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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the influence of hyperactivated sperm kinetics on pregnancy rate in IATF.
Two experimental groups were established, based on the results of the semen analysis in the CASA system: groups
of bulls with hyperactivated sperm (N = 10; HIPER) and bulls with non-hyperactivated sperm (N = 14; N HIPER).
Differences between groups were estimated by the t test, and a significance level <5% was considered. Higher
values for the variables were identified in the HIPER group: VAP; VSL; VCL; ALH; RAPID cells and SLOW
cells. On the other hand: BCF; STR; LIN; WOB and MEDIUM cells, which had higher values in the N HIPER
group. No difference was found for the pregnancy rate variable between groups (p=0.454). Therefore, although
the CASA system is an objective method of analysis, we can consider that it alone is not sufficient to predict
seminal fertility, but when associated with other techniques such as: specific software and multivariate statistics
that identify subpopulations, if makes it an important methodology for assessing semen quality.
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INTRODUCAO

O Brasil detém o maior rebanho bovino comercial do mundo com 221,81 milhoes de
cabegas, observando-se, sobretudo, um crescimento continuo nos ultimos anos. Esse
crescimento ¢ devido a nutri¢do e a utilizacdo cada vez maior de biotécnicas reprodutivas
(IBGE, 2018). Das biotécnicas utilizadas, a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) se
destaca, pois a implementag¢do dessa técnica resulta em melhoria dos indices reprodutivos,
reducdo do intervalo entre partos, aumento da padronizacao de lotes de bezerros, concentracao
do nascimento e desmame nas melhores épocas do ano e permite um melhor controle do
rebanho (BARUSELLI et al., 2017).

Neste contexto, a avaliacdo da fertilidade se tornou fundamental para a eficiéncia
reprodutiva e baseia-se principalmente na andlise do sémen apds a descongelagdo usando
parametros convencionais, como motilidade espermatica, morfologia, viabilidade, integridade
de membrana e acrossoma (KATHIRAVAN et al., 2011). Embora estas avaliagdes sejam
fundamentais para a analise androldgica de rotina, a analise da motilidade espermadtica ¢ crucial
na selecdo de um ejaculado. Assim, a partir dos parametros avaliados pela analise
computadorizada do sémen (Computer-assisted sperm analysis- CASA) ¢ possivel aferir
caracteristicas cinéticas individuais dos espermatozoides. Desta forma, ¢ possivel avaliar
células espermaticas em situacao hiperativada de uma maneira indireta ao analisar a amplitude
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do movimento lateral de cabeca (ALH), velocidade curvilinea (VCL) e linearidade (LIN)
(SUAREZ, 2008). Estudos de Marquez e Suarez, (2007) indicam hiperatividade espermatica
quando os resultados apresentam, simultaneamente: ALH >7um, VCL >80um/s e LIN <65%.
De fato, varios fatores inerentes de qualidade do sémen podem afetar os resultados
dentro de um programa de biotecnologia de inseminagao artificial em tempo fixo. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi pesquisar os parametros cinéticos indicativos da hiperatividade
espermatica e avaliar qual a sua influéncia sobre a taxa de prenhez na IATF em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Dados da inseminacio artificial em tempo fixo

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA- UEL,
N°22459.2018.38). Foram compilados dados da Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF)
com resultados da taxa de prenhez, obtidos a partir do histérico da estacdo de monta entre os
meses de setembro de 2017 a margo de 2018 de quatro propriedades atendidas por médico
veterinario autbnomo. Em todas as propriedades os animais eram mantidos em pasto Uruchola
brizantha, suplementados com sal mineral e livre acesso a agua. As fémeas (N= 1911)
apresentavam idade entre 2 e 10 anos e ECC médio de 2,93 (min: 2,5; méx: 4), em uma escala
de 1 a 5 (onde 1: magra e 5: obesa), e foram submetidas ao mesmo protocolo de IATF,
inseminadas e avaliadas pelo mesmo técnico. O protocolo hormonal incluiu trés tratamentos,
iniciados em um dia aleatdrio do ciclo estral.

No dia 0 (DO0), foi inserido um dispositivo intravaginal contendo 1,2g de progesterona
(P4) (Fertilcare Implante 1200%, MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), associado a aplicacio
de 2mg de benzoato de estradiol (Fertilcare Sincroniza¢do®, MSD Saude Animal, Sdo Paulo,
Brasil), por via intramuscular. No dia 8 (DS), o dispositivo de P4 foi removido e juntamente
com 2mL de cloprostenol sodico (Estron- cloprostenol®, Agener Unido Satide Animal, Sao
Paulo, Brasil) foram administrados; 0,5mg de cipionato de estradiol (CE) (Fertilcare
Ovulagio®, MSD Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina
(Folligon®, MSD Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil), por via intramuscular. A inseminagio
artificial foi realizada no dia 10 (D10), a partir de 48 horas ap6ds a remocao do dispositivo P4 e
o diagnostico de prenhez foi realizado por ultrassonografia transretal (Aloka SSD-500%, 5,0
MHz), 30 dias apds a IATF.

Selecido dos touros e analise do sémen

Foram avaliadas 24 doses de sémen congelado de touros, das ragas Nelore (n=15) e
Angus (n=9) sendo uma partida (250uL) de cada touro. A determinacdo dos grupos de touros
com espermatozoides hiperativados (N=10; HIPER) e touros com espermatozoides nao
hiperativados (n=14; N HIPER) foi estabelecido a partir dos resultados das analises do s€émen
no sistema CASA, sendo considerado grupo HIPER os parametros com ALH > 7um, VCL >
80um/s e LIN < 65%, segundo Marquez e Suarez (2007) e grupo N HIPER os parametros
cinéticos fora desse padrao. A média da taxa de prenhez para cada touro foi obtida por meio
dos resultados compilados dos diagnosticos realizados por ultrassom 30 dias apds as
inseminagoes.
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A analise computadorizada da cinética espermatica foi realizada no equipamento
IVOS® (Hamilton-Thorne IVOS, Beverly, MA, USA), utilizando o sefup para bovinos. Os
parametros analisados foram: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %),
velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, um/s), amplitude lateral da cabeca (ALH, um), frequéncia de batimentos (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e taxa de oscilagio (WOBBLE, %). Também
foi avaliada a proporcao de células rapidas, médias, lentas e estaticas dentro da amostra. Todas
as analises de sémen foram realizadas pelo mesmo técnico.

Analise estatistica

Para avaliar o efeito das variaveis, como: escore de condi¢cdo corporal (ECC) e
categoria das vacas (novilhas ou vacas, primiparas ou multiparas); raca dos touros; fazenda e o
efeito do touro sobre a taxa de gestagado, foi utilizado o modelo linear generalizado. A variavel
inseminador ndo foi considerada pois os protocolos hormonais, inseminagdes e diagnosticos
gestacionais foram executados pelo mesmo técnico. A fim de comparar a média dos parametros
de cinética espermatica entre os grupos de touros hiperativados e nao hiperativados, foi
utilizado o teste T. Os resultados foram apresentados com estimativas de médias, desvio padrao
e considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar o efeito das variaveis: raca animal, escore de condi¢ao corporal (ECC),
categoria das fémeas (novilhas ou vacas, primiparas ou multiparas) e fazenda, para
determinagdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho, foi observado apenas influéncia do touro
sobre a taxa de prenhez (p=0,003). No grupo HIPER, foram identificados valores superiores
para as varidveis: velocidade média do trajeto (VAP; p<0,001); velocidade progressiva (VSL;
p=0,022); velocidade curvilinear (VCL; p<0,001); amplitude de deslocamento lateral de cabega
(ALH; p<0,001); células com velocidade rapida (RAPID; p=0,042) e células com velocidade
lenta (SLOW; p=0,032).

Por outro lado, a frequéncia de batimento flagelar (BCF; p=0,031); retilinearidade
(STR; p<0,001); linearidade (LIN; <0,001); wobble (WOB; p<0,001) e cé¢lulas com velocidade
média (MEDIUM; p=0,029), tiveram valores superiores no grupo N HIPER. Estudos prévios
indicam que maiores percentuais de células RAPID e ALH, apresentam maior resisténcia a
criopreservacdo (KATHIRAVAN et al., 2011; SHOJAEI et al., 2012), bem como, ja foi
observado maior sucesso reprodutivo com espermatozoides com velocidade répida e altos
valores de VCL (SHIBAHARA et al., 2004). Resultados semelhantes também foram descritos
por Nagy et al (2015) e Inang et al (2018), no qual foram identificados que varidveis como:
VAP, VSL, VCL e a ALH apresentaram correlagdo positiva com taxa de fertilizagdo nos indices
reprodutivos utilizando doses de sémen bovino congeladas. Ademais, um estudo a campo
utilizando doses hiperativadas e nao hiperativadas de touros, revelaram maiores taxas de
gestagdao por IA com sémen hiperativado em vacas com ovulagao precoce (PFEIFER et al.,
2018).
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No presente estudo, apesar das diferencas encontradas para alguns parametros entre os
grupos (p<0,05), ndo foi encontrado diferenca para a varidvel taxa de prenhez nos grupos
HIPER (805/408; 50,72%) e N HIPER (1,106/ 590,05; 53,35%); (p=0,454). Neste caso, a falta
de explicacdes acerca da diferenga no potencial de fertilidade de uma partida de sémen pode
ser em funcdo de atributos espermaticos nio avaliados (GARCIA-ALVAREZ et al., 2014).

E importante considerar que o ejaculado do mamifero é heterogéneo, ou seja, ¢
composto por diferentes subpopulacdes espermaticas, que apresentam respostas variadas
quanto aos padrdes de motilidade (QUINTERO-MORENO et al., 2003). Portanto, embora o
sistema CASA permita a identificagdo da cinética das células espermaticas e o registro
individual de sua trajetoria, se forem considerados os valores médios da cinética espermatica,
presume-se que o ejaculado € uniforme, causando perda de informagdes importantes (BARBAS
etal., 2018).

CONCLUSOES

Conclui-se que, a analise computadorizada pelo sistema CASA ¢ amplamente utilizada
como método objetivo de andlise, mas ndo foi suficiente para predizer a fertilidade seminal, e
deve ser associado com outros métodos de avaliacdo mais acurados, para fornecer explicagdes
acerca da diferenga no potencial de fertilidade.
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