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1° passo - Contagem da concentracao espermatica na Camara de Neubauer

A concentracao espermatica € o numero de espermatozoides por
mililitro de sémen. Existem trés formas para avaliacao desse
parametro (CBRA, 2013):

Calculos:

asome —— Concentracao = N x 5 x 200 x 10 x 1000
1° Espectrofotometria; -

: NewOriics
. - — Onde:
2° Método computadorizado; —_—

N = média dos espermatozoides contados nos dois lados da camara;
5 = nimero de quadrados contados dos 25 gquadrados disponiveis
em 1 mm?3

200 = fator de diluicao (pode variar de acordo com a espécie);

10 = fator de profundidade da camara;

1000 = fator de correcao para transformar mm3 em mL.

3° Contagem de células realizada ao microscopio
Optico ou de contraste com auxilio da camara de Neubauer

mm) Preparo paracontagem na Camara de Neubauer:

(1] Homogeneizar o sémen coletado;

@ Pipetar 10 yL de sémen em 2 mL de agua destilada em tubo Falcon —
diluicao de 1/200 (variando de acordo com a espécie);

€ Limpar ponteira externamente para ndo adicionar células advindas do
lado exterior da mesma;

@ Homogeneizar a amostra diluida para retirar a aliquota, pipetar e
adicionar em um lado da camara e repetir o procedimento para o outro
lado da camara de Neubauer;

Retirar o excesso com papel filtro;
©® Deixar decantar por 5 minutos;

@ Levar ao microscépio

O resultado final, entao € a concentracao de espermatozoides
por mL de sémen

Exemplo em bovinos / _
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mm) Contagem no Microscopio:
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Cada lado da camara possui 25 quadrados, dos guais no minimo, 5
deverao ter 0os espermatozoides contados, como na imagem abaixo.
Deve ser feito para os dois lados da camara e depois fazendo uma
media aritmética dessa contagem. Caso a diferenca da contagem dos

dois lados seja maior que 10% refazer a diluicao. Entretanto, se a
concentracao for baixa, deve-se contar todos os quadrados e considerar na
formula.
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Lado 1: Contagem 34 sptz Lado 2: Contagem 38 sptz

mm) Média dos dois lados da camara: (34 + 38)/2 = 36
=) Concentracdo = 36 x 5 x 200 x 10 x 1000
=) 360 x 106 sptz/mL

2° passo — exemplo de calculo das doses e volume do diluente para congelacao semen bovino

1. Determinacao dos espermatozoides vivos por mL (70% motilidade)
Multiplicar a concentracao de sptz por mL encontrada pela motilidade
360 x 0,7= 252 x 10° sptz/mL

Dados para exercicio:

Dose inseminante:
20 Milhoes de sptz por mL

2. Determinacao dos espermatozoides vivos no ejaculado total
Multiplicar a concentragao viva de sptz por mL pelo volume do ejaculado Palheta de 0,25 mL
252 x 109x 7 =1764 x 10° sptzem 7 mL

Volume do ejaculado: 7 mL

3. NUmero de doses inseminantes (dose 20 x 10°vivos e 50% congelabilidade) Motilidade: 70%

Dividir a concentracao espermatica do ejaculado pela dose inseminante Doses de diluicao sémen para
1764 x 10°/ 20 = 88,20 doses (Aproximadamente 88 doses) contagem para diferentes

_ espécies (CBRA,2013):

4. Determinar volume total | 1:10 ou 1:100 = equinos

Multiplicar o volume da palheta pelo total de numero de doses ~ 1:200 = bovinos e bubalinos
88 x 0,25 =22 mL -

y 1:100 = suinos

: : / 1:400 = pequenos ruminantes
5. Determinar volume do diluente 1:20 2 1:100 = c30
Subtrair do volume total pelo volume do ejaculado 1:1000 = aves
22 - 7 =15 mL diluente 1:10000 = peixes
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