogênio líqui-
do (-196oC), até o momento da análise. As amostras devidamente identificadas e conservadas 
foram analisadas no Laboratório de Nutrição Animal do CENA – Centro de Energia Nuclear 
na Agricultura, da Universidade de São Paulo em Piracicaba. As dosagens quantitativas das 
concentrações séricas de testosterona foram realizadas por radioimunoensaio de fase sólida 
pelo método direto utilizando-se kits comerciais IMMUNOTECH SAS®– Marseille, France. 
(2017). Quanto às avaliações andrológicas dos animais, estas seguiram as recomendações 
do CBRA (8), onde foram avaliados vigor (1 a 5), motilidade progressiva (%) e morfologia 
espermática (%). A circunferência escrotal (CE) foi obtida com auxílido de uma fita métrica 
e a idade verificou-se nos registros dos animais. Com base nestas informações, os animais 
foram classificados em quatro categorias, excelentes (de 86 a 100 pontos), muito bons (de 
66 a 86 pontos), bons (de 40 a 66 pontos) e questionáveis (menor que 40 pontos) de acordo 
com Fonseca et al., (1997). Estes dados foram correlacionados com as cponcentrações de 
testosterona dos animais.

Resultados e Discussão – Na tabela 1, verifica-se as concentrações plasmáticas de testoste-
rona nas raças em função dos horários de colheita. Não foi observada diferenças significa-
tivas nas médias das concentrações entre as raças nos momentos T1, T2 e Tmédia. Quanto 
aos valores por raça, a Tabapuã apresentou valores de testosterona superiores a raça Nelore. 
Observou-se um elevado desvio padrão, demonstrando grande variação das concentrações 
séricas nos animais. Essas variações individuais podem ser influenciadas por diversos fatores 
como por exemplo idade, nutrição (1) e patologias (9). 

Tabela 1. Concentrações plasmáticas de testosterona em função dos períodos de colheita por raça.

T1 (manhã)
ng/ml

T2 (tarde)
ng/ml

T média
ng/ml

Nelore 1,21±2,23a 1,82±2,62a 1,52±2,37

Tabapuã 2,04±3,46a 3,03±4,39a 2,53±3,79

Médias seguidas da mesma letra na coluna e linha não diferem entre si pelo Teste de Tukey ao 
nível de 5% de probabilidade. 
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Verifica-se na Tabela 2, que a raça Nelore apresentou uma correlação CAP x Testoste-
rona moderada (r=0,55), enquanto na raça Tabapuã, observou-se uma forte correlação entre 
as variáveis (r=0,89).  Verificou-se que animais que obtiveram a CAP mais elevada também 
obtiveram valores séricos de testosterona mais elevados, diferindo significativamente das de-
mais classes da CAP. Talvez por promover no testículo, estímulos que possibilitem além de 
um maior desenvolvimento do parênquima, repercutindo num maior perímetro escrotal, 
além de proporcionar um melhor maturação epididimária, diminuindo defeitos e melhoran-
do sua motilidade (3)(5), conforme já cita a literatura.    

Tabela 2. Valores da CAP, Testosterona Média e correlação por Raça

Nelore Tabapuã

CAP Pontuação N CAP média
Tmédia
ng/ml N CAP média

Tmédia
ng/ml

Excelente 86 – 100 1 91,00a 9,97a 2 86,50±9,23ª 8,35±1,8a
Muito bom 66 < 86 6 81,33±16,57b 1,71±1,60b 6 72,67±8,34b 3,87±2,85b

Bom 40 < 66 15 53,87±14,33c 0,87±1,35b 11 50,73±11,16c 0,95±1,72b
Questionável < 40 0 0 0 1 35,00d 0,28
Correlação r=0,5529 r=0,8957

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade.

Vigor e motilidade progressiva correspondem à 25% da pontuação enquanto caracte-
rísticas de patologia espermática, correspondem à 35% da pontuação, porém a característica 
que tem grande peso na CAP é o perímetro escrotal com 40% da pontuação (3). Sendo assim 
a CAP uma composição que expressa a capacidade funcional de um touro, concentrações 
maiores de testosterona podem influenciar diretamente a fisiologia testicular aumentando o 
perímetro escrotal e melhorando a qualidade espermática (9). Correlações positivas entre a 
concentração de testosterona sérica e a fertilidade de touros são citados por diversos autores 
(1)(6)(7)(9). Correlação direta entre CAP e libido, enfatizando a eficiência da classificação 
na funcionalidade dos touros também foram apontadas (10)(11). A ação direta e indireta da 
testosterona na multiplicação e diferenciação das células germinativas, pode ser a explicação 
da associação deste hormônio com a qualidade espermática (12). Pode-se então presumir, 
que a concentração mais elevada da testosterona agiria influenciando tanto as característi-
cas de vigor e motilidade, quanto melhor morfologia espermática, repercutindo assim numa 
maior pontuação na CAP.

Considerações Finais - A Classificação Andrológica por Pontos se mostrou uma ferramenta 
interessante para selecionar animais por fertilidade nas duas raças. Possivelmente as con-
centrações séricas de testosterona, apesar de apresentarem grande variação entre animais, 
influenciam diretamente nos parâmetros que compõe a CAP, tendo alta correlação na raça 
Tabapuã e moderada na raça Nelore.
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Abstract: This study aims to report a case of bovine babesiosis as a primary cause of testicular 
degeneration in a Holstein bull. At 20 months of age, the animal demonstrated satisfatory reproductive 
parameters. However, at 25 months, presented clinical babesiosis with hyperthermia, whose signs were 
aggravated in the following months by pneumonia and laminitis and, again, hyperthermia. Aging 28 
months, scrotal circumference and testicular consistence were reduced. Ultrasonography revealed 
heterogeneous testicular parenchyma, compatible with testicular degeneration. At 36 months of age, 
reproductive status was again evaluated presenting testicular consistency of 3 (score 1-5) and sperm 
parameters according to the CBRA standards. It was concluded that babesiosis, when severely affects 
cattle, can cause hyperthermia and secundary diseases, interfering with the physiological mechanisms 
of testicular thermoregulation. The recovery of reproductive tract and spermatic patterns may vary 
according to the severity of testicular/epididymal lesions that occurred, as well as the time elapsed for 
restoration of animal´s health.
Keywords: hipertermia; termorregulação; touro.
Palavras-chave: hyperthermia; thermoregulation; bull.

Introdução - A babesiose é uma doença hemolítica transmitida por carrapatos, que acomete 
várias espécies de mamíferos. No Brasil, esta doença ocorre de forma enzoótica em bovinos, 
onde duas espécies de babésias são mais frequentes, Babesia bigemina e B. bovis. Os animais 
acometidos podem desenvolver quadro agudo a crônico e apresentar apatia, anorexia, mu-
cosas pálidas, hemoglobinúria e febre [1]. O aumento da temperatura corporal causado pela 
febre, associada à deficiência em regular a temperatura dos testículos, são alguns dos prin-
cipais fatores predisponentes à degeneração testicular [2]. As gônadas masculinas precisam 
estar 4 a 6°C abaixo da temperatura corporal para manterem a função fisiológica normal 
do órgão, como a produção de gametas e hormônios sexuais. Os principais mecanismos de 
termorregulação testiculares são músculo cremáster, túnica dartus, glândulas sudoríparas e 
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o plexo pampiniforme [3]. A degeneração é uma alteração frequente devido ao fato de o 
epitélio seminífero ser sensível aos fatores e condições adversas, pode afetar um ou os dois 
testículos, e o acometimento dos túbulos seminíferos pode ser parcial, tendo produção esper-
mática normal em alguns segmentos [1]. Ao exame físico, os testículos se apresentam com 
volume e consistência alterados, inicialmente apresentam flacidez e redução do tamanho, 
em casos mais avançados pode ocorrer atrofia, disseminação de tecido fibroso tornando-os 
firmes à palpação [4,5]. O ejaculado de animais acometidos resulta em baixa concentração 
espermática, baixa motilidade e defeitos morfológicos como gotas citoplasmáticas proximais, 
diadema e vacúolos [6]. Durante o exame ultrassonográfico, importante aliado ao diagnósti-
co, o estroma apresenta-se heterogêneo [7]. A função reprodutiva do animal pode ser reesta-
belecida, principalmente quando não há comprometimento severo do epitélio germinativo, e 
a espermatogênese pode ocorrer normalmente em torno de 60 a 100 dias após a retirada da 
causa, isto ocorre em virtude da resistência das espermatogônias tronco, células de Sertoli e 
células de Leydig [8-9]. O objetivo deste trabalho é relatar um caso de degeneração testicular 
em bovino com quadro clínico de babesiose associadas à pneumonia, que obteve recuperação 
da espermatogênese após resolução do quadro clinico.

Casuística - Um touro da raça holandesa de 20 meses de idade foi atendido no Hospital Vete-
rinário da Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG em dezembro de 2017 para realiza-
ção de exame andrológico visando acompanhamento reprodutivo. No exame físico específico 
do aparelho genital foi constatado perímetro escrotal de 34 cm, durante a palpação testicular 
verificou-se consistência 3 (classificação de 1-5) e não foram encontradas alterações dignas 
de nota. A coleta do sêmen foi realizada por meio de vagina artificial e no espermiograma foi 
constatada motilidade espermática de 60% e vigor 4 (1-5). Os defeitos morfológicos se en-
contraram dentro do limite aceitável pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 
2013) [10], com 4% de defeitos maiores e 11% de defeitos menores. No entanto, no mês de 
maio de 2018 (aos 25 meses de idade) o animal apresentou quadro de apatia, taquicardia (96 
bpm), atonia ruminal, hipertermia (41,4ºC), membranas mucosas hipocoradas, dificuldade 
de locomoção e hemoglobinúria. Foi realizado o esfregaço sanguíneo de ponta de cauda no 
qual foi identificada a presença do parasita Babesia bovis. O tratamento para babesiose foi 
realizado com Dipropionato de Imidocarb (3mg/kg), Flunexim meglumine (1.1mg/kg) e hi-
dratação oral por meio de sonda nasogástrica. Em junho foi observada intensa secreção nasal 
mucopurulenta, de coloração esverdeada e odor fétido, no exame físico constatou-se esterto-
res pulmonares (crepitações), taquipneia e hipertermia (40,3ºC), sendo diagnosticado com 
pneumonia aspirativa. O tratamento foi realizado com Gentamicina (6.6mg/kg) associado a 
Ceftiofur (5mg/kg). Ademais, no mês de julho o animal foi diagnosticado com laminite após 
apresentar edema, hiperemia, hipertermia, áreas de hemorragia e grande sensibilidade na 
região da coroa do casco dos quatro membros, além de descolamento do tecido córneo pró-
ximo à banda coronária. Foi realizada a biópsia do casco que confirmou o quadro. Em agosto 
de 2018 (aos 28 meses de idade) o quadro reprodutivo foi reavaliado. Foram verificadas redu-
ção do perímetro escrotal para 29 cm e flacidez testicular acentuada (flacidez considerada 1, 
na classificação de 1-5). Na ultrassonografia foi apurado padrão testicular heterogêneo, áreas 
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múltiplas hiperecoicas no parênquima, sendo compatível com degeneração testicular. Devi-
do à severidade do quadro clínico do animal (estado geral e sequelas no casco) a realização da 
coleta do sêmen foi impossibilitada. No mês de outubro deste mesmo ano foi constatada me-
lhora do quadro clínico do animal. Para acompanhamento do status reprodutivo do animal, 
realizou-se novamente o exame andrológico no mês de abril de 2019 (aos 36 meses de idade). 
Detectou-se perímetro escrotal de 32 cm, consistência testicular 3, e no exame ultrassono-
gráfico ainda foi observado padrão testicular heterogêneo com pontos hiperecoicos. O exame 
termográfico da região escrotal demonstrou-se normal. A coleta do sêmen foi realizada por 
meio de eletroejaculador e no espermiograma a motilidade espermática foi de 77%, o vigor 3 
(1-5) e na avaliação da morfologia espermática os percentuais de defeitos estavam dentro do 
limite aceitável pelo CBRA (10% de defeitos maiores e 13% de defeitos menores).

Resultados e Discussão – Diante do histórico do animal, associado ao exame físico e ul-
trassonográfico realizados após o início do quadro de babesiose, foi levantada a hipótese de 
desenvolvimento do processo de degeneração testicular aguda. O caso em questão, caracte-
rizado pela diminuição do perímetro escrotal, 34 cm para 29 cm, flacidez testicular [1][5], 
perda do padrão homogêneo característico de testículo em condições normais, com estro-
ma heterogêneo e pontos hiperecoicos [7], foi compatível com a suspeita inicial. O quadro 
de hipertermia, em decorrência da infecção por B. bovis, foi responsável por prejudicar a 
termorregulação normal dos testículos e provocar o início do processo de degeneração. A 
temperatura corporal elevada prejudica a termorregulação testicular e aumenta o metabo-
lismo celular sem aumentar o fluxo sanguíneo local, causando hipóxia tecidual. O processo 
patológico leva a uma maior produção de espécies reativas ao oxigênio, porém sem aumento 
da síntese de antioxidantes nas células testiculares, o que gera danos ao DNA e processo de 
apoptose, dando início à degeneração testicular [4]. Assim, a alta temperatura persistente do 
animal favoreceu maior produção de espécies reativas ao oxigênio, que associada à baixa cir-
culação sanguínea e produção de antioxidantes, resultou em maior porcentagem de apoptose 
celular no estroma. Com o número reduzido de células ativas, reduz-se também o volume 
do testículo e a consistência do órgão [9,11]. Em um estudo com bovinos, foi observado que 
a injúria causada por aumento da temperatura afetou principalmente células espermáticas 
na fase de meiose e de espermiogênese, sugerindo que essas são fases mais sensíveis [12]. 
Em estudo feito com carneiros que sofreram degeneração testicular por estresse calórico foi 
possível observar retorno da atividade espermatogênica 77 dias após a retirada da causa da 
patologia [11]. No presente estudo, cinco meses após o início das intercorrências apresenta-
das, o animal demonstrou melhora do quadro clínico e após seis meses, com o resultado do 
exame andrológico, também foi possível observar melhora do quadro reprodutivo. O rees-
tabelecimento da consistência e o aumento do perímetro testicular são sugestivos de que as 
células espermatogênicas retomaram sua atividade e se multiplicaram. No presente estudo, 
o resultado do espermiograma (dentro dos critérios do CBRA) evidenciou regeneração do 
epitélio dos túbulos seminíferos em níveis fisiológicos. A recuperação da função testicular é 
possível quando a causa é removida e a injúria não foi severa [9,11]. A produção de gametas 
masculinos com alta motilidade e sem grande quantidade de defeitos morfológicos são fa-
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tores que demonstram que a espermatogênese e a maturação espermática estão voltando a 
ocorrer dentro do padrão fisiológico.

Considerações Finais - A babesiose, quando acomete severamente os bovinos, pode cau-
sar hipertermia persistente e doenças secundárias, interferindo nos mecanismos fisiológicos 
de termorregulação testicular. Após removida a causa e constatada a recuperação clínica do 
animal é possível observar recuperação do quadro reprodutivo e a retomada de parâmetros 
andrológicos do reprodutor avaliado. Cabe ressaltar que o tempo de recuperação do quadro 
clínico reprodutivo e dos padrões espermáticos podem variar em função da severidade da 
lesão testicular e epididimária que ocorreram durante a doença, bem como do período trans-
corrido para completo restabelecimento da higidez do animal.
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Abstract: The objective was to verify the correlation between physiological strategies of thermal 
regulation and the sexual precocity of Senepol young bulls (n=51). They were submitted to attempts 
of seminal collection for analysis of the andrological profile and classification as to precocity. A 
Thermolytic Capacity Test was performed to calculate the Heat Tolerance Index, in which physiological 
and thermographic variables were also recorded. There wasn´t difference between the precocity classes 
(p> 0.05) for the physiological parameters. The class early maturing (EM) obtained higher value for 
average daily gain of weight. Values ​​closer to the normal physiological threshold indicate greater 
probability of EM. Animals that use thermoregulatory mechanisms in a more efficient way, are more 
likely to be EM, making possible the use of thermotolerance for selection.
Keywords: Heat stress, infrared thermography, thermoregulation.
Palavras-chave: estresse por calor, termografia, termorregulação.

Introdução - Uma estratégia para mitigar o impacto do estresse por calor e preservar os 
bons índices reprodutivos, é realizar a seleção de animais mais precoces, porém, que tam-
bém sejam adaptados ao ambiente de criação [1]. Uma opção é a utilização de raças taurinas 
adaptadas ao clima tropical, como a Raça Senepol. Todavia, ainda se faz necessário identificar 
características que viabilizem a seleção de indivíduos mais adaptados e que possam ser ado-
tadas em Programas de Melhoramento Genético. Dessa forma foi realizado um estudo com 
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o objetivo de verificar a associação entre as estratégias fisiológicas de regulação térmica e a 
precocidade sexual de tourinhos da raça Senepol.

Material e Métodos - O experimento foi realizado em uma propriedade rural na região de Mi-
randa, Mato Grosso do Sul, Brasil (20º 05’ 10’’ S e 56º 36’ 75’’ W). O clima é do tipo Aw (tropical 
quente e úmido). Foram utilizados 51 machos bovinos Senepol, com idade inicial média de 11 
± 0,3 meses de idade e 276, 5 ± 41,0 kg de peso vivo. Para a avaliação do perfil andrológico e 
classificação da puberdade, os animais foram submetidos a três tentativas de coleta seminal nos 
meses de agosto, janeiro e março. O método utilizado foi eletroejaculação com análise quantita-
tiva e qualitativa do ejaculado de acordo com a metodologia de [2]. A cada coleta, os tourinhos 
eram considerados púberes se atingissem 10% de motilidade espermática e 50 milhões de es-
permatozóides totais no ejaculado. Sendo então classificados quanto a precocidade sexual em 
três classes: Superprecoces até 13 meses, Precoces entre 13 e 15 meses, e Tardios acima de 15 
meses de idade. Durante a tentativa de coleta seminal do mês de janeiro, os animais também 
foram submetidos a um Teste de Capacidade Termolítica, que consiste em avaliar a capacida-
de do animal em perder calor e recompor a temperatura corporal normal após o término da 
exposição solar, para cálculo de um Índice de Tolerância ao Calor (ITC), obtido pela seguinte 
equação: (ITC) = 10 – (TR2-TR1); em que: TR1 corresponde a temperatura retal (TR; °C) antes 
da exposição solar; TR2 corresponde a TR após a exposição solar. Durante o Teste de Capaci-
dade Termolítica, também foram aferidas as seguintes variáveis fisiológicas: frequência cardíaca 
(FC; batimentos/ minuto), frequência respiratória (FR; movimentos/ minuto) e temperatura 
superficial (TS; °C), na cabeça (TScab), dorso (TSdor) e escroto (TSesc) e por termografia por 
infravermelho (TIV; °C), na cabeça (TIVcab), dorso (TIVdor) e escroto (TIVesc). O microclima 
foi avaliado concomitamente ao Teste de Capacidade Termolítica, foram obtidos os registros 
de temperatura de bulbo seco (°C), temperatura do ponto de orvalho (°C), umidade relativa do 
ar (%), utilizando o modelo de abrigo metereológico [3], com o uso de um termohigrômetro 
digital com data logger. Foi calculado o Índice de temperatura e Umidade (ITU) para caracte-
rização do ambiente, sendo classificado como ITU ≤ 70 ambiente não estressante; entre 71 e 78 
crítico; de 79 a 83 situação de perigo; e acima de 83, situação de emergência [4]. O experimento 
foi aprovado pela CEUA/UFMS, protocolo n. 649/2014.

Resultados e Discussão - A análise de variância não encontrou diferenças significativas 
entre as médias de variáveis do Índice de Tolerância ao Calor (ITC) e das variáveis fisio-
lógicas, obtidos durante o Teste de Capacidade Termolítica (p>0,05). Observou-se média 
de FR=49,73 ± 1,54 movimentos/minuto, FC=98,90 ± 2,83 batimentos/minute, TR=39,24 ± 
0,07ºC e ITC=9,73 ± 0,09. As temperaturas obtidas por termografia médias foram de 40,11 ± 
0,07, 39,33 ± 0,12, 37,27 ± 0,09, TIVcab, TIVdor e TIVesc, respectivamente. A temperatura de 
superfície obtida foi 37,60 ± 0,08, 37,42 ± 0,11, 35,16 ± 0,11 oC para TSCcab, TSdor e TSesc, 
respectivamente.

O PE médio dos animais à puberdade foi diferente significativamente, registrando-se 
29,67 ± 0,85, 32,89 ± 0,49 e 30,96 ± 0,59cm para animais superprecoces, precoces e tardios, 
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respectivamente. Observou-se que animais superprecoces tiveram maior ganho de peso diá-
rio que os precoces e tardios: 0,621 ± 0,03, 0,601 ± 0,02 e 0,525 ± 0,03kg, respectivamente, 
mas o crescimento testicular médio foi igual para as três classes de 0,033 ± 0,001cm/dia.

A FC apresentou-se acima dos valores de referência (98,90 ± 2,83 bat/min). A FC é o 
primeiro mecanismo acionado para dissipação do calor, seguido da sudorese, que embora 
não tenha sido avaliada neste estudo, sabe-se que os animais da raça Senepol possuem 96% 
das glândulas sudoríparas do tipo saculiforme, o que os torna eficientes na evaporação cutâ-
nea [5]. Visto que a FR é o terceiro mecanismo utilizado pelos bovinos para evitar o estresse 
térmico e nesse trabalho não apresentou valores elevados (49,73 ± 1,54 mov/min), sendo 
considerado normal até 60 movimentos por minuto [6], pode se inferir que apenas com as 
duas primeiras estratégias de termorregulação (FC e sudorese), os animais conseguiram 
manter sua homeostase.  A TR obtida neste estudo (39,24 ± 0,07 °C) reitera essa afirmativa, 
sobretudo por ser o principal indicativo de adaptabilidade fisiológica a ambientes quentes, na 
qual quando acima da normalidade (39,3 °C) aponta perda da eficácia dos demais mecanis-
mos de termólise [7] ou seja, a TR evidência que os animais não estavam em estresse térmico.

Figura 1. Probabilidade de SuperPrecocidade em 
função da termografia do dorso (°C) de bovinos 
machos Senepol em Miranda-MS.

Figura 2. Probabilidade de Superprecocidade em 
função da frequência cardíaca (batimento/minu-
to) de bovinos machos Senepol em Miranda-MS.

Na interpretação do ITC, quanto mais próximo a 10, mais adaptado o animal está ao 
ambiente [8], portanto a média das classes (9,73 ± 0,09) indica que esses animais estavam 
bem adaptados à condição ambiental avaliada, corroborando com os resultados encontrados 
de TR, principalmente pelos valores de ITU acima dos ideais ao qual os animais estavam 
submetidos. 

A análise de regressão logística demonstrou que três das variáveis analisadas (TIVdor; 
FC e TSesc) que contribuíram com maior intensidade para a probabilidade de Superpreco-
cidade, são variáveis fisiológicas e estão diretamente ligadas a termorregulação dos bovinos. 
Embora não tenham sido encontradas diferenças significativas pelo teste de t (p>0,05) entre 
as classes para essas variáveis, observa-se que a classe Superprecoce apresentou os menores 
valores para todas.

Houve uma variação de aproximadamente 28% da probabilidade de Superprecocidade 
em função da TIVdor (Figura 1), na qual quanto mais próxima a temperatura se encontrava 
da zona de normalidade, maior a chance dos animais serem Superprecoces. A análise da Su-
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perprecocidade em função da FC (Figura 2) demonstrou um padrão semelhante com cerca 
de 25% de variação.

A análise de regressão logística ratifica a importância dos mecanismos termorregulató-
rios, como a FC para o metabolismo dos tourinhos Senepol.

Considerações Finais – Os animais mais adaptados podem expressar melhor seu potencial 
genético neste ambiente em questão, em virtude disto apresentam melhor desempenho e 
acabam sendo classificados como “superprecoces”, como foi evidenciado com o aumento da 
probabilidade. A característica de termotolerância deve receber atenção para seleção em am-
biente tropical, devido sua influência sob características de interesse econômico, como idade 
à puberdade, que afetam diretamente a rentabilidade do rebanho.
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Abstract: The objective of this study was to verify the existence of a correlation between the andrological 
exam and testicular qualitative echotexture in young bulls of Nelore breed evaluated before breeding 
season. Thirteen male Nelore bulls, aged between 18 and 20 months, were evaluated in August and 
October 2018 in the city of Unaí, MG, Brazil. There was a correlation between the andrological 
examination and testicular echotexture, suggesting that ultrasonography may serve as a screening 
test to verify reproductive aptitude in young Nellore bulls evaluated before mating, since greater 
testicular ecotexture, through pixels analysis, was correlate with lower seminal quality. A larger study is 
recommended to establish cohort values.
Keywords: animal reproduction, bovine, ultrasonography. 
Palavras-chave: reprodução animal, bovino, ultrassonografia.

Introdução - Métodos de avaliação não-invasivos, como a ultrassonografia, são úteis na ob-
tenção de dados confiáveis sem haver interferência direta nos sistemas orgânicos, reduzin-
do o estresse em diversos graus [1]. As alterações mais evidentes do parênquima testicular 
e que são facilmente detectadas ao exame ultrassonográfico, podem apresentar correlação 
com a qualidade seminal [2]. Objetivou-se verificar a existência de correlação entre o exame 
andrológico e a ecotextura testicular em touros jovens Bos indicus da raça Nelore avaliados 
pré-estação de monta.

Material e Métodos - Foram avaliados 13 animais, machos, não castrados da raça Nelore, 
com idade entre 18 e 20 meses, nos meses de agosto e outubro de 2018 no município de Unaí, 
MG, Brasil. Os animais foram contidos em tronco para obtenção das imagens ultrassonográ-
ficas dos testículos e realização do exame andrológico. Para avaliação ultrassonográfica foi 
1 Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri – UFVJM, Unaí, MG, Brasil.
2 Departamento Zootecnia, Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.
3 Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia – UFBA, Salvador, BA, Brasil.
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utilizado um aparelho de ultrassom (Chison, Eco 1 VET, Chison Medical Technologies CO., 
LTD.), acoplado ao transdutor linear de 7,5 MHz (Chison, L7V-A Linear Array, Chison Me-
dical Technologies CO., LTD.). Foi utilizado gel acústico sobre a bolsa testicular, formando 
imagens em plano longitudinal e transversal de testículos esquerdo e direito de cada animal. 
As imagens foram guardadas e posteriormente analisadas no software Image J (programa 
de domínio público do National Institutes of Health), por avaliadores sem conhecimento do 
resultado do exame andrológico. As imagens foram analisadas e obtidas captando a média da 
intensidade de pixels (IP) de cada imagem das regiões testiculares, em uma escala de valores 
variando de 0 (anecóico) a 255 pixels (hiperecóico). De forma a padronizar as avaliações das 
imagens, foram definidas áreas de 0,384 cm² em formato circular, como regiões de interesse 
(ROI). As regiões de interesse foram distribuídas de forma aleatória ao longo das imagens 
avaliadas tentando incluir a maior área de parênquima possível em relação ao planto longitu-
dinal e feitas em todos animais nos mesmos locais. Foram verificadas seis áreas do parênqui-
ma testicular e três áreas do mediastino. Ao planto transverso, foram verificadas oito áreas no 
parênquima testicular e uma área em mediastino. Quanto ao exame andrológico, iniciou-se 
pelas mensurações testiculares (comprimento e largura testicular (cm), perímetro escrotal 
(cm)) e classificação da consistência testicular. Para obtenção dos ejaculados, foi utilizado o 
método de eletroejaculação. Após a coleta de sêmen, foram avaliadas as características físicas 
e morfológicas dos espermatozoides [3]. A maturidade sexual foi classificada, em quatro clas-
ses andrológicas: 1: aptos à reprodução; 2: aptos à reprodução em regime de monta natural; 
3: temporariamente inaptos à reprodução; 4: animais descartados [4]. Análises estatísticas 
descritivas (média e desvio padrão) foram calculadas para todas as características andrológi-
cas (perímetro escrotal; comprimentos e larguras testiculares; turbilhonamento, motilidade 
e vigor; e defeitos maiores, menores e totais) e ponderais (peso e altura), utilizando Software 
Microsoft Excel®. Os valores gerados pelo “Image J” em relação a intensidade de pixels foram: 
média, desvio padrão, mínimo e máximo. A partir desses dados foram geradas médias em 
dois grupos: as áreas relativas ao parênquima e as áreas relativas ao mediastino de cada tes-
tículo. Em relação ao plano longitudinal, ainda foram agrupadas em: superior e inferior. A 
análise estatística de comparação e correlação foi realizada com a ajuda do software R (RTM 
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). As variáveis foram comparadas entre 
as distintas regiões e testículos pelo teste de MannWitney e aquelas que apresentaram resul-
tados similares foram calculadas as médias e utilizadas para a correlação com a qualidade 
seminal do touro pelo teste de Spearman (α=0.05). Subsequentemente os parâmetros que 
apresentaram significância (p ≤ 0,05) foram submetidos a uma análise de componentes prin-
cipais objetivando identificar o efeito dos parâmetros estudados com a qualidade seminal.

Resultados e Discussão - Ao exame andrológico, sete animais foram considerados aptos à re-
produção, representando 54% do total de animais; dois foram considerados aptos à regime de 
monta natural, 15% do total de animais; e quatro animais foram considerados temporariamente 
inaptos à reprodução, representando um total de 31% do total de animais. Dos quatro animais 
considerados temporariamente inaptos à reprodução, dois não responderam à eletroejaculação 
e um não apresentou número de células espermáticas no ejaculado suficiente para a realização 
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da avaliação física do sêmen e a morfológica dos espermatozoides. Foram comparados os parâ-
metros de ecotextura entre as diferentes regiões de interesse avaliadas para cada um dos cortes 
(longitudinal e transversal) e dos testículos (direito e esquerdo). Assim, no plano longitudinal 
do parênquima do testículo direito as áreas de imagem superior mostraram ecotextura maior 
do que as áreas inferiores (P = 0,001); tanto para os pixels mínimos, médios e máximos. No 
plano longitudinal do mediastino do testículo direito as áreas de imagem estudadas mostraram 
ecotextura similar (P = 0,610). Da mesma forma, em relação ao plano longitudinal do parên-
quima do testículo esquerdo as áreas de imagem superior mostraram ecotextura maior do que 
as áreas inferiores (P = 0,001); isso tanto para os pixels mínimos, médios e máximos. No plano 
longitudinal do mediastino do testículo esquerdo as áreas de imagem estudadas mostraram 
ecotextura similar (P = 0,277). Em relação ao plano transversal do parênquima do testículo 
direito e esquerdo as áreas de imagem estudadas mostraram ecotextura (P = 0,098, P= 0,125, 
respectivamente) similares. De maneira geral, a intensidade de pixels das áreas de imagens es-
tudadas do testículo direito e esquerdo no plano longitudinal e transversal do parênquima e 
do mediastino foram similares (P > 0,05). Quanto à correlação dos parâmetros de ecotextura 
com a classificação andrológica, observou-se correlação da classificação andrológica com os 
seguintes parâmetros: média dos valores de intensidade de pixels em plano longitudinal da 
região superior e inferior do parênquima testicular; desvio padrão dos valores de intensidade 
de pixels em plano longitudinal da região inferior do parênquima testicular; valores mínimos 
e máximos de intensidade de pixels em plano longitudinal da região superior do parênquima 
testicular; valores mínimos de intensidade de pixels em plano longitudinal da região inferior do 
parênquima testicular; média e máxima dos valores de intensidade de pixels em plano longitu-
dinal do mediastino testicular; média dos valores de intensidade de pixels e valores máximos 
e mínimos em plano transversal do parênquima testicular; médias dos valores de intensidade 
de pixels em plano transversal do mediastino testicular. Estes parâmetros foram submetidos à 
análise de componentes principais (PCA) comparando os grupos de animais formados a partir 
do resultado do exame andrológico (animais aptos à reprodução; animais aptos à reprodução 
em regime de monta natural; e animais temporariamente inaptos para reprodução) e as médias 
dos valores de excotextura dos testículos de touros jovens da raça Nelore em pré-estação de 
monta. Verificou-se que dos sete touros Nelore considerados aptos à reprodução pelo exame 
andrológico, cinco animais ficaram agrupados no segundo quadrante do plano cartesiano, um 
foi agrupado no terceiro quadrante e outro no primeiro quadrante. Dos quatro animais consi-
derados temporariamente inaptos à reprodução, dois foram agrupados no primeiro quadrante 
e dois foram agrupados no quarto quadrante, assim como as médias dos valores de pixels que 
apresentaram correlação ao teste de Spearman, o que significa que quanto maior a ecotextura 
testicular em pixels, menor a qualidade seminal dos animais. 

Considerações Finais - Houve correlação entre o exame andrológico a ecotextura testicular, 
sugerindo que a ultrassonografia pode servir como triagem para verificar a aptidão repro-
dutiva em touros jovens da raça nelore avaliados na pré-estação de monta. Quanto maior a 
ecotextura testicular, menor a qualidade seminal dos touros. Recomenda-se um estudo de 
maior montante para estabelecer valores de corte.
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Abstract: The reproductive seasonality of rams is a factor of importance for farms, since these animals 
are more sexually active during the negative photoperiod stages. The objective of this work is to evaluate 
the relationship between season and the prognosis of reproductive capacity of ram from several genetic 
groups kept in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. The andrological examination followed the 
methodology suggested by the Brazilian College of Animal Reproduction. Regarding the reproductive 
capacity of the breeds evaluated, 36.87% were eligible for breeding, 19.55% were fit with restrictions, 
36.87% were temporary unfit and 6.7% were not eligible. Seminal characteristics (vigor, major and total 
defects) varied significantly according to race and age category but didn´t compromise reproductive 
capacity. The variations observed in the ejaculate do not allow to distinguish if the effects would come 
from the nutritional offer or the photoperiod.
Keywords: fertility; seasonality; rams.
Palavras-chave: fertilidade; sazonalidade; carneiros.

Introdução – A sazonalidade reprodutiva de ovinos é um fator de importância para as fa-
zendas de cria, uma vez que esses animais são mais ativos sexualmente durante os estágios de 
fotoperíodo negativo [1]. Estudos relatam que, durante a primavera, a produção de esperma-
tozoides não é completamente suprimida, mas é quatro vezes inferior à produção durante o 
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outono [2]. O objetivo desse trabalho é avaliar a influência da estação do ano sobre o prog-
nóstico de aptidão reprodutiva de ovinos de diversos grupamentos genéticos mantidos no 
estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Material e Métodos - Neste trabalho foi utilizado o banco de dados de exame andrológico de 
prestação de serviço do LRA-UFMS/FAMEZ com 207 animais de nove raças distintas; Ber-
gamacia (n=4); Dorper (n=28); Hampshire (n=2); Ile de France (n=37); Pantaneira (n=44); 
Santa Inês (n=22); Suffolk (n=38); Texel (n=18); White Dorper (n=14); avaliados nos meses 
de abril, setembro, outubro e novembro. Os animais são oriundos de 16 criatórios do estado 
de Mato Grosso do Sul. O sistema de criação das propriedades caracteriza-se por sistema 
extensivo e suplementação com sal mineral.

O exame clínico foi realizado inclui, exame clínico da genitália externa, biometria testi-
cular, coleta do ejaculado por eletroejaculação, aspectos físicos do ejaculado e morfológicos 
[3]. Após as análises laboratoriais os animais foram classificados quanto à aptidão [4].

Analisou-se os dados por meio de análise de variância considerando os efeitos fixos 
de estação, faixa etária e raça sobre as caraterísticas de perímetro escrotal (PE), motilidade 
(MOT), vigor (VIG), concentração/ml (CONC), defeitos maiores (DMA), defeitos menores 
(DME) e defeitos totais (DTT) todos transformados em raiz quadrada de x +1. As médias 
foram comparadas por meio de teste de Duncan entre faixas etárias e teste de t de Student 
entre estação seca e chuvosa, considerando o nível de significância de 5%. A dispersão de 
frequência dos prognósticos de fertilidade foi comparada por qui-quadrado, considerando 
estação, raças e categoria de idade.

Resultados e Discussão- O prognóstico de fertilidade observado nesta população foi de 
36.87% de animais aptos a reprodução, 16.55% aptos com restrições, 36.87% inaptos tem-
porários e 6.7% inaptos definitivos, Figura 1.  A frequência observada de prognósticos de 
fertilidade variou em função das estações, Figura 2 (X2= 11,7014, P=0,0085), observou-se 
uma diferença estatisticamente significativa na frequência de animais inaptos temporários na 
seca, contudo a porcentagem de animais aptos não variou, indicando uma não interferência 
sazonal sobre a capacidade reprodutiva.
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Figura 1. Classificação quanto à aptidão repro-
dutiva de carneiros de acordo com a raça no Es-
tado de Mato Grosso do Sul.

Figura 2. Classificação quanto à aptidão repro-
dutiva de carneiros de diversas raças de acordo 
com a estação seca e chuvosa no estado de Mato 
Grosso do Sul.

De acordo com a variação de aptidão reprodutiva em relação a estação, podemos anali-
sar que nos períodos de chuva, ou seja, de maior calor, houve diminuição de animais aptos. 
Desta forma, podemos inferir que em ovinos nessa região, interferências nutricionais (Seca), 
tem menor interferência reprodutiva do que altas temperaturas (Chuvas). Lembrando que 
não houve queda no potencial reprodutivo dos animais entre as estações, uma hipótese para 
isso seria as condições ambientais não conseguirem anular a capacidade termolítica dos ani-
mais [5].

Carneiros Pantaneiros apresentam leve melhora reprodutiva na estação chuvosa [6]. 
Contudo, no presente trabalho em ambas as estações houve alta taxa de animais aptos, cor-
roborando com outros resultados [7], e mostra que os carneiros pantaneiros apresentam ca-
racterísticas andrológicas adequadas com potencial fértil. Quanto à morfologia espermática 
observou-se que DMA e DTT variaram de acordo com a estação (P<0.05) (Tabela 1). Como 
a variação de defeitos, não foi acompanhada de variação nos aspectos físicos do sêmen não 
se pode distinguir se os efeitos seriam advindos de variações nutricionais ou efeito sazonal 
de fotoperíodo.

Tabela 1. Características do ejaculado de carneiros de diversas raças na estação seca e chuvosa

Estação chuvosa Estação seca
Motilidade 59.81 ± 2.00a 59.88 ± 1,56a

Vigor 3,60 ± 0,09a 3,52 ± 0,06a

Volume 1.32 ± 0,13a 0.86 ± 0,06a

Defeitos menores 6,53 ± 0,91a 6,94 ± 0,65a

Defeitos maiores 13.90 ± 1,48b 26.68 ± 2.02a

Defeitos totais 20,44 ± 1,70b 33.71 ± 2,22a

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste t de Student em nível de 5%.

Em clima temperado a qualidade do sêmen é influenciada pela combinação entre fo-
toperíodo e temperatura; já em regiões tropicais, relacionado com a chuva por seu efeito na 
nutrição [8]. Uma realidade dos criatórios é o fornecimento de alimento de baixa qualidade 
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conseguinte, baixo teor de proteína na dieta, podendo causar atraso no desenvolvimento tan-
to do animal quanto do PE [9]. Observou-se PE médio de 32,23±1,09; 31,88±0,66; 30,00±0,0; 
33,03±0,47; 30,17±0,42; 31,43±0,54; 28,87±0,49; 30,32±0,92; 31.82±1,09 para Bergamacia; 
Dorper; Hampshire; Ile de France; Pantaneira; Santa Inês; Suffolk; Texel; White Dorper, res-
pectivamente. Os carneiros das raças com o peso corporal maior (Ile de France, Dorper) 
apresentaram PE maior em relação aos mais leves, como os Pantaneiros, que apresentam uma 
curva de desenvolvimento abaixo da média, porém, quando analisados quanto a capacidade 
reprodutiva apresentam uma satisfatória aptidão.

Considerações finais: As variações observadas no ejaculado não permitem distinguir se os 
efeitos seriam advindos da oferta nutricional ou do fotoperiodismo. Mais estudos são neces-
sários para esclarecer esse aspecto.
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Abstract: The objective of this study was to measure the body temperature by infrared thermography 
(TIV) of Nellore bulls and to relate with seminal quality. Three evaluations were performed on 17 
animals. Temperature of the scrotal and ocular region was collected by TIV, and rectal temperature by 
clinical thermometer. Semen samples were collected and analyzed for kinetics and morphology. The 
statistical analysis was performed by SAS®. The surface temperatures of the scrotum were not related to 
the spermatic kinetics, however, there was a correlation between the temperature of the distal pole of 
the scrotum and the minor defects. There were correlations between the temperatures measured by TIV 
and the rectal temperature. In conclusion, the temperatures evaluated by TIV aren’t correlated with the 
seminal quality of Nellore bulls.
Keywords: thermography; semen; reproduction.
Palavras-chave: termografia; sêmen; reprodução. 

Introdução - A utilização de touros a campo em regime extensivo é o mais empregado na 
pecuária nacional, tornando a avaliação andrológica de extrema importância para melhor 
eficiência reprodutiva. Dentre as etapas do andrológico, a avaliação seminal é uma das mais 
importantes, sendo a motilidade e morfologia espermática parâmetros relevantes para me-
lhor predizer o potencial reprodutivo dos touros1. Os mecanismos de termorregulação são 
essenciais para uma espermatogênese normal, visto que as altas temperaturas podem ser po-
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3 Centro APTA Bovinos de Corte, IZ.
4 UNISA- Universidade Santo Amaro.

ANDROLOGIA EM ANIMAIS DE PRODUÇÃO



209

tencialmente prejudiciais a qualidade do sêmen2. A técnica de termografia infravermelha 
(TIV) tem sido usada para auxiliar estudos sobre a termorregulação dos animais, pois forne-
ce informações relevantes sobre a circulação sanguínea e o metabolismo dos tecidos3. Por-
tanto, o objetivo do presente estudo foi mensurar temperatura corporal de touros Nelore por 
meio de TIV e relaciona-las com qualidade seminal. 

Material e Métodos - O trabalho foi realizado no Instituto de Zootecnia (Centro Avança-
do de Pesquisa Tecnológica do Agronegócio de Bovinos de Corte) situado no município de 
Sertãozinho/SP/Brasil, no período de setembro a novembro de 2018. Foram realizadas 51 
colheitas de sêmen em 17 touros da raça Nelore (Bos indicus), com idade entre 24 e 36 me-
ses. As colheitas de sêmen foram realizadas com auxílio de eletroejaculador (Autojac®, Neo-
vet®, Uberaba, MG, Brasil). Após a colheita, a avaliação da cinética espermática do sêmen 
fresco foi determinada por meio do sistema de Análise Computadorizada do Movimento 
Espermático (CASA; Hamilton Thorne Research, IVOS-14, EUA) e os seguintes parâmetros 
analisados: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %) e células rápidas (RAP, 
%)4among them are the cooling and freezing rates which significantly influence the quality of 
thawed sperm. Different systems with variable freezing rates are used for freezing bull semen 
in the field, with a consequence of variable success rates. The objective of this study was to 
compare different systems for freezing bull semen in the field. Five cooling methods of semen 
and two methods for the subsequent freezing phase (5 × 2 factorial scheme. Para análise da 
morfologia espermática cada alíquota de sêmen foi diluída em solução de formol salina 4% 
e avaliada sob microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC) com imersão de 
100x (Nikon, NiU, Japan). Foi realizada contagem de 200 células por amostra e as anorma-
lidades classificadas em defeitos maiores (DefM, %), menores (Defm, %) e totais (DefT, %) 
conforme recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal5.

As temperaturas da região do testiculo e olho foram mensuradas por meio termogra-
fia infravermelha (TIV), utilizando uma câmera termográfica comercial (FLIR TR420, FLIR 
Systems Inc., EUA). O valor de emissividade (0,98) foi ajustado, assim como a configuração 
da câmera calibrada, de acordo com a recomendação do fabricante. Na captura das imagens, 
foi considerada a distância padronizada para os testículos (1m) e olho (50cm), ambas orien-
tadas perpendicularmente ao alvo. O software Researcher IR 4 (FLIR Systems Inc., EUA) foi 
utilizado para calcular os valores máximos e mínimos de cada campo de medição. Para as 
medições dos testículos, foram traçadas quatro linhas (TPP: temperatura do polo proximal; 
TPI1: Temperatura do polo intermediários 1; TPI2: Temperatura do polo intermediários 2; 
TPD: Temperatura do polo distal) de um lado a outro do testículo segundo metodologia 
adaptada de Menegassi et al.6. Para as medições da região do olho, foram consideradas as re-
giões do globo ocular (GOB) e da carúncula lacrimal (CAR). A Figura 1 apresenta o esquema 
de análise da região escrotal e ocular. A temperatura retal também foi mensurada por meio de 
termômetro clínico digital. As variáveis foram analisadas pelo PROC CORR (correlação de 
Pearson) do programa SAS® e o nível de significância adotado pelo teste de Tukey foi de 5%.
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Figura 1. Análises termográficas. A: termograma da região escrotal; B: termograma da região ocular; TPP: 
temperatura do polo proximal; TPI1: Temperatura do polo intermediários 1; TPI2: Temperatura do polo 
intermediários 2; TPD: Temperatura do polo distal; GOB: globo ocular; CAR: carúncula lacrimal.

Resultados e Discussão - No primeiro momento, foram calculadas as correlações entre as li-
nhas traçadas nos testículos. As linhas TPP e TPI1 apresentaram correlações de 0,94 (P≤0,05) 
e as linhas TPI2 e TPD de correlação de 0,93 (P≤0,05). Uma vez identificada a correlação 
entre as linhas, para as análises posteriores, foi considerada apenas as linhas TPP e TPD. Na 
Tabela 1, são apresentados os valores de correlação entre as temperaturas corporais e carac-
terísticas espermáticas. 

Não foi observada correlação entre as TPP e da TPD com os parâmetros de cinética 
obtidos pelo CASA (MT, MP e RAP), entretanto, TPD e Defm apresentaram correlação sig-
nificativa de 0,31. Apesar de significativo, a correlação é considerada de moderada a baixa, 
sendo que mais estudos e novas análises são necessários para esclarecer os resultados do pre-
sente estudo. Kastelic et al.2 relataram resultados semelhantes ao presente estudo, entretanto 
Menegassi et al.6 observaram influência da variação da temperatura escrotal na qualidade 
seminal de touros Braford. Segundo Kastelic et al.2 a relação entre a temperatura testicular e a 
qualidade seminal é bastante complexa e ainda não está totalmente elucidada.

A temperatura retal foi correlacionada com todas as demais medidas de temperatura 
corporal. Foi observado correlação entre a temperatura da região ocular e a temperatura re-
tal, corroborando com Schaefer et al.7 que relataram que a região ocular é a melhor preditora 
do estado térmico do animal, por possuir vasos sanguíneos calibrosos que respondem as 
mudanças na temperatura interna do animal7. 
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Tabela 1. Correlação entre as características de temperatura medidas por termografia infravermelha 
(região do escroto e região do olho), temperatura retal e características da qualidade de sêmen.

MT(%) MP(%) RAP(%) Def M(%) Def m(%) Def T(%) T retal(˚C)

Região Escroto
TPP(max)(˚C) 0.04 0.05 0.09 -0.03 0.14 0.07 0.65**

TPP(min)(˚C) 0.06 0.03 0.17 -0.09 0.12 0.03 0.66**

TPD(max)(˚C) -0.08 -0.01 -0.01 -0.14 0.23 0.07 0.70**

TPD(min)(˚C) 0.00 -0.05 0.10 -0.0 0.31* 0.17 0.68**

Regiao do olho
GB(max)(˚C) 0.05 -0.08 0.15 -0.06 0.17 0.06 0.53**

GB(min)(˚C) 0.05 -0.11 0.08 -0.14 0.31* 0.11 0.52**

CAR(max)(˚C) 0.04 -0.07 0.16 -0.08 0.14 0.05 0.72**

CAR(min)(˚C) 0.26* -0.01 0.27* 0.08 0.13 0.14 0.61**

*: P<0,05; **P<0,01 MT(%): motilidade total; MP(%): motilidade progressiva; RAP(%): espermatozoi-
des com movimento rápido; DefM(%): defeito maior; Defm(%): defeito menor; DefT(%): defeito total; 
Tretal(˚C): temperatura retal; TPP: temperatura do polo proximal; TPD: temperatura do polo distal; 
GB: globo ocular; CAR: carúncula lacrimal; max: temperatura máxima; min: temperatura mínima; ˚C: 
graus celsius.

Considerações Finais – As temperaturas avaliadas por TIV não estão correlacionadas com a 
qualidade seminal de touros Nelore.
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Abstract: The aim was to characterize and compare biometrics testicular, ultrasonographic attributes of 
the testes and epididymis, velocimetric indices of the testicular arteries and seminal parameters in Nelore 
and Caracu bulls. Data were analyzed by PROC MIXED (p<0.05). Testicular biometrics, pixel intensity 
and pixel heterogeneity differed between breeds (p<0.0001). The pulsatility (p=0,0001) and resistance 
indices (p=0,001) of the testicular arteries were higher in Nelore than Caracu bulls. The percentages 
of fast spermatozoa and minor defects were not different between breeds. Mass movement, vigor, 
sperm concentration and total sperm motility were higher in Nelore compared to Caracu animals. The 
major and total defects were higher in Caracu than in Nelore bulls. In conclusion, dopplervelocimetric 
characteristics of the testicular arteries, echogenicity and ecotexture of the testicular parenchyma are 
influenced by the genetic group. Furthermore, Nelore animals appear to have superior seminal quality 
when compared to Caracu animals.
Keywords: andrological; ultrassonographic; Espectral Doppler, breed, bovine.
Palavras-chave: andrológico; ultrassonografia; Doppler Espectral, raça, bovinos.

Introdução – Os bovinos são pertencentes a família Bovidae e divididos em dois gêneros: 
Bos taurus taurus (animais de origem europeia) e Bos taurus indicus (animais originalmen-
te encontrados na Índia, Ásia e África) [1]. A raça Nelore é a raça Bos taurus indicus mais 
difundida no Brasil e bem adaptada as condições tropicais brasileiras. Já os animais Caracu, 
uma raça crioula brasileira, é pertencente ao gênero Bos taurus taurus e ao longo dos séculos 
têm se adaptado as condições climáticas em território brasileiro e formado animais nativos. 
Estes animais são classificados como taurinos adaptados, reconhecidos por serem rústicos 
[2]. A unidade de pesquisa do Instituto de Zootecnia de Sertãozinho, no estado de São Paulo 

1 FCAV-UNESP.
2 Faculdade de Medicina de Ribeirão – USP.
3 Centro APTA Bovinos de Corte, Instituto de Zootecnia.
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é o mais importante centro de melhoramento genético da raça Caracu [3]. Com relação as 
características reprodutivas são descritas diferenças entre os genótipos Bos taurus taurus e 
Bos taurus indicus. Exemplos disto é o formato testicular mais alongado em Bos taurus indi-
cus e a idade a puberdade mais precoce e maior volume de ejaculado em Bos taurus taurus 
[4]. Outras diferenças podem existir e devem ser consideradas quando realizada a avaliação 
reprodutiva de touros. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar os 
atributos ultrassonográficos dos testículos e epidídimos, os índices dopplervelocimétricos 
das artérias testiculares e os parâmetros seminais em touros Nelore e Caracu.

Material e Métodos - O trabalho foi realizado no Instituto de Zootecnia, no município de 
Sertãozinho, SP, entre outubro de 2016 e janeiro de 2017. Os touros foram agrupados de 
acordo com a raça: (1) animais da raça Caracu (n= 80, 20,7 ± 13,3 meses e 473,9 ± 133,1 Kg); 
e (2) animais da raça Nelore (n= 212, 20,5 ± 14,3 meses e 431,8 ± 169,6 Kg). O perímetro 
escrotal (PE) foi obtido com uma fita milimétrica no maior diâmetro do escroto, os compri-
mentos (dorsoventral) e diâmetros (medio-lateral) dos testículos foram medidos com uma 
régua, e o volume testicular calculado usando a fórmula: V = 2 {(R2) x π x TL}, onde R = raio 
(diâmetro / 2), TL = comprimento testicular e π = 3,14. Avaliações ultrassonográficas (US) 
modo-B e Doppler espectral foram realizadas com equipamento ultrassonográfico portátil 
(Mindray Z5®, Shenzhen, China) acoplado a um transdutor transretal linear na frequência de 
7,5 MHz. Os exames de US iniciaram pelos testículos, epidídimos e índices vasculares das ar-
térias testiculares, sendo eles, o índice de pulsatilidade (IP), índice de resistência (IR), pico de 
velocidade sistólica (PVS) e velocidade diastólica final (VDF), por via transcutânea na bolsa 
escrotal e região dos cordões espermáticos. As imagens US foram analisadas pelo software 
Image Pro Plus 7.0TM (MediaCybernetics Inc., San Diego, CA, USA) para determinação da 
ecogenicidade (valores numéricos de pixels) e ecotextura (desvio padrão dos valores médios 
de pixel). Os touros tiveram sêmen colhido com auxílio de eletroejaculador (Autojac®, Neo-
vet®, Uberaba, Brasil). 

As amostras seminais foram avaliadas quanto as características físicas (turbilhonamen-
to, vigor e concentração espermática) e morfológicas (percentual de defeitos maiores, meno-
res e totais), segundo normas do CBRA [5]. Por meio do sistema de Análise Computadori-
zada do Movimento Espermático (CASA) foi avaliado motilidade total (%MT), motilidade 
progressiva (%MP) e espermatozoides com movimento rápido (%RAP). A análise estatística 
dos dados foi realizada utilizando o PROC MIXED do programa SAS e nível de significância 
de 5% (P<0,05).

Resultados e Discussão – Foram observadas diferenças entre raças para as características 
de biometria testiculares (PE, comprimento, diâmetro e volume testicular), assim como para 
as características de ecogenicidade e ecotextura do parênquima testicular. Os índices vascu-
lares das artérias testiculares (IP, IR e VDF) também diferiram entre as raças. Além disso, 
as características seminais apresentaram diferenças entre Nelore e Caracu, demonstrando 
melhor qualidade seminal em animais da raça Nelore (Tabela 1). A análise computadorizada 
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de imagens US para determinação da ecogenicidade e ecotextura de parênquima de órgãos 
reprodutivos tem mostrado alta precisão no acompanhamento do desenvolvimento sexual 
de touros [6]. No presente estudo, os parâmetros de pixels avaliados nos testículos foram 
menores nos touros da raça Caracu em relação aos da raça Nelore. Estes achados parecem ter 
relação com particularidades genotípicas. A menor ecogenicidade registrada para os animais 
da raça Caracu provavelmente está relacionada a maior precocidade sexual destes indivíduos. 
Adicionalmente, as características de ecotextura do parênquima testicular tem alta correla-
ção com a área dos túbulos seminíferos [7], indicando ter também bom potencial na avalia-
ção da função testicular. Apesar das importantes funções do epidídimo na determinação da 
capacidade reprodutiva dos touros, não foram encontradas relações entre grupos genotípicos 
e características ultrassonográfica deste órgão.

Os índices de pulsatilidade e resistência foram menores em touros da raça Caracu em 
relação aos da raça Nelore, provavelmente devido a diferença de formato testicular e conse-
quentemente, necessidade de perfusão sanguínea entre os grupos genéticos. A velocidade 
diastólica final foi maior nos touros da raça Caracu, o que pode ter também relação com a 
necessidade de um aporte sanguíneo com maior velocidade para atingir todo o tecido testi-
cular, uma vez que animais Bos taurus taurus apresentam maior PE, o qual está intimamente 
relacionado a área testicular maior, a ser vascularizada. 

A avaliação seminal evidenciou melhores índices para animais da raça Nelore, como 
turbilhonamento, vigor, concentração espermática e %MT, enquanto que os percentuais de 
defeitos maiores e totais, foram maiores em animais da raça Caracu, sendo que os defeitos 
de cauda (cauda fortemente dobrada) e gota protoplasmática proximal foram os mais obser-
vados, em 86% e 82,8% dos animais avaliados, respectivamente. Os motivos pelos quais a 
avaliação seminal foi melhor na raça Nelore, provavelmente são devidos animais Bos taurus 
indicus serem mais resistentes e adaptados aos trópicos e estresse térmico, enquanto animais 
Bos taurus taurus possuem termogênese menos eficiente [8]. 

Tabela 1. Média e erro padrão da média da ecogenicidade (valor numérico de pixel) e ecotextura (des-
vio padrão de pixels) dos parênquimas testiculares e epididimários, dos índices de fluxo sanguíneo das 
artérias testiculares e das características seminais apresentados para os efeitos de raças (Nelore e Caracu).

Variáveis  Nelore Caracu P
Biometria Testicular
Perímetro Escrotal 29,59 ± 0,18 34,99 ± 0,31 0,0001
Comprimento Testicular 10,03 ± 0,07 12,17 ± 0,12 0,0001
Diâmetro Testicular 5,87 ± 0,05 6,28 ± 0,08 0,0001
Volume Testicular 188,58 ± 2,62 242,96 ± 4,29 0,0001
Parênquima Testicular
Ecogenicidade 84,03 ± 1,08 74,57 ± 1,61 0,0001
Ecotextura 14,39 ± 0,11 13,24 ± 0,17 0,0001
Parênquima Epididimário
Ecogenicidade 68,31 ± 0,72 70,49 ± 1,07 0,0829
Ecotextura 18,85 ± 0,25 18,25 0,38 0,1798

>continua
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Variáveis  Nelore Caracu P
Fluxo das artérias testiculares
Índice de Pulsatilidade 0,76 ± 0,02 0,52 ± 0,03 0,0001
Índice de Resistência 0,50 ± 0,01 0,39 ± 0,01 0,001
Pico de Velocidade Sistólica (cm/s) 17,38 ± 3,09 16,35 ± 4,70 0,85
Velocidade Diastólica Final (cm/s) 7,67 ± 0,50 10,75 ± 0,77 0,0007
Características seminais
Turbilhonamento 2,52 ± 0,20 1,69 ± 0,25 0,0055
Vigor 2,74 ± 0,08 2,43 ± 0,11 0,0334
Concentração (x106/mL) 652,42 ± 61,45 447,62 ± 75,31 0,020
Motilidade Progressiva (%) 60,55 ± 1,81 62,98 ± 2,20 0,3521
Motilidade Total (%) 80,59 ± 2,16 80,53 ± 2,63 0,0011
Espermatozoides rápidos (%) 78,21 ± 2,27 76,20 ± 2,76 0,5409
Defeitos Maiores (%) 3,47 ± 0,54 6,86 ± 0,82 0,0005
Defeitos Menores (%) 2,54 ± 0,24 3,25 ± 0,37 0,1036
Defeitos Totais (%) 11,47 ± 1,92 19,52 ± 2,34 0,0044

Considerações Finais - As características dopplervelocimétricas das artérias testiculares e a 
ecogenicidade e ecotextura dos testículos e epidídimos foram caracterizados como referência 
de normalidade para bovinos e sofrem influência do grupo genético. A avaliação seminal de-
monstrou qualidade seminal superior em touros da raça Nelore (Bos taurus indicus) quando 
comparado a qualidade seminal de touros Caracu (Bos taurus taurus).
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Abstract: The clinical andrological evaluation is fundamental to characterize the reproductive potential 
of the males. The objective of this study was to find clinical parameters for the andrological evaluation 
of rams of different breeds from the state of Mato Grosso do Sul. The breeding soundness evaluation of 
the rams followed the methodology suggested by the Brazilian College of Animal Reproduction. The 
scrotal circumference was lower than that recorded in the national literature. Seminal characteristics 
(vigour, major and total defects) varied significantly according to breed and age category but didn´t 
compromise reproductive fitness. The breeds established in this study show lower andrological 
developmental / age characteristics than expected for rams in other regions, indicating environmental 
interference in sexual development.
Keywords: breeding soundness evaluation; rams, semen.
Palavras-chave: exame andrológico; ovinos; sêmen.

Introdução - O exame clínico andrológico é fundamental pois tem como princípio caracte-
rizar a potencialidade reprodutiva dos machos, que é composta por um exame clínico geral, 
avaliação do locomotor, exame da genitália externa, avaliação dos aspectos físicos do ejacu-
lado e das características morfológicas dos espermatozoides. O número de técnicos veteri-
nários com experiência em ovinocultura no Mato Grosso do Sul ainda é pequeno e faltam 
subsídios quanto aos parâmetros clínicos de normalidade que compõem o exame andro-
lógico, bem como os efeitos das condições ambientais regionais sobre o desenvolvimento 
reprodutivo desta espécie. 
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2 Programa de Residência em Reprodução de Grande Animais, HV/UEL.
3 Médica Veterinária.
4 Acadêmica de graduação em Medicina Veterinária/UFMS.
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O objetivo desse trabalho é caracterizar o perfil andrológico de carneiros de diferentes 
raças, de modo a subsidiar médicos veterinários quanto aos parâmetros clínicos em exames 
andrológicos, considerando as variações entre estações, mantidos em sistema extensivo no 
estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Material e Métodos - Neste trabalho foi utilizado o banco de dados de exames andrológicos 
de prestação de serviço do LRA-UFMS/FAMEZ com 207 animais de nove raças distintas 
(Bergamacia, Dorper, Hampshire, Ile de France, Pantaneira, Santa Inês, Suffolk, Texel e Whi-
te Dorper), avaliados nos meses de abril, setembro, outubro e novembro. Os animais são 
oriundos de 16 criatórios do estado de Mato Grosso do Sul. O sistema de criação das proprie-
dades caracteriza-se por sistema extensivo e suplementação com sal mineral.

O exame clínico foi realizado de acordo com a metodologia proposta por [1] incluindo-se 
exame clínico da genitália externa, biometria testicular, coleta do ejaculado por eletroejacula-
ção, aspectos físicos do ejaculado e morfológicos. 

Para efeito de análise, os animais foram categorizados por idade em faixas etárias: 6 me-
ses (≤10 meses); 10 (≥ 10 a < 12 meses); 12 (≥ 12 a  < 18 meses); 18 (≥ 18 a  < 24 meses); 24 (≥ 
24 a  <30 meses); 30 (≥30 a  < 36 meses); 36 (≥ 36 a  < 48 meses) e 48 (≥ 48 meses).

Analisou-se os dados por meio de análise de variância considerando os efeitos fixos 
de estação, faixa etária e raça sobre as caraterísticas de perímetro escrotal (PE), motilidade 
(MOT), vigor (VIG), concentração/ml (CONC), defeitos maiores (DMA), defeitos menores 
(DME) e defeitos totais (DTT) todos transformados em raiz quadrada de x +1. As médias 
foram comparadas por meio de teste de Duncan entre faixas etárias e teste de t de Student 
entre estação seca e chuvosa, considerando o nível de significância de 5%. 

Resultados e Discussão -  O crescimento testicular apresentou uma curva linear de regressão 
com interação entre a categoria de idade e raça (P<0.0001), no entanto o PE médio por faixa 
etária é menor que o sugerido por [1]. O PE médio foi 30.97 ± 0,23 cm, observou-se variação 
em função de raça (P=0.0038) e idade (P<0,001). Como esperado houve interação entre 
idade e raça (P=0,0002), Figura 1. Em média eles atingem o PE maior em torno dos 30-35 
meses apresentando a partir daí uma curva mais lenta. Considerando as raças observou-se 
PE médio de 32,23 ± 1,09; 31,88 ± 0,66; 30,00±0.0; 33,03 ± 0,47; 30,17 ± 0,42; 31,43 ± 0,54; 
28,87 ± 0,49; 30,32 ± 0,92; 31.82 ± 1,09 para Bergamacia (n=4); Dorper (n=28); Hampshi-
re (n=2); Ile de France (n=37); Pantaneira (n=44); Sta. Inês (n=22); Suffolk (n=38); Texel 
(n=18); White Dorper (n=14), respectivamente. 
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Figura 1. Distribuição média do perímetro escrotal de carneiros de diversas raças de ovinos 
em função da faixa etária criados a pasto no Estado de Mato Grosso do Sul.

Em carneiros, alguns autores sugerem que o perímetro escrotal dos animais adultos 
atinjam o valor mínimo de 32 cm na idade adulta e que a maturidade parece ser alcançada 
aos 14 meses de idade [2] ou quando comparado aos dados brasileiros [1] apresentam 32cm 
de PE aos 11.2 meses. Observa-se que a curva de crescimento testicular alcança estabilidade 
em torno dos 35 meses, período em que os defeitos morfológicos das células espermáticas 
também estabilizam. Este perfil de estabilização das características seminais é tido por [3] 
como característico da maturidade sexual.  As condições climáticas regionais associadas a 
criação extensiva podem explicar o atraso na maturidade sexual comparados aos registros 
da literatura [4].

Quanto aos aspectos físicos do sêmen, a motilidade e o vigor variaram significativa-
mente em função da interação idade e raça (P=0,0007 e P<0,001, respectivamente), com pico 
máximo de qualidade aos 30 meses de idade. Quanto à morfologia espermática observou-se 
que o modelo adotado foi significativo para DMA (P=0.0001, R2=0.6019, CV=31.90%) e 
DTT (P=0.0001, R2=0.5371, CV=28.94%). DMA variaram significativamente (P<0.05) em 
função da raça e idade e estação, tendo sido observada interação entre idade e raça. DME 
não apresentaram nenhuma diferença significativa (P>0.05). Para DTT, a estação, raça e a 
interação entre idade e raça (Figura 2) foram significativas (P<0.05).

Figura 2. Distribuição média do defeitos totais observados no ejaculado de carneiros de diversas raças 
de ovinos em função da faixa etária criados a pasto no Estado de Mato Grosso do Sul.

Os valores médios de aspectos físicos do sêmen por faixa etária apresentam-se abaixo ao 
sugerido pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal [1], que sugere motilidade > 75%, e 
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10% de defeitos totais. No entanto, encontra-se na literatura sugestões de critérios mais to-
lerantes para motilidade e alterações morfológicas espermáticas como os Padrões sugeridos 
pela Universidade de Purdue [2] ou pela Universidade de Ohio [5] que considera satisfatório 
o ejaculado com 30 a 80% de células normais e 30 a 70% de motilidade. Essas instituições 
utilizam um critério clínico diferente do adotado no Brasil. É preciso avaliar o impacto dessa 
flexibilidade clínica sobre a fertilidade do rebanho ovino nas nossas condições.

Considerações Finais – As raças estabelecidas nessa região apresentam características an-
drológicas de desenvolvimento por faixa etária menores do que o esperado para ovinos em 
outras regiões, indicando interferência ambiental no desenvolvimento sexual. Os parâmetros 
clínicos andrológicos de carneiros no estado de Mato Grosso do Sul precisam ser definidos. 
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Abstract: The objective was to verify the correlation between reproductive responses and thermal 
regulation of the scrotum under two systems of silvipastoral production and no-tree pasture of 
½ Angus + ½ Nelore males. The experiment was conducted at Fazenda Boa Aguada, Ribas do Rio 
Pardo, MS, from October 2018 to March 2019. Ten animals ½ Angus + ½ Nelore were used, four in 
the silvipastoral system and six in the no-tree pasture. To evaluate the reproductive responses, they 
were submitted to seminal collection attempts to analyze the andrological profile. At the same time, 
a scrotal temperature was measured using an infrared imager. The images obtained were analyzed by 
the software IRSoft software. The data set was submitted to an analysis of variance (p <0.05), t test, by 
the SAS package. In the silvopastoral system, the scrotum temperatures (1, 2, 3 and Max) were higher 
and the morphological aspects of the ejaculate were worse showing that the highest temperature in the 
testicles may have compromised the qualitative evolution of spermatogenesis expected at this age.
Keywords: ILPF, infrared thermography, testicular thermoregulation.
Palavras-chave: ILPF, termografia, termorregulação testicular.

Introdução – O estresse por calor pode ter maior influência nos bovinos criados em regime 
de pastejo nas regiões tropicais [1], causando alterações em respostas, fisiológicas, produ-
tivas e reprodutivas. Nesta condição, o fornecimento de sombra natural é uma das formas 
mais econômicas e de melhor resultado na mitigação do estresse térmico [2], fazendo-se 
necessário para preservação de bons parâmetros zootécnicos reprodutivos. Dessa forma, foi 
realizado um estudo com o objetivo de verificar correlações entre as respostas reprodutivas 
e regulação térmica do escroto sob dois sistemas de produção (silvipastoril e pastagem sem 
árvores) de machos ½ Angus+ ½ Nelore, no Centro-Oeste brasileiro.

Material e Métodos - O experimento foi conduzido na Unidade de Referência Tecnológica 
(URT) da Embrapa Gado de Corte, instalada na fazenda Boa Aguada, no município de Ribas 
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2 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, Embrapa, Campo Grande, MS.
3 Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS, Campo Grande, MS.

ANDROLOGIA EM ANIMAIS DE PRODUÇÃO

mailto:eliane.silva@ufms.br


221

do Rio Pardo - MS, (20º26’34”S, 53°45’32”W, elevação média 312m, faixa tropical úmido 
- Aw, com precipitação de 1.500 mm e temperatura anual média de 26°C), implantada em 
2016. As duas áreas avaliadas (silvipastoril e pastagem pura) possuem 4,01 ha cada, e são 
formadas com capim-piatã (Brachiaria brizantha cv. BRS Piatã). O arranjo com árvores é 
do tipo 28x2m (linha simples), sendo que o componente arbóreo é formado por híbridos de 
eucalipto (Citriodora, Urograndis (I 144), Urocam (VM 01) e Toleriodora). O período experi-
mental foi de outubro de 2018 a março de 2019. Foram utilizados um total dez machos bovi-
nos ½ Angus + ½ Nelore, sendo que seis desses estavam na pastagem convencional e quatro 
no silvipastoril. No início experimental, os animais tinham em média 13,5 meses de idade e 
358,5 kg, e estavam clinicamente saudáveis. Para a avaliação do perfil andrológico, os animais 
foram submetidos a três tentativas de coleta seminal nos meses de dezembro, janeiro e março. 
O método utilizado foi eletroejaculação com análise quantitativa e qualitativa do ejaculado 
de acordo com a metodologia de [3]. Além do perfil andrológico, foi determinada a tempe-
ratura do escroto, com auxílio de um termovisor de infravermelho, Testo modelo 875i (Testo 
thermal imager), e analisador de imagens Testo, do programa IRSoft software. Determinado 
assim as seguintes temperaturas: máxima do escroto (TE máx, °C.), mínima do escroto (TE 
mín,°C), cranial (TE1, °C), medial (TE2, °C) e caudal (TE3, °C), nos meses de outubro, de-
zembro, janeiro e março. As variáveis dependentes foram submetidas a análise de variância 
considerando o efeito fixo de sistemas, período avaliado e peso como covariável. Médias fo-
ram comparadas por  teste t de student (p<0,05) utilizando-se o pacote estatístico SAS.

Resultados e Discussão - Embora sistemas de produção do tipo silvipastoris estejam sempre 
associados a maior grau de bem-estar animal, características como arranjo, densidade, es-
pécie e altura das árvores influenciam na quantidade e qualidade da sombra ofertada, e, por 
consequência, na capacidade de mitigação do estresse térmico da área e melhorias nos aspec-
tos reprodutivos. O ITGU médio observado no período experimental foi maior na pastagem 
77,91 ± 0,27 vs 77,25 ± 0,38 no sistema silvipastoril. Nas condições deste estudo, as variáveis 
como de temperatura escrotal diferiram significativamente sendo superiores no sistema silvi-
pastoril (Tabela 1), embora o sombreamento tenha favorecido o ITGU.

Tabela 1. Respostas termográficas e reprodutivas sob dois sistemas de produção (silvipastoril e pasta-
gem sem árvores).

Variáveis
Sistemas

Silvipastoril Pastagem
Idade 16,25 ± 0,59 a 16,56 ± 0,48 a
Peso 421,13 ± 13,11 a 420,56 ± 12,52 a
TE1 (°C) 37,19 ± 0,59 a 35,80 ± 0,26 b
TE2 (°C) 35,09 ± 0,26 a 34,40 ± 0,21 b
TE3 (°C) 33,74 ± 0,18 a 33,35 ± 0,20 b
TE máx (°C) 37,47 ± 0,25 a 35,91 ± 0,40 b
TE mín (°C) 31,76 ± 0,20 a 31,80 ± -,29 a
PE (cm) 33,72 ± 0,72 a 32,42 ± 0,49 a
Motilidade (%) 66,36 ± 4,91 a 71,76 ± 3,56 a

>continua
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Variáveis
Sistemas

Silvipastoril Pastagem
Vigor (1-5) 2,29 ± 0,15 a 2,66 ± 0,17 a
Volume (ml) 3,14 ± 0,61 a 2,95 ± 0,33 a
Concentração (x 106/mL) 134,31 ± 60,38 a 136,01 ± 34,14 a
Defeito maior (n) 35,18 ± 0,74 a 21,95 ± 5,86 b
Defeito menor (n) 8,95 ± 1,87 a 8,80 ± 2,05 a
Defeito total (n) 44,14 ± 7,97 a 30,71 ± 5,98 b

No sistema silvipastoril, as temperaturas de escroto (1,2,3 e máx) foram maiores (37,1°C; 
35°C; 33,7°C e 37,5°C), respectivamente. Se faz importante a ressalva que, os testículos pos-
suem um gradiente de temperatura, opostos e complementares, que mantêm a temperatura 
testicular entre 2 °C e 6 °C mais baixa que a temperatura corporal central,  para que ocorra 
uma produção de esperma fértil, ultrapassando esses valores, é possível reduzir a qualidade 
do sêmen [4]. A temperatura escrotal observada por termografia neste experimento foi supe-
rior ao observado na literatura. A maior temperatura escrotal registrada no sistema silvipas-
toril poderia ser explicada por outros fatores que favoreceriam a termorregulação não consi-
derados no índice adotado, como velocidade e direção do ventos, que em sistemas integrados 
com maior densidade de árvores eventualmente pode haver uma restrição de circulação de 
ventos, desfavorecendo a termólise [5].

Os aspectos morfológicos do espermatozoide foram piores no sistema silvipastoril mos-
trando que a temperatura mais elevada nos testículos pode ter comprometido a evolução 
qualitativa da espermatogênese esperada nesta idade.

Considerações Finais – A presença de árvores, em arranjos ordenados na densidade de 28x 
2 m, não proporcionou melhoria na termorregulação testicular e no desenvolvimento sexual 
de touros cruzados 
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Abstract: Body and testicular biometrics and their potential associations to seminal parameters can 
be used to select males for assisted reproduction programs. The aim of this study was to evaluate the 
correlation between the body and testicular biometrics to the seminal characteristics of felines. Thirteen 
adult domestic cats were measured at body measurements of head length and circumference, chest 
diameter, head length plus body length, tail length and total length. Testicular measurements of length, 
width and thickness were measured by three different methods. Through the testicular measurements 
the parameters of area, volume, testicular weight and gonadosomatic index (GI) were estimated. 
Seminal parameters evaluated in the fresh sample were: volume, sperm vigor, total motility, progressive 
motility, sperm concentration, structural and functional integrity of the plasma membrane and sperm 
morphology. High positive and significant correlations within the parameters of biometry, between the 
testicular parameters and within the seminal parameters were found.
Keywords:cats, andrological, testicular morphometry.
Palavras-chave: gatos, andrológico, morfometria testicular.

Introdução - O gato doméstico é modelo para a pesquisa em espécies silvestres de carní-
voros, a pesquisa básica de aspectos físicos e fisiológicos é de essencial importância para 
a compreensão da reprodução da espécie felina e a aplicação da reprodução assistida em 
espécies de felinos em cativeiro [5]. Conhecer a biometria e sua potencial associação com os 
parâmetros seminais é informação inovadora que pode ser empregada na escolha de machos 
para programas de reprodução assistida O objetivo desse estudo foi estabelecer os parâme-
tros biométricos corporais e testiculares de felídeos domésticos e suas correlações com parâ-
metros espermáticos [3].
1 Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, CEP 40170-110 Salvador, Bahía, Brasil.
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Material e Métodos - No presente estudo foram utilizados treze gatos machos, sem raça de-
finida, sexualmente maduros, com idade entre 1 e 4 anos e peso médio de 4.50±0.44 kg. Os 
animais foram anestesiados com agonista alfa-2 adrenérgico e posicionados em decúbito lateral 
para avaliação reprodutiva e corporal. A biometria corporal foi realizada com uma fita métrica 
plástica para mensurar comprimento e circunferência da cabeça, comprimento da cabeça mais 
corpo, comprimento da cauda, comprimento total e diâmetro torácico. Foram aferidas as medi-
das testiculares de comprimento, largura e espessura por meio de ultrassonografia (método 1) e 
paquímetro digital (método 2). Com as mensurações testiculares foram estimados os parâme-
tros de área, volume e peso testicular assim como índice gonadossomático (IG). 

Para a colheita do sêmen foi utilizada uma sonda sem janela lateral (1mm de diâmetro 
x 13cm de comprimento), estéril e lubrificada. Avaliou-se vigor espermático, motilidade total 
(MT), motilidade progressiva (MP), concentração espermática, teste supravital (EOS), teste 
hiposmótico (HOST) e morfologia espermática. Foi realizada orquiectomia bilateral, com 
retirada dos epidídimos e túnicas do testículo para que fossem mensurados com o paquíme-
tro digital (método 3): a largura, o comprimento e a espessura de cada testículo. Com essas 
medidas foram estimadas a área, o volume, o peso e o IG. Além disso, os testículos foram 
pesados em uma balança analítica.

Tabela 1. Mensurações da biometria corporal  e testicular (segundo o método de mensuração) de gatos 
domésticos.

Mensuração (cm) Média±DP Mínimo Q25 Mediana Q75 Máxima
Comp.cabeça    12.58±1.17 11.00 11.75 12.00 13.50 15.00

Circ.cabeça       23.04±1.75 20.00 21.75 23.00 24.00 27.00

Diam.Torácico    32.54±1.51 30.00 32.00 32.50 33.00 35.50

Cab + corpo       55.77±1.52 53.00 54.75 56.00 57.00 58.00

Comp. Cauda    27.38±4.58 14.50 25.75 28.00 30.25 33.00

Comp. Total      83.15±4.72 70.50 81.50 83.00 86.75 89.50

Área Testicular 
(cm2)

1
2
3

-
-
-

1.61
1.50
1.60

2.33
2.30
2.09

2.71a

2.65b

3.18b

3.41
3.04
3.93

3.68
3.39
4.40

Volume testicular
1
2
3

-
-
-

1.53
1.48
1.04

2,00
1.81
2.23

2.55a

2.06a

2.84a

4.11
2.66
3.40

8.95
7.25
6.57

Peso Testicular
1
2
3

-
-
-

1.67
1.62
1.14

2.20
1.99
2.44

2.80a

2.26a

3.12a

4.51
2.92
3.73

9.81
7.95
7.20

IG
1
2
3

-
-
-

0.04
0.03
0.02

0.05
0.04
0.05

0.07a

0.05a

0.06a

0.11
0.06
0.09

0.23
0.17
0.14

DP: desvio padrão; Q25: quartil 25; Q75: quartil 75. - Dado não avaliado. Letras diferentes na linha 
entre grupos de variáveis indicam diferenças significativas entre os grupos. IG: índice gonadossomáti-
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co; 1: mensuração realizada com ultrassom; 2-mensuração utilizando um paquímetro digital antes da 
orquiectomia; 3: mensuração realizada ao testículo depois da cirurgia com paquímetro digital. Comp: 
comprimento. Circ: circunferência. Diam: diâmetro. Cab: cabeça.

Tabela 2. Parâmetros seminais de amostras colhidas por cateterização uretral no gato doméstico.

Variável Média±DP Mínimo Q25 Mediana Q75 Máxima
Volume (µl)* 37.50±28.41 20.00 20.00 30.00 37.50 115.00

Vigor* 3.85±0.41 3.00 3.50 4.00 4.00 4.50

MT (%) 81.50±8.51 70.00 73.75 80.00 90.00 95.00

MP (%) 75.00±10.27 60.00 67.50 75.00 85.00 90.00

CN/ml* 473.31±491.61 10.00 41.52 323.90 881.25 1333.33

EOS (%) 78.60±11.16 64.00 68.75 77.50 88.50 95.00

CH (%) 80.70±9.01 66.00 70.00 84.50 88.25 90.00

EMN (%) 67.00±20.74 31.00 50.75 68.50 83.50 96.00

*Variáveis não normais MT (%): Motilidade Total; MP (%): Motilidade Progressiva; CN: Concentração\
mL; EOS (%): Integridade estrutural membrana; CH (%): Integridade funcional membrana; EMN (%):  
Espermatozoides morfonormais.

Resultados e Discussão - Não houve diferença (P>0.05) na comparação entre o peso testicu-
lar e IG estimado pelo paquímetro e pela balança e entre os parâmetros testiculares: volume, 
peso e IG segundo os métodos de mensuração do testículo. Porém encontrou-se diferença 
(P< 0.05) na área testicular pelo método de mensuração, sugerindo que a depender da fór-
mula matemática utilizada para estimar as medidas a partir de instrumentos manuais ou 
ultrassonográficos, os resultados podem variar [3]. 

Os dados relatados neste estudo em relação ao comprimento de cabeça mais corpo 
(40-60cm), comprimento de cauda (25-35cm) e volume e peso testicular (2,73-2,93cm3) é 
coincidente com o intervalo reportado para a espécie [6].

Para os parâmetros seminais não existiu diferença estatística (P>0.05) o que demostrou 
que o sêmen colhido via uretral apresentou características que encaixam nos intervalos de 
pesquisas similares, indicando a efetividade do processo realizado neste estudo [1,7].

Foram realizadas correlações de Spearman que testaram as associações entre biometria 
corporal, testiculares e seminais de acordo com o método de mensuração realizados. Entre 
a biometria corporal e a biometria testicular, no método 2 e 3, não foram encontradas cor-
relações significativas (P<0.05). No método 1 foram encontradas correlações positivas entre 
o comprimento total e os parâmetros testiculares de área (r=0,76), volume (r=0,76), peso 
(r=0,76) e IG (r = 0.71) (P<0.05). Segundo [2], animais de pequeno porte tendem a apresen-
tar maior massa testicular quando comparados a animais de maior massa corporal, sofrendo 
também importante influência do sistema de acasalamento no IG. Encontrou-se correlações 
(P<0.05) entre a concentração espermática por mililitro e os parâmetros testiculares no mé-
todo 2 e motilidade total e progressiva com área e peso testicular pelo método 3 (P<0.05). 
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A existência da relação entre medidas testiculares e níveis séricos de testosterona estão en-
volvidas na produção e características seminais, esperando assim que animais com maiores 
testículos apresentem maiores parâmetros seminais [6].

Considerações Finais - Dado o exposto, o método de mensuração com o paquímetro de-
monstrou-se positivo porque foram encontrados parâmetros testiculares que se correlacio-
nam com parâmetros seminais. Contudo, o presente estudo não obteve um parâmetro co-
mum as biometrias corporais e testiculares associadas aos parâmetros seminais.
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Abstract: The study aimed to determine the testicular biometry and correlating with the sperm 
characteristics. Were used 40 male cats, divided into three groups: Group 1 - sperm recovery from 
the epididymis’ tail, Group 2 - collection of semen by electroejaculation and Group 3 - recovery from 
the tail of the epididymis after electroejaculation. Sperm samples were evaluated in CASA system. It 
was used the Pearson correlation coefficient test (r), considering (P<0.05). In G1, it was observed a 
positive correlation between testicular volume and the spermatic straightness (r=0.746 and P=0.00837), 
testicular weight and straightness (r=0.693, P= 0.0181). In the G3, it was identified a negative correlation 
between testicular volume and progressive movement (r=-0.566, P= 0.0224), also between the testicular 
volume and the spermatic straightness (r=-0.567, P=0.0219). In the study conditions it was not possible 
to conclude that there is a correlation between testicular biometry and sperm kinetics in domestic cats.
Keywords: Testicular Measurement; Cats; Spermogram.
Palavras-chave: Mensuração Testicular; Gatos; Espermograma.

Introdução - A análise testicular e seminal de felinos tem grande importância na seleção dos 
melhores reprodutores, assim como preservação das espécies selvagens em extinção. Para 
possibilitar a realização de maiores estudos, utiliza-se o gato doméstico como modelo ex-
perimental de felídeos selvagens [1]. As pesquisas tem estudado as diversas características 
genéticas e ambientais que possam conduzir à uma melhor eficiência na reprodução e na 
produção de novos indivíduos, visto que a seleção direta de características ligadas à repro-
dução é, muitas vezes, difícil de ser aplicada. Por isso, torna-se necessário identificar carac-
terísticas que sejam facilmente mensuradas, que apresentem repetibilidade e que possam ser 
correlacionadas aos eventos reprodutivos [2]. As medidas do perímetro escrotal constituem 
um eficiente indicativo do potencial reprodutivo e de predição da produção espermática de 
ruminantes [3], sendo utilizado como critério de seleção de reprodutores pelas correlações 
genéticas favoráveis com características do sêmen e fenotípicas desejáveis [4]. Sabe-se que 
1 Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, PR. 
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em humanos, o tamanho testicular tem correlação positiva com a qualidade espermática, 
e se torna uma ferramenta útil e rápida na avaliação da fertilidade durante o exame físico 
[5]. Estudos anteriores descreveram uma relação positiva do peso testicular com a produ-
ção de espermatozoides, e evidenciaram que quanto maior o tamanho do testículo, maior 
a produção espermática em cães, leões, capivaras e gatos [6][7][8][9]. Acredita-se que seja 
uma ferramenta importante para seleção de reprodutores em gatis comerciais, assim como 
a utilização como biotécnica para espécies de felinos selvagens, principalmente aos ameaça-
dos de extinção. O objetivo desse trabalho foi determinar a biometria testicular por meio da 
mensuração dos testículos de gatos domésticos e correlacionar com as características esper-
máticas in vitro.

Material e Métodos - Foram utilizados 40 gatos machos, adultos, sem raça definida, com 
idade entre 2 a 6 anos, provenientes de organização não governamental (ONG) de proteção 
animal. Esses animais foram separados em três grupos distintos: Grupo 1 (G1- 11 gatos): os 
testículos foram pesados, mensurados e recuperação espermática da cauda do epidídimo 
(EPD) após orquiectomia, Grupo 2 (G2- 13 gatos): mensuração testicular e colheita de sêmen 
por eletroejaculação e Grupo 3 (G3- 16 gatos): mensuração testicular e recuperação espermá-
tica da cauda do epidídimo após eletroejaculação e orquiectomia. A biometria testicular foi 
realizada pela mensuração do comprimento (C), largura (L) e espessura (E) de cada testículo, 
e posteriormente, realizado o cálculo da média dos testículos de cada animal e o volume 
testicular aplicando a fórmula: Volume Testicular (VT) = ¾ x π x C/2 x L/2 x E/2 [10], onde 
π = 3,1416. O resultado foi expresso em mm3. No G2 foi avaliado o volume do ejaculado, e 
nos três grupos (G1,G2 e G3), foram avaliados os parâmetros cinéticos e concentração es-
permática pelo sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer, Hamilton-Thorne IVOS, 
Beverly, MA, USA), de acordo com o setup para felinos no HTR-IVOS 14.0. Os resultados 
foram analisados no programa Sigma Plot para Windows versão 11.0.  Para estimar a cor-
relação entre as variáveis, foi utilizado coeficiente de correlação de Pearson (r). O nível de 
significância considerado foi de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussão - As médias do volume testicular nos grupos foram: G1 = 
435,81(±188),11 mm3; G2 = 692,59(±237,3) mm3; G3 = 871,23(±377) mm3. Os resultados das 
avaliações espermáticas nos G1, G2 e G3 foram: Concentração espermática (x103sptz/mL) 
16,42(±16,2), 64,60(±87,3) e 45,66(±23,7); Motilidade Total (%) 44,09(±28,2), 36,23(±28) 
e 70,69(±11,5); Motilidade Progressiva(%) 30,27(±22,6), 19,15(±16,5) e 40,56(±9,2); VAP 
(µm/s) 136,78(±40,4), 97,65(±42,4) e 143,98(±20,5); VSL (µm/s) 116,43(±36,6), 85,72(±37,8) 
e 119,38(±19,6); VCL (µm/s) 201,49(±40,8), 146,86(±53,4) e 214,35(±24,7); ALH (μm) 
5,12(±1,9); 4,42(±2,6) e 6,64(±0,6); BCF (μm) 40,37(±6,9), 35,15(±9,4) e 31,93(±5,3); STR 
(%) 85,18(±4,9), 86,23(±7,1) e 80,94(±3,4); LIN (%) 58,27(±9,6), 58,85(±12,2) e 55,13(±6,9), 
respectivamente. Embora não tenha sido observada correlação entre concentração esper-
mática e volume testicular (r=0,483, p=0,058), houve uma tendência nos gatos que apresen-
tavam maiores volumes testiculares, concentrações maiores de espermatozoides obtidos da 
cauda do epidídimo, corroborando com os resultados prévios em gatos domésticos [9]. Não 



229

houve diferença entre a média de peso dos gatos nos três grupos estudados e diferente do 
que foi observado em touros Nelore [11], o peso dos animais não apresentou correlação com 
nenhuma variável da análise espermática. Os resultados médios de peso testicular obtidos 
nesse estudo (1,76±0,5g) foram semelhantes aos encontrados em outros estudos, 1,2g no 
Brasil [12] e 1,6g na Nigéria [13]. No G1 foi observada correlação positiva entre as variáveis: 
biometria testicular e a cinética espermática, sendo que quanto maior o volume testicular, 
maior a retilinearidade espermática (r=0,746 e p=0,00837) e também entre o peso testicu-
lar e retilinearidade espermática (r=0,693, p=0,0181). Numericamente, não houve diferença 
no peso médio do testículo direito (1,74±0,5g) e esquerdo (1,78±0,6g), corroborando com 
os resultados descritos em gatos domésticos [12] e jaguatiricas [14]. No G2, não foi identi-
ficada nenhuma correlação entre os parâmetros espermáticos e biometria testicular. Estes 
resultados podem estar associados ao intervalo de tempo entre o finalizar as três séries da 
eletroejaculação e o início das análises das amostras, podendo ter causado um efeito deleté-
rio às células espermáticas. No G3, foi identificada uma correlação negativa entre o volume 
testicular e o movimento progressivo, ou seja, quanto maior o volume testicular, menor foi o 
movimento espermático progressivo (r=-0,566, p=0,0224) e também entre volume testicular 
e retilinearidade espermática (r=-0,567, p=0,0219).  Os gatos do G3 48 horas antes haviam 
sido submetidos a eletroejaculação, e os do G1 após serem resgatados pela ONG, foram man-
tidos em repouso por dois dias, acredita–se que essa diferença de manejo seja a explicação 
para esses resultados divergentes, entretanto estudos complementares devem ser realizados 
para comprovar essa hipótese.   

Considerações Finais – Embora tenha sido identificada correlação positiva entre a retilinea-
ridade do movimento dos espermatozoides epididimários e o volume e peso testicular, nas 
condições do presente estudo não foi possível concluir que existe correlação entre cinética 
espermática e biometria testicular em gatos domésticos. 
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Abstract: The aim of this study was to evaluate testicular and seminal characteristics of the canine breed 
Australian Cattle Dog. There were used a total of 15 male dogs with age ranging from 1.6 to 6 years 
old, their semen was collected via manual stimulation. The testes were evaluated for consistency and 
testicular biometry. Physical and morphological evaluates were performed through routine techniques. 
The average age was 37.85 ± 5.79 months, average weight was 23.08 ± 0.78 kilograms, all the testicles 
were elastic and testicular volume of the animals ranged from 10.4 cm³ to 35.9 cm³ with a mean of 18.2 
± 4.70 cm³, average sperm motility was 82.81 ± 4.4 %, average vigor 3.09 ± 0.34, average concentration 
was 499.31 ± 208.93 million/mL and average total defects was 25.41 ± 4.34%. Dogs from the Australian 
Cattle Dog breed demonstrated a good potential of spermatozoa production and quality.
Keywords: canides, reproduction, semen.
Palavras-chave: canídeos, reprodução, sêmen.

Introdução - O Brasil possui 52,2 milhões de cães em domicílio dentro do território na-
cional, o que corresponde aproximadamente a 14,5% do número total de cães abrigados no 
mundo. Os cães são usados para inúmeras atividades, seja companhia, na segurança e tam-
bém para o trabalho com gado, como é o caso da raça Australian Cattle Dog [1]. A avaliação 
da aptidão reprodutiva de um macho é feita através de sua avaliação andrológica, fundamen-
tada na observação da saúde geral, genética, do sistema genital e espermograma [2]. Nos 
cães, a avaliação do tamanho, forma e consistência dos testículos é utilizada para predizer 
sua produção espermática, sendo o volume testicular muito representativo nesta espécie [3]. 

Diante das poucas informações sobre a biometria testicular e os parâmetros físicos e morfo-
lógicos do sêmen da raça canina Australian Cattle Dog, este estudo teve como objetivo avaliar 
as características testiculares e seminais, para um maior conhecimento reprodutivo da raça.

Material e Métodos - Foram utilizados quinze cães adultos, da raça Australian Cattle Dog, 
com idades entre 1,6 e 6 anos, provenientes da região de Uberlândia-MG. Os testículos foram 
1 Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia/ MG.
2 Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande/MS.
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avaliados quanto à consistência como rígido, flácido ou elástico. A biometria testicular foi 
realizada com auxílio de paquímetro para determinação do volume testicular medindo-se o 
comprimento (c) e a largura (l), a fim de calcular o volume (v) do mesmo, utilizando-se a fór-
mula: v = c x l² x 0,524, em que o volume total é igual à somatória do testículo esquerdo com 
o direito [4]. A coleta do sêmen foi feita por meio da técnica de estimulação manual, sendo 
coletado todo o ejaculado do animal, desprezando a primeira fração de líquido prostático. As 
análises seminais, tanto físicas quanto morfológicas, seguiram as normas do Colégio Brasilei-
ro de Reprodução Animal [2]. Foram avaliadas a motilidade progressiva e o vigor do sêmen 
em microscopia óptica imediatamente após a coleta. A concentração de espermatozoides/ml 
foi mensurada com o auxílio da câmara de Neubauer e a avaliação de morfologia em câmara 
úmida sob microscopia de contraste de fase [2]. Os dados foram processados pelo pacote 
estatístico SAS. Foram calculadas as médias de todas as variáveis analisadas que foram ex-
pressas em média e erro padrão (média ± EP).  Foi considerada como diferença significativa 
entre as variáveis testadas o P<0,05 e tendência P<0,10.

Resultados e Discussão - A idade dos animais variou de 18 a 72 meses com média de 37,85 ± 
5,79 meses. O peso corporal avaliado se manteve em uma faixa de 17 a 26 kg sendo a média 
igual a 23,08 ± 0,78. Todos os animais apresentaram testículos elásticos. Na tabela 1 pode-
mos notar que o volume testicular total (VTT) dos animais oscilou de 10,4 cm³ até 35,9 cm³ 
com média de 18,2 ± 4,70 cm³. Cinco animais apresentaram testículos assimétricos, em dois 
o volume testicular direito (VTD) foi maior que o volume testicular esquerdo (VTE) e nos 
outros três, foi observado o contrário, semelhante aos achados semelhantes aos de Galinkin 
[5] em cães da mesma raça. Ao comparar a idade e o VTT de cada animal, notou-se que os 
cães acima de 60 meses de idade apresentaram uma média de VTT significativamente maior 
(24,57 cm³) do que os de faixa etária entre 18 e 48 meses (15,89 cm³), semelhante ao encon-
trado por Mascarenhas et al. [6] que afirmam que animais mais velhos possuem maior índice 
túbulo-somático (percentual de massa corporal alocada em túbulos seminíferos).

Tabela 1 – Características testiculares dos cães da raça Australian Cattle Dog de acordo com a idade e 
peso corporal.

Animal Idade
(meses)

Peso corporal
(kg)

VTD
(cm3)

VTE
(cm³)

VTT
(cm³) Testículos

1 20 21 5,2 5,2 10,4 Simétricos
2 44 21 6,3 6,3 12,6 Simétricos
3 40 24 7,1 7,1 14,2 Simétricos
4 21 26 11,1 11,1 22,2 Simétricos
5 28 23 8,2 8,2 16,2 Simétricos
6 30 21 7,3 7,3 14,6 Simétricos
7 36 23 7,3 7,3 14,6 Simétricos
8 18 18 6,7 6,7 13,4 Simétricos

>continua
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Animal Idade
(meses)

Peso corporal
(kg)

VTD
(cm3)

VTE
(cm³)

VTT
(cm³) Testículos

9 61 19 11,6 11,6 23,2 Simétricos
10 48 17 11,5 11,5 23,0 Simétricos
11 61 23 19,8 16,1 35,9 Assimétricos

12 72 20 8,1 9,2 17,3 Assimétricos

13 42 23 5,6 6,7 12,3 Assimétricos

14 60 22 12,2 9,8 22,0 Assimétricos

15 30 20 9,8 11,5 21,3 Assimétricos

VTD – volume do testículo direito, VTE - volume do testículo esquerdo, VTT – volume testicular total

Os resultados de motilidade, vigor, concentração e morfologia espermática obtidos no 
espermiograma de cães da raça Australian Cattle Dog se encontram dentro do recomendado 
pelo CBRA para a espécie [2]. A motilidade progressiva dos espermatozoides teve média final 
de 82,81 ± 4,40%, enquanto o vigor atingiu a média de 3,09 ± 0,34, valores estes semelhantes 
aos obtidos por Luppi [7] e Galinkin [5]. As concentrações espermáticas avaliadas variaram 
de 0,25x106 a 2160x106, atingindo uma média de 499,315 ± 208,93 milhões de células/ml de 
sêmen. Esta grande variação pode ser devido ao fato que os animais apresentaram volumes 
diferentes de seus ejaculados e nem todos tiveram uma ejaculação completa. As concentra-
ções verificadas são semelhantes as verificadas por Silva et al. [8] e Galinkin [5]. As alterações 
da morfologia espermática mostraram média de 25,41 ± 4,34 % com uma variação de 9,5 a 
58% de espermatozoides anormais, valores estes próximos ao verificado por Silva [9]. O total 
de defeitos maiores foi de 5,54 ± 0,95 e de menores 17,29 ± 4,05. A maior incidência foi de 
espermatozoides com cauda dobrada (10,29 ± 2,43%), cauda enrolada (5,04 ± 2,50), cauda 
fortemente dobrada/enrolada (3,87 ± 0,92) e gota citoplasmática distal (3,54 ± 2,34), os de-
mais defeitos ficaram abaixo de 1% cada. 

Conclusões - As características testiculares e seminais (físicas e morfológicas) de cães Aus-
tralian Cattle Dog mostraram-se dentro dos padrões recomendados para a espécie, sendo as 
patologias espermáticas de maior incidência foram as de cauda dos espermatozoides. Pode-
mos inferir que, os cães Australian Cattle Dog demonstram um bom potencial de produção e 
qualidade de espermatozoides e possivelmente uma boa fertilidade.

Referências bibliográficas
[1] Cruz CMO. As Raças Portuguesas de Cães de Gado e Cão de Pastoreio - Aspectos Morfológicos e 
Comportamentais. 2007. 189p. Dissertação (Mestrado) - Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa, Portugal. 2007.

[2] CBRA - Colégio Brasileiro de reprodução Animal. Manual para exame andrológico e avaliação de sêmen 
animal. 3ed. Belo Horizonte: CBRA, 2013. 104p.  

[3] Souza MB. Ultrassonografia bidimensional e doppler como ferramenta para avaliação de testículos de cães 
sadios. 2011. 76p. Dissertação (Mestrado). Universidade Estadual do Ceará, Fortaleza, Ceará. 2011.



234

[4] Johnston SD, Ward D, Lemon J, Gunn I, Maccallum CA, Keeley T, Blyde D. Studies of male reproduction in 
captive African wild dogs (Lycaon pictus). Animal Reproduction Science 2007, 100: 338–355.

[5] Galinkin J. Avaliação de sêmen e medidas testiculares de cães de raça pura. 2014, 31p. Universidade de Brasília, 
Brasília, Distrito Federal. Disponível em: http://bdm.unb.br/bitstream/10483/8737/. Acessado em 02 de abril de 
2019.

[6] Mascarenhas RM, Paula TAR, Matta SLP, Leonardo LL, Fonseca CC, Neves MTD. Morfometria macro e 
microscópica e índices somáticos dos componentes testiculares de cães sem raça definida, da puberdade à senilidade. 
Revista Ceres 2006, 53 (305):113-119.

[7] Luppi MMCP. Avaliação andrológica de cães da raça Golden Retriever sadios e afetados pela distrofia 
muscular. 2006. 109p. Tese (Doutorado) -  Universidade de São Paulo, São Paulo. 2006.

[8] Silva LDM, Silva AR, Cardoso RCS. Inseminação artificial em cães. In: Gonçalves PBD, Figueiredo JR, Freitas 
VJF. Biotécnicas aplicadas à reprodução animal. São Paulo: Editora Varela, 2002, p.69-95.

[9] Silva ASF. Caracterização Genética, Andrológica e Congelabilidade do Sêmen em Cães da Raça Fila 
Brasileiro. 2012. 84p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais. 
2012.

http://bdm.unb.br/bitstream/10483/8737/1/2014_JoanaGalinkin.pdf


235

Cinética computadorizada de espermatozoides 
felinos (Felis catus) colhidos por cateterização uretral e 

criopreservados com diferentes crioprotetores 
Elton Amorim Romão1

Rodrigo Freitas Bittencourt
rfb@ufba.br

Mônica Madrigal Valverde
Catharina Albuquerque Vieira

Adrielle da Silva Lima
Maicon Pereira Lents

Renata Oliveira Barreto
Isabella de Matos Brandão Carneiro

Gleice Mendes Xavier
Kárita da Mata Fuchs

Abstract: Sperm cryopreservation is a tool for genetic material conservation of valuable animals. In 
the case of domestic felines, generating information on harvesting, evaluation and preservation is of 
particular importance for its application in wild felids. This study describes the analysis of seminal 
samples by urethral catheterization of thirteen adult domestic cats. The samples were cryopreserved in 
egg Tris-egg yolk extender and the experimental groups were adjusted by the penetrating cryoprotectant 
used, 6% glycerol (GC1), 3% dimethylacetamide (GC2) and 3% dimethylformamide (GC3). The samples 
were thawed and evaluated by a seminal computer analysis system (CASA). The results indicated that 
there were no differences (P> 0.05)between the different treatments  according to the cryoprotectant 
used. In conclusion, the cryoprotectant did not have an effect on semen quality post-thawing.
Keywords: Felines; Freezing;  Spermatozoa.
Palavras-chave: Felinos; Congelação; Espermatozoides.

Introdução - Diversas espécies de felídeos fazem parte da lista de animais ameaçados de ex-
tinção. Neste sentido, estudos são realizados para o aprimoramento de biotécnicas reproduti-
vas utilizando os felinos domésticos como modelos experimentais dos silvestres, em número 
reduzido em criatórios ex situ ou in situ [1]. Dentre estas biotecnologias, a criopreservação 
espermática possibilita armazenar células por tempo indeterminado [2], garantindo reserva 
genética para uso futuro [3].Técnicas para análise espermática pós-descongelação têm sido 
empregadas para avaliar a eficiência do processo [4]. O sistema computadorizado de análise 
seminal (CASA) fornece informações detalhadas sobrea cinética celular, que para os felinos, 
são escassas. Este trabalho objetivou, estudar os parâmetros espermáticos das células colhidas 
através de cateterização uretral e criopreservados com diferentes crioprotetores penetrantes.
1 Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia.

ANDROLOGIA EM ANIMAIS DE COMPANHIA



236

Material e Métodos -Foram utilizados treze gatos machos, com idade de 1 a 4 anos, peso 
médio de 3,5 kg e sem raça definida. Animais hígidos e aptos à orquiectomia após verificada 
a condição reprodutiva, exame clinico e laboratorial (hemograma). Os animais foram subme-
tidos a protocolo anestésico: o primeiro grupo, de sete animais, foi anestesiado utilizando-se 
hidrocloridrato de medetomidina por via intramuscular (IM) (100μgkg-1,Domitor®, Vetoqui-
nol 1,0mg/mL, Orion Pharma, PC, Italia) e cetamina IM (5mgkg-1, 10% Syntec, Tecnologia 
Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, SP, Brasil). O segundo grupo, seis animais, 
anestesiados utilizando cloridrato de dexmedetomidina IM (0,025μm kg-1, Dexdomitor® 0,5 
mg/mL, Zoetis, Orion Pharma, SP, Brasil) associado à cetamina IM (5mg kg-1, 10% Syntec, 
Tecnologia Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, SP, Brasil). Após alcançado o plano 
anestésico, os animais foram submetidos a estimulo digital prostático via reto e sondagem 
com um cateter uretral sem janela lateral (1mm de diâmetro), tendo o sêmen colhido e trans-
portado ao laboratório para análise e processamento. O sêmen foi avaliado quantitativamente 
e qualitativamente e as amostras diluídas nos diferentes crioprotetores: GC1 6% de glicerol 
(GLI), GC2 3% de dimetilcetamida (DMA) e GC3 3% de dimetilformamida (DMF). Em se-
guida, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL e criopreservadas.A desconge-
lação das amostras foi realizada a uma temperatura de 37°C durante 30 segundos em um 
banho-maria automatizado (Solidsteel®). A cinética espermática foi avaliada a partir da análise 
computadorizada de sêmen (CASA, Microptics, S.L. Versão 5.1, Barcelona, Espanha), com 
set-up para felinos. Uma alíquota do sêmen diluída em tampão fosfato-salino – PBS (Buffer 
salino fosfato), até se obter uma diluição final de aproximadamente 48x10⁶sptz/mL. Após dez 
minutos de incubação (37ºC), 5 µL do sêmen diluído foram analisados no microscópio entre 
lâmina e lamínula (aumento de 100x). Foram avaliados os parâmetros espermáticos de mo-
tilidade total (MT) e progressiva (MP), velocidades curvilinear (VCL) e do percurso médio 
(VAP) e em linha reta (VSL), deslocamento lateral de cabeça (ALH), linearidade (LIN), reti-
linearidade (STR), frequência de batimento flagelar cruzado (BCF) e hiperatividade (HYPE-
RACT). Foram utilizadas duas sondas fluorescentes: o diacetato de carboxifluoresceína (DIC), 
fluorescendo em verde e iodeto de propídeo (IP), fluorescendo em vermelho, presentes em 
uma solução que continha PBS, DIC na concentração final de 20,0μM e IP na concentração 
final de 15μM. A cada amostra foi adicionado 20μl de sêmen diluído em 150μl de PBS a uma 
concentração mínima de 0,25x106 espermatozoides/mL em cada tubo criogênico: 5μL de IP 
e 5μL de DIC. Seguido de analises em Citômetro de Fluxo (BD LDRFortessa, BD Bioscience, 
EUA), com espectro entre 250-850nm. As imagens foram analisadas com software FlowJo® 
(FlowJo LLC, EUA).O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, onde os ejacula-
dos foram considerados repetições e os protocolos de processamento do sêmen foram consi-
derados tratamentos. A média e desvio padrão das variáveisobtidas por análise descritiva. Os 
dados foram processados pelo Pacote estatístico SAS, Versão 9.0 (2002). Foi feita análise de 
normalidade através do teste de Shapiro-Wilk. As variáveis não paramétricas foram analisadas 
pelo Kruskal-Wallis e as normais pelo teste SNK. O nível de significância utilizado foi de 5%.

Resultados e Discussão - Os resultados obtidos paracinética espermática pós-descongela-
ção, podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1. Médias ± desvio padrão e mediana estatística de parâmetros espermáticos avaliados por um 
sistema automático de analise seminal (SCA®) de ejaculados de gatos domésticos processados com di-
ferentes crioprotetores.

Diluente GL 6% DMA 3% DMF 3%
Parâmetro Média Md Média Md Média Md Valor de P
MT (%) 37.13±23.43 25.88 42.62±11.89 41.18 37.17±24.11 28.00 0.93

MP (%) 3.13±1.2 3.06 8.66±10.90 4.41 2.90±4.71 1.04 0.53

RAP (%) 0.93±0.93 1.08 4.60±4.60 0.00 1.01±1.01 0.52 0.97

MED (%) 4.01±1.09 4.17 6.00±4.27 5.88 3.05±3 2.00 0.45

LEN (%) 32.20±22.73 20.71 32.00±2.91 31.03 23.95±13.64 18.33 0.64

IMOV(%) 62.85±23.44 74.12 57.37±11.89 58.82 71.99±14.47 80.33 0.36

VCL(μm/seg) 35.40±8.99 32.37 41.85±18.3 31.85 34.52±12.34 32.45 0.70

VAP(μm/seg) 21.19±5.97 18.17 29.52±15.41 23.82 20.55±9.04 18.93 0.40

VSL (μm/seg) 14.82±5.34 12.18 22.06±14.98 18.58 12.17±5.80 11.33 0.24

STR (%) 59.19±3.06 60.66 66.18±12.07 69.70 58.23±11.79 59.65 0.50

LIN  (%) 33.07±2.63 32.50 45.58±12.80 48.40 34.27±10.90 35.06 0.20

WOB (%) 52.30±3.66 51.57 64.27±8.45 63.41 55.28±11.06 56.38 0.21

ALH (μm) 1.64±0.28 1.62 1.60±0.40 1.56 1.64±0.59 1.60 0.99

BCF (Hz) 5.54±1.80 5.27 6.83±1.90 7.04 4.72±1.82 4.96 0.28

Estatística; MT (%), motilidade total; MP (%), motilidade progressiva (%), IMOV (%) quantidade 
de espermatozoides imóveis; porcentagem de espermatozoides com velocidade rápida (RAP), média 
(MED) e lenta (LEN) (%); VSL. velocidade progressiva . VCL, velocidade curvilínea, VAP, velocidade de 
trajeto; STR, retilinearidade; LIN, linearidade; WOB:VAP/VCL; ALH, deslocamento lateral da cabeça; 
BCF, frequência de batimento flagelar. Verificou-se a similaridade (P>0,05) para todos os parâmetros de 
cinética espermática, independente dos grupos de crioprotetores utilizados.Abreviações: GL,glicerol; 
DMA, dimetilacetamina; DMF, dimetilformamida; Med, mediana 

O percentual de motilidade total dos ejaculados pós-descongelação apresentou um in-
tervalo de 5 até 40%. Estudo de [5] utilizando diluidor a base degema de ovo e trisfrutose-á-
cido citric 20% (EY-TFC) verificou resultados próximos aos deste estudo, com percentuais 
de motilidade total inferiores a 50% (21,2% a 45,7%). [1] utilizando o diluidor comercial 
CaniPlus Freeze encontraram motilidade progressiva média de 7,3% em amostras seminais 
de felinos pós- congelação, assim como neste trabalho, cujos 80% das amostras  apresentaram 
motilidade abaixo de 10%. Na avaliação dos coeficientes de correlação entre as variáveis de 
motilidade, morfologia e integridade de membranas, é possível encontrar uma correlação 
positiva moderada (r=0,54, P≤0,05) entre a motilidade total e o %EOS (corante esosina), 
estimada por microscopia convencional, o que é perfeitamente justificável já que as células 
com movimento potencialmente tem sua integridade de membrane plasmática preservada, 
este fato voltou a se confirmar ao identificar a existência de correlação positiva moderada, 
obtida através do coeficiente de correlação de Spearman,(r=0,63, P≤0,05) entre a motilidade 
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total estimada pelo CASA e percentual de espermatozoides com integridade de membrana 
plasmática estimada pela citometria de fluxo. Devido o cumprimento de critérios para a esti-
mação das subpopulações espermáticas, esta foi realizada apenas nos diluentes com glicerol 
6% e DMA 3%. No grupo glicerol 6%, as variáveis VCL e VSL exibiram 72,80% da variância 
acumulada. O grupo apresentoudois componentes principaise foram identificadas quatro 
subpopulações. No grupo do crioprotetor DMA 3% as variáveis VCL, VSL e VAP explicam 
um total de 85,02% da variância acumulada. O grupo apresenta três componentes principais, 
sendo que neste grupo a variável BCF foi incluída no terceiro componente e ainda foram 
encontradas quatro subpopulações. Não houve diferenças entre os grupos para as variáveis 
de cinéticas avaliadas pelo CASA. As variáveis de movimento avaliadas no sistema automa-
tizado de análise seminal comparadas com outras pesquisas em sêmen felino, indicam que o 
processo de congelação-descongelação influiu nos parâmetros seminais.

Considerações Finais – O estudo da cinética espermática computadorizada possibilitou 
confirmar que os crioprotetores a base de amidas não proporcionaram elevação dos índices 
de manutenção dos parâmetros espermáticos pós-descongelação e pôde-se afirmar a presen-
ça de subpopulações espermáticas nas amostras dos felinos domésticos.
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Abstract: Sperm cryopreservation is a tool for genetic material conservation of valuable animals. 
In the case of domestic felines, generating in formation on harvesting, evaluation and preservation 
of sperms and its application in the field. This study describes the analysis of seminal samples by 
urethral catheterization of thirteen adult domestic cats. The samples were cryopreserved in egg Tris-
egg yolk extender and the experimental groups were adjusted by the penetrating cryoprotectant used, 
6% glycerol (GC1), 3% dimethylacetamide (GC2) and 3% dimethylformamide (GC3). Samples were 
thawed and evaluated for membrane integrity through flow cytometry. The results indicated that there 
were no differences (P> 0.05) between the different categories according to the cryoprotectant used. In 
conclusion, the cryoprotectant did not have aneffecton semen quality post-thawing.
Keywords: Cryopreservation; Feline; Spermatozoa.
Palavras-chave: Criopreservação, Felino, Espermas.

Introdução- A criopreservação espermática é uma importante ferramenta para a conserva-
ção do material genético de animais valiosos [1]. Os felinos domésticos, gerando informa-
ção sobre colheita, avaliação e preservação, fato importante devido à sua aplicabilidade em 
felídeos silvestres apresentando um enorme potencial para o manejo genético de felídeos 
em extinção [1].O estudo da eficiência de crioprotetores para a congelação espermática tem 
sido realizado para carnívoros domésticos [2], e para aumentar a acurácia da avaliação da 
eficácia do processo de criopreservação celular requer um sistema de avaliação rápida, capaz 
de aumentar o número de células avaliadas, como a citometria de fluxo [3]. Trabalhos com 
felinos utilizando a análise de citometria de fluxo produzem importantes informações sobre 
1 Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia.
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a condição da membrana espermática, porém, são escassos, especialmente quando se avalia 
a qualidade dos espermatozoides felinos colhidos por cateterização uretral e criopreservados 
em diferentes crioprotetores [4][5]. Assim, este trabalho objetivou estudar o uso da citome-
tria de fluxo para avaliar os índices de manutenção da integridade da membrana plasmática 
de espermatozoides e comparar os resultados com outras analises: teste hiposmótico (HOST) 
e sistema automatizado de análise seminal (CASA), colhidos da uretra e congelado com di-
ferentes crioprotetores.

Material e Métodos- Foram utilizados treze gatos machos, sexualmente maduros, entre 1 a 4 
anos e com peso médio de 3,5 kg. Os animais foram considerados hígidos e aptos à orquiecto-
mia após verificada acondição reprodutiva, exame clínico e laboratorial (hemograma). Cada 
animal foi submetido a protocol anestésico: : o primeiro grupo, de sete animais, anestesiados 
utilizando hidrocloridrato de medetomidina, intramuscular (IM) (100μgkg-1,Domitor®, Ve-
toquinol 1,0mg/mL, Orion Pharma, PC, Italia) e cetamina IM (5mgkg-1, 10% Syntec, Tec-
nologia Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, SP, Brasil). O segundo grupo, seis 
animais, anestesiados utilizando cloridrato de dexmedetomidina IM (0,025μm kg-1, Dex-
domitor® 0,5 mg/mL, Zoetis, Orion Pharma, SP, Brasil) associado à cetamina IM (5mg kg-1, 
10% Syntec, Tecnologia Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, SP, Brasil) favorecen-
do a coleta via uretral. Alcançado o plano anestésico, os animais foram submetidos a estimu-
lação digital da próstata via reto e sondagem com um cateter uretral (Provar®, Provar Ltda, SP, 
Brasil) tendo o semen colhido e transportado ao laboratório para análise e processamento. O 
semen foi avaliado quantativamente e qualitativamente e as amostras diluídas nos diferentes 
crioprotetores experimentais, descritos a seguir: GC1 com de 6% de glicerol (GLI), GC2 com 
3% de dimetilcetamida (DMA) e GC3 com 3% de dimetilformamida (DMF). Em seguida, 
as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25mL e colocadas horizontalmente em uma 
plataforma de isopor de cinco cm de altura e submetidas ao resfriamento (0,47 ºC/min.) em 
um refrigerador de 240L (Esmaltec®, BA, Brasil) sob temperatura de 5°C, por duas horas. 
Posteriormente, a plataforma com as palhetas foi colocada para início da curva de congela-
ção, sob o vapor de nitrogênio líquido a cinco cm da lâmina líquida, por 20 minutos. Após 
este período, as palhetas foram mergulhadas no nitrogênio a -196°C e colocadas em raques 
devidamente identificadas, armazenadas em botijão criogênico. A descongelação das amos-
tras foi realizada a uma temperatura de 37°C durante 30 segundos em um banho-maria au-
tomatizado (Solidsteel®, SP, Brasil).  As amostras foram avaliadas quanto a sua integridade de 
membrane por Citometria de Fluxo (BD LDRFortessa, BD Bioscience, EUA), com espectro 
entre 250-850nm. As imagens foram analisadas com software FlowJo® (FlowJo LLC, EUA). 
Também foi realizada avaliação de integridade estrutural de membrane plasmática, através 
do citômetro de fluxo, sendo utilizadas duas sondas fluorescentes: o diacetato de carboxifluo-
resceína (CFDA) 21879, Sigma Aldrich) e iodeto de propídeo (IP, P4170, Sigma Aldrich), em 
uma solução de trabalho composta por PBS (200μL de sêmen diluído na concentração de 
2x10⁶sptz/mL), CFDA na concentração final de 20,0μM e IP na concentração final de 15μM. 
Foram adicionados, 5μL de IP e 5μL de CFDA. Osespermatozoides DIC+/IP- foramclassifi-
cadoscomonãolesados e os DIC+/IP+, DIC-/IP+ e DIC-/IP-  como não lesados. A integrida-
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de funcional da membrana plasmática foi estimada por meio do teste hiposmótico (HOST) 
(Menezes et al., 2013). As amostras foram preparadas para análise no sistema automatizado 
de análise seminal SCA® (Sperm Class Analyser®, Microptic, Espanha). Recolheu-se uma alí-
quota de 5 μl da amostra descongelada a qual for colocada sobre uma lamina pré-aquecida a 
37ºC, coberta por lamínula de 20x20 mm e seguidamente colocada em um microscópio de 
luz trinocular (Eclipse E200, Nikon, China). As imagens foram capturadas por uma câma-
ra de vídeo (Basler AG, Alemanha) a 25 frames durante 2 segundos, em configuração para 
espermatozoides felinos  O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, onde os 
ejaculados foram considerados repetições e os protocolos de processamento do semen foram 
considerados tratamentos. A média e desviopadrão das variáveis foram obtidas por análise 
descritiva. Os dados foram processados pelo Pacote estatístico SAS, Versão 9.0 (2002). Foi 
feita análise de normalidade através do teste de Shapiro-Wilk. As variáveis não paramétricas 
foram analisadas pelo Krukal-Wallis e as normais pelo teste SNK. O índice de significancia 
utilizado foi de 5%. 

Resultados e Discussão- Os resultados obtidos para integridade da membrane plasmática 
dos espermatozoides pós-descongelação, nos diferentes grupos, podem ser observados na 
Tabela 1. 

Tabela 1. Medianas estatísticas dos parâmetros avaliados pelo método de citometria de fluxo, nos gru-
pos segundo crioprotetor.

Crioprotetor

Parâmetros Examinados GL 6% DMA 3% DMF 3% Valor de P 

CFDA- IP+ 8.88 0.04 0.67 0.20 

CFDA+IP+ 20.00 0.53 72.95 0.55 

CFDA-IP- 47.30 34.40 3.41 0.31 

CFDA+IP- 28.70 61.00 23.00 0.48 

Membranas lesadas 56.18 38.44 4.08 0.38 

Membranas integras 21.80 61.00 23.00 0.48 

Abreviações: GL, glicerol; DMA, dimetilacetamina; DMF, dimetilformamida; CFDA-|IP+, 
espermatozoides com membranaslesada; CFDA-|IP-, espermatozoides com membranasle-
sadas; CFDA+|IP+, populações de espermatozoides com membranaslesadas e íntegras; CF-
DA+|IP-, espermatozoides com membranaíntegra.

Obteve-se neste estudo intervalo percentual para integridade de membrana (18,9-61%) 
abaixo do reportado em estudo anterior para os espermatozoides de felinos (74,7-96,1%)  [4], 
porém, em amostras seminais de felinos, criopreservados com glicerol, cita-se intervalos entre 
36,8±9,5% e 44,4±11,1% [3], similares ao encontrado no presente estudo (21,8-43,8%). Segun-
do os autores supracitados, as comparações de integridade da membrana avaliada por citome-
tria de fluxo, devem ser realizadas entre amostras que usaram as mesmas sondas fluorescentes, 
devido às diferenças que podem apresentar-se com uso de diferentes técnicas e sondas. Quando 
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comparou-se os resultados, de acordo com o crioprotetor, não revelaram-se diferenças (P>0,05) 
nos parâmetros examinados . Foi evidenciada uma correlação negativa moderada (r=-0,62, 
P≤0,05) entre a %HOST (teste hiposmótico), estimada por microscopia convencional, e a por-
centagem de espermatozoides com membranas plasmáticas lesadas, estimadas por citometria 
de fluxo, relacionando simultaneamente os critérios, dessa correlação negativa moderada e sig-
nificativa entre a porcentagem de células com integridade funcional da membrana plasmática 
e a porcentagem de células com membrana plasmática lesada, avaliada por citometria de fluxo, 
era esperada já que ambas técnicas avaliam integridade da membrana celular. De forma seme-
lhante, verificou-se uma correlação positiva moderada (r=0,63, P≤0,05) entre a motilidade total 
estimada pelo equipamento SCA® (Sperm Class Analyser) e o percentual de espermatozoides 
com integridade de membrana plasmática estimada pela citometria de fluxo, o que é facilmente 
justificado, já que as células com manutenção da cinética espermática pós-descongelação apre-
sentam menores injúrias na membrana plasmática.

Considerações Finais - Os resultados obtidos demonstram que a citometria de fluxo é 
uma técnica importante para avaliação de espermatozoides felinos pós-descongelação, por 
aumentar de forma importante o número de células avaliadas (concentração mínima de 
0,25x106 espermatozóides/mL por tubo criogênico), quando comparada a técnica de fluores-
cência convencional, por microscopia. Ao mesmo tempo conclui-se que as amidas podem 
ser alternativas seguras ao uso do glicerol, já que promoveram índices semelhantes de viabi-
lidade celular.
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Abstract: The pharmacological collection with the use of alpha-2-adrenergic agonists is a recent 
technique in the feline species. Thirteen adult domestic cats were submitted to seminal collection through 
urethral catheterization, divided into two groups, the first group (GD1): received medetomidine and 
ketamine drugs; and the second group (GD2): dexmedetomidine hydrochloride and ketamine, both 
intramuscularly. The seminal variables were evaluated. Among the animals used in the study 85.71% 
of the GD1 and 66.67% GD2 responded positively to the seminal harvest. There was no difference 
(P> 0.05) between the percentage of response to treatment or seminal variables between the groups. 
There was a difference between the procedures completion times between groups (P = 0.05), with the 
GD2 group having a shorter time. Therefore, both medetomidine and dexmedetomidine are effective 
inducers of chemical ejaculation for seminal collection through urethral catheterization, presenting 
similar seminal quality, time of reach of the anesthetic state and time of recovery.
Keywords: cat sperm, felis catus; alfa-2 adrenergic agonist; feline males.
Palavras-chave: sêmen felino; felis catus; agonistas alfa-2 – adrenérgicos; gato.

Introdução – A partir da década de 90 a comunidade cientifica começou a apresentar interes-
se pela preservação de espécies ameaçadas de extinção. Esse foi considerado o marco para o 
desenvolvimento de biotecnologias da reprodução de carnívoros. Desde então os carnívoros 
domésticos são utilizados como modelos experimentais. Os felinos são animais que são con-
siderados poliéstricos estacionais de fotoperíodo positivo. A fisiologia reprodutiva desses ani-
mais é complexa e apresenta uma variedade de desafios únicos na biologia da conservação [1].

O método mais utilizado para colheita de sêmen de felinos domésticos é a eletroejacu-
lação, onde o animal é anestesiado e condicionado a estímulos elétricos no qual promove a 

1 Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, CEP 40170-110 Salvador, Bahía, Brasil. 
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ejaculação. Outro método que vem sendo estudado é a colheita farmacológica, que utiliza 
fármacos que promovem a contração dos ductos deferentes ocorrendo a liberação de sêmen, 
com o auxílio de um cateter introduzido na uretra peniana. Os agonistas alfa-2 – adrenérgi-
cos, são exemplos de fármacos que têm sido utilizados para induzir a ejaculação em animais 
domésticos. A cateterização uretral é uma técnica recentemente desenvolvida por Zambelli et 
al., [3] para a colheita de sêmen em felinos, porém requer a sedação do animal [2–3]. 

Dentre os agonistas alfa-2 – adrenérgicos, temos a medetomidina que é um potente 
agonista alfa-2 adrenérgico, que age promovendo sedação, analgesia e relaxamento muscular 
[4] e a dexmedetomidina que é um agonista alfa-2 – adrenérgico mais seletivo que a mede-
tomidina e entre seus efeitos encontra-se a sedação, analgesia e ansiólise [5]. Sendo assim, 
objetivou-se estudar os efeitos na colheita do sêmen e a qualidade seminal comparativos dos 
agonistas alfa-2 – adrenérgico (medetomidina e dexmedetomidina) utilizados na obtenção 
de sêmen por cateterização uretral em gato doméstico.

Material e Métodos - Para esse estudo foram utilizados 13 gatos machos, sem raça definida, 
adultos e sadios, com idade entre 1 e 4 anos e peso médio de 4.50±0.44 kg, atendidos no 
Hospital Veterinário Renato Rodenburg de Medeiros Neto da Universidade Federal da Bahia 
(Hospmev/UFBA). O protocolo do estudo foi aprovado seguindo as normas preconizadas 
pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da 
Universidade Federal da Bahia (Protocolo CEUA EMEVZ-UFBA nº 10/2016).

Os animais foram divididos em grupos procurando-se homogeneidade de peso e idade. 
O primeiro grupo de 7 animais (GD1) foram anestesiados utilizando-se cloridrato de mede-
tomidina (100μg/kg im; Domitor®, 1.0mg/mL, Orion Pharma, Group Orion, Italia) e cetami-
na (5mg/kg im; Syntec® 10%, Tecnologia Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, São 
Paulo, Brasil). O estado anestésico adequado, com visível relaxamento muscular e ausência 
de resposta a estímulo álgico foi obtido aos 3.58±1.70 minutos. O segundo grupo de 6 ani-
mais (GD2) foi anestesiado utilizando Cloridrato de dexmedetomidina (0.025 mg /kg im; 
Dexdomitor®, 0.5 mg/mL, Zoetis, Orion Pharma, Brasil) e cetamina (5 mg/kg im; Syntec® 
10%, Tecnologia Farmacêutica Aplicada a Medicina Veterinária, São Paulo, Brasil). O estado 
anestésico adequado do grupo GD2 foi alcançado em 4.29 ± 1.67 minutos.

Entre 15 e 20 minutos após a administração dos fármacos, realizou-se a colheita do sê-
men com o auxilio de uma sonda (sem janela lateral, 1 mm diâmetro e 13 cm de comprimen-
to) estéril e lubrificada (Provar®, Provar Ltda, São Paulo, Brasil), inserida na uretra peniana 
até uma profundidade de 7-9 cm. Logo após, foi acoplada a sonda uma seringa de 1 mL, com 
objetivo de realizar uma pressão negativa para aumentar efeito de sucção. Após obtenção da 
amostra, a sonda foi retirada e a amostra foi colocada em um tubo de polipropileno previa-
mente preaquecido de 1.5 mL com 50 μL de diluente Tris-gema. Imediatamente depois da 
colheita de sêmen os animais foram submetidos à orquiectomia eletiva.

As variáveis seminais das amostras avaliadas foram: o volume, o vigor espermático, a 
motilidade total, a motilidade progressiva, a concentração espermática, a integridade estru-
tural e a funcional da membrana plasmática e morfologia espermática e os parâmetros foram 
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estabelecidos de acordo com o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal [7]. O programa 
empregado para análise estatística foi o Statistical Package for Social Science (SPSS, versão 
13.0) e o estudo das médias e correlações feito com nível de significância de 5%.

Resultados e Discussão - Foi verificada a homogeneidade dos grupos, pois não 
apresentaram diferenças estatísticas quanto ao peso e a idade (P>0.05). Dentre os animais 
utilizados no estudo 85.71% do GD1 e 66.67% GD2 responderam positivamente a colheita 
seminal. Não houve diferença (P>0.05) entre a porcentagem de resposta ao tratamento, 
tempos de alcance do estado anestésico adequado e tempo de recuperação (posição qua-
drupedal) entre os grupos. Encontrou-se uma diferença entre os tempos do término dos 
procedimentos (aplicação do reversor, após orquiectomia) entre os grupos (P=0.05), tendo 
o grupo GD2 um tempo menor (49.17 ± 7.03 min) do que o tempo do GD1 (57.11 ± 5.16 
min). Não houve diferença significativa (P>0.05) para as variáveis: volume, vigor, motili-
dade total e progressiva, integridade estrutural e funcional da membrana, concentração es-
permática e porcentagem de espermatozoides morfonormais para as amostras dos grupos 
segundo o fármaco utilizado. 

Como na literatura consultada não foram encontrados relatos, acredita-se que este estu-
do possa ser o primeiro estudo que compara a eficácia da medetomidina e dexmedetomidina 
para a colheita farmacológica de felinos domésticos, que pode ser amplificada para felinos 
silvestres. Entre os fármacos testados, ambos apresentaram resultados semelhantes, diferin-
do apenas no tempo de término do procedimento, no qual o GD2 apresentou tempo menor 
(P<0,05), o que pode ser justificado pelo fato da equipe estar mais sincronizada, já que os 
animais do GD2 foram submetidos ao procedimento posteriormente ao GD1, o que pode 
ter influenciado na diminuição do tempo em 8,34 minutos, após recuperação pós-cirúrgica. 
Os valores obtidos para as variáveis seminais avaliadas nesse estudo foram semelhantes às 
apresentadas por outros autores [8, 9, 10, 11, 12]. 

Considerações Finais – Sendo assim, conclui-se que tanto a medetomidina quanto a dex-
medetomidina são eficazes para a colheita uretral de sêmen felino e com tempos de alcance 
do estado anestésico e recuperação semelhante. Como diversos países como o Brasil, não 
apresentam a medetomidina comercial, a dexmedetomidina torna-se uma alternativa viável 
para colheita farmacológica do sêmen em felinos domésticos. 
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Abstract: We aimed to evaluate the detomidine, comparing it with the medetomidine, for the collection 
of cat semen through urethral catheterization. Thirteen cats were used for semen collection using 
detomidine and medetomidine, through catheterization of the urethra using a tomcat catheter with 
front opening only.  19 collections were performed with medetomidine with a success rate of 94.4%; 
and using detomidine we obtained 56.3% of 16 collections. Mainly, the detomidine group was not 
succeeded due to azoospermic samples, lack of urethral relaxation, insufficient volume to carry out all 
the analyzes and urine contamination. Also, the sperm concentration was lower in detomidine group 
(p <0.05). Although detomidine has underperformed for the semen collection in cats, it may be an 
alternative method where medetomidine is not accessible.
Keywords: detomidine; medetomidine; reproduction.
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Introdução – Nos últimos anos, o crescimento da demanda de gatos domésticos como ani-
mal de estimação despertou interesse pelos criadores por biotecnologias reprodutivas, visan-
do não só a colheita do sêmen, mas a criopreservação para seguro genético. Paralelamente, o 
gato doméstico é a espécie de eleição para o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas 
em felídeos silvestres. Dentre os métodos de colheita de sêmen em felinos, destacam-se a 
vagina artificial e a eletroejaculação (EJ). Apesar dos bons resultados com a vagina artifi-
cial em gatos, a dificuldade de sua execução (necessário o condicionamento do animal e da 
presença de uma fêmea em estro), acaba por não ser o método mais prático. Desta forma, a 
EJ é o método mais utilizado em felídeos, porém, as amostras são diluídas e com eventuais 
contaminações por urina [1,2]. 

Em felinos, os sedativos agonistas de receptor alfa-2 adrenérgicos (α2A), como a mede-
tomidina, não induzem a ereção, contudo, liberam o ejaculado para a uretra, permitindo as-
sim a colheita do sêmen através de uma sonda uretral. Esta técnica, além de ser mais prática, 

1 Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
2 Universidade de São Paulo.
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contorna vários efeitos indesejados da EJ, obtendo amostras com menor volume, menor pH, 
porém com maiores concentrações espermáticas [3,4,5]. 

Todavia, mesmo com notáveis resultados desta técnica, a medetomidina não é de fácil 
acesso e possui custo elevado, o que leva a necessidade de substituir esta droga por outro 
α2A como a detomidina, comercializada no país a um preço mais acessível. Desta forma, 
este trabalho teve como objetivo avaliar a efetividade da detomidina em comparação com 
a medetomidina na realização da colheita de sêmen por cateterização uretral em gatos 
domésticos.

Material e Métodos - Este trabalho foi autorizado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
da UFMS (Protocolo 726/2015). Foram utilizados treze gatos machos inteiros sem raça de-
finida, com a idade mínima de um ano, saudáveis e pesando entre 2,2kg e 5,6kg. Os animais 
foram mantidos por seus tutores em casa, alguns com acesso à rua, e todos alimentados com 
ração e água potável ad libitum.  Os protocolos testados foram: 1) Controle: medetomidina 
(0,1mg/Kg; Precision Pharmacy, CA, USA) e cetamina (5mg/kg; Dopalen®, Vetbrands, SP), 
por via intramuscular (IM); 2) Tratamento: detomidina (0,25mg/Kg; Dormium V®, Agener, 
SP) e cetamina (5mg/kg; Dopalen®, Vetbrands, SP), IM. Caso o animal não alcançasse o plano 
anestésico ideal com 10 minutos, era aplicado metade da dose da associação anestésica para 
nova tentativa de colheita. Ao final de cada colheita, a anestesia era revertida com ioimbina 
(0,4mg/Kg) IM. Durante todo o procedimento os animais foram monitorados por médicos 
veterinários anestesistas. Aguardou-se um intervalo mínimo de uma semana entre os proce-
dimentos, para reduzir os efeitos desfavoráveis da anestesia. Os animais foram submetidos a 
um prévio jejum alimentar de oito horas e hídrico de quatro horas. 

Anteriormente à colheita de sêmen avaliou-se a consistência dos testículos e a presença 
de espículas penianas. Aguardou-se no mínimo dez minutos após a aplicação do sedativo 
para iniciar a colheita de sêmen. Para isso, após a exposição do pênis e lubrificação com soro 
fisiológico a 37ºC, era introduzida entre 7 e 9 cm de uma sonda uretral tipo Tomcat sem 
janela lateral (Provar®, Provar LTDA, SP) estéril e descartável, com cuidado para não lesar a 
mucosa uretral. Nos animais que não se colheu sêmen na primeira sondagem, era realizada 
massagem transretal na próstata, por toque digital, para estimular a glândula e a liberação de 
mais espermatozoides na uretra [3,5]. 

O sêmen foi armazenado em um tubo de plástico graduado com 40µL de meio co-
mercial CaniPro Chil® (Minitübe, Alemanha), aquecido e mantido a 37ºC para aumento do 
volume de manipulação. Com uma micropipeta de volume ajustável, foi aferido o volume 
(descontando o volume acrescido de meio) e posteriormente retirado 2µL do sêmen para 
avaliar vigor (escala de zero a cinco) e a motilidade progressiva. A concentração espermática 
foi avaliada em câmara de Neubauer espelhada na diluição de 1:100, em microscópio óptico 
(200x). Ejaculados com concentração inferior a 1x106 espermatozoides (spz)/mL foram con-
siderados como oligospérmicos. Os critérios utilizados para considerar insucesso na colheita 
foram a falta de relaxamento uretral que impedisse a sondagem uretral, a contaminação por 
urina, azoospermia e o baixo volume colhido (<2 µL). 



249

O nível de significância considerado foi p< 0,05. A normalidade foi verificada através 
do teste Kolmogorov-Smirnov. A diferença entre as amostras foi analisada pelo teste T de 
Student pareado para os testes que apresentaram distribuição normal, e para aqueles que não 
apresentaram normalidade, a eleição foi do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. 

Resultados e Discussão – Por meio de ambos os protocolos foi possível colher sêmen dos gatos, 
porém obteve-se sucesso de 94,5% (18 das 19 tentativas) com a medetomidina e de 56,3% (nove 
das 16 tentativas) com a detomidina. Entre os insucessos no protocolo detomidina, a azoospermia 
foi a mais frequente (4), seguido de pouco relaxamento uretral, volume insuficiente e contamina-
ção por urina (uma ocorrência para cada). Além disso, três animais no protocolo detomidina fo-
ram considerados oligospérmicos (obtiveram menos de 1x106 spz totais). Além da menor eficiên-
cia nos procedimentos de colheita de sêmen, o uso da detomidina também resultou em amostras 
menos concentradas (p<0,05) porém sem diferença no total de espermatozoides colhidos (Tabela 
1). Estas diferenças podem estar relacionadas com a especificidade de ligação a receptores alfa-2 
adrenérgicos (R-α2) de cada um desses sedativos. A medetomidina e a detomidina estão entre 
os sedativos α2A com maior especificidade de ligação aos R-α2, mas também se ligam a recep-
tores alfa-1, sendo a medetomidina muito mais específica que a detomidina (com proporção de 
especificidade de ligação a receptores α2: α1 de 1620:1 e 260:1, respectivamente) [8]. No aparelho 
urogenital, é a estimulação dos R-α2 que promove o relaxamento do ducto deferente e da muscu-
latura uretral [6,7], liberando os spz na uretra e permitindo sua colheita por meio de cateterização 
uretral [3,9]. Sendo assim, possivelmente a menor seletividade de ligação a R-α2 pela detomidina 
resultou em menor capacidade de relaxamento dos ductos deferentes e da uretra, resultando na 
maior sensibilidade ao procedimento de sondagem uretral e menor liberação de sêmen. 

Este é o primeiro trabalho que relata o uso da detomidina na colheita de sêmen em fe-
linos. A medetomidina, no entanto, já é amplamente usada para esta finalidade [3,4,5,9]. Em 
gatos, ao se comparar diferentes doses de medetomidina na colheita farmacológica, Cunto et 
al. [10] observaram que sêmen coletado com a dose mais baixa (50 µg/Kg) demonstrou me-
nor qualidade em termos de concentração, volume, vigor e motilidade em relação à dosagem 
mais alta (130 µg/Kg). Além disso, a dosagem mais baixa demonstrou pior desempenho na 
sedação e no relaxamento da uretra, dificultando a sondagem. Esses resultados reforçam a 
teoria de que a menor estimulação dos R-α2 interfere na eficiência de colheita e na qualidade 
do sêmen colhido pelo método farmacológico.

Tabela 1: Colheita de sêmen usando detomidina ou medetomidina em gatos

Detomidina Medetomidina
Volume (µL) 11,0 ± 4,4a 8,50 ± 7,1a

Concentração (spz x106/mL) 761,2 ± 1205,3a 3245,7 ± 3383,5b

Total (x106 spz) 9,5 ± 17,1a 21,7 ± 17,9a

Vigor 2,8 ± 0,9a 4,1 ± 0,7b

Motilidade (%) 32 ± 31,1a 71,7 ± 14,3a

*Dados apresentados em Média ± desvio padrão. Valores com letras diferentes na mesma linha diferi-
ram entre si (p<0,05).
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Conclusões – Foi possível concluir que a detomidina pode ser usada como substituto da 
medetomidina na colheita de sêmen pelo método farmacológico em gatos, porém devido ao 
desempenho superior no sucesso de coleta e na qualidade do sêmen colhido, a medetomidina 
deve ser a medicação de eleição. Quanto ás características da sedação, ambos os protocolos 
foram considerados igualmente seguros pela equipe de anestesistas.
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Abstract: The present study aimed to evaluate the influence of testicular degeneration on the kinetics 
of movement, morphology and sperm integrity of healthy dogs. Testicles were evaluated from 41 dogs, 
2 to 8 years old, submitted to elective orchiectomy, and epididymal spermatozoa were collected. The 
testicular histopathology was performed, and the degeneration score (0 to 9) was compared with the 
sperm characteristics using the Pearson correlation, p <5%. Some degrees of degeneration (score > 0) 
were identified in 19 (46.3%) of the evaluated testicles. There were low to moderate correlation between 
motility, rapid and static spermatozoa with the degeneration score, however, they did not interfered with 
de reproductive clinics of the animals. It was concluded that in healthy dogs there are no interference 
of histopathological score of testicular degeneration in the quality of epididymal spermatozoa was 
identified.
Keywords: CASA system, testicular degeneration, epidydimal spermatozoa.
Palavras-chave: sistema CASA, degeneração testicular, espermatozoides epididimários.

Introdução – Para que animais participem de programas de reprodução assistida é neces-
sário que passem pela avaliação espermática, que permite predizer o potencial de machos 
como reprodutores [1]. Para realização do espermograma, a colheita de espermatozoides 
pode ser feita a partir de dois métodos: por manipulação digital, à qual se obtêm o sêmen 
[2] ou recuperação de espermatozoides do epidídimo [3]. Embora a técnica de manipulação 
digital seja a mais empregada, a colheita de espermatozoides epididimários pode ser utilizada 
a partir dos testículos de animais castrados ou reprodutores de alto valor genético que vie-
ram a óbito. A análise de alterações espermáticas geralmente é realizada de forma subjetiva 
em microscópio óptico; porém, esses resultados podem apresentar variações de até 60% [4]. 
Portanto, foi desenvolvida a análise computadorizada com a utilização do sistema CASA que, 
por ser um método objetivo, fornece confiabilidade na obtenção dos resultados [5, 6]. Nessa 
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modalidade cada espermatozoide é avaliado individualmente em relação ao seu movimento e 
à sua trajetória [6]. Os testículos são formados pelos túbulos seminíferos e tecido conjuntivo, 
o epitélio seminífero é muito sensível a injúrias como inflamações e isquemias [7]. A degene-
ração do epitélio seminífero é a mais relevante afecção testicular, levando o tecido normal a 
um estado funcional menos ativo [8]. Na medicina humana existem estudos correlacionando 
o grau de degeneração testicular com a avaliação espermática, utilizando escores de avaliação 
histopatológica [9]. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo realizar a colheita de 
espermatozoides epididimários de cães saudáveis, avaliar as características de cinética e mor-
fologia espermática, determinar a classificação histopatológica e correlacionar com o escore 
de degeneração testicular, a fim de avaliar a influência da degeneração testicular na qualidade 
espermática de cães.

Material e Métodos - Este estudo foi aprovado pela CEUA institucional sob o número 
9402.2016.99. Foram avaliados 41 testículos de cães sadios, com idade entre 2 e 8 anos, 
peso médio de 11,6 ± 5,5 kg. Os animais foram submetidos à orquiectomia eletiva e, ime-
diatamente após, foi realizada a recuperação de espermatozoides epididimários em 200 µL 
de solução fisiológica, pela ordenha da cauda do epidídimo e ducto deferente. As amostras 
foram avaliadas em sistema automatizado (CASA, Ivos II, Beverly, USA), com o setup para 
cães. Para o cálculo dos índices de motilidade (SMI) e velocidade (SVI) foi utilizada a 
equação descrita por Nunez-Martinez et al. [10]. A morfologia e integridade espermáticas 
foram avaliadas em esfregaços corados com eosina/nigrosina, com a contagem de 100 cé-
lulas. Os testículos foram seccionados e processados em dois ou três fragmentos para cada 
um dos testículos (cranial, medial e caudal), dependendo do seu tamanho. Foram subme-
tidos à desidratação com álcool (80% a absoluto) e, depois, lavados em xilol e embebidas 
em parafina histológica (Reatec, Colombo, Brasil). As lâminas foram montadas com cortes 
histológicos de 5 nm em micrótomo automático (LEICA RM2255, Londrina, Brasil) e co-
radas com hematoxilina e eosina. Para a classificação histológica de degeneração testicular 
foram utilizados como base os critérios de Thomé et al. [8]. A partir dessa classificação foi 
proposto um escore baseado no grau de intensidade da lesão, descrito no Quadro 01. Foi 
realizada a média do escore entre os dois ou três cortes histológicos dos testículos. Para 
a análise estatística os testículos classificados com escore 0 (normais) foram excluídos e 
mantidos apenas aqueles que possuíam algum grau de degeneração. O escore foi compara-
do com as variáveis espermáticas pelo teste de correlação de Pearson, nível de significância 
< 5% e software SigmaPlot 11.0.
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Quadro 01. Classificação histopatológica da degeneração testicular e escore.

Classificação Quantificação Score Característica histopatológica
Normal --- 0 ---

Degeneração discreta
focal 1 Túbulos seminíferos com atividade espermatogênica redu-

zida, espermatogônias com vacuolização citoplasmática e 
núcleos picnóticos. 

multifocal 4

difusa 7

Degeneração  
moderada

focal 2
Atividade espermatogênica reduzida em maior intensidade 

e presença do epitélio germinativo em lúmen tubularmultifocal 5

difusa 8

Degeneração grave
focal 3 Ausência de atividade espermatogênica, presença de 

células do epitélio germinativo, assim como células multi-
nucleadas no lúmen tubular

multifocal 6

difusa 9

Resultados e Discussão – Os resultados obtidos no sistema CASA foram descritos em média 
e desvio padrão, a saber: motilidade = 77,7±8,3%; motilidade progressiva = 51,9±9,2%; esper-
matozoides rápidos = 72,7±9,9%; espermatozoides estáticos = 12,9±6,7%; velocidade média de 
trajetória (VAP) = 133,4±12,2 µm/s; velocidade linear progressiva (VSL) = 105,3±13,2µm/s; 
velocidade curvilínea (VCL) = 224,4±16,9 µm/s; amplitude de deslocamento lateral (ALH) = 
8,8±0,8 µm; frequência de batimento flagelar (BCF) = 27,3±2,7 Hz; retilinearidade (STR) = 
77,1±3.8%; linearidade (LIN) = 48,2±6,7%; índice de oscilação (WOB) = 60,2±6,0%; índice de 
movimento (SMI) = 275,9±25,1; índice de velocidade (SVI) = 401,6±26,8. Houve correlação 
entre o escore de degeneração histopatológico e a motilidade (r = 0,47), quantidade de esper-
matozoides rápidos (r = 0,51) e estáticos (r = 0,51). Não houve correlação entre o escore e a 
morfologia ou integridade de membrana espermática.  A média de escore de degeneração foi 
2,4 ± 1,5 (mínimo = 0,6; máximo = 4,7). A correlação estatística encontrada foi considerada 
baixa a moderada [11] e parece não ter influenciado na clínica reprodutiva destes animais, visto 
que a média de motilidade foi de 77,7%. Isso pode ter ocorrido por não ter sido identificado 
nenhum testículo com degeneração difusa ou extensa a ponto de comprometer a viabilidade 
espermática, sendo que o testículo com maior escore foi 4. Esses dados corroboram o estudo 
que mostrou que o processo degenerativo não acomete o órgão como um todo e túbulos não 
acometidos permanecem com produção normal de espermatozoides [8]. No presente estudo, 
os testículos eram provenientes de animais sem histórico de infertilidade. Portanto, novos es-
tudos são necessários para comprovar a eficiência de escores de degeneração histopatológica 
relacionados à eficiência reprodutiva do paciente, especialmente em cães com histórico prévio 
de infertilidade, como idosos ou que foram submetidos a tratamento quimioterápico.

Considerações Finais - Conclui-se que em cães sem alterações clínicas não foi identificada 
interferência de escore histopatológico de degeneração testicular na qualidade de esperma-
tozoides epididimários.
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Abstract: The objective of this work was to evaluate the effect of moderate stress (ES) and tactile 
stimulation (ET) of primiparous rabbits during pregnancy and their influence on the performance and 
sexual behavior of male offspring. Thirty New Zealand rabbits in reproductive age were distributed 
in three treatments: Control Group (C) - the animals did not undergo any type of stress/ human 
stimulation; Group ES - the animals were placed in a dark plastic box; Group ET - performed brushing 
on the dorsal line of the animal; For ES and ET, treatment took place daily until parturition and for a 
total period of 3 minutes. There was no statistical difference between treatments (P>0.05) to sexual 
behavior and spermiogenesis. It is concluded that the manipulation of primiparous rabbits during 
the gestational period does not changes sexual behavior and/or spermiogenesis of the male offspring, 
regardless of the stimulus applied. 
Keywords: Primiparous female rabbits, sexual behavior, spermiogenesis. 
Palavras-chave: Coelhas primíparas, comportamento sexual, espermiogênese. 

Introdução - A cunicultura vem buscando a implementação de tecnologias que melhorem a 
produtividade, destacando aquelas relacionadas ao bem-estar animal. Neste contexto, o con-
tato positivo (estimulação tátil) tem demonstrado bons resultados em animais, diminuindo 
o medo e o estresse. Porém, poucos estudos têm explorado tais benefícios para animais de 
produção, sendo que para coelhos somente dois trabalhos até o presente momento se desta-
cam, mas nenhum utilizando a estimulação tátil em período gestacional (Verwer et al., 2009; 
Hecker, 2013).

Durante a fase gestacional, o comportamento maternal das coelhas pode ser influencia-
do por diversos fatores ambientais, com consequências diretas nos filhotes. Estudos com ra-
tas prenhes verificaram que o estresse durante a gestação ocasionou a desmasculinização dos 
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filhotes machos quando estes foram expostos à primeira tentativa de cópula (Ward, 1972). A 
justificativa biológica para tal ocorrência, é que o feto, durante a gestação, tem uma depen-
dência direta do equilíbrio hormonal da mãe, e quando esta passa por situações consideradas 
estressantes, a homeostase não se mantém, afetando a diferenciação sexual (Money, 1971). 
Desta forma, a presente pesquisa tem por objetivo avaliar os efeitos do estresse moderado e 
da estimulação tátil em coelhas primíparas durante a fase gestacional sobre o desempenho e 
o comportamento sexual dos filhotes machos.

Material e Métodos - O estudo foi realizado no setor de cunicultura da Fazenda Experimen-
tal Gralha Azul da Pontifícia Universidade do Paraná (PUCPR) com aprovação do Comitê de 
Ética no uso de Animais sob protocolo número 01070B. Foram utilizadas 30 coelhas fêmeas 
primíparas da raça Nova Zelândia, com 5 meses de idade, distribuídas individualmente em 
gaiolas de arame galvanizado. As fêmeas foram acasaladas com machos reprodutores do se-
tor, de mesma raça, e dez dias após a cobertura, se realizou o exame ultrassonográfico para 
confirmação da prenhez. Após a confirmação, os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em três tratamentos: Grupo Controle (C) – os animais não sofreram nenhum tipo de es-
tresse/estimulação humana, seguindo a rotina normal da granja; Grupo ES - consistiu em 
diariamente retirar a fêmea da gaiola, colocando-a em uma caixa plástica, por um período 
total de três minutos, e a cada minuto realizar uma movimentação lateral da caixa (Cook et 
al., 2000). Grupo ET - consistiu em escovar as fêmeas, utilizando uma escova de cerdas ma-
cias. O procedimento de escovação foi realizado na própria gaiola da coelha pelo período de 
três minutos, respeitando a movimentação de uma escovação por segundo na região dorsal 
do animal. Para que as coelhas não tivessem nenhuma interferência ambiental, sua visão foi 
tapada pela mão do manejador.

Após o parto os filhotes machos foram acompanhados em três momentos, aos 5, 6 e 
7 meses de vida (caracterizando o período reprodutivo ativo dos coelhos). Para observa-
ção do comportamento sexual, introduziu-se uma fêmea em idade reprodutiva na gaiola do 
macho e os comportamentos de tentativa de cópula e ejaculação foram mensurados. Para 
as análises espermáticas, coletou-se o sêmen dos animais através de vagina artificial, e as 
seguintes mensurações foram feitas: volume (ml), coloração, motilidade espermática (%), 
vigor espermático (%) e concentração de espermatozoides (mm³). Considerou-se um sêmen 
apto para a reprodução quando este apresentava coloração opalescente branca e homogenia, 
com motilidade dos espermatozoides igual ou superior a 80%, segundo metodologia de Boiti 
et al. (2005). 

Para as análises estatísticas utilizou-se o método de comparação de Fisher avaliando o 
comportamento sexual (monta e ejaculação) e número de filhotes aptos à reprodução pelo 
teste de espermiogênese. Considerado uma significância de 95% (P<0,05). 

Resultados e Discussão - Dentro da reprodução, a análise de sêmen se faz importante para 
garantir a qualidade da prole gerada, e para conferir ao macho seu potencial para se tornar 
reprodutor no plantel. No presente estudo os testes de comportamento sexual e testes esper-
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máticos foram realizados aos 5, 6 e 7 meses de idade, período sexual ativo dos coelhos. Não 
foram encontradas diferenças estatísticas entre os filhotes provenientes de mães que rece-
beram os tratamentos ET, ES e C, para as características reprodutivas e ao longo do tempo 
(Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de machos aptos à reprodução (sêmen), que realizaram comportamento sexual 
de monta e de ejaculação entre as mensurações mensais (mês 5, 6 e 7) em função dos diferentes trata-
mentos aplicados nas coelhas-mães. 

Variável Mês

Tratamento
Controle
 (n=23)

Estimulação 
(n=12)

Estresse 
(n=11)

Sêmen (n)*
5 20aA 8aA 9aA

6 15aA 10aA 7aA

7 16aA 9aA 9aA

Monta (n)
5 21aA 10aA 8aA

6 23aA 10aA 11aA

7 23aA 10aA 10aA

Ejaculação (n)
5 21aA 6aA 8aA

6 23aA 7aA 9aA

7 22aA 8aA 9aA

*Relativo à quantidade de animais considerados aptos para a reprodução, referindo-se aos que apre-
sentassem comportamento de monta, ejaculação e um sêmen com coloração opalescente branca e com 
homogenia, com motilidade dos espermatozoides igual ou superior a 80% de acordo com metodologia 
descrita por Boiti et al. (2005). a-b representam diferenças significativas (P<0,05) na linha entre a quanti-
dade de animais pelo teste exato de Fisher. A-B representam diferenças significativas (P<0,05) na coluna 
entre os meses pelo teste exato de Fisher.

Sobre os índices reprodutivos dos machos da prole, se considerou animais aptos à 
reprodução aqueles que apresentaram comportamento de monta, ejaculação e um sêmen 
com coloração opalescente branca e com homogenia, com motilidade dos espermatozoides 
igual ou superior a 80%, segundo metodologia de Boiti et.al. (2005). Além disso, o inter-
valo de um mês entre as coletas é considerado coerente para que não influencie no seu 
desempenho sexual e nem na espermatogênese, uma vez que coelhos reprodutores podem 
estar aptos a realizarem a cópula com intervalos regulares de uma semana, ou duas cópulas 
a três dias contínuos em um plantel comercial (Ferreira et al., 2012). Segundo Campos 
et.al. (2012) a repetição de coletas, temperatura climática, idade, condições sanitárias e 
nutricionais afetam a produção de sêmen. A realização de exames andrológicos e análises 
espermáticas nos critérios de motilidade, vigor, concentração espermática e anormalidades 
patológicas devem ser levadas em consideração para a escolha de um reprodutor (Campos 
et.al., 2012). 
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Considerações Finais - A manipulação de coelhas primíparas durante a fase gestacional, seja 
pela aplicação de estímulo aversivo (ES) ou positivo (ET), não alterou o comportamento se-
xual e na espermiogênese dos filhotes machos, se mantendo semelhantes ao grupo controle.  
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Abstract: The objective of this study was to obtain data on the testicular and epididymal biometric 
measures from Tayassu pecari. About 16 adult males maintained in captivity were anaesthetized in 
order to collect biometric data from testis and epididymis more securely. The animals presented testicles 
located in a perineal position, inclined cranio-ventrally with oval shape, flattened laterally and with 
tenso-elastic consistency. There wasn´t great variance in the means of testis length (5.8 ± 0.8cm right / 
6.3 ± 0.8cm left), width (4.4 ± 0.9cm right / 4.4 ± 0.8cm left), height (4.5 ± 0.8cm right / 4.6 ± 0.7 left) 
and total scrotal width (7.7 ± 1.3cm). The same was observed for data from the tail of the epididymis 
(L=1.9 ± 0.2cm right / 2.0 ± 0.2cm left; W= 2.0 ± 0,2cm right / 2.0 ± 0.2cm left; H = 2.0 ± 0.2cm right / 
2.0 ± 0.2cm left). Thus, the characteristics of testicular biometry should be considered for the selection 
of individuals more likely to reproduce in captivity.
Keywords: testicular volume; sperm production; wild pig.
Palavras-chave: volume testicular; produção de espermatozoides; porco do mato.

Introdução - Queixada (Tayassu pecari) é um mamífero popularmente denominado como 
porco do mato ou pecari [1], que pode chegar a 1,10 m de comprimento e pesar até 54 kg em 
cativeiro [2]. Sua distribuição vai desde o sul do México até o nordeste da Argentina [3]. Esse 
animal atua na dispersão e predação de sementes e plântulas [4] e, por isso, é considerado 
como “engenheiro ambiental” [5]. A caça e destruição de seu hábitat, contudo, ameaçam 
a espécie que atualmente está classificada como vulnerável pela União Internacional para 
Conservação da Natureza (IUCN) [6]. Devido à importância do queixada para a manutenção 
dos ecossistemas [7], é preciso estabelecer práticas que reduzam seu declínio populacional. 
Em geral, a espécie se reproduz facilmente em cativeiro. Contudo, quando são mantidos em 
1 Universidade Estadual de Santa Cruz.

ANDROLOGIA EM ANIMAIS SILVESTRES

mailto:renan.albuquerque@hotmail.com
mailto:celso_barrosmv@hotmail.com
mailto:marykersul@hotmail.com
mailto:marcusfeliciano@yahoo.com.br


260

grupos pequenos com um ou dois machos e duas ou três fêmeas nem sempre se consegue 
a reprodução de queixadas cativos [1]. Lasley [8] sugeriu que a baixa fertilidade de machos 
pode ser responsável pelos baixos índices reprodutivos da espécie em cativeiro. Neste con-
texto, é preciso obter mais dados sobre a biologia reprodutiva da espécie, que permitam a 
seleção de indivíduos mais aptos a reproduzir em cativeiro, ou seja, animais com maior massa 
corporal, maior volume testicular, boa libido e melhor qualidade seminal, visando favorecer 
a conservação da espécie. Sabe-se que a capacidade reprodutiva dos machos está diretamente 
relacionada à competência dos testículos em produzir um grande número de espermatozoi-
des viáveis, além de concentrações adequadas de hormônios sexuais para promover libido e 
o correto desenvolvimento dos órgãos reprodutivos [9]. Portanto, objetivou-se obter medidas 
biométricas e características morfológicas dos testículos e epidídimos de queixadas mantidos 
em cativeiro visando obter dados para seleção de indivíduos mais aptos à reprodução.

Material e Métodos – O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) (Protocolo n. 031/16). Foram usados 16 quei-
xadas machos adultos com idades entre dois e sete anos e peso médio de 36 kg, mantidos no 
criadouro científico de animais silvestres da UESC, Ilhéus, BA, Brasil (legalmente registrado 
pelo IBAMA, com número de processo 02006.000485/99-57). O período de estudo foi entre 
janeiro e junho de 2017. Depois da contenção física, os animais foram pesados e submetidos 
ao protocolo de sedação e anestesia, com associação de acepromazina e cetamina. Foi ad-
ministrada a acepromazina na dose de 0,2 mg/kg por via intramuscular (IM) e cetamina na 
dose de 5 mg/kg por via IM, conforme descrito por Kahwage et al. [10] para caititus (Pecari 
tajacu), espécie filogeneticamente mais próxima dos queixadas. Os testículos foram levemen-
te tracionados e posicionados paralelamente dentro do escroto. A forma dos testículos foi 
avaliada visualmente na inspeção e, por palpação foi avaliada a mobilidade e consistência dos 
testículos e epidídimos. Essa consistência foi avaliada seguindo uma escala de 1,0 a 5,0 [11]. 
Com o auxílio de um paquímetro foi realizada a biometria testicular, com a mensuração do 
comprimento de cada testículo (medida craniocaudal), largura (medida lateromedial), altura 
(medida dorsoventral) e a largura escrotal total (LET) (medida laterolateral de ambos os tes-
tículos), além do comprimento, largura e altura de cada epidídimo, levando em consideração 
as descrições mencionadas para avaliação do tamanho dos testículos. Para o cálculo do volu-
me testicular utilizou-se a fórmula para testículos elipsoides V= L x H x W x 0,52 (individual 
de cada testículo), em que L representa o comprimento testicular, H = altura testicular e W= 
largura testicular e depois foi determinado o volume total pela soma dos volumes parciais de 
cada testículo. Essa fórmula foi escolhida, tendo em vista que foi a mais adequada para esti-
mar o verdadeiro volume testicular na espécie Pecari tajacu quando o paquímetro foi usado 
na mensuração [12]. Os dados foram apresentados de forma descritiva.

Resultados e Discussão – Os testículos dos queixadas apresentaram formato ovalado e alon-
gado cranioventralmente, achatados laterolateralmente, localizados na região perineal, um 
pouco mais ventral quando comparados com a posição dos testículos do suíno [13]. As es-
truturas apresentaram mobilidade dentro do escroto e consistência tensoelástica, semelhante 
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ao descrito para caititus (Pecari tajacu) [14]. A consistência tensoelástica dos testículos dos 
queixadas do presente estudo foi considerada de valor intermediário (2,5±0,1), descrita como 
ideal para machos em reprodução [15]. Os testículos dos queixadas apresentaram compri-
mento de 5,8 ± 0,8 cm e 6,3 ± 0,8 cm; largura de 4,4 ± 0,9 cm e 4,4 ± 0,8 cm; altura de 4,5 ± 
0,8 cm e 4,6 ± 0,7 cm, respectivamente para o direito e esquerdo. A largura escrotal total foi 
de 7,7 ± 1,3 cm. A biometria testicular foi fácil de ser avaliada utilizando paquímetro com os 
animais anestesiados. As medidas biométricas encontradas foram relativamente maiores do 
que as descritas por Sonner et al. [13], porém, é importante salientar que esses autores fize-
ram a avaliação dos testículos depois do abate dos queixadas. Além disso, os animais adultos 
eram mais leves, com peso médio de 30,92 kg. O volume testicular direito foi de 62,6 ± 23,8 
cm3 e o esquerdo foi de 70,3 ± 24,5 cm3, com volume testicular total de 132,9 ± 46,4 cm3. A 
fórmula de cálculo de volume testicular empregada foi descrita como a mais adequada na 
prática clínica para avaliar o verdadeiro volume testicular dos caititus [12] e, por isso, foi 
utilizada para calcular o volume testicular dos queixadas. Os epidídimos direito e esquerdo 
apresentaram comprimento de 1,9 ± 0,2cm e 2,0 ± 0,2cm; largura de 2,0 ± 0,2cm e 2,0 ± 
0,2cm; altura de 2,0 ± 0,2cm e 2,0 ± 0,2cm respectivamente e, consistência epididimária in-
termediária (2,4±0,1). É sabido que o comprimento epididimário nos pecaris pode variar de 
0,8 a 2,0 cm. Nesse contexto, os queixadas do presente estudo apresentaram o comprimento 
dos epidídimos dentro do esperado para a espécie. É importante ressaltar que o estudo da 
morfofisiologia testicular e biometria corporal em animais selvagens permite o estabeleci-
mento de padrões fisiológicos que são importantes para entender aspectos da biologia re-
produtiva, que tornam possível desenvolver protocolos de reprodução assistida de espécies 
ameaçadas visando a sua conservação [16].

Considerações Finais – A avaliação dos parâmetros biométricos testiculares é uma ferra-
menta de grande importância na seleção de machos com aptidão reprodutiva e com boa 
capacidade de produzir e liberar espermatozoides.
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Abstract: The objective of the study was to characterize the morphological aspects of the spermatozoa 
from gray brocket deers (Mazama gouazoubira) obtained from the testes, epididymis (different 
portions) and vas deferens by different techniques of cellular obtainment. The used samples came from 
three animals after dead. The vas deferens were washed with formaldehyde solution saline and so did 
the head and tail of the epididymis after they were sliced. Sperm morphology was evaluated using phase 
contrast microscopy. The percentage of sperm with abnormalities was quite high in testicle (46%), the 
head of the epididymis (38%), tail of the epididymis (41%) and vas deferens (37%). The prevailing 
pathologies types were proximal cytoplasmic droplets and bent or coiled tail. The used techniques were 
effective in obtaining sperm from Mazama gouazoubira, and the spermatozoa presented an elevated 
number of morphological changes showing poor semen quality.

Keywords: cervids, reproduction, spermatic maturation.
Palavras-chave: cervídeos, maturação espermática, reprodução.

Introdução - O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) é o cervídeo mais comum do 
Brasil, mas está na lista vermelha da União Internacional para Conservação da Natureza 
(UICN) devido ao rápido declínio da população de animais, sendo que em algumas regiões 
já praticamente extinto [1]. A reprodução dos cervídeos, tanto em condições naturais como 
em cativeiro, tem recebido considerável atenção, particularmente devido a suas aplicações 
no manejo conservacionista. A recuperação de espermatozoides de animais mortos é uma 
técnica importante para a conservação das espécies, pois estes gametas são capazes de resistir 
a diferentes processos de criopreservação, além de ser uma boa fonte de material para estu-
dos morfológicos [2]. A coleta de espermatozoides post mortem pode ser realizada por fluxo 
retrógrado do epidídimo [3] ou fatiamento do orgão [4].

Antes de se estabelecer técnicas de reprodução assistida é necessário conhecer as carac-
terísticas das células espermáticas. Assim, o objetivo do estudo foi caracterizar os aspectos 
morfológicos dos espermatozoides de veados-catingueiros (Mazama gouazoubira), obtidos 

1 Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia/ MG. 
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dos testículos, epidídimos (diferentes porções) e ductos deferentes por diferentes técnicas de 
obtenção celular. 

Material e Métodos - Foram utilizados três veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) 
adultos que vieram a óbito devido atropelamento na região de Uberlândia/MG, sendo as 
amostras obtidas até 5 horas após sua morte. 

Os testículos dos animais foram retirados junto com os ductos deferentes, dissecados e 
separados em porções: testículos, cabeça/corpo e cauda do epidídimo e ducto deferente. Os 
testículos receberam um corte transversal no terço médio e foram lavados internamente com 
solução salina formalizada (SSF). Separadamente, a cabeça/corpo e cauda do epidídimo re-
ceberam diversos cortes, os quais foram pressionados e lavados também com SSF. Os ductos 
deferentes foram lavados com SSF, injetando a solução com uma seringa de 1 ml, diretamente 
no lúmen do ducto e recolhido na extremidade oposta (figura 1). 

A morfologia espermática foi avaliada por microscopia de contraste de fase, com conta-
gem de 200 células, e os resultados apresentados de forma descritiva, com cálculo da média 
dos três animais, baseada nas anormalidades espermáticas encontradas. A classificação das 
anormalidades dos espermatozoides foi segundo o descrito por Assumpção et al. [5] 

Figura 1. Coleta das células espermáticas de veados-catingueiros pelos métodos de corte do 
testículo (A), fatiamento de cabeça/corpo e cauda do epidídimo (B), lavagem do tecido epi-
didimário (C) e lavagem do ducto deferente (D). 

A B

C D
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Resultados e Discussão - As técnicas utilizadas mostraram-se eficientes na recuperação das 
células espermáticas e resultaram em bom volume de material para análise morfológica. A 
concentração não foi avaliada, pois não seria representativa, já que as porções foram lavadas 
com volumes variáveis de SSF. Estudos tem confirmado a possibilidade de recuperação de cé-
lulas espermáticas de epidídimos com boa qualidade mesmo após decorrido várias horas da 
morte do animal [4, 2]. A técnica de fatiamento epididimário foi semelhante à realizada por 
Fernández-Santos et al. [4] em Cervus elaphus hispanicus que, como nesta pesquisa, também 
obtiveram elevada concentração de células espermáticas, assim como na técnica de lavagem 
de ducto deferente realizada por Assumpção et al. [6] em jacarés tinga (Caiman crocodilus). 

Na tabela 1 podemos notar as médias de alterações morfológicas verificadas nas quatro 
porções do trato reprodutivo analisadas dos três animais.

Tabela 1. Alterações morfológicas dos espermatozoides de veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) 
no interior do trato reprodutivo (porcentagem).

Tipo de anormalidade Testículo Cabeça/corpo 
epidídimo

Cauda epidídimo Ducto 
deferente

Gota citoplasmática proximal 26 25 14 13

Gota citoplasmática distal 6 3 8 13

Cauda fort. dobrada ou enrolada 3 5 6 5

Cauda dobrada 3 1 3 3

Cauda enrolada 1 1 1 3

Cabeça isolada normal 4 2 5 3

Defeito de acrossoma 1 1 1 1

Delgado na base 0 1 1 1

Contorno anormal 1 1 2 1

Subdesenvolvido 1 1 0 0

Total 46 41 41 43

Como nesta pesquisa, Peroni et al. [7] encontraram em cervos de cativeiro 59,2% de 
espermatozoides anormais e Peroni [8] 49% em animais de vida livre, assim como  Garde et 
al. [8]  em Cervus elaphus (em torno de 50%).  Houve uma predominância de gota citoplas-
mática nas porções epididimárias e baixa incidência de anormalidades da cabeça do esper-
matozóide. As alterações morfológicas de maior incidência foram gota citoplasmática proxi-
mal (GCP) e distal (GCD) e cauda fortemente dobrada ou enrolada. Não verificamos grande 
variação entre a quantidade e qualidade dos defeitos das células espermáticas no testículo, 
nas porções do epidídimo e ducto deferente, apenas alternância entre as quantidades das 
mesmas. Observou-se uma redução das gotas citoplasmáticas proximais de 26% no testículo 
para 13% no ducto deferente e aumento das gotas citoplasmáticas distais de 6% para 13%. 

Esta elevada porcentagem de anormalidades observada no estudo (acima de 40%) em 
todas as porções, talvez seja devido ao fato dos animais estarem fora do período reprodutivo, 
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já que as coletas foram realizadas no outono, ou a pequena variabilidade genética que obser-
vamos nesta espécie o que leva a diminuição na qualidade do sêmen. Em animais silvestres 
com declínio populacional, há um aumento da endogamia com consequente perda da varia-
bilidade genética e diminuição da capacidade reprodutiva, quadro que pode levar inclusive 
a inviabilidade das células espermáticas [9]. Mesmo não havendo valores de referência para 
a espécie, as taxas de anormalidades espermáticas que têm sido relatadas podem ser indícios 
de problemas de fertilidade comuns à populações reduzidas da espécie.

Conclusões - As técnicas de corte de testículos, fatiamento da cabeça/corpo e cauda do epi-
dídimo e lavagem do ducto deferente mostraram-se eficientes na obtenção de amostras de 
sêmen para análise morfológica em veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) onde os es-
permatozoides apresentaram uma taxa significativa de anormalidades morfológicas em todas 
as porções, mostrando uma pobre qualidade do sêmen.
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Abstract: White Lipped Peccary is a Neotropical mammal classified as vulnerable due to hunting and 
destruction of its habitat. Due to the difficulties in captive breeding, assisted reproduction techniques 
can be applied in species repopulation programs. The objective of this study was to identify the best 
hyposmotic test protocol (HOST) to evaluate the functional integrity of spermatozoa. The semen of 
four males was collected with the aid of an electro-ejaculator. The semen was diluted in the following 
hyposmotic solutions: distilled water (0 mOsmol / L), sucrose and fructose (50, 100, 150 mOsm / L). 
Two hundred spermatozoa were evaluated by sample and classified as reactive or not to HOST. All 
tested solutions were similar in identifying the percentage of reactive sperm (P> 0.05). Thus, distilled 
water can be used as HOST because it presents similar results and because it is a cheaper test.

Keywords: distilled water; plasma membrane; white lipped peccary

Palavras-chave: água destilada; membrana plasmática; queixada.

Introdução - Os aspectos da biologia e fisiologia reprodutiva do queixada (Tayassu peca-
ri) são pouco descritos na literatura e existe grande preocupação sobre a conservação desta 
espécie, seriamente ameaçada de extinção [1]. É sabido que as características espermáticas 
normalmente avaliadas no exame andrológico: concentração, motilidade e morfologia são 
frequentemente insuficientes, por si só, para o diagnóstico de fertilidade/infertilidade do 
macho, a não ser que individualmente apresentem valores muito diferentes do esperado e 
descrito como dentro da normalidade para uma espécie [2]. Uma das características esper-
máticas que deve ser mantida para gerar bons resultados quando da utilização de técnicas de 
conservação de sêmen para reprodução assistida é a integridade da membrana plasmática 
[3]. Estudos vêm demonstrando que a integridade funcional da membrana plasmática dos 
espermatozoides avaliada pelo teste hiposmótico é uma importante ferramenta complemen-
tar para predizer a capacidade de fertilização de uma amostra de sêmen [4]. Dessa forma, 

1 Universidade Estadual de Santa Cruz.
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objetivou-se identificar o melhor protocolo de teste hiposmótico (HOST) para avaliar a inte-
gridade funcional dos espermatozoides de queixada.

Material e Métodos - Foram utilizados quatro queixadas machos, adultos, com peso médio de 
37,8 ± 4,8 kg, do criadouro científico de animais silvestres da Universidade Estadual de Santa 
Cruz (UESC), Ilhéus, BA, Brasil (14° 47’ 47” S; 39° 10’ 20”), legalmente registrado pelo IBA-
MA, com número de processo 02006.000485/99-57. Os protocolos experimentais aplicados no 
presente estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA – UESC), 
Protocolo n. 031/16. Para a coleta de sêmen, os animais foram contidos com auxílio de puçá 
e submetidos ao protocolo anestésico, com associação de acepromazina e cetamina depois de 
jejum alimentar por 12 horas e hídrico por 6 horas. Foi administrada a acepromazina na dose 
de 0,2 mg/kg por via intramuscular (IM) e cetamina na dose de 5 mg/kg por via IM [5]. Depois 
de anestesiados, cinco minutos antes da coleta foi administrada 5 UI de ocitocina por via in-
travenosa (IV). Como método de coleta foi utilizado um eletroejaculador (modelo Eletrogen®), 
dotado de probe com dois eletrodos lineares conectados a uma fonte de 12 V [6]. Foi obtido um 
ejaculado por animal, totalizando quatro ejaculados para o estudo, os quais foram acondicio-
nados em tubos plásticos previamente identificados. Transcorrida a coleta, as amostras foram 
colocadas em banho-maria à temperatura de 37°C. Para avaliação da morfologia espermática, 
uma amostra de sêmen fresco de todos os animais foi fixada em citrato de sódio formolizado 
a 4% antes do HOST e usadas para calcular o número real de células funcionalmente íntegras 
após o teste. As análises de alterações morfológicas dos espermatozoides foram realizadas em 
microscópio de contraste de fase (x1000), em preparação úmida entre lâmina e lamínula. Foram 
avaliados 200 espermatozoides e classificados de acordo com a região da alteração morfológica 
encontrada. Para estabelecer o melhor protocolo de HOST para o queixada, foram testadas as 
seguintes soluções e osmolaridades: água destilada (0 mOsmol/L), sacarose (50, 100, 150 mOs-
mol/L) e frutose (50, 100, 150 mOsmol/L). Em todos os grupos experimentais foram adiciona-
dos 10 μL de sêmen em 90 μL de solução hiposmótica, que foi incubada em banho seco a 37 °C 
por 40 minutos [7]. Após o período de incubação, a leitura do percentual de reativos ao HOST 
das amostras foi realizada em microscópio óptico comum (Microscópio Olympus® CX21) por 
três diferentes técnicos, na objetiva de imersão (x1000), em preparação úmida entre lâmina e 
lamínula, coradas com rosa bengala a 3%. Um total de 200 espermatozoides foram avaliados 
em pelo menos cinco campos e classificados em reativos ou não-reativos ao HOST, com base 
na presença ou ausência de caudas dobradas e/ou enroladas respectivamente [8]. Depois da 
leitura do percentual de reativos ao HOST foi aplicada a fórmula para cálculo do percentual de 
espermatozoides funcionalmente íntegros [Reativos ao HOST (%) = (% de alterações na região 
da cauda - defeitos de peça intermediária (PI), peça principal (PP) e peça terminal (PT) após o 
HOST) - (% de alterações na região da cauda – defeitos de PI, PP e PT antes do HOST)] descrita 
por Melo e Henry [9]. Para análise estatística foi usado o delineamento de blocos ao acaso, con-
siderando cada indivíduo como um bloco. Foi aplicada ANOVA para comparar o percentual 
de espermatozoides funcionalmente íntegros entre as soluções testadas. Todos os pressupostos 
de normalidade e homocedasticidade foram testados e estavam adequados. Todas as análises 
foram feitas com o auxílio do R Core Team (2016).
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Resultados e Discussão – Não foram observadas diferenças no percentual de espermatozoi-
des reativos ao HOST entre as soluções hiposmóticas, com diferentes osmolaridades testa-
das, para avaliar a integridade funcional dos espermatozoides do queixada (P>0,05; Tabela 
1). Sendo indicativo que os espermatozoides dessa espécie respondem a diferentes tipos de 
soluções hiposmóticas a base de açúcares ou uso de água destilada e também a diferentes 
osmolaridades. Os valores encontrados em nosso estudo de reativos ao HOST ficaram entre 
24,2% e 38,40%, sendo superiores aos achados de outros trabalhos [10] que encontraram 
valores médios de 16,96% e similares aos achados Lechnick et al. [11] que relataram 34,68% 
de espermatozoides funcionalmente íntegros, ambos em pesquisas com suínos domésticos. 
No presente estudo, foi possível verificar que os espermatozoides de queixada apresentaram 
resposta ao HOST semelhante aos espermatozoides do cateto, até a osmolaridade testada que 
variou de 0 até 150 mOsmol/L. Percebe-se que os espermatozoides dos Tayassuidae (quei-
xadas e catetos) podem ser submetidos a uma ampla faixa de osmolaridade quando com-
parados aos espermatozoides dos suínos domésticos, os quais respondem melhor quando 
incubados em soluções com osmolaridade de 100 mOsmol/L preparadas com frutose [12].

Tabela 1. Efeito da solução e da osmolaridade na integridade funcional dos espermatozoides de quei-
xada avaliados pelo HOST.

HOST Osmolaridade  
(mOsmol/L)

Funcionalmente  
íntegros ao HOST (%)

Intervalo de  
confiança de 95%

Água destilada 0 36,0 (25,93; 46,07)

Sacarose
50 36,1 (26,06; 46,19)

100 24,2 (14,13; 34,27)

150 28,6 (18,56; 38,69)

Frutose
50 35,0 (24,93; 45,07)

100 30,0 (19,93; 40,07)

150 38,4 (28,31; 48,44)

Considerações Finais - A avaliação da integridade funcional da membrana plasmática dos 
espermatozoides de queixada pode ser realizada com teste hiposmótico utilizando soluções 
preparadas com sacarose ou frutose entre 50 e 150 mOsmol/L e a água destilada com 0 mOs-
mol/L. Os resultados obtidos no presente estudo, contudo, indicam a possibilidade do uso 
apenas de água destilada por apresentar resultados similares e ser um teste mais barato e não 
necessitar de avaliação da osmolaridade da solução.
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Abstract: Cryptorchidism in domestic animals is relatively common, different from what occurs in wild 
animals. It is known that this is a hereditary alteration that may be linked to several factors. Thus, we 
reported the case of a unilateral cryptorchid attended by the Center for Medicine and Research in Wild 
Animals and Animal Reproduction and Obstetrics Sector, Faculty of Veterinary Medicine and Animal 
Science, Unesp / Botucatu The animal was submitted to therapeutic orchiectomy as a treatment, which 
was the best option for the patient, even if braiding of a wild animal. 
Keywords: coati; cryptochid; orchiectomy.
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Introdução – O quati é um procionídeo que tem ampla distribuição na América do Sul, 
principalmente entre Venezuela, Uruguai e Argentina. Em relação ao comportamento, es-
tes animais tendem a ocupar áreas arborizadas, sendo 69,5% dos encontros realizadas sobre 
árvores [1]. São animais que vivem em famílias, 76,3% dos animais observados viviam em 
grupo de 5 a 10 animais e apenas 23,7% foram encontrados de forma solitária. Esses grupos 
são formados por fêmeas e machos jovens, sendo que machos adultos tendem a se isolar [2]. 
Os machos se aproximam dos grupos somente quando atingem maturidade sexual, por volta 
dos 3 anos, sendo expulsos após a cópula [1]. Fora isso, pouco se sabe sobre o hábito sexual 
do Nasua nasua.

O criptorquidismo é caracterizado pela ausência de um ou ambos testículos no escroto, 
devido à alguma interrupção na sua descida normal. Trata-se de uma alteração hereditária 
de diversas origens, como defeitos no gubernáculo, exposição à estrógeno na fase gestacio-
nal, dentre outros [3]. O testículo ectópico não é capaz de realizar a espermatogênese, sendo 
o animal criptorquida bilateral considerado infértil e o unilateral subfértil. Além disso, es-
tes são susceptíveis ao desenvolvimento de neoplasias, chegando a apresentar risco 10 vezes 
maior que testículos em topografia normal [4].

Apesar de o criptorquidismo ser relativamente comum em animais domésticos, em ani-
1 Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP – Botucatu.
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mais selvagens é pouco relatado [4]. Desta forma, objetivou-se com este trabalho relatar o 
caso de um quati criptorquida unilateral. 

Material e Métodos – Foi atendido pelo Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silves-
tres juntamente com o Setor de Reprodução Animal e Obstetrícia da Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (Unesp/
Botucatu), um quati macho, 9,5kg, domiciliado e com alimentação não balanceada. O animal 
havia sido resgatado pelos tutores ainda pequeno com algumas lesões pelo corpo e relataram 
estar com o animal há cerca de dois anos. Sendo esta a idade estimada para o animal.

O paciente foi trazido para atendimento devido ao seu comportamento social alterado, 
os tutores queixaram-se da agressividade perante à outras pessoas que não eles. Durante a 
avaliação clínica, não foi observada qualquer alteração além da ausência de um dos testícu-
los na bolsa escrotal. O testículo contralateral não foi identificado inicialmente à palpação, 
nem mesmo no subcutâneo da região inguinal. Foi então solicitado uma ultrassonografia da 
região abdominal e inguinal, a fim de se determinar a localização exata do testículo ectópico 
para posterior excisão.

Coletou-se amostra de sangue do animal para realização de hemograma, leucograma, 
perfil hepático e renal para exames pré-operatórios, sendo que apenas as enzimas hepáticas 
estavam discretamente alteradas.

Foi optado por realizar a ultrassonografia no mesmo dia da orquiectomia terapêutica, 
para a realização de apenas uma sedação e indução anestésica. 

Para o exame, o animal foi sedado com cetamina 10 mg/kg (Catamin, Syntec®), meta-
dona 0,4 mg/kg (Mytedon, Cristália®) e midazolam 0,3 mg/kg (Dormium, União Química®), 
todos aplicados via intra-muscular. O animal foi mantido em gaiola de contenção durante 15 
minutos para que o efeito das medicações fosse atingido. Então, foi posicionado em decúbito 
dorsal e procedeu-se com o exame. O testículo que se encontrava na bolsa escrotal era o di-
reito, este mediu 1,85 cm x 1,01 cm, tinha ecotextura homogênea e linha mediastinal visível. 
O testículo esquerdo foi localizado na região hipogástrica esquerda, caudal ao pênis, abaixo 
de uma grande camada de gordura, o que dificultava a palpação, medindo 1,32 cm x 0,56 cm, 
sua ecotextura era homogênea e também foi possível visualizar a linha mediastinal.

Após a devida localização do órgão, seguiu-se com indução anestésica, realizada com 
propofol 5 mg/kg, (Provine 1%, União Química®) e mantida com isofluorano (Isoforine, 
Cristalia®). Foi necessária realização de analgesia com fentanil (Fentanest, Cristalia®) no 
trans-operatório (5 mcg/kg) e analgesia intra-testicular com lidocaína 2% (Anestésico L, 
Pearson®), 1 mL em cada testículo.

Para retirada do testículo direito, realizou-se incisão pré-escrotal em pele, túnica vaginal 
e por último, túnica albugínea, permitindo a ideal visualização do testículo, plexo pampini-
forme e ducto deferente, sendo estes últimos ligados com Nylon 0. A sutura de reaproxima-
ção de subcutâneo foi padrão Cushing com Nylon 0 e optou-se por não realizar sutura de 
pele. Para a excisão do testículo esquerdo, foi realizada incisão na região hipogástrica locali-
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zada com o auxílio da ultrassonografia e divulsionamento do subcutâneo. O animal possuía 
uma grande camada de gordura, o que dificultou a visualização do órgão. Após encontrado, 
foi realizada dupla ligadura no cordão espermático e reaproximação de subcutâneo com su-
tura tipo Cushing e Nylon 0. Não houve qualquer tipo de intercorrência durante ou após o 
procedimento cirúrgico. O animal passou um dia na internação e foi liberado com prescrição 
de Tramadol (4 mg/kg) e Dipirona (25 mg/kg).

Resultados e Discussão – A presença de testículo ectópico está relacionada à ocorrência 
de diversas patologias, entre elas as neoplasias. Além disso, já foi relacionada com altera-
ção de comportamento como irritabilidade e hipersexualidade [1,5]. É uma enfermidade 
frequentemente relatada em animais domésticos, como cães, mas não é muito reportada em 
animais silvestres [4]. Perante o exposto, a orquiectomia se mostrou a única opção de tra-
tamento para o animal, já que este estava entrando na fase de maturidade sexual e vários 
problemas futuros poderiam ser evitados com a cirurgia. Vale ressaltar que a castração de 
animais selvagens não é permitida de forma eletiva.

Em 2016, foi relatado o primeiro caso de criptorquidismo em quati [1]. O animal vivia 
em cativeiro em um zoológico, tinha 10 anos no momento da cirurgia e o testículo encontra-
va-se na região inguinal no subcutâneo, assim como neste relato.

O testículo com localização normal deste estudo, tinha aferições menores que o descrito 
por [2], que avaliou a morfologia genital de 5 machos adultos. Provavelmente, devido ao fato 
de o animal do presente relato ter cerca de dois anos, sendo que a maturidade sexual  espera-
da para a espécie é aos  três anos de idade. 

Conclusões – O presente relato traz um caso de criptorquidismo, uma patologia relevante, 
que geralmente evolui para neoplasia, porém pouco relatada em animais selvagens. Dessa 
forma, esta descrição contribui para a literatura pois descreve a orquiectomia como terapêu-
tica de sucesso diante da alteração de comportamento do animal além de evitar complicações 
futuras como neoformações.  
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