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Abstract: The ability to predict male fertility is highly desirable for bulls used in Al. Timed artificial
insemination (TAI) represents a breakthrough in the use of Al in Brazil and other countries. Numerous
causes contribute to the wide range of results and/or unsatisfactory pregnancy rates in TAI programs,
highlighting the factors inherent in the bovine female in addition to several factors inherent to quality
of semen used, and in regarding to it, differences reported in fertility could be attributed to variation
in sperm qualitative characteristics. Consequently, the success of bovine Al programs largely depends
on the use of good quality semen. When only high fertility bulls are used, better conception rates are
achieved, reducing costs of reproductive programs. Thus, some authors have shown that semen used
in TAI has great impact on pregnancy rates, and various biomarkers of sperm quality are required to
predict the fertility of bull spermatozoa. We will discuss results in Brazilian TAI programs, and different
methods of post thaw semen evaluation and relations with the P/AI cows to identify the candidate
predictors of conception rate.
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Introducao

O uso da inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF) promoveu o crescimento da co-
mercializagdo de sémen no Brasil, onde os segmentos de corte e leite comercializaram juntos,
13.831.149 doses em 2018, conferindo um incremento de 14,1% nas vendas em relagdo a
2017. Embora em ascensio, apenas 13,1% do rebanho brasileiro de matrizes foi inseminado
no ultimo ano [1]. Destaca-se ainda o crescimento nas exportagdes deste setor, com a comer-
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cializacdo de 418.988 doses, evidenciando uma elevagdo de 22,5% nas vendas, com lideranga
da raga Girolando nesta categoria.

Apesar dos evidentes avancos na produ¢io de gado de corte e leite conferidos pelo de-
senvolvimento comercial da IATE, a taxa de prenhez média esperada é estimada entre 40
a 50%. Diversos fatores podem estar relacionados a esses resultados, destacando-se aque-
les inerentes a fémea, como o anestro pos-parto e a baixa condi¢ido corporal no inicio dos
protocolos, além de outros fatores inerentes a qualidade do sémen utilizado nos programas,
tais como os padroes de movimento espermatico, integridade de membrana plasmatica e
dose inseminante praticada.

E evidente que o sémen utilizado na IATF tem grande impacto sobre a taxa de prenhez,
ainda que se utilizem aqueles avaliados em testes laboratoriais simples e que atendam aos
padrdes minimos de qualidade [2]. Dessa forma, a avaliagdo espermatica laboratorial tem o
intuito de analisar o potencial de fertilidade de um individuo, determinar e estabelecer carac-
teristicas confidveis que possam ser utilizadas como indicadores de fertilidade [3].

Rotineiramente, a qualidade seminal é estimada por avaliagdes subjetivas de motilida-
de, proporcio de espermatozoides morfologicamente normais e concentragio de esperma-
tozoides por dose [4]. Entretanto, esses métodos podem ser insuficientes para determinar
a fertilidade das amostras, uma vez que néo sdo avaliados os processos necessarios para a
fecundacio, tais como a capacitagdo e a reagdo acrossdmica, e que nenhum teste laboratorial
utilizado isoladamente pode estimar o potencial de fertilidade do sémen [5].

Além dos atributos qualitativos do sémen, um aspecto importante para a melhoria do
poder correlativo dos bioensaios com espermatozoides in vitro para a predigdo da fertilidade
a campo envolve o uso da modelagem estatistica, com grandes conjuntos de dados de ferti-
lidade [6].

Resultados gerais em IATF e diferenca de prenhez entre touros

Em experimento conduzido recentemente pelo GERA - MS (dados nio publicados),
7.139 vacas Nelore na regido do Cerrado de Mato Grosso do Sul, foram submetidas a pro-
tocolos de IATF e avaliadas de acordo com o escore de remogéo de tinta da cauda (ESCT) e
tratamento com GnRH no momento da IATF nos animais que apresentavam fraca expressio
ou ndo expressdo de cio (ESCT 1 e 2).

Neste experimento, as varidveis: inseminador (P= 0,5657), tipo de implante utilizado
(CIDR®, DIB®, ou FERTILCARE?®; P=0,9697), uso de implante (novo, reutilizado ou mono-
dose; P= 0,5670) ndo apresentaram efeitos na prenhez de IATF (P/IA), porém touros (n=26;
P=0,02; Fig 1), ESCT (P<0,0001), categoria (pluriparas, primiparas ou novilhas; P<0,0001), e
tratamento (Controle, GnRH no momento da IATE ou cio; P= 0,0426) foram os pardmetros
que apresentaram efeitos na P/IA.
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Figura 1- Efeito do Touro sobre a Taxa de prenhez de vacas de corte submetidas a protocolos de IATE.

Em outro estudo, com 1542 vacas Nelore inseminadas com o mesmo protocolo de IATF,
doses de sémen de 20 touros (10 Angus e 10 Nelore), foram igualitariamente distribuidas em
duas fazendas, pertencentes a dois biomas distintos (Pantanal e Planalto), e os resultados de
P/IA foram diferentes entre ragas (P= 0,037) e entre local (P= 0,003), demonstrando que o
local apresenta forte influéncia nos resultados prenhez de IATF (Tab.1). Também o efeito
touro foi pronunciado, com P/IA variando de 22.9 a 59.4% (P= 0,016).

Tabela 1 -Taxas de prenhez de vacas zebuinas submetidas a IATF, de acordo com a raga e a local.

Raca Local
Angus Nelore P Pantanal Cerrado P
N 790 759 - 892 657
P/IA, % 47,59 53,88 0.037 45,85 56,16 0,003

Com o intuito de promover maior seguranga nos resultados de IATF, a CRV Lagoa criou
um indice denominado IFERT™, determinado a partir de uma base de dados com mais de
200.000 IATFs e 814 touros que, através de avaliagdo estatistica, é capaz de predizer o poten-
cial de fertilidade de reprodutores de corte dentro da IATF e dessa forma, os classificam em
quatro niveis: inferior, regular, superior e elite.

Em outro experimento conduzido pelo GERA - MS, touros classificados pelo IFERT™
foram selecionados e seus indices de fertilidade correlacionados com os resultados das ava-
liagbes seminais realizadas por meio dos testes convencionais, analise computadorizada
(CASA) e citometria de fluxo. Para esse estudo, foram adicionados dados retrospectivos de
prenhez de 39.434 vacas inseminadas em tempo fixo, utilizando sémen de 28 touros Nelore e
Angus de diferentes classes de fertilidade (inferior, regular, superior e elite).

As taxas de prenhez (P<0,001) e nota do IFERT (P<0,001) diferiram por categoria, e
foram respectivamente de: inferior: 34,74% e -8,94; regular: 45,85% e -1,43; superior: 50,83%
e 3,60; elite: 57,68% e 8,323, demonstrando uma evidente diferenca na fertilidade de acordo
com as pontuagdes do IFERT (Fig. 2).
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Figura 2- Relagdo entre a pontuagdo dos touros pelo sistema IFERT™ e a P/IA de vacas de corte sub-
metidas a protocolo de IATE.

Diferengas na taxa de prenhez de acordo com a categoria da vaca e com a classe de fer-
tilidade do touro foram observadas (Fig. 3), mostrando diferengas entre touros classificados
como Elite ou Inferior em todas as categorias avaliadas.

Além da categoria, o escore de condi¢do corporal (ECC) também exerce influéncia di-
reta sobre a fertilidade, uma vez que os nutrientes sdo primeiramente direcionados para a
mantenga da vaca e do bezerro e, somente apds essas supressdes é que sdo destinados para
a reprodugdo das espécies. Apesar disso, os dados mostraram que os touros “Elite” manti-
veram sua alta taxa de prenhez independente do ECC, mas este comportamento foi mais
evidente em vacas de menor ECC (Fig. 4).
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Figura 3- Taxa de prenhez de diferentes categorias de vacas, inseminadas em tempo fixo, com sémen de
touros de quatro classes de fertilidade.

(Letras iguais na mesma categoria de vaca nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)).
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Figura 4 - Taxa de prenhez de acordo com o ECC de vacas, inseminadas em tempo fixo, com sémen de
touros de quatro classes de fertilidade.

(Letras iguais na mesma categoria ECC néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)).

Avaliagao laboratorial e correlagoes com fertilidade

Numerosos sdo os estudos que buscam correlacionar avaliagdes laboratoriais de sémen
com taxas de prenhez de IA ou IATF, e até mesmo buscar predizer a fertilidade futura do re-
produtor, fato este que serd cada vez mais demandado tendo em vista o aumento da utilizagao
de touros jovens selecionados através de avaliacdes gendmicas, sobretudo em gado de leite,
mas também em gado de corte.

Os pardmetros rotineiramente utilizados para avaliagdo de sémen e busca de preditores
de fertilidade podem ser observados na Fig. 5 adaptada de [7], que demonstra as principais
avaliagOes das fung¢des do espermatozoide.
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Figura 5 - Principais fun¢des dos espermatozoides. Adaptado de [7].
Nota: ICC (imunohistoquimica); HOST (teste hiposmético); TUNEL (método de marcagdo de “nicks
por dUTP e deoxinucleotidil terminal transferase).
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Experimentos realizados pelo GERA-MS, com dados laboratoriais de qualidade esper-
matica, oriundos de andlises convencionais e computadorizadas de sémen (CASA- realizadas
pelo sistema IVOS 12.3 (Hamilton-Thorne Bioscience®, Beverly, MA, USA)), avaliando as
taxas de prenhez considerando a partida utilizada e touros Angus e Nelore, encontramos
varios parametros que se correlacionam com fertilidade de IATF (VCL-CASA: P= 0,02, R’=
0,22; linearidade-CASA: P= 0,05, R?= 0,11; concentragdo espermética: P= 0,028, R*= 0,130,
Fig.6), mas geralmente com coeficientes de determinacéo baixos, o que pode nédo caracterizar
forte poder de predicio.
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Figura 6- Valor predito para da taxa de prenhez em fung¢do da Linearidade no sémen de touro pds des-
congelamento (P= 0,05; R=0,11) e Valor predito para da taxa de prenhez em fun¢do da VCL do sémen
de touro p6s descongelamento (P= 0,02; R=0,107).

No estudo citado anteriormente (com 28 touros classificados pelo IFERT™), para a de-
terminacdo da qualidade espermatica, trés amostras de cada touro foram utilizadas e ava-
liadas quanto aos testes de motilidade e vigor no descongelamento, concentragio e analise
morfoldgica, teste hiposmético (HOS), teste de termo resisténcia rapida (TRT), andlise com-
putadorizada de sémen (CASA) e citometria de fluxo. Os resultados foram submetidos a
andlise multivariada de dados por meio da regressdo dos minimos quadrados parciais (PLS),
e a andlise revelou alguns componentes com maiores correlagdes com a taxa de prenhez. Os
modelos apresentaram respectivamente os seguintes R?, e fatores de importéincia, respectiva-
mente: analises convencionais: 0,154 (motilidade pds TTR e defeitos maiores); CASA: 0,380
(motilidade progressiva, VAP e VSL), e citometria de fluxo: 0,259 (MitoTracker Green, inte-
gridade de membrana (Annexin V e Alexa Fluor 488 + PI) e integridade acrossomal (FITC/
PNA). Entretanto, o modelo completo apresentou o melhor coeficiente de determinagao, in-
cluindo seis parametros, com avaliagdes de citometria e CASA (R*= 0,458), demonstrando
que modelos com maior numeros de pardmetros podem melhorar a predicdo de fertilidade
em programas de IATF. Tais resultados carecem ainda de validagdo a campo.

Olhando Adiante

Sabe-se que o comprimento da bainha mitocondrial (PI) da cauda do espermatozoide
correlaciona-se com caracteristicas reprodutivas de camundongos, peixes e aves [8,9]. Em



bovinos/suinos foi hipotetizado que, a medida que a bainha mitocondrial aumenta, o aumen-
to da produgdo de energia / metabolismo dos espermatozoides afeta a fertilidade.

Neste estudo, foi avaliada a PI de touros Angus e Nelore utilizados em IATE, com co-
rante Aggresome (Fig. 7), e avaliado em microscopia de fluorescéncia para determinar se o
comprimento da PI pode ser usado como um biomarcador de fertilidade. Foi encontrada di-
feren¢a no comprimento da bainha mitocondrial de espermatozoide entre touros individuais
e raga (Nelore: 9,74 um vs Angus= 9,33 um, P<0,0001) e também correlagio positiva entre o
comprimento da PI e as taxas de prenhez (0,38, P = 0,0006; Fig. 8), demonstrando influéncia
na fertilidade[10].

Também correlagdes entre PI e pardmetros de andlise computadorizada (CASA) foram
positivas e significativas (motilidade total: 0,261, P= 0,045; Motilidade progressiva: 0,311,
P=0,016), e negativa com Defeitos maiores (0,215; P= 0,043). Estas e outras correlagdes
descobertas aqui poderiam contribuir para melhorar a sele¢io de touros para uso em IATE,
auxiliando a produtividade geral dentro da industria inseminagéo artificial em bovinos.

Figura 7- Coloragdo e avaliagdo do comprimento de PI de espermatozoides bovinos corados com
Aggressome (ProteoStat Aggresome Detection Kit), DAPI e PNA, em microscopia de Fluorescéncia
(Nikon Eclipse 800 e MetaMorph Imaging Software).
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Figura 8- Relagdo entre Taxa de prenhez de IATF e comprimento da Bainha mitocondrial (n= 78 touros).

Com a finalidade de melhorar a eficiéncia da produgédo de carne e leite, faz-se neces-
sario identificar e eliminar touros com anormalidades espermaticas e qualidade inaceitavel
de sémen. Além das avaliagdes de sémen, também seria interessante identificar mutagdes
deletérias e raras que afetam adversamente a qualidade do espermatozoide e a capacidade de
transmitir alto potencial de desenvolvimento a embrides e problemas de fertilidade a pro-
génie. As mutagdes sdo transmitidas para a progénie através dos pais, e a maioria das muta-
¢oes de perda de fungdo (LOF) produz perda embrionaria devido a falha na implanta¢io ou
desenvolvimento. Estas perdas na prenhez ndo sdo facilmente percebidas, manifestando-se
como defeito genético. A transmissao de alguns destes alelos de LOF pode ocorrer, em niveis
elevados, em uma populagdo pelo uso extensivo de IA, pelo fato dos touros possuirem essa
mutagdo e, a mesma ainda ndo ter sido identificada nesses animais. Ressalta-se o fato de
que poucos touros tém o genoma inteiro sequenciados (menos de 4000 em todo o mundo)
[11,12]. No Quadro 1, podemos observar hapldtipos ou mutagdes que podem apresentar
efeitos deletérios na reprodugio, por promog¢ido de mortalidade embriondria.



Quadro 1- Hapldtipos ou mutagdes responsaveis por mortalidade embriondria descobertos por scanning
de Genoma para hapldtipo ou por insuficiéncia de genétipo homozigoto.

amia’ Frequency
Broed Haplotype 991310 Gene(s)? %) BTA? Region (bp)
Ayrshire? AHI 1834 UBE3B 13.00 17 65921 497
AH? FIET] RPAP? 480 3 51267 548
Brown Swiss® BH1 1825 - 6.67 7 42 811272 10 47002 161
BH? 1939 TURDT 178 19 11063 520
Holstein — United States* HHO 151 FANC 2.76 3| 21184869 10 21188 198
HH1 1 APAF! 1.92 5 63150 400
HH2 1823 = 1.66 1 94 860836 10 96553 339
HH3 1824 SMC2 295 8 95410507
HH4 1826 GART 037 1 1277227
HH5 1941 TFBIM b ¥2] 9 93223651 193370908
HHC 1340 SLC35AZ 137 3 4302427
HCD 1965 APOB 250 11 77958 935
Holstein - France® BY 151 FANC 360 11 20200000 to 22300 000
HH1 1 APAFT 260 5 61 400000 to 66 200 000
HH2 1823 - 1.70 1 93000000 to 97400 000
HH3 1824 sMc2 250 & 54000000 to 96500 000
HH4 1826 GART 3.60 1 1 900000 to 3 300 000
HH5/HHE 1340 SLCI5AT 3.90-4.60 3 45800000 to 52600 000
HH13 1836 - 3.70 18 56 400000 1o 58400 000
Holstein - Mordic® 05-1351/05-1476 1907 - 1.60-2.02 5 106713645 to 114405 063
- 1909 - 192 7 34633456 10 36127 497
08-1276/08-1301/08-1326/08-1351 - - 1.48-1.54 § 83888935 10 89859513
11-926/11-97611-1001/11-1026 1910 - 135137 11 55345639 10 63759322
18- 1911 - 195 19 13154786 10 14478 389
21-276/21-301/21-326 - - 184205 21 20477690 to 24844 501
Holstein - Mew Zealand” - 2036 TTF1 352 11 102485897 10 102515171
- 2037 RABGGTE 113 3 69316067 1o 69322 906
- 2038 RNFZ0 182 8 92911255 1o 92935 750
Jersey = United States” H 1697 WS 12.10 15 5707 16!
2 1942 - 130 26 BE12759 to 94014082
lersey — New Zealand” - 2035 QBFCH 6.59 26 24700354 10 24737 868
Maontbeli arde® MH1 1827 SHBG 9.00 19 27600000 to 29400 000
MH2 1828 SLC37AZ 7.00 29 27900000 to 29100 000
MH3 1842 - 510 2 31500000 10 32 800 000
MHS 1844 - 710 & 73300000 10 74400 000
MHE 1845 - 260 ? 80100000 1o 81700 000
MHE 1847 - 350 13 76400000 to 77600 000
Normande® NH1 1851 - 180 24 38100000 to 39200 000
MHZ 1852 - 3480 1 145 700000 10 146 800 000
NHS 1829 = 1.90 7 3 600000 to 4 600 000
NHE 1855 - 1.90 15 59800000 to 61100 000
Danish Swedish and Finnish Red Cattle® Az? 1901 RNASEHZ8 6.50-16.00 12 20101696 19 20755 193
Nordic Red Cattle? - BTEDY, GLOY, DNAHS 23 12291761 1012817 087
Angus™ ANH1 - - 230 1 27786985 1 29095 768
ANHZ - - 760 4 82467969 to B3 996 636
ANH3 - - 230 8 62040920 1o 63000 189
ANH4 . - 320 12 59989293 10 61258 655
ANHS - - 3.80 15 82317986 0 83144172
ANHE - - 4.50 17 46514063 to 47462 424
ANHT - - 440 79 43043207 1o 44243 444
Fleckvieh' FH1 1957 - 290 1 1 668494 10 6 187 555
FH2 1958 sLezaz 4.10 1 97239973
FHZ 1959 - 3.30 10 26929817 to 35479 280
FHa 1960 SUGTI 330 12 11131 497
Belgian Blue’ - 2042 EX0SCA 133 14 1947 198 10 1 949 074
- 2043 MED22 1.15 11 104305076 1o 104311 650
- 2029 MYHE 4.99 10 21325414 1o 21344 965
- 2041 RPLA 189 11 47 220160 10 47254 704
- 2040 SNAPCA 513 11 1073884749 10 103905 548

Heranga mendeliana em varios animais. Taxonomia ID-9913- representa bovino
Multiplos genes listados representam uma delegéo

Cromossomo Bos taurus

(Adaptado [12])

A identificagdo destas mutagdes, apesar de dificil e onerosa, deve ser buscada nos pro-
gramas de Inseminagdo Artificial, com identificacdo de animais com baixos resultados de
prenhez e geralmente pior qualidade seminal, que pode ser ocasionado por LOFs.
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Consideracées Finais

Enfatizada a importincia da qualidade do sémen para a melhoria da eficiéncia repro-
dutiva dos processos de inseminacao artificial, a avaliagdo de sémen é importante para iden-
tificar amostras com maior potencial fertilizante. A utilizacdo de bancos de dados mais ro-
bustos, pode melhorar a predicio de fertilidade em amostras de sémen utilizadas em IATE

Ferramentas gendmica e identificagdo de animais com baixa fertilidade podem contri-
buir, para retirada de animais com muta¢des deletérias dos rebanhos.
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