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RESUMO

INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF) EM BOVINOS DE CORTE
COM SEMEN REFRIGERADO OU CRIOPRESERVADO

Autor: César Augusto Pinzén Osorio
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Bertolini

Embora parega razoavel considerar que fatores inerentes ao sémen refrigerado, tais como
maior viabilidade e sobrevivéncia, estejam associados a uma capacidade de fecundagdo mais
duradoura para aumentar a taxa de prenhez por inseminacdo artificial (P/1A) em relag¢do ao
sémen criopreservado, de acordo ao atual estado de conhecimento, ndo ha estudos
explorando as associagdes entre as taxas de prenhez por /IA em tempo fixo (IATF) com
sémen refrigerado e congelado de acordo com o tamanho do foliculo ovariano e seus
parametros de ecotextura. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos e a interacdo
da ciclicidade reprodutiva, o escore de condigdo corporal, morfometria folicular na
probabilidade de prenhez em bovinos de corte sometidos a IATF usando sémen congelado
ou refrigerado. Avaliou-se a probabilidade de P/IA em 348 fémeas multiparas (3/8 Bos
taurus indicus e 5/8 Bos taurus taurus) usando sémen refrigerado ou congelado
considerando o tamanho do foliculo (foliculos pequenos, <8,5 mm, foliculos medios, 8,5-
11,0 mm, e foliculos grandes, >11,0 mm) em vacas de corte submetidas a IATF baseado em
um protocolo com benzoato de estradiol e progesterona (P4). No dia 30, as taxas de P/Al
foram mais altas (P<0,0001) com o uso de sémen resfriado (64,4%) do que com o sémen
congelado (51,2%), com vacas aciclicas ou sem expressao de cio com probabilidade 1,5 a
1,7 vezes maior (P<0,05) de engravidar com sémen resfriado do que as fémeas inseminadas
com sémen congelado nas mesmas condigdes. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas em P/Al de acordo com as faixas de FD usando sémen resfriado, as fémeas que
ndo atingiram a divergéncia folicular no dia 8 do protocolo hormonal para TAI tiveram taxas
mais altas de P/Al usando sémen resfriado (71,9%; P<0,05) do que com sémen congelado
(38,0%). Por fim, o uso do sémen refrigerado aumentou a taxa de P/IA, com maiores taxas
de concepcdo em vacas com foliculos pequenos.

Palavras-chave: sémen, sincronizacao, ultrassonografia, bovinos.



ABSTRACT

TIMED ARTIFICIAL INSEMINATION (TAI) IN BEEF CATTLE WITH COOLED OR
CRYOPRESERVED SEMEN

Author: César Augusto Pinzon Osorio
Supervisor: Prof. Dr. Marcelo Bertolini

Although it seems reasonable to consider that factors inherent to cooled semen, such as
higher viability and survival over time, are associated with a higher and long-lasting
fertilization capacity to improve pregnancy rates by artificial insemination (P/IA) as
compared with cryopreserved semen, according to the current state of knowledge, no studies
report associations between P/IA after timed Al (TAI) with cooled and frozen semen
according to ovarian follicular size and echotexture parameters. The aim of the present study
was to evaluate the effects and interactions between reproductive cyclicity, body condition
score, morphometry and follicular echotexture on the likelihood of P/Al in beef cattle
subjected to TAI using frozen or cooled semen. The likelihood of P/1A was evaluated in 348
multiparous females (3/8 Bos taurus indicus and 5/8 Bos taurus taurus) using cooled or
frozen semen considering follicular size (small follicles, <8.5 mm, medium follicles, 8.5-
11.0 mm, and large follicles, >11.0 mm) and echotexture parameters in beef cows subjected
to TAI based on an estradiol benzoate plus progesterone (P4) protocol. On Day 30, P/Al
rates were higher (P<0.0001) using cooled (64.4%) than frozen semen (51.2%), with acyclic
cows or with no estrus expression having 1.5- to 1.7-fold higher likelihood (P<0.05) to
become pregnant with cooled semen than females inseminated with frozen semen under the
same conditions. Although no differences in P/Al were observed according to FD ranges
using cooled semen, females that did not reach follicular divergence on day 8 of the hormone
protocol for TAI had higher P/Al rates using cooled semen (71.9%; P<0.05) than with frozen
semen (38.0%). Thus, the use of cooled semen increased P/IA, with higher conception rates
in cows with small follicles and perifollicular stroma with low average numerical pixel
value.

Keywords: pixel, semen, synchronization, software, ultrasonography, cattle.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio do Holoceno (ca. 10000 a.C.) os bovinos tém desempenhado um papel
importante no progresso humano (MASTROMONACO; GONZALEZ-GRAJALES, 2020;
ZHANG et al., 2020). Na atualidade, a industria bovina é um componente chave da
agricultura global (BLONDIN, 2015; GICQUEL et al., 2020), desempenhando um papel
importante no fornecimento de alimentos, e apoiando a seguranca alimentar e o
desenvolvimento socioeconémico dos paises (GODDE et al., 2021). Hoje, esta industria é o
maior setor pecuario do mundo em termos de valor da producdo/nimero de animais (1,4
bilhdo), com estimativa de US$ 324,4 bilhdes em 2019 (BLONDIN, 2015; OECD-FAO,
2021).

Nos ultimos 25 anos, a producdo mundial de carne bovina aumentou em quase 50%
(OECD-FAO, 2021). A pecuaria bovina se expandiu principalmente nos paises em
desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina, onde a producéo de gado de corte é um
dos principais motores das economias nacionais (OECD-FAO, 2021). Especificamente, o
setor da pecuaria no Brasil tem apresentado uma evolucdo substancial. Nas economias
pecuarias mundiais, o Brasil possui destaque na industria global de alimentos, especialmente
de commodities como a carne e leite bovino (BARUSELLI et al., 2021). Com regides
tropicais e subtropicais, o pais possui um rebanho bovino de 224,6 milhGes de cabecas,
segundo a metodologia de avaliagdo sugerida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2021).

O panorama atual do mercado mundial para carne bovina mostra que o Brasil é o
primeiro maior exportador de carne bovina e o quinto maior de gado vivo do mundo, com
um volume de 1,05 milhdo de toneladas (ton.) em 2018, o que representou um valor de US$

6,36 bilhdes (OECD-FAOQ, 2021). Em 2021, o pais exportou 1,385 milhdo de toneladas de
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carne bovina para 107 paises, e teve como principais importadores a China (723,2 ton.), a
unido europeia (EU, 136,7 ton), Hong Kong (135,6 ton.), o Chile (110,6 ton.), o Egito (68,5
ton.), entre outros (201,8 ton.) (OECD-FAOQ, 2021). Neste contexto, 0 mercado externo tem
proporcionado uma demanda constante pela carne bovina brasileira, mesmo durante a crise
pandémica da Covid-19 (USDA, 2022), que devido a desvalorizagdo da moeda brasileira
(uma média de R$ 5,50 por dolar durante 2021), tornou os produtos brasileiros derivados de
carne bovina atraentes no mercado global (OECD-FAQ, 2021). N&o é um exagero, portanto,
assumir que o crescimento desta industria esteja sustentado no estabelecimento e uso
combinado de tecnologias de reprodugdo assistida tais como a inseminacdo artificial (1A),
sincronizacio de estro e IA em tempo fixo (IATF) (BO et al., 2018; MUELLER; VAN
EENENNAAM, 2022). Recentemente, foi apresentado que para o ano de 2021, o mercado
de IATF no Brasil cresceu 25%, superando 26 milhdes de procedimentos de sincronizacao
do ciclo estral bovino para IATF (BARUSELLI et al., 2022).

O progresso significativo e a intensificagdo da IATF nos programas comerciais de
producéo de gado de corte (BO et al., 2018, 2007; SA FILHO et al., 2010) da suporte hoje
a taxas de prenhez por IA (P/IA) entre 40% e 60% (BARUSELLI et al., 2012; BO et al.,
2018; MADUREIRA et al., 2020b, 2020a; MENEGHETTI et al., 2009; SALES et al., 2012;
WILTBANK; PURSLEY, 2014), considerando a aplicacdo desta biotecnologia em rebanhos
férteis em ciclicidade ou em iminéncia de ciclicidade, com boas condi¢cdes de manejo geral,
sanitario e nutricional, e salvaguardando o uso de sémen de fertilidade comprovada e
procedimentos técnicos adequados.

Atualmente, regimes de tratamento a base de ésteres de estradiol e progesterona (P4)
sdo amplamente utilizados na América Latina (BO et al., 2016; MADUREIRA et al.,
2020a,b). Tais protocolos hormonais ddo apoio a sincronizacéo do inicio da emergéncia da

nova onda folicular, ao controle das concentragdes de P4 circulante para regular tanto os
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padrdes de crescimento do foliculo pré-ovulatorio, o ambiente uterino, quanto o tempo entre
0 estro e a ovulacdo, e sincronizar o tempo de ovulacdo para permitir a 1A fértil no final do
protocolo (MADUREIRA et al., 2020a). Entretanto, devido a variabilidade fisiologica e
genética inerente das fémeas (PFEIFER et al., 2015), foi documentado que a regressdo
folicular pode falhar nestes protocolos, produzindo foliculos persistentes (CONSENTINI et
al., 2021; MONTEIRO et al., 2015), ou atrasar a emergéncia e sincronizacdo da nova onda
folicular (BO et al., 1995a, b; BURKE et al., 2003; MCDOUGALL et al., 2004), o que, por
sua vez, promove a assincronia tanto nos padrdes de crescimento do foliculo pré-ovulatorio
futuro, como o tempo de estro e ovulagdo (LAMB et al., 2001; PERRY et al., 2007, 2005;
SA FILHO et al., 2010; SOUZA et al., 2007). De acordo com estes fatos, os protocolos
hormonais, apesar de comercialmente viaveis (BARUSELLI et al., 2017a, 2019; BO et al.,
2016; MAPLETOFT et al., 2018), ainda apresentam limitacGes bioldgicas que devem ser
superadas para o aumento da eficiéncia da P/IA da IATF.

Apesar de se considerar uma préatica obsoleta, o sémen refrigerado tem sido
reincorporado nos ultimos anos em alguns programas de IATF, tanto em pesquisa
(BORGES-SILVA et al., 2016; BUCHER et al., 2009; CRESPILHO et al., 2014; PAPA et
al., 2015; PYTLIK et al., 2020; SATAKE et al., 2018; TIPPENHAUER et al., 2021), como
também no campo comercial em paises como a Irlanda (MURPHY et al., 2017, 2018), Nova
Zelandia (YANG et al., 2018) e Australia (SATAKE et al., 2018). Em geral, esta estratégia
tem destacado um aumento de 10% de P/IA em relacdo ao sémen congelado quando usado
em regimes de tratamento a base de benzoato de estradiol com P4 (BORGES-SILVA et al.,
2016; PAPA et al., 2015).

Embora pareca razoavel considerar que fatores inerentes ao sémen refrigerado, como
a maior viabilidade e sobrevivéncia, estejam associados a uma maior capacidade fecundante

para melhorar as taxas de P/IA comparado ao criopreservado, segundo o estado atual de
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conhecimento na literatura, ndo ha nenhum estudo randomizado e controlado demonstrando
as associacOes entre a P/IA pela IATF utilizando sémen refrigerado e congelado
considerando o status de ciclicidade, a expressdo do estro, a morfometria folicular e os
parametros de ecotextura e seus efeitos sobre a probabilidade de concepgdo em vacas de
corte. Segundo as consideracdes anteriores, a hipotese que suporta o principal estudo que se
apresenta aqui, é que a vantagem da IA com sémen refrigerado se reflete principalmente no
aumento das taxas de P/IA em vacas com foliculos menores (<8,5 mm) e que ndo alcangam
a divergéncia folicular no momento da remocéo do dispositivo intravaginal de P4 durante o
protocolo hormonal.

Diante desse cenario, a presente dissertacdo apresenta achados que resultaram em
trés artigos que visaram abordar e adicionar ao conhecimento os efeitos e associagdes entre
a ciclicidade reprodutiva, o estado de condicdo corporal, e a morfometria e a ecotextura
folicular na P/IA em bovinos de corte apds a IATF com sémen refrigerado ou criopreservado.
O primeiro artigo intitulado Effect of fixed-time Al using cooled or frozen semen on
pregnancy rates in beef cows according to cyclicity, estrus expression, and follicular size,
teve 0 objetivo de determinar a probabilidade de P/IA usando sémen refrigerado ou
congelado considerando o tamanho do maior foliculo ovariano em vacas multiparas de corte
submetidas a IATF. Além disso, foi avaliado o efeito e a interacdo da expressdo do estro, da
ciclicidade reprodutiva e do escore de condicdo corporal também como varidveis

explicativas na probabilidade de P/1A.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Ciclo estral em bovinos

Na medida em que a agricultura se tornou uma pratica mais comum, o conhecimento
do ciclo estral bovino se tornou uma ferramenta valiosa para agricultores e pecuaristas, que
baseada na observacdo dos sinais comportamentais e dos sintomas do estro, foi possivel
reconhecer que 0s sinais do estro eram detectaveis por um intervalo de 12 a 18 horas
(HAMMOND, 1927; NALBANDOV; CASIDA, 1942; WILTBANK et al., 1967), variando
de 3 a 28 horas (ALLRICH, 1994). Foi o avanco da tecnologia e da pesquisa no seculo XX
que permitiu uma maior compreensdo do ciclo estral, como a determinacdo do tempo do
ciclo e da ovulacdo, com Anderson (1944) relatando uma duracdo média do ciclo estral de
22 e 23 dias, para o Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, respectivamente. No entanto,
outros estudos estipularam uma duracdo meédia de 21 dias, variando de 17 a 24 dias
(WILTBANK et al., 1965; SALISBURY et al., 1978; WISHART, 1972), e 0 estro com
duracdo de 25 a 30 horas (BERNARD et al., 1983; CHRISTENSON et al., 1975).
Posteriormente foram identificados os horménios e mecanismos que controlam o ciclo estral.

O sistema neuroenddcrino € responsavel pela regulacdo da maioria das funcdes
reprodutivas em mamiferos. O hipotalamo, a hipofise anterior, 0s ovarios e o Utero séo partes
deste sistema, com os horménios reprodutivos liberados para regular as mudancas
reprodutivas fisioldégicas (GINTHER et al., 2001). Para que um ciclo estral saudavel
funcione, e para que uma prenhez seja estabelecida e mantida com sucesso, as atividades e
interacdes hormonais sdo cruciais (GINTHER et al, 200la, b; HANSEL,;
ECHTERNKAMP, 1972). Diferentes horménios ligados interdependentemente sao
produzidos durante o ciclo estral como resultado de uma série de eventos fisioldgicos que

controlam a dindmica folicular e luteal. Esses processos incluem o desenvolvimento folicular
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e atresia, expressdo do estro, receptividade sexual, ovulacéo e lutedlise (WILTBANK et al.,
1965; FORDE et al., 2011; ATKINS et al., 2013).

Os bovinos sdo animais monovulares e poliéstricos anuais (PETER et al., 2009). O
ciclo estral nos bovinos é caracterizado por ter um padrdo dinamico e ciclico dominado pelo
eixo hipotalamico-hipofisiario-gonadal (HHG) (FORDE et al., 2011). O HHG €é um sistema
regulado por retroalimentacdo no qual as concentracdes de hormdnios ovarianos tem um
efeito no hipotalamo para inibir ou ndo a liberagdo do GnRH (WILTBANK et al., 1965;
1967).

Temporalmente, o ciclo estral € marcado pelo intervalo entre dois periodos de
receptividade reprodutiva, denominado de estro, o qual ocorre aproximadamente a cada 21
dias na fémea bovina (HANSEL; ECHTERNKAMP, 1972; GINTHER et al., 2001a;
FORDE et al., 2011; PETER et al.,, 2009; SARTORI; BARROS, 2011). Também
denominado como interestro, este periodo é fisioldgico e endocinologicamente dividido em
duas fases e quatro estagios regulados pelo HHG. A fase folicular compreende os estagios
de proestro e estro, enquanto a fase latea inclui os estagios de metaestro e diestro.

A fase folicular, também conhecida como estrogénica, € relativamente curta, ja que
compreende cerca de 20% do ciclo estral, durando aproximadamente 4 a 6 dias (PETER et
al., 2009). Esta fase inclui os estagios de préestro (trés a quatro dias) e estro (12 a 18 horas),
e € caracterizada pela presenca de foliculos antrais terciarios, com diametro menor do que 5
mm, até a existéncia de um FD com didmetro maior do que 10 mm que possibilita 0 aumento
na taxa de liberacdo de E2 pelo foliculo, com a subsequente receptividade sexual, a qual
ocorrera aproximadamente 12-24 horas antes da ovulacdo (FORDE et al., 2011; PETER et
al., 2009). Devido a menor concentracdo de P4 durante este periodo, ocorre a liberacdo de
GnRH pelo centro pré-ovulatorio, que induziré a liberacdo de um pico de LH pela hipéfise

anterior, levando a maturacgdo folicular e oocitéria, a luteinizacdo do foliculo e a ovulacéo
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do FD ao redor de 24 a 32 horas mais tarde (BINELLI et al., 2014; FORDE et al., 2011,
GARVERICK; SMITH, 1993; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009).

A fase lutea, também denominada de progesterénica, compde a maior parte do ciclo
estral, durando aproximadamente 14 a 18 dias. Esta fase é caracterizada pelo
desenvolvimento do CL, compreendendo os estagios de metaestro e diestro, com um
subsequente aumento na producdo de P4, a qual serd responsavel pela manutencdo do
endométrio, de forma que este se mantenha preparado para a implantacdo de um concepto
(FORDE et al., 2011; PETER et al., 2009), ou no caso de auséncia do mesmo, culminando
com a lutedlise (SARTORI; BARROS, 2011).

A literatura € unanime em afirmar que o ciclo estral nos bovinos é um fenémeno
dindmico e complexo que é afetado por diversos fatores, tais como a idade, a raga, o tipo de
alimentacéo, o balanco energético e o escore de condicao corporal, e condi¢cbes ambientais,

como fontes de estresse, sazonalidade, etc. (FORDE et al., 2011; PETER et al., 2009).

2.1.1. Préestro e estro

Quando a fase lutea estd em seu final pela auséncia de sinalizacdo de reconheciento
de gestacd@o por um concepto, a oxitocina liberada pelo corpo lateo (CL) se liga a receptores
de oxitocina presentes no endométrio uterino, promovendo a producdo pulsatil de
prostaglandina F2, (PGF2,). A PGF2, tem como alvo o CL, para induzir a lutedlise (FORDE
etal., 2011; GINTHER etal., 2011). Inicia-se um ciclo em feedback positivo entre a secrecdo
de oxitocina lutea e a PGF,, até que é desencadeada a apoptose celular litea, que é em
esséncia, a regressao do CL. A lutedlise funcional e estrutural resulta em uma diminuicéo da
esteroidogénese de sintese e secre¢do de P4, gerando uma reducdo do feedback negativo

deste horménio no centro pré-ovulatério no hipotalamo e na hipéfise anterior, 0 que permite
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um aumento na producdo e secre¢do de GnRH, o que por sua vez causa um aumento na
liberacdo essencialmente de LH, mas também de FSH (SARTORI; BARROS, 2011).

No proestro, foliculos da onda anterior continuam a atresia se ainda ndo regrediram,
enquanto uma nova onda folicular inicia ou continua a se desenvolver. Durante esta fase,
com a remocao do feedback negativo da P4, aonda folicular que estiver em nova emergéncia,
seja antes da lutedlise e da atresia folicular, seja ap6s a lutedlise, ird prosseguir o crescimento
até a dominancia folicular (GINTHER et al., 2001a,b). Com o subsequente desenvolvimento
folicular inicialmente estimulado pelo FSH, um foliculo se torna dominante (FD). Neste
periodo critico as células da teca e da granulosa do FD em expansdo expressam maior
numero de receptores para LH na medida em que o desenvolvimento folicular progride, o
que aumenta significativamente a producdo e liberacdo de E2 (BAO; GARVERICK, 1998).
O crescimento folicular estd associado ao este aumento gradual na esteroidogénese, e por
consequéncia, da secrecdo de E2. O FD secreta grandes quantidades de E2, que estimula o
centro sexual para a mudanca psicosomatica comportamental de manifestacdo do estro, e
por feedback positivo sobre o centro pré-ovulatério (pelo desbloqueio pela baixa P4),
desencadeia uma secrecdo sustentada de GnRH, que levara a secrecdo em pico de LH
(RAHE et al., 1980; GONG et al., 1996). Este fendmeno de feedback positivo causa pulsos
de GnRH e LH mais intensos e mais frequentes como resultado do aumento do E2 circulante
(WALTERS et al., 1984). Com a manifestacdo do inicio dos sinais de estro, o qual é exibido
por aproximadamente 90% das fémeas sob tais condicGes endocrinoldgicas (ROELOFS et
al., 2005), encerra-se 0 proestro e inicia-se a fase de estro.

Os principais sinais comportamentais na fase de estro incluem a maior mobilidade e
inquietacdo do animal, assim como a diminuicdo do apetite, a receptividade a monta, e a
procura pelo contato com touros ou outras fémeas (ROELOFS et al., 2005). Além disso,

sinais secundarios como mudangas morfométricas do trato reprodutivo (aumento no



20

tamanho e na consisténcia do colo uterino e do ténus utero, presenca de FD, hiperemia
vulvar, assim como liberacdo de muco cervical translicido) s&o presentes (VAN
EERDENBURG et al., 1996; PETER et al., 2009; ROELOFS et al., 2010). Estes sinais séo
acompanhados por um nivel maximo de E2 na corrente sanguinea causando o pico de LH
ovulatério (MOENTER et al., 1990; ALLRICH, 1994) que ocorre entre 24 e 32 horas apds
0 inicio do estro (BREWSTER; COLE, 1941; WALKER et al., 1996), ja no inicio do

metaestro.

2.1.2. Metaestro e diestro

As alteracbes morfologicas e esteroidogénicas foliculares provocadas pelo LH
incluem a transicao das células residuais foliculares para células ltteas (O'SHEA et al., 1989;
HOWELL et al., 1994). Este processo marca o inicio do metaestro que dura cerca de cinco
dias apos a ovulacdo. O processo de luteinizacdo envolve a remodelacdo do estroma e do
tecido vascular ovariano, levando a conversédo celular e bioquimica das células da teca e da
granulosa pela acdo luteotrofica do LH (CUPP et al., 1995; KOJIMA, 2003; RATHBONE
et al., 2001; NISWENDER et al., 2000). No inicio, o processo gera uma cavidade cheia de
sangue (corpus hemorrhagicum), o qual iniciara a sintese de pequena liberacdo de P4
(FORDE et al., 2011; PETER et al., 2009), posteriormente precedendo a a estrutura madura
do CL (O'SHEA et al., 1989; HOWELL et al., 1994). No inicio, as células da granulosa
formam as células grandes do CL, enquanto as células da teca formam as células menores.
Com a remodelacdo do CL, as células grandes diminuem seu tamanho, o CL se internaliza
mais no ovario, formando um CL maduro com gradual secrecdo de P4 (O'SHEA et al., 1989),
chegando ao diestro.

No diestro, o crescimento do CL em tamanho e volume celular atinge sua maxima

capacidade; também ha um notavel aumento na vascularizagdo (FORDE et al., 2011;
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HANSEL; CONVEY, 1983; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009). O diestro é caracterizado
pela secrecdo mais elevada e constante de P4, e também pela presenca de receptores luteos
a PGF2, (LAMOTHE et al., 1977). O pico de liberacdo da concentracao sérica de P4 ocorre
durante o diestro. Entre o sétimo e o décimo segundo dia do ciclo (apds a ovulacéo), a
concentracdo crescente de P4 atinge seu pico maximo e permanece elevada até a lute6lise
(ocorrendo por volta do décimo oitavo dia) (WILTBANK et al., 1965; ADAMS; PIERSON,
1995). Estes niveis de P4 evitam a ocorréncia de um pico de LH no centro pré-ovulatério
através de um mecanismo de feedback negativo, permitindo apenas uma liberacdo baixa
deste horménio, que é mais pronunciada e menos frequente em comparacdo com a fase
anterior, o que é insuficiente para induzir a ovulagcdo quando hd um FD (BERGFELD et al.,
1995; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009; RATHBONE et al., 2001).

O CL é essencial para a manutencdo da prenhez, que se ndo ocorrer, determinara a
regressao lutea (WILTBANK et al., 1965). Se o reconhecimento materno pelo efeito do
interferon t (IFNt) produzido nas células trofoblasticas do concepto ndo ocorrer entre oS dias
16 e 18 (blogueio da expresséo de receptores para a oxitocina no endométrio), o processo de
lutedlise comecara (AROSH et al., 2016; GINTHER et al., 2011; RATHBONE et al., 2001,
ROVANI et al., 2017). Este processo € dirigido pela liberacdo da PGF», no endométrio, que
através de um mecanismo contracorrente ativo da artéria uterina para a artéria ovariana
alcancara a irrigacdo do CL, que em efeito de feedback positivo, como descrito acima,
causara a lutedlise e queda nos niveis de P4 (LAMOTHE et al., 1977), o que permitird o

reinicio de um novo ciclo.
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2.2.  Dinamica folicular durante o ciclo estral

Os ovérios funcionam de forma ciclica. Isto foi baseado em observagdes de que o
ovario consistia de varios grupos discretos de foliculos, cada um dos quais funcionando em
momentos diferentes durante o ciclo estral. Assim, foi estabelecido que o desenvolvimento
e crescimento de foliculos em fémeas bovinas ocorrem em duas ou trés ondas foliculares
(PIERSON; GINTHER, 1986, 1987, 1988). Estas ondas séo caracterizadas pelo crescimento
ordenado e sincrono de uma coorte de foliculos, os quais tem que passar sucessivamente por
processos de recrutamento de uma coorte de foliculos terciarios responsivos ao FSH,
posteriormente por uma selecdo folicular, caracterizada pela divergéncia e dominancia de
um FD sobre outros foliculos que se tornam subordinados (AERTS; BOLS, 2010a, b;
DRIANCOURT, 1991; DRIANCOURT, 2001; FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 1996;
GINTHER, 2016a, b; HODGEN, 1982; LUCY et al., 1992; WEBB et al., 2016). Tal
processo sequencial e ordenado é denominado de dinamica folicular, que ocorre em ondas
nos ovarios, cada qual passando pelo recrutamento de dezenas de foliculos terciarios FSH-
responsivos, selecdo folicular e finalmente a dominancia folicular. Deste ponto em diante, 0
destino do FD dependera do pico de LH, que por sua vez, dependera da fase do ciclo estral

e dos niveis plasmaticos de P4 (ADAMS et al., 2002; ADAMS; SINGH, 2015).
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Figura 1. llustracdo da inter-relacéo entre os horménios circulantes (FSH, LH, E2, P4) e os efeitos sobre o

diametro folicular durante o crescimento folicular e ao inicio do processo de desvio folicular em
uma dinamica folicular de duas ondas foliculares. Foliculos dominante (FD) e subordinados (FS)
em cada onda sdo indicados como circulos em cinza, e o corpo liteo (CL) é a forma irregular em
cinza desenhada acima dos foliculos. O aumento da concentracéo de FSH precede o surgimento de
cada onda. O numero de foliculos >4 mm flutua em resposta ao nivel plasmatico de FSH.
Inicialmente, o FSH est4 estimulando todos os foliculos FSH-responsivos, e a inibina é o primeiro
supressor deste horménio a ser liberado quando os foliculos atingem 5 mm de didmetro. A selecdo
ocorre contra os FS, onde o FD continua seu crescimento, enquanto seus subordinados diminuem a
taxa de crescimento, pois ao inicio do processo de divergéncia, apenas o FD estd preparado para
manter seu desenvolvimento mesmo com as condicdes decrescentes de FSH. O FD de cada onda é
a principal fonte de E2, e a producéo é duas vezes mais alta no foliculo pré-ovulatério em relacéo
ao foliculo anovulatério dominante. Com o desaparecimento por atresia ou ovulagdo do FD, os
produtos foliculares responsaveis pela supressdo da queda de FSH e concentragdes circulantes de
FSH séo depurados, resultando no surgimento de nova onda folicular. Adaptado de Adams et al.
(2002, 2014).
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2.2.1. Recrutamento folicular

O FD na onda é aquele que cresce mais do que os outros (FS) e € dito que €
"selecionado” para crescimento preferencial (BERGFELT et al., 1991; GINTHER et al.,
1996). O inicio da formagdo de uma onda folicular é caracterizado pelo recrutamento de um
grupo de foliculos terciarios ovarianos, dos quais apenas um foliculo se tornard dominante e
potencialmente ovularé se os niveis de P4 forem baixos até um nivel mais préximo do basal
(2 ng/mL) (ADAMS et al., 1993a; ADAMS et al., 1993b; ADAMS et al., 2008; BIGELOW;
FORTUNE, 1998; BODENSTEINER et al., 1996; JAISWAL et al., 2004; MIHM et al.,
1997). Segundo Ireland et al. (2000), o recrutamento ou emergéncia é o processo pelo qual
um grupo de foliculos terciarios emerge e comeca a crescer quase sincronicamente ou se
engajam em uma trajetoria de crescimento e, como resultado, tornam-se dependentes de
gonadotrofinas. Assim, a emergéncia de uma onda folicular é definida como o
desenvolvimento sincrono de um grupo ou coorte de foliculos de 4-5 mm de diametro
(GINTHER et al., 1989a,b; KNOPF et al., 1989), que pode ir de 5 ate 24 foliculos por onda
folicular (MIHM; AUSTIN, 2002), apresentando uma duracdo de crescimento comum por
cerca de trés dias nos bovinos (GINTHER et al., 2003).

Cada onda folicular é precedida por uma elevacdo nos niveis de FSH (ADAMS et
al., 1992; JAISWAL et al., 2004), pela reducdo nas concentrac@es circulantes de E2 pela
atresia ou ovulacdo de um FD de uma onda anterior, aumentando o padrao pulsatil de GnRH
pelo centro tonico (ADAMS et al., 1992). A primeira onda, que ocorre durante a fase
folicular inicial, tipicamente nos dias 3-5 do ciclo estral, é caracterizada por um rapido
aumento do diametro folicular (2-3 mm/dia) a partir de foliculos de 4 a 5 mm de diametro.

Além da onda inicial de desenvolvimento folicular, uma segunda onda ocorre nos
dias 8-10 do ciclo, a qual é caracterizada por uma taxa de crescimento mais lenta (1-2

mm/dia) onde os foliculos atingem de 4-8 mm de diametro (GINTHER et al., 1989ab;



25

ADAMS et al., 1993a). Em contraste, o FD da terceira onda atinge 10-15 mm de diametro
(GINTHER et al., 1996) nos dias 15-17, o qual tem uma secrecéo folicular crescente de E2
e inibina, pelo que os FS sofrem atresia (GINTHER et al., 1989a, b; KNOPF et al., 1989).
Os niveis de FSH sdo mais elevados durante a fase folicular inicial, quando ocorre a
primeira onda de crescimento folicular. A selecdo de um FD durante a fase folicular do ciclo
ovariano é mediada por uma mudanca no equilibrio do FSH (GINTHER et al., 1996). O
crescimento seletivo do FD ¢é alcancado pelo aumento da secrecdo de FSH pela glandula
hipofise anterior. O FD produz mais E2 e inibina do que os FS, o que leva ao aumento do
nivel de E2 e inibina na corrente sanguinea a partir do FD, com o E2 inibindo o padrdo
pulsatil do centro ténico no hipotalamo e por consequéncia, a liberacdo de FSH da hipofise
anterior, e a inibina inibindo os gonadotrofos na hipofise anterior, reprimindo ainda mais a
secrecdo de FSH, resultando na atresia dos FS (GINTHER et al., 1989c). As concentracdes
de E2 circulantes sdo mais elevadas na fase folicular inicial do ciclo e atingem um pico no
momento que antecede o estro e aovulagdo (WILTBANK et al., 1967; PIERSON; ADAMS,
1995). Este aumento nas concentracBes de E2 circulantes é considerado como resposta ao
aumento da producdo de E2 hormdnio pelo FD (WILTBANK et al., 1965; PIERSON;
ADAMS, 1995). Aumentos secundarios nas concentracdes de E2 foram detectados durante
a fase lutea do ciclo estral. Entretanto, estes aumentos sdo de menor magnitude do que
aqueles observados durante a fase folicular (ADAMS et al., 1995). Embora o FD seja
caracterizado por concentracdes crescentes de E2 e inibina, as concentracfes desses

horménios diminuem ap6s o pico de LH e ovulacdo (PIERSON; ADAMS, 1995).

2.2.2. Selecéo folicular
Em cada onda folicular, os foliculos recrutados estardo sujeitos ao processo de

selecdo. Em animais monovulares, a sele¢do de foliculos é um processo em que um foliculo
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é escolhido de uma coorte de foliculos em desenvolvimento e se torna dominante,
continuando a crescer até entrar em atresia ou ovular (PETER et al., 2009; AERTS; BOLS,
2010b; GINTHER et al., 2000b; 2016).

O processo de selecdo envolve uma série de mudancas morfologicas e
endocrinoldgicas, onde a diferenca nas taxas de crescimento entre o foliculo maior e o
préximo do maior em uma onda é considerada o principal fator no processo (HODGEN,
1982). A fase comum de crescimento do desenvolvimento das ondas, que segue a
emergéncia das ondas e as elevacdes na concentracdo de FSH, esta ligada a parte decrescente
subsequente da onda de FSH. Assim, os futuros FD e FS sofrem varias modificagdes em
termos de processos hormonais locais que, em parte, controlam a queda nas concentragoes
de FSH (BEG et al., 2002; GINTHER et al., 2003).

Quando o FSH se eleva e atinge um platd, foliculos terciarios FSH-dependentes de 4
a 5 mm sédo recrutados (KULICK et al., 1999; GINTHER et al., 2015). Os niveis de FSH
séricos na primeira onda folicular de um ciclo s&o normalmente expressos 28 horas apds o
inicio da fase estro (MIHM; AUSTIN, 2002), e depois durante os primeiros trés dias da onda
folicular recém-recrutada, quando os niveis de FSH comecam a diminuir gradualmente em
funcdo do proprio crescimento dos foliculos recrutados (ADAMS et al., 1992; ADAMS et
al., 1993a). Mesmo que ainda estejam dependentes deste hormdnio, os foliculos em
crescimento comecam a produzir e liberar principalmente inibina, mas também pequenas
quantidades de estradiol. Esta inibicdo gradual da secrecdo de FSH leva a niveis desta
gonadotrofina que sdo insuficientes para que os foliculos menores, recém-emergentes,
mantenham seu crescimento, 0s quais entram em atresia, em processo de selecdo e rumo a
uma divergéncia de padrdo de crescimento entre um futuro FD e os FS (GIBBONS et al.,
1999; MIHM; BLEACH, 2003; AERTS; BOLS, 2010b; GINTHER, 2016). Apds a fase

tipica de crescimento dos foliculos, o futuro FD e, em média, dois a quatro FS continuam
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crescendo, mantendo a proliferacdo celular e a producéo de estradiol apesar da reducgéo na
concentracdo de FSH. Isto ocorre porque os foliculos podem manter altos niveis de
expressdo do mRNA receptor de FSH e sua capacidade de se ligar ao FSH, mesmo que mais

baixo (EVANS; FORTUNE 1997; BAO; GARVERICK, 1998).

2.2.3. Desvio e dominéancia folicular

O termo "desvio folicular" foi cunhado para substituir o termo "divergéncia folicular”
(PETER et al., 2009). Os fendmenos de selecéo e divergéncia que impulsionam o futuro
crescimento folicular do FD até o estagio de dominancia é o ponto de partida do periodo de
dominancia folicular, com o desvio folicular marcando a concluséo da fase de selecédo
(IRELAND et al., 2000). A selecéo do FD é determinada pelo processo de desvio folicular,
que acontece em torno de 2,5 dias apds a emergéncia da onda (PETER et al., 2009).

Segundo Ginther et al. (2016), o padrédo fisiologico de desvio folicular regular
caracteriza-se por um futuro FD atingindo 8,5 mm em cerca de 2,5 dias, enquanto o tamanho
dos FS estara na faixa de 7 mm ou menos. Porém, o didmetro folicular nem sempre € um
método confidvel para determinar o estagio de desenvolvimento, particularmente quando ha
uma pequena diferenca de tamanho entre os dois maiores foliculos na avaliacdo. O padréo
de desvio folicular pode estar subdimensionado, onde o FS ndo atinge o tamanho de 7 mm
enquanto o futuro FD esta proximo do tamanho de 8,5 mm. Com um padréo de crescimento
folicular alterado, o futuro FD e o FS podem crescer para tamanhos muito préximos um do
outro, o que envolve incerteza sobre qual foliculo sera o FD.

Quando um foliculo atinge 10 mm de diametro, este é geralmente considerado
dominante (GINTHER et al., 1998; GINTHER et al., 2003). Este processo refere-se aos
aspectos endocrinoldgicos e fisioldgicos do FD durante a fase de crescimento, tais como 0s

niveis de E2 e a inibina, que indiretamente afetam a regressdo dos FS e a supressdo da
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subsequente emergéncia de novas ondas pela supressdo do FSH. O declinio na propor¢do
intrafolicular de E2/P4 durante a dominancia tem o objetivo de prepara-lo para a ovulacao
(MIHM et al., 2006). O FD que ndo é exposto ao pico de LH sobreviverd por um breve
periodo antes de se tornar atrésico (VALDEZ et al., 2005). Durante este tempo, o FD
depende de fatores de crescimento que estimulam a transicdo das fases G1 para as fases S
do ciclo celular e preveem a apoptose das células de granulosa (QUIRK et al., 2004). Com
a atresia e a depuracdo do E2 e da inibina do FD desta onda, o centro tonico é desinibido e
aumenta o padréo pulsatil de GnRH, que elevara os niveis de FSH, iniciando uma nova onda
folicular. Porém, com a queda abrupta nos niveis de P4 causada pela lutedlise, o FD
aumentara ainda mais 0s niveis de E2, estimulando o centro sexual as mudancas
comportamentais do estro, e o centro pré-ovulatorio do hipotalamo em descarregar GnRH,
que por sua vez causara o pico de LH, levando entédo ao desenvolvimento do FD em foliculo
pré-ovulatorio e a ovulagdo (AERTS; BOLS, 2010b; FORDE et al., 2011), conforme ja

descrito acima.

2.3. Uso de horménios exdgenos para manipular o clico reprodutivo: a

inseminacao artificial em tempo fixo

Uma variedade de técnicas de manejo pode ser usada para aumentar a eficiéncia
reprodutiva, mas as biotécnicas da reproducdo podem acelerar o processo. Em termos gerais,
as biotécnicas, como a inseminacdo artificial (1A), a congelacao de gametas e a sincronizagéo
de estros e IA em tempo fixo (IATF) amadureceram em aplicacdes comerciais bem-
sucedidas, facilitando o aumento da producdo através da genética, a reducdo do intervalo
entre geracdes, o controle de enfermidades e a reducdo dos custos de produgédo

(BERTOLINI; BERTOLINI, 2009; THIBIER, 2005). Neste contexto, as biotécnicas da
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reproducdo se tornaram ferramentas de gerenciamento crucial (DISKIN, 2018; HARSTINE
et al., 2018).

A 1A se tornou a principal biotécnica para o desenvolvimento genético no setor
pecuario. A fim de desenvolver esta biotécnica em um método viavel e eficaz, muitos
desafios tiveram que ser resolvidos. A IA em animais remonta alguns séculos. No século
XVII, o cientista italiano Lazzaro Spallanzani realizou experimentos com animais para
estudar a fertilidade e a reproducédo, e realizou a primeira IA com sucesso em caninos
(FOOTE, 2001; ORLAND, 2017). No final do século XIX, Ivanoff comecou o trabalho
pioneiro na Russia para estabelecer a A como um processo viavel em cées, raposas, cavalos,
coelhos e aves (IVANOFF, 1922). Anos mais tarde, Walton (1933) foi um pioneiro ao
transportar sémen de carneiro durante dois dias, sendo posteriormente utilizado para
inseminar ovelhas com sucesso. Entretanto, a técnica ndo foi amplamente utilizada de
imediato devido a falta de conhecimento sobre os ciclos estrais e a falta de tecnologia
apropriada nasdiversas espécies animais. Na déecada de 1940, pelo desenvolvimento de um
diluente a base de gema de ovo e fosfato (PHILLIPS; LARDY, 1940) e melhorado com um
diluente tamponando a base de gema de ovo e citrato de soédio (SALISBURY et al., 1941),
a A com sémen diluido e refrigerado tornou-se pratica comum nas fazendas leiteiras na
Europa e nos Estados Unidos (SALISBURY et al., 1978; FOOTE, 2002).

Passados mais de 80 anos desde a implementacdo comercial, inicialmente com sémen
refrigerado, a IA foi significativamente desenvolvida e melhorada, em especial apos a
criopreservacdo, a partir da década de 1950. Embora tenha se tornado uma biotécnica
comumente utilizada para melhorar a producdo em bovinos de corte e leite e para melhorar
a genética de diferentes espécies, um estudo de 2017 pelo Sistema Nacional de

Monitoramento e Satde Animal (USDA National Animal Health Monitoring System, 2020)
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documentou que apenas 5,5% e 15,1% dos programas de inseminacdo em vacas e novilhas
de carne, respectivamente, nos EUA utilizam a 1A nos rebanhos (USDA, 2020).

A necessidade de controle do estro para a IA diminuiu de importéncia a partir de
meados dos anos 1990 em muitos sistemas de producéo na medida em que as pesquisas sobre
protocolos de manipulacdo do ciclo estral e da sincronizagdo de uma nova onda folicular
usando horménios exdgenos evoluiram (MOORE; HASLER, 2017; STEVENSON; BRITT,
2017). Os protocolos hormonais para a IATF consistem em uma manipulagédo intencional da
funcdo ovariana empregando horménios exdgenos para promover que a fémea seja
inseminada em um determinado momento sem a deteccdo do estro (BO; BARUSELLLI,
2014). Assim, uma vantagem da IATF sobre os protocolos de sincronizagédo do estro é que
a identificac@o do estro ndo € necessaria, com todas as fémeas sendo inseminadas ao mesmo
momento. Mesmo que nem todos os animais exibam estro antes da IATF, a observacao
frequentemente produz taxas de prenhez comparaveis aquelas obtidas usando procedimentos
convencionais de deteccdo de estro (PURSLEY et al., 1995). Esta estratégia da IATF
permite encurtar a estacdo de paricdo, promover ciclicidade das fémeas e a uniformidade nos
bezerros, diminuir o nimero de touros necessarios para 0 servigo natural e aumentar a
proporcao de fémeas que concebem no inicio da estacéo reprodutiva (PURSLEY et al., 1995;
BO; BARUSELLI, 2014).

Existem trés tipos basicos de protocolos hormonais para IATF atualmente utilizados
em bovinos de corte, combinados com dispositivos intravaginais de liberacdo de P4: (a)
protocolos com GnRH, em especial usados para o gado leiteiro, (b) protocolos com ésteres
de estradiol (E2), como o benzoato (BE) e o ciponato de estradiol (CE), em especial para o
gado de corte, e (c) protocolos com EB e GnRH, como o J-Synch (PURSLEY et al., 1995;
BO et al., 2016; DE LA MATA et al., 2018; MADUREIRA et al., 2020a,b). O uso destes

hormdnios (GnRH, BE) visa a sincronizac¢do do inicio da emergéncia da onda folicular do
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protocolo, o controle das concentragbes de P4 circulante para regular tanto os padrfes de
crescimento do foliculo pré-ovulatério e o ambiente uterino, quanto o tempo de
estro/ovulacgéo, e sincronizar o tempo de ovulagdo para permitir a 1A no final do protocolo
(MADUREIRA et al., 2020a; CONSENTINI et al., 2021).

Qualquer programa que pretenda sincronizar o ciclo estral com ou sem a deteccao do
estro requer a sincronizacdo das ondas foliculares (NASSER et al., 1993; BO et al., 2002).
O protocolo OvSynch (GnRH - 7 dias/PGF2, - 48h/GnRH - 16h/IATF), desenvolvido em
meados dos anos 1990 para bovinos de leite, foi um dos primeiros esfor¢os para consolidar
0 que se conhece hoje por IATF (PURSLEY et al., 1995). Neste protocolo, 0 GnRH estimula
a liberacdo de LH, o que provoca a ovulacao ou luteiniz¢do de um foliculo dominante (FD)
que esteja presente nos ovarios. Com isto, o impacto enddcrino inibitério do FD na secrecao
de FSH é eliminado, havendo a emergéncia de uma nova onda (McMILLAN; THATCHER,
1991; PURSLEY et al., 1995; BO et al., 1995b). Se 0 GnRH for administrado na fase de
crescimento tardio ou estatico precoce do desenvolvimento folicular, ao contrario de outras
fases de crescimento folicular, é mais provavel que o FD ovule (MARTINEZ et al., 2000).

Semelhante ao efeito do tratamento com GnRH para estimular uma nova onda
folicular, também passaram a ser empregados ésteres de E2 (BO et al., 1995b). Quando
foram administrados 5 mg de valerato de E2 (VE) um dia ap6s a ovulacdo (durante a fase
inicial de crescimento) em novilhas com dispositivos de P4, foi observada atresia folicular,
0 que causou um aumento de FSH e o desenvolvimento precoce da onda folicular seguinte
(BO et al., 1993). Resultados similares foram obtidos em vacas, onde uma Unica injecio de
5 mg de 17pB-estradiol gerou a supressdo folicular bem-sucedida e favoreceu o
desenvolvimento sincronizado de uma nova onda folicular 4 a 5 dias depois (BO et al.,

1994b).
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Embora o mecanismo pelo qual o E2 sincroniza a emergéncia de uma nova onda
folicular ndo seja totalmente conhecido, foi proposto que o E2 inibe o centro ténico liberador
de GnRH no hipotélamo, que por sua vez causa a reducao nos niveis de FSH, o que inibe o
crescimento dos foliculos FSH-dependentes (BO et al., 1993). Estes protocolos com ésteres
de E2 acompanhados por um dispositivo liberador de P4 gera o surgimento sincronico de
uma nova onda quatro dias apos iniciar o tratamento (BO et al., 1994b; BO et al., 1995a).
Neste contexto, a supressao dos pulsos de LH pela P4 parece inibir o desenvolvimento de
foliculos que dependem do LH enquanto aumenta os efeitos do E2 (SAVIO et al., 1993; BO

et al., 1995b).

2.3.1. Fatores que afetam o sucesso dos programas de IATF

Apesar do progresso significativo e da intensificacdo da IATF nos programas
reprodutivos bovinos (SA FILHO et al., 2010; BO et al., 2019), em geral, as taxas de P/IA
tém permanecido entre 40 e 60% por muitos anos (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO
et al., 2009; BO et al., 2013; BARUSELLI et al., 2012; BO; BARUSELLI, 2014;
WILTBANK; PURSLEY, 2014, MARTINEZ et al., 2004a, b; SIQUEIRA et al., 2008; BO
et al., 2016; LAMB; MERCADANTE, 2016). Fatores limitantes de um incremento nestes
indices necessitam ser melhor reconhecidos, avaliados e manipulados.

O sucesso da concepcgdo requer a interacao sinérgica entre um oocito saudavel com
um espermatozoide capaz de se manter viavel no trato reprodutivo feminino, até o momento
da fecundacdo. Varias pesquisas tém demonstrado que as limitacdes da IATF para superar
essas taxas de P/IA sdo resultado de eventos multifatoriais sinérgicos que dependem de

eventos multifatoriais intrinsecos (condicdo corporal, raca do animal, idade dos animais,
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categoria animal como novilhas ou vacas, primiparas ou multiparas, status de ciclicidade,
dias pés-parto, tamanho do foliculo ovulatério e tempo de inseminagdo em relacdo a
ovulacdo, etc.) (PERRY et al., 2007; MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009,
SARTORI et al., 2016), e extrinsecos (reprodutores, rebanho, técnicos, nutri¢do, sanitarios,
meio ambiente, protocolos de manejo e sincronizagéo entre outros) (BEDERE et al., 2018;
FAIR; LONERGAN, 2018; UNGERFELD et al., 2021). Compreender a interacdo destes
fatores é chave para a aplicacdo de medidas que incrementem as taxas de prenhez apds a
IATF sob diferentes circunstancias.

A consequente varia¢do no desenvolvimento folicular, expressdo do estro e tempo de
ovulacao na conclusdo do protocolo de IATF pode resultar em baixa taxa de prenhez. Com
a minimizacao de diferencas entre fémeas no que diz respeito a0 momento da expressao do
estro e, por fim, da ovulacao, os protocolos de IATF permitem um maior controle sobre o
ciclo estral para maximizar as taxas de prenhez. Em vacas, a capacidade de um regime
hormonal para sincronizar o tempo de expressao do estro e ovulacdo pode variar de acordo
com os dias pos-parto, escore de condicao corporal e paridade (CONSENTINI et al., 2021).
A sincronicidade no tempo de expressdo do estro pode ser melhorada e possivelmente levar
a taxas mais altas de P/IA em protocolos de IATF que considerem a varia¢do no estagio do
ciclo estral entre fémeas no inicio do tratamento (CONSENTINI et al., 2021).

Outro aspecto a ser considerado com respeito a sincronizacdo da ovulacdo é que nem
todas as fémeas que exibem estro serdo inseminadas no momento mais adequado em relagédo
a ovulacdo devido a condigdes logisticas e a condi¢Bes associadas a qualidade seminal, por
exemplo. Além disso, nem todas as fémeas expressardo estro antes ou depois da IATF, e
ainda sim, alcancardo a concepcdo. E exatamente esta a estratégia que permite que todos 0s
animais sejam inseminados de uma sO vez sem a necessidade da deteccdo do estro. Em

estudos anteriores (GALVO et al., 2004; PEREIRA et al., 2016; POHLER et al., 2016),
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verificou-se que as fémeas que expressam estro proximo a IATF tém taxas de P/IA maiores
do que as que ndo expressam estro, 0 que pode ser explicado pelas maiores concentragdes
de E2 sérico derivado de FD de fémeas que expressaram estro 24 h antes da IA (PERRY et
al., 2007; JINKS et al., 2013), demonstrando sincronia adequada da ovula¢do. Entdo, neste
contexto, é crucial se obter o méximo de animais expressando o estro ou que pelo menos
apresentem um foliculo pré-ovulatério fisiologicamente maduro no momento da IATF,
objetivo final 6bvio dos protocolos de IATF (ATKINS et al., 2010; JINKS et al., 2013).
Quando a IATF ¢ utilizada, a regulacdo ineficaz da dinamica folicular e luteal no
inicio do protocolo pode levar a baixas taxas de P/IA. Pohler et al. (2012) documentaram
que a reducdo da fertilidade pode resultar da ovulacdo induzida de um foliculo
fisiologicamente incompetente durante a IATF. Alguns estudos tém destacado que o
didametro menor do foliculo poderia causar falha na ovulacédo e subsequentemente baixas
taxas de P/IA (PERRY et al., 2007; PERRY et al., 2005; LAMB et al., 2001; SA FILHO et
al., 2010) e/ou reducéo da sobrevivéncia embrionaria, menor taxa de fecundacéo, resultado
provavelmente tanto da maturidade folicular quanto da competéncia odcitaria (MOOREY et
al., 2021; READ et al., 2021). Desta forma, a otimizacdo do tamanho do FD se tornou um
fator critico prioritario para melhorar o sucesso nos programas de IATF (WILTBANK et al.,
2011; BARUSELLI et al., 2012; PFEIFER et al., 2015; TARSO et al., 2016; NUNEZ-
OLIVERAZ etal., 2020; KORNMATITSUK; KORNMATITSUK, 2021). De fato, o tamanho
do FD ¢é um preditor chave associado a resposta ovulatoria (LAMB et al., 2010; PUGLIESI
et al., 2016), com aumento da concentracdo de E2 (PERRY et al., 2007; ATKINS et al.,
2010), maior expressdo de estro comportamental proximo a IATF (RODRIGUES et al.,
2018; OOSTHUIZEN et al., 2020), tempo mais adequado para a ovulacdo (PFEIFER et al.,
2015), melhor funcdo latea (ECHTERNKAMP et al., 2009; ATKINS et al., 2010;

DADARWAL et al., 2013; PUGLIESI et al., 2016), e maiores taxas de P/1A (PERRY et al.,



35

2005; PERRY et al., 2007; SA FILHO et al., 2010a,b). Recentemente Moorey et al. (2021)
e Read et al. (2021) demonstraram uma composicdo diferencial de metabolitos entre
foliculos pequenos (<11.7 mm) e grandes (>12.7 mm) quando foram expostos a um pico de
LH induzido por GnRH exdgeno, o que teve um efeito direto sobre a competéncia do odcito
(READ et al., 2021).

Os protocolos iniciais de sincronizagdo da ovulagcdo em programas de IATF em
bovinos de corte empregava frequentemente o protocolo Co-Synch com dispositivo de P4
por 7 dias (BO et al., 1995). Porém, como o protocolo comeca com a administracio de
GnRH, somente as vacas que tem a chance de ter um foliculo LH-responsivo no inicio do
procedimento irdo ovular/luteinizar em resposta ao GnRH. Além disso, aproximadamente
35% das vacas ndo ovularam em resposta ao GnRH (GEARY et al., 2000; VASCONCELOS
et al., 1999). Estudos adicionais destacaram que devido ao estagio do FD no momento do
tratamento, uma Unica administracdo de GnRH reduziu significativamente o tempo (1,5a 2
dias) entre o tratamento de GnRH e a emergéncia de uma nova onda folicular, mas foi
insuficiente para sincronizar com sucesso a emergéncia da nova onda (BODENSTEINER et
al., 1996; MARTINEZ et al., 2000).

No mesmo contexto, 0s regimes de tratamento baseados em ésteres de E2 e P4,
embora possam promover a ciclicidade em vacas em condicdo de anestro (BARUSELLI et
al., 2004; SA FILHO et al., 2010; BO et al., 2016; MAPLETOFT et al., 2018;
BOSOLASCO et al., 2021; TSCHOPP; BO 2022), também devem garantir a atresia dos
foliculos da onda anterior, e o recrutamento e o surgimento de uma nova onda folicular (BO
et al., 2003). A maior limitacdo do uso do BE é a resposta dose-dependente para induzir a
atresia (BURKE et al., 2003), o que pode resultar no fracasso da regressdo folicular,
produzindo foliculos persistentes (BRIDGES et al., 1999; MONTEIRO et al., 2015;

CONSENTINI et al., 2021), ou retardando o tempo de aparecimento de uma nova onda
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folicular (BO et al., 1995; BURKE et al., 2001; DISKIN et al., 2002; BURKE et al., 2003;
MCDOUGALL et al., 2004; Madureira et al., 2020), que por sua vez promove a assincronia
tanto nos padrdes de crescimento do foliculo pré-ovulatério futuro quanto no tempo de
expressdo do estro e da ovulagio (FIKE et al., 1997; SA FILHO et al., 2010; SALES et al.,
2012; BARBOSA et al., 2022). No final do protocolo, estas variagdes nas respostas das
vacas a0 GnRH e ao BE efetivamente separam as fémeas em duas subpopulagbes com
desenvolvimento folicular diferente, o que poderia levar a menores proporcoes de expressao
do estro, além de maior variabilidade no tempo de inicio da ovulacdo. Este fendmeno é
exacerbado pela menor viabilidade das doses de sémen congelado comumente usadas
durante os programas de IATF, os quais tém baixa capacidade de manter a viabilidade por
um periodo suficientemente longo no trato reprodutivo feminino para alcancar a interacéo

sinérgica com os oocitos decorrentes da ovulacao retardada (COHEN-DAYAG et al., 1995).

2.4. Uso do sémen criopreservado e refrigerado na IATF

A competéncia funcional dos espermatozoides é um dos fatores-chave para se obter
Otimas taxas de P/IA nos programas de IATF (KUMARESAN et al., 2017; DISKIN, 2018;
HARSTINE et al., 2018), pois somente espermatozoides viaveis com uma membrana intacta
e acrossoma funcional conseguem povoar, ligarem-se ao epitélio do istmo tubarico e
capacitarem, criando um reservatério de espermatozoides, 0 que aumentara as chances dos
espermatozoides competentes fecundarem o odcito ovulado (STIAVNICKA et al., 2023).
Se falho, isto é especialmente critico se considerarmos que atualmente o sémen
criopreservado compreende 98% do sémen utilizado em programas de IATF (BARUSELLI

et al., 2022), o que demonstra que o sémen congelado pode ser uma ferramenta critica no
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manejo de programas comerciais de producdo bovina (DISKIN, 2018; HARSTINE et al.,
2018; NOGUEIRA et al., 2019).

A consideragéo do tipo de sémen usado nos protocolos de IATF depende em grande
parte do intervalo entre o tempo que ocorre a ovulacdo e a viabilidade média de sobrevida
dos espermatozoides, a qual muda segundo o tipo de sémen (fresco, refrigerado ou
criopreservado) (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Apesar das pesquisas com sémen refrigerado em
animais domésticos ter iniciado nos anos 1920, s6 nos anos 1940 é que o sémen foi colocado
em uso comercial quando desenvolveram o diluente tamponando a base de gema de ovo com
citrato de sddio (SALISBURY et al., 1941). No entanto, ap6s o descobrimento do glicerol
(POLGE et al., 1949; PEGG, 2002), o uso de sémen refrigerado gradualmente caiu para
segundo plano em bovinos.

Mesmo com os beneficios da criopreservacdo de sémen, 0s espermatozoides estdo
sujeitos a mudancas estruturais, metabolicas e funcionais deletérias durante e apds o
processo de criopreservacdo (CORMIER; BAILEY, 2003; OLIVEIRA et al., 2012;
SATAKE et al., 2018; SCHNOBRICH, 2018; WATSON, 2000), tais como mudancas da
permeabilidade e fluidez da membrana, geracdo de radicais livres, desestabilizacdo do
citoesqueleto, desequilibrio idnico, fragmentacdo do DNA, distdrbios nas interacfes
macromoleculares e modificacdes proteicas, RNA e epigenéticas (PINI et al., 2018;
YANEZ-ORTIZ et al., 2022), menor fertilidade e subsequente menores taxas de P/IA.

Interessantemente no Brasil, a publicacdo inicial de Garcia et al. (1999) retomou a
pratica de utilizacdo de sémen refrigerado em bovinos. Desde entdo, o sémen refrigerado foi
reincorporado ocasionalmente nos ultimos anos em programas de IATF tanto em pesquisa
(BUCHER et al., 2009; CRESPILHO et al., 2012; CRESPILHO et al., 2014; PAPA et al.,
2015; BORGES-SILVA et al., 2016; SATAKE et al., 2018; RESENDE et al., 2018;

PYTLIK et al., 2020; TIPPENHAUER et al., 2021), quanto no campo comercial em paises
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como Irlanda (MURPHY et al., 2013; MURPHY et al., 2017), Nova Zelandia (YANG et
al., 2018), e Australia (SATAKE et al., 2018).

A questdo da curta viabilidade do sémen congelado é um dos problemas que tem sido
tratado de diversas maneiras. Fatores como o0 meio de armazenamento, temperatura e outras
condicbes devem ser considerados para preservar a capacidade fecundante do sémen
(VISHWANATH; SHANNON, 1997; LONERGAN, 2018). Sem diminuir
significativamente a fertilidade, o sémen refrigerado pode ser mantido em diluentes como o
Caprogen® por até trés dias (VERBERCKMOES et al., 2005). De acordo com Vishwanath
& Shannon (2000), o sémen refrigerado por 48 horas foi eficaz em manter a viabilidade e
atingir taxas de nédo retorno ao estro de 68,1%. Ja Vishwanath & Shannon (2000) e Bucher
et al. (2009) demonstraram que ¢é possivel reduzir o nimero de espermatozoides por dose
inseminante usando sémen refrigerado. Os resultados de Wishwanath & Shannon (2000)
utilizando 4 x 10° espermatozoides, 6 x 10° espermatozoides, e 8 x 10° espermatozoides por
IA mostraram taxas de n&o-retorno ao estro de 73%. Bucher et al. (2009) utilizaram 4 x 10°
espermatozoides/dose com sémen refrigerado por 24 horas, e ndo demonstraram diferencas
nas taxas de P/IA.

Quando os danos espermaticos e as taxas de P/IA sdo comparados, alguns estudos
demonstraram que a refrigeracdo por até 24 horas gera menos danos e promove melhores
taxas de P/IA na IATF quando comparados ao sémen congelado (PAPA et al., 2015;
BORGES-SILVA et al., 2015; CRESPILHO et al., 2008). Além disso, Crespilho (2012)
documentou uma P/IA maior usando sémen refrigerado por 48 horas quando comparado ao
sémen criopreservado. Entretanto, uma pesquisa subsequente usando o sémen refrigerado
pelo mesmo periodo, relatou uma menor P/IA (CRESPILHO et al., 2014), dados que

sugerem que o fator macho associado a diferentes composi¢oes lipidicas das membranas
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plasméticas podem desempenhar um papel fundamental para a determinacdo do sucesso ou
fracasso do uso do sémen refrigerado (MURPHY et al., 2017).

Como apresentado na Tabela 1, estudos tém avaliado os efeitos da concentracao
espermatica, do tipo de palheta, da composi¢cdo do diluente, do tempo e da temperatura
utilizados sobre as taxas de prenhez ap6s a IA. Muitas vezes ndo é viavel comparar 0s
resultados de varios estudos focados na avaliacdo do desempenho de sémen refrigerado ou
criopreservado sobre a P/IA em bovinos de corte e leite devido aos desenhos experimentais
heterogéneos, ao nimero de espermatozoides utilizados por palheta variar, 0s componentes
e suplementos dos diluentes serem distintos, a temperatura e tempo de armazenamento, a
categoria de fémeas usadas nos experimentos, e 0s protocolos hormonais serem diferentes
(BORCHARDT et al., 2018; BORGES-SILVA et al., 2019; TIPPENHAUER et al., 2021).
Em geral, enfatiza-se que o uso de sémen refrigerado diluido em Tris-gema de ovo ou
diluente comercial a 5°C por até 24 horas atingem taxas de P/IA 5% a 15,8% maiores em
programas de IA/IATF, considerando o sémen congelado convencional como padréo (59,9%
vs 49,4%, BORGES-SILVA et al., 2016; 61,49% vs 45,71%, CRESPILHO et al., 2012; 51%
vs 41%, PAPA et al., 2015; 64,5% vs 44,7%, RESENDE et al., 2018), respectivamente.
Quando comparado com sémen congelado contendo 20 x 10° espermatozoides/dose, 0 uso
de sémen fresco a uma concentragdo de 3 x 10° espermatozoides/dose ndo resultou em

diferencas nas taxas de P/IA (BUCHER et al., 2009).
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Tabela 1. Resultados de estudos da literatura com diferengas significativas (P<0,05) entre o uso de sémen bovino refrigerado (R) e/ou
congelado (C) na IA ou na IATF de fémeas bovinas de corte ou de leite

Dose 1A

Parametros

Referéncia Obijetivo N° touros & Diluentes - N° fémeas Categoria Raca P/1A
(x 109 espermaticos
P/IA com sémen MT
criopreservado (20x108 10 (C) x . 50,4 (C)
BUCHER et al., 2009 spm/dose) vs refrigerado 2 3 (R) Padrédo IN'ITTCR 1455 Multiparas Angus 515 (R)
(3x10% spz/dose) ) )
P/1A com sémen DT Multiparas com 45,7 (C)
CRESPILHO et al., 2012 refrigerado a 5°C por 24 h 1 30 Botubov® MT 349 Cria a0 pé Nelore 61,5 (R)
. . DT 25,3 (Tris)
P/1A com sémen Tris .
. N MT CASA Multiparas com 26,3 (Botu-Bov®)
CRESPILHO et al., 2014 reergc)erTr]a(ei(;:n? Cl:ifeorrofls h 20 30 Botul-gé)g&@B-E\e,.iithin INT. ACR. 973 cria a0 pé Nelore 33.3 (Botu-Bov®-
g INT. MEM. Lecithin)
DT
P/IA com semen BOtlé]ch%ﬁlsem INT. AGR, 51,0 (C)
PAPA et al., 2015 refr::%er;agc; ea r: CI:I feorro I24 h 30 40 Botu-Bov® com INT. MEM. 762 Multiparas Nelore 440 (R)
g glicerol ROS
FRAG. DNA
P/IA com sémen MT 50,0 (R glicerol)
BORGES et al., 2016 refrigerado a 5°C por 24 h 3 25 Padrdo HIPO 346 Multiparas Nelore 53,0 (R sem
com e sem glicerol TTR glicerol)
P/1A com sémen DT .
BORGES-SILVA et al., - ~ MT Multiparas com 49,4 (C)
criopreservado vs 3 25 Padréo 838 - . Nelore
2016 . o HIPO cria ao pé 59,9 (R)
refrigerado a 5°C por 24 h TTR
RESENDE etal,, 2018  F/VA com sémen resfriado 2 20 Botubov® NR 152 Multiparas  Girolando 44,7 (C)
vs congelado 64,5 (R)
DT
P/1A com sémen MT 53,2 (C)
SATAKE et al., 2018 criopreservado vs 3 6 Padrdo CASA 352 Multiparas Brahman 3116 ®)
refrigerado por 48 h CITO '
FLUXO
P/1A com sémen
BORGES-SILVA et al., refrigerado a 5°C por 24 e Botubov® DT . 49,3 (24 h)
2020 48 h com dois diluentes 5 30 INRA 96° MT 946 Multiparas - Nelore 49,6 (48 h)
comerciais
PYTLIK et al., 2020 39 7,5 Andromed® NR 3979 Multiparas Holandés 30,6 (C)
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P/IA com sémen 35,6 (R)
criopreservado e
refrigerado a 5°C
P/1A com sémen .
. S x Multiparas 52,6 (24 h)
SILVA et al., 2020 refrlgerado;3 5h Cpor2de 30 Padrédo NR 257 solteiras NR 52.1 (48 h)
P/1A com sémen 39,4 (C)
SILVA et al., 2020 criopreservado e 30 Padrédo NR NR NR NR 2116 (R)
refrigerado a 5°C por 72 h '
P/1A com sémen
criopreservado e 402 (C)
SILVA et al., 2020 refrigerado a 5°C por 24 h 30 NR NR 196 Novilhas NR 48]9 (R)
com diferentes '
tipos/palhetas
P/1IA com sémen .
SILVA et al., 2020 refrigerado a 5°C por 24 e 30 Padrédo 257 Multlparas NR 52,6 (24 )
48 h solteiras 52,1 (48 h)
P/1IA com sémen
refrigerado ou congelado 9(R) ® o ® Primiparas - 46,8% (R)
WIEBKE et al., 2023 em fémeas com 25 (C) Caprogen® BioXce MT 667 Multiparas Holandés 27.7% (C)

ovulalagdo atrasada

Siglas, abreviacdes e defini¢bes. Padrdo: diluentes a base de TRIS-gema de ovo; DT: Defeitos totais; MT: Motilidade total; CASA: Analise
computorizada; INT. ACR: Integridade do acrossoma; HIPO: Teste hiposmotico; INT. MEM.: Integridade de membrana; ROS: espécies reativas

do oxigénio; FRAG. DNA: Fragmentacdo do DNA. C: Congelado; R: Refrigerado. NR: Né&o relatado.
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Inconsisténcias nas taxas de P/IA observadas entre os estudos utilizando sémen refrigerado
poderiam se dever principalmente a reducdo do nimero de espermatozoides por palheta (3 x 108
espermatozoides/dose, BUCHER et al., 2009; 5 x 10° espermatozoides/dose, MURPHY et al., 2015;
MURPHY et al., 2017; 10 x 10° espermatozoides/dose, TIPPENHAUER et al., 2021), tempo de
armazenamento ou diluente usado (CRESPILHO et al., 2014; MURPHY et al., 2017, 2018), o protocolo
hormonal usado, tempo de inseminacdo (BUCHER et al., 2009; RICHARDSON et al.,, 2017;
TIPPENHAUER et al., 2021), condi¢Ges de manuseio e armazenamento de sémen (MURPHY et al.,
2015; SATAKE et al., 2017).

Segundo a literatura (Tabela 1), existem inimeras diferencas relativas ao custo-beneficio, a
qualidade da mdo de obra, a supervisdo do processamento, 0 tempo para manter a viabilidade
espermatica, a escolha do diluente, a logistica e os equipamentos. Além disso, ndo existem estudos que
determinem as associacdes entre a P/IATF usando sémen refrigerado e congelado, considerando o estado

de ciclicidade, a expressao do estro, e a morfometria folicular ovariana.

2.5. Ciclicidade e ferramentas para avaliacdo da fungéo reprodutiva

A prevaléncia do anestro por aciclia tem um impacto deletério sobre a fertilidade, especialmente
durante o periodo pos-parto (PETER et al., 2009). Antes do primeiro ciclo estral apds o parto, ha um
periodo de quiescéncia ovariana, que é conhecido como anestro pos-parto. Apds o parto, 0 anestro reduz
a competéncia funcional do HHG por um tempo (SHORT et al., 1990). Devido a uma maior sensibilidade
do hipotalamo ao feedback negativo do E2 durante o anestro, a liberacdo de GnRH é reduzida (ACOSTA
et al., 1983), e 0 FSH e o0 LH séo liberados com menor frequéncia e em menores quantidades (SHORT
et al., 1972, 1990). Nesta fase, a dinamica de crecimento folicular é semelhante a da fase lutea, durante
a qual os foliculos crescem em padrbes ondulatérios, mas se tornam atrésicos em distintas fases da

dindmica e ndo ovulam (AERTS; BOLS, 2010b; FORDE et al., 2011).



43
A duracédo do anestro pds-parto pode ser influenciada por uma variedade de varidveis agindo em
conjunto ou separadamente. Esta condicéo € o principal fator que afeta a recria e concepgao precoce no
inicio da temporada reprodutiva em bovinos de corte (SHORT et al., 1990; BO et al., 2003; ARAGUNDE
VIEYTES et al., 2023). A retomada dos ciclos ovarianos férteis nestas condicdes esta intimamente
associada ao estado nutricional (RICHARDS et al., 1986; D'OCCHIO et al., 1990; VIZCARRA et al.,
1998), saude fisica, época de paricdo, idade da fémea, presenca de bezerros e estado de amamentacéao
(RANDEL, 1990; YAVAS; WALTON 2000), condi¢des que coletivamente podem suprimir o GnRH e
consequentemente o FSH e a frequéncia dos pulsos do LH (WRIGHT et al., 1992; RASBY et al., 1992;
ROCHE et al., 1992).
Previamente foi estabelecido que o retorno da ciclicidade esta positivamente correlacionada com
0 numero de dias pos-parto. Na medida em que os dias pos-parto aumentam, é mais provavel que as
vacas ciclem do que as vacas com menos dias pds-parto (D'OCCHIO et al., 2019). Alguns estudos
documentaram que as fémeas em anestro pos-parto antes da estacdo de reproducdo tém taxas de
expressao de estro, taxas de P/IA e probabilidade de se tornarem prenhes menores do que fémeas ciclicas
(LEFEVER; ODDE 1986; HOLM et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2014; HOLM et al., 2015;
KASIMANICKAM et al., 2016; KASIMANICKAM et al., 2020). Além disso, a reproducdo esta
subordinada em importancia aos nutrientes, reservas energéticas fundamentais e balanco energético
(SHORT et al., 1990). Uma vaca sO6 pode continuar seus ciclos estrais quando consome proteina e
alimentos com valor energético suficientes. Com relacdo ao impacto da paridade, as vacas primiparas
tém maior exigéncia nutricional porque ha necessidades para crescimento e gestacdo, e posteriormente
lactacdo, que se ndo atendidas, leva o metabolismo do animal a priorizar o consumo de nutrientes para o
crescimento, gestacdo e/ou lactacdo em detrimento da reproducdo no pos-parto (SANTOS et al., 2009).
O efeito do padréo nutricional sobre a fertilidade de novilhas ficou bem caracterizado ja ha mais

de cinco décadas. Dunn et al. (1969) demonstraram que o padrdo de ingestdo de alimentos energéticos
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tanto no pré-parto quanto no pos-parto influencia o desempenho reprodutivo de novilhas de corte. Um
baixo nivel de energia antes do parto retardou o inicio da ciclicidade no p6s-parto comparadas a fémeas
alimentadas em padrdo de acordo com as exigéncias nutricionais. No pds-parto, baixos niveis de energia
reduziram a taxa de concepcao, aparentemente afetando a competéncia oocitaria. Ja as fémeas primiparas
com padrdo de dieta de acordo com as exigéncias nutricionais alcancaram elevadas taxas de concepcao.
Desta forma, diferencas marcantes na fertilidade e em taxas de concepcdo podem ser observadas em
fémeas de acordo com o padrdo nutricional, o balanco energético, o ECC, etc, sendo fundamental em
qualquer atividade de exploracdo comercial da producdo animal.

Segundo Peter et al. (2009), os principais elementos que determinam o restabelecimento da
ciclicidade ovariana sdo a emergéncia e a divergéncia folicular, ja que determinam o destino do FD,
mesmo que o inicio do crescimento folicular no periodo pds-parto muitas vezes nédo seja afetado. Neste
contexto, um diagndstico atraves da categorizacdo do anestro segundo as caracteristicas foliculares em
emergéncia, desvio e dominancia tem sido sugerido (PETER et al., 2009).

Estratégias de manejo antes da época reprodutiva, tais como a avalia¢do do inicio da puberdade
em novilhas e retomada dos ciclos ovarianos férteis em vacas ap0s o parto, sdo consideradas criticas para
potencialmente identificar e selecionar fémeas com fertilidade 6tima (D'OCCHIO et al.,, 2019;
MOOREY:; BIASE, 2020).

Embora disponiveis, os sistemas objetivos para determinar o status de ciclicidade, como a
avaliacdo das concentracGes de P4 (ROSENKRANS; HARDIN, 2003; ARCHBOLD et al., 2012),
tornam-se caros e impraticaveis em sistemas em larga escala. Portanto, nas ultimas décadas, diversos
sistemas de classificacdo subjetiva, baseados na palpacdo retal do trato reprodutivo e de estruturas
ovarianas com ou sem o auxilio da ultrassonografia, tais como o Escore do Trato Reprodutivo (ETR)
(LEFEVER; ODDE, 1986; ANDERSEN et al., 1991), o Escore do Trato Reprodutivo Modificado

(ETRM) (STEVENSON et al., 2008), o Desenvolvimento do Trato Reprodutivo (DTR) (MONTEIRO
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et al., 2013; BRUINJE et al., 2019), o Diagnostico da Atividade Ovariana (DOA) (MENCHACA et al.,
2013; QUINTANS, 2016), o Sistema de Pontuacdo do Trato Reprodutivo Ultrassonografico (SPTRU)
(MEE et al., 2009), e a Pontuacdo de Tamanho e Posi¢do (PTP) (YOUNG et al., 2017; MADUREIRA
et al., 2020; SPECKHART et al., 2022), tém sido usados em operacdes em grande escala.

Embora conceitualmente sejam semelhantes, estes sistemas sdo metodologicamente diferentes.
Por exemplo, o0 ETR é baseado no tamanho e ténus uterino, bem como no desenvolvimento folicular e
presenca de um CL no ovario (PENCE et al., 2007). Por sua vez, 0o ETRM usa as mesmas caracteristicas
de avaliacdo (tamanho, tbnus, estruturas ovarianas), mas € simplificado pela designacdo do status em
anestro profundo (ETRM1, ou AP), anestro superficial (ETRM2, ou AS) e ciclico (ETRM3, ou CC)
(STEVENSON et al., 2008). O sistema DTR s0 € baseado no tamanho uterino e nas estruturas ovarianas
(MONTEIRO et al., 2013; BRUINJE et al., 2019), e 0 DOA privilegia apenas as estruturas ovarianas,
onde os diametros foliculares e a presenca do corpo liteo determinam se as fémeas séo ou néo ciclicas,
classificando as aciclicas em AP ou AS, e as ciclicas em CC (MENCHACA et al., 2013; QUINTANS,
2016). O SPTRU ¢ baseado na avaliacdo transretal de ovarios e do utero, onde os descritores uterinos
sdo baseados em imagens ultrassonogréaficas de corte transversal dos dois cornos uterinos para determinar
a quantidade do fluido intraluminal e a ecogenicidade (MEE et al., 2009). Recentemente, foi
desenvolvido o sistema PTP que se baseia na categorizacdo das fémeas com Utero pequeno localizado na
cavidade pélvica (PTP1), atero médio localizado na transicdo entre as cavidades abdominal e pélvica
(PTP2), e utero grande localizado na cavidade abdominal (PTP3) (YOUNG et al., 2017; MADUREIRA
et al., 2020; SPECKHART et al., 2022).

O ETR foi desenvolvido no inicio dos anos 1990 na Colorado State University (CSU), EUA, para
estimar o estado puberal de novilhas com o objetivo de selecionar fémeas para a reposicao, alem de
ajudar a identificar problemas de desenvolvimento que podem afetar a fertilidade futura (ANDERSEN

et al.,, 1991). O sistema baseado na palpacdo transretal e avaliacdo dos cornos uterinos, ovarios e



46
estruturas ovarianas, utiliza uma escala de 5 pontos (Tabela 2), onde as novilhas com pontuacéo 1 ou 2
sdo consideradas pré-puberes (trato reprodutivo imaturo); fémeas com pontuacdo 3 sdo consideradas
peripuberais (desenvolvimento uterino moderado e varios foliculos na faixa de 8-10 mm), mas estima-se
que atinjam a puberdade dentro de 30 dias ap6s a avaliacdo; e as classificadas como 4 ou 5 sdo
consideradas como puberes (trato reprodutivo maduro) (LEFEVER; ODDE, 1986; ANDERSEN et al.,
1991; PENCE et al., 2007: SMITH et al., 2022). Uma pontuacao de 4 é atribuida com base na percepcao
das caracteristicas indicativas de estro, incluindo o tamanho e o ténus do Utero e a presenca de um foliculo
pré-ovulatério maior do que 10 mm em um ou ambos 0s ovarios. A presenca de um CL e de um Utero

bem desenvolvido resulta na atribuicdo de uma pontuagédo de 5 (ANDERSEN et al., 1991).

Tabela 2. Classificacdo do escore do trato reprodutivo (ETR), apds exame ginecoldgico por palpacdo retal e
ultrassonografia transretal, com descricio de caracteristicas ovarianas (tamanho, estruturas,
funcionalidade) e contratilidade (t6nus) uterina para fémeas bovinas

Status da o Diametro do Utero (mm) e Estruturas ovarianas
o . Status da ciclicidade’  Score* .
ciclicidade tdénus (mm)
o 1 <20, sem tonus nenhuma palpavel
Pre-plberes Anestro profundo . , ;
2 20 a 25, sem tonus Foliculos de até 8
Peripuberes Anestro superficial 3 20 a 25, tonus leve Foliculos de 8-10
) ) o 4 26 a 30, tonus leve Foliculos >10, sem CL
Plberes Iminente ou ciclica _ : ;
5 >30, tonus leve ou intenso Foliculos >10, com CL

*Adaptado de ANDERSEN et al. (1991) para nuliparas
*Adaptado de STEVENSON et al. (2008)

Schwalbach et al. (2000) desenvolveram um sistema de ETR para vacas de corte pds-parto. Neste
sistema, a indicacao do nivel de ciclicidade € diferente do sistema utilizado em novilhas, pois ha uma
indicacdo do nivel de involucdo uterina e de estruturas ovarianas como indicador de retorno da
ciclicidade, havendo associacdo positiva destes parametros com o resultado da prenhez

(SCHWALBACH et al., 2000).
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O ETR originalmente proposto por Andersen et al. (1991) pode ser utilizado como teste de
triagem para determinar o estado puberal de novilhas antes da época de reprodugdo (HOLM et al., 2009).
Entretanto, pensa-se que a associacdo mais forte do ETR com os resultados de fertilidade é alcancada
quando a avaliacdo é realizada 30-60 dias antes do servico (PENCE et al., 1999). O ETR também pode
ser um indicador indireto das necessidades nutricionais de novilhas e vacas e como uma ferramenta de
selecdo e predicdo da idade para atingir a puberdade (ANDERSEN et al., 1991; ARCHBOLD et al.,
2012, GUTIERREZ et al., 2014), quando realizado quatro a seis semanas antes do inicio da temporada
de cria (GUTIERREZ et al., 2014; MONDAY et al., 2018; MOOREY; BIASE, 2020). Tais avaliac0es
na pré-temporada podem auxiliar na identificacdo de fémeas com baixa probabilidade de concepcao,
facilitando decisGes quanto ao descarte/selecdo em programas de sincronizacéo.
Vaérios estudos independentes tém demonstrado que ha uma correlacao forte e quase linear entre
0 ETR e as taxas de prenhez em novilhas (LEFEVER; ODDE, 1986; ANDERSEN et al., 1991; HOLM
et al., 2009; PENCE et al., 2007: SMITH et al., 2022). Pence & Bredahl (1998) avaliaram a associa¢ao
do sistema ETR com a futura taxa de prenhez, e demonstraram uma forte associacdo entre 0s maiores
escores de ETR e maiores taxas de P/IA. As novilhas com ETR de 5 tiveram 12% maior taxa de P/IA
quando comparado com fémeas com ETR 2. Além disso, as novilhas classificadas com uma pontuacao
de ETR 4 ou 5 tém maior probabilidade de estarem em estro durante os primeiros 24 dias da época
reprodutiva, independentemente do peso corporal ou idade, em comparacdo com aquelas classificadas
com ETR 1 ou 2 (PENCE; BREDAHL, 1998). Holm et al. (2009), pesquisando a capacidade preditiva
do ETR em novilhas, relataram que quando usado o0 ETR 2 como ponto de corte, a taxa de prenhez apo6s
IA ndo tem aumento (56-58%). JA 0 ETR 3 como ponto de corte traz melhoras nas taxas (56-64%), com
0 ETR 4 resultando em um aumento ainda mais significativo nas taxas de prenhez (56-73%). Holm et al.
(2015) e Smith et al. (2021) corroboraram com os achados por Pence & Bredahl (1998), demonstrando

que novilhas com ETR 1 e 2 possuem menor probabilidade de prenhez, e com maior risco de falha
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reprodutiva e de serem retiradas do rebanho em idade precoce em comparagdo com as classificadas com
ETR 4 ou 5. No estudo de Holm et al. (2015), novilhas Bos taurus indicus classificadas com ETR 3
alcangcaram um desempenho significativamente melhor que aquelas classificadas em 1 e 2, mas pior do
que outras classificacdes (4 e 5).

Conforme mencionado anteriormente, a pontuacdo do ETR como método de selecdo foi
correlacionada com a idade para atingir a ciclicidade, resposta a sincronizacao e as taxas de P/IA pela
sincronizagio do estro, com uma herdabilidade estimada de (h?= 0,32) (ANDERSEN et al., 1991). Em
adicdo, Brinks (1994) destaca que o ETR tem correlagbes com o peso ao nascimento (r=-0,37), peso ao
desmame (r=0,20), ganho de peso ao ano (r=0,31), e idade a puberdade, tornando-o um método valido
para medir e prever a idade de puberdade. Por sua vez, Holm et al. (2009) documentaran uma associa¢ao
positiva com a P/1A ap6s 50 dias pos-parto (P<0,01), o peso de desmame do terneiro (r=0,22, P<0,01), a
taxa de P/IA geral (P<0,01), e negativamente associada a dias ao parto (r=-0,28, P<0,01).

Outros estudos sugerem gue o pool de foliculos antrais poderia ter associagdo com 0 ETR, 0 que
tem relacdo com uma menor taxa de servico por concepcao (MOSSA et al., 2012). No entanto, a
contagem de foliculos antrais ndo esta relacionada com a idade a puberdade (MOSSA et al., 2012;
CUSHMAN et al., 2014), mas tem sido sugerida como um indicador de fertilidade e longevidade
(IRELAND et al., 2011). Algumas evidéncias mostram que animais com menor pool de foliculos antrais
possuem menores taxas de P/IA (CUSHMAN et al., 2009; MOSSA et al., 2012; MARTINEZ et al.,
2016), datas de parto posteriores (MCNEEL et al., 2015), e maior intervalo pés-parto (MARTINEZ et
al., 2016) do que aqueles com maior pool de foliculos antrais. Outras variaveis associadas ao status de
ciclicidade sdo o aumento da producdo e efeitos da P4 e do E2 (IRELAND et al., 2011; JIMENEZ-
KRASSEL et al., 2009), aumento da secrecdo de proteinas uterinas (MCNEEL et al., 2017) e maior
producdo de embries (MAJUMDER et al., 2010), contribuindo para a melhoria geral da fertilidade

(MORAES et al., 2019).
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N&o obstante ao que foi descrito acima, alguns estudos recentes ndo foram consistentes com o
documentado nos trabalhos iniciais. O ETR néo foi preditivo nos resultados de prenhez (HINDMAN et
al., 2022), mas teve uma correlagao positiva com a pontuacgéo de frame (HINDMAN et al., 2022). Phillips
et al. (2018), utilizando ferramentas metabolomicas para identificar metabdlitos Uteis no plasma
sanguineo para identificagdo de novilhas inférteis no momento da IA e associagdo com o ETR, ndo
determinaram diferencas significativas entre as novilhas prenhes (3,9 + 0,74) ou vazias (4,4 + 0,70) apds
a lA. Por outro lado, Smith et al. (2022) ndo determinaram diferencas no didmetro dos cornos uterinos,
no diametro do maior foliculo, ou na quantidade de foliculos antrais entre as pontuacfes do ETR. Alias,
as novilhas com um ETR 2 ou 3 eram mais jovens e com menor peso (P < 0,001) do que aquelas com
um ETR 4 e 5, o que corrobora com outros estudos (RATHMANN et al., 2007). Além disso, a taxa de
falhas na P/IA diferiu segundo o ERT, onde novilhas com ETR 2 e 3 tinham significativamente maiores
falhas de concepc¢éo quando comparadas a fémeas com ETR maior que 3.

A precisdo do ETR pode variar potencialmente dependendo da idade, peso corporal, fase de
desenvolvimento puberal, raca e outros fatores. Entretanto, as razfes para a classificacdo incorreta ndo
estdo bem descritas. Devido a subjetividade do sistema, pode haver erros na classificacdo de novilhas
como pré-puberes ou puberes para avaliadores inexperientes, 0 que pode afetar a precisdo do sistema na
previsdo do desempenho reprodutivo (ROSENKRANS; HARDIN, 2003; ARCHBOLD et al., 2012;
MONDAY et al., 2018). Segundo Holm (2009), em algumas ocasides, novilhas ndo se encaixam
exatamente em uma pontuacdo do ETR especifica, e cabe ao operador decidir qual das variaveis avaliadas
terd mais preponderancia para definir o status de ciclicidade.

A concordancia do sistema ETR foi validada em 2003 durante um periodo de trés meses, realizado
por dois veterindrios, um com 22 anos de experiéncia e o outro recém-formado (ROSENKRANS;
HARDIN, 2003). As novilhas (n=174) foram examinadas pela manhd e depois foram misturadas e

reexaminadas a tarde. Em geral, a concordancia (segundo o coeficiente de Kappa) foi substancial intra-
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avaliadores (0,64), e moderado interavaliadores (0,46), e justo quando comparado com a ultrassonografia
(0,35) (ROSENKRANS; HARDIN, 2003). Especificamente, a concordancia para distinguir entre
novilhas pré-puberes (ETR 1, 2) ou puberes (ETR 4 ou 5) foi moderado a substancial (0,58 e 0,72,
respectivamente) (ROSENKRANS; HARDIN, 2003). Este trabalho destacou 18% das novilhas sendo
classificadas como pré-puberes, quando eram realmente puberes (falsos negativos), com os autores ndo
recomendando o sistema para a selecdo de fémeas para descarte individual de animais.

A subjetividade do ETR ndo é apenas por causa da repetibilidade menos favoravel, mas também
pela complexidade do sistema de pontuacdo (ROSENKRANS; HARDIN, 2003; HOLM et al., 2009).
Nas avaliaches prévias no inicio da temporada de reproducdo, o numero de avaliacbes por animal
(especialmente para as novilhas) parece ser determinante para o valor preditivo do sistema ETR. Quando
é realizada apenas uma vez para cada animal, a pontuacdo atribuida é influenciada ndo apenas pela
maturidade do trato reprodutivo, mas também pelo momento do ciclo estral (especialmente para as
vacas), devido a que as caracteristicas como o tdnus uterino e as estruturas ovarianas variam de acordo
com o estagio do ciclo (PIERSON; GINTHER, 1988; SMITH et al., 2022).

Neste contexto, foi levantada a hipdtese de que a repeticdo da avaliacdo do ETR em animais com
baixa pontuacdo poderia melhorar a precisdo, porque as fémeas que foram erroneamente classificadas
com ETR baixo poderiam estar em metaestro ou diestro precoce (BATTOCCHIO et al., 1999; HOLM
et al., 2009). A razdo para classificacGes errbneas em metaestro e diestro precoce parece estar associada
a sensibilidade de palpacéo transretal para detectar um corpo hemorragico ou um pequeno CL durante
0s primeiros dias apds o estro (BATTOCCHIO et al., 1999). Além disso, segundo Bonafos et al. (1995),
as definicbes baseadas apenas na percepcao de tdnus uterino podem ser influenciadas diretamente com
as concentracdes de hormdnios circulantes, como € o caso do E2, que sdo variaveis com base no estagio
do ciclo ou mesmo da aciclia. Assim, pode haver uma assincronia entre o desenvolvimento e ténus

uterino e a funcdo ovariana, apesar da percepcdo ou ndo do ténus uterino (SMITH et al., 2022). Os
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mesmos autores indicaram que a literatura € limitada quanto a incidéncia e implicagGes quando as fémeas
tém pontuacdes de ETR inconsistentes, particularmente quando ha disparidades que ndo coincidem com
a classificagdo tradicional do status de ciclicidade (SMITH et al., 2022). De fato, a categoria de
pontuacdo pode ser incerta quando a maturidade ovariana ndo se alinha com a maturidade uterina com
base nas defini¢des de pontuacdo individual (HOLM, 2009). Nesses casos, estudos tém sugerido que as
caracteristicas ovarianas devem ser priorizadas com base no pressuposto de que a avaliacdo uterina é
mais subjetiva, secundaria e consequéncia do nivel e do tempo de atividade ovariana (ROSENKRANS;
HARDIN, 2003; HOLM et al., 2016).

Apesar de a ultrassonografia ter sido incluida na avaliacdo do ETR para aumentar a preciséo e a
repetibilidade (HOLM et al., 2009), estudos tém demonstrado discrepancias na coleta de dados que
poderiam ter origem na medicdo (HONARAMOOZ et al., 2004; HOLM et al., 2016). Neste contexto,
Holm et al. (2016) assinalaram que a ultrassonografia transretal para avaliar as caracteristicas ovarianas
e uterinas, tais como a deteccao da presenga ou auséncia do CL, auséncia de um foliculo >13 mm, e
didmetro dos cornos uterinos foram os melhores preditores para determinar falhas na prenhez quando
comparado ao sistema tradicional de Andersen et al. (1991) baseado unicamente na palpacéo transretal.

A melhor determinacdo da repetibilidade entre sistemas de classificacdo do status de ciclicidade
é crucial porque permitiria aos veterinarios e pesquisadores reconhecer a variabilidade inerente entre
métodos e como estes podem afetar a interpretacdo como preditores de fertilidade, o que até o momento

ainda nao foi explorado.

2.6. Criobiologia do sémen bovino

A criopreservacdo dos espermatozoides, observada pela primeira vez por Spallanzani in 1776
(ROYERE et al., 1996; HUNGERFORD et al., 2023) e desenvolvida por outros como técnica

(HUNGERFORD et al., 2023), implica na exposicdo e congelamento de células espermaticas a
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temperaturas ultrabaixas (normalmente <-80°C), seguido pelo armazenamento em nitrogénio liquido
(MAZUR, 1970; DI SANTO et al., 2012; HEZAVEHEI et al., 2018).

A técnica de criopreservacao baseia-se no principio da reducdo da temperatura, passando por
quatro estagios primarios que incluem a diluicdo e subsequente refrigeracdo do sémen, a desidratacao
celular, e o congelamento (MEDEIROS et al., 2002). Estes processos visam preservar a integridade
estrutural e funcional, além de prolongar a vida das células espermaticas (PARKS; GRAHAM, 1992) a
partir da interrupcao temporaria dos processos metabdlicos, processo também conhecido como anabiose
(MAZUR, 1970; GAO et al., 2000; PEGG, 2007). No entanto, os espermatozoides podem sofrer danos
de diferentes formas durante a criopreservacao. As caracteristicas fisioquimicas da membrana plasmatica
dos espermatozoides sdo alteradas pelas variacdes de volume durante as dilui¢6es iniciais. Hammersted
et al. (1990) afirmaram que as membranas espermaticas precisam como requisito manter o estado de
fluidez, tornando esta caracteristica necessaria para o desempenho de suas funcBes. Durante a
refrigeracdo, a suscetibilidade espermatica ao choque térmico pelo frio é determinada pelo teor de
fosfolipideos e colesterol da membrana plasmatica. Segundo Drobnis et al. (1993), mudancas de fase
lipidica termotropica ocorrem na membrana plasmatica quando o espermatozoide € refrigerado da
temperatura corporal para 5°C. As proteinas da membrana, os fosfolipideos e o colesterol sdo
organizados de forma diferente, e a membrana passa de um estado liquido-cristalino para uma
conformacéo de fase gel (DROBNIS et al., 1993). Deve-se enfatizar que existem trés membranas no
espermatozoide: a plasmatica, a acrossomica e a mitocondrial. Com excecdo da ultima, as outras duas
apresentam diferencas em suas caracteristicas estruturais e bioguimicas (PARKS; GRAHAM, 1992;
WATSON, 1995). Devido ao fato que familias distintas de fosfolipideos passarem por transicdes de fase
liquida a gel a vérias temperaturas, as membranas passam por sua transicdo de fase em uma ampla faixa

de temperatura heterogeneamente (HAMMERSTEDT et al., 1990). Assim, sdo aumentadas as cadeias
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de hidrocarbonetos dos fosfolipideos, o que limita a fluidez da membrana e dificulta a movimentacéao
dos componentes individuais da membrana (PARKS, 1997).

O transporte ativo de moléculas dependentes do ATP através da membrana espermatica é
desafiado pela diminuicdo da fluidez da membrana provocada pelas baixas temperaturas e pelas rapidas
mudancas osmoticas que ocorrem durante os processos de refrigeracdo, o que é fortemente limitado
durante o processo de congelamento e descongelamento (JANUSKAUSKAS et al., 1995; TANGA et
al., 2021).

A producdo de cristais de gelo e estresse osmotico pode comprometer a integridade da membrana
e a homeostase intracelular (HUNGERFORD et al., 2023). O processo de difusdo, que depende da
concentracdo de solutos e das propriedades da membrana, faz com que as moléculas se espalhem
uniformemente em condi¢es de temperatura corporal segundo a espessura e permeabilidade da
membrana. No entanto, durante o processo de congelamento, este intercambio é limitado devido ao gelo
que ocorre na suspensao celular; como este € composto principalmente de agua, este ndo pode dissolver
os solutos, o que gera uma condigédo hiperosmolar (HOLT, 2000). Nesta condicéo, a célula espermatica
se desidrata, num esforco para remediar e restaurar o equilibrio osmotico (PEGG, 2002). No entanto,
quando os limiares de tolerancia osmotica da célula sdo excedidos, esta reacdo osmotica é fatal (HOLT,
2000).

Alteracbes como mudancas no pH celular sdo somadas ao desequilibrio osmético e a
desidratacdo, os quais podem causar danos adicionais as células espermaticas (KATKOV 2000; PEGG,
2002; VADNAIS; ALTHOUSE 2011; OLDENHOF et al., 2013). Nos casos em gue ndo aconteca a
desidratacdo completa da célula, a retencdo de fluido pode levar a ruptura da membrana na medida em
que o gelo se forma e se expande (KATKOV, 2000). Por isso, mais de 50% das células criopreservadas
ndo sobrevivem ao processo de congelamento-descongelamento, e aquelas que sobrevivem em alguma

proporcao podem ter disfuncdes subletais, 0 que reduz a fertilidade e a vida Gtil dos espermatozoides
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(WATSON, 2000). De acordo com Salamon & Maxwell (1995), apenas 20% a 30% dos espermatozoides
permanecem biologicamente inalterados, apesar de 40 a 60% destes apresentarem motilidade pos-
descongelagao.

Adicionalmente, mais danos podem ser causados pelo descongelamento, porém nédo diretamente
da técnica de criopreservacdo em si, mas sim pelo estresse oxidativo. Niveis baixos ou moderados de
espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS) sdo fundamentais para a transducdo de sinais para certos
aspectos bioldgicos (JAMIL et al., 2020). Porém, na presenca de crioinjdrias, 0s espermatozoides nao
viaveis ou morfologicamente aberrantes podem gerar grandes quantidades de ROS (GROTTER et al.,
2019), causado principalmente pelo vazamento da cadeia de transporte de elétrons mitocondriais, que €
seguido pela reducdo do oxigénio molecular para gerar o anion superéxido (O2) (AITKEN et al., 1997;
DUTTA et al., 2019). E interessante destacar que em espécies como os bovinos, a ruptura celular causada
pelo congelamento e descongelamento pode resultar em uma pseudocapacitacdo conhecida como
criocapacitacdo (VADNAIS; ALTHOUSE 2011). Este processo mediado pela fosforilacdo de tirosina
causa hiperativacdo, aumento da fluidez da membrana e, eventualmente, gera exocitose acrossdomica
(VADNAIS; ROBERTS 2007; VADNAIS; ALTHOUSE 2011). Consequentemente, a criocapacitacao é
um processo perturbador e ndo fisioldgico que retrata a desordem interna causada pela criopreservacao
dos espermatozoides como resultado tanto dos danos fisicos causados pelo congelamento quanto do
inicio da geracdo excessiva de ROS, uma vez que estas células séo trazidas de volta a temperatura
ambiente (HUNGERFORD et al., 2023).

Pesquisas recentes de meta-analise revelaram que estudos realizados entre 1990 e 2021
concordam em sua maioria que a capacitacdo espermatica precoce tem uma relacdo inversa com a
viabilidade espermatica e a capacidade de fecundacdo em funcdo do tempo (VIANA et al., 2022). Os
espermatozoides de touros de baixa fertilidade sdo frequentemente menos capazes de controlar o influxo

de Ca?*, sofrem exocitose acrossdmica espontanea e, consequentemente, sdo mais propensos a sofrer a
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criocapacitacdo (CORMIER et al., 1997; DZIEKONSKA, 2022). Este fendmeno pode ser exibido
principalmente por um ndmero anormalmente alto de espermatozoides que sofrem uma reacéo
acrossdmica apos a criopreservacao (WATSON, 1995).

A taxa de descongelacdo também tem efeitos decisivos sobre a qualidade final das amostras de
sémen. Apesar de ter sido documentado que uma rapida taxa de descongelamento (temperaturas de até
70°C) resulta em maior motilidade espermatica (HERNANDEZ et al., 2007; MERCADO et al., 2022),
controlar esta temperatura pode ser problematico, especialmente em condi¢cbes de campo, onde a
temperatura de 37°C é preferentemente utilizada (CORREA et al., 1997).

Em termos das técnicas utilizadas, das velocidades de congelamento e descongelamento das
amostras e dos meios utilizados para preservar as células espermaticas funcionais, a criobiologia dos
espermatozoides, sofreu mudancas significativas desde a descoberta incidental do glicerol como um
crioprotetor eficaz em 1947 (POLGE et al., 1949; PEGG 2002).

Na ultima década, uma ampla gama de meios crioprotetores e diluentes com suplementos foram
pesquisados para salvaguardar os espermatozoides contra as inumeras formas pelas quais estes podem
sofrer danos durante a criopreservacdo. No entanto, varios estudos recentes focados neste tdpico
demonstram que o glicerol continua sendo o agente crioprotetor primario (HUNGERFORD et al., 2023).
Macromoléculas como a caseina do leite, proteoglicanos e lipoproteinas da gema de ovo, bem como
agentes crioprotetores permeaveis as celulas como glicerol, etilenoglicol, dimetilsulféxido,
dimetilformamida, destacam-se como protetores de membrana do espermatozoide (POLGE et al., 1949;
EVANS; MAXWELL, 1987; HUNGERFORD et al., 2023). Entretanto, devido a sua toxicidade em altas
concentraces e dependéncia da temperatura de exposicdo, estes agentes crioprotetores também podem

danificar as células (GUTHRIE et al., 2002).



56
2.6.1. Crioprotetores extracelulares ou no penetrantes

Também conhecidos como crioprotetores de membrana celular, caracterizam-se por elevar a
osmolaridade do meio extracelular, o que dificulta a formacdo de cristais de gelo no interior da célula
espermatica (MEDEIROS et al., 2002). Tipicamente, macromoléculas de alta massa molecular de origem
animal (lipoproteinas da gema de ovo, proteinas do leite) e em alguns casos aglcares e aminoacidos,
interagem com a membrana plasmatica ou atuam como um solvente, limitando o meio extracelular de
sua capacidade de formar cristais de gelo (AMANN; PICKETT, 1987; MEDEIROS et al., 2002).

De acordo com Phillips & Lardy (1940), a gema de ovo protege 0s espermatozoides contra 0s
efeitos da rapida refrigeracdo ou congelamento ao atuar como estabilizador de membrana. Acredita-se
que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), especificamente os fosfolipidios, sdo 0s responsaveis
pelo efeito protetor da membrana (AMIRAT et al., 2005; LAYEK et al., 2016) ao mitigar
compensatoriamente a perda de fosfolipidios da membrana (PARKS; GRAHAM, 1992; LAYEK et al.,
2016; BUSTANI; BAIEE, 2021). Outras propriedades das LDL documentadas como relevantes no
processo de criopreservacdo séo o efeito como tampéo osmatico (JONES; MARTIN, 1973) e como fonte
proteica para o diluente, atuando também como um reservatorio de colesterol e fosfolipidios (LAYEK et
al., 2016; SUN et al., 2020). A porcentagem de gema de ovo utilizada nos diluentes varia de 5% a 30%
(VISHWANATH; SHANNON, 2000; ANZAR et al., 2019). De acordo com Moussa et al. (2002), a
adicdo de 8% de LDL oriundas de gema de ovo também é eficaz na manutencdo da viabilidade

espermatica apds a criopreservacao.

2.6.2. Crioprotetores intracelulares ou penetrantes

Agentes crioprotetores penetrantes (ACP) podem diminuir os danos celulares causados durante o

processo de congelamento ao ingressar no compartimento intracelular (KAROW, 1969; PEGG, 2002).

Os ACP caracterizam-se pela baixa massa molecular, alta solubilidade em &gua, além da baixa toxicidade
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celular (NASH, 1966). Quando uma célula é exposta a um ACP, serdo a concentracao, o tempo de adi¢éo
e a temperatura os fatores que determinardo a toxicidade do crioprotetor. Ao estabelecer ligagcbes em
pontes de hidrogénio com a molécula da agua, o glicerol, etilenoglicol, dimetilsulfoxido,
dimetilformamida (os ACP mais populares na area da criobiologia; ASHWOOD-SMITH, 1985) podem
reduzir a formagdo de cristais de gelo, limitar o crescimento do tamanho dos cristais, diminuir a
concentracdo de solutos em espacos extracelulares e intracelulares (DALIMATA; GRAHAM, 1997), ao
mesmo tempo em que estimulam uma pequena retencao de agua intracelular para prevenir a desidratacao
excessiva (BALL; VO, 2001; HOLT, 2000).

O glicerol foi o primeiro crioprotetor utilizado na criopreservacio (POLGE et al., 1949). E um
alcool poliol que ao atravessar a membrana celular reduz o ponto de congelamento da solugéo, o que
aumenta a concentracdo de solutos na fracdo ndo congelada (LOVELOCK; POLGE, 1954;
FOROUZANFAR et al., 2010). O glicerol pode se fixar as membranas, formando ligacGes de hidrogénio
com as hidroxilas do crioprotetor e os grupos de acidos graxos da membrana, o que afetaria a estabilidade
da membrana celular (KUNDU et al., 2000), resultando em uma menor dissociagdo com solutos e uma
menor osmolaridade para o congelamento. Além disso, este ACP pode ser metabolizado pelas células, o
que pode desempenhar uma funcao energética em nivel secundario, fornecendo uma fonte alternativa de
energia para os espermatozoides (MANN; WHITE, 1956; MOHRI, 1967; PAPA et al., 2015).

A toxicidade do glicerol, que depende de sua taxa de refrigeracdo, velocidade de congelamento,
composicao diluidora e método de adicdo, limita a quantidade que pode ser usada como crioprotetor
(FAHY, 1986; WOELDERS, 1997), variando entre 0,25 M (2,25%) a 1 M (9%) (VISHWANATH;
SHANNON, 2000), com esta ultima concentracdo demonstrando toxicidade (FAHY, 1986). Embora o
glicerol possa ser toxico para os espermatozoides, mesmo em concentracfes de 4%, foi documentado
que este efeito pode ser atenuado quando a substancia € adicionada a temperaturas préximas ao

congelamento (FISER; FAIRFULL, 1984). Apesar de varios agentes crioprotetores como o etilenoglicol,
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dimetilsulfoxido e dimetilformamida estejam disponiveis, o glicerol continua sendo o crioprotetor de
eleicdo para a criopreservagao espermatica em bovinos (FOROUZANFAR et al., 2010; HUNGERFORD

et al., 2023).

2.7. Avaliacdo da qualidade espermética

A fertilidade nos machos é um fenémeno multifatorial, que reflete nos parametros espermaticos,
onde a interagdo sinérgica entre os parametros baseados em analise multianalitica pode determinar touros
de baixa e alta fertilidade (DONNELLAN et al., 2022; LEITE et al., 2022). A causa da variacdo da
fertilidade de touros ainda ndo foi totalmente elucidada (BARUSELLI et al., 2021). De fato, ndo ha
consenso entre os estudos quando os resultados de fertilidade obtidos no campo sdo associados a
parametros in vitro de amostras de sémen ap0s descongelamento (THUNDATHIL et al., 1999; NAIB et
al., 2011; ATTIA et al., 2016).

A avaliacdo da motilidade, morfologia e concentracdo espermatica tem sido tradicionalmente
considerada como base, especialmente em condic¢des laboratoriais (ARRUDA et al., 2010; 2011). Em
geral, a andlise da qualidade espermatica pode avaliar as caracteristicas estruturais e funcionais. As
avaliacGes estruturais incluem as caracteristicas fisicas do sémen como a cor, odor, pH, viscosidade e
liguefacdo, assim como seu volume, concentracdo, e conteddo de cromatina, enquanto a avaliacdo
funcional é baseada em sua morfologia, motilidade progressiva, integridade plasmatica da membrana e
capacidade de resposta acrossdbmica (ARRUDA et al., 2010; 2011).

Para medir a concentracdo espermatica, usualmente sdo usados o hemocitbmetro ou o
espectrofotbmetro, e em condi¢bes mais restritas, podem ser usadas a analise espermatica assistida por
computador (CASA) (VERSTEGEN et al., 2002; CHRISTENSEN et al., 2005), a citometria de fluxo
(CHRISTENSEN et al., 2005), e o NucleoCounter SP-100 (ANZAR et al., 2009). E amplamente

reconhecido que a morfologia espermatica tem um impacto determinante na taxa de fecundidade tanto
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in vivo quanto in vitro (EGGERT-KRUSE et al., 1995; DONNELLY et al., 1998). Casagrande et al.
(1980) determinaram os valores-limite de patologias espermaéticas totais (defeitos maiores e menores)
com efeitos sobre a fertilidade. Uma correlagcdo negativa (P = 0,0001) entre a fertilidade e a patologia
total (r =-0,48) e os defeitos maiores (r = -0,51) foram documentados. Para analisar a morfologia
espermatica, embora existam varias técnicas, nenhuma prova foi padronizada como a melhor. De fato, a
avaliacdo adequada deste pardmetro é muito variavel tanto dentro de um laboratério como entre
laboratorios (TANGA et al., 2021). Por ser um método objetivo, a analise automatizada de morfometria
espermatica, também conhecido como analise da morfologia espermatica baseada em software (ASMA),
é o preferido, pois este dispositivo pode distinguir células normais e anormais com maior precisdo
(RIJSSELAERE et al., 2004).

Tipicamente, um microscopio de luz regular ou um microscépio de contraste de fase em 200-
400X sdo os métodos mais comums para determinar a motilidade geral e a motilidade progressiva dos
espermatozoides (TANGA et al., 2021). O resultado é dado como uma porcentagem de espermatozoides
maoveis segundo a observacao de varios campos. No entanto, os resultados podem ser influenciados por
maultiplas variadveis, incluindo circunstancias operacionais, experiéncia do avaliador e influéncias
ambientais (HERING et al., 2014; LOVE, 2016). Apos o descongelamento, verificou-se que a motilidade
espermatica e a fertilidade estavam correlacionadas (r = 0,53; P 0,01), com uma diferenca significativa
entre touros de baixa (r = 0,39; P < 0,01) e alta fertilidade (r = 0,61; P < 0,01) (CORREA et al., 1997).
Em comparacdo com a microscopia de contraste de fase, o sistema CASA pode gerar resultados mais
precisos e altamente repetiveis sobre varias das caracteristicas cinéticas do espermatozoide (GUNZEL-
APEL et al., 1993; VAN DER HORST, 2020).

Quanto ao seu papel na manutencdo da homeostase, a integridade da membrana plasmatica é
crucial para a atividade normal e para a capacidade fecundante dos espermatozoides (DE ANDRADE et

al., 2007), devido a sua importancia em uma variedade de processos fisioldgicos, incluindo a reacdo
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acrossdmica e capacitacdo, e a ligacdo com a zona pelucida (KANG et al., 2020). Em geral, as técnicas
para analise da membrana plasmatica sdo baseadas na determinacéo da permeabilidade das membranas
(YANIZ et al., 2008). O teste de inchago hipo-osmaético (HOST) (JEYENDRAN et al., 1984; CORREA
et al., 1997; RAMU; JEYENDRAN, 2013), coloragdo com eosina-nigrosina (BARTH; OKO, 1989), e
uso de sondas fluorescentes (HARRISON; VICKERS, 1990) sdo algumas das técnicas mais empregadas.
O HOST se baseia na estimativa da capacidade de troca osmotica da membrana com o meio circundante.
Os espermatozoides sdo dispostos em uma solu¢do com uma osmolaridade inferior a intracelular (100-
150 mOsm/kg) e, portanto, permitem a passagem de agua do exterior para o interior da célula se a
membrana plasmatica estiver funcional (REVELL; MRODE 1994). No caso das sondas fluorescentes,
um método amplamente utilizado € o do 6-CFDA/Hoescht-33258, onde o 6-CFDA (6-diacetato de
carboxifluorosceina) é metabolizado por esterases do espermatozoide que se acumulam na cabeca,
liberando fluorosceina, o que gera um padréo de fluorescéncia verde, que s6 ocorre quando a membrana
é integra. No caso contrario, o Hoescht-33258 se difunde, gerando um padréo de fluorescéncia azul
(HERNANDEZ-AVILES et al., 2019). Além disso, a determinacdo automatizada da integridade da
membrana plasmatica também pode ser realizada pelo sistema CASA (SCHAFER-SOMI; AURICH,
2007).

A precisdo dos diversos métodos de avaliacdo da viabilidade espermatica (supravital) baseados
na coloracdo vivos/mortos ndo é clara (FISCHER et al., 2020). De fato, a qualidade e reprodutibilidade
destes métodos dependem de varios fatores, tais como o conteudo de sais ionizaveis, a osmolalidade, o
pH, a concentracdo dos agentes da coloracao, o tempo de coloracdo e a secagem (EMIK; SIDWELL,
1947; MAYER et al., 1951). A eosina-nigrosina é um corante supravital e tem sido tradicionalmente
usado como um corante para diferenciar espermatozoides vivos e mortos. A eosina ingressa na célula
morta (com membrana danificada) e cora de violeta, enquanto a nigrosina tinge o fundo; a célula viva

ndo assume nenhuma cor. Outro método é a coloracdo de azul de tripano/Giemsa, baseado na
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impermeabilidade ou exclusdo de moléculas de azul de tripano em células vivas (VAZQUEZ et al.,
1997). Didion et al. (1989) forneceram a primeira descricdo do uso desta técnica para avaliar
simultaneamente a viabilidade e a condigdo acrossomica dos espermatozoides. Enguanto 0s
espermatozoides intactos (vivos) ndo coram, o azul de tripano entra na célula morta (TALBOT;
CHACON, 1981; SUTTIYOTIN; THWAITES, 1994). A coloracdo de Giemsa, por outro lado, marca a
auséncia ou presenca do acrossoma por colorir o acrossoma intacto em tons que vao do vermelho ao rosa
(TARTAGLIONE; RITTA, 2004).

Sondas fluorescentes combinadas com citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia
constituem a maioria das abordagens para avaliar o status mitocondrial (HERNANDEZ-AVILES et al.,
2019). Em geral, estes testes se baseiam na capacidade das mitocondrias espermaticas de metabolizar as
moléculas fluorescentes (por exemplo, MitoTracker Green FM). Assim, o flurocromo é retido dentro das
mitocondrias e se acumula em toda a peca intermediaria (gerando um intenso padrao verde). Quando ha
perda da funcdo mitocondrial, 0 MitoTracker se difunde lentamente através da membrana mitocondrial,
de modo que nenhuma fluorescéncia forte pode ser identificada, ou nenhuma fluorescéncia pode ser
visualizada (HERNANDEZ-AVILES et al., 2019).

As mesmas metodologias anteriores (microscopia, citometria de fluxo, ou sondas fluorescentes)
podem ser usadas também para determinar o status acrossomico (CROSS; MEIZEL, 1989). Um exemplo
de teste baseado em fluorescéncia para determinar a reatividade acrossémica é o ensaio de
clorotetraciclina (CTC). No entanto, o CTC também tem sido usado para identificar o status de
capacitacdo espermatica (VARNER et al., 1993; RATHI et al., 2001). O CTC se liga ao célcio da
membrana, o qual varia durante o processo de capacitacdo em nivel molecular (VARNER et al., 1993).
O CTC permite distinguir trés estados funcionais do status de capacitacdo espermatica: espermatozoides
ndo capacitados, espermatozoides capacitados com acrossomos intactos e espermatozoides com reagédo

acrossdmica. Como o mecanismo de acdo € baseado na afinidade do CTC ao célcio, quando o0s
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espermatozoides fluorescem uniformemente (ndo capacitados) significa que as reservas de calcio estdo
uniformente distribuidas. Ao contrario, durante a capacitagdo, o calcio é mobilizado principalmente na
regido pos-acrossdmica, o que faz com que nao se apresente o padréo de fluorescéncia, especialmente na
regido pds-acrossdémica. Outras provas com sondas fluorescentes, como com o Alexa-488, que se conjuga
a uma lectina extraida de uma planta (Arachis hypogaea), liga-se durante a reacdo acrosomal aos
glicoconjugados da membrana acrossomal. Portanto, os espermatozoides com fluorescéncia verde na
regido acrossémica sdo considerados como células que estdo sofrendo a reacdo acrossomica
(HERNANDEZ-AVILES et al., 2019).

Em sintese, grandes foram os avancos no melhoramento de diferentes estratégias diagndsticas
para determinar o potencial de fertilidade dos rebanhos, além do aprimoramento de biotécnicas da
reproducdo, como a IA e a IATF, neste ultimo caso, usando distintos horménios para controlar a funcao
reprodutiva, em especial ovariana, mimetizando processos e eventos fisiologicos. Porém, ainda ha
margem para o aumento da eficiéncia do processo, e 0 estudo multifatorial das respostas dos animais
quando usado o sémen refrigerado parece ser o caminho que poderia permitir avancar o conhecimento e
o desenvolvimento de estratégias para intervir nas atuais limitagdes dos protocolos de IATF. Assim, com
base no estado atual do conhecimento, fatores inerentes ao sémen refrigerado, como maior viabilidade e
sobrevivéncia, podem representar vantagems decisivas para manter a capacidade fecundante duravel e
melhorar a taxa de P/IA quando comparado ao sémen criopreservado. No entanto, até a presente data nao
harelato de estudos aleatdrios e controlados demonstrando a associacdo entre a taxa de P/IA usando
sémen refrigerado e congelado, levando em consideracdo o status de ciclicidade, a expressdo do estro, a
morfometria folicular e parametros de ecotextura e os efeitos sobre a probabilidade de concep¢do em
vacas de corte. Segundo as consideracfes anteriores, o presente trabalho apresenta informacgGes que

visam abordar e adicionar ao conhecimento dentro do escopo destes topicos.
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

A IATF com sémen refrigerado a 5°C por 12 h determina maiores taxas de P/IA em vacas multiparas de
corte com foliculos que ndo atingiram a divergéncia folicular (<8,5 mm) no momento da remocao do
dispositivo intravaginal de progesterona (P4) durante o protocolo hormonal baseado em ésteres de

estradiol e P4.

3.2.  Objetivo geral

Avaliar os efeitos e associagdes entre a ciclicidade reprodutiva, o estado de condi¢do corporal, e
morfometria folicular sobre a probabilidade de prenhez em bovinos de corte apos a IATF com sémen

refrigerado ou congelado.

3.2.1. Objetivos especificos

a) Caracterizar a ciclicidade reprodutiva em bovinos de corte antes de ingressar num programa de IATF
baseado em BE com P4;

b) Avaliar a resposta ovariana e as taxas de P/IA ao protocolo baseado em BE com P4 de acordo com a
ciclicidade e tipo de sémen; e

c) Determinar a relacdo entre a morfometria folicular e as taxas de P/IA quando é utilizado sémen

refrigerado e congelado em bovinos de corte submetidos a IATF.
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4. CONCLUSOES
Este estudo visou determinar a relagéo entre as taxas de P/IA e o status de ciclicidade,
expressdo do cio, e tamanho folicular e seus efeitos sobre a probabilidade de concepgéo em
vacas multiparas de corte inseminadas em tempo fixo com sémen refrigerado ou congelado.
Baseados nos resultados apresentados pode-se concluir que:
1) O sémen refrigerado apresentou parametros espermaticos superiores ao sémen
criopreservado, 0 que aumentou significativamente a probabilidade de P/IA.
2) O uso de sémen refrigerado alcancou maiores taxas de P/IA em fémeas com diametro
folicular menor (<8.5 mm) ou maior (>11 mm) no dia 8 do protocolo, com uma maior
probabilidade de prenhez independentemente do status de ciclicidade e da expressao de

estro.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Ressalta-se que o sémen refrigerado neste estudo foi empregado como modelo para
a avaliacdo de fatores potenciais relacionados ao sucesso ou falha na obtengéo de prenhezes
em programas de IATF que incluem fatores relacionados a fémea e ao séme. Desta forma,
0s achados deste trabalho ndo devem ser interpretados como uma recomendacao para
retornar ao uso de sémen refrigerado em programas de IATF. Entretanto, de uma perspectiva
comercial, este estudo reforca que o sémen congelado na IATF pode reduzir as taxas de
concepgdo. Enquanto ainda se busca determinar a interagdo de fatores causais de menor
prenhez com o sémen congelado para fins de mitigacéo técnica, o sémen refrigerado pode
ser uma alternativa ocasional quando o critério € alcancar melhores taxas de P/IA,
compensando as limitacOes existentes dos regimes de tratamento baseados no BE e P4.

A hipotese que sustentou o presente trabalho foi que haveria uma maior
probabilidade de P/IA usando o sémen refrigerado do que o sémen criopreservado,
especificamente em vacas que nao alcangcassem a divergéncia folicular (pequenos foliculos,
<8,5 mm) no momento da remocdo do dispositivo de P4, o que poderia estar associado ao
estado de ciclicidade antes do inicio do protocolo hormonal, bem como a expressao do estro
antes da IA. Em geral, foi obtida maior taxa de P/IA utilizando sémen refrigerado, o que se
refletiu principalmente em maior prenhez em vacas com foliculos menores (<8,5 mm) e
maiores (>11,0 mm), o que suporta parcialmente a hipo6tese inicial do experimento.

Né&o foi possivel aplicar métodos analiticos multi-variaveis para realizar analises in
vitro das amostras de sémen refrigerado e congelado devido a dificuldades logisticas que
envolveram a realizacdo deste tipo de avaliacdo nas condi¢cGes de campo em um programa
de IATF em escala. Contudo, a bateria de testes aplicada permitiu detectar diferencas na

qualidade seminal dos touros, o que se reflitiram no resultado final de P/IA. Mais estudos
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s80 necessarios para explorar o efeito do touro, diferentes tempos de refrigeracéo, além do
tipo de diluentes usados e seus efeitos na P/IA.

Maiores estudos também se fazem necessarios para confirmar a real ventagem do uso
do sémen refrigerado usando diferentes regimes de protocolos hormonais, especificamente
focados em determinar os efeitos das fémeas cujos foliculos ndo chegam a divergéncia
folicular no 8° dia de protocolo, bem como nos foliculos persistentes. Parte dos resultados
dedesenvolvimento folicular podem estar associados a falhas na sincronizagdo da onda
folicular no inicio do protocolo e a um padrdo de desenvolvimento folicular mais lento no
crescimento da onda, 0 que leva a uma maior assincronia entra a IATF e a ovulagdo. Tal
caracteristica esta relacionada a varios fatores, como por exemplo, o balango energético/ECC
e 0 numero de dias pds-parto, mas a influéncia efetiva destes fatores no sucesso da IATF
com sémen congelado ainda necessita maior investigacéo.

Embora a compreenséo da repetibilidade entre sistemas de classificacdo do status de
ciclicidade seja crucial porque permitiria aos veterinarios e pesquisadores reconhecer a
variabilidade inerente entre métodos e como eles podem afetar a interpretacdo como
preditores de fertilidade, até agora nenhum estudo explorou esta questdo em busca de uma
maior acuracia. Certamente, a avaliacdo de parametros dindmicos nutricionais e reprodutivos
na pré-temporada e na temporada reprodutiva auxiliardo no refinamento destes sistemas,

para uma maior previsibilidade nos resultados de P/IA.
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