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RESUMO

O estudo foi conduzido com objetivo de buscar correlagbes de analises
laboratoriais e taxa de prenhez para predicdo de fertilidade em IATF de vacas

zebuinas. Foram realizados testes laboratoriais com amostras de sémen de 71
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touros das racas Nelore e Angus, utilizadas na IATF de 13.174 vacas Nelore, no
estado de Mato Grosso do Sul. Para determinac¢do da qualidade espermética,
avaliou-se motilidade e vigor pos-descongelamento, concentracdo espermatica,
analise morfologica e teste de termo resisténcia rapido (TTR). A analise
computadorizada para avaliacdo da cinética espermatica foi determinada pelo
equipamento Computer Assisted Semen Analyse (CASA), modelo Ivos-Ultimate,
e analise dos parametros: motilidade total (%; MT), motilidade progressiva (%;
MP), velocidade média (um/s; VAP), velocidade retilinea (um/s; VSL), velocidade
curvilinea (um/s; VCL), amplitude lateral de cabega (um; ALC), linearidade (%;
LIN), retilinearidade (%, STR). Os procedimentos de citometria de fluxo foram
realizados utilizando o equipamento CytoFLEX™ avaliando a integridade de
membrana plasmatica e avaliacdo do potencial mitocondrial. Os parametros
mais significativos para prenhez foram submetidos ao Proc Logistic do SAS, e a
equacao gerada foi P/IA =-0,11 + (ECC x 0,058) - (integra x 0,004) + (polarizada
x 0,007) + (motcasa x 0,011) + (vigor x 0,15) — (defeitos totais x 0,008) —
(progcasa x 0,024) — (vsl x 0,005). Estes parametros foram considerados
relevantes e submetidos a analise no software Weka 3.8, por meio do
classificador J48, produzindo uma arvore de decisdo, com 0s parametros mais
importantes para predicdo de prenhez em IATF identificados: Motilidade
Progressiva, Motilidade Total e velocidade retilinea (VSL) no CASA, integridade
de membrana plasmatica, vigor espermético e defeitos totais. A média da taxa
de prenhez observada foi igual a calculada pela equacédo gerada, assim,
concluimos que o modelo € multifatorial com situacfes de compensacado que

devem ser consideradas nas analises.

Palavras-chave: Inseminacao Artificial, Fertilidade, Predigé&o.

ABSTRACT

The study was conducted with the objective of looking for correlations of
laboratory analyzes and pregnancy rate for fertility prediction in FTAI of zebu
cows. Laboratory tests were carried out with semen samples from 71 Nelore and
Angus bulls, used in the FTAI of 13,174 Nelore cows, in the state of Mato Grosso
do Sul. To determine sperm quality, post-thawing motility and vigor, sperm
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concentration, morphological analysis and rapid thermo-resistance test (TTR)
were evaluated. Computerized analysis to evaluate sperm Kkinetics was
determined by the Computer Assisted Semen Analyze (CASA), Ivos-Ultimate
model, and analysis of parameters: total motility (%; MT), progressive motility (%;
MP), mean velocity (um /s; VAP), rectilinear velocity (um/s; VSL), curvilinear
velocity (um/s; VCL), lateral head amplitude (um; ALC), linearity (%; LIN),
rectilinearity (%, STR). Flow cytometry procedures were performed using the
CytoFLEX™ equipment evaluating plasma membrane integrity and mitochondrial
potential assessment. The most significant parameters for pregnancy were
submitted to the SAS Logistic Proc, and the generated equation was P/IA =-0.11
+ (ECC x 0.0589) - (integral x 0.004) + (polarized x 0.0070) + (motcasa x 0.0109)
+ (vigor x 0.15) — (total defects x 0.0069) — (progcasa x 0.024) — (vsl x 0.0052).
Relevant data which are more effective for pregnancy (P/Al), when taken
together, were obtained by the Weka 3.8 software, through the J48 classifier,
producing a decision tree, with the most important parameters for pregnancy
prediction in FTAI identified: Progressive Motility, Total Motility and Rectilinear
Velocity (VSL) in CASA, Plasma Membrane Integrity, Sperm Vigor and Total
Defects. The average of the observed pregnancy rate was equal to that
calculated by the generated equation, thus, we concluded that the model is
multifactorial with compensation situations that must be considered in the
analyses.

Keyword: artificial insemination, fertility, prediction

CAPITULO 1

1. INTRODUCAO
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A inseminagdo em tempo fixo promoveu o crescimento da
comercializacao de sémen no Brasil, que se tornou um mercado potencialmente
atrativo para bovinos, ja que o Pais possui o maior rebanho comercial do mundo,
com 214,7 milhdes de cabecas de gado (IBGE, 2019). Com esse desempenho,
o Brasil se mantém como o detentor do segundo maior rebanho bovino do mundo
e o principal exportador desse tipo de carne. Ainda que a india lidere o ranking
mundial, com 303,3 milhdes de animais, o Brasil tem apresentado um
crescimento vertiginoso, correspondente a 11,3% entre 2016 e 2020,
demonstrando sua alta capacidade de competitividade (Mapa, 2020).

Em 2019, a Associagdo Brasileira de Inseminagédo Artificial (ASBIA)
relatou um aumento acentuado nas vendas de sémen bovino. Conforme o
relatério, até o més de setembro de 2018 foram comercializadas 11.450.505
doses; contra 9.701.282 no mesmo periodo de 2018 (ASBIA, 2021).

A fertilidade bovina é um processo multifatorial, que depende da
qualidade do sémen, da fertilidade das fémeas, do manejo adequado do rebanho
e da realizacdo adequada da técnica de inseminacao artificial (IA). Mas €
necessaria atencdo para o fato de que a fémea tem limitacdes em relacdo ao
namero de descendentes em curto prazo. Na contraméo desse limite, os touros
sdo capazes de produzir uma prole quantitativamente superior, nimeros que
podem ser potencializados com o emprego de técnicas de fertilizacdo, a exemplo
da utilizacdo de IA — o que deixa evidente a alta qualidade do sémen na
fertilidade e, consequentemente, na producdo de animais de excelente perfil
genético (SELLEM, 2015).

No que concerne aos fatores inerentes a fémea, salientam-se o anestro
pbs-parto e a baixa condicdo de escore de condicdo corporal (ECC) no inicio dos
protocolos. Vacas com baixo ECC apresentaram menor diametro folicular na
IATF e menores taxas de cio, ovulacdo e prenhez (Jolly et al. 1995). Por outro
lado, a fertilidade de touros tem recebido muito menos consideracao (SELLEM,
2015). Payan-Carreira e colaboradores (2013 apud SELLEM, 2015) sugerem,
para uma possivel resolucao do problema, que haja uma determinagéo rigorosa
de preditores, identificando aqueles que realmente tem efetividade no processo

de fertilidade dos espermatozoides.
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No caso da técnica utilizada na IATF, de acordo com Andersson et al.,
(2004) e Nogueira et al. (2011 a b), é necessario mencionar o fato de que o
emprego dessa técnica exerce um significativo impacto as taxas de prenhez,
mesmo que haja a preocupacéo da utilizacdo de sémen avaliados em testes
laboratoriais simples; e que tenham como parametros os protocolos minimos de
qualidade. Essa avaliagdo espermatica laboratorial busca avaliar da melhor
forma possivel a capacidade de fertilidade de um individuo, a intencéo é elaborar
um protocolo confiavel cujos aspectos elencados para estabelecer
caracteristicas que possam ser utilizadas como indicadores.

Para os pesquisadores em questdo, essa definicdo por meio dos
preditores seria muito proveitosa a industria que explora o sémen enquanto um
produto estratégico para potencializar a reproducdo. Essa maior atencdo em
relacdo aos preditores auxiliaria também nas pesquisas que, caso obtivessem
sucesso, criariam novas e mais eficientes terapias contra a infertilidade, tanto em
homens quanto em animais (PAYAN-CARREIRA et al., 2013 apud SELLEM,
2015).

Outro fator positivo, conforme Salamon e Maxwell (1995) e Ortega et al.,
(2003) encontra-se na possibilidade de um maior e melhor entendimento a
respeito dos efeitos colaterais atualmente constatados sobre a integridade e
funcionalidade espermatica, no emprego das tecnologias e processamento do
sémen (refrigeracdo, congelamento e descongelamento); e o processo da
sexagem.

As alteracdes que ocorrem em razdo do processo de congelamento e
descongelamento sdo, em sua maioria, biolégicas e funcionais, o que prejudica
a qualidade do sémen e, em casos mais graves, inviabiliza sua utilizagcéo
(ORTEGA et al., 2003). Os danos mais prevalentes em caso de alteracdes
atingem a membrana espermaética, reduzindo sua mobilidade e comprometendo,
no todo ou em parte, a viabilidade de sua da membrana espermatica alterada.
Soma-se a esse problema danos futuros referentes a disponibilidades dos
gametas durante o sistema reprodutivo da fémea e durante a fertilizacao
(SALAMON; MAXWELL, 1995; ORTEGA et al., 2003).
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Dentre alguns fatores atinentes a qualidade do sémen utilizado nos
programas inseminacgéao artificial (IA), destacam-se os padrdes de movimento
espermatico, integridade de membrana plasméatica e dose inseminante praticada
(NOGUEIRA et al., 2019). Além disso, a qualidade do sémen pode variar ao
longo da vida de touros e, até touros férteis, podem produzir ejaculados com
comprometida capacidade de fertilizagdo, dependendo da sua idade, ambiente,
fatores nutricionais e farmacologicos.

No que diz respeito as avaliacbes espermaticas in vitro, sabe-se que
apresentam variaveis consideraveis notadamente relativas a testes subjetivos,
principalmente sob microscopia Optica e andlises protedbmicas. Todavia, a
motilidade e a morfologia espermatica constituem-se como preditores de alta
relevancia no que diz respeito a fertilidade, além de figurar com um dos métodos
com boa eficiéncia e baixo custo (SHARMA et al., 2012; UTT, 2016).

Apesar de ser considerado um dos mais seguros, senao 0 mais seguro,
modelo para aferir a fertilidade de touros, a taxa de prenhez requer, para
alcancar melhores resultados, um tempo maior em relacao aos procedimentos;
além de ser um método de elevado custo econdmico. Uma estratégia mais
econbmica e de boa resolubilidade é o emprego dos métodos in vitro, também
bastante Uteis para avaliar a fertilidade de reprodutores doadores de sémen
(SHARMA et al., 2012).

E nessa perspectiva que o presente estudo Avaliacdo de Sémen
Congelado para Predicdo de Fertilidade em IATF de Vacas Zebuinas se insere,
buscando — enquanto objetivo geral pesquisa — relacées, com novas formas de
avaliacao estatistica, de andlises laboratoriais e taxa de prenhez em IATF de

vacas zebuinas

2 OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo Geral
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O estudo foi conduzido com objetivo de validar a equacao de predicdo em IATF
de vacas zebuinas, utilizando a metodologia de arvore de decisdo com o

resultado das correlacdes de analises laboratoriais e taxa de prenhez.

1.2.2. Objetivos Especificos

Realizar os testes laboratoriais (TTR, CASA, Citometria de fluxo); avaliar
os dados de prenhez real com o de prenhez na equacédo. Tal validacdo podera
ser uma ferramenta Util para identificar amostras de sémen com maior fertilidade,
ou melhores resultados de prenhez em IATF, trazendo maior economia e
sustentabilidade aos sistemas de producdo pecudrios, pela obtencdo de
melhores resultados, com menor quantidade de insumos dispendidos.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Breve histérico sobre a inseminacgéo artificial
No Brasil, a inseminacao artificial foi pioneira, tendo sido a primeira

biotecnologia reprodutiva utilizada no pais para realizar o melhoramento
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genético animal. Desde a década de 1930, quando se iniciou 0 emprego da
técnica no Brasil, que essa biotecnologia tem apresentado avancos cada vez
mais vantajosos para aqueles que a utilizam. Grande parte dessas conquistas
se deve aos esforcos de técnicos de campo e criadores pioneiros, que mesmo
face as inumeras dificuldades que surgiram, conseguiram que a técnica fosse
reconhecida e considerada como um dos maiores eventos da produgao animal,
tornando possivel a democratizacdo do uso de reprodutores geneticamente
superiores (SEVERO, 2015).

2.2 Ainseminacao artificial em tempo fixo (IATF) de vacas zebuinas

A IATF é uma técnica reprodutiva cuja dinamica envolve padrdes
determinados de controle, nos quais os lotes de fémeas a serem inseminadas
tém dia e horario estabelecidos previamente por meio de protocolos especificos.
Os protocolos visam a sincronizacdo da ovulacdo das matrizes bovinas,
utilizando para tanto o emprego de medicacdo especifica segue cronogramas
pré-agendados (ASBIA, 2013).

A técnica da IATF é reconhecida como uma das alternativas de melhor
desempenho no que diz respeito a superagdo de problemas relativos ao estro
nas fémeas zebuinas — que tém peculiaridades bastante acentuadas na
manifestacdo de comportamento estral, como demonstrado por Barros e
colaboradores (2005). E de vital relevancia para a ciéncia animal o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes de tratamento que tenham como
objetivo sincronizam o crescimento folicular e a ovulacédo — estratégias que, como
apontam Figueiredo e colaboradores (1997), facultam a realizacdo de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) sem; como lembram Figueiredo e
colaboradores (1997) e Pinheiro et al. (1998), a necessidade da detecc¢ao do cio.

De acordo com B0 e seus colaboradores (2002) e Baruselli et al. (2002),
a utilizacao de protocolos validados para a IATF tem por objetivo a inducéo de
niveis de crescimento folicular de forma inédita, fomentando novas ondas de
incremento, além de possibilitar o controle da duracéo do crescimento folicular

até o estagio pre-ovulatorio.
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Concordando com Inforzato e colaboradores (2008), percebe-se, na
utilizacdo do IATF, que a vantagem do emprego desta técnica consiste na
possibilidade de se emprenhar um numero consideravel de animais nos
primeiros 10 a 15 dias de estacdo de monta. Soma-se a essa vantagem mais
algumas, como o decréscimo da necessidade da aquisicdo de touro;
possibilidade de cruzamento entre racas, tendo como base 0s animais
selecionados e com as melhores caracteristicas do mercado; consideravel
incremento na eficiéncia reprodutiva; menor tempo no que diz respeito ao
intervalo de partos; concentracdo dos nascimentos em épocas especificas do
ano, especialmente as que tém melhores condi¢des (julho, agosto, setembro);
ganho de peso ao desmame; padronizacdo do rebanho (INFORZATO et al.,
2008).

2.3 Analises Seminais — Sistema de Analise Computadorizada do

Movimento Espermatico (CASA) e Citometria de Fluxo

A gqualidade do sémen sofre variagdes ao longo da vida reprodutiva do
touro e até mesmo os considerados férteis podem produzir alguns ejaculados
com inadequada capacidade fecundante, que pode ser relacionada ndo somente
a idade ou ambiente em que vivem (BRITO et al., 2002). A fertilidade do touro
deve ser monitorada por analise laboratorial periddica da qualidade do sémen e
também através de registros de taxa de concepcdo em programas reprodutivos
(SELLEM et al., 2015).

Deve-se considerar a particularidade dos dados fornecidos por cada
central, dada a subjetividade de cada avaliador local (THUNDATHIL; DANCE;
KASTELIC, 2016). Portanto, torna-se necessario implementar novas avaliacdes
uma vez que as atuais sao incapazes de predizer a capacidade fertilizante real
dos espermatozoides bovinos.

O sistema de analise computadorizada do movimento espermatico
(“Computer Assisted Sperm Analysis” - CASA) associado aos microscopios
opticos, tém sido aplicados na tentativa de aumentar a eficiéncia e a objetividade
da avaliacdo convencional do sémen (VERSTEGEN et al.,, 2002). O sistema
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CASA refere-se a um sistema que digitaliza imagens sucessivas dos
espermatozoides e estabelece varios parametros da trajetoria individual de cada
espermatozoide, fornecendo informacdes rapidas e precisas (FARREL et al.,
1998). O sistema analisa 0 movimento dos espermatozoides e classifica em
quatro padrbes pré-definidos: mével ndo progressivo, linear lento, linear rapido
e iméveis (MORTIMER & MAXWELL, 1999).

Os parametros gerados da motilidade espermatica pelo sistema sdo: Motilidade
Total (%), referente a populacdo de células que estdo se movendo com uma
velocidade minima determinada no setup, sendo a propor¢ao de células moveis
do total; Motilidade Progressiva (%), refere a porcentagem de células movendo-
se progressivamente; Velocidade de Trajeto (VAP, um/s), € a velocidade média
ininterrupta do trajeto da célula; Velocidade Progressiva (VSL, um/s), é a
velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto;
Velocidade Curvilinear (VCL, um/s), que é a velocidade média mensurada de
ponto a ponto do trajeto percorrido pela célula; Amplitude do Deslocamento
Lateral da Cabeca (ALH, um), é a largura média da oscilacdo da cabeca
conforme a célula se move; Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz), é a frequéncia
com que a cabeca do espermatozoide move-se para tras e para frente durante
um trajeto percorrido; Retilinearidade (STR, %), € o valor médio da proporcao
entre VSL/VAP; Linearidade (LIN, %), é o valor médio da proporcédo entre
VSL/VCL; e Velocidade Rapida (%); (Arruda, 2000).

Os parametros VSL, VAP e VCL mensuram o movimento espermatico
guantitativamente, enquanto LIN, STR, WOB, ALH e BCF definem o movimento
gualitativamente (MORTIMER, 2000).

A técnica da Citometria de Fluxo, desenvolvida primeiramente em 1934,
consiste em uma analise citoldgica através de equipamentos modernos que tem
seu funcionamento através de laser, 0 que permite maior precisdo nos
resultados. E utilizada com frequéncia para analisar alteracdes espermaticas e
também na sexagem espermatica por quantificacdo do DNA (BRITO et al.,
2018).

Essa técnica € vantajosa sobre as outras classicas para a avaliacdo da

viabilidade e integridade espermatica, pois este sistema automatizado tem a
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capacidade de examinar milhares de espermatozoides em menos de um minuto,
mede a quantidade de uma ou mais sondas fluorescentes associadas as células
espermaticas com precisdo, sensibilidade, rapidez e em grande quantidade de
células. E possivel contar e examinar as células em uma solucdo aquosa, que
segue um fluxo linear, onde passam individualmente através de um feixe de luz,
que excita os marcadores, ou fluorocromos, associados as células e capta a
frequéncia da luz. O citbmetro de fluxo, por sua vez, converte essa frequéncia
em sinais elétricos, que sao quantificados por softwares especificos
(BERGSTEIN et al., 2014).

Foi desenvolvido nos ultimos anos, uma variedade significativa de
marcadores moleculares, por exemplo: marcadores de membrana plasmatica
(CFDA, 6-carboxifluoresceina; IP, iodeto de propidio), de reacdo acrossomal
(FIT-PSA, isotiocianato de fluoresceina associado a aglutinina do Pisum sativum,
PNA-Fitc, isotiocianato de fluoresceina associado a aglutinina do Arachis
hypogaea), potencial mitocondrial (JC-1, iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro-1,10,3,30-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; R123, rodamina 123), e a escolha de um ou
outro estd associado com o objetivo do estudo. A utilizagdo de sondas
fluorescentes permite mensurar a viabilidade espermética, com a avaliacdo
estrutural e funcional dos espermatozoides de forma mais ampla, criteriosa e
rapida (BERGSTEIN et al., 2014).

2.4 Equacéao de Predicao

A avaliacdo espermatica laboratorial tem o objetivo de analisar o potencial
de reprodutores/partidas de sémen e estabelecer caracteristicas confiaveis, que
possam ser utilizadas como indicadores de fertilidade. Na rotina laboratorial é
realizada avaliacbes subjetivas de motilidade e concentracdo de células
espermaticas por dose. Entretanto, em um mercado onde se exige cada vez mais
informacgdes de predicao de fertilidade seminal na IATF tais avaliacdes podem
ser insuficientes. (POTIENS, 2021).

Diversos estudos tém sido conduzidos no sentido de estabelecer a
correlacdo dos testes laboratoriais ou associa¢cdes com os indices de fertilidade

in vivo (Freitas-Dell’Aqua et al., 2009). As equac¢des de predicao de fertilidade
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podera ser uma ferramenta Util para identificar amostras de sémen com maior

fertilidade, ou melhores resultados de prenhez em IATF.

2.5 Mineracéo de dados

A Mineracdo de Dados (Data Mining) € uma nova metodologia para
melhorar a qualidade e a eficiéncia das decisdes, por meio da obtencdo de
conhecimento util para tomada de decisdes estratégicas, baseada nos dados
histéricos armazenados. Dentre as técnicas de Mineracdo de Dados utilizadas
para classificaco, destaca-se a Arvore de Decis&o (AD). Trata-se de um método
adequado quando o objetivo da Mineracdo de Dados é a classificacdo de dados
ou predicdo de saidas. E conveniente usar Arvore de Decisdo quando o objetivo
for a categorizacdo dos dados. Ela também € uma boa escolha quando o objetivo
€ gerar regras que podem ser facilmente entendidas, explicadas e traduzidas
para linguagem natural.

A técnica de arvore de decisdo tem a capacidade preditiva e de resolucéo
de problemas de maneira simples e objetiva, com a vantagem de efetuar o ganho
de conhecimento e a tomada de decisdo a partir de uma constru¢cdo de uma
arvore com base em uma massa de dados (SHARMA et al., 2013).

O que direciona a tomada de decisdo, numa estrutura semelhante a uma
arvore. Os modelos em arvore de decisdo facilitam a interpretacdo e a
compreensao de suas regras e podem contribuir para a confianca do tomador de
decisBes em adota-los como ferramenta de suporte quando da sistematizacéo
de adocéao de tecnologias.

Uma das vantagens da aplicacéo deste algoritmo na tomada de deciséo
€ que 0 mesmo se mostra adequado para os procedimentos, envolvendo as
variaveis gualitativas continuas e discretas presentes nas bases de dados, e 0
mesmo permite a construcdo de arvores de decisdo que classifica e apresenta
em suas ramificagcdes os atributos de maior relevancia (VIEIRA et al., 2018).

Apos a criagao da arvore, o algoritmo aplica técnicas de poda onde véo
ser retiradas as “impurezas” da arvore deixando somente as informacgoes
importantes e que agregardo para a tomada de decisdo (LORENZETT;
TELOCKEN, 2016).
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Portanto uma arvore de deciséo é constituida de uma cadeia de nos de
decisdo, conectados por ramificacdes, estendendo-se desde o né raiz até os
subnds, tendo como requisito basico a existéncia de um atributo meta (DE
ARAUJO VIEIRA et al., 2018). As arvores de decisdo usam varios algoritmos
para decidir dividir um né em dois ou mais subnés. A criacdo de subnos aumenta
a homogeneidade dos subnds resultantes. Em outras palavras, podemos dizer
que a pureza do n6é aumenta em relacdo ao atributo meta. A arvore de decisdo
divide os nés em todas as variaveis disponiveis e entdo seleciona a divisdo que

resulta em subnds mais homogéneos.

3. MATERIAL E METODOS

Foram avaliados, de um banco de dados, partidas de sémen congelado
de 71 touros (35 Nelore e 36 Angus), utilizados em IATF de 13.174 vacas
Zebuinas (Bos indicus) classificadas em novilha, solteira, primiparas e
multiparas, de propriedades localizadas no Cerrado e Pantanal Sul-Mato-
Grossense. Dados reprodutivos de fémeas, como o escore corporal, foram
adicionados no inicio do protocolo de IATF e, acrescentados ao trabalho para

correlacionar a taxa P/IA com os resultados obtidos em exames laboratoriais.

Os animais foram submetidos ao protocolo (D0) ao inicio da estacéo de
monta, em seguida, as vacas foram submetidas a IATF, realizada por
inseminadores de comprovada experiéncia, utilizando sémen descongelado em
descongelador automatico a 36°C. O diagnostico de gestacdo foi obtido por

ultrassonografia transretal, 30 dias apos a IATF.

3.1. Inseminagéo artificial em tempo fixo

O protocolo de IATF foi realizado em todas as vacas em estagios
aleatdrios do ciclo estral, recebendo um dispositivo intravaginal de liberacao de
progesterona (1g de progesterona) mais 2 mg I.M. de benzoato de estradiol no
Dia O (primeiro dia do protocolo). Os dispositivos progesterona foram removidos

no 8° dia de protocolo e todas as vacas receberam 0,150 mg |.M. de d-
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cloprostenol (PGF2a-analogo), 300 Ul de eCG I.M. e 0,5 mg de cipionato de
estradiol I.M.

No dia 8 ainda, todas as vacas foram marcadas na regido sacral e da
cabeca da cauda com bastdo marcador. No 10° dia, a expressdo de estro,
avaliada no momento da IATF e, classificada de acordo com a proporcéo de tinta
da cauda removido: 1 - nenhuma ou pouca remocéo de tinta (sem expresséo de
estro), 2 - remocao parcial de tinta (baixa expressdo de estro) e 3 - remocéao
quase completa ou completa da tinta (alta expressédo de estro; SILVA et al.,
2016).

A inseminacao ocorreu em tempo fixo 48-52 horas apoés a retirada dos
implantes, e 15 dias apds animais foram colocados com touros Nelore até o final
da EM de 3 meses. O diagnoéstico de gestacdo foi realizado através da

ultrassonografia transretal, 30 dias apo0s a retirada dos touros.

3.2 Testes laboratoriais: Avaliagcdo da qualidade do sémen

Para determinacgdo da qualidade espermética foram realizados os testes
de motilidade e vigor pés-descongelamento, concentracdo e analise morfolégica
do sémen congelado, teste de termorresisténcia rapida (TTR), analise
espermatica assistida por computador (CASA) e citometria de fluxo, de acordo
com as metodologias descritas a seguir.

A avaliacdo da motilidade e vigor p6s-descongelamento, foi obtida através
da deposicdo de uma gota de sémen em lamina aquecida (35 a 37°C) e coberta
com laminula para observagdo em microscopia optica com aumento de 20x,
sendo os valores de motilidade expressa em porcentagem (CBRA, 2013). A
concentracdo espermatica foi determinada em hemocitdmetro, na diluicdo de
1:100, sendo o resultado expresso em espermatozoides/ml.

Para a avaliacao da concentracao, foi retirado 20 microlitros do ejaculado,
com o auxilio de uma pipeta de Sahli, diluindo-o na propor¢éo de 1:200, em 4mL
de solucdo de formol-citrato. Prosseguiu-se com o célculo da concentragdo
espermatica, ou seja, o numero de células presentes no ejaculado, realizado em

camara de Neubauer. Para a contagem, utiliza-se um microscopio com lentes
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objetivas de 10x e 40x, sendo contados os espermatozoides de cinco quadrados
grandes nos dois lados da camara (CBRA, 2013).

A morfologia dos espermatozoides foi avaliada em microscopio de
contraste de fase com aumento de 1000x. Para esta analise, foram consideradas
as anormalidades de cabeca, peca intermediaria e cauda, contando 200 células,
classificando-as em defeitos maiores e menores. Uma aliquota das palhetas foi
colocada em um frasco de vidro, lacrado e mantido em banho-maria, para
realizacdo do teste rapido de termorresisténcia a temperatura de 46°C por 30
minutos (CBRA, 2013). Ao final do periodo, a amostra foi analisada quanto as
seguintes variaveis: motilidade e vigor pelo método subjetivo ao microscépio de
campo de luz.

A andlise computadorizada para avaliacdo da cinética espermatica foi
determinada pelo equipamento computer assisted semen analyse (CASA),
modelo Ivos-Ultimate - Hamilton Thorne Biosciences, previamente ajustado
(setup) de fabrica padrao, para analise de sémen bovino. Foram utilizados 2 uL
de sémen, preenchidas por capilaridade na camera Leja®. No CASA, foram
selecionados dez campos para a leitura.

A técnica de citometria de fluxo congrega em si varias fases no decorrer
dos procedimentos, o que compromete a funcionalidade da membrana em razao
da maior possibilidade de ocorréncia de alteracdes, especificamente no que
tange as caracteristicas referentes a motilidade e na morfologia espermatica dos
espermatozoides.

Os procedimentos de citometria de fluxo foram realizados utilizando o
equipamento EasyCyte™ (IMV France) para a avaliacdo da integridade
estrutural da membrana plasmética e a polarizacdo mitocondrial, equipado com
utilizando sondas de fluorescéncia Pl (iodeto de propidio) e JC-I (5,5',6,6'-
tetracloro - 1,1',3,3' - iodeto de tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) e entdo a
amostra foi encubada por 20 minutos a 37°C em ambiente escuro, analisados
por meio do software CytExpert Acquisition (Beckman Coulter, Brea, California,
EUA).

A integridade estrutural da membrana plasmatica e polarizacéo

mitocondrial foram avaliadas por citometria de fluxo, utilizando, respectivamente,
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as sondas fluorescentes PI (iodeto de propideo) e JC-I (5,5,6,6’-tetracloro-
1,1°,3,3’- tetraetilbenzimidazolil-carbocianine iodide), no aparelho EasyCyte IMV
France. A andlise realizada para a avaliacdo do potencial mitocondrial foi
realizada utilizando a sonda fluorescente MitoTracker Green (MTGreen,
Molecular Probes M7514, Eugene, OR, USA) (Celeghini et al.,, 2007). Foi
adicionada a base anteriormente descrita 0,25 pl de MTGreen (1mM) e entdo a
amostra foi encubada por 20 minutos a 37°C em ambiente escuro. As células
com potencial mitocondrial positivo sdo coradas fortemente e as com baixo

potencial sdo coradas fracamente e foram avaliadas por meio de histograma.

Para cada ensaio, pelo menos 10.000 células foram avaliadas pelo
citbmetro de fluxo para cada amostra. Os dados foram gerados em formato de
gréafico de histograma, o que permitiu a visualizacao de todos 0s eventos visiveis,

devidamente compensados pelo software de citdbmetro de fluxo propria matriz.

3.3 Analise estatistica

Para os resultados P/IA, foi considerada a resposta binaria (prenha ou
vazias) e foi realizada a andlise de regressao logistica multipla, assumindo um
nivel de significancia de 5% e analise de correlacdo multipla entre as variaveis
(fertilidade dos lotes e resultados de exames laboratoriais). Os resultados foram
analisados usando o software Proc Logistic incluido no Statistical Analysis
System 9.1.3 (SAS Institute Inc., 2000). Os parametros mais relevantes
observados no resultados do Proc Logistic considerados mais efetivos a
prenhez, quando em conjunto (1) Integridade de membrana; (2) Polarizacao; (3)
Vigor; (4) Defeitos totais; (5) Motilidade do CASA; (6) Motilidade Progressiva do
CASA; (7) VSL; (8) ALH foram utilizados para a proxima analise, pois estes
dados fornecem 'insights' sobre a possibilidade na elaboracdo de equacdes de
predicédo de fertilidade de sémen, aplicando com amparo da técnica de inducao
de arvore de decisao.

Com objetivo de analisar o ganho de conhecimento foi induzida a
construcdo de arvore de decisdo com base na massa de dados. As arvores de

decisao foram induzidas no software Weka 3.8 com configuragdes padréo.
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A taxa de prenhez média foi de 50,00%, conforme Tabela 1, onde também

verificamos as médias dos parametros analisados.

21

Tabela 1 - Valores médios dos parametros avaliados de (13.174 IATF).

Parametros Minimo/Méximo Média Desvio Padréo
P/IA (%) 21,21a70 49,59 0.50

ECC laé6 3.5465 0,7446
Membrana Integra (%) 4,66 a 99,89 57.8769 27.5296
Polarizag&o (%) 19,81 a 78,7 54.7199 15.0855
Motilidade (%) 30a70 44.1754 5.8481
Vigor 2a4 3.2845 0.5832
Defeitos Totais (%) 4a26 14.1202 6.4406
Defeitos Maiores (%) 2a26 9.4106 5.03722
Motilidade CASA (%) 4,30a 79 46.2671 21.2803
Mot. Progressiva CASA (%) 2,60 a 48,20 30.3132 11.0954
VAP CASA (um/s) 64,13 a 128,03 89.3629 13.6575
VSL CASA (pm/s) 54,93 a 108,31 73.1336 13.7913
Linearidade (%) 37,83 a64,41 48.821 5.3611
STR CASA (%) 73,15 a 91,53 80.3027 5.3187
ALH CASA (um) 4,33 a10,38 7.0806 1.2038
VCL CASA (um/s) 101,50 a 228,48 151.8147 27.2708
Motilidade TTR (%) 0a40 14.9309 8.6106
Vigor TTR Oa4 2.1991 0.8479
Destac. de Acrossoma (%) lal7? 2.9157 1.5687
Viaveis / dose (10%/ml) 3az25 20.6014 11.3601

A analise de regressao logistica dos principais fatores que influenciam na

prenhez, resultou em um modelo de equacéo para a prenhez de IATF, com 0s

seguintes parametros significativos: ECC (escore de condicdo corporal);
INTEGRA (integridade de membrana); POLARIZADA (polarizacdo mitocondrial);

MOTCASA (motilidade total

pelo CASA); VIGOR; DEFEITOS TOTAIS;

PROGCASA (motilidade progressiva pelo CASA); VSL (velocidade retilinea).
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P/IA =- 0,11 + (ECC x 0,0589) - (INTEGRA x 0,004) + (POLARIZADA x 0,0070)
+ (MOTCASA x 0,0109) + (VIGOR x 0,15) — (DEFEITOS TOTAIS x 0,0069) —
(PROGCASA x 0,024) — (VSL x 0,0052).

O R? encontrado foi de 0,07; considerado baixo. Assim, 0s parametros
indicados foram submetidos a analise de arvore de decisdo na analise
subsequente. Também afim de validar a equacéo encontrada, foi utilizada com
bancos de dados de 1.815 P/IA e os resultados foram positivos para a equacao,
correlacionando os resultados reais a campo com a probabilidade de prenhez da

equacao. (Tabela 2)

Tabela 2 — Porcentagem de prenhez a campo e % de predicao de prenhez pela equagéo

gerada e o numero de inseminagéo artificial (IA) realizada.

Touro % Prenhez a campo % Prenhez na N° de 1A
Equacgédo
A 48,32 53,34 149
B 59,86 53,44 461
C 50,44 53,83 113
D 57,77 51,99 180
E 63,01 52,39 146
F 50,47 50,73 628
G 43,47 50 138
Médias 53,33 52,24
Total 1.815

Em relacdo a arvore de decisdo, podemos observar uma arvore com
13.170 instancias, obtidas pelo software Weka 3.8, por meio do classificador J48
com base nos resultados, podemos afirmar que o algoritmo 'ProgCASA'
(Motilidade Progressiva) € mais o no raiz, sendo o atributo mais importante para
a tomada de deciséo, em fungéo de fornecer maior ganho de informacéo para o
conjunto de dados, seguido de Vigor. Logo, vém os atributos Motilidade Total
(MotCASA), Membrana integra (Integra) e, Defeitos Totais (Def. Totais). (Figura
1).
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Para prenhez positiva, visto no né raiz o ProgCASA no valor menor ou
igual a 24,2% (sendo valores minimos de 2,60 e maximo 48,20%) temos o subn6
dependente do Vigor de 2, 3 e 4. A prenhez ocorreu em Vigor igual 2 e na folha
de motilidade acima de 23,3%; Vigor igual a 3 e na integridade de membrana
maior que 4,66% (valores minimos de 4,66 a 99,89%); Vigor 4 com a
porcentagem de defeitos totais menor que 15% (valores minimos de 4 e maximo
26%).

Ao considerar a % de ProgCASA no valor menor ou igual a 24,2, observa
0s nos Vigor como vacas “vazias” (sem gestag&o) ocorreram em Vigor igual 2 e
na folha de motilidade menor ou igual que 23,3%; Vigor igual a 3 e na integridade
de membrana menor ou igual que 4,66%; Vigor 4 a porcentagem de defeitos

totais maior que 15%.
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F = folhas; PROCIgcasa = Motilidade Progressiva no CASA; Motcasa = Motilidade Total
no Casa; Vigor = Anadlise de vigor p6s-descongelamento. Escala de 1-4; Integra =
integridade de membrana no citbmetro de fluxo; Dtotais = percentuais de defeitos totais;
vslcasa = VSL velocidade retilinea no CASA.

Figura 1- Saida da arvore de decisao obtidas pelo software Weka 3.8, por meio
do classificador J48
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ProgCASA ProgCASA
<=242 |<=24,2
Vigor Vigor
=2 =3 =4 | =2 | =3| [=a
MotCASA Integra Def.Totais MotCASA Integra DefTotais
>23,2 >4,66 <=15 <=232 <=4,66 >15
1 1 1 0 0 0

ProgCASA = Motilidade Progressiva no CASA; Motcasa = Motilidade Total no CASA;
Vigor = Andlise de vigor pos-descongelamento na escala de 1-4; Integra = integridade
de membrana no citbmetro de fluxo; Def.totais = percentuais de defeitos totais; 1 =
Prenhez e 0, Vazia (ndo gestagao).

Figura 2- Arvore podada para Motilidade Progressiva (ProgCASA) com valor
<=24,2%

Ao examinar a porcentagem de ProgCASA no valor maior que 27,4%,
observa os nés Vigor como vacas “vazias” (sem gestagao) nos valores igual 2 e
3, independentemente de qualquer outro parametro. No Vigor 4 é inerente e tem
um impacto maior — sendo positivo para prenhez junto ao atributo VSL
(Velocidade progressiva) menor/igual 81,91um/s (minimo de 54,93 e maximo
108,31um/s), a ndo gestacao ocorre em valores maiores que 81,91um/s. (Figura
12)
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ProgCASA

=4

vsL
>81,91

ProgCASA = Motilidade Progressiva no CASA; Motcasa = Motilidade Total no CASA;
Vigor = Analise de vigor pos-descongelamento na escala de 1-4; Integra = integridade
de membrana no citdmetro de fluxo; Def.totais = percentuais de defeitos totais; VSL
Velocidade progressiva no CASA; 1 = Prenhez e 0, Vazia (ndo gestacao).

Figura 3- Arvore de decisdo podada para Motilidade Progressiva (ProgCASA)

com valor > 27,4%.

Tabela 3 - Regras para Probabilidade de prenhez

ProgCASA MotCASA Vigor Integra Def.totais VSL Casos Confianca da Regra
2,60 a 48,20% 4,30 a 79% 2a4 4,66 a 4 a 26% 54,93 a
99,89% 108,03 pm/s
>=27,4 - 0(779,93) 70,76%
<=24,2 <=23,3 2 0 (194,7) 69,26%
<=24,2 >23,3 2 - - 1(31,36) 70,61%
<=24,2 3 <=4,66 - 0 (71,72) 72,61%
<=242 3 >4,66 - 1 68,01%
(2.466,43)
<=24,2 - 4 - <=15 - 1 70,05%
(1.482,04)
<=24,2 5 >15 - 0 (414,0) 67,29%
>27,4 - - 0 (505,53) 70,75%
>27,4 - 3 - - 0 66,83%
(4.675,19)
>27,4 - 4 - <=81,81 1 67,76%
(1.642,96)
>27,4 - 4 i >81,91 0(910,14) 69,89
Total 13.174
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A avaliacédo laboratorial pelo CASA é uma técnica muito util para predicéo
da fertilidade e para estudar os efeitos de varios procedimentos in vitro na
motilidade espermatica (FARREL et al., 1993), o presente estudo mostrou uma
correlagcdo positiva da motilidade progressiva, Vigor, Motilidade, Membrana
integra e, Defeitos Totais e VSL (Tab. 2). Resultados semelhantes foram
encontrados por Cseh et al. (2003), cujos dados indicaram que touros com
menores valores de VCL, VSL e VAP apresentaram menores taxas de
fertilizacdo. ApOs avaliar as velocidades espermaticas individuais (VCL, VSL e
VAP), Nagy et al. (2015) observaram que a VAP apresentou maior correlacao
com as taxas de néo retorno ao estro aos 30 e 75 dias (R2 = 0,7029 e 0,6652,
respectivamente), sugerindo que este € um parametro de velocidade
espermatica com grande relevancia clinica para predicao de fertilidade.

Autores como Gillan et al. (2008), Kathiravan et al. (2008) e Vincent et al.,
(2012) tém apresentado em suas pesquisas uma inter-relacdo positiva entre
fertilidade no campo e mobilidade total e progressiva do sémen bovino. Todavia,
Allouche e colaboradores (2017) ndo concordam com essa conclusdo de que a
motilidade favorece a fertilidade, isso em razdo de que em pesquisas por eles
realizadas tém demonstrado uma taxa de fertilidade maior em touros que foram
identificados com alta frequéncia de espermatozoides imoveis e menor taxa de
motilidade total e progressiva (ALLOUCHE et al., 2017).

Para Allouche e seus colaboradores (2017), a motilidade em excesso
pode se constituir em um aspecto danoso e, portanto, desfavoravel a qualidade
da fertilidade, tendo em vista que o0s espermatozoides procurariam atingir de
forma célere o oviduto e, antes da ovulacdo, ndo obteriam sucesso para alcancar
e fecundar o odcito.

Os meétodos subjetivos, segundo Berndtson et al. (1981); Kathiravan e
colaboradores (2011) e Amann e Wabersky (2014), tém demonstrado ao longo
dos anos uma inter-relacéo de sucesso no que diz respeito a motilidade com a
fertilidade. Os métodos subjetivos, conforme informam Gillan et al. (2008),

também se mostraram efetivos e satisfatérios a partir de analises
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computadorizadas, principalmente relacionados a morfologia, anormalidades de
tipologias diversas — geralmente associadas a limitacdo da capacidade de
fertilidade de touros; e o incremento da mortalidade embrionaria, como apontam
as pesquisas de Walters e colaboradores (2005).

Mas os parametros que demonstram alta funcionalidade referentes aos
métodos subjetivos ndo se resumem aos supracitados, outros tém sido
sugeridos como estratégias para dirimir eventuais danos e potencializar fatores-
chave na fertilidade dos espermatozoides, a exemplo da integridade de
membrana, indicados por Flesch e Gadella (2000); e acrossoma, apontados por
Oura e Toschimori (1990).

A propésito ainda dos parametros, Thomas e colaboradores (1998) e
Graham e Mocé (2005) deram contribuicdes relativas a atividade mitocondrial,
enfatizando a relagdo intrinseca da atividade mitocondrial com a motilidade da
célula e também, a integridade da cromatina.

Nogueira et al. (2019) informam que, no que diz respeito a qualidade do
sémen, esta é obtida por meio de exames e aferigdes “subjetivas de motilidade,
proporcdo de espermatozoides morfologicamente normais e concentragao de
espermatozoides por dose. ” N&o obstante, ressaltam os autores em questéao,
tais métodos podem ndo ser instrumentos suficientemente precisos em sua
execucao, o que pode interferir no processo de avaliacdo e determinacao da
fertiidade das amostras, “uma vez que ndo sao avaliados 0s processos
necessarios para a fecundacdo, tais como a capacitacdo e a reacao
acrossbmica, e que nenhum teste laboratorial utilizado isoladamente pode
estimar o potencial de fertilidade do sémen.”

Estudos de Silva, et al, 2019, propds outro modelo de predicdo de
fertilidade, onde foi incluindo parametros andlises convencionais, CASA e
citometria defluxo (R? = 0,481), onde foram identificados seis atributos do sémen
gue contribuiram para a fertilidade sendo eles: Motilidade Progressiva,
velocidade média (VAP), velocidade retilinea (VSL), polarizagdo mitocondrial
(Polariz), integridade de acrossoma (LIVERAFITCPNA) e, integridade de
membrana (INTALEX). Equacéo:
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Esses resultados encontrados demonstrados pelo modelo de Silva et. al
2019, identificou seis atributos espermaticos que contribuiram para a fertilidade.
Primeiro, a integridade da membrana ja considerada por varios autores como um
potencial marcador de fertilidade.

A expressao de cio teve influéncia na prenhez sendo a classificacao de 1:
41,66% (348/1293); 2: 46,32% (408/1293) e; 3: 53,17% (537/1293),
corroborando com resultados obtidos por NOGUEIRA et al., 2016, onde verificou
a utilizacdo de escores de remocdo de tinta, com bastdes marcadores, para
avaliacdo da manifestacdo de cio no momento da IATF, é util para identificar
vacas com maior expressao de cio e, consequentemente, maior prenhez na IATF

Autores como Arruda et al. (2011), Brito et al. (2004) e Nogueira et al.
(2019) enfatizam que das caracteristicas qualitativas do sémen, é de suma
relevancia atentar para a necessidade de melhoria da capacidade dos
bioensaios, notadamente no que concerne ao “poder correlativo dos bioensaios
com espermatozoides in vitro para a predicéo da fertilidade a campo envolve o
uso da modelagem estatistica, com grandes conjuntos de dados de fertilidade
(NOGUEIRA et al., 2019).

5. Concluséo

A visdo holistica da analise permitira o entendimento e definicdo da
probabilidade de prenhez, a partir de mecanismos metabodlicos compensatorios
que podem ser avaliados através de métodos mais complexos de analise. A
arvore de decisao criada mostra que ndo existem pontos de cortes fixos, mas a
possibilidade de reequilibrar e fazer compensacdes de determinadas
caracteristicas com outros fatores que compdem o modelo estatistico. Esse
equilibrio permite utilizar doses/partidas que pudessem ser descartadas, com
grandes perspectivas de bons resultados, mostrando que o modelo é multifatorial

com situacdes de compensacao que devem ser consideradas nas analises.
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