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RESUMO 

 

 

A predição do desempenho de touros na Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF), pela 

avaliação seminal, não está completamente estabelecida. Este estudo, teve por objetivo 

caracterizar as diferenças nos atributos e subpopulações espermáticas de touros com menor e 

maior desempenho reprodutivo, baseado nas taxas de gestação, visando estabelecer um 

método preditivo de maior eficiência na IATF. Com base no histórico da estação de monta 

entre setembro de 2017 à março de 2018 de quatro propriedades, foram selecionados 24 

touros, da raça Angus (N= 9) e Nelore (N=15) que apresentaram variações nas taxas de 

gestação, estabelecendo-se 2 grupos experimentais a partir da mediana (52,27%): sendo o 

grupo de menor fertilidade (MENOR), touros que apresentaram resultados no programa de 

IATF < 52,27% (min: 33,33 %; máx: 51,81%), e grupo de maior fertilidade (MAIOR), touros 

que apresentaram resultados de taxa de gestação superiores a 52,27% (min: 52,27%; máx: 

69,64%). Foram analisadas uma partida de sêmen descongelado de cada touro, nas quais os 

atributos avaliados foram: cinética espermática pelo sistema CASA; morfologia e integridade 

de membrana plasmática pela coloração eosina/nigrosina, em microscópio óptico, e a 

caracterização das subpopulações espermáticas com o software EDIT/SORT (sistema CASA; 

Hamilton Thorne, Ivos 14.0, Beverly, MA, EUA) e estatística multivariada. Diferenças entre 

grupos (MENOR vs. MAIOR) foram estimadas pelo teste t, e considerado nível de 

significância < 5%. O grupo MAIOR apresentou valores superiores para integridade de 

membrana (MENOR: 78,83% vs. MAIOR: 83,25%; p= 0,039), no entanto, para morfologia 

espermática não houve diferença entre os grupos: defeitos maiores (MENOR: 6,75% vs. 

MAIOR: 5,91%; p= 0,620), defeitos menores (MENOR: 12,25% vs. MAIOR: 12,08%; p= 

0,954) e defeitos totais (MENOR: 19% vs. MAIOR: 17,91%; p= 0,743). Na análise de 

cinética espermática, foram encontradas diferenças entre os grupos, no qual, no grupo 

MAIOR foram identificadas maiores porcentagens (%) para: motilidade total (MENOR: 

51,50% vs. MAIOR: 73,08%; p= 0,001); motilidade progressiva (MENOR: 29,33% vs. 

MAIOR: 32,33%; p= 0,007); células rápidas (RAPID; MENOR: 43,08% vs. MAIOR: 

57,83%; p=0,002) e células com velocidade média (MEDIUM; MENOR: 8,5% vs. MAIOR: 

15,41%; p=0,006) em contrapartida, o grupo MENOR apresentou maiores proporções de 

células estáticas (STATIC; MENOR: 27,33% vs. MAIOR: 6,41%; p= 0,001). Com base nos 

resultados de cinética foram caracterizadas estatisticamente quatro subpopulações 

espermáticas: 1-Rápidos e progressivos; 2- Lentos e progressivos; 3- Hiperativados; 4- Lentos 

e sinuosos. Sendo que touros com maior desempenho (MAIOR) apresentaram maior 

percentual de subpopulação 3 (34,45%), e no grupo de menor fertilidade (MENOR) maior 

percentual da subpopulação 2 (42,29%). Com isto, demonstra-se ser possível diferenciar 

touros de menor e maior desempenho na IATF, pelo estudo das subpopulações espermáticas 

constituindo-se, como um método efetivo para a predição do desempenho na biotecnologia da 

IATF. 
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ABSTRACT 

 

 

The prediction of bull performance in Fixed Time Artificial Insemination (FTAI), by seminal 

evaluation, is not fully established. This study aimed to characterize the differences in sperm 

attributes and subpopulations of bulls with minor and major reproductive performance, based 

on pregnancy rates, aiming to establish a more efficient predictive method in IATF. Based on 

the history of the breeding season between September 2017 and March 2018 of four farms, 24 

bulls were selected, Angus (N = 9) and Nelore (N = 15), which showed variations in 

pregnancy rates, establishing 2 experimental groups from the median (52,27%): the group 

with minor pregnancy rate (MINOR), bulls that presented results in the IATF program 

<52.27% (min: 33.33%; max: 51.81%), and group of high pregnancy rate (MAJOR), bulls 

that presented results of pregnancy rate above 52.27% (min: 52.27%; max: 69.64%). A dose 

of frozen semen from each bull was analyzed, in which the attributes evaluated were: sperm 

kinetics by the CASA system; plasma membrane morphology and integrity by eosin / 

nigrosine staining, under an optical microscope, and the characterization of sperm 

subpopulations with the EDIT / SORT software (CASA system; Hamilton Thorne, Ivos 14.0, 

Beverly, MA, USA) and multivariate statistics. Differences between groups (MINOR vs. 

MAJOR) were estimated by the t-test, and the significance level <5% was considered. The 

MAJOR group showed higher values for membrane integrity (MINOR: 78.83% vs. MAIOR: 

83.25%; p = 0.039), however, for sperm morphology there was no difference between the 

groups: major defects (MINOR: 6 , 75% vs. MAJOR: 5.91%; p = 0.620), minor defects 

(MINOR: 12.25% vs. MAJOR: 12.08%; p = 0.954) and total defects (MINOR: 19% vs. 

MAJOR: 17.91%; p = 0.743). In the analysis of sperm kinetics, differences were found 

between the groups, in which, in the MAJOR group, higher percentages (%) were identified 

for: total motility (MINOR: 51.50% vs. MAJOR: 73.08%; p = 0.001) ; progressive motility 

(MINOR: 29.33% vs. MAJOR: 32.33%; p = 0.007); fast cells (RAPID; MINOR: 43.08% vs. 

MAJOR: 57.83%; p = 0.002) and cells with medium speed (MEDIUM; MINOR: 8.5% vs. 

MAJOR: 15.41%; p = 0.006 ) in contrast, the LOW group had higher proportions of static 

cells (STATIC; MINOR: 27.33% vs. MAJOR: 6.41%; p = 0.001). Based on the kinetics 

results, four sperm subpopulations were statistically characterized: 1-Fast and progressive; 2- 

Slow and progressive; 3- Hyperactivated; 4- Slow and winding. Major performance bulls 

(MAJOR) had the highest percentage of subpopulation 3 (34.45%), and in the minor fertility 

group (MINOR) the highest percentage of subpopulation 2 (42.29%). This shows that it is 

possible to differentiate bulls with minor and major fertility in the FTAI, by the study of 

sperm subpopulations, constituting itself as an effective method for predicting performance in 

FTAI biotechnology. 

 

Keywords: fertility.;bulls; sêmen; CASA system; FTAI. 
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1 INTRODUÇÃO 

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE, 2018), o rebanho brasileiro de bovinos conta com aproximadamente 221 

milhões de animais, sendo o maior rebanho do mundo. Esse crescimento é devido a 

nutrição e a utilização cada vez maior de biotécnicas da reprodução, tais como a 

inseminação artificial (IA), inseminação artificial em tempo fixo (IATF), fertilização in 

vitro (FIV) e transferência de embriões (TE) (ABIEC, 2018). Das biotécnicas 

reprodutivas utilizadas, a IATF se destaca, pois sem a necessidade de detecção de 

cio, fornece uma abordagem organizada para incrementar o uso da inseminação 

artificial (IA) e melhorar a eficiência reprodutiva em rebanhos de corte (SÁ FILHO et 

al., 2010).  

Apesar dos avanços na produção de gado de corte e leite 

demonstrados pelo desenvolvimento comercial da IATF, existem diversos protocolos 

hormonais que resultam taxas de prenhez em vacas ao redor de 50 a 60% (CUTAIA 

et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004) assim como, já foram descritos taxas de prenhez 

entre 40 a 50% (NOGUEIRA et al., 2019). Diversas variáveis podem estar 

relacionados a esses resultados, como fatores inerentes à fêmea, como o anestro pós-

parto e a baixa condição corporal no início dos protocolos, além de fatores 

pertencentes à qualidade do sêmen utilizado nos programas, tais como os padrões de 

cinética espermática, integridade de membrana plasmática e dose inseminante 

utilizada (NOGUEIRA et al., 2019). 

Neste contexto, a fertilidade do macho passou a ter um impacto ainda 

maior no desempenho reprodutivo dos rebanhos, devido à intensa utilização de um 

único reprodutor no acasalamento de diversas fêmeas (ARRUDA et al., 2010; 

KATHIRAVAN et al., 2011). Além disso, para a eficiência reprodutiva, é primordial 

conhecer a fertilidade e a capacidade de congelação do sêmen do animal escolhido 

(FRASER, 2017). A avaliação da fertilidade dos reprodutores baseia-se 

principalmente na análise do sêmen após a descongelação usando parâmetros 

convencionais, como motilidade espermática, morfologia, viabilidade, integridade de 

membrana plasmática e acrossoma (KATHIRAVAN et al., 2008). Para alcançar bons 

índices de fertilidade, foram realizados grandes avanços quanto à criopreservação e 

procedimentos de controle de qualidade do sêmen de touros (VICENT et al., 2014).  

Rotineiramente, os parâmetros espermáticos como concentração, 
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morfologia e motilidade espermática antes e após à descongelação, têm sido 

avaliadas de forma subjetiva usando um microscópio de luz, e de fato os defeitos 

morfológicos oriundos de alterações durante a espermatogênese, podem interferir na 

função espermática e na fertilidade (BARTH; OKO, 1989; MORRELL et al., 2008). 

Embora estas avaliações ainda sejam de grande importância para a análise clínica de 

rotina, existem muitos outros fatores capazes de afetar a fertilidade e que são 

passíveis de serem avaliados por métodos mais sensíveis e eficientes (GRAHAM, 

2001; HAMILTON et al., 2016). 

Com o propósito da obtenção de uma técnica de maior repetibilidade, 

a análise computadorizada de sêmen (sistema CASA) representa um método objetivo 

que gera informações importantes a respeito das características cinéticas de um 

ejaculado baseando-se na avaliação individual das células (BROEKHUIJSE et al., 

2011; AMANN; WABERSKI, 2014), o que permite a identificação de diferentes 

subpopulações espermáticas em uma amostra com características similares 

(VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). Estudos evidenciam que a 

caracterização das subpopulações espermáticas podem ser indicadores da qualidade 

do sêmen, considerando que espermatozoides com movimentos rápidos e lineares 

têm maior resistência à criopreservação e maior probabilidade de fertilizar o oócito 

(MENDOZA et al., 2012; FERRAZ et al., 2014). A identificação das subpopulações 

ainda se faz relevante para selecionar os machos que possuem maior porcentagem 

de subpopulações superiores, resistentes a criopreservação e que se adaptem melhor 

às biotécnicas (MARTINS; SOUZA; TRAUTWEIN, 2017). Além disso, quando os 

padrões de movimento espermático foram correlacionados com os índices de 

fertilidade in vivo, observaram diferenças significativas no padrão de movimento 

desempenhado por espermatozoides que alcançam altas e baixas taxas de 

fertilização (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002).  

Além destes, outros parâmetros morfofuncionais do sêmen foram 

estudados, a fim de investigarem seus valores preditivos. Por exemplo, a integridade 

de membrana, devido ao seu papel na fertilização, foi considerada como um marcador 

significativo para a capacidade fecundante (THOMAS et al., 1997; FLESCH; 

GADELLA, 2000). Assim como o acrossoma, que precisa estar intacto para que ocorra 

a indução da reação acrossômica e a fertilização seja bem sucedida (ŌURA;  

TOSHIMORI, 1990).   

O método mais representativo para avaliar o potencial fecundante do 
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sêmen é pelos resultados obtidos da fertilidade in vivo. No entanto, é difícil aplicar este 

método na rotina pelo custo e tempo requerido (AL NAIB et al., 2011; MORADO et al., 

2015). A fertilidade do macho está intrinsecamente ligada à qualidade do sêmen, 

porém, o método de predição da fertilidade de uma amostra seminal in vitro não é 

simples, sendo que diferentes características do sêmen podem limitar o potencial 

fecundante (AMANN, 1989). Fatores dependentes do indivíduo, do próprio 

espermatozoide, de como o sêmen foi processado e de como a amostra foi avaliada 

podem influenciar na predição da fertilidade do sêmen (AMANN; HAMMERSTEDT, 

1993; VINCENT et al., 2014). Desta forma, estimativas ou predições do potencial de 

fertilidade do sêmen tem sido um desafio, principalmente pela heterogeneidade do 

ejaculado, devido à presença de distintas subpopulações com diferentes 

características funcionais dentro do ejaculado, que podem interferir no processo de 

fecundação (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2006).  

Considerando que na literatura são escassos os estudos que avaliem 

a influência das características cinéticas, incluindo as subpopulações, com os 

resultados da IATF, a presente proposta teve como principal objetivo identificar e 

caracterizar as subpopulações espermáticas do sêmen de touros e buscar associação 

entre as subpopulações espermáticas e a taxa de gestação na IATF.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 BIOTÉCNICAS DA REPRODUÇÃO  

2.1.1 Inseminação Artificial em Tempo fixo (IATF) 

A biotecnologia da reprodução é utilizada como recurso para acelerar 

a produção, aumentar a eficiência reprodutiva, além de promover o melhoramento 

genético do rebanho. Atualmente o Brasil se destaca por ser o quinto maior país em 

extensão territorial e possuir o maior rebanho bovino comercial do mundo com 

aproximadamente 221 milhões de cabeças (IBGE, 2018). O incremento nos índices 

reprodutivos e consequentemente rentabilidade na produção, pode ser alcançado com 

o uso de biotécnicas, como a inseminação artificial em tempo fixo (IATF), que elimina 

a necessidade de detecção de estro e possibilita um maior número de animais 

inseminados em tempo reduzido (SANTOS; TORTORELLA; FAUSTO, 2018).  Em 

2018, o mercado nacional de inseminação artificial (IA) chegou a 15,4 milhões de 

doses de sêmen comercializadas (ASBIA, 2019). Esse aumento do mercado de IA no 

Brasil ocorreu simultaneamente com introdução da tecnologia de IATF nas fazendas. 

Com base nos dados estatísticos, o número de IATF no Brasil alcançou 13,3 milhões 

de procedimentos, indicando que 86% das inseminações foram realizadas por IATF, 

gerando aproximadamente R$3,5 bilhões de ganhos para a pecuária brasileira. Além 

destes impactos econômicos diretos, estas informações evidenciam a consolidação 

da tecnologia e perspectivas positivas para o mercado bovino (BARUSELLI et al., 

2019).   

Nesse contexto, torna-se fundamental aprimorar e desenvolver 

estratégias reprodutivas que contribuam com o aumento dos índices reprodutivos e 

redução do intervalo entre inseminações, sem comprometer a viabilidade da gestação 

estabelecida (SÁ FILHO et al., 2014; BARUSELLI et al., 2019). Sendo assim, foram 

desenvolvidos protocolos de ressincronização da ovulação para as fêmeas que não 

se tornaram gestantes. Esses programas reprodutivos, permitem que após a 

identificação rápida das vacas não prenhes na IATF anterior, as fêmeas sejam 

inseminadas novamente, aumentando a proporção de vacas gestantes por IA 
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(BARUSELLI et al., 2017).  

A ressincronização convencional é iniciada no momento do 

diagnóstico de gestação, cerca de 28 a 32 dias após a IATF (MARQUES et al, 2012; 

STEVENSON et al., 2003), esse método possibilita realizar três inseminações com 

intervalo de 80 dias. Posteriormente, foi desenvolvida a ressincronização precoce, a 

qual é iniciada em todas as fêmeas do lote, independentemente do diagnóstico de 

gestação, 22 dias após a IATF. No dia 30 todas as fêmeas são submetidas a 

diagnostico de gestação e somente as vazias seguem no protocolo de IATF, este 

método permite realizar três inseminações com intervalo de 64 dias (SÁ FILHO et al., 

2014), Recentemente, foi desenvolvida a ressincronização super precoce, a qual tem 

início em todas as fêmeas 14 dias após a IATF e é possível realizar três inseminações 

em 48 dias. No dia 22, todas as fêmeas vazias são diagnosticadas através da 

ultrassonografia Doppler (VIEIRA et al., 2014), analisando-se a presença e o fluxo 

vascular do CL (SIQUEIRA et al., 2013; PUGLIESI et al., 2017). 

Contudo, apesar dos avanços na produção de gado de corte e leite 

demonstrados pelo desenvolvimento comercial da IATF, existem diferentes protocolos 

hormonais que resultam taxas de prenhez em vacas ao redor de 50 a 60% (CUTAIA 

et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004) assim como, já foram descritos resultados  

abaixo dessa média, que variaram entre 40 a 50% (NOGUEIRA et al., 2019). Diversos 

fatores podem estar correlacionados com o sucesso nos protocolos de IATF, como os 

fatores inerentes à fisiologia da fêmea: escore de condição corporal (ECC), raça 

animal, categoria de animais (novilhas ou vacas, primíparas ou multíparas), 

amamentação, tamanho do folículo ovulatório, momento da inseminação em relação 

à ovulação e eficiencia do protocolo de sincronização; característica da fazenda e o 

inseminador (SÁ FILHO et al., 2009; OLIVEIRA, 2012),  a qualidade do sêmen do 

touro utilizado é um dos fatores cruciais para a eficiência dos programas reprodutivos. 

O uso de sêmen de baixa qualidade pode interferir negativamente, sobre a resposta 

reprodutiva de um programa, inviabilizando todos os esforços empreendidos e 

investidos na propriedade (SEVERO, 2009).  

A avaliação da fertilidade dos reprodutores baseia-se principalmente 

na análise do sêmen após a descongelação usando parâmetros convencionais, como 

motilidade espermática, morfologia, viabilidade, integridade de membrana e 

acrossoma (KATHIRAVAN et al., 2008). Alguns autores demonstraram que o sêmen 

utilizado na IATF tem grande impacto sobre a taxa de prenhez (OLIVEIRA et al., 2013, 
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2014; NOGUEIRA et al., 2014). A diminuição da fertilidade é uma condição 

multifatorial, portanto, muito difícil de diagnosticar. Touros podem ter baixa fertilidade, 

mesmo quando as características reprodutivas clássicas estão normais (MISHRA et 

al., 2013), demonstrando que a fertilidade varia substancialmente entre os touros. 

Touros de baixa e alta fertilidade podem não apresentar diferenças nas avaliações 

convencionais em termos de concentração espermática e motilidade progressiva, 

apresentando melhor correlação com fertilidade quando realizados testes funcionais 

(CORREA; PACE; ZAVOS, 1997). Assim, avaliações convencionais não determinam 

a capacidade do espermatozoide de interagir com o oócito, fecundar e desenvolver o 

embrião (BERLINGUER et al., 2009; LI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; VINCENT 

et al., 2014). Embora os espermatozoides possam sobreviver ao processo de 

criopreservação e apresentar boa motilidade eles podem não ter potencial de 

fertilidade. Essa subfertilidade é consequência de várias mudanças funcionais 

induzidas pela criopreservação (WATSON, 1995). Deve considerar-se também, que 

um ejaculado de touro que contém entre 800 milhões a 2 bilhões de 

espermatozoides/mL apresenta uma população heterogênea de células de diferentes 

qualidades e só alguns poucos espermatozoides contém as características 

necessárias para garantir a fertilidade (FLOREZ-RODRIGUEZ, 2017).  

Diante disto, os avanços em avaliações estruturais e funcionais dos 

espermatozoides têm sido cruciais para excluir amostras de sêmen de baixa 

qualidade, contudo, apontar dentre os animais quais os mais aptos a proporcionar as 

maiores taxas de prenhez, ainda é um grande desafio. Portanto, obter resultados com 

uma associação de diferentes avaliações espermáticas e desta forma utilizá-los na 

pré-seleção de animais de alta fertilidade, possibilitaria obter melhores índices na taxa 

de prenhez (ARRUDA et al., 2010). 

 

2.1.2 Criopreservação e Análise do Sêmen Bovino 

A utilização do sêmen bovino congelado representa a principal 

biotécnica reprodutiva para o melhoramento genético animal (FREITAS-DELL’ AQUA 

et al., 2009). Entretanto, nem todas as células espermáticas têm a capacidade de 

serem criopreservadas, pois o procedimento prejudica a fisiologia espermática e 

consequentemente sua sobrevivência (EL- HARAIRY et al., 2011; AVDATEK et al., 



20 

2018).  

O processo de criopreservação pode causar danos aos 

espermatozoides, que refletem em decréscimo de aproximadamente 50% da 

motilidade espermática (THOMAS et al., 1997; CELEGHINI et al., 2007) e quando 

considerada a integridade das membranas espermáticas esta queda pode ser mais 

acentuada, chegando a mais de 60% (CELEGHINI et al., 2007). A relação da 

qualidade do sêmen com a fertilidade é um dos pontos cruciais dentro do sistema de 

produção (JANUŠKAUSKAS; ŽILINSKAS, 2002). Neste contexto, toda a manipulação 

e congelação do sêmen é de extrema importância, pois qualquer erro no 

processamento do sêmen pode ocasionar danos morfofuncionais às células, e assim 

prejudicar a fecundação do oócito após a inseminação, reduzindo os índices de 

prenhez (NTEMKA et al., 2016).  

O intuito da criopreservação é manter a motilidade inicial dos 

espermatozoides, e para isto é necessário que os diluentes possuam uma fonte 

nutritiva às células, com açucares como glicose, frutose ou lactose, proteção das 

proteínas da membrana espermática, proveniente de gema de ovos ou lecitina de 

soja, por exemplo; antibióticos, para impedir a multiplicação de microorganismos; 

soluções tampão, para manutenção de pH ideal; antioxidantes para minimizar os 

níveis de espécies reativas a oxigênio (ROS); e crioprotetores, os quais tem o intuito 

de prevenir a formação de cristais de gelo dentro das células, o que poderia danificar 

a integridade física dos espermatozoides ( EL- HARAIRY et al., 2011; RAHEJA et al., 

2018). 

Embora sejam notáveis os efeitos negativos sobre os espermatozoides 

após a descongelação, como queda na motilidade decorrente de alterações na função 

mitocondrial, lesão em membrana plasmática e acrossoma (LAYEK et al., 2016; 

NTEMKA et al., 2016), a criopreservação de espermatozoides tem a vantagem do 

armazenamento por períodos indefinidos e proporcionar a distribuição mundial 

(LAYEK et al., 2016). 

O sucesso reprodutivo depende da eficiência de várias funções 

espermáticas. Desta forma, a avaliação do potencial de fertilidade de uma amostra de 

sêmen congelado é de grande importância para o emprego de biotécnicas 

reprodutivas (GARCÍA-ÁLVAREZ, 2009). Apesar dos avanços quanto ao 

conhecimento da fisiologia reprodutiva do macho, a aplicação de métodos preditivos 

de fertilidade não é amplamente satisfatória, provavelmente devido à grande 
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complexidade da célula espermática, que requer diferentes atributos para ser capaz 

de fecundar o oócito (GRAHAM, 2001; GRAHAM; MOCÉ, 2005) e da possibilidade de 

existirem atributos para a fecundação que ainda não são bem conhecidos (GRAHAM; 

MOCÉ, 2005; SELLEN et al., 2015). Por isso, considera- se que nenhum teste isolado 

é capaz de estimar a fertilidade de uma amostra de sêmen, mas a investigação de 

várias características pode determinar maior potencial de fertilidade (ARRUDA et al., 

2011).  

             Dentre os principais testes de análise espermática utilizados pode-se 

destacar: análise subjetiva da motilidade, análise computadorizada do movimento 

espermático e morfologia e análise morfofuncional por microscopia de fluorescência 

ou citometria de fluxo (FREITAS-DELL’ AQUA et al., 2009). Portanto, é crucial 

implementar um sistema de predição de fertilidade, baseado na avaliação de vários 

parâmetros de qualidade do sêmen após congelação e descongelação, para excluir 

touros de baixo potencial de fertilidade de programas de melhoramento, 

economizando tempo e recursos econômicos consideráveis (NTEMKA et al., 2016). 

 

2.2 MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DO SÊMEN BOVINO  

2.2.1 Microscopia Óptica 

Os métodos de avaliação utilizados em centrais de coleta e 

processamento de sêmen consistem basicamente em análise subjetiva da motilidade 

(antes e após estresse térmico), concentração, morfologia e integridade das 

membranas plasmática e acrossomal (CRESPILHO et al., 2009). Uma das primeiras 

técnicas a serem utilizadas na avaliação do sêmen foi a morfologia espermática, 

técnica até hoje sem grandes modificações. O parâmetro morfológico do ejaculado é 

uma parte essencial na avaliação espermática (MORTIMER; MENKVELD, 2001; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). É uma abordagem melhor que a 

motilidade para avaliar as características genéticas e de DNA da célula (RODRIGUEZ-

MARTÍNEZ, 2006; MENKVELD; HOLLEBOOM; RHEMREV, 2011).  

Como apenas os espermatozoides viáveis são capazes de interagir 

com o oócito e iniciar o processo de fecundação (WALTERS ET AL., 2004), sabe-se 
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que os defeitos específicos na morfologia estrutural das células espermáticas 

correlacionam-se com a sub e a infertilidade dos machos (SAACKE et al., 1999; 

PESH; BERGMANN, 2006). Desta forma, a análise da morfologia espermática permite 

a identificação de touros com baixo potencial de fertilidade, evitando a introdução 

desses animais nos programas de congelação de sêmen (JANUŠKAUSKAS; 

ŽILINSKAS, 2002). 

A avaliação da morfologia espermática pode ser realizada por 

diferentes técnicas laboratoriais: esfregaços corados por  Wright, Rosa de Bengala, 

Giemsa,  eosina-nigrosina, Karras e outros (ARRUDA et al., 2011) avaliados em 

microscópio óptico de campo claro e preparação úmida por microscópio de contraste 

de fase e por contraste de interferência diferencial (DIC). A estimativa de alterações 

morfológicas deve ser realizada em 200 células, apesar de já ter sido relatado que a 

leitura de 100 células se mostraram confiáveis e suficientes para representar a 

amostra do ejaculado (HIDALGO  et al., 2005; 2006), contando-se células normais e 

células anormais, sendo que deve ser considerado apenas um defeito por célula. Se 

forem observados dois ou mais defeitos na mesma célula, devem ser registrados em 

ordem de prioridade, o defeito maior em relação ao menor e, se observados dois 

defeitos de mesma classificação, registra-se apenas o de maior frequência 

(FRENEAU, 2011). 

As alterações morfológicas dos espermatozoides podem ser 

classificadas com base na origem da alteração em defeitos primários, que ocorrem 

durante a espermatogênese, no testículo; defeitos secundários, causados durante a 

maturação espermática, no epidídimo, e defeitos terciários, que ocorrem após a 

liberação do espermatozoide (SEVERO, 2009). Entretanto, a classificação binária dos 

defeitos em maiores ou menores é a mais empregada, sendo os defeitos maiores mais 

relacionados com infertilidade e doenças testiculares ou epididimárias, enquanto os 

defeitos menores são referentes a anomalias de menor impacto na fertilidade. Para a 

interpretação do resultado do espermograma, devem ser considerados os percentuais 

de defeitos maiores, menores e defeitos totais (CBRA, 2013). 

Segundo o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013) é 

recomendado para ejaculados de touros os seguintes padrões: espermatozoides  

morfologicamente normais - valor mínimo de 70% de células normais, esta é a 

característica isolada que tem maior importância para a fertilidade do touro no 

rebanho; defeitos maiores - o valor máximo de tolerância de até 10%,  o rigor ou 
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tolerância na interpretação dessa característica deve levar em consideração o quadro 

clínico e espermático do animal e inclusive a distribuição dos defeitos individuais; 

defeitos menores - o valor máximo de tolerância de até 20%, respeitado o limite de 

70% de normais e, inclusive, a distribuição dos defeitos individuais; defeitos individuais 

- sugere-se que os limites individuais de anormalidades sejam de até 5% para defeitos 

maiores e 10% para defeitos menores. Para utilização do sêmen bovino congelado 

(Convencional): a) volume da dose 0,25 ou 0,5 mL; b) Motilidade progressiva ≥30%; 

c) Vigor ≥3; d) para doses com 10 × 106 de espermatozoides com motilidade 

progressiva: espermatozoides normais ≥ 70% e tolerância de defeitos maiores ≤10%.  

Foram reportados estudos sobre a avaliação andrológica de touros, os 

quais demonstraram que, de todas as características aferidas nos touros, a morfologia 

espermática foi a que teve maior repetibilidade e relação com a produção de 

bezerros/touro na estação reprodutiva, comprovada pela paternidade dos touros por 

meio da análise de DNA dos animais (FITZPATRICK et al., 2002; HOLROYD et al., 

2002). Nos trabalhos realizados por Phillips et al. (2004), na tentativa de predizer os 

índices de fertilidade em machos taurinos utilizando dose de sêmen congelada, 

isoladamente apenas morfologia espermática pós-descongelação apresentou 

correlação significativa com a taxa após inseminação artificial. Sugerindo assim, que 

os melhores parâmetros preditivos encontrados foram derivados dos resultados 

referentes à morfologia espermática, permitindo, a identificação dos touros com maior 

ou menor potencial de fertilidade.  

Da mesma forma, Enciso et al. (2011) descreveram relação entre 

espermatozoides de touros da raça holandês morfologicamente anormais e baixa 

qualidade do DNA, apontando que grandes anormalidades espermáticas, parecem 

estar intimamente associadas à presença de DNA danificado.  

Assim como a morfologia espermática, outro parâmetro a ser 

considerado na avaliação da fertilidade do macho, ou na análise dos métodos de 

preservação espermática, é o estudo da viabilidade do espermatozoide (PINTADO; 

FUENTE; ROLDAN, 2000). A membrana plasmática tem importante papel em 

diversos eventos fisiológicos da função espermática, sendo responsável pela 

preservação da homeostase celular (ANDRADE et al., 2007), participando dos 

processos de capacitação (HALLAP et al., 2006), da apoptose celular (DURU et al., 

2001; MARTIN et al., 2004) e da fecundação, ao interagir com epitélio do trato 

reprodutivo feminino e com as células do complexo cumulus oophorus (HOSSAIN et 
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al., 2011). Desta forma, a avaliação da integridade de membrana é considerada como 

reflexo da viabilidade celular, por estar envolvida diretamente com a capacidade 

fecundante do espermatozoide (HALLAP et al., 2006; NARESH; ATREJA, 2015).  

A avaliação da integridade de membrana plasmática pode ser 

realizada com o uso de: sondas fluorescentes impermeáveis a membrana íntegra, 

mas que na presença de lesões, adentram a célula e se ligam ao DNA, permitindo a 

identificação de espermatozoides com alterações (PEÑA; JOHANNISSON; 

WALLGREN, 2003), teste hiposmótico (ARRUDA et al., 2011) e a dupla coloração 

com eosina/nigrosina. A eosina é um corante supravital que não penetra em células 

com membrana plasmática intacta, mas, quando lesadas, liga- se aos ácidos 

nucléicos, no qual lhe confere uma coloração rosa. A nigrosina é responsável pelo 

contraste mais escuro de fundo da lâmina, o qual permite a visualização dos 

espermatozoides não corados. Portanto, este teste tem sido recomendado como uma 

avaliação adicional àquelas de rotina (BRITO, 2007).   

Embora a identificação de espermatozoides portadores de defeitos na 

morfologia e membrana plasmática seja possível por meio de microscopia óptica, a 

observação de outros elementos morfofuncionais, como a cinética espermática, 

requer o emprego de métodos mais objetivos, como o sistema CASA, que podem 

correlacionar com mais acurácia esses parâmetros de fertilidade. 

 

2.2.2 Análise Computadorizada do Sêmen (sistema CASA) 

A análise da motilidade e morfologia espermática têm sido apontadas 

por muitos autores como importante ferramenta na seleção de um ejaculado, sendo a 

determinação da porcentagem de espermatozoides móveis, o teste mais utilizado para 

predizer a qualidade seminal. Desta forma, a quantificação da qualidade espermática, 

rotineiramente, tem sido baseada na avaliação subjetiva, usando estimativa visual de 

parâmetros como motilidade geral e individual, porém, estudos relatam uma variação 

de até 60% na estimativa desses parâmetros devido à limitação do técnico em 

quantificar as diferentes subpopulações espermáticas na amostra (VERSTEGEN et 

al., 2002). Para reduzir a subjetividade na avaliação da motilidade espermática em 

microscopia óptica, adotou-se o uso da análise computadorizada de sêmen (sistema 

CASA) para avaliação de parâmetros cinéticos de espermatozoides e obtenção de 
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dados das subpopulações na amostra (KATHIRAVAN et al., 2011; BERGSTEIN et al., 

2014; SIMONIK et al., 2015; MARTINS; SOUZA; TRAUTWEIN, 2017; SOUZA et al., 

2018). 

O sistema CASA trata-se de uma câmera e um computador acoplados 

à um microscópio com contraste de fase, fornecendo imagens em tempo real da 

movimentação dos espermatozoides (KATHIRAVAN et al., 2011). Este software 

reconstrói a trajetória de cada célula devido ao conjunto de imagens digitais captadas 

por segundo em diversos campos de observação, classificando- a conforme os 

padrões definidos em: móvel, lenta, rápida e estática. Em seguida, uma série de outras 

características de movimento espermático é calculada, fornecendo parâmetros como: 

motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) velocidade curvilínea (VCL), 

velocidade média da trajetória (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), 

retilinearidade (STR) e linearidade (LIN), amplitude de deslocamento lateral de cabeça 

(ALH) e frequência de batimentos flagelares (BCF).  Estes valores são usados para 

diferenciar os padrões do movimento espermático (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; 

ONCLIN, 2002; KATHIRAVAN et al., 2011). 

Os principais parâmetros analisados pelo sistema CASA estão 

expostos no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Parâmetros cinéticos avaliados pelo sistema CASA.  

Parâmetros do CASA 

MT- motilidade total (%) Proporção de espermatozoides 
móveis 

MP- motilidade 
progressiva (%) 

Proporção de espermatozoides 
móveis com trajetória em linha reta 

VAP- velocidade de 
trajeto (μm/s) 

Velocidade da trajetória média do 
espermatozoide 

VSL –velocidade 
progressiva (μm/s). 

Distância entre inicio e fim da 
trajetória 

dividida pelo tempo decorrido. 

VCL –velocidade 
curvilínea (μm/s). 

Velocidade da trajetória do 
espermatozoide. 

ALH –amplitude de 
deslocamento lateral de 

cabeça (μm) 

Largura média da oscilação da 
cabeça do espermatozoide durante 

seu deslocamento 

BCF –frequência de 
batimentos flagelares 

(Hz) 

Frequência com que a linha da 
cabeça espermática atravessa a 

trajetória celular. 
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STR –retilinearidade (%) Relação entre VSL e VAP 

LIN – linearidade (%) Razão entre VSL e VCL 

WOB – oscilação Relação entre VAP e VCL 

DANCE-  Razão entre VCL x ALH 

Fonte: Adaptado de Bergstein et al., 2014; Simonik et al., 2016 

 

No entanto, vários fatores podem gerar variabilidade na estimativa dos 

parâmetros funcionais dos espermatozoides mensurados pelo sistema CASA, entre 

eles: experiência do observador, identificação da espécie, acurácia da câmara 

utilizada, temperatura de análise, tempo entre a colheita da amostra e sua análise, 

método de processamento da amostra, concentração espermática e frequência de 

aquisição de imagens. Além disso, é necessário a aplicação de um setup adequado à 

análise por espécie (MORTIMER, 2000; KATHIRAVAN et al., 2011).   

Apesar do sistema CASA fornecer dados confiáveis sobre a motilidade 

dos espermatozoides, nota-se uma desvantagem. Devido a existência de inúmeros 

softwares para análise espermática, não há ainda uma padronização do setup e dos 

parâmetros avaliados, tornando-se menos acurada a comparação entre diferentes 

sistemas (KATHIRAVAN et al., 2011; LU; HUANG, 2014; SIMONIK et al., 2015). 

A motilidade espermática sempre foi considerada o melhor critério para 

avaliar a qualidade de um ejaculado, ao tornar tal análise objetiva, sua acurácia 

aumentou (BERGSTEIN et al., 2014). Com isto, foram propostos estudos com intuito 

de correlacionar os parâmetros explorados pelo sistema CASA com a fertilidade de 

touros. 

O sistema CASA tem mostrado ser uma técnica útil na avaliação 

cinética do espermatozoide de forma individual, mostrando grande potencial para 

predizer a fertilidade do macho, por meio da correlação da velocidade do 

espermatozoide com a fertilização de oócito in vitro e in vivo (COX et al., 2006). 

Em estudo feito por Verstegen et al. (2002) para correlacionar os 

parâmetros do sistema CASA com a taxa de fertilização, verificou-se que os valores 

de VAP, VSL e VCL são significativamente maiores em amostras que produzem mais 

de 50% de oócitos fertilizados do que naquelas onde a taxa de fertilização de oócito é 

menor que 50%. Amostras com elevados valores desses parâmetros de velocidade e 

de LIN e BCF apresentam melhor migração e penetração no muco cervical 
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(MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et al., 2002), revelando uma correlação positiva 

entre BCF e LIN com a taxa de gestação em alguns estudos (SUAREZ; KATZ; OWEN, 

1991; SUKCHAROEN et al, 1998), porém correlação negativas em outros 

(DONNELLY et al., 1998; 2000).  

Ao avaliar cada parâmetro individualmente, Nagy et al. (2015), 

relataram que os valores de VAP tiveram uma relação positiva com a fertilidade de 

espermatozoides bovinos pós-descongelação. Assim como, İnanç et al. (2018) que 

observaram altas correlações para VCL, VAP, VSL e ALH com taxas de gestação 

utilizando doses de sêmen bovino congeladas. Diferenças nos parâmetros da cinética 

espermática também foram descritos por Shojaei et al. (2012) na comparação entre 

touros de alta e baixa fertilidade, considerando a taxa de não retorno ao cio. Neste 

estudo, o sêmen descongelado de touros com alta fertilidade possuía valores 

superiores de ALH, motilidade total e progressiva. Em estudo realizado na utilização 

da avaliação de sêmen congelado de touros para a predição da fertilidade à campo, 

os parâmetros de motilidade total, BCF, VCL e ALH foram incluídos no modelo 

preditivo, explicando quase metade (R2= 0,47, P<0,05) da variação na taxa de 

concepção (GLIOZZI et al., 2017). 

No entanto, apesar do sistema CASA ser uma ferramenta amplamente 

utilizada em laboratórios e universidades, somente ele, não é suficiente para predizer 

a fertilidade seminal. Mas ao ser associado com outras técnicas, se torna uma 

metodologia importante para avaliar a qualidade do sêmen (SIMONIK et al., 2015; 

GLIOZZI et al., 2017). 

 

2.2.2.1 Subpopulações espermáticas 

A falta de explicações acerca da diferença no potencial de fertilidade 

de uma partida de sêmen pode ser em função de atributos espermáticos não 

avaliados. A heterogeneidade da população espermática de um ejaculado pode 

justificar mudanças no potencial de fertilidade das partidas de sêmen, existindo 

diferença entre touros e entre ejaculados do mesmo touro. Além disso, no mesmo 

ejaculado existem populações com diferentes estruturas, formas e graus de 

funcionalidade (GARCÍA-ÁLVAREZ et al., 2014). A categoria heterogênea do 

ejaculado é notada em diferentes aspectos, por exemplo, quando avaliada a 



28 

motilidade já foram relatadas subpopulações em relação às características de cinética 

celular (MUIÑO et al., 2008; 2009), demonstrando assim, enorme relevância funcional, 

principalmente com relação a fertilidade (YÁNIZ et al., 2016). Ademais, a distribuição 

de frequência de espermatozoides dentro de cada subpopulação após a 

criopreservação varia entre machos (RUBIO-GUILLÉN et al., 2007), demonstrando 

que alguns indivíduos são mais sensíveis a criopreservação, sendo um bom marcador 

do potencial de congelabilidade. O potencial de fertilidade do macho depende da 

heterogeneidade do ejaculado interagindo com o trato reprodutivo da fêmea em 

diferentes níveis (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2013, CURRY, 2000). 

A determinação das subpopulações pode ser realizada por meio da 

morfometria espermática (SANTOLARIA et al., 2016; VALVERDE et al., 2016), 

entretanto, a avaliação individualizada pelas características de cinética espermática  

no  sistema CASA, demonstrou ser o método mais fidedigno no estudo das 

subpopulações (LUNA et al., 2017). A partir dos parâmetros cinéticos, o sistema CASA 

é capaz de subdividir os espermatozoides em categorias pré-definidas e até mesmo 

subpopulações (BERGSTEIN et al., 2014), permitindo a obtenção de informações 

objetivas sobre as características cinéticas dos espermatozoides presentes no 

ejaculado (AMANN; WABERSKI, 2014). Na tentativa de identificar as subpopulações, 

trabalhos recentes utilizaram softwares específicos e procedimentos estatísticos 

multivariados para investigar melhor o ejaculado das espécies, fornecendo dados 

significativos sobre as características biológicas do espermatozoide e as alterações 

comparando espécies (FLORES et al., 2008; VICENTEFIEL et al., 2013), técnicas de 

colheita de sêmen (CONTRI et al., 2012; VÁZQUEZ et al., 2015) e mudanças nas 

características dessas células após a criopreservação (NÚÑEZ-MARTÍNEZ et al., 

2006; MUIÑO et al., 2008; 2009; DORADO et al., 2011; BEIRÃO et al., 2011; PEÑA 

et al., 2012; FERRAZ et al., 2014; GALLEGO et al., 2017).  

Nos últimos anos, foram relatados estudos em diferentes espécies  

animais, como gatos (GUTIÉRREZ-REINOSO; GARCÍA-HERREROS, 2016; SOUZA 

et al., 2018), cães (NÚÑEZ-MARTÍNEZ et al., 2006; PEÑA et al., 2012), garanhões 

(QUINTERO-MORENO et al., 2003), jumentos (FLORES et al., 2008),  carneiros 

(DORADO et al., 2011; SANTOLARIA et al., 2015; BERGSTEIN-GALAN et al, 2017; 

BARBAS et al., 2018), javalis (QUINTERO-MORENO et al., 2003; FLORES et al, 

2009; ESTRADA et al, 2017), coelhos (QUINTERO-MORENO et al., 2007), veados 

(MARTINEZ-PASTOR et al., 2005),  entre outros. Em bovinos, estudos com sêmen 
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fresco e amostras descongeladas, identificaram quatro subpopulações de 

espermatozoides ( MUIÑO et al., 2008; 2009; FERRAZ et al., 2014), sendo elas: (1) 

de baixa velocidade e alta progressividade; (2) alta motilidade, mas sem 

progressividade dos espermatozoides; (3) células com baixa motilidade e sem 

movimento progressivo; (4) composta por espermatozoides rápidos com movimentos 

progressivos.  

Desta forma, estudos correlacionaram espermatozoides pertencentes 

ao cluster 4, com sua melhor capacidade de congelação e também com melhores 

índices de fertilização (FERRAZ et al., 2014). Considerando a fertilidade à campo, 

similarmente, em garanhões (QUINTERO-MORENO et al., 2003) e carneiros (YÁNIZ 

et al., 2015), foram relatados que em amostras de machos que resultaram em maior 

taxa de gestação, apresentaram maior percentual de espermatozoides  na 

subpopulação com característica de  cinética rápida e progressiva e baixa linearidade. 

Del Olmo et al. (2013), por sua vez, relataram que, na espécie ovina, a determinação 

das subpopulações espermáticas pelo sistema CASA foi eficaz para identificar 

amostras de sêmen congelado que, quando utilizados em inseminação artificial, 

apresentaram resultados de maiores taxas de nascimento de cordeiros. 

Embora a origem e a fisiologia dessas subpopulações não sejam 

claras, acredita-se que a diferença das células ocorra por influência genética durante 

a espermatogênese, e modificação da estrutura durante maturação, uma vez que há 

a presença de espermatozoides com idades diferentes no epidídimo  e 

consequentemente no ejaculado, gerando diferentes padrões de movimento 

(ABAIGAR et al., 1999; MARTINEZ-PASTOR et al., 2008; KATHIRAVAN et al., 2011). 

Desta forma, levando em consideração as subpopulações que estão 

presentes em um ejaculado, tem- se informações relevantes a respeito da diversidade 

funcional dos grupos de espermatozoides (YANIZ et al., 2018), proporcionando uma 

análise mais acurada do que as análises que utilizam valores médios, pois valores 

médios destes parâmetros, tende a ocultar o significado da diversidade da cinética 

dos diferentes espermatozoides dentro de uma amostra seminal (HOLT; O'BRIEN; 

ABAIGAR, 2007; AMANN; WABERSKI, 2014). Além disso, a caracterização das 

subpopulações permite evidenciar diferenças entre os grupos experimentais, entre 

diferentes tratamentos, nos quais muito dos efeitos ainda são desconhecidos (MUIÑO 

et al., 2008; KATHIRAVAN et al., 2011; AMANN; WABERSKI, 2014) ou até utilizar na 

predição do desempenho reprodutivo (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 
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2002; KATHIRAVAN et al., 2011).  

Considerando que na literatura são escassos os estudos que avaliem 

a influência das características cinéticas, incluindo as subpopulações, por meio do 

sistema CASA, com os resultados de programas reprodutivos, o presente trabalho 

teve como objetivo identificar e caracterizar as subpopulações espermáticas do sêmen 

de touros Nelore e Angus e buscar a relação das subpopulações espermáticas com a 

menor e maior fertilidade de touros utilizados na IATF. 
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4 HIPÓTESE 

 A análise de diferentes atributos e a caracterização das subpopulações 

espermáticas, possibilita identificar touros com menor e maior potencial de fertilidade 

utilizados na Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF).   
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5 OBJETIVOS  

5.1 OBJETIVO GERAL  

Caracterizar os parâmetros morfológicos, cinéticos e de 

subpopulações espermáticas de amostras de sêmen de touros Nelore e Angus que 

resultam em menor ou maior taxa de gestação à IATF, a fim de se estabelecer um 

método preditivo da qualidade seminal que permitam a seleção de reprodutores mais 

eficientes. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1- Comparar qualitativamente os atributos espermáticos em amostras de 

sêmen descongelado de touros com resultados de menor e maior taxa 

de gestação à IATF; 

2- Caracterizar as subpopulações espermáticas, determinadas pelo 

sistema CASA, no sêmen de touros utilizados à IATF; 

3- Diferenciar o perfil das subpopulações espermáticas, determinadas pelo 

sistema CASA, no sêmen de touros de menor e maior fertilidade à IATF. 
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6 ARTIGO1 (Formato- Periódico: Livestock- ainda sem tradução) 

 
Relação das subpopulações espermáticas em Touros Nelore e Angus com 

taxas de gestação na IATF 
 

RESUMO 
 

A predição do desempenho de touros na Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF), 
pela avaliação seminal, não está completamente estabelecida. Este estudo, teve por 
objetivo caracterizar as diferenças nos atributos espermáticos de touros com menor e 
maior desempenho reprodutivo, baseado nas taxas de gestação, visando estabelecer 
um método preditivo de maior eficiência na IATF. Com base no histórico da estação 
de monta entre setembro de 2017 à março de 2018 de quatro propriedades, foram 
selecionados 24 touros, da raça Angus (N= 9) e Nelore (N=15) que apresentaram 
variações nas taxas de gestação, estabelecendo-se dois grupos experimentais a partir 
da mediana: sendo o grupo de menor fertilidade (MENOR), touros que apresentaram 
resultados no programa de IATF < 52,27% (min: 33,33 %; máx: 51,81%), e grupo de 
maior fertilidade (MAIOR), touros que apresentaram resultados de taxa de prenhez 
superiores a 52,27% (min: 52,27%; máx: 69,64%). Foram analisadas uma partida de 
sêmen descongelado de cada touro, nas quais os atributos avaliados foram: cinética 
espermática pelo sistema CASA; morfologia e integridade de membrana plasmática 
pela coloração eosina/nigrosina, em microscópio óptico, e a caracterização das 
subpopulações espermáticas com o software EDIT/SORT (sistema CASA; Hamilton 
Thorne, Ivos 14.0, Beverly, MA, EUA) e estatística multivariada. Diferenças entre 
grupos (MENOR vs. MAIOR) foram estimadas pelo teste t, e considerado nível de 
significância < 5%. O grupo MAIOR apresentou valores superiores para integridade 
de membrana (MENOR: 78,83% vs. MAIOR: 83,25%; p= 0,039), no entanto, para 
morfologia espermática não houve diferença entre os grupos: defeitos maiores 
(MENOR: 6,75% vs. MAIOR: 5,91%; p= 0,620), defeitos menores (MENOR: 12,25% 
vs. MAIOR: 12,08%; p= 0,954) e defeitos totais (MENOR: 19% vs. MAIOR: 17,91%; 
p= 0,743). Na análise de cinética espermática, foram encontradas diferenças entre os 
grupos, no qual,  no grupo MAIOR foram identificadas maiores porcentagens (%) para: 
motilidade total (MENOR: 51,50% vs. MAIOR: 73,08%; p= 0,001); motilidade 
progressiva (MENOR: 29,33% vs. MAIOR: 32,33%; p= 0,007); células rápidas (RAPID; 
MENOR: 43,08% vs. MAIOR: 57,83%; p=0,002) e células com velocidade média 
(MEDIUM; MENOR: 8,5% vs. MAIOR: 15,41%; p=0,006) em contrapartida, o grupo 
MENOR  apresentou maiores proporções de células estáticas (ESTATIC; MENOR: 
27,33% vs. MAIOR: 6,41%; p= 0,001). Com base nos resultados de cinética foram 
caracterizadas estatisticamente quatro subpopulações espermáticas: 1-Rápidos e 
progressivos; 2- Lentos e progressivos; 3- Hiperativados; 4- Lentos e sinuosos. Sendo 
que touros com maior desempenho (MAIOR) apresentaram maior percentual de 
subpopulação 3 (34,45%), e no grupo de menor fertilidade (MENOR) maior percentual 
da subpopulação 2 (42,29%). Com isto, demonstra-se ser possível diferenciar touros 
de menor e maior desempenho na IATF, pela avaliação dos atributos espermáticos e 
o estudo das subpopulações espermáticas constituindo-se, como um método efetivo 
para a predição do desempenho na biotecnologia da IATF. 
 
Palavras-chave: Fertilidade; Touros; Sêmen; Sistema CASA; IATF. 
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Relationship of sperm subpopulations in Bulls Nellore and Angus with 
pregnancy rates in IATF 

 
 
ABSTRACT 

 
 

The prediction of bull performance in Fixed Time Artificial Insemination (FTAI), by 
seminal evaluation, is not fully established. This study aimed to characterize the 
differences in sperm attributes and subpopulations of bulls with minor and major 
reproductive performance, based on pregnancy rates, aiming to establish a more 
efficient predictive method in IATF. Based on the history of the breeding season 
between September 2017 and March 2018 of four farms, 24 bulls were selected, Angus 
(N = 9) and Nelore (N = 15), which showed variations in pregnancy rates, establishing  
2 experimental groups from the median (52,27%): the group with minor pregnancy rate 
(MINOR), bulls that presented results in the IATF program <52.27% (min: 33.33%; 
max: 51.81%), and group of high pregnancy rate (MAJOR), bulls that presented results 
of pregnancy rate above 52.27% (min: 52.27%; max: 69.64%). A dose of frozen semen 
from each bull was analyzed, in which the attributes evaluated were: sperm kinetics by 
the CASA system; plasma membrane morphology and integrity by eosin / nigrosine 
staining, under an optical microscope, and the characterization of sperm 
subpopulations with the EDIT / SORT software (CASA system; Hamilton Thorne, Ivos 
14.0, Beverly, MA, USA) and multivariate statistics. Differences between groups 
(MINOR vs. MAJOR) were estimated by the t-test, and the significance level <5% was 
considered. The MAJOR group showed higher values for membrane integrity (MINOR: 
78.83% vs. MAIOR: 83.25%; p = 0.039), however, for sperm morphology there was no 
difference between the groups: major defects (MINOR: 6 , 75% vs. MAJOR: 5.91%; p 
= 0.620), minor defects (MINOR: 12.25% vs. MAJOR: 12.08%; p = 0.954) and total 
defects (MINOR: 19% vs. MAJOR: 17.91%; p = 0.743). In the analysis of sperm 
kinetics, differences were found between the groups, in which, in the MAJOR group, 
higher percentages (%) were identified for: total motility (MINOR: 51.50% vs. MAJOR: 
73.08%; p = 0.001) ; progressive motility (MINOR: 29.33% vs. MAJOR: 32.33%; p = 
0.007); fast cells (RAPID; MINOR: 43.08% vs. MAJOR: 57.83%; p = 0.002) and cells 
with medium speed (MEDIUM; MINOR: 8.5% vs. MAJOR: 15.41%; p = 0.006 ) in 
contrast, the LOW group had higher proportions of static cells (STATIC; MINOR: 
27.33% vs. MAJOR: 6.41%; p = 0.001). Based on the kinetics results, four sperm 
subpopulations were statistically characterized: 1-Fast and progressive; 2- Slow and 
progressive; 3- Hyperactivated; 4- Slow and winding. Major performance bulls 
(MAJOR) had the highest percentage of subpopulation 3 (34.45%), and in the minor 
fertility group (MINOR) the highest percentage of subpopulation 2 (42.29%). This 
shows that it is possible to differentiate bulls with minor and major fertility in the FTAI, 
by the study of sperm subpopulations, constituting itself as an effective method for 
predicting performance in FTAI biotechnology. 
 
 
Key-words: Fertility. Bulls. Semen. CASA System. FTAI. 
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1 Introdução 

 

Atualmente, é fundamental desenvolver e aprimorar tecnologias que 

contribuam com o aumento da produtividade nas propriedades, otimizando os 

sistemas de criação e a rentabilidade dos rebanhos (Baruselli et al., 2019). Neste 

contexto, o incremento nos índices reprodutivos e consequentemente produtivos, 

pode ser alcançado com o uso de biotécnicas, como a inseminação artificial em tempo 

fixo (IATF), que elimina a necessidade de detecção de estro e possibilita maior número 

de animais inseminados em tempo reduzido (Dos Santos, Tortorella, & Fausto, 2018). 

A qualidade do sêmen do touro utilizado é um dos fatores cruciais para a eficiência do 

protocolo de IATF. Portanto, o uso de sêmen de baixa qualidade pode interferir 

negativamente, sobre a resposta reprodutiva de um programa, inviabilizando todos os 

esforços empreendidos e investidos na propriedade (Severo, 2009).  

De fato, a capacidade de predição da qualidade do sêmen na fertilidade dos 

machos e ejaculados precisa ser aperfeiçoada (Yániz et al., 2015). Segundo García-

Álvarez et al. (2014), o pouco esclarecimento à cerca da diferença no potencial de 

fertilidade de uma partida de sêmen pode ser em função de características 

espermáticas não avaliadas. A heterogeneidade da população espermática de 

determinado ejaculado pode justificar mudanças no potencial de fertilidade das 

partidas de sêmen, existindo diferença entre touros, entre ejaculados do mesmo 

indivíduo e até mesmo, dentro do mesmo ejaculado, existem populações com 

diferentes estruturas, formas e graus de funcionalidade. 

Entretanto, na avaliação convencional da qualidade do sêmen, a divisão dessas 

subpopulações não é avaliada, o que pode interferir na correta qualificação do 

ejaculado (Quintero-Moreno, Miró, Teresa Rigau, & Rodríguez-Gil, 2003; Barbas, 

Leahy, Horta, & García-Herreros, 2018). A determinação das subpopulações 

espermáticas, detalhadas com base na cinética individual dos espermatozoides já foi 

relatada em diferentes espécies  animais, como gatos (Gutiérrez-Reinoso and García-

Herreros, 2016; Souza et al., 2018), cães (Núñez-Martínez et al., 2006; Peña et al., 

2012), garanhões (Quintero-Moreno et al., 2003), jumentos (Flores et al., 2008),  

carneiros (Dorado et al., 2011; Santolaria et al., 2015; Bergstein-Galan, Weiss, 

Kozicki, & Bicudo, 2017; Barbas et al., 2018), javalis (Quintero-Moreno et al., 2003; 

Flores, Fernández-Novell, Peña, & Rodríguez-Gil, 2009; Estrada, Rivera del Álamo, 

Rodríguez-Gil, & Yeste, 2017), coelhos (Quintero-Moreno et al., 2007), veados 
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(Martinez-Pastor et al., 2005),  entre outros. Em bovinos, estudos com sêmen fresco 

e amostras descongeladas, identificaram quatro subpopulações de espermatozoides 

(Muiño, Rivera, Rigau, Rodriguez-Gil, & Peña, 2008a; Muiño, Tamargo, Hidalgo, & 

Peña, 2008b; Muiño, Peña, Rodríguez, Tamargo, & Hidalgo, 2009; Ferraz et al., 2014).  

A partir dos parâmetros cinéticos, obtidos por meio da análise computadorizada 

do sêmen (sistema CASA), o software é capaz de subdividir os espermatozoides em 

categorias pré-definidas e até mesmo subpopulações, a qual divide os 

espermatozoides de uma única análise espermática em clusters (Bergstein et al., 

2014). O método demonstrou ser um dos mais acurados e confiáveis para estudar 

subpopulações espermáticas (Barbas et al., 2018).  

A identificação e quantificação das subpopulações espermáticas podem 

contribuir de forma fundamental para estimar a capacidade de fertilização de amostras 

de sêmen de bovinos, como também gerar avanços para a avaliação de protocolos 

de criopreservação (Muiño, Rivera, et al., 2008a). Essa avaliação também pode 

repercutir positivamente na economia, uma vez que aperfeiçoando os métodos de 

análise do sêmen seria possível selecionar indivíduos mais eficientes para reprodução 

(Quintero-Moreno et al., 2003).  

Existem poucos estudos que correlacionem as subpopulações dos 

espermatozoides, a qualidade do ejaculado e a capacidade fecundante em touros 

(Ferraz et al., 2014). Ao conhecimento dos autores, este é, o primeiro trabalho que 

pesquisa a relação das subpopulações espermáticas com as taxas de gestação 

obtidas pela IATF. Desta forma, o objetivo foi identificar e caracterizar as 

subpopulações espermáticas de touros Nelore e Angus, provenientes de programas 

de IATF, que resultam em menor ou maior taxa de gestação à IATF, a fim de melhorar 

a predição da fertilidade de touros utilizados em biotécnicas reprodutivas. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Comitê de Ética   

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA- 

UEL, Nº 22459.2018.38).  
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2.2 Coleta dos dados de inseminação artificial em tempo fixo e taxa de prenhez  

 

Foram compilados dados da Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF) com 

resultados de taxa de gestação, obtidos a partir do histórico de quatro propriedades 

atendidas por um único médico veterinário autônomo, referentes a estação de monta 

entre os meses de setembro de 2017 a março de 2018. Em todas as propriedades, os 

animais eram mantidos em pasto composto por Uruchola brizantha, suplementados 

com sal mineral e livre acesso à água. As fêmeas apresentavam idade entre 2 e 10 

anos  e ECC médio de 2,93 (min: 2,5; máx: 4), em uma escala de 1 a 5 (onde 1: magra 

e 5: obesa,  Ayres et al., 2009).    

Todas as fêmeas da raça Nelore (N= 1911) foram submetidas ao mesmo 

protocolo da IATF, inseminadas e avaliadas pelo mesmo técnico. O protocolo 

hormonal incluiu três tratamentos, iniciados em um dia aleatório do ciclo estral. No dia 

0 (D0), foi inserido um dispositivo intravaginal contendo 1,2 g de progesterona (P4) 

(Fertilcare Implante 1200®, MSD Saúde Animal, São Paulo, Brasil), associado à 

aplicação de 2 mg de benzoato de estradiol (Fertilcare Sincronização®, MSD Saúde 

Animal, São Paulo, Brasil), por via intramuscular. No dia 8 (D8), o dispositivo de P4 foi 

removido e juntamente com 2 mL de cloprostenol sódico (Estron- cloprostenol®, 

Agener União Saúde Animal, São Paulo, Brasil) foram administrados; 0,5 mg de 

cipionato de estradiol (CE) (Fertilcare Ovulação®, MSD Saúde Animal, São Paulo, 

Brasil) e 300 UI de gonadotrofina coriônica equina (Folligon®, MSD Saúde Animal, 

São Paulo, Brasil), por via intramuscular. A inseminação artificial foi realizada no dia 

10 (D10), a partir de 48 horas após a remoção do dispositivo P4 e o diagnóstico de 

prenhez foi realizado por ultrassonografia transretal (Aloka SSD-500®, 5,0 MHz), 30 

dias após a IATF.  

 

2.3 Seleção dos touros, doses e acondicionamento das amostras 

 

As partidas de sêmen foram selecionadas com base nos dados retrospectivos 

da IATF e disponibilidade das doses nas propriedades. Foram utilizadas 24 doses de 

sêmen congelado de touros, das raças Nelore (N= 15) e Angus (N= 9) sendo uma 

partida (250µL) de cada touro, todas com concentração entre 16 a 20 x 106 

espermatozoides e aprovadas seguindo as exigências para comercialização (CBRA, 

2013). As palhetas foram separadas e acondicionadas em botijão de nitrogênio líquido 
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(-196°C), até o momento das análises. A determinação dos grupos de menor ou maior 

fertilidade foi estabelecido segundo a mediana (52,27%), sendo que touros que 

apresentaram resultados  < 52,27% de taxa de gestação (min: 33,33%; máx: 51,81%), 

foram considerados grupo MENOR e touros que apresentaram resultados > 52,27% 

de taxa de gestação (min: 52,27%; máx: 69,64%), foram integrados no grupo MAIOR. 

A média da taxa de gestação para cada touro foi obtida por meio dos resultados 

compilados dos diagnósticos realizados por ultrassom 30 dias após as inseminações. 

 

2.4 Análises do sêmen  

 

Todas as avaliações do sêmen foram processadas no Laboratório de 

Andrologia e Reprodução Animal Assistida (LARAA). Para as análises, foram 

utilizadas uma partida de sêmen de cada touro (N=24) e descongeladas em banho-

maria a 37°C por 30 segundos. Após a descongelação, todas as amostras foram 

depositadas em microtubos plásticos de 1,5 mL, previamente aquecidos à 37° em 

placa aquecedora e, após 2 minutos, submetidas às avaliações espermáticas. 

 

2.4.1 Análise da morfologia e integridade de membrana plasmática do espermatozoide 

 

Para análise das características morfológicas dos espermatozoides, uma 

alíquota de 3µL do sêmen pós- descongelação foi depositada sobre lâmina de vidro 

(Precision Glass Line®) de 26 x 76 mm e 1,0 a 1,2 mm de espessura, em seguida, foi 

adicionado 3µL de corante supravital eosina/nigrosina (BotuVital- Botupharma®, 

Botucatu, SP, Brasil) e realizado o esfregaço, após 5 minutos foi realizada a leitura. 

Para cada amostra de sêmen, foi realizada a contagem de 200 células, em aumento 

de 100x, sob microscopia óptica (Olympus®, CX31, Tokyo, Japão), para a aferição 

das morfologias espermáticas, juntamente com a integridade de membrana. As 

alterações morfológicas foram classificadas em defeitos maiores e menores, conforme  

preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal   (CBRA, 2013). Para a 

avaliação da integridade de membrana plasmática, foi seguido orientação do 

fabricante, no qual espermatozoides corados em rosa, apresentavam membrana 

plasmática lesada e espermatozoides com ausência de coloração apresentavam 

membrana plasmática íntegra. Todas as análises foram realizadas pelo mesmo 

técnico e expressos em porcentagem (%). 
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2.4.2 Análise da cinética e subpopulações espermáticas 

 

Os parâmetros da cinética espermática geral e individual, foram determinados 

utilizando a análise computadorizada de sêmen (sistema CASA; Hamilton Thorne, 

Ivos 14.0, Beverly, MA, EUA), com o setup pré-ajustado para espécie bovina e 

adaptado por HTR, tendo como base: campos adquiridos, 30;  quadros, 60 Hz; 

números de quadros, 5;  contraste estático mínimo, 30; tamanho mínimo da célula, 5 

pixels; retilinearidade (STR), limiares 70%;  VAP cut-off (µm/s), 30; Mínimo 

progressivo VAP (µm/s), 50; VSL cut-off (µm/s), 15; Intensidade da célula, 70 e 

Magnificação, 1,89. Para extrair os dados da análise da cinética individual dos 

espermatozoides para a identificação das subpopulações espermáticas, foi utilizado o 

software HTM-IVOS EDIT/ SORT (Versão, 14.0) do sistema CASA, e posteriormente 

para caracterização das subpopulações foi utilizada a estatística multivariada. 

  Para a avaliação, uma alíquota de 3 μL da amostra foi colocada na câmara 

CellVu® (DRM-610, Millenium Sciences, New York, USA) e coberto com uma lamínula 

de 22 x 22 cm (Kasvi®, Curitiba, Brasil), previamente aquecidas a 37°C em placa 

aquecedora. Após 1 minuto, para efetuar a leitura, foram considerados cinco campos 

microscópicos selecionados aleatoriamente em cada amostra, seguindo as 

orientações da aplicação do sistema CASA na análise dos espermatozoides (ESHRE, 

1998).  As seguintes variáveis foram consideradas: motilidade total (MT, %), 

motilidade progressiva (MP, %), velocidade média da trajetória (VAP, μm/s), 

velocidade linear progressiva (VSL, μm/s), velocidade curvilinear (VCL, μm/s), 

amplitude de deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide (ALH, μm), 

frequência de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) 

calculado pela relação entre (VSL/VAP) x 100, linearidade (LIN, %) razão entre 

(VSL/VCL) x 100, coeficiente de wobble (WOB, %) que é a taxa de oscilação obtido 

pela razão entre (VAP/VCL) x 100 e Dance (DNC, μm2) obtido pela razão VCL x ALH. 

Além disso, os espermatozoides também foram classificados em quatro grupos com 

base em sua velocidade: rápida (RAPID, μm/s; %), média (MEDIUM, μm/s; %), lenta 

(SLOW, μm/s; %) e estática (STATIC; espermatozoides sem movimento, %). Todas 

as análises de sêmen foram realizadas pelo mesmo técnico. 
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2.5 Análise estatística  

 

Para avaliar o efeito das variáveis, como: escore de condição corporal (ECC) e 

categoria das vacas (novilhas ou vacas, primíparas ou multíparas); raça dos touros; 

fazenda e o efeito do touro sobre a taxa de gestação, foi utilizado o modelo linear 

generalizado. A variável inseminador não foi considerada pois os protocolos 

hormonais, inseminações e diagnósticos gestacionais foram executados pelo mesmo 

técnico. 

Com o objetivo de comparar a média dos parâmetros de morfologia 

espermática, integridade de membrana plasmática e cinética espermática entre os 

grupos de menor e maior fertilidade, foi utilizado o teste T. Os resultados foram 

apresentados com estimativas de médias e erro padrão e considerado o nível de 

significância de p< 0,05. 

Para determinação das subpopulações espermáticas, foi aplicada a análise 

estatística em três etapas, seguindo a metodologia proposta por Núñez-Martínez et 

al. (2006), utilizando os dados individualmente da cinética espermática obtida de cada 

reprodutor. O primeiro passo foi a utilização das análises dos principais componentes 

(APC), cuja proposta foi derivar pequenos números de combinações lineares 

(principais componentes), esta análise determinou os principais parâmetros de 

cinética, que sumarizavam as informações originais, permitindo reduzir o número de 

variáveis. O segundo passo foi utilizar a análise não-hierárquica usando o modelo K-

médias que usa a Distância Multivariada Euclidiana para calcular os grupos centrais. 

O terceiro passo foi utilizar um método discriminante dos grupos obtendo números 

reduzidos de grupos e ajudar na interpretação dos dados obtidos da análise K-médias. 

O número específico de grupos foi baseado numa análise de dendrograma 

hierárquico, constituindo um “ejaculado individual”. 

Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando o software R (2019), 

versão 3.6.2. 

 

3 Resultados 

  

 Para determinação da eficiência reprodutiva, além da avaliação do potencial 
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dos touros, outros fatores foram avaliados como: escore de condição corporal (ECC) 

e categoria das vacas, raça dos touros e fazenda. Contudo, quando foi avaliado o 

efeito das variáveis: escore de condição corporal (ECC) (p= 0,292), categoria da 

fêmea (p= 0,087), raça dos touros (p=0,431) e fazenda (p= 0,783)  sobre a taxa de 

gestação, foi observado que não houve diferença (p>0,05). Entretanto, para o fator 

touro, foi observado diferença (p= 0,003), demonstrando que o touro teve influência 

sobre a taxa de gestação. 

Quando avaliado os parâmetros de: concentração e morfologia espermática, 

considerando as variáveis: defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais, os 

resultados dos grupos MENOR e MAIOR não apresentaram diferenças (p >0,05). 

Entretanto, na avaliação da integridade de membrana plasmática, foi observado 

diferença (p= 0,039) entre os grupos, no qual o grupo MAIOR apresentou 

porcentagem superior de células íntegras (Tabela1). 

Com relação aos parâmetros cinéticos avaliados pelo sistema CASA, foram 

identificados valores superiores no grupo de maior fertilidade (MAIOR), para as 

variáveis: motilidade total (MT); (p=0,001), motilidade progressiva (MP); (p=0,007), 

células com velocidade rápida (RAPID); (p= 0,002) e células com velocidade média 

(MEDIUM); (p= 0,006). Contudo, o contrário ocorreu para as células STATIC; 

(p=0,001), que foram encontradas em maiores proporções no grupo MENOR (Tabela 

2). 

 Por meio da Análise de Principal Componente (APC), para ambos os grupos 

(MENOR e MAIOR), foram definidos por dendrograma hierárquico três grupos com 

interações mais altas em três momentos (PC1, PC2 e PC3). Considerando os valores 

da cinética espermática, o primeiro principal componente (PC1), explicou a maior 

parte dos resultados e apresentou movimentos rápidos não-lineares, compostos pelas 

variáveis; VAP, VSL, VCL, ALH e DANCE, o segundo principal componente (PC2) 

representou movimentos oscilatórios e lineares, compostos por: LIN, STR e WOBBLE 

e o terceiro principal componente (PC3) representou a frequência de batimento de 

cauda, caracterizados por BCF (Figura 1).  

 De forma individualizada, pelo software EDIT/ SORT no sistema CASA, foram 

avaliados 16.484 espermatozoides no grupo MENOR e 22.346 espermatozoides no 

grupo MAIOR, para os parâmetros da cinética espermática (VAP, VSL, VCL, ALH, 

BCF, STR, LIN, WOB e DANCE).  Pela aplicação do método estatístico multivariado 

cluster, baseado na distância Euclidiana (K-means), foram definidas quatro 
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subpopulações espermáticas (SBP1, SBP2, SBP3, SBP4). As descrições das 

características dos movimentos espermáticos e dos parâmetros da cinética 

espermática para determinação das subpopulações estão apresentadas na Tabela 3 

e os resultados das subpopulações nos diferentes grupos nas Tabelas 4 e 5. 

 Quando comparado o percentual de espermatozoides em cada subpopulação 

entre os grupos de MENOR e MAIOR fertilidade, logo após a descongelação do 

sêmen, o grupo MENOR, apresentou maior proporção de espermatozoides da SBP2 

(41,29%), lentos e progressivos, seguido da SBP3 (28,69%), hiperativados (Tabela 4). 

Ao passo que, no grupo MAIOR, foi observado maior proporção de espermatozoides 

da subpopulação 3 (SBP3; 34,45%), hiperativados, seguido da subpopulação 2 

(SBP2; 33,25%), espermatozoides lentos e progressivos (Tabela 5).  

  

4 Discussão 

  

 A análise dos atributos e subpopulações espermáticas do touro foi um fator 

determinante para o sucesso da IATF. Pois, ao considerarmos as variáveis que podem 

influenciar o sucesso dos protocolos de IATF, como o escore de condição corporal 

(ECC) e categoria da fêmea, raça animal, fazenda e o inseminador,  para 

determinação da eficiência reprodutiva, destacadas por Oliveira et al. (2012), foi 

observado apenas influência do touro sobre a taxa de gestação.  No presente estudo, 

isto provavelmente ocorreu pelas variáveis à campo apresentarem um número 

considerável de vacas inseminadas (N=1911) com pequena variação de categoria e 

ECC (2,93; min: 2,5; máx: 4), os protocolos hormonais, inseminações e diagnósticos 

por ultrassom serem realizados pelo mesmo técnico e em todas as propriedades os 

animais receberem o mesmo manejo, aumentando-se a acurácia dos resultados à 

campo. Em relação  ao efeito do touro encontrado, ele vai de acordo com outros 

estudos, em que foram relatados que diferenças nas taxas de gestação podem ser 

atribuídas às variações qualitativas das características espermáticas, evidenciando 

importante variabilidade individual do reprodutor com relação à fertilidade à campo 

(Sá Filho et al., 2009; Sudano et al., 2011). Ademais, vale ressaltar, que ao 

conhecimento dos autores, este é o primeiro trabalho que avalia a relação das 

subpopulações espermáticas e as taxas de gestação obtidas por Inseminação Artificial 

em Tempo Fixo (IATF). 

 A avaliação da morfologia espermática permite a identificação de touros com 
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baixo potencial de fertilidade, evitando a entrada desses animais nos programas de 

congelação de sêmen (Januškauskas and Žilinskas, 2002). Neste trabalho, a análise 

desse parâmetro não diferenciou touros de menor ou maior taxa de gestação. Porém, 

cabe destacar que nos grupos avaliados o valor percentual médio de defeitos 

menores, maiores e totais foram baixos e dentro dos limites preconizados pelo Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). Este resultado é esperado, visto que 

todas as amostras seminais utilizadas provêm de touros de centrais de biotecnologia 

reprodutiva onde se têm nutrição e instalações favoráveis à reprodução evitando-se, 

por exemplo, estresse térmico e hídrico, adicionados à intensa seleção de animais 

com características reprodutivas desejáveis (Rahman et al., 2018). 

Além das características morfológicas, a avaliação da integridade da 

membrana plasmática foi aplicada como parâmetro na diferenciação entre menor e 

maior potencial de fertilidade na IATF. Os percentuais de membrana plasmática 

íntegra apresentaram diferença (p=0,039) entre os grupos, indicando menores 

proporções de membrana íntegra no grupo MENOR em relação ao grupo MAIOR, o 

que corrobora com Garner, Pinkel, Johson, & Pace (1986) no qual relataram que 

células espermáticas com membrana lesada possuíam cinética inferior. Resultados 

similares, também foram descritos em estudo comparando búfalos, em que 

diferenças no desempenho reprodutivo foram relatadas, ressaltando que este 

parâmetro contribuiu com a predição da fertilidade à campo (Singh et al., 2016). O 

mesmo também ocorreu quando houve comparação entre variações de taxas de 

fertilização in vitro em touros  de diferentes raças (Tanghe, Van Soom, Sterckx, Maes, 

& De Kruif, 2002) e em touros Angus (Tartaglione & Ritta, 2004), no qual a avaliação 

da viabilidade espermática pela técnica de eosina/nigrosina, representou um 

parâmetro confiável para a predição do desempenho in vitro. Estes resultados 

sugerem, que espermatozoides com membrana plasmática íntegra possuem maior 

viabilidade para se capacitar, manter o acrossoma intacto, e realizar reação 

acrossomal, assim como apresentar boa motilidade, características cruciais para a 

fecundação. Evidenciando assim, a importância da avaliação desse atributo 

espermático como método preditivo. Além disso, se considerarmos, em termos 

práticos, as avaliações andrológicas de rotina à campo, a técnica de eosina-nigrosina 

apresenta algumas vantagens, como o fato de ser executado por equipamentos 

portáteis e mais acessíveis, ser rápida e apresentar baixo custo, facilitando seu uso 

no campo. 
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O sêmen considerado de qualidade superior pela avaliação da cinética 

espermática no sistema CASA, apresentou valores maiores para os parâmetros de 

MT (%), MP (%) e maiores proporções de células RAPID (%) e MEDIUM (%). Já para 

o sêmen considerado com qualidade inferior, o grupo apresentou maiores proporções 

de células STATIC (%). As diferenças encontradas entre os grupos, corroboram com 

estudos prévios realizados em gado leiteiro, nos quais relata-se que altos percentuais 

de MP e células RAPID revelam maior resistência à criopreservação, ressaltando a 

importância desses parâmetros em relação aos outros também analisados pelo 

sistema CASA (Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya, Regarajan, & Kadirvel, 2011). 

Resultados semelhantes também foram descritos por Shojaei et al. (2012), cujo o sêmen 

descongelado de  dez touros da  raça holandesa com alta fertilidade apresentaram 

valores superiores de motilidade total, progressiva e ALH .  

Embora neste estudo tenham sido identificadas diferenças (p< 0,05) apenas 

para alguns parâmetros cinéticos fornecidos pelo sistema CASA, como: MT, MP, 

células RAPID e MEDIUM, as variáveis VAP,VSL, VCL e a ALH têm mostrado 

correlação positiva com taxa de fertilização nos índices reprodutivos utilizando doses 

de sêmen bovino congeladas (Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya, Rengarajan, & 

Kadirvel, 2011; Nagy, Polichronopoulos, Gáspárdy, Solti, & Cseh, 2015; Inanç, Çil, 

Tekin, Alemdar, & Daşkin, 2018). 

Durante a análise do dendrograma, foram observadas interações entre os 

parâmetros cinéticos avaliados, no qual os espermatozoides foram classificados de 

acordo com o peso de seus principais componentes (PCA1; PCA2; PCA3), formando 

quatro grupos (SBP1; SBP2; SBP3; SBP4). Apesar de já ter sido relatado estudos 

com três clusters em diferentes espécies (Flores et al., 2008; Santolaria et al., 2015; 

Vázquez et al., 2015; Gallego et al., 2017; Souza et al., 2018), esses resultados 

corroboram com os trabalhos realizados em sêmen fresco e amostras descongeladas 

de bovinos, no qual os autores identificaram quatro subpopulações de 

espermatozoides (Muiño, Rivera, et al., 2008a; Muiño, Tamargo, et al., 2008b; Muiño 

et al., 2009; Ferraz et al., 2014), sendo: (1) de baixa velocidade e alta progressividade; 

(2) alta motilidade, mas ausência de espermatozoides com movimento progressivo; 

(3) células com baixa motilidade e sem movimento progressivo; (4) composta por 

espermatozoides rápidos com movimentos progressivos (Muiño, Rivera, Rigau, 

Rodriguez-Gil, & Peña, 2008a; Muiño, Tamargo, Hidalgo, & Peña, 2008b; Muiño, 

Peña, Rodríguez, Tamargo, & Hidalgo, 2009).  
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Neste estudo, foi observado que a subpopulação mais presente no grupo de 

menor fertilidade (MENOR), foi a SBP2, de espermatozoides com cinética lenta e 

progressiva, identificada por valores baixos de VAP, VCL, ALH e parâmetros de 

DANCE e STR com valores altos, o que pode justificar o baixo desempenho destas 

amostras. Segundo Liu, Garrett, & Baker (2003) a baixa fertilidade parece estar mais 

associada a uma menor proporção de espermatozoides que possuem capacidade de 

fecundar o oócito do que uma diminuição desta capacidade em todos os 

espermatozoides. 

Em contrapartida, no grupo de melhor desempenho reprodutivo (MAIOR), os 

resultados indicaram que a maior proporção de espermatozoides estava presente na 

SBP3, com padrão hiperativado, corroborando com estudo realizado recentemente 

em bovinos, em que touros com maiores porcentagens da subpopulação composta 

por espermatozoides com movimentos rápidos e não lineares, específicos para 

espermatozoides hiperativados, apresentaram maior capacidade de fertilização 

(Ibanescu, Siuda, & Bollwein, 2020). A cinética das células hiperativadas é 

caracterizada por movimento vigoroso, não linear com alta amplitude e batimento 

flagelar assimétrico que permite a penetração do espermatozoide na zona pelúcida 

(Ho et al., 2002; Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya, Regarajan, & Kadirvel, 2011) e  

identificada por altos valores de VCL e ALH juntamente com baixo valor de LIN (Muiño, 

Tamargo, et al., 2008b; Shojaei et al., 2012). Em contraste com os resultados do 

presente estudo, em garanhões (Quintero-Moreno et al., 2003), touros holandês 

(Ferraz et al., 2014) e carneiros (Yániz et al., 2015) foi observado maiores índices de 

fertilidade em machos que apresentaram alta porcentagem da subpopulação de 

espermatozoides rápidos e progressivos.  

Além destes parâmetros, o valor de Dance (DNC) é utilizado por alguns 

autores para determinar a motilidade hiperativada em espermatozoides em 

comparação com outros dentro de uma população (Holt, O'Brien, & Abaigar, 2007). Os 

valores mais altos de DNC observados na SBP3 no grupo MAIOR é compatível com 

os valores mais altos de VCL e ALH e valores baixos de LIN, que caracterizam a 

hiperativação espermática. Estes resultados são sugestivos de cinética de 

hiperativação, embora não haja consenso sobre os valores destes parâmetros que 

caracterizam este tipo de cinética espermática na espécie bovina, sendo encontrados 

valores divergentes na literatura (Shojaei et al., 2012; Van Der Horst, 2014; Kanno et 

al., 2017; Mondal, Takagi, & Baba, 2017).  
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Apesar da dificuldade em se padronizar a hiperatividade da célula espermática, 

de acordo com o presente estudo, é possível que esta avaliação possa ser utilizada 

para diferenciar touros com menor ou maior desempenho na IATF, corroborando com 

outros estudos que por meio da avaliação in vitro,  observaram  que  a cinética de 

hiperativação apresentou associação com a  superioridade no desempenho 

reprodutivo em bovinos (Murase et al., 2010; Van Der Horst, 2014). Além disso, 

quando considerado fertilidade à campo, estudo recente utilizando doses 

hiperativadas e não hiperativadas de touros, revelaram maiores taxas de gestação por 

IA com sêmen hiperativado em vacas com ovulação precoce (Pfeifer,  Oliveira Júnior 

& Potiens, 2019), reforçando assim, que o VCL, ALH e LIN são variáveis úteis para a 

caracterização da hiperativação espermática em touros utilizados em programas de 

IAT.  

Sendo assim, uma vez que a motilidade hiperativada é considerada como 

indicativa de capacitação (Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya, Regarajan, & Kadirvel, 

2011), pode-se constituir uma nova hipótese, de que os espermatozoides de touros 

que apresentam superioridade no desempenho da IATF, representado pelas taxas de 

gestação, apresentam maior percentual de subpopulações que possuem 

característica hiperativada após a descongelação e, passam pelo processo de 

capacitação mais rapidamente, trazendo benefícios à fecundação e posterior 

desenvolvimento embrionário. 

 

5 Conclusão 

 

 Este trabalho, apresenta resultados consistentes de que valores mais altos das 

subpopulações de espermatozoides hiperativados (SBP3) são indicativos de melhor 

desempenho na IATF. Deste modo, a identificação de subpopulações espermáticas é 

relevante para selecionar machos que possuam porcentagem maior porcentagem de 

subpopulações com melhores características para ser utilizado em diferente 

biotecnologia reprodutiva. Além disso, pode ser considerado como um método efetivo 

de predição, com a vantagem de utilizar apenas duas ferramentas: o sistema CASA e 

o procedimento estatístico multivariado.  
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Figura1- Dendrograma obtido pela análise de sêmen descongelado de touros Nelore 
e Angus, utilizando os parâmetros cinéticos espermáticos extraídos do software 
EDIT/SORT do sistema CASA, sumarizando a existência de três componentes 
principais (PC1; PC2 e PC3).  
VAP- Velocidade de trajeto; VSL- Velocidade progressiva; VCL-Velocidade curvilinear; 
ALH- Amplitude lateral da cabeça; BCF- Frequência de batimentode cauda; STR- 
Retilinearidade; LIN- Linearidade; WOB- Wobble= (VAP/VCL) x 100; DNC- Dance= 
VCL x ALH 
 
 
Tabela 1- Parâmetros de concentração, morfologia espermática e integridade de 
membrana plasmática de partidas de sêmen descongeladas de touros Nelore e 
Angus, avaliados em microscopia óptica, agrupadas por grupos de MENOR E MAIOR 
fertilidade (média ± erro padrão). 

PARÂMETROS    
 TOUROS 

            MENOR      MAIOR p 

 

[  ] x 106 

Defeitos Maiores (%) 

 

16,75 ± 2,39 

6,75 ± 0,88 

 

20,45 ± 1,48 

5,91 ± 1,40 

 

0,202 

0,620 

Defeitos Menores (%) 12,25 ± 2,10 12,08 ± 1,92 0,954 

Defeitos Totais (%) 19 ± 2,54 17,91± 2,04 0,743 

Integridade de 
Membrana (%) 78,83 ± 0,89 83,25 ± 1,80 0,039 

 
 
 
 
 
 
 



65 

Tabela 2- Parâmetros de cinética espermática de partidas de sêmen descongeladas 
de touros Nelore e Angus, avaliados pelo sistema CASA, agrupadas por grupos de 
MENOR e MAIOR fertilidade (média ± erro padrão). 

PARÂMETROS    
 TOUROS 

 MENOR  MAIOR p 

 
MT (%) 

 
51,50 ± 3,32 

  
   73,08 ± 1,27 

 
0,001 

MP (%) 29,33 ± 2,33 32,33 ± 2,41 0,007 

VAP (µm/s) 94,70 ± 5,96 85,03± 4,70  0,216 

VSL (µm/s) 70,85 ± 3,62 63,61 ± 1,35 0,175 

VCL (µm/s) 164,28 ± 13,42 146,19 ± 11,54 0,318 

ALH (µm) 6,88 ± 0,50 6,49 ± 0,44  0,566 

BCF (Hz) 29,72 ± 1,46 32,35 ± 1,52 0,227 

STR (%) 76,75 ± 2,73 77 ± 2,41 0,946 

LIN (%) 47,83 ± 3,07 47,91 ± 2,69 0,984 

WOBBLE (%) 58,94 ± 1,72 59,31 ± 1,51 0,876 

DNC (µm2) 1201,26 ± 163,44 1002,86 ± 149,24 0,380 

RAPID (%) 43,08 ± 3,31 57,83 ± 2,47 0,002 

MEDIUM (%) 8,5 ± 1,13 15,41 ± 1,96 0,006 

SLOW (%) 21,41 ± 2,13 20,58 ± 1,21 0,737 

STATIC (%) 27,33 ± 5,14 6,41 ± 0,82 0,001 
 

MT- Motilidade Total; MP- Motilidade Progressiva; VAP- velocidade do trajeto; VSL- 
velocidade progressiva; VCL- velocidade curvilinear; ALH- amplitude de deslocamento 
lateral de cabeça; BCF- frequência de batimento flagelar; STR- retilinearidade; LIN- 
linearidade; WOB- wobble (VAP/VCL) x 100; DANCE- VCL X ALH; Rapid- 
Espermatozoides com velocidade rápida, Medium- Espermatozoides com velocidade 
média; Slow- Espermatozoides com velocidade lenta; Static- Espermatozoides 
estáticos.  
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Tabela 3- Caracterização das subpopulações espermáticas do sêmen descongelado 
de touros Nelore e Angus, baseado nos movimentos e parâmetros cinéticos 
espermáticos. 

 
SUBPOPULAÇÕES 

CARACTERÍSTICAS DOS 
MOVIMENTOS 

ESPERMÁTICOS 

CARACTERÍSTICAS DOS 
PARÂMETROS CINÉTICOS 

1- Rápidos e 
Progressivos 

Espermatozoides rápidos, 
progressivos, lineares e com 

baixa oscilação 

- VAP, VSL, VCL, ALH, STR, 
LIN, WOB e DANCE 
apresentam valores altos 

2- Lentos e 
Progressivos 

Espermatozoides lentos, 
porém, progressivos e 

lineares com trajetória de 
baixa sinuosidade 

- VAP, VCL, ALH e DANCE  
apresentam valores baixos 
STR, LIN e WOB com valores 
altos 
 

3- Hiperativados Espermatozoides 
hiperativados, sinuosos com 

baixa linearidade 

- VAP, VSL, VCL, ALH e 
DANCE apresentam valores 
altos 
- LIN com valores baixos 

4- Lentos e sinuosos Espermatozoides lentos com 
baixa progressividade, baixa 
linearidade e alta oscilação 

- VAP, VCL, STR e LIN com 
valores baixos 
- BCF com valores altos 

VAP- velocidade do trajeto; VSL- velocidade progressiva; VCL- velocidade curvilinear; 
ALH- amplitude de deslocamento lateral de cabeça; BCF- frequência de batimento 
flagelar; STR- retilinearidade; LIN- linearidade; WOB- wobble (VAP/VCL) x 100; 
DANCE- VCL X ALH. 
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Tabela 4- Número (n) e percentual de espermatozoides (%) distribuídos em cada 

subpopulação (total de 16,484 espermatozoides) e parâmetros de cinética 

espermática, determinados pelo sistema CASA e software EDIT/SORT, que 

caracterizam as subpopulações espermáticas de touros Nelore e Angus, com menor 

fertilidade (MENOR) após a descongelação.  

PARÂMETRO 
 SUBPOPULAÇÃO  

1 2 3 4 
  n          1985          6834          4577          3088 

% 12,04 41,46 27,77 18,73 

VAP(µm/s) 119,86b 32,79d 158,34a 67,95c 

VSL(µm/s) 65,76b 15,47d 135,38a 59,77c 

VCL(µm/s) 241,08b 77,02d 248,86a 104,69c 

ALH(µm) 12,36a 4,78c 9,36b 4,62d 

BCF(Hz) 26,73c 39,41a 24,63d 27,98b 

STR(%) 55,91c 49,92d 85,98b 88,03a 

LIN(%) 27,75c 21,13d 55,25b 58,41a 

WOBBLE(%) 49,98c 42,49d 64,00a 65,91a 

DANCE(µm2) 3035,22a 442,98d 2389,53b  555,72c 

* Médias seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 
VAP- velocidade do trajeto; VSL- velocidade progressiva; VCL- velocidade curvilinear; 
ALH- amplitude de deslocamento lateral de cabeça; BCF- frequência de batimento 
flagelar; STR- retilinearidade; LIN- linearidade; WOB- wobble (VAP/VCL) x 100; 
DANCE- VCL X ALH. 
 
Tabela 5- Número (n) e percentual de espermatozoides (%) distribuídos em cada 

subpopulação (total de 22.346 espermatozoides) e parâmetros de cinética 

espermática, determinados pelo sistema CASA e software EDIT/SORT, que 

caracterizam as subpopulações espermáticas de touros Nelore e Angus, com maior 

fertilidade (MAIOR) após a descongelação.  

PARÂMETRO 
 SUBPOPULAÇÃO  

1 2 3 4 
  n        4130        7195         8306       2715 

% 18,48 32,20 37,17        12,15 

VAP(µm/s) 56,63c 36,34d 131,02a 114,66b 

VSL(µm/s) 51,28c 18,36d 70,57b 97,55a 

VCL(µm/s) 84,28,04c 81,65d 257,21a 184,09b 

ALH(µm) 3,59d 4,91c 13,05a 7,72b 

BCF(Hz) 34,90b 39,84a 25,02d 27,16c 

STR(%) 90,41a 53,26c 53,78c 84,41b 

LIN(%) 61,52a 23,36d 27,21c 52,97b 

WOBBLE(%) 67,74a 44,06d 50,86c 62,40b 

DANCE(µm2) 335,81d 481,13c 3400,91a 1440,78b 

*Médias seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 
VAP- velocidade do trajeto; VSL- velocidade progressiva; VCL- velocidade curvilinear; 
ALH- amplitude de deslocamento lateral de cabeça; BCF- frequência de batimento 
flagelar; STR- retilinearidade; LIN- linearidade; WOB- wobble (VAP/VCL) x 100; 
DANCE- VCL X ALH. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Levando em consideração que na literatura ainda são escassos os 

estudos que avaliam as correlações das características cinéticas e qualidade do 

sêmen com os resultados à campo, este estudo surge como um novo método para 

incrementar a pesquisa dos parâmetros espermáticos preditivos da fertilidade de 

sêmen pós-congelação na inseminação artificial em tempo fixo em bovinos. 

O impacto do sêmen sobre a fertilidade continua sendo de interesse 

e as pesquisas em torno deste assunto são necessárias para compreender melhor as 

limitações que ainda existem na reprodução. Neste estudo, apesar de consideramos 

que existem fatores inerentes à fêmea, manejo nutricional, raça e o inseminador que 

podem influenciar o sucesso do protocolo da IATF, foi verificado que a qualidade 

espermática determina o potencial de fertilidade. Assim, o uso de sêmen de maior  

qualidade melhora os resultados de taxa de gestação dentro de um programa de IATF. 

Portanto, para alcançar bons índices reprodutivos, é imprescindível o emprego de 

técnicas que consigam selecionar de forma mais acurada o potencial do touro. 

Quando se associam mais técnicas de avaliação espermática se obtém melhor 

predição do potencial de fertilidade de uma partida de sêmen, tornando possível 

identificar danos sutis do espermatozoide que não foram detectados pelas análises 

convencionais. 

Além disso, a avaliação das subpopulações mostrou dados relevantes 

sobre a heterogeneidade de populações espermáticas com diferentes potenciais de 

fertilidade. Assim, sugere-se que populações específicas no ejaculado interferem no 

processo de fecundação e possivelmente também no desenvolvimento embrionário.  

 

 


