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Resumo

O objetivo desse artigo ¢ apresentar os resultados de pesquisas realizadas pelo laboratorio de Biotecnologia
da Embrapa Rondonia acerca de alguns dos eventos uterinos, foliculares e seminais que afetam a fertilidade de vacas
submetidas a protocolos de inseminagdo artificial em tempo-fixo (IATF). Em avaliaggo retrospectiva dos resultados
de IATF de 1152 vacas de corte no periodo pds-parto submetidas & IATF em diferentes dias pos-parto (DPP),
observou-se que vacas submetidas & IATF antes de 35 DPP tem menor (P < 0,05) prenhez por IA (P/IA). Além
disso, no intuito de esclarecer a relagdo entre DPP e fertilidade dos protocolos de IATF, realizou-se um estudo
prospectivo que avaliou a condi¢do uterina de 244 vacas Nelore em diferentes DPP por meio da proporgdo de
células polimorfonucleares (PMN) no tecido endometrial. Observou-se que as vacas submetidas a IATF antes dos 30
DPP apresentaram maior propor¢ao de células PMN (9,0%; P < 0.001) no utero e maior descarga vaginal purulenta
quando comparadas as vacas submetidas a IATF entre 31 e¢ 45 DPP ¢ entre 46 ¢ 60 DPP (3,8 ¢ 2,2 %,
respectivamente; P < 0.001). Em relagdo a P/IA, vacas submetidas a IATF entre 31 e 35 DPP ¢ entre 46 ¢ 60 DPP
apresentaram uma maior (P < 0.001) P/IA (45.2%, 52/115 e 52.3%, 34/65, respectivamente) quando comparado a
vacas submetidas antes dos 30 DPP (29.7%, 19/64). Experimentos avaliando a resposta ovariana de vacas
submetidas a IATF também foram realizados. Em estudos retrospectivos pode-se observar que a resposta ovariana
de vacas apresenta-se, de acordo com a distribuicdo do didmetro do foliculo pré-ovulatério (FPO), de forma
gaussiana. Assim, sugeriu-se atrasar a inseminacdo de vacas que desenvolveram menor FPO e verificou-se que
vacas multiparas submetidas a protocolos de 3 manejos que desenvolvem FPOs menores podem ser inseminadas
mais tarde em relag@o a vacas que desenvolvem FPOs maiores. Dessa forma, pode-se observar melhora na P/IA em
comparagdo a protocolos tradicionais. Por fim, baseado no fato de que diferentes partidas de sémen podem
apresentar diferenca na cinética espermatica, realizou-se um experimento em que vacas com ovulagdo precoce e
tardia foram inseminadas com sé€men hiperativado (H+) ¢ ndo-hiperativado (H-). Nesse estudo observou-se que
vacas com FPOs menores tem uma menor probabilidade de emprenhar quando inseminadas com sémen H+. Em
contrapartida, as vacas com ovulacdo tardia e precoce, quando inseminadas com sémen H- podem alcancar boa
P/IA. Conclui-se que ¢ importante considerar um adequado periodo voluntario de espera para submeter vacas de
corte a programas de IATF. Além disso, notou-se que ¢ possivel realizar algumas mudangas no momento da
inseminagdo, de acordo com a resposta ovariana, que podem melhorar a fertilidade, sendo que resposta ovariana
ainda pode servir como ferramenta para ser associada as caracteristicas cinéticas do sémen no intuito de aumentar a
fertilidade de vacas pds-parto submetidas a IATF.

Palavras-chave: corte, fertilidade, gametas e vacas.
Abstract

The objective of this study was to demonstrate the research data collected by the laboratory of
biotechnology from Embrapa Rondonia on some uterine, follicular and seminal events that affect the fertility of
timed insemination artificial (TAI). A retrospective analyses of the data from 1,152 cows subjected to TAI in
different days postpartum (DPP), it was observed that cows that entered into the TAI protocol before 35 DPP had
lower (P < 0.05) pregnancy per Al (P/Al). Furthermore, aiming to study the relationship between DPP, uterine health
and the fertility of TAI protocols, a prospective study that evaluated 244 Nelore cows in different DPP was performed.
Endometrial samples were collected on Day 0 of the TAI protocol to analyse the proportion of polymorphonuclear
cells. It was observed that cows subjected to TAI before 30 DPP had less (P < 0.05)
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pregnancies per Al (P/Al) than cows from Middle and Late groups; 29.7% (19/64), 45.2% (52/115), and 52.31%
(34/65), respectively. Accordingly, cows subjected to TAI before 30 DPP had a greater (P < 0.05) proportion of
PMN cells in the uterus than cows with 30 to 45 and cows with 46 to 60 DPP (9.0%, 3.8%, and 2.2%, respectively).
Studies aiming evaluate the ovarian response from cows subjected to TAI protocols were also performed. It was
observed that the proportion of cows developing preovulatory follicles (POF) presented a gaussian curve. Thus, it
was suggested that cows with smaller POF’s can be inseminated later than cows with larger POFs. Therefore, it was
observed that this methodology increases P/Al in comparison to conventional protocols. Finally, since different
semen batches can demonstrate different kinematics characteristics, an experiment in wich cows with Early and
Late ovulation (EO and LO, respectively) were inseminated with semen considered as Hyperactivated (H+), and
Non-Hyperactivated (H-) was performed. Pregnancy per Al (P/Al) was higher (P < 0.05) for EOH+, EOH-, and
LOH- groups than for LOH+ group. Based on these considerations, it was observed that is important to consider an
adequate waiting voluntary period to subject beef cows to TAI programs. Moreover, it was infered that some
changes in the time of Al, according to the POF diameter, can increase fertility. Therefore, the the ovarian response
can be an important tool to associate to the kinematics characteristics of semen aiming to increase fertility of
postpartum cows subjected to TAL

Keywords: beef, cows, fertility and gametes.
Introducao

Os programas de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) sdo considerados parte integrante do
manejo reprodutivo em muitos rebanhos de corte e oferecem oportunidades de incorporar receita aos sistemas de
cria por apresentar vantagens, como: potencializar o uso da inseminagdo artificial (IA), redug¢do das perdas de
diagnostico de estro, concentragdo da parigdo, obtencdo de lotes de bezerros mais homogéneos, antecipagdo da
prenhez em até 30 dias, bezerros com maior peso e uniformidade a desmama, fémeas com maior probabilidade de
ficar gestante aos 24 meses, melhor performance reprodutiva na estacdo subsequente, redugdo da estagdo
reprodutiva e de nascimento, redu¢do do manejo, reducdo do nimero de touros na propriedade e aumento do ganho
genético.

Apos o surgimento e avango da IATF, a comercializagdo de sémen bovino aumentou 300% entre os anos de
2000 a 2011 de acordo com dados da Associacdo Brasileira de Inseminagdo Artificial (ASBIA, 2017) e, em 2015,
aproximadamente 10.000.000 de bovinos do rebanho comercial foram envolvidos em programas de IATF (Bo et al.,
2016). A TATF movimenta aproximadamente R$ 567 milhdes, sendo realizada em 8,2 milhdes de vacas de corte,
gerando um aumento de 8% na producdo de bezerros, o que representa aproximadamente 656 mil bezerros a mais
por ano em comparagdo a monta natural (Baruselli et al., 2017).

Os protocolos de IATF que utilizam ésteres de estradiol, progesterona e prostaglandina proporcionam
fertilidade satisfatoria em rebanhos comerciais brasileiros. Nesses procedimentos de IATF, o estabelecimento da
prenhez depende da interagdo harmonica entre os eventos foliculares ovarianos, ocasionados pela manipulagio
exogena do ciclo estral, os eventos uterinos e os seminais. Ainda que os protocolos de IATF convencionalmente
utilizados em fazendas de corte demonstrem boa eficiéncia, varios estudos tém sido realizados para avaliar os
fatores que afetam a fertilidade desses protocolos, como: a concentragdo hormonal, a dura¢do do tratamento com
progestagenos, o tempo ¢ a dose da administracdo de PGF2,, o indutor de ovulagdo (ECP, BE, LH, GnRH), o
periodo do ciclo estral, ordem de parto, didmetro do foliculo pré-ovulatorio (FPO), e a dose da gonadotrofina
corionica equina (eCG), entre outros (Meneghetti et al., 2009; Sa Filho et al., 2009).

Nesse contexto, o objetivo desse artigo ¢ apresentar os resultados de pesquisas que o Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Rondonia tem desenvolvido acerca de alguns dos eventos relacionados ao utero, ao
foliculo pré-ovulatorio (FPO) e ao sémen que afetam a fertilidade dos protocolos de IATF.

Satde uterina pés-parto

Apds o parto, o utero passa por uma série de alteragdes morfofuncionais que corroboram para o
restabelecimento da func¢do reprodutiva. A eficiente reparagdo endometrial determina a satude uterina e a fertilidade
de vacas de corte pos-parto. No momento do parto, as barreiras fisicas constituidas pela cérvix, vagina e vulva ficam
comprometidas, possibilitando a invasdo de bactérias do ambiente externo para trato genital, bem como da pele e
das fezes do animal (Elliot et al., 1968; Gier ¢ Marion, 1968; Sheldon ¢ Dobson, 2004). Alteragdes nos mecanismos
de defesa local do utero e a consequente persisténcia de patdgenos, principalmente Trueperella pyogenes,
Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum e Prevotella melaninogenicus (Williams
et al., 2005; Bicalho et al., 2016), pode resultar em quadros de afec¢des uterinas (Sheldon et al., 2009) e gerar perdas
na produtividade dos rebanhos (Radostits et al., 2002).

Casos de endometrite severa pos-parto sdo pouco detectados ou possuem limitado impacto na performance
reprodutiva (Santos et al., 2009) de vacas de corte. Ainda assim, a endometrite subclinica (ESC), condicdo
inflamatoria do utero caracterizada pela infiltracdo de células polimorfonucleares (PMN) e com auséncia de sinais
clinicos, resulta em uma significativa reducao da performance reprodutiva (Kasimanickam et al., 2004; Sheldon
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et al., 2009; Ricci et al., 2017). A ESC pode atingir até 26% das vacas leiteiras entre 40 e 60 dias pos-parto (DPP)
(Cheong et al., 2011), e 23% ap6s 50 DPP em vacas de corte (Ricci et al., 2015). Além disso, associado & infiltragdo
de PMN no ttero, vacas durante o puerpério apresentam alta secre¢do de citocinas proinflamatorias incluindo as
Interleucinas (IL)-1p, IL-6, e IL-8 e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a).

Apesar de que alguns autores indicam que a recuperagdo uterina ndo ocorre antes da sexta semana pos-
parto (Call, 1989; Dadarwal et al., 2017; Sheldon, 2004), a necessidade de atingir metas de produgdo induz as
propriedades de bovinos de corte a realizar um manejo reprodutivo mais intensivo. Assim, vacas tém sido
submetidas a protocolos de IATF entre 30 ¢ 60 DPP (Sa Filho et al., 2009; Vasconcelos et al., 2009; Sa Filho et al.,
2010, 2011; Sales et al., 2011, 2012; Pfeifer et al., 2014). Esses protocolos realizados precocemente apds o parto
tém demonstrado bons indices de prenhez por IA (P/IA), variando de 46% a 65%. Apesar disso, nenhum dos estudos
realizados, nessas condigdes tém avaliado a relagdo entre a saude uterina e a fertilidade no intuito de estabelecer o
periodo pds-parto mais adequado para se iniciar um protocolo de IATF em vacas de corte. Estabelecer um minimo
de DPP ou periodo voluntario de espera (PVE) para inclusdo de vacas de corte pds-parto em protocolos de IATF
pode melhorar a eficiéncia de programas de IATF.

Baseado nessas informagdes, de acordo com o banco de dados consultado, realizou-se uma avaliagao
retrospectiva do efeito dos dias pos-parto na P/IA em vacas de corte submetidas a programas de IATF entre 2012 e
2017. Para tanto, 1152 vacas Nelore lactantes foram distribuidas em 7 grupos com intervalo de 5 dias de acordo com
os DPP em que foram submetidas ao protocolo de IATF: 1) 30-35 DPP (n = 138); 2) 36-40 DPP (n = 106); 3) 41-45
DPP (n = 228); 4) 46-50 DPP (n = 235); 5) 51-55 DPP (n = 178); 6) 56-60 DPP (n = 118) e 7) >60 DPP (n = 149).
Foram avaliados a P/IA, a chance de ocorréncia de prenhez e os intervalos de confianga de 95% (Tab. 1). A curva
ROC foi usada para estimar o ponto de corte de DPP relacionado a prenhez. Vacas submetidas a IATF antes de 35
DPP tem menor (P < 0,05) prenhez por IA (P/IA) comparado aos demais grupos. Considerando as chances de
ocorréncia, todos os grupos diferiram significativamente (P < 0,05) do grupo 1 (referéncia). Vacas submetidas a
IATF apds 35DPP tiveram de 1.78 (IC = 1.08-2.93) a 1.99 (IC = 1.29-3.06) mais chances de ficarem prenhas. A
curva ROC demostrou que houve uma tendéncia (P = 0,1) para maior P/IA quando os protocolos de IATF foram
iniciados ap6s 37 DPP (4rea sob a curva: 0,527, sensibilidade: 89,3% e especificidade: 17,7%).

Tabela 1. Taxa de prenhez e razio de chances de vacas de corte submetidas a IATF em diferentes periodo pds-parto.
Periodo pos-parto Intervalo de Confianca (95%

Grupo (dias) Taxa de prenhez Razdo de chances I0)

1 30-35 39,1% (54/138)» Referéncia Referéncia
2 36-40 55,7% (59/106)8 1.95 1.17-3.26
3 41-45 56,1% (128/228)8 1.99 1.29-3.06
4 46-50 53,6% (126/235)8 1.80 1.17-2.76
5 51-55 55,1% (98/178)" 1.91 1.22-3.0

6 56-60 53,4% (63/118)" 1.78 1.08-2.93
7 >60 54,4% (81/149)8 1.85 1.16-2.96

ABValores com letras diferentes na mesma linha diferem entre os grupos (P < 0.05).

Apos a analise desses dados, com o objetivo de esclarecer a relagdo entre DPP e fertilidade dos protocolos
de IATF, realizou-se um estudo prospectivo que avaliou a condigdo uterina de vacas Nelore em diferentes dias pds-
parto (DPP) por meio da proporg¢io de células PMN no tecido endometrial (Pfeifer et al., 2018). Para isso, 244 vacas
foram separadas em trés grupos de acordo com os dias pds-parto (DPP): 1) Pos-parto Recente (n = 64), composto
por vacas com DPP entre 21 a 30; 2) Pos-parto Médio (n = 115), composto por vacas com DPP entre 31 ¢ 45 ¢ 3)
Poés-parto Tardio (n = 65), composto por vacas com DPP entre 46 e 60 submetidas a um protocolo de IATF a base de
estradiol e progesterona (DO, 2 mg benzoato de estradiol + implante de P4; D8, 150 ug PGF + 300 UI eCG + 0,5 mg
ECP — implante de P4; e D10, IATF). No DO, antes do inicio do protocolo, as vacas foram submetidas a coleta
citologica do tecido uterino por meio da técnica de cytobrush. As amostras coletadas foram fixadas em laminas de
vidro, coradas com kit Panético (Corante Rapido RenyLab®, Barbacena, Brasil) e depois submetidas & contagem de
200 células (incluindo células epiteliais e PMN, excluindo eritrocitos) sob microscopia optica.

Um subgrupo de vacas (n = 148) foi examinado por vaginoscopia para avaliar e caracterizar a presenca de
corrimento vaginal (Pleticha et al., 2009) no DO do protocolo de IATF. Independente do periodo pds-parto, todas
fémeas com corrimento vaginal purulento foram classificadas como vacas com descarga vaginal purulenta (DVP+).

Observou-se que as vacas do grupo Recente apresentaram maior proporcao de células PMN (9.03 + 1.47;
P <0.001) no ttero e maior descarga vaginal quando comparado aos grupos Médio e Tardio (3.83 +£0.72 ¢ 3.83 £ 0.72,
respectivamente; P<0.001; Tab. 2). Da mesma forma, a propor¢do de vacas com DVP+ foi maior (P < 0,001) no
grupo Precoce, 45% (23/51), do que nos grupos Médio, 18% (9/50) e Tardio, 15% (7/47; Tab. 2).
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Tabela 2. Resposta de fertilidade de vacas de acordo com o periodo no protocolo de IATF no pés-parto.

Parametros Grupo

Precoce Médio Tardio P-Valor
Proporcio de células PMN*' (%) 9.03 +1.47% 3.83+0.72° 2.23+0.42° <0.001
Vacas com DVP+ '#* 45%" (23/51) 18%" (9/50) 15%"® (7/47) <0.001
Prenhez por AI” 29.7%" (19/64) 45.2%" (52/115) 52.3%" (34/65) 0.02

*Células polimorfonucleares; **Baseado na presenca de descarga vaginal purulenta; 'Descarga vaginal e propor¢io
de células PMN observadas entre os subgrupos de vacas (148 de 244) no Dia 0; “Todas vacas; “®Valores com letras
diferentes na mesma linha diferem entre os grupos (P < 0.05).

Em relagdo a P/IA, os animais dos grupos Médio e Tardio apresentaram uma maior (P < 0.001) P/TA
(45.2%, 52/115 e 52.3%, 34/65, respectivamente) quando comparado ao grupo Precoce (29.7%, 19/64; Tab. 2).
Independentemente dos dias pds-parto, as vacas com menor proporcdo (<2,5%) de células PMN no utero tiveram
11,8 vezes mais chances de ficarem prenhas do que as vacas com maior proporcao (> 15%) de células PMN (P < 0,001;
Tab. 3). Em vista desses resultados, o modelo de regressdo indicou uma relagdo negativa entre DPP e propor¢ao de
PMN no endométrio uterino (% PMN = 13,3 - 0,23 * DPP; R =0,36; P <0,001; Fig. 1) e com base na curva ROC, o
ponto de corte de > 35,5 DPP foi correlacionado com o estado de prenhez na IATF. Esse ponto de corte 6timo
apresentou 69,5% de especificidade e 48,2% de sensibilidade (AUC = 0,58, P = 0,01; Fig. 2).

O estabelecimento de um apropriado PVE para incluir vacas de corte pos-parto em programas de IATF
pode melhorar a eficiéncia reprodutiva dos protocolos. Os estudos descritos acima indicam que as vacas com DPP
adequado e um ttero mais saudavel, devido a redugdo da proporgdo da inflamacdo e o progresso da involugdo
uterina, tem mais chances de conceber logo ao primeiro servigo pos-parto. Além disso, em fazendas que utilizam
manejo reprodutivo intensivo, o exame ginecologico de vacas pré-IATF pode reduzir as perdas na fertilidade, pois
pode-se excluir dos protocolos vacas que ainda apresentam descarga vaginal purulenta.

Tabela 3. Fator de risco para a ocorréncia de gestagdo de acordo com a propor¢do de células PMN no titero em vacas
de corte pés-parto por IA.

Proporgédo de células PMN P/AL % OR (95% CI) P - Valor
0-25% 54.2 (45/83)" 11.8 (1.45 - 96.80)

3-65% 40.0 (10/25)* 6.7 (0.73 - 60.55)

7-10.5 % 36.8 (7/19)* 5.8 (0.61 - 55.77) P <0.01
11-15% 10.0 (1/10)® 1.1 (0.06 - 20.50)

>15 % 9.1 (1/11)® Referéncia

AB Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre os grupos (P < 0.05).
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Figura 1. Relagdo entre a propor¢do de células PMN no
endométrio uterino e dias pds-parto em vacas Nelore submetidas
ao protocolo de IATF (Fonte: Pfeifer et al., 2018).
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Figura 2. Curva Receiver Operating Characteristic (ROC) para
determinar a rela¢do entre o DPP ¢ o estado de prenhez de vacas de corte.
A analise do ROC indicou que o uso de um ponto de corte superior a
35,5 DPP apresentou 69,5% de especificidade e 48,2% de sensbilidade.
Area sob a curva = 0,58, P = 0,01 (Fonte: Pfeifer et al., 2018).

Foliculo pré-ovulatério ovariano

O sucesso dos programas de sincronizacdo do ciclo estral e ovulacdo dependem de uma eficiente
manipulacdo dos eventos bioldgicos relacionados ao ciclo estral, tais como o recrutamento de uma nova onda
folicular, o controle da dominéancia folicular, a duragdo do proestro e¢ o intervalo entre a indugdo da ovulagdo ¢ a
inseminagdo artificial (Bisinotto et al., 2010). Embora os protocolos de sincronizagdo convencionalmente usados no
Brasil representem um método eficaz e bem estabelecido para induzir a emergéncia e sincronizar a onda folicular,
ainda ha uma grande varia¢do no diametro dos foliculos ao final do programa de sincronizagdo, fator que exerce
influéncia nas taxas de concepgao e na eficiéncia dos protocolos de IATF.

A capacidade ovulatoria esta associada ao diametro e/ou maturidade do foliculo dominante (Gimenes et al.,
2008; Sa Filho et al., 2010). Nesse sentido, quando avalia-se a resposta ovariana de vacas submetidas a protocolos
de IATF, verifica-se que as fémeas apresentam foliculos de diferentes didmetros e, consequentemente, distinto
potencial ovulatorio. Em estudos recentes, a equipe do Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Rondonia avaliou
dados de TATF de 1152 animais e foi possivel observar a amplitude e variacao no didmetro do FPO no momento da
IATF (Fig. 3). De acordo com a resposta ovariana, podemos inferir que fémeas submetidas a protocolos de IATF
apresentam dispersdo na capacidade ovulatoria (Pfeifer et al., 2015). Pode-se verificar que a resposta ovariana de
vacas submetidas a protocolos de IATF apresenta uma distribui¢do gaussiana (Fig. 3), onde, 66% das fémeas
apresentam FPO com didmetro entre 11 e 15 mm. No entanto, 34% apresentam FPO > 14 mm e < 11 mm. Esta
variagdo na resposta ovariana pode ser explicada pelo maior ou menor intervalo entre a emergéncia da onda folicular
até a ovulagdo (Bo et al., 2003; Kim et al., 2005; Martinez et al., 2005).

Em estudos retrospectivos em que se avaliou 17 lotes de IATF, pode-se observar que a distribuicdo do
diametro do FPO de vacas submetidas a protocolos de IATF apresenta uma distribuicdo gaussiana. Além disso,
quando agregou-se lotes de IATF que geraram P/IA ruim (<45%), média (45 — 60%) ou adequada (>60%),
visualizou-se que a curva de Gauss tende a estar mais para a esquerda, em protocolos com resultados ruins e mais a
direita, em protocolos com resultados adequados (Fig. 4). Assim observamos que quanto melhor a resposta ovariana
aos protocolos de IATF, melhor ¢ a P/IA do lote.

Em estudo anterior, observou-se que ha uma razio direta entre didmetro do foliculo dominante ¢ momento
da ovulagdo (Pfeifer et al., 2015). Dessa forma, por meio de uma regressao linear foi possivel estimar o momento da
ovulag@o de acordo com o didmetro do FPO (Tab. 4). Esta correlagdo indica que as vacas com foliculos menores
ovulam mais tarde do que as vacas com foliculos maiores e, portanto, necessitam de um intervalo maior entre a
remog¢do do implante intravaginal de progesterona e a IATF, o que permite o maior crescimento e maturagdo do
FPO.
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Figura 3. Propor¢do de vacas Nelore de acordo com o didmetro do foliculo pré-ovulatorio detectado
no momento da IATF (n=1152) (Fonte: Pfeifer et al., 2018).
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Figure 4. Distribui¢@o gaussiana dos FPO de acordo com a fertilidade do protocolo. Foram avaliados
17 lotes de IATF, com um total de 1152 vacas.

Tabela 4. Tempo e/ou momento da ovulacdo, tempo estimado para IAB de acordo com o didmetro do FPO (vacas
Nelore, n = 96).

Diametro do FPO (mm) Tempo da ovulagéo (h) Tempo da inseminagdo, (h*)

8 96.46 72,46
9 82.8 58,8
10 73.85 49,85
11 52.54 28,54
12 44.42 20,44
13 34.5 10,5
14 27.78 3,78
15 26.18 2,18
16 24 0

*Calculado de acordo com o tempo de ovulagdo menos 24 h, relativo ao tempo aproximado de sobrevivéncia do
espermatozoide no trato reprodutivo da fémea.

Baseando-se nessas observagoes, foi desenvolvida uma alternativa para inseminar vacas que apresentam
FPO de diametro diferentes, a chamada IATF em blocos (IAB). Para tanto, um experimento com 412 vacas Nelore
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multiparas foi realizado com o objetivo de inseminar as vacas de acordo com o didmetro do FPO. As vacas entre 30
e 80 DPP foram submetidas a um protocolo de IATF a base de estradiol e progesterona (DO, 2 mg benzoato de
estradiol + implante de P4; DS, 150 ug PGF + 300 UI eCG + 0,5 mg ECP — implante de P4; e D10, IATF). No D10
pela manha, as vacas foram examinadas por ultrassonografia (US) para mensuragdo do didmetro do FPO. Com base
no didmetro do FPO, foi possivel estimar o momento da ovulag@o. Dessa forma, as vacas foram distribuidas em dois
grupos de inseminagdo: Grupo Bloco (n=203) e Grupo Controle (n = 209). As vacas do grupo Bloco foram
classificadas em um dos 4 lotes de inseminagdo: BO (POE> 15 mm, IATF imediatamente, apos a US), n = 51), Bl
(POF = 13-14.9 mm, IATF 6 h apds a US, n = 70), B2 (POF = 10.1-12.9 mm, IATF 24 apds a US, n = 54) ¢ B3
(POF< 10mm, IATF 30h apo6s a US, n = 28). As vacas do Grupo controle (n = 209) foram inseminadas
convencionalmente junto as vacas do grupo BO.

Observou-se, que ao atrasar a IATF em fun¢@o do didmetro do FPO, se conseguiu melhorar a prenhez por
IA (P/TA), principalmente em vacas com foliculos menores. As vacas do grupo Bloco apresentaram maior P/IA (P <
0.01) quando comparadas as vacas do grupo controle (129/203, 63.5% vs 102/209, 48.8%), respectivamente (Tab.
5). Portanto, um intervalo diferente entre a remogdo do implante intravaginal de progesterona, pode ser necessario
para alcangar uma melhor sincronia entre 0 momento da ovulagdo e a IATF. Essa condi¢ao pode ser facilmente
avaliada por exame ultrassonografico e utilizada como uma ferramenta para melhorar a tomada de decisdes,
identificando o momento ideal da IATF.

Efeito positivo do diametro do FPO sobre a porcentagem de vacas que ovularam e sobre o aumento da P/IA
foram observados em vacas Bos taurus (Vasconcelos et al., 1999) e vacas Bos indicus (Meneghetti et al., 2009; Sa
Filho et al., 2009). Contudo, no presente estudo o diametro do FPO nao afetou P/IA de vacas inseminadas apos
IATF convencional ou de IAB. Assim, podemos observar que foliculos com diferentes diametros ndo
necessariamente possuem diferente fertilidade. A P/IA baixa observada em estudos anteriores em vacas com
foliculos menores, pode ocorrer em razao do momento inadequado em que a IA foi realizada.

Os protocolos de sincronizacio da ovulagdo com remoc¢ao do implante intravaginal de progesterona no Dia
8 e Dia 9 do protocolo foram descritos previamente por Baruselli et al. (2004) e Meneghetti et al. (2009),
respectivamente, e sdo reconhecidos como os protocolos mais utilizados para IATF em vacas Nelore lactantes no
Brasil. Diante dessa informagdo, também foi avaliado o efeito da IAB na P/IA de vacas multiparas e primiparas
submetidas a protocolos de IATF com 3 e 4 manejos.

As vacas foram divididas aleatoriamente em dois grupos de acordo com o protocolo de sincronizacdo;
Grupo 8d: vacas submetidas a protocolo de sincronizacdo com a remogdo do implante intravaginal de progesterona
no Dia 8 (n = 124; 60 vacas primiparas e 64 multiparas). Grupo 9d: vacas submetidas a protocolo de sincronizagio
com a remogao do implante intravaginal de progesterona no Dia 9 (n = 129; 60 vacas primiparas ¢ 69 multiparas). Nao
foi observado diferenca na P/IA entre os animais do Grupo 8d (49.2%, 61 de 124) quando comparado aos animais do
Grupo 9d (45%, 58/129; P = 0.5; Tab. 6). As respostas ovarianas indicaram que vacas do Grupo 9d tenderam a ter um
maior FOP (13 = 0.2 mm) do que as vacas do Grupo 8d (12.3 £ 0.2 mm; P = 0.07). E importante salientar que o estudo
anterior (Pfeifer et al., 2015) foi realizado utilizando apenas vacas multiparas submetidas a protocolos de
sincroniza¢do com a remog¢ao do implante intravaginal de progesterona no Dia 8 (3 manejos). Apesar dos resultados
de prenhez registrados em ambos os protocolos tenham ficado abaixo do esperado, quando a prenhez de vacas
multiparas protocoladas com 3 manejos foi analisada, verificou-se que a P/IA foi de 64%, que € consistente com os
resultados previamente obtidos.

Tabela 5. Fertilidade de vacas inseminadas de acordo com a IA convencional (Grupo Controle) e IAB

Tratamento
Fertilidade Controle 1IAB P-valor
Diametro FPO (mm)* 12.6 £0.28 12.9+0.27 0.48
Diametro CL (mm)** 16.67£0.41 17.23 £0.39 0.33
% de vacas que ovularam, (n)** 84 (48/57) 89 (52/58) 0.38
Prenhez/IA, % (n) 48.8 (102/209) 63.5 (129/203) <0.01

*Diametro do FPO avaliado no Dia 10; **Didmetro do CL 7 dias ap6s a IATF e a % de vacas que ovularam foi
calculada em um subgrupo de animais (115 de 412).

Tabela 6. Prenhez por IA de vacas primiparas ¢ multiparas submetidas a protocolos de 8 d ¢ 9 d (CIDR- BE) ¢
inseminadas em blocos.

Item ’d Protocolo od P-valor'
Animais 49.2% (61/124) 45% (58/129) 0.5
Primiparas 33.3% (20/60) 40% (24/60) 0.45
Multiparas 64.1% (41/64) 49.3% (34/69) 0.08

"Valor de P que indica diferenca entre protocolos dentro de cada categoria
Apesar dos resultados promissores observados com a IAB, ¢ inquestionavel que a técnica apresenta

limita¢des de uso, principalmente devido ao aumento de manejo que demanda, especialmente por tratar-se do manejo
intensivo de vacas de corte recém paridas. Assim, no intuito de reduzir o manejo da técnica, foi iniciado um outro
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estudo com a reducdo de 2 lotes de inseminagdo em blocos. Nesse estudo, 147 vacas Nelore lactantes foram separadas
no momento da IATF, de acordo com o FPO, em apenas 2 lotes, vacas com FPO > 13 mm, que deveriam ser
inseminadas logo apds o fim dos exames ultrassonograficos e vacas com FPO < 13 mm, que deveriam ser todas
inseminadas na manha seguinte (+ 24 h p6s US). A P/IA geral desse lote foi consideravelmente alta, ndo havendo
diferenca entre os grupos. Vacas com maior FPO no Grupo Controle chegou a apresentar P/IA maior que 80% (Tab. 7).
Apesar de nio ter sido detectado diferenga entre os grupos, pode-se notar que a IAB em apenas 2 blocos teve aumento
numérico na P/IA em fémeas com foliculos menores, ou seja, ndo ha efeito deletério na gestacdo quando se atrasa a
inseminagdo dessas vacas em 24 h. Esses estudos necessitam continuar para que possamos identificar se realmente ha
melhora na fertilidade dos protocolos de IAB realizados com apenas 2 blocos.

Ainda que mais estudos sejam necessarios para que a IAB possa tornar-se uma técnica mais viavel para ser
implementada nos sistemas de produgdo de carne, os resultados atuais apresentam-se animadores, uma vez que 0 uso
da IAB pode ser um procedimento eficaz para melhorar os resultados de fertilidade com IATF. O Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Ronddnia continua trabalhando para melhorar os aspectos limitantes que a técnica ainda
apresenta.

Tabela 7. Prenhez por IA para vacas Nelore pds-parto inseminadas em 2 Blocos ou convencionalmente de acordo
com o didmetro do FPO no momento da IATF.

Item Controle Blocos (1 ¢2) P-valor
Prenhez por IA 66,7% (52/78) 68,1% (47/69) 0,8
De acordo com ¢ do FPO
>13 mm 81,2% (26/32) 71,8% (28/39) 0,35
<13 mm 56.5% (26/46) 63,3% (19/30) 0,5

© Diametro.
Cinética espermatica

Além dos fatores previamente discutidos que afetam a fertilidade de vacas em programas de IATF, ha
outros, que ainda, nfo receberam ateng¢do adequada, como por exemplo, a cinética do sémen utilizado na
inseminagdo. Touros diferem entre si na capacidade de fecundar oocitos e no desenvolvimento de blastocistos apds
o procedimento de fertilizagdo in vitro (Zhang et al., 1997; Wei e Fukui, 1999; Sudano et al., 2011). Além disso, ha
uma variabilidade marcante na fertilidade de touros a campo (Correa et al., 1997; Ward et al., 2001; Andersson et
al., 2004).

Ao avaliar touros utilizados em programas de IATF, observou-se a fertilidade de 5 (cinco) reprodutores que
obtiveram bons indices de fertilidade (Tab. 8). Interessantemente, quando avalia-se a capacidade desses mesmos
reprodutores fecundar vacas com diferentes diametros de FPO, verifica-se que existem touros, ou algumas partidas do
sémen desses touros, que apresentam boa fertilidade mesmo quando sdo utilizados em vacas com FPO menores, ou
seja, aquelas com maior probabilidade de terem atraso na ovulagdo. Pode-se observar que touros que alcangam indices
de prenhez acima de 60% sdo os que atingem bons indices de fertilidade mesmo quando usados em vacas com pior
resposta ovariana (Tab. 8). Apesar de todas as partidas de sémen utilizadas nessas avaliagdes apresentarem bons
resultados na IATF, esses registros indicam que existem partidas de s€émen com caracteristicas cinéticas que podem ser
exploradas como ferramenta para uso em vacas de acordo com a resposta ovariana.

Tabela 8. Prenhez por IA total e de acordo com o diametro do foliculo pré-ovulatério (FPO) de touros utilizados em
programas de IATF

P/IA de acordo com o POF
FPO menor FPO maior

Touro Total P/IA (<13mm) (>13mm) P-Valor
A 63%(30/47) 70%(14/20) 59%(16/27) 0,4

B 69%(37/50) 62%(17/27) 76%(20/26) 0,27
C 52%(38/72) 29%(9/12) 65%°(31/48) <0,01
D 63%(21/33) 75%(9/12) 57%(12/21) 0,3

E 58%(39/67) 39%"(9/23) 68%5(30/44) 0,02

Varios métodos ndo invasivos para examinar e prever o potencial de producdo de sémen e fertilidade de
touros tém sido utilizados (Thompson e Johnson, 1995; Lunstra et al., 1997; Kastelic et al., 2001; Brito et al., 2004;
Arteaga et al., 2005; Celeghini et al., 2007). No entanto, os resultados de tais procedimentos nem sempre se
correlacionam com os resultados de campo (Sudano et al., 2011).

Uma estimativa mais precisa do potencial de fertilidade de um protocolo de IATF, que envolve uma série de
eventos que culminam no desenvolvimento e maturacdo dos gametas masculinos e femininos, pode ser alcancada
quando as caracteristicas do sémen e a resposta ovariana sdo consideradas. Assim, o estudo da cinética do sémen
congelado e descongelado de touros pode fornecer informagdes adicionais sobre a viabilidade dos espermatozoides no
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trato reprodutivo da fémea. Os espermatozoides requerem um periodo de maturagdo, denominado capacitagdo, que
ocorre apds a ejaculacdo e antes da reagdo acrossdmica e fecundagdo do 6vulo (Austin 1951; Chang, 1951; Bedford,
1983). Espermatozoides quando submetidos a capacitacio apresentam motilidade hiperativada, caracterizada por
aumento de amplitude flagelar e batimento flagelar assimétrico, antes de chegar ao local da fecundagdo (Demott e
Suarez, 1992; Saurez e Dai, 1992; Suarez, 1987; Katz e Vanagimachi, 1980). A hiperativagdo ¢ fundamental para a
fungdo espermatica, pois afeta a capacidade do espermatozoide de ascender com sucesso no trato reprodutivo da fémea
e chegar ao local da fecundagdo (Suarez, 1991; Saurez ¢ Dai, 1992; Suarez et al., 1992; Alasmari et al., 2013).

A analise do sémen assistida por computador (do inglés, CASA) tem sido usada para caracterizar a
motilidade espermatica e avaliar certas variaveis relacionadas a cinética, como a velocidade curvilinea (VCL),
amplitude do deslocamento lateral da cabegca (AHL) ¢ a linearidade (LIN). Essas variaveis estdo associadas as
caracteristicas de hiperativagdo do sémen congelado e descongelado ¢ podem afetar a fertilidade a campo (Mortimer
e Mortimer, 1990; Shojaei et al., 2012).

Baseado no argumento de que a fertilidade dos programas de IATF depende da intima relagdo entre os
gametas masculino e feminino, o Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Ronddnia esta atualmente trabalhando em
um experimento que leva em consideracdo a capacidade ovulatoria de vacas e a cinética do s€émen usado. O estudo esta
sendo realizado em parceria com um centro de processamento de sémen bovino (Seleon Biotechnologia, Itatinga, SP,
Brasil) e tem como objetivo avaliar a relagdo entre o grau de hiperativagdo espermatica do sémen e a capacidade
ovulatdria de vacas de corte submetidas a programas de IATF no periodo pos-parto. Para tanto, 47 partidas de sémen
de 20 touros foram submetidas a analises pelo Computer Assisted Sperm Analysis (CASA, Ivos-UltiMate®; Hamilton
Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA). O CASA ¢ um sistema automatico (hardware e software) utilizado para
visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes acuradas, precisas e significativas do
movimento individual de cada célula, bem como de subpopulagdes de células espermaticas (Amann e Katz, 2004). Os
pardmetros de motilidade espermatica avaliados pelo CASA, foram: motilidade total (TM), motilidade progressiva
(PM), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL),
amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). O grau de
hiperatividade do sémen foi classificado em Hiperativado (H+), em transi¢do (TR) e ndo hiperativado (H-) (adaptado
de Mortimer ¢ Mortimer, 1990). As partidas de sémen com aumento da VCL ¢ ALH e diminui¢do da LIN foram
classificados em hiperativados (H+). Ja as partidas com diminuicdo da VCL e ALH e aumento da LIN foram
classificados em ndo-hiperativados (H-). Por fim, partidas que apresentaram pelo menos uma dessas caracteristicas que
ndo preencheram totalmente os requerimentos para serem consideradas H+ ou H-, foram consideradas como partidas
em transi¢do (TR) e ndo foram utilizadas nesse experimento.

A analise da cinética espermatica revelou que todas as varidveis avaliadas pelo CASA tiveram efeito de
acordo com o grau de hiperativagdo espermatica (Tab. 9). O sémen classificado como H+ apresentou maior
motilidade total, motilidade progressiva, VAP, VSL, ALH ¢ VCL. Em contraste, o sémen H+ apresentou LIN e STR
inferiores quando comparado ao sémen H-. Os resultados observados mostram claramente que as trés classes da
motilidade propostas: ndo hiperativada, fase transitdria e hiperativada realmente representam alteragdes na cinética
entre as classes espermaticas.

Tabela 9. Andlise do s€émen de acordo com os pardmetros da cinética espermatica (CASA).
Cinética esperimdtica™*
Fase de transi¢do

Parametros Nao-hiperativado (H-) (TR) Hiperativado (H+) P valor
Motilidade total (%) 38.09 + 1.84" 44.45 +£2.04"8 48.47+2.23" 0.001
Motilidade progressiva 29.11 £ 1.65* 34.28 +2.08"P 36.63+1.7° 0.01
(%)

VAP (um/s) 90.26 + 2.08* 102.05 + 3.57° 112.60 + 2.45¢ <0.001
VSL (um/s) 78.72 +1.97* 88.46 + 3.80" 93.89 +2.50° 0.001

LIN (%) 55.47 +0.39" 53.42 +0.84" 48.84 + 0.90® <0.001

STR (%) 85.14 +0.45" 84.55 +0.79° 81.16 = 0.96" <0.001

ALH (um) 6.10+0.11* 7.16+0.11% 8.78 +0.23¢ <0.001

VCL (um/s) 143.73 +3.114 164.73 + 4.438 194.40 + 4.95¢ <0.001

VAP: Velocidade média da trajetdria; VSL: Velocidade linear progressiva; LIN: Linearidade; STR: Retilinearidade;
ALH: Amplitude de deslocamento lateral da cabega; VCL: Velocidade curvilinea; *Adaptado de Mortimer e
Mortimer, 1990.

Dos 20 touros avaliados pelo CASA, 2 (chamados touros B ¢ K) congelaram partidas de semen H+ ¢ H- e,
portanto, foram escolhidos para serem utilizados na IATF. As amostras de s€émen selecionadas para os testes de
fertilidade a campo foram utilizadas em vacas multiparas da raca Nelore. At¢ o momento, 244 vacas foram
submetidas a um mesmo protocolo de IATF entre 30 e 40 dias pos-parto. No Dia 10 pela manha (07:00 h), as vacas
foram submetidas a ultrassonografia e divididas em dois grupos de acordo com o diametro do FPO (Pfeifer et al.,
2015): Grupo Ovulag@o Precoce (OP, n = 126), vacas com FPO> 13 mm; e Grupo Ovulagdo Tardia (OT, n = 118),
vacas com FPO <13 mm de didmetro.

Resultados parciais revelaram que a capacidade ovulatoria (OP vs OT) ndo teve efeito na P/IA (P > 0.05;
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Tab. 10). Entretanto, vacas inseminadas com sémen H- ndo presentaram diferenca na P/IA (P > 0.2) quando
comparado as vacas inseminadas com sémen H+ (Tab. 10). A P/IA de acordo com a capacidade ovulatoria (precoce
ou tardia) e hiperativacdo espermatica (H+ e H-) estd demonstrada na Fig. 5. Estudos anteriores observaram que a
fertilidade do sémen congelado melhora quando o tempo da inseminagdo e ovulagdo sido reduzidos (Parrish e Foote,
1986; Chen et al., 1989; Maxwell et al., 1993). Infelizmente, essa aproximagao entre a IA e a ovulagdo ndo ¢é facil de
ser implantado nas fazendas que utilizam a técnica (Thundathil et al., 1999). Por esta razdo, a abordagem aqui
proposta, de utilizar a IA de acordo com a resposta ovariana ¢ a cinética espermdtica, pode representar uma
alternativa para melhorar a fertilidade de vacas submetidas a IATF.

Tabela 10. Prenhez por IA de acordo com a capacidade ovulatdria (OP x OT) e hiperativagdo espermatica (H+ vs.
H-).

Prenhez por 1A, % (n/n) P-valor
Capacidade ovulatéria
Precoce 66,7 (84/126)
Tardia 55,1 (65/118) 0,06
Hiperativagdo espermatica
H+ 57.9 (81/140)
H- 65.4 (68/104) >(.2
100% A A A
69,2% (45/65) 67,4% (29/43

< 80% 63,9% (39/61) 8 A% (29/43)
< 48% (36/75)
o 60%
a
N
£ 40%
c
g
a 20%

0%

OPH+ OPH- OTH+ OTH-
Grupos

Figure 5. Prenhez por IA em vacas lactantes de acordo com a capacidade ovulatéria (Precoce ou Tardia) e a
hiperativacdo espermdtica (H+ ou H-). Diferentes letras indicam efeito entre grupos (P < 0.05). Os grupos de
animais OPH- ¢ OTH+ tendem a ser diferentes entre si (P=0.06) (Fonte: de Oliveira Janior et al., 2018).

As vacas com ovulag@o precoce e tardia tiveram fertilidade semelhante quando inseminadas com sémen
ndo hiperativado (H-). Uma possivel razdo e/ou explicacdo pela qual as palhetas de s€émen H- apresentam uma
fertilidade adequada independentemente da resposta ovariana, ¢ de que os espermatozoides H- podem hiperativar
rapidamente quando encontram um ambiente hormonal apropriado no oviduto antes a ovulag@o. Os espermatozoides
capacitados tém uma menor taxa de sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea quando comparado aos
espermatozoides ainda ndo capacitados. Uma vez capacitado, o espermatozoide apresenta uma alta taxa metabdlica e
aumenta fluidez e permeabilidade da membrana; caso ndo consigam penetrar no odcito sofrem exocitose e reagdo
acrossdmica espontinea devido ao influxo de Ca”" na célula. (Comier et al., 1997). Por isso, a vida util dos
espermatozoides capacitados ¢ limitada. O sémen ndo hiperativado pode sobreviver por um longo periodo no
oviduto. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar essas questdes cientificas.

Os resultados desse estudo demonstram que VCL, ALH e LIN sdo parametros uteis para a caracterizacio
da hiperativacdo do s€men de touros utilizados em programas de IATF. Além disso, vacas com FPOs menores tem
uma menor probabilidade de emprenhar quando inseminadas com sémen H+. Em contrapartida, as vacas com
ovulagdo tardia e precoce, quando inseminadas com sémen H- podem alcangar um desempenho adequado e
semelhante P/IA.

Esperamos que esses “insights” obtidos no presente estudo possam promover novas abordagens para a [A e
desenvolvimento de novas ferramentas que visam melhorar a fertilidade. Com base nesses resultados, deve ser
possivel alcangar uma melhor fertilidade ajustando a motilidade espermatica para compensar o atraso na ovulagdo
de vacas com pior resposta ovariana.

Consideracoes finais

Ao observar os efeitos da interacdo entre a satde uterina, foliculo pré-ovulatério e a cinética espermatica
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sobre a fertilidade em vacas de corte, € possivel notar que as ferramentas aplicadas ao manejo reprodutivo podem ser
melhor exploradas e ainda apresentam vasto campo de pesquisa. Assim, apesar dos protocolos hormonais da IATF
estarem bem definidos e com seus resultados consistentes, as boas praticas reprodutivas, como exame ginecologico
prévio a estagdo reprodutiva, ainda devem ser adotadas. Nas avaliagdes da saude uterina foi evidenciado a importancia
da selecdo das fémeas e a possibilidade de detectar e descartar vacas com descarga vaginal purulenta. Além disso, foi
observado que a obtengdo de boa resposta ovariana ¢ imprescindivel para que os programas de IATF resultem em boa
eficiéncia. Finalmente, com os estudos de associa¢do da cinética espermatica ¢ resposta ovariana, observou-se que a
informag@o da cinética espermatica pode representar um avango no uso sistematico do sémen bovino. Caso essa
tecnologia tenha consisténcia nos resultados a campo, talvez seja possivel realizar novas formas de comercializagdo do
sémen bovino, ou mesmo, talvez agregar essa informacao a cada partida de s€émen comercializada. Entretanto, essas
modificagdes exigem mudangas nos métodos de avaliagdo e comercializagdo do sémen produzido nas centrais de [A.
Além disso, a logistica de tantas mudancas deve ser melhor avaliada por todos os setores da cadeia produtiva. O
certo ¢ que quando uma tecnologia apresenta ganhos reais e consistentes, a for¢a do mercado leva a sua propria
demanda e mudanga nos procedimentos convencionalmente adotados.
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