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RESUMO

SANTOS, F. B. dos. Relacdo da qualidade do sémen com a fertilidade apés

IATF em vacas de corte. [Relationship of semen quality to fertility after TAI in beef
cows]. 2016. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2016.

A criopreservacdo do sémen resulta em danos a estrutura espermatica, sendo nitida
a importancia da avaliacdo das partidas de sémen antes de serem submetidas a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Todavia, nem sempre as avaliacbes
convencionais do sémen sdo suficientes para identificar partidas que possam
resultar em baixa taxa de prenhez no campo, sendo necessaria uma investigacdo
mais profunda e acurada. Neste sentido, este experimento foi realizado com o
objetivo de identificar partidas de sémen que apresentam falhas na fertilidade,
mesmo sendo aprovadas pelas avaliacdes convencionais. Foram realizadas anélises
convencionais (motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermética) de 72
partidas de sémen de 22 touros antes da estacdo de monta. Destas, 55 partidas de
18 touros foram aprovadas para o uso na IATF, mas somente 28 partidas de 10
touros foram utilizadas. As partidas de sémen utilizadas na IATF foram submetidas a
outras avaliagbes: andlise computadorizada da motilidade espermatica (CASA),
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial (por sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia). Os
dados foram analisados pelo Proc Mixed do SAS usando o Test “T”. As taxas de
prenhez das diferentes partidas de sémen variaram de 71 a 37%, sendo a média e
desvio padrdo das partidas de 55,57+7,57%. Os dados de fertilidade a campo
permitiram a separacao das partidas de sémen como de “Alta” (>50% de prenhez) e
“‘Baixa” (£50% de prenhez) fertilidade, sendo comparadas quatro partidas de “Alta” e
quatro de “Baixa” fertilidade. Os dados das caracteristicas seminais de todas as
partidas de sémen foram submetidos a andlise por boxplot e separados em quartis
superior e inferior. Quando se comparou as partidas de “Alta” e “Baixa” fertilidade
notou-se diferenca na taxa de prenhez (p<0,01), mas nédo foi notada diferenca para
motilidade (p=0,91), vigor (p=0,63), concentracdo (p=0,27), numero de
espermatozoides por palheta (NEP, p=0,27), nUmero de espermatozoides moveis e
normais por palheta (p=0,18), defeitos maiores (p=0,17), defeitos totais (p=0,43),

integridade de membrana plasméatica (MPI, p=0,07), alto potencial de membrana



mitocondrial (AP, p=0,94), motilidade total (MT, p=0,10), VCL (p=0,80), VSL
(p=0,75), VAP (p=0,88), LIN (p=0,78), STR (p=0,71) e BCF (p=0,13). No entanto,
foram encontradas diferencas entre os grupos (“‘Alta” e “Baixa”) para defeitos
menores (p=0,05), espermatozoides com integridade das membranas plasmatica e
acrossomal e fungcdo mitocondrial (PIAIA)/Palheta (p=0,01), integridade de
acrossomo (Al, p=0,03), motilidade progressiva (MP, p<0.01) e rapidos (p<0,01).
Quando comparados 0s quartis superior e inferior das caracteristicas seminais foram
encontradas diferencas para concentracdo espermatica (p<0,01), NEP (p<0,01),
namero de espermatozoides méveis por palheta (p<0,01), espermatozoides méveis
e normais (p<0,01), defeitos maiores (p<0,01), defeitos menores (p=0,01), defeitos
totais (p=0,05), MPI (p<0,01), Al (p<0,01), AP (p=0,03), PIAIA (p<0,01),
PlAlIA/palheta (p<0,01), mas esta divisdo de grupos por quartis superior e inferior
nao apresentaram diferenca sobre a fertilidade (p>0,05); sendo que somente.
Entretanto, para MT (p<0,01) e MP (p<0,01) além da diferenca entre os quartis foi
notado efeito da fertilidade (MT, p=0,05 e MP, p=0,01), sendo maior para os de
baixa fertilidade. Pode-se concluir que os padrdes de qualidade de partidas de
sémen que apresentam fertilidade distinta podem ser semelhantes, além disso, que
pode haver diferenca na qualidade espermatica entre as partidas que nao
influenciam a fertilidade. Desta forma, sdo necessarias outras andlises mais
acuradas para investigar as causas de falha na fertilidade de algumas partidas de

sémen.

Palavras-chave: Bovinos. Espermatozoides. Taxa de prenhez. Sondas

Fluorescentes. CASA.



ABSTRACT

SANTOS, F. B. dos. Relationship of semen quality to fertility after TAIl in beef
cows. [Relacdo da qualidade do sémen com a fertilidade apds IATF em vacas de
corte]. 2016. 62 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Semen cryopreservation results in damage to sperm structure, and it is clear the
importance of evaluating the semen batches before submitted it to timed artificial
insemination (TAI). However, conventional semen evaluations are not always
sufficient to identify batch that may result in reduced pregnancy rate in the field,
requiring a more thorough and accurate investigation. Thus, this experiment was
conducted in order to identify semen batches that have gaps in fertility, even being
adopted by conventional assessments. Conventional analysis (motility, vigor,
concentration and morphology) were performed of 72 semen batches from 22 bulls
before the breeding season. Of these, 55 batches from 18 bulls were approved for
use in TAI, but only 28 batches from 10 bulls were used. Semen batches used in TAI
were subjected to further assessment: computer-assisted sperm analysis (CASA),
integrity of plasma and acrosomal membranes and mitochondrial membrane
potential (by fluorescent probes under epifluorescence microscopy). Data were
analyzed by Proc Mixed of the SAS using Test "T". Pregnancy rates of different
semen batches ranged 71-37%, and the mean and standard deviation of the batches
was 55.57 =+ 7.57%. Field fertility data allowed the separation of the semen batches
as "High" (>50% pregnancy rate) and "Low" (<50% pregnancy rate) fertility. It was
compared four batches of "High" and four batches of "Low" fertility. Data of the
seminal characteristics of all the semen batches were analyzed by boxplot and
separated into upper and lower quartiles. When comparing the batches of "High" and
"Low" fertility was noticed a difference in the pregnancy rate (p<0.01), but was not
noticeable difference in motility (p=0.91), vigour (p=0.63), concentration (p=0.27),
number of spermatozoa per straw (NEP, p=0.27), number of motile and normal
sperm per straw (p=0.18), major defects (p=0.17), total defects (p=0.43) plasma
membrane integrity (MPI, p=0.07), high mitochondrial membrane potential (AP,
p=0.94), total motility (TM, p=0.10), VCL (p=0.80), VSL (p=0.75), VAP (p=0.88), LIN
(p=0.78), STR (p=0.71) and BCF (p=0.13). However, differences were found



between the groups ("High" and "Low") for minor defects (p=0.05), sperm with
plasma and acrosomal membranes integrity and high mitochondrial membrane
potential (PIAIA)/straw (p=0.01), acrosomal integrity (Al, p=0.03) progressive motility
(PM, p <0.01) and rapid (p<0.01). When comparing the upper and lower quartiles of
the seminal characteristics differences were found for sperm concentration (p <0.01),
NEP (p <0.01), number of motile sperm per straw (p<0.01), motile and normal sperm
(p<0.01), major defects (p<0.01), minor defects (p=0.01), total defects (p=0.05), MPI
(p<0.01), Al (p<0.01), AP (p=0.03), PIAIA (p<0.01), PIAIA/straw (p<0.01), but this
division groups by upper and lower quartiles showed no difference in fertility rate
(p>0.05). However, to MT (p<0.01) and MP (p<0.01) the difference between quartiles
of fertility effect was noted (MT, p=0.05 and MP, p=0.01), been higher for low fertility.
It can be concluded that patterns of semen quality of batches that have distinct
fertility may be similar, furthermore, there may be differences in sperm quality among
batches that do not affect fertility. Thus, it takes other more accurate analysis to

investigate the causes of failure on fertility of some semen batches.

Keywords: Bovine. Sperm. Pregnancy rate. Fluorescent probes. CASA.
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1 INTRODUCAO

Em 2014 o rebanho brasileiro ja ultrapassava 200 milhdes de cabecas,
sendo 135,4 milhGes de bovinos de corte e 22,8 milhdes de bovinos provenientes de
cruzamento industrial. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de bovinos e o
maior exportador mundial de carne. Porém, apesar de sua colocacdo no cenario
mundial, a eficiéncia reprodutiva ainda é baixa, apresentando 80,6 milhdes de
matrizes e desmamando apenas 55,2 milhdes de bezerros, gerando uma taxa de
desmama de cerca de 68,5%, tornando a atividade insatisfatoria quando comparada
a agricultura (ANUALPEC, 2015).

Impulsionada pela tentativa de melhorar o desempenho do rebanho, esta
havendo aumento do uso das biotécnicas aplicadas a reproducao animal, sendo a
inseminacdo artificial (IA) a biotécnica mais utilizada em todo o mundo
(PARKINSON, 2004). Apesar de se saber que a utlizacdo de reprodutores
geneticamente superiores em programas de IA produz uma progénie que pode
incrementar a produtividade, no Brasil apenas 10% das fémeas sdo inseminadas,
chegando a mais de 12 milhdes de inseminac¢des em 2014 (ASBIA, 2014).

Algumas das justificativas que podem ser apontadas € a caréncia de mao-
de-obra, deficiéncia de infraestrutura nas fazendas e qualidade de manejo dos
animais (BARROS; BRENO, 2004).

Devido a falha na observacao de estro para a IA, a adocao da Inseminacgéo
Artificial em Tempo Fixo (IATF), que permite sincronizar o estro e a ovulagéo, por
meio de tratamentos hormonais, vem possibilitando massificar sua utilizacdo na
pecuaria de corte. Além de contribuir em diminuir o periodo de anestro pds-parto e
induzir a ciclicidade ou a ovulacdo de animais em anestro, aumentando o ganho
genético e econdmico (MADUREIRA; PIMENTEL, 2005; CRESPILHO, 2010; SA
FILHO et al., 2010).

Desta forma, houve o avango na utilizagdo da IATF em mais de 5%,
impulsionando a comercializacdo de doses de sémen, que em 14 anos aumentou
mais de 100%, sendo comercializadas 5 milhdes de doses de sémen no ano 2000 e
mais de 13 milhdes de doses em 2014, representando a propor¢cdo de 59% para
gado de corte e 41% para gado de leite (ASBIA, 2014).
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O processo de criopreservagcdao do sémen pode causar danos aos
espermatozoides, chegando ao decréscimo de aproximadamente 50% da motilidade
espermatica (HAMERSTEDT et al., 1990; THOMAS et al., 1998; CELEGHINI et al.,
2008), sendo que para a integridade das membranas esta queda pode ser mais
acentuada, chegando a mais de 60% (CELEGHINI et al., 2008).

Embora nitido o crescente aumento na comercializacdo do sémen
criopreservado, poucos avangos tecnologicos em relacdo aos indices de
congelabilidade dos ejaculados foram alcancados nas ultimas décadas, observando
perda significativa do potencial de fertilizagdo do sémen criopreservado (CURTIS et
al., 1998; FUERST-WALTL et al., 2006; MEDEIROS et al., 2002; CELEGHINI et al.,
2008).

Vincent et al. (2012) realizaram estudos com 660 partidas de sémen
criopreservado bovino, de centrais no Canada, comparando as analises
convencionais com as analises realizadas pelo sistema CASA e uso de sondas
fluorescentes por citometria de fluxo (CF). Os resultados mostraram que 10,8% das
amostras que foram aprovadas nos testes convencionais foram rejeitadas nos testes
CASA e CF, elucidando a importancia de melhorar as andlises realizadas pelas
centrais antes de distribuir o sémen e de se realizar testes de fertilidade.

Em estudos realizados no Mato Grosso do Sul (Brasil) avaliando o sémen
utilizado nos programas de IATF, seguindo os parametros sugeridos pelo CBRA, foi
notado que grande parte do sémen utilizado ndo estava dentro dos padrdes,
ocasionando insucesso nos programas de IATF (NOGUEIRA et al., 1999),
elucidando a necessidade de realizar andlises mais acuradas no sémen
criopreservado, para assegurar a qualidade oferecida aos pecuaristas.

Em um estudo realizado por Nogueira et al. (2011) o sémen utilizado
representa grande impacto na fertiidade do rebanho. Foram realizadas 5.249
inseminac¢des, comparando diferentes doses de sémen, obtendo-se indices variando
de 40,9% a 61,9% de prenhez dependendo do sémen utilizado.

Apesar de nitida a importancia de realizar a andlise do sémen por métodos
mais acurados na tentativa de melhorar a fertilidade, ainda sdo poucos os estudos in
vivo da relacdo da integridade das estruturas espermaticas e seu impacto sobre a
fertilidade.
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Desta forma o objetivo desta dissertacdo € observar se héa diferencas entre
0s testes realizados rotineiramente por laboratérios (analises convencionais), e
analises mais acuradas do movimento espermatico e viabilidade das membranas
plasmatica, acrossomal e mitocondrial entre partidas que apresentam boa fertilidade
e fertilidade inferior, e se a utilizagéo destes testes mais acurados podem predizer o
potencial de fertilidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ESPERMATOZOIDE

O processo de divisdo e transformacdo das células tronco germinativas
(espermatogénese) ocorre no interior dos tubulos seminiferos, formando o gameta
masculino (MRUK; CHENG, 2004). Tal processo é dividido em duas fases,
espermatocitogénese e espermiogénese.

A espermatocitogénese caracteriza a primeira fase de divisbes, em que as
espermatogobnias originam espermatécitos primarios (2n) que se dividem por meiose
transformando-se em espermatides (n) (BARH, 1989). A espermiogénese €
caracterizada pela remodelacédo das espermatides, que deixam de apresentar-se de
forma arredondada e passam a se apresentar na forma de espermatozoide. A
diferenciacdo espermatica € dividida em fase de Golgi, Capuchdo, Acrossoma e
Maturacdo (JOHNSON et al., 2000).

Ao fim da fase de maturacédo o espermatozoide apresenta cabeca e flagelo
unidos pelo colo e membrana plasmatica envolvendo toda a célula, sendo liberados
no limen dos tdbulos seminiferos, em um processo denominado espermiacao
(EDDY; O' BRIEN, 1994; MORTIMER, 1997; GARNER et al., 2001).

A membrana plasmatica € organizada por uma bicamada lipidica constituida
por: fosfolipidios, glicolipidios, esterbis e proteinas. As regibes apolares das
moléculas lipidicas sdo orientadas para o centro da bicamada lipidica, e as regides
polares para a regido extracelular ou em contato com o citoplasma, conforme
descrito por Singer e Nicolson em 1972 denominando o mosaico fluido (ANDRADE,
2009).

Sabe-se que o modelo mosaico fluido € mais complexo incluindo distribuigéo
lipidica, assimetria da bicamada lipidica, polimorfismo dos lipidios e interagéo lipidio-
lipidio e lipidio-proteina, sendo arranjados em um mosaico de dominios (LADHA,
1998; JANUSKAUSKAS et al., 2003).

A membrana plasmatica possui elevada concentragdo de fosfolipidios, como

a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina no folheto interno, e no folheto externo
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estdo a esfingomielina e a fosfatidilcolina, indicando que os espermatozoides s&o
extremamente sensiveis a estimulos externos. Possui também elevados niveis de
acidos graxos poliinsaturados, principalmente derivados do acido linoleico, com
importante papel na fluidez e flexibilidade da membrana (LENZI et al., 1996). Entre
os esterdis, 0 colesterol € o mais abundante, e entre os glicolipidios destaca-se o
SGalAAG (LADHA, 1998).

O colesterol esta presente nas membranas exercendo o papel de modular a
fluidez e a estabilidade da bicamada lipidica por meio de sua interacao estérica com
os fosfolipidios de membrana (PARKS, 1997), sendo inversamente proporcional a
quantidade de colesterol e a flexibilidade e fluidez da membrana (AMANN;
PICKETT, 1987). O colesterol desempenha também papel importante na resisténcia
dos espermatozoides de diferentes espécies ao choque-frio (HOLT, 2000a).

As proteinas integrais atuam como canais ou receptores de outras moléculas
na membrana. H& carboidratos carregados negativamente em sua superficie,
atraindo proteinas e glicoproteinas do meio externo, envolvendo todo o
espermatozoide e formando um glicocélix. Tal glicocalix exerce fung¢édo primordial na
interacao espermatozoide e o6cito (AMANN; PICKETT, 1987)

O processo de fertilizacdo espermatica pode ser explicado baseado nas
caracteristicas de fluidez, flexibilidade e intensa atividade que a membrana
espermatica possui, 0 que a permite ser facilmente desestabilizada e ativada (LENZI
et al., 1996).

O acrossoma estd localizado na porcdo apical da cabeca do
espermatozoide, sendo formado pelas membranas acrossomais interna e externa,
entre as quais estdo varias enzimas hidroliticas necesséarias para penetracdo da
zona pelucida e fecundacdo do odécito. A membrana acrossomal interna estd em
contato com a membrana nuclear, e a membrana acrossomal externa fica em
contato com a face interna da membrana plasmatica (FLESH; GADELLA, 2000).
Durante a reacdo acrossdmica, a membrana acrossomal externa e a membrana
plasmatica se fundem formando vesiculas, permitindo a passagem de enzimas como
a acrosina e a hialuronidade, e outros componentes da matriz acrossomal
(ASHIZAWA et al.,, 2004). ApO0s a reacdo acrossomal, a zona equatorial da
membrana plasmatica do espermatozoide sofre modificacdes e se funde ao oolema

do odcito, englobando o gameta masculino para o interior do odcito, ativando o
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gameta feminino e iniciando o bloqueio a polispermia pela liberacdo de granulos
corticais (GADELLA et al., 2001).

As mitocondrias estdo dispostas ao redor da porcdo proximal do axonema
do flagelo, realizam a fosforilacdo oxidativa para a producdo de ATP como fonte de
energia necesséria para a motilidade flagelar (LEITE, 2008).

Contudo, a fertilizacdo do odcito depende do metabolismo da célula para
producdo de energia, motilidade progressiva, integridade das membranas e
funcionalidade das proteinas relacionadas com os eventos da fertilizacdo (SQUIRES
et al., 1999).

2.2 QUALIDADE DO SEMEN

A qualidade do sémen depende da manutencdo da integridade e funcéo de
todas as estruturas que compdem a célula espermética, como: membrana
plasmética, flagelo, mitocondrias, acrossoma e cromatina. Somente com o0
funcionamento adequado de todas as estruturas é possivel que 0 espermatozoide se
movimente pelo trato feminino e chegue ao odécito, penetrando sua zona pellcida, se
ligando a membrana plasmética e iniciando o processo de desenvolvimento
embrionario (CELEGHINI et al., 2010).

Durante a monta natural, o touro deposita bilhGes de espermatozoides no
fundo da vagina da fémea, sem passar por injurias pertinentes a manipulacdo
humana do sémen, j4 no processo de inseminacao artificial o sémen passa pelo
processo de criopreservacao, gerando lesbes nos espermatozoides; além disso, a
palheta possui numero reduzido de espermatozoides podendo impactar na
fertilidade (SARTORI, 2004).

Tais lesfes foram comprovadas devido a testes utilizando sondas
fluorescentes com diferentes afinidades pelas diversas estruturas celulares e
possibilitaram avaliar a integridade das membranas plasmatica, acrossomal, funcao
mitocondrial e outras. Foi observado que cerca de 85% das células espermaticas
sofrem injurias quando criopreservadas (FORERO-GONZALEZ et al., 2012).
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Também atribuido a estes danos do processo de criopreservacdo o
comprometimento do movimento espermatico, alteracdes morfologicas, alteracdes
da permeabilidade das membranas e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(WATSON, 2000).

A forma mais segura de se mensurar a fertilidade do sémen é por meio da
taxa de prenhez ap6s monta natural ou inseminacdo artificial, porém esse

procedimento € demorado e possui alto custo (ARRUDA et al., 2011).

2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE ESPERMATICA

2.3.1 Anélises convencionais

A motilidade € uma das analises mais importantes a ser considerada na
avaliacdo do sémen, pois depende diretamente da qualidade espermatica
(FONSECA et al., 1992). Devido a isso é classicamente utilizada nas amostras de
sémen (GILLAN et al., 2005). Por ser prético e simples, este método é utilizado para
acessar a viabilidade dos espermatozoides a partir da estimativa da porcentagem de
células moveis utilizando microscopia O6ptica, porém tal método apresenta alta
subjetividade e variabilidade dos resultados (MALMGREN, 1997).

O exame é realizado em microscopio Optico de campo claro ou que
apresente contraste de fase, utilizando-se aumento de 100 ou 200x, sendo utilizada
a amostra de uma gota do sémen ja homogeneizado entre lamina e laminula
aquecidas e mantidas a 37°C, visualizando e estimando a porcentagem de células
moveis. Caso o0 sémen esteja muito concentrado recomenda-se a diluicdo (CBRA,
2013).

Casagrande et al. (1980) em um estudo realizado em centrais de
inseminacao estabeleceu que a motilidade minima para se obter fertilidade normal é
de 20%. Kjaestad et al. (1993) utilizaram o sémen congelado de 18 touros que
apresentavam diferentes taxas de fertilidade, investigaram os valores médios de

motilidade total, velocidade dos espermatozoides e integridade do acrossoma,
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estabelecendo para os touros com melhor fertilidade os valores de 67,5%; 2,5%; e
79,3% respectivamente. Notou-se correlacdo entre motilidade e velocidade
espermatica mas nao entre motilidade e integridade de acrossoma.

Assim como a motilidade, o vigor espermatico também ¢é determinado
visualmente de acordo com a intensidade em que o0s espermatozoides se
movimentam (BARBOSA, 2005). A intensidade do movimento espermatico é
avaliada em escore de 1 a 5, sendo: 1: movimento oscilatério; 2: movimento lento; 3:
movimento intermediario; 4. movimento retilineo rapido; 5: movimento progressivo
retilineo e muito rapido (CBRA, 2013).

A concentracdo espermatica € dada pela relagdo da quantidade de
espermatozoides x plasma seminal ou diluidor no caso de sémen criopreservado. O
método de contagem mais utilizado é a contagem em camara de Neubauer em que
um volume de sémen conhecido é diluido em um volume de meio, geralmente
formol-salino tamponado, também conhecido. Apdés a homogeneizacdo, uma
amostra € inserida na camara de Neubauer, mantida em repouso horizontal por 5
minutos, para que as células se sedimentem no fundo. Logo, a camara € levada ao
microscépio éptico e contadas as células de cinco quadrados grandes de cada lado
da camara. Apés a contagem é calculada a média e submetido ao calculo da
concentracdo (Figura 1), sendo o resultado expresso em mm? ou se multiplicado por
1.000, expresso em cm® (CBRA, 2013).

Figura 1 - Formula para o calculo da concentracdo espermatica em Camara de Neubauer

4 A

CONCENTRACAO =

= >

1
10

o3| =

X X

Sendo:
A = Numero médio de espermatozoides contados nos dois reticulos;

= numero de quadrados grandes contados;
k fator de diluigéo. j

Fonte: adaptado de CBRA (2013)
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Stewart e Bennett (1968) compararam diferentes concentracdes (5,0; 10,0;
20,0 e 30,0 x 10° de espermatozoides totais por palheta, e ndo observaram
diferenca entre os tratamentos. Mais tarde, Foulkes e Stewart (1977) compararam
diferentes concentrages (5,0; 7,0 e 9,0x 10° de espermatozoides totais por
palhetas de 0,25 mL, ndo encontrando diferenca na fertilidade. Logo quando
utilizaram concentracdes de 12,0 e 20,0 x 10° houve menor taxa de retorno ao cio.
Den Daas et al. (1998) compararam doses com 1,1 a 11,8 x 10° de espermatozoides
viaveis por palheta, e concluiram que nao houve correlacdo entre 0 nUmero maximo
de espermatozoides viaveis com uma maior taxa de ndo retorno ao cio aos 56 dias.

A técnica de avaliacdo da morfologia esperméatica pode estimar a quantidade
de espermatozoides morfologicamente normais, sendo desejavel valores = 70% para
sémen fresco, refrigerado ou congelado (CBRA 2013).

A avaliacdo da célula espermatica pode ser realizada por Varias
metodologias sendo: microscopia 6tica de luz com a utilizagdo de corantes como:
Rosa de Bengala, Giemsa, eosina—nigrosina e outros; microscopia de contraste de
fase, microscopia de interferéncia diferencial (DIC), e com a utilizacdo de sondas
fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia (JOHNSON et al.,, 2000;
SALVADOR et al., 2001; CELEGHINI et al., 2007).

As anormalidades morfologicas podem ser classificadas de acordo com a
regido da célula onde ocorreu o defeito (cabeca, peca intermediaria ou cauda)
(HOWARD; PACE, 1988), defeitos primarios e secundarios, ou defeitos maiores e
menores (BARBOSA, 2005). A classificacdo mais utilizada até a atualidade foi
descrita por Blom (1973), considerando a importancia do defeito para a fertilidade,
sendo classificadas em defeitos maiores e defeitos menores. Os defeitos maiores
sdo: defeitos no acrossoma, gota citoplasmatica proximal, cabeca subdesenvolvida,
cabeca estreita na base, cabeca isolada patolégica, cabeca pequena anormal,
pouch formation, cauda enrolada na cabeca, cabeca piriforme, formas teratoldgicas,
defeitos da peca intermediaria, cauda fortemente dobrada ou enrolada e cauda
dobrada com gota distal. Os defeitos menores sao: cabeca delgada, cabeca gigante,
cabeca curta, cabeca larga, cabeca pequena normal, cabeca isolada normal,
insercdes da cauda abaxial, retroaxial ou obliqua, cauda dobrada ou enrolada e gota

citoplasmatica distal.
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A alta frequéncia de espermatozoides morfologicamente anormais ou com
um unico defeito podem reduzir a fertilidade (VERSTEGEN et al., 2002; FRENEAU
2011). Alteracdes do acrossoma como o0 Knobbed Acrosome pode impactar
negativamente a fertilidade. O ejaculado de touros com alta porcentagem desta
alteracdo podem apresentar indices de fertilidade proximos da esterilidade, pois
impede a ligagcdo dos espermatozoides a zona pellcida. A presenca de gotas
citoplasmaticas proximais em niveis de 5 a 15% podem estar associados ao sémen
de baixo potencial de fertilizacdo. As alteracbes de cabeca estdo associadas a
descondensacéo da cromatina levando a subfertilidade e baixa taxa de clivagem de
embrides. A presenca de anormalidades de cauda pode ser transitoria,
principalmente devido a maturidade sexual dos touros, mas podem prejudicar a
eficiéncia reprodutiva devido a falha do movimento espermatico adequado
(ARRUDA et al., 2015).

Arruda et al. (2015) descrevem que, segundo o Grupo de Trabalho de
Andrologia Bovina, instituido pela Portaria n.109/2009 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2009), para proceder a revisdo do
“Manual para exame androldgico e avaliacdo do sémen animal”’, houve consenso em
recomendar para ejaculados de touros o0s seguintes padrbes: espermatozoides
normais - valor minimo de 70% de células normais, sendo esta caracteristica a de
maior importancia para a fertilidade do touro no rebanho. Para defeitos maiores o
maximo de 20% de defeitos, e para defeitos menores o maximo de 30% de
tolerancia, respeitando o limite de 70% de espermatozoides normais, sendo a
distribuicdo para os defeitos individuais os limites de anormalidades de até 5% para
defeitos maiores e 10% para defeitos menores.

O Manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal sugere parametros classicamente utilizados na
rotina de analise laboratorial convencional do sémen congelado bovino buscando
assegurar os padrbes de qualidade. Tais parametros sdo: volume superior a
0,25 mL, e quando descongelado entre 35 a 37°C por um tempo minimo de 30
segundos devem apresentarem motilidade progressiva superior a 30%; vigor
superior a 3 (em escala de 1 a 5); defeitos totais inferior a 30% e defeitos maiores

inferior a 10% para doses de, no minimo, 10x10° espermatozoides com motilidade



28

progressiva e defeitos totais inferior a 20% e defeitos menores inferior a 10% para
doses com 6 a <10x10° espermatozoides com motilidade progressiva (CBRA, 2013).

Classicamente o movimento espermatico tem sido avaliado baseando-se em
uma avaliacdo subjetiva de parametros como motilidade massal e individual, sendo
estas consideradas como uma expressao da viabilidade espermética (VERSTEGEN
et al., 2002). Porém, as avaliacbes subjetivas das caracteristicas seminais
apresentam variacdes entre técnicos, sendo que diversos examinadores podem
classificar diferentemente amostras de um mesmo ejaculado, elucidando a
necessidade de estabelecer uma técnica mais acurada de se analisar a cinética
espermética (BACKER; CLARKE, 1987; DUNPHY et al., 1989).

Muitos sistemas foram desenvolvidos para a analise espermatica
computadorizada (CASA, do inglés - computer-assissted semen analysis), tais como
da Hamilton Thorne Biosciences (Inc., Beverly, Massachusetts, U.S.A.), SQA (Sperm
quality analyser - Medical Eletronic Systems Ltd., Caesarea, Israel) e SCA (Sperm
Class Analyser - Microptics Barcelona, Espanha) e sédo utilizados na avaliacdo da
cinética espermatica (CENTOLA, 1996; HAUGLAND et al., 2009).

Amann e Katz (2004) referem-se ao sistema CASA como um sistema
automatizado (Hardware e Software) que visualiza e digitaliza imagens sucessivas
dos espermatozoides, processam, analisam e geram informacdes individuais da
cinética espermatica, e também valores estatisticos médios da populagéo total. Os
resultados obtidos refletem uma série de parametros que definem o exato
movimento de cada espermatozoide.

O sistema de analise computadorizado SCA consiste em um microscoépio de
contraste de fase acoplado a uma camera de video que capta as imagens e as
enviam ao software SCA instalado no sistema operacional de um computador, onde
sdo reproduzidas e analisadas de forma eficiente (BURNESS et al., 2004,
HAUGLAND et al., 2009).

Para realizar com sucesso a analise do movimento espermatico é
necessario utilizar uma concentracdo adequada. Kolibianakis et al. (1992) obtiveram
uma concentracdo 6tima para analise com 50 x 10° espermatozoides/mL, e apds
avaliacdo de 110 amostras de sémen notaram correlacdo (r=0,89; p<0,001) entre

movimento espermatico analisado pelo método convencional e computadorizado.
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O sistema CASA permite realizar a contagem total de espermatozoides da
amostra, sendo que a motilidade total (%) representa a populacdo de
espermatozoides moveis e a motilidade progressiva (%) a porcentagem de
espermatozoides que apresentam movimento progressivo, determinado no setup
(ARRUDA et al., 2000).

Segundo Verstegen et al. (2002) o CASA permite avaliar trés velocidades
espermaticas: velocidade curvilinea (VCL, pum/s), sendo a velocidade da real
trajetéria do espermatozoide, é a maior das trés velocidades, serve como elemento
de calculo para a linearidade; velocidade progressiva (VSL, um/s) € a velocidade
média em funcdo da linha reta estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da
trajetéria do espermatozoide, sendo sempre a mais baixa das trés velocidades e
velocidade de trajeto (VAP, um/s) é a velocidade da trajetéria média do
espermatozoide. Quando a trajetéria da cabeca espermética é muito regular e linear
com pouco movimento lateral, os valores de VAP sdo semelhantes a VSL, porém em
trajetorias irregulares, ndo lineares ou onde existe um alto grau de movimento
lateral, a VAP serd maior que a VSL.

Outras caracteristicas do movimento espermético avaliados pelo CASA
incluem: amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, um) refere-se ao
deslocamento médio da cabeca do espermatozoide em sua trajetoria real. Este
parametro esta relacionado com a capacidade de penetracdo da zona pellcida,
sendo este um dos parametros que apresentam efeito direto sobre a fertilizacao;
frequéncia de batimento (BCF, Hz) é o numero de vezes que a cabeca do
espermatozoide cruza em direcdo do movimento; retilinearidade (STR, %) é
referente a relacao percentual entre VSL e VAP, estima a proximidade do percurso
da célula a uma linha reta; linearidade (LIN, %) é a relacdo percentual entre VSL e
VCL, ou seja, € a porcentagem de células que tem index linear > 0,7. Quanto mais o
espermatozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera sua linearidade.
Os valores de velocidade sao determinados como percurso relevante percorrido em
um periodo de tempo, enquanto os valores de LIN, e STR sdo determinados como
raio dos valores de velocidade (VERSTEGEN et al., 2002).

Farrell et al. (1998) realizaram combinagbes de multiplas variaveis obtidas
com o CASA, sendo estas responséaveis pelos melhores indices de correlagdo com

fertiidade a campo, do que a utilizagdo de uma Unica varidvel de CASA. Segundo
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Verstegen et al. (2002) os parametros VCL e ALH fornecidos por CASA
apresentaram alta correlacdo com fertilizagdo na maioria dos seus estudos, e BCF e
LIN apresentaram correlacdo positiva com fertilidade em alguns estudos, mas em
outros néo.

Segundo Matos et al. (2008) os valores de VAP, VSL e VCL sdo maiores em
amostras com mais de 50% de odcito fertilizados, e quando estes valores estédo
combinados com altos valores de LIN e BCF ha melhor migracédo e penetracdo no

muco cervical.

2.3.2 AvaliagcBes da integridade das membranas plasméatica, acrossomal e

potencial mitocondrial

A célula esperméatica é composta por varios compartimentos inclusos nas
membranas celulares que devem permanecer intactos para garantir a funcionalidade
celular, sendo essenciais para que ocorra o processo de fertilizacdo (OURA;
TOSHIMORI, 1990; PAPAIOANNOU et al., 1997).

A integridade e funcionalidade das estruturas espermaticas podem ser
monitoradas por sondas fluorescentes, que se ligam e marcam estruturas
especificas das células, fornecendo informacfes precisas sobre os compartimentos
e funcionalidade das células espermaéticas, jA que a fluorescéncia é um indicador
sensivel do estado de certas moléculas, sendo aplicado como uma ferramenta para
mensurar mudancas metabdlicas no interior de células vivas (CELEGHINI et al.,
2007).

A sonda fluorescente iodeto de propidio (PI) possui afinidade pelo DNA e
cora de vermelho o nucleo de células com membrana plasmatica lesada
(CELEGHINI, 2005), enquanto a sonda Hoechst 33342 (H342) é utilizada como um
contra-corante para determinar espermatozoides com membrana plasmatica
integras quando associado a uma sonda de coloragao distinta como o PI, se ligando
ao DNA especifico e marcando de azul o nucleo da célula (CASEY et al., 1993;
MAXWELL et al., 1997).
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Devido ao carater glicoproteico dos componentes acrossomais, é possivel
avaliar a integridade acrossomal por preenchimento da matriz acrossomal de
espermatozoides que apresentem acrossoma lesado com lectinas conjugadas como
a aglutinina de Pisum sativum (PSA), esta aglutinina possui afinidade por residuos
glicoproteicos especificos, se associando a agucares a-manosideos encontrados nos
residuos acrossomais. Para que o PSA seja visualizado é necessario que seja
conjugado a fluoresceinas, como o isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA),
marcando assim de coloracdo verde-amarela células que apresentam acrossoma
lesionado (CASEY et al.,, 1993; ARRUDA, 2000; CELEGHINI, 2005; SILVA;
GADELA, 20086).

Diante da importancia de se avaliar o potencial da membrana mitocondrial
foram desenvolvidas sondas fluorescentes como as rodaminas e as carbocianinas,
gue nao destroem a célula, nem sdo toxicas (REERS et al., 1991). A sonda
carbocianina catidénica lipofilica (JC-1), se difere das rodaminas e de outras
carbocianinas por produzir dois picos de emissédo de fluorescéncia que refletem a
existéncia de duas formas da sonda (mondémeros ou agregados), possibilitando
identificar populagdes de mitocondrias com diferentes potenciais de membrana por
codigo de cor (ARRUDA et al., 2003).

Tal corante emite fluorescéncia de acordo com a concentracdo de sua
penetracdo no interior da organela. Quando € penetrada em altas concentracdes
apresenta-se na forma de J-agregados emitindo coloracédo vermelha, identificando
assim, as mitocéndrias funcionais. J& em mitocéndrias com baixo a médio potencial
de atividade, a fluorescéncia apresenta-se na forma de monoémeros, penetrando em
baixas concentracfes, emitindo fluorescéncia em verde. Desta forma, a sonda JC-1
emite fluorescéncia de cor verde para o laranja esverdeado ou vermelho (ARRUDA
et al., 2003; CELEGHINI, 2005; NASCIMENTO et al., 2008).

Segundo Tartaglione et al. (2004) a avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossoma € mais acurada para prever a fertilidade in vitro que a
avaliacdo da motilidade e morfologia espermatica. Januskauskas et al. (2001)
perceberam que as taxas de fertilidade relacionadas com os dados da cinética
espermatica obtidos por CASA, sondas fluorescentes e estrutura da cromatina por

citometria de fluxo podem ser capazes de prever a capacidade fertilizante do sémen.
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Celeghini et al. (2007) realizaram a associagcéo das sondas PIl, H342, FITC-
PSA e JC-1 para avaliar simultaneamente a integridade das membranas plasmética,
acrossomal e funcdo mitocondrial, encontrando resultado promissor na validacdo da
técnica. Em seguida, Celeghini et al. (2008) observaram que esta associacdo de
sondas fluorescentes permitia detectar com mais precisdo lesdes nas células
esperméaticas apos o processo de criopreservacdo do sémen. Em continuidade ao
estudo, Oliveira et al. (2014) utilizaram esta mesma associacdo de sondas
fluorescentes para separar partidas de sémen que apresentavam caracteristicas
esperméticas similares, diferindo apenas no percentual de células contendo
integridade de membrana plasmatica, acrossoma intacto e alto potencial
mitocondrial (PIAIA); assim trés partidas de sémen, contendo 8,5; 23 e 44,5% de
PIAIA, foram submetidas a IATF, e resultaram em diferenca na fertilidade, notando-
se maior taxa de prenhez para as partidas apresentando maior percentual de
membranas integras (36,2; 50,0 e 64,7%, respectivamente).
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3 OBJETIVOS

Este estudo busca compreender se as diferencas existentes na fertilidade a
campo entre partidas de sémen bovino estdo relacionadas a qualidade espermatica
avaliada previamente antes do uso na IATF, tendo por objetivos especificos:

1. Avaliar a fertilidade do sémen comercial bovino aprovado por analises
convencionais.

2. Avaliar se as diferencas na fertiidade do campo apods IATF podem ser
explicadas por avaliagbes do sémen utilizando o sistema CASA e sondas
fluorescentes.

3. Avaliar se 0 sémen congelado bovino aprovado nas avalia¢cées convencionais
pode ser rejeitado por CASA e sondas fluorescentes e estes resultados
influenciar na fertilidade.

4. Buscar a relacdo entre as caracteristicas de qualidade do sémen com a
fertilidade.
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4 HIPOTESES

Baseados nos objetivos e no levantamento bibliografico foram formuladas as

seguintes hipoteses:

- A utilizacdo das analises convencionais como: motilidade, vigor,
concentracdo, defeitos maiores, defeitos menores, defeitos totais, e nimero
de espermatozoides méveis por palheta ndo sédo suficientes para assegurar
boa taxa de prenhez no campo.

- A inclusdo das técnicas de avaliacdo das partidas de sémen com CASA e

sondas fluorescentes incrementa a predicao da fertilidade a campo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

As analises do sémen foram realizadas no Laboratério de Andrologia e
Tecnologia de Embridées Suinos (LATES) do Departamento de Reproducédo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo,
Campus “Fernando Costa”, Pirassununga-SP e as inseminacdes artificiais foram
realizadas em fazendas comerciais localizadas no estado do Mato Grosso do Sul
(Brasil), e na cidade de Puerto Suarez (Bolivia). O periodo do experimento

estendeu-se de agosto de 2014 a agosto de 2016.

5.2 ANALISE DO SEMEN ANTES DA IATF

Foram analisadas 72 partidas de sémen de 22 touros, das ragas Angus,
Brahman e Nelore. As partidas foram adquiridas pelas fazendas parceiras antes de
iniciar a estacdo de monta para analise da qualidade seminal. Apds as analises
convencionais realizadas, apenas 55 partidas de 18 touros foram selecionadas e
liberadas para IATF. Destas, somente 28 partidas de sémen de 10 touros, sendo
sete de touros da raca Nelore e trés da raca Angus foram submetidas a IATF
(Quadro 1).
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Quadro 1 - Classificacéo de partidas de sémen de touros de acordo com os resultados das andlises

convencionais

(Continua)
Ordem | Touro | Partida MotE(I;Sade \gllg_;g)r ()'(\llsolei?lli) gli(l\)/{ls//rnall; M;Ef(%) l\El)::l.‘t ?gfé Classificagéo
(%) | (%)
1 A 1 65 3,0 17,5 114 4,0 23,0 | 27,0 SNU°®
2 A 2 60 3,5 22,5 13,5 4,0 7,0 11,0 SNU
3 A 3 70 4,0 27,5 19,3 6,0 12,0 | 18,0 SNU
4 B 1 35 2,5 21,9 7,7 32,0 10,0 | 42,0 Ns®
5 C 1 50 3,0 17,5 8,8 31,0 0,0 31,0 SIATF’
6 C 2 40 2,0 13,1 53 12,5 7,5 | 20,0 NS
7 D 1 75 4,0 10,6 8,0 20,0 2,5 22,5 SIATF
8 D 2 85 4,0 23,1 19,7 225 15 24,0 SIATF
9 D 3 85 4,0 16,9 14,3 14,0 4,0 | 18,0 SIATF
10 D 4 75 3,5 24,4 18,3 8,0 3,0 11,0 SIATF
11 E 1 60 2,5 29,3 17,6 19,5 1,0 20,5 SIATF
12 E 2 55 2,5 23,8 13,1 13,0 55 | 18,5 SNU
13 E 3 60 25 20,6 12,4 13,5 50 | 18,5 SNU
14 E 4 60 3,0 31,3 18,8 11,0 4,0 15,0 SNU
15 F 1 70 3,0 18,1 12,7 14,5 4,0 18,5 SNU
16 G 1 55 2,5 26,9 14,8 17,5 7,5 25,0 SIATF
17 G 2 60 25 34,4 20,6 3,5 4,5 8,0 SIATF
18 G 3 40 2,0 35,6 14,3 24,5 15 | 26,0 SIATF
19 G 4 65 2,5 15,6 10,2 18,5 0,5 19,0 SIATF
20 G 5 40 3,0 22,5 9,0 16,5 4,0 | 205 SNU
21 G 6 50 2,5 21,9 10,9 17,5 0,0 17,5 SNU
22 G 7 65 3,0 21,9 14,2 8,0 7,0 15,0 SNU
23 G 8 45 2,0 25,0 11,3 30,0 1,0 | 31,0 NS
24 G 9 60 3,0 35,0 21,0 315 4,0 35,5 NS
25 G 10 25 25 23,1 5,8 14,0 1,0 | 150 NS
26 G 11 55 3,0 35,6 19,6 27,5 2,5 | 30,0 NS
27 G 12 40 2,0 37,5 15,0 30,5 1,5 32,0 NS
28 G 13 45 2,5 29,4 13,2 27,0 4,0 31,0 NS
29 G 14 30 2,5 28,1 8,4 12,0 14,0 | 26,0 NS
30 H 1 45 2,5 22,5 10,1 8,5 5,0 13,5 SNU
31 | 1 60 2,5 20,0 12,0 11,5 2,0 | 135 SNU
32 | 2 70 3,0 8,8 6,1 6,5 2,5 9,0 NS
33 J 1 70 3,5 17,5 12,3 12,5 3,5 16,0 SNU
34 K 1 65 25 13,8 8,9 25,0 6,0 | 31,0 SNU
35 K 2 60 2,5 17,5 10,5 16,0 13,0 | 29,0 SNU
36 K 3 75 3,5 17,5 13,1 16,0 20,0 | 36,0 SNU
37 K 4 60 3,0 23,8 14,3 21,0 22,0 | 43,0 NS
38 L 1 60 3,0 15,0 9,0 11,0 6,0 17,0 SIATF
39 L 2 75 3,0 18,8 14,1 12,5 25,5 | 38,0 SIATF
40 L 3 75 4,0 22,5 16,9 15,0 9,0 24,0 SNU
41 L 4 50 2,5 18,8 9,4 16,0 3,0 | 19,0 SNU
42 M 1 60 3,5 21,9 13,1 10,0 4.5 14,5 SIATF
43 M 2 60 2,5 20,0 12,0 11,0 2,0 13,0 SIATF
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(concluséo)

Ordem | Touro | Partida Moté(l)zj)ade \gil(‘?g)r ()’(\l 130/67;% gli(l\)/é//fnaﬂ; I\D/Igé I\I/:I)::rfl'4 'I?gtfé Classificagéo
(%) (%) | (%)
44 M 3 75 3,5 15,0 11,3 12,0 10,0 | 22,0 SIATF’
45 M 4 75 3,5 16,3 12,2 11,0 7,0 18,0 SIATF
46 M 5 70 3,0 18,8 13,1 12,0 3,0 15,0 SIATF
47 M 6 65 3,5 11,3 7,3 11,0 2,5 13,5 SNU®
48 M 7 70 3,0 10,0 7,0 17,0 2,0 | 19,0 SNU
49 M 8 75 3,5 16,3 12,2 11,0 3,0 14,0 SNU
50 M 9 70 3,5 16,9 11,8 11,0 2,0 13,0 SNU
51 M 10 65 3,0 17,5 11,4 9,0 2,0 11,0 SNU
52 N 1 75 2,5 4,9 3,7 23,0 0,0 23,0 SIATF
53 N 2 50 3,0 26,3 13,1 14,0 3,0 | 17,0 SNU
54 (6] 1 50 2,5 18,8 9,4 7,0 5,0 12,0 SIATF
55 o] 2 75 4,0 15,0 11,3 6,0 6,0 | 12,0 SIATF
56 o] 3 55 3,0 15,0 8,3 8,0 2,0 | 10,0 SIATF
57 o] 4 70 2,5 15,0 10,5 3,0 80 | 110 SIATF
58 ¢} 5 65 4,0 20,0 13,0 9,0 2,0 | 11,0 SIATF
59 ¢] 6 70 3,0 20,0 14,0 7,0 8,0 | 150 SNU
60 P 1 50 2,5 35,6 17,8 9,5 0,5 | 10,0 SIATF
61 Q 1 60 3,0 20,8 12,5 28,0 8,0 | 36,0 NS®
62 R 1 35 2,0 43,8 15,3 12,0 5,5 17,5 SNU
63 S 1 65 3,0 26,9 17,469 20,5 2,5 | 230 SIATF
64 S 2 70 2,5 26,3 18,375 19,5 3,0 | 225 SIATF
65 S 3 55 2,0 31,3 17,188 22,0 15 | 235 SIATF
66 S 4 55 3,0 30,0 16,500 16,5 55 | 22,0 SIATF
67 T 1 65 3,0 21,3 13,8 30,0 2,0 32,0 NS
68 T 2 35 3,0 32,5 11,4 30,0 6,0 | 36,0 NS
69 9) 1 70 3,0 225 15,8 9,0 2,5 11,5 SNU
70 U 2 70 2,5 16,3 11,4 10,0 1,0 11,0 SNU
71 Vv 1 50 2,5 24,4 12,2 11,0 3,5 14,5 SNU
72 V 2 60 25 13,1 7,9 9,0 4,0 13,0 NS

Fonte: Santos (2016).
Legenda: INS/Pal: Nimero de espermatozoides por palheta, NSM/Pal: Nimero de espermatozoides
moveis por palheta; *Def. Mai: Defeitos maiores, “Def. Men: Defeitos menores, °Def. Tot: Defeitos
totais. Classificacéo: ®SIATF: Selecionada e utilizada para IATF, 'SNU: Selecionada e nao utilizada
para IATF, ®NS: N&o selecionada.

5.2.1 Anéalises convencionais

Foram descongeladas duas palhetas de sémen de cada partida a 37° C por

30 segundos, homogeneizadas e avaliadas quanto a concentracao, motilidade, vigor

e morfologia espermatica.

A avaliacdo da concentragdo espermatica foi realizada por meio de diluicdo

do sémen em formol salino a 5% na diluigdo 1:100, sendo colocado 10 pL de sémen
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em 990 uL de formol salino tamponado, com a contagem dos espermatozoides em
camara de Neubauer. A motilidade e o vigor foram avaliados com uma gota de
sémen entre lamina e laminula. A motilidade foi determinada em porcentagem de
espermatozoides moveis no campo, enquanto o vigor foi classificado em escore de 1
a 5, sendo 1 referente ao movimento mais lento dos espermatozoides e 5 ao mais
rapido. Para a morfologia espermatica o sémen foi diluido em formol salino
tamponado a 5%. Uma gota do sémen diluido foi colocada entre lamina e laminula e
observados em microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC, Nikon,
modelo 80i) com aumento de 1000x, contando-se 200 células por amostra e
classificando-as de acordo com Bloom (1973) em defeitos maiores e defeitos
menores.

Foram consideradas dentro do padrdo as partidas de sémen que
apresentaram: volume = 0,25 mL; motilidade progressiva = 30%; vigor =23, numero de
espermatozoides moveis/palheta = 10x10° espermatozoides normais 2=70% e
defeitos maiores < 10%, conforme descrito pelo CBRA (2013). Apos avaliacao, as

partidas dentro dos padrdes foram liberadas para utilizacdo na IATF.

5.3 AVALIACAO DA FERTILIDADE A CAMPO

5.3.1 Animais

Foram submetidas a IATF 5.235 fémeas pluriparas da raca Nelore e
mesticas Nelore. Foram utilizadas vacas paridas apresentando periodo pés-parto de
30 a 60 dias. Os animais foram mantidos em pasto de Brachiaria brizantha e Capim
Mombaca, recebendo sal mineralizado e agua permitindo a ingestdo ad libitum

durante todo o periodo experimental.

5.3.2 Inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)

As vacas foram submetidas a um protocolo de sincronizagao do estro e da
ovulacdo. Foi utilizado protocolo de trés manejos, onde as vacas receberam um

dispositivo intravaginal de progesterona (P4) (Sincrogest; Ouro Fino, Cravinhos, SP,
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Brasil) e administracao via intramuscular (IM) de 2 mg de Benzoato de estradiol (BE)
(2 mg; Sincrodiol, Ouro Fino); 8 dias apos, foi removido o dispositivo intravaginal e
administrado via IM 1 mg de Cipionato de estradiol (ECP; Zoetis, Sdo Paulo, SP),
300 Ul de eCG (Novormon; Zoetis) e 0,530 mg de cloprostenol sédico (Sicrocio;
Ouro Fino); 48 horas apés as vacas foram submetidas a inseminagéo artificial (1A).
Os lotes submetidos a IATF apresentavam numero superior a 100 animais,

sendo utilizado no minimo duas partidas de sémen por lote.

5.3.3 Diagnéstico de gestacao

O diagndstico para confirmacao da gestacéao foi realizado entre 30 e 45 dias
ap6s a IATF utilizando o aparelho de ultrassonografia Dp 10Vet Mindray, por via

transretal em modo B.

5.4 ANALISE DO SEMEN APOS A IATF

ApoGs a IATF, as partidas que foram utilizadas foram novamente avaliadas
utilizando-se técnicas complementares. Para isso, duas palhetas de sémen de cada
partida foram descongeladas (37°C/30 segundos), homogeneizadas e avaliadas
quanto a motilidade pelo sistema CASA e integridade das membranas plasmatica e

acrossomal e potencial de membrana mitocondrial.

5.4.1 Analise computadorizada do movimento espermético

A motilidade espermatica foi avaliada pelo sistema CASA (programa SCA -
Sperm Class Analyser; MICROPTIC, Barcelona, Espanha). O setup foi ajustado
previamente para analise de espermatozoides bovinos. Para avaliagdo, a amostra
espermatica foi diluida (12,5x10° espermatozoides/mL) em meio TALP sperm
(BAVISTER; LORRAINE, 1983), pré- aquecido a 37° C. A camara de Makler® (Selfi-
Medical Instruments, Haifa, Israel) foi utilizada na avaliagdo. As variaveis

consideradas foram: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MPROG,%),
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velocidade do trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade
curvilinear (VCL, pum/s), deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), frequéncia de
batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

5.4.2 Integridade das membranas plasmética e acrossomal e potencial de

membrana mitocondrial

As membranas plasmatica, acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial espermatica foram analisadas pela técnica de avaliacdo simultanea
descrita por Celeghini et al. (2007, 2008).

Para avaliacdo simultanea foram utilizados 150 pyL de sémen diluido em
TALP (25x10° espermatozoides/mL) adicionando-se a este sondas fluorescentes:
2 uL de Hoescht 33342 (0,5 mg/mL, Molecular Probes), 2 uL de iodeto de propidio
(0,5 mg/mL, Sigma- Andrich), 20 uL de aglutinina obtida de Pisum sativum
conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA, 100 uL/mL, Sigma-Andrich)
e 6 uL de iodeto de 5,5, 6,6' tetracloro 1,1', 3,3' tetraetilbenzimidazolil carbocianina
(JC-1, 153 pM, Sigma-Andrich) preparadas conforme descrito por Celeghini et al.
(2007). Ap6s a adicdo das sondas fluorescentes, a amostra foi incubada por 8
minutos a 37°C. A leitura foi realizada sob microscopia de epifluorescéncia (modelo
80i, Nikon, Toquio, Japdo) em aumento de 1000x, utilizando-se o filtro triplo (D/F/R,
C58420) apresentando os conjuntos UV-2E (excitacdo 340-380 nm e emisséo 435-
485 nm), B-2E/C (excitagdo 465-495nm e emissao 515-555nm) e G-2E/C
(excitacdo 540-525 nm e emissdo 605-655 nm). Foram avaliadas 200 células por
amostra, sendo classificadas de acordo com a fluorescéncia emitida por cada sonda
em: PIAIA (membrana plasmatica intacta, membrana acrossomal intacta, alto
potencial de membrana mitocondrial), PIAIB (membrana plasmatica intacta,
membrana acrossomal intacta, baixo potencial de membrana mitocondrial), PIALA
(membrana plasmatica intacta, membrana acrossomal lesada, alto potencial de
membrana mitocondrial), PIALB (membrana plasmatica intacta, membrana
acrossomal lesada, baixo potencial de membrana mitocondrial), PLAIA (membrana
plasmatica lesada, membrana acrossomal intacta, alto potencial de membrana

mitocondrial), PLAIB (membrana plasmética lesada, membrana acrossomal intacta,
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baixo potencial de membrana mitocondrial), PLALA (membrana plasmética lesada,
membrana acrossomal lesada, alto potencial de membrana mitocondrial), PLALB
(membrana plasmatica lesada, membrana acrossomal lesada, baixo potencial de
membrana mitocondrial). Foram considerados nos resultados os percentuais de
células PIAIA, membrana plasmatica integra (MPI), membrana acrossomal integra
(Al) e alto potencial de membrana mitocondrial (AP).

5.5 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

A partir dos resultados obtidos da IATF, as partidas de sémen foram
classificadas em Alta fertilidade (>50% de prenhez) e Baixa fertilidade (<50% de

prenhez) (Tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo das partidas classificadas como de alta e baixa fertilidade apés IATF

TOURO PARTIDA Numero de IA Taxa Prenhez (%) Fertilidade*
G 2 76 71 Alta*
D 2 200 69 Alta
G 4 104 69 Alta
C 1 451 65 Alta
G 3 117 62 Alta
G 1 139 61 Alta
D 4 144 59 Alta
D 1 181 58 Alta
L 1 289 58 Alta
M 4 199 58 Alta
N 1 100 58 Alta
0 4 363 58 Alta
M 1 29 55 Alta
o 2 162 55 Alta
O 3 76 55 Alta
D 3 439 54 Alta
o 1 150 54 Alta
(@] 5 59 54 Alta
M 3 38 53 Alta
E 1 514 52 Alta
M 5 268 52 Alta
P 1 115 52 Alta
S 3 296 50 Baixa®
L 2 163 49 Baixa
S 2 255 47 Baixa
S 4 85 46 Baixa
M 2 33 45 Baixa
S 1 190 37 Baixa

Fonte: Santos (2016).
Legenda: *Fertilidade: Alta: = 50% de taxa de fertilidade, %Baixa: <50% de taxa de fertilidade
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Em seguida, foram separadas e comparadas as quatro partidas que
apresentaram as maiores taxas de fertilidade e as quatro partidas que apresentaram
as menores taxas fertilidade, respeitando o total minimo de 80 inseminacdes por
partida (Tabela 2).

Tabela 2 - Relacéo das partidas de sémen que apresentaram as quatro maiores e as quatro menores
taxas de prenhez

Touro Partida Numero de IA  Taxa de prenhez (%) Fertilidade*
G 4 104 69 Alta*
D 2 200 69 Alta
C 1 451 65 Alta
G 3 117 62 Alta
S 1 190 37 Baixa®
S 2 255 47 Baixa
S 3 296 50 Baixa
S 4 85 46 Baixa

Fonte: Santos (2016).
Legenda: *Fertilidade: *Alta: > 50% de taxa de fertilidade, *Baixa: <50% de taxa de fertilidade

Logo, todas as partidas, que apresentaram tanto alta fertilidade e quanto
baixa fertilidade, foram separadas por quartis dentro de cada caracteristica
espermatica obtida nas analises laboratoriais (Tabela 3) e foram comparadas as
taxas de prenhez entre os valores contidos no quartil superior e no quartil inferior
dentro de cada variavel.

Em adicdo, somente as partidas que apresentaram alta fertilidade foram
também separadas por quartis dentro de cada caracteristica espermatica obtida nas
analises laboratoriais (Tabela 4) e foram comparadas as taxas de prenhez entre os

valores contidos no maior e no menor quartis para cada variavel.
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Tabela 3 - Divisdo por quartis realizada pelo SAS de cada caracteristica espermatica, para
separacdo dos maiores e dos menores valores para cada variavel de todas as partidas

(alta + baixa fertilidade)

CARACTERISTICAS ESPERMATICAS

QUARTIS - SAS

Motilidade Total (%) ACIMA
Motilidade Progressiva (%) ACIMA
Concentragao (X10%/mL) ACIMA
Numero Sptz'/Palheta (X 10° ACIMA
NUmero Sptz' Méveis/Palheta (X 10° ACIMA
Defeitos Maiores (%) ACIMA
Defeitos Menores (%) ACIMA
Defeitos Totais (%) ACIMA
PIAIA? (%) ACIMA
PIAIA/Palheta (%) ACIMA
MPI® (%) ACIMA
Al* (%) ACIMA
AP® (%) ACIMA

74,50
58,10
107,50
26,90
19,33
19,80
5,80
23,00
50,00
12,40
57,70
80,50
66,00

ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO

65,20
45,60
38,75
15,30
10,33
9,30
1,50
12,00
32,50
5,40
43,30
65,80
45,00

Fonte: Santos (2016).

Legenda: 'Sptz: espermatozmdes ’PJAIA: Espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal integras
e alto potencial mltocondrlal *MPI: Espermatozoides com membrana plasmatica intacta; “Al: Espermatozoides
com acrossoma Intacto; >AP: Espermatozoides com alto potencial mitocondrial.

Tabela 4 - Divisdo por quartis realizada pelo SAS para cada caracteristica espermatica, para
separacdo dos maiores e dos menores valores de cada variavel das partidas de alta

fertilidade

CARACTERISTICAS ESPERMATICAS

QUARTIS — SAS

Motilidade Total (%)
Motilidade Progressiva (%)

Concentragéo (X10°%/mL)

Numero Sptz'/Palheta (X 10°)

Numero Sptz' Méveis/Palheta (X 10°)
Defeitos Maiores (%)

Defeitos Menores (%)
Defeitos Totais (%)
PIAIA? (%)
PlAIA/Palheta (%)
MPI® (%)

Al* (%)

AP® (%)

ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA
ACIMA

75,00
58,20
95,00
23,75
14,56
19,00
6,00
23,00
48,00
10,35
55,00
80,00
66,00

ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO
ABAIXO

62,40
40,90
37,50
15,00
9,77
9,00
2,00
12,00
32,00
5,00
41,00
64,00
43,00

Fonte: Santos (2016).

Legenda: 'Sptz: espermatozoides. “PIAIA: Espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal
integras e alto potencial mitocondrial; 3MPI Espermatozoides com membrana plasmatica intacta; “Al:
Espermatozoides com acrossoma Intacto; *AP: Espermatozoides com alto potencial mitocondrial.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por meio do programa SAS System for
Windows 9.3 (SAS, 2000).

Utilizando o aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados
qguanto a normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e homogeneidade das
variancias. Caso nao obedecessem a estas premissas, foram transformados
(logaritmo na base 10 — Log10X; Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X2) e quando
a normalidade n&o foi obtida, empregou-se, entdo, o procedimento NPAR1IWAY de
analise de variancia ndo paramétrica.

Os dados obtidos pelas analises convencionais, por CASA e por sondas
fluorescentes foram submetidas & andlise descritiva utilizando o PROC MEANS e
distribuidas em classes (quartis). O primeiro quartil incluiu os 25% das partidas de
sémen com resultados superiores da variavel em estudo (1° quartil). Na sequéncia,
0s quartis intermediarios (2 e 3) compreenderam o0s 50% das partidas com
resultados intermediarios, e o 4° quartil englobou 25% das partidas com resultados
inferiores.

Para cada andlise de quartil as variaveis foram classificadas como
SUPERIOR (1° quartil) ou INFERIOR (4° quartil) formando os grupos experimentais.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, e as diferencas entre
meédias estudadas pelo teste “T".

Para descricdo dos resultados, foram empregadas as médias e seus
respectivos erros padrdes (média + erro padrao da média) dos dados originais.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hip6tese de nulidade) foi
de 5%, isto é, para um nivel de significAncia menor que 0,05, considerou-se que

ocorreram diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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6 RESULTADOS

Considerando as partidas de sémen separadas em Alta e Baixa fertilidade,
apesar de ter sido encontrada diferenca significativa entre a taxa de prenhez
(p = 0,0006); quando se considerou as avaliagdes convencionais nao foram notadas
diferencas estatisticas (P>0,05) para nenhuma das caracteristicas avaliadas (Tabela
5).

Tabela5- Média * erro padrdo das caracteristicas espermaticas analisadas pelo método
convencional das partidas de sémen bovino que apresentaram alta e baixa fertilidade a

campo

i FERTILIDADE
Egggg&i?:gzgp‘s ALTA BAIXA PROBABILIDADE
Taxa de Prenhez (%) 66,00 + 2,00 45,00 + 3,00 0,0006
Motilidade subjetiva (%) 60,00+ 6,70 61,25+ 3,75 0,90
Vigor (1-5) 2,87 +0,43 2,65+0,24 0,63
Concentragéo (X 10%/Ml) 91,87 +18,04 114,40+ 4,83 0,27
Numero Sptz'/Palheta (X 10°) 22,97 +451 2859+1,21 0,27
Numero Sptz' Méveis/Palheta (X 10°%) 13,20+ 2,45 17,38+ 0,39 0,18
Defeitos Maiores (%) 2413+ 2,61 19,63+ 1,16 0,17
Defeitos Menores (%) 0,87 £ 0,37 3,13+0,85 >0,05
Defeitos Totais (%) 2500+£2,48 22,75+0,32 0,43

Fonte: Santos (2016).
Nota: Valores de P< 0,05 diferentes estatisticamente segundo teste “T".

Legenda: 'Sptz: espermatozoides.

Quando se considerou as avaliaces das membranas notou-se diferenca
entre 0os grupos de Alta e Baixa fertiidade somente para o nuamero de
espermatozoides PIAIA/Palheta (p = 0,01) e para a porcentagem de integridade de
acrossoma (p = 0,03); no entanto, estes valores foram maiores para o sémen de
Baixa fertilidade (Tabela 6).
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Tabela 6 - Média + erro padrdo das caracteristicas espermaticas de integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial avaliadas por sondas
fluorescentes das partidas de sémen de touros que apresentaram alta e baixa fertilidade a

campo

i FERTILIDADE
CARACTERISTICAS _—  — PROBABILIDADE
Taxa de Prenhez (%) 66,00 £ 2,00 45,00 + 3,00 0,0006
PIAIA® (%) 33,53+ 10,30 54,93+ 3,86 0,10
Namero Sptz® PIAIAY/Palheta (X 10°%) 7,56 + 2,21 16,16 + 0,69 0,01
MPI? (%) 41,00+ 6,56 56,88 + 3,48 0,07
Al* (%) 65,90 £ 3,30 78,75+ 2,98 0,03
AP® (%) 61,25+ 11,62 62,25+ 4,31 0,94

Fonte: Santos (2016).

Nota: Valores de P< 0,05 diferentes estatisticamente segundo teste “T”.

Legenda: 'PlAIA: Espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal integras e alto
potencial mitocondrial; 2Sptz: espermatozoides; MPI; Esgermatozoides com membrana plasmatica
intacta; *Al: Espermatozoides com acrossoma Intacto; *AP: Espermatozoides com alto potencial
mitocondrial.

Quando foram comparadas as caracteristicas de movimento espermatico
pelo CASA para as partidas de Alta e Baixa fertilidade, encontrou-se maior
motilidade progressiva (P<0,0001) e porcentagem de espermatozoides rapidos
(P<0,0001) para o sémen de Baixa fertilidade, sendo que nenhuma outra

caracteristica foi estatisticamente diferente (Tabela 7).

Tabela 7 - Média + erro padrdo das caracteristicas do movimento espermético avaliados pelo
sistema CASA utilizando o programa Sperm Class Analyser (SCA) das partidas de sémen
bovino que apresentaram alta e baixa fertilidade a campo

) ) FERTILIDADE
CARACTERISTICAS ESPERMATICAS PROBABILIDADE
ALTA BAIXA

Taxa de Prenhez (%) 66,00 £ 2,00 45,00 + 3,00 0,0006
Motilidade Total (%) 56,95+6,54 72,18+ 0,76 0,10
Motilidade Progressiva (%) 34,85+ 0,85 50,45 + 1,44 <0,0001
Réapidos (%) 60,00+ 0,70 65,07 + 0,26 <0,0001
VCL' (um/s) 161,10 + 24,70 168,10 + 5,23 0,80

VSL? (um/s) 74,88+9,92 78,37 +2,82 0,75

VAP? (um/s) 99,90+9,29 98,42 +2,14 0,88

LIN* (%) 49,67 +9,76 46,67 + 1,68 0,78

STR® (%) 74,06 £+4,82 79,60+ 1,46 0,31

BCF® (Hz) 14,34+3,30 21,20+0,22 0,13

Fonte: Santos (2016).

Nota: Valores de P< 0,05 diferentes estatisticamente segundo teste “T".
Legenda: 'VCL: Velocidade curvilinear; ?VSL: Velocidade progressiva; *VAP: Velocidade de trajeto; “LIN:

Linearidade; *STR: Retilinearidade; °BFC: Frequéncia de batimento.
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Ao separar em quartis Superior e Inferior, as partidas de sémen que
apresentaram tanto Alta e quanto Baixa fertilidade, verificou-se diferenca estatistica
(p>0,05) para as caracteristicas de concentracdo, numero de espermatozoides por
palheta, motilidade total, motilidade progressiva, numero de espermatozoides
moveis por palheta, porcentagem de espermatozoides méveis e normais, defeitos
maiores, defeitos menores, defeitos totais, porcentagem de PIAIA, nimero de
espermatozoides PIAIA por palheta, integridade de membrana plasmatica,
integridade de acrossoma e alto potencial de membrana mitocondrial; entretanto, foi
notada diferenca na taxa de prenhez apenas para motilidade total (p = 0,02),
motilidade progressiva (p = 0,02) e integridade de acrossoma, sendo a fertilidade
maior para as partidas encontradas nos quartis inferiores (Tabela 8).

Quando a separacao por quartis Superior e Inferior foi realizada somente
com as partidas de sémen de Alta fertiidade, também se verificou diferenca
estatistica (p>0,05) para as caracteristicas de concentragdo, numero de
espermatozoides por palheta, motilidade total, motilidade progressiva, nimero de
espermatozoides moveis por palheta, porcentagem de espermatozoides maoveis e
normais, defeitos maiores, defeitos menores, defeitos totais, porcentagem de PIAIA,
namero de espermatozoides PIAIA por palheta, integridade de membrana
plasmatica, integridade de acrossoma e alto potencial de membrana mitocondrial;
sendo notada diferenca na taxa de prenhez apenas para motilidade total (p = 0,05) e
motilidade progressiva (p = 0,01), notando maior fertilidade para as partidas

encontradas nos quartis inferiores (Tabela 9).
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Tabela 8 - Média + erro padrdo das caracteristicas espermaticas de partidas de sémen que
apresentaram Alta e Baixa fertilidade e foram separadas por quartis superior e inferior e
seu efeito sobre a fertilidade

(continua)
. o QUARTIS

CARACTERISTICAS ESPERMATICAS SUPERIOR 'NFERIOR PROBABILIDADE
Concentracédo (X 106/mL) 122,70 £ 5,03 30,64 + 2,29 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 53,11 + 3,38 55,29 + 1,23 0,56
Numero sptz/Palheta (X 106) 31,25+ 1,27 12,93 + 1,47 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 53,88 + 3,73 56,43 + 0,78 0,52
Motilidade Total (%) 79,37+ 1,63 51,26 + 3,51 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 52,29 + 1,60 59,86 + 2,22 0,02
Motilidade Progressiva (%) 60,27 £ 0,61 33,37 £ 3,20 0,0001
Taxa de Prenhez (%) 53,14 + 1,87 61,43 +2,53 0,02
NUmero Sptz* Méveis/Palheta (X 10°) 18,54 + 0,45 8,17 + 0,80 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 55,29 + 4,56 59,57 + 2,06 0,41
Sptz1 Moveis e Normais (%) 15,32 £ 0,99 6,36 £ 0,79 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 55,29 + 4,56 59,57 + 2,06 0,81
Defeitos Maiores (%) 15,41 +£0,71 6,63+0,71 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 57,00 £ 4,04 58,00 * 2,29 0,41
Defeitos Menores (%) 10,00 £ 2,63 0,81+ 0,23 0,01
Taxa de Prenhez (%) 56,00 £ 1,51 59,63+ 2,74 0,29
Defeitos Totais (%) 26,69 + 1,86 10,63 £ 0,46 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 56,38 + 3,68 57,25+2,12 0,17
PIAIA? (%) 56,31 + 1,28 24,83 + 3,27 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 54,57 + 4,70 57,00 £ 1,66 0,64
Namero Sptz' PIAIA*/Palheta (X 10°) 15,98 + 0,95 3,22+ 0,63 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 50,71 + 3,90 57,43 +1,60 0,15
MPI® (%) 62,00 + 1,39 36,43 +1,89 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 52,00 + 3,98 56,86 + 1,91 0,29
Al* (%) 83,25 + 1,22 56,71 + 2,94 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 51,13+ 2,34 57,71 +£1,96 0,05
AP® (%) 73,81+ 3,56 39,71+1,18 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 54,00 + 2,48 60,43 + 2,59 0,10

Fonte: Santos (2016).

Nota: Valores de P< 0,05 diferentes estatisticamente segundo teste “T".

Legenda: 1Sptz: espermatozoides; 2PIAIA: Espermatozoides com membranas plasmatica e
acrossomal integras e alto potencial mitocondrial; 3MPI: Espermatozoides com membrana plasmatica
intacta; 4Al: Espermatozoides com acrossoma Intacto; SAP: Espermatozoides com alto potencial
mitocondrial.
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Tabela 9 - Média + erro padrdo das caracteristicas espermaticas de partidas de sémen que
apresentaram alta fertilidade e foram separadas por quartis superior e inferior e seu efeito

sobre a fertilidade

QUARTIS
CARACTERISTICAS ESPERMATICAS PROBABILIDADE
SUPERIOR INFERIOR

Concentragéo (X 10%/mL) 124,10 £ 7,94 29,5+2,35 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 0,59 £ 2,91 55,50 £1,43 0,24
NUmero sptz/Palheta (X 10°) 31,03 +1,97 12,93 + 1,47 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 59,50 £ 2,91 56,43 £ 0,78 0,35
Motilidade Total (%) 80,17 £ 1,68 49,22 + 3,38 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 52,00 £ 1,86 59,00 £ 2,42 0,05
Motilidade Progressiva (%) 60,27 £ 0,61 31,38+ 2,97 0,0001
Taxa de Prenhez (%) 53,14 £ 1,87 62,5+ 2,72 0,01
NUmero Sptz' Méveis/Palheta (X 10°) 18,11 + 0,82 7,83+0,86 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 60,67 + 0,03 58,00 + 01,57 0,48
Sptz* Méveis e Normais (%) 15,32+ 0,99 6,36 £ 0,79 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 59,50 + 3,49 60,50 + 0,02 0,81
Defeitos Maiores (%) 23,42 +1,70 5,92 + 0,01 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 60,67 £ 2,44 58 67 + 2,59 0,59
Defeitos Menores (%) 10,00 + 2,63 0,01 +£0,01 0,01
Taxa de Prenhez (%) 56,00 + 1,51 61,00+ 2,74 0,14
Defeitos Totais (%) 27,83 + 2,33 10,17 + 0,00 0,005
Taxa de Prenhez (%) 60,67 + 2,79 58,17 + 2,77 0,54
PIAIA? (%) 13,48 + 1,45 2,90 + 0,64 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 63,33+ 2,93 58,00 + 0,02 0,16
Namero Sptz' PIAIA*/Palheta (X 10°) 13,48 + 1,45 2,90 + 0,64 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 0,61 £ 0,03 57,00 £ 0,02 0,40
MP3 (%) 60,00 £ 0,02 35,58 £ 2,00 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 59,14 + 2,87 57,67 £ 2,04 0,69
Al (%) 83,33 £ 1,65 56,71 £ 2,94 <0,0001
Taxa de Prenhez (%) 54,17 £1,19 57,71 £ 1,96 0,17
AP® (%) 76,00 £ 4,43 39,00 £ 0,01 0,0003
Taxa de Prenhez (%) 56,500 £ 2,54 61,50 £ 2,79 0,21

Fonte: Santos (2016).

Nota: Valores de P< 0,05 diferentes estatisticamente segundo teste “T".
Legenda: 'Sptz: espermatozoides; “PIAIA: Esgnermatozoides com membranas plasmatica e

acrossomal integras e alto potencial mitocondrial;

MPI: Espermatozoides com membrana plasmatica

intacta; *Al: Espermatozoides com acrossoma Intacto; “AP: Espermatozoides com alto potencial

mitocondrial.
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7 DISCUSSAO

Este estudo buscava compreender se as diferencas existentes na fertilidade
a campo de partidas de sémen bovino poderiam ser explicadas pela qualidade
espermética avaliada previamente antes do uso na IATF.

A primeira triagem realizada antes de iniciar a estacdo de monta identificou
que 23,6% (17/72) das partidas analisadas apresentavam algumas caracteristicas
dentro das avalia¢cdes convencionais que deixavam duvidas sobre seu potencial de
fertilidade, por isso foram excluidas do uso na IATF. Evidenciou-se que partidas de
um mesmo touro apresentou caracteristicas de qualidade espermatica diferentes. De
forma semelhante, Nogueira et al. (1999) compararam partidas de touros de corte
comercializadas por centrais brasileiras de coleta e processamento do sémen de
acordo com os parametros sugeridos pelo CBRA (2013), e notaram que as partidas
do sémen analisadas apresentavam caracteristicas de qualidade diferentes, e que
nem todas apresentavam os padrées sugeridos pelo CBRA. Em um estudo
subsequente, Nogueira et al. (2011) compararam diferentes partidas de sémen
obtendo indices de prenhez variando de 40,9% a 61,9%.

Vicent et al. (2012) no Canada analisaram partidas de sémen de touros de
leite, e também notaram que as partidas distribuidas pelas centrais apresentavam
caracteristicas seminais distintas quando analisadas pelos métodos convencionais e
por CASA e citometria de fluxo, mesmo sendo do mesmo touro. Os autores
perceberam que 41,6% das partidas produzidas por centrais de processamento do
sémen, no Canada, eram rejeitadas pelas analises convencionais, incluindo as
analises realizadas na propria central, ou seja, estas partidas ndo eram liberadas
para o comércio.

No estudo em epigrafe somente 28 partidas, das 55 selecionadas nas
avaliacbes convencionais, foram submetidas a IATF e 82% (23/28) das partidas
utilizadas apresentaram resultados superiores a 50% de taxa de prenhez sendo
consideradas como de alta fertilidade. Estes resultados nos faz refletir gque somente
as analises convencionais ja sejam suficientes para garantir a selecdo da maior
parte das partidas de sémen com bom potencial de fertilidade, mas que algumas

partidas aprovadas por estas avaliagcdes, neste caso 18% delas, podem resultar em
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percentual de fertilidade reduzido, sendo o motivo de sua falha n&o detectado por
estas analises.

As caracteristicas espermaticas somente das partidas consideradas como
de alta fertilidade (>50% de taxa de prenhez) apresentaram diferenca entre elas para
as caracteristicas analisadas pelo método convencional e por sondas fluorescentes
sem impactar na fertilidade. As analises de motilidade total e motilidade progressiva
realizadas pelo programa Sperm Class Analyser (SCA) apresentaram diferenca
entre os quartis impactando na fertilidade. Porém, os resultados obtidos mostram
gue a motilidade total e a motilidade progressiva para ambos os quartis superior e
inferior sdo suficientes para garantir boa fertilidade, sendo neste estudo o quartil
inferior apresentando melhor fertilidade. Siqueira et al. (2007) também observaram
correlacdo negativa e de média intensidade entre motilidade progressiva realizada
pelo computer-assissted semen analysis (Hamilton Thorne) pds-descongelacdo do
sémen e a taxa de fertilidade (r=-0,22).

O motivo de ndo ser observada diferenca na fertilidade destas partidas
avaliadas pode ser a triagem inicial realizada antes destas partidas serem
submetidas a estacdo de monta, ter se mostrado eficiente para garantir a fertilidade.
Pois, estas partidas selecionadas apds apresentar os padrdes desejaveis de
caracteristica espermatica avaliados pelo método convencional, também
apresentaram integridade das membranas e motilidade avaliados por sondas
fluorescentes e pelo CASA condizentes com o potencial de fertilidade.

Somente seis partidas apresentaram fertilidade igual ou inferior a 50% sendo
consideradas como de baixa fertilidade. Para efeito de comparacdo entre estas
partidas com as que apresentaram alta fertiidade, foram comparadas quatro
partidas que apresentaram as maiores taxas de fertilidade (Média= 66%) com as
quatro partidas que apresentaram as menores taxas de fertilidade (Média= 45%).

As partidas de baixa fertiidade foram aprovadas pelas analises
convencionais para todas as caracteristicas avaliadas, sem apresentar impacto
negativo na fertilidade.

Correa et al. (1997) realizaram um estudo para comparar o sémen de touros
da raga holandesa de Alta e Baixa fertilidade, notando valores médios semelhantes

para os parametros avaliados, como: concentracdo, motilidade, morfologia, status
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acrossomal, e cauda enrolada, porém a fertilidade entre os grupos foi diferente
(p<0,01).

Para as analises de membranas somente porcentagem de acrossoma
intacto e PIAIA/Palheta diferiram entre os grupos, de forma que o grupo de baixa
fertilidade apresentou maior porcentagem de espermatozoides com acrossoma
intacto. Como PIlAIA/Palheta é uma varidvel dependente de acrossoma intacto, o
motivo de ter apresentado diferenca entre os grupos pode ser este.

Apesar do grupo de alta fertilidade apresentar menos espermatozoides com
acrossoma intacto que o grupo de alta fertiidade, a porcentagem média de
espermatozoides com acrossoma intacto apresenta-se alta (65,9%), ndo sendo este
o fator apontado para diminuicdo na fertilidade. Oliveira et al. (2014) encontraram
valores inferiores (47% de Acrossoma Intacto) que nao interferiram na fertilidade.
Sellem et al. (2015) em citometria de fluxo avaliando diferentes tempos de incubagéo
mesmo no tempo “0”, ou seja, logo apds a descongelacdo do sémen apresentou
valores em torno de 45% de membrana acrossomal intacta.

Quando avaliada a cinética espermatica pelo sistema CASA (SCA) entre 0s
grupos, apenas motilidade progressiva e porcentagem de espermatozoides rapidos
apresentaram diferenca entre os grupos, de forma que o grupo considerado como de
baixa fertilidade apresentou os maiores valores médios.

Porém, o grupo de alta fertilidade mesmo apresentando valores menores, 0S
resultados ainda apresentam-se acima de 30% o que é aceitavel e recomendado
para partidas de sémen pés-descongelacéo.

Também buscando a comparacdo e explicacdo para as partidas que
apresentaram baixa fertilidade foram separadas todas as partidas por quartis de
cada caracteristica espermatica. Foi notado efeito positivo sob a fertilidade para os
grupos de quartis inferior para as caracteristicas de motilidade total, motilidade
progressiva e porcentagem de espermatozoides com acrossomo intacto. Porém,
para o grupo de quartis inferior a motilidade total apresentou-se acima de 50% e
motilidade progressiva acima de 30%. Notou-se que espermatozoides com
acrossoma intacto apresentou valores acima de 50% para o grupo do quartil inferior,
sendo nitido, conforme discutido anteriormente que estes valores ndo poderiam

impactar negativamente na fertilidade.
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Barnabe et al. (1981) notaram que quanto maior os indices de motilidade
progressiva das amostras analisadas maior a incidéncia de acrossomas normais.

Kastelic e Thundathil (2008) descrevem que varios fatores podem interferir
na fertiidade de um ejaculado, como: viabilidade das membranas, motilidade
esperméatica, capacitacdo espermatica, interacdo entre espermatozoide e tuba
uterina, interacéo entre espermatozoide e zona pellcida, fusdo do espermatozoide e
oolema e descondensacao do DNA espermatico. Sendo necessario 0 acesso a mais
testes que permitam estudar estas interacdes entre o espermatozoide e 00cito, e 0s
fatores relacionados a pré implantacdo. Citam ainda, que varios testes séo
realizados para abordar estas interacdes, porém sao realizados in vitro, obtendo
correlagfes aos testes de fertilidade realizados in vivo. Mas somente um teste ndo é
capaz de predizer a fertilidade, sendo necessario realizar varios testes e abordar em

conjunto os resultados para garantir boa fertilidade.
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8 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

1. As andlises convencionais do sémen (motilidade, vigor, concentragao,
morfologia espermatica) sdo, na maioria das vezes, suficientes para
assegurar boa taxa de prenhez no campo.

2. A inclusdo das técnicas de avaliacdo das partidas de sémen com
CASA e sondas fluorescentes nem sempre pode trazer um incremento
para a predicéo da fertilidade a campo.

3. Quando a fertiidade obtida no campo é alta (acima de 50% de
prenhez), as diferencas nas caracteristicas espermaticas das partidas
de sémen néo explicam diferencas na fertilidade.

4. Em partidas de sémen que apresentam taxa de fertilidade distinta, as
caracteristicas espermaticas obtidas por avaliagbes convencionais,
pelo CASA e por sondas fluorescentes ndo diferem, destacando que
sdo necesséarios o desenvolvimento e a realizagdo de testes mais

acurados para garantir o potencial de fertilidade do sémen.
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