@ DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2021.026
*

Anais do XXIV Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA-2021) e VIII International Symposium on
Animal Biology of Reproduction — Joint Meeting, Belo Horizonte, MG, 19 a 22 de outubro de 2021.

Contagem de foliculos antrais: relacio com a eficiéncia das biotécnicas e

fertilidade
Antral follicle count: relationship with the efficiency of biotechniques and fertility

Fabio Morotti" 2*, Higor Souza de Camargol, Leonardo Oliveira Lopes Silva®" 2, Elis Lorenzetti* 4,
Amanda Fonseca Zangirolamo', Marcelo Marcondes Seneda’

"Laboratorio de Biotecnologia da Reprodugdo Animal (REPROA), UEL, Londrina, PR, Brasil
2Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias, UEL, Londrina, PR, Brasil
3Laboratério de Virologia Animal (LABVIRAL), UEL, Londrina, PR, Brasil

*Mestrado em Saude e Produgdo Animal, Universidade Pitagoras Unopar, Arapongas, PR, Brasil

Resumo

A implementagdo das biotécnicas reprodutivas juntamente com os programas de melhoramento
genético tem contribuido expressivamente para uma rapida disseminagao de individuos melhoradores, tanto
pelo uso da inseminagdo artificial, quanto pela producgdo in vivo e in vitro de embrides. No entanto, a
eficiéncia destes programas estd condicionada a uma série de fatores que podem afetar de maneira
significativa a performance reprodutiva tanto em bovinos de corte, como de leite. Neste contexto, a
contagem de foliculos antrais (CFA) se destaca como um dos fatores de maior influéncia e ainda pouco
compreendido. Empregando a ultrassonografia, fémeas podem ser classificada em baixa, intermediaria ou
alta CFA, devido a alta variabilidade desta contagem no rebanho. Além disso, a alta repetibilidade desta
caracteristica possibilita realizar esta classificagdo em diferentes momentos da vida reprodutiva da fémea.
De maneira geral, doadoras de alta CFA tem proporcionado maiores rendimentos embriondrios tanto na
técnica in vivo quanto in vitro. Entretanto, fémeas de baixa CFA tém apresentado maiores didmetros
foliculares e maior taxa de prenhez quando submetidas & IATF. Embora a CFA atue como um fator de
grande influéncia, sua herdabilidade ¢ baixa ¢ ndo ha relagdo com caracteristicas zootécnicas de programas
de melhoramento. Finalmente, a CFA tem se destacado como uma importante ferramenta de selecdo de
matrizes e que tem contribuido significativamente para um maior sucesso nos programas reprodutivos.

Palavras-chave: Contagem de foliculos antrais; Producdo de embrides; Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo; Mérito genético.

Abstract

The implementation of reproductive biotechniques and genetic improvement programs has
significantly contributed to a fast dissemination of animals with high genetic, both by artificial insemination
and in vivo and in vitro embryo production. However, the efficiency of these programs is conditioned to
several factors that can considerably affect the reproductive performance in both beef and dairy cattle. In
this context, the antral follicle count (AFC) stands out as one of the most influential and still poorly
understood factors. Females can be classified as low, intermediate, or high AFC by ultrasonography due to
the high variability of this count in the herd. In addition, the high repeatability of this characteristic allows
high confidence in carrying out this classification at different times of the reproductive life. In general, high
AFC donors have provided higher embryo yields both in vivo and in vitro. However, females with low AFC
have shown larger follicular diameters and higher pregnancy rate when submitted to TAI. Although AFC is
a factor of great influence, its heritability is low and there is no relationship with zootechnical
characteristics of breeding programs. Finally, AFC has emerged as an important tool to female’s selection
and has significantly contributed to greater success in breeding programs.

Keywords: Antral follicle count; Embryo production; Timed Artificial Insemination; Genetic merit.
Introducao
O uso das biotécnicas reprodutivas juntamente com os programas de melhoramento genético tem

contribuido para uma otimizagao significativa da producdo animal, favorecendo a produgdo de alimentos
basicos, como a carne e o leite, além de contribuir com uma maior lucratividade no sistema pecuario. Tal
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sucesso tem sido altamente efetivo porque empregando técnicas como a inseminacdo artificial e,
principalmente, a produggo in vivo e in vitro de embrides, ¢ possivel alcangar uma rapida disseminagdo de
individuos de alto mérito genético em um curto espaco de tempo (Mapletoft e Hasler, 2005; Hansen, 2014).

Entretanto, a eficiéncia destas biotécnicas esta estritamente correlacionada ao nimero ou contagem
de foliculos antrais (CFA) maiores ou iguais a 3 mm de didmetro, caracteristica reprodutiva que pode ser
facilmente avaliada por ultrassonografia transretal e que muitos estudos apontam estar relacionada com a
performance reprodutiva e fertilidade da fémea (Ireland et al., 2011; Evans et al., 2012; Morotti et al., 2015;
2017). Neste contexto, a CFA tem sido do amplamente estudada, tanto em bovinos de corte, quanto de leite,
se destacando como uma ferramenta estratégica para sele¢do de animais que possuem maior probabilidade
de sucesso reprodutivo (Morotti et al., 2015; 2017a; Garcia et al., 2020).

Portanto, considerando que as biotécnicas reprodutivas tem um grande impacto sobre a produgio
animal e podem ser afetadas pela CFA da fémea, o objetivo deste estudo ¢ apresentar uma revisdo sobre
os principais aspectos ligados a esta caracteristica reprodutiva, ressaltando principalmente a relagdo da
CFA com a eficiéncia das biotécnicas reprodutivas e a fertilidade na fémea bovina.

CFA: uma ferramenta altamente variavel no rebanho, mas repetivel no individuo

A CFA ¢é uma caracteristica reprodutiva de alta variabilidade em um rebanho, o que permite a
classificag@o de fémeas em lotes de baixa, intermediaria ou alta CFA (Figura 1). Tecnicamente, a CFA ¢
determinada empregando o exame ultrassonografico transretal para contagem de todos os foliculos antrais
(diametro > 3 mm) presentes em ambos os ovarios. A varredura se inicia no pediculo e se estende de uma
face a outra do ovario e todos os foliculos que aparecem na tela do ultrassom sdo contados. Tal avaliacdo
apresenta-se altamente confiavel devido a alta repetibilidade desta contagem no mesmo animal. Estudos
demonstram altos valores de repetibilidade, com uma variagéo ¢de 0,86 a 0,93 em fémeas taurinas (Burns
et al., 2005), 0,93 em zebuinas (Morotti et al., 2018) ¢ de 0,90 a 0,92 em animais cruzados (Bos indicus-
taurus); (Silva-Santos et al., 2014; Morotti et al., 2017b).

Intermediaria

Figura 1. Imagem ultrassonografica do ovario de vacas com baixa (< 15 foliculos), intermediaria (> 16 < 24 foliculos)
e alta (= 25 foliculos) contagem de foliculos antrais (CFA). Observacdo: as imagens representam os foliculos
presentes em apenas uma face de um ovario.

Embora a subespécic ¢ a raga possam resultar em variagdes na contagem folicular, a CFA
apresenta alta repetibilidade independentemente da idade, da estagdo do ano, do status lactacional, do
numero de ondas de crescimento folicular (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007), da ocorréncia de
puberdade (Morotti et al., 2017b) ou da implementacao do protocolo hormonal para IATF (Morotti et al.,
2018). Assim sendo, com a obtengdo dos dados da CFA de uma fémea em um determinado momento, ¢
possivel utilizar esta contagem em outras situagdes reprodutivas e para diferentes finalidades.

Em um longo estudo, a CFA foi monitorada em 137 novilhas da raca Braford (Bos indicus
taurus, 3/8 Hereford x 5/8 Nelore), cujas avaliagdes ultrassonograficas foram realizadas com intervalos
de 60 dias, desde o desmame (9 meses de idade; pré-puberdade; Dia 0) até o sobreano (24 meses; pos-
puberdade; Dia 300). Ao final do estudo, 18,3% das novilhas demonstraram CFA > 41 foliculos, 63,5%
apresentaram CFA intermediaria (12 a 40 foliculos) e 18,3% exibiram < 10 foliculos antrais (Figura 2). A
CFA variou de 3 a 64 foliculos entre a novilhas, mas a repetibilidade foi alta em todos os grupos (alta =
0,90; intermediaria = 0,89 e baixa = 0,92), independentemente de as fémeas terem alcangado a puberdade
(Morotti et al., 2017b).
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Figura 2. Contagem de foliculos antrais (CFA) durante as avaliagdes de ultrassom desde o desmame (periodo pré-
pubere) até o sobreano (ap6s a puberdade) em novilhas de corte com alta (> 41 foliculos, n = 25), intermediaria (12 a
40 foliculos, n = 87) ou baixa CFA.
Adaptado de Morotti et al. (2017b).

Em suma, devido a alta repetibilidade, a CFA se tornou uma estratégia de alta confiabilidade
para identificacdo e classificacdo de fémeas em baixa, intermediaria e alta CFA (Burns et al., 2005;
Ireland et al., 2007; 2008), mesmo quando realizada em animais jovens (Silva-Santos et al., 2014; Morotti
et al., 2017b). Este contexto da populagdo folicular ovariana também tem sido estudado pela dosagem de
horménio anti-mulleriano (AMH). Isso porque a CFA apresenta uma alta correlagdo com a concentragado
plasmatica de AMH, sintetizado nas células da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais (Ireland et al.,
2008; 2011). Portanto, empregando o ultrassom do ovario também ¢é possivel um monitoramento eficaz,
mais simples e num menor custo da populagdo folicular ovariana e/ou a CFA (Morotti et al., 2015; 2017a;
Seneda et al., 2019).

Relacdo da CFA com a producio de embrides

CFA e SOV/TE

Doadoras com alta CFA apresentam melhor performance para produgdo in vivo de embrides
quando comparadas com doadoras de baixa AFC (Ireland et al., 2007; Silva-Santos et al., 2014; Ireland et
al., 2011). Em rebanho Bos taurus por exemplo, doadoras com CFA > 25 foliculos resultaram em média
quase duas vezes mais CLs, estruturas recuperadas e embrides transferiveis quando comparadas com
vacas que tinham CFA < 15 foliculos (Ireland et al., 2007). Esse dado ¢ interessante, uma vez que
evidencia uma aplicagdo pratica da CFA na sele¢ao de doadoras de embrido que apresentam melhor
resposta em programas de superovulacio.

De maneira semelhante, a dosagem de AMH tem sido considerada um 6timo marcador
enddcrino para resposta ao tratamento gonadotréfico de superovulagdo (Ireland et al., 2011; Jimenez-
Krassel et al., 2015), mas o custo para dosagem deste hormonio ainda ¢ elevado. Assim, em decorréncia
da alta correlagdo entre a CFA ¢ AMH (Batista et al., 2014), a CFA tem sido utilizada como ferramenta
para predizer o sucesso ao tratamento superovulatorio (Ireland et al., 2011; Zangirolamo et al., 2018). De
maneira geral fémeas com baixa CFA frequentemente resultam em menor reposta ovariana aos
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tratamentos de superestimulag@o e baixo potencial para produgdo de embrides (Singh et al., 2004; Ireland
et al., 2007; Silva-Santos et al., 2014).

CFA e OPU/FIV

Assim como observado na SOV/TE, na producio in vitro de embrides (PIVE), doadoras de alta
CFA também apresentam um melhor desempenho geral para producdo embriondria. Ao comparar
doadoras de baixa versus alta CFA, ¢ notoria a vantagem numérica para fémeas de alta contagem, que
demostram uma maior quantidade de odcitos aspirados por sessdao, maior nimero de blastocistos, de
blastocistos eclodidos e de embrides transferiveis (Ireland et al., 2007; Pontes et al., 2010; Santos et al.,
2016, Garcia et al., 2020), bem como um maior numero de prenhezes subsequentes (Ireland et al., 2011;
Pontes et al., 2011; Santos et al., 2016).

Ao considerar o efeito da subespécie, sabe-se que fémeas Bos indicus apresentam uma maior
quantidade de oocitos recuperados por ovum pick-up (OPU), de odcitos vidveis, de blastocistos e
blastocistos eclodidos quando comparadas as fémeas Bos taurus, possivelmente pela maior populacio
ovariana de foliculos antrais em animais zebuinos (Pontes et al., 2010; 2011; Sartori et al., 2016). Embora
este efeito ainda ndo seja completamente compreendido, € possivel que mecanismos que controlam o
processo de desenvolvimento ou atresia folicular possam diferir entre subespécies e categorias de CFA
(Ireland et al., 2007; Silva-Santos et al., 2014; Morotti et al., 2017a).

Um estudo de aspecto aplicado foi conduzido em doadoras de embrido (Bos taurus indicus;
novilhas de sobreano) que foram monitoradas ao longo de um ano para classificagdo dos grupos de baixa,
intermediaria e alta CFA (Silva-Santos et al., 2014). Posteriormente, doadoras com baixa e alta CFA
foram submetidas a um programa de PIVE e um programa de SOV/TE para avaliar os efeitos dos
programas e da CFA. Neste estudo os autores observaram que tanto na PIVE, quanto na SOV/TE, fémeas
com alta CFA apresentam um melhor desempenho (Figura 3), com um maior nimero de odcitos
recuperados (36,9 + 13,6 vs. 5,8 £ 3,4), mais embrides produzidos in vitro (6,1 = 4,5 vs. 0,5 £ 0,8); bem
como uma maior média de embrides por coleta (6,9 £ 5,3 vs. 1,9 = 2,1). Portanto, tais resultados reforcam
a relacdo positiva entre CFA e quantidade de embrides obtidos, independentemente da técnica de
produgdo de embrido utilizada. Por outro lado, em se tratando apenas de doadoras com baixa CFA,
estrategicamente a produgao in vivo foi mais eficiente que a in vitro.

Em doadoras da raca Nelore (N = 317) submetidas a PIVE, Pontes et al. (2011) observaram que
fémeas de alta CFA tiveram mais odcitos recuperados (média de 58,9), resultando em cinco vezes mais
embrides e quatro vezes mais gestagdes quando comparadas aquelas de baixa CFA (média de 10,2
odcitos recuperados). Resultados semelhantes foram obtidos por Santos et al. (2016), que encontraram
maior nimero de embrides vitrificaveis por OPU em vacas de alta CFA (15,0 = 7,0) em relagdo as de
baixa CFA (0,4 + 0,6).

Outro fator a ser considerado para um maior €xito nesta biotécnica ¢ a fase de desenvolvimento
folicular no momento da recuperag@o oocitaria. Melhores taxas de embrides in vitro e de prenhez apds
transferéncia foi relatada em animais que tiveram o ciclo estral sincronizado, em relacdo aos nao
sincronizados (Cavalieri et al., 2018). De forma semelhante, Garcia et al. (2020) avaliaram o efeito da
sincronizag¢do folicular prévia & OPU em doadoras de baixa e alta CFA. Neste estudo as doadoras
receberam uma sincronizagdo da onda de crescimento folicular com a inser¢do de um dispositivo
intravaginal de progesterona em um dia aleatorio do ciclo estral (D0), além da administracao de 2 mg de
benzoato de estradiol e 530 pg de D-cloprostenol. Apoés 5 dias, o dispositivo foi removido e todas as
doadoras receberam OPU. Como conclusdo, os autores relataram uma interagdo positiva entre CFA e
sincronizagdo, sendo que os melhores resultados (odcitos totais, o6citos vidveis, embrides ¢ prenhezes)
foram alcangados em doadoras de alta CFA que receberam sincronizagio folicular pré-OPU.

Diante dos resultados disponiveis até o momento, tanto para producdo in vivo quanto in vitro,
doadoras de alta CFA apresentam vantagens quantitativas devido ao grande potencial folicular. Além
disso, fica evidente que a sincroniza¢do da onda pré-OPU, especialmente na doadora de alta contagem,
pode ser benéfico em proporcionar a recuperacdo de odcitos mais homogéneos com relagdo ao seu
desenvolvimento, favorecendo a uma maior eficiéncia nos programas de PIVE.

Relaciao da CFA com a fertilidade a IATF

A relag@o entre CFA e produgdo de embrides tem apresentado resultados bem consistentes,
entretanto, tratando-se de fertilidade a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), ainda sdo
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Figura 3. Produgdo in vitro e in vivo de embrides em doadoras Bos indicus-taurus com alta (> 40 foliculos) e baixa (<
10 foliculos) contagem de foliculos antrais (CFA).

* Indica diferenga (p < 0,05) entre os grupos de alta e baixa CFA. *® para o grupo de alta ¢ *° para o grupo de baixa
CFA, indica diferenca (p < 0,05) para o numero total de embrides (PIVE vs. coleta). Adaptado de Silva-Santos et
al. (2014).

controversos, principalmente quando sdo comparadas as subespécies Bos indicus € Bos taurus.

Diversos estudos norte americanos e europeus, conduzidos especificamente em rebanhos Bos
taurus, tem destacado que fémeas de baixa CFA estdo associadas a varias caracteristicas de baixa
fertilidade, tal como ovarios menores (Ireland et al., 2008), reduzida espessura endometrial (Jimenez-
Krassel et al., 2009), menores concentragdes circulantes de progesterona e AMH (Ireland et al., 2011;
Evans et al., 2012) e menor prenhez ao final da estagdo reprodutiva (Mossa et al., 2012; Martinez et al.,
2016).

Por outro lado, uma série de estudos conduzidos em rebanhos Bos indicus e que avaliaram a
relacdo da CFA com fertilidade a IATF tem encontrado resultados controversos aos estudos iniciais com
animais taurinos, sendo que fémeas de baixa CFA t€m apresentado maior taxa de prenhez (Morotti et al.,
2018; Moraes et al., 2019; Lima et al., 2020). Além disso, um rebanho de fémeas da raca Holand€s,
monitorado por um periodo de 5 lactagdes, revelou que vacas de alta CFA demonstraram menor
fertilidade e uma vida reprodutiva mais curta quando comparadas as vacas de baixa CFA (Jimenez-
Krassel et al., 2017).

Buscando compreender melhor a relagdo entre CFA e fertilidade em programa de IATF, vacas
Nelore com baixa e alta CFA receberam protocolo de IATF para controle da dinamica folicular ovariana
e para avaliag@o da taxa de concepgdo (Morotti et al., 2018). Este estudo mostrou informagdes relevantes
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sobre a dindmica folicular, em que fémeas de baixa CFA apresentaram maiores diametros foliculares
(dominante e pré-ovulatorio) e taxas de concepgdo, em comparagdo aos animais com alta CFA (Tabela 1).

Outros estudos tém refor¢cado a maior taxa de concepgdo a IATF em vacas de baixa CFA, além
de revelar interagdo com escore de condi¢do corporal (Moraes et al., 2019) e ambiente folicular mais
favoravel para a competéncia oocitaria (Lima et al., 2020). O estudo de Lima et al. (2020) demostrou uma
dindmica folicular favordvel, maior concentracdo de progesterona e maior fertilidade a IATF para
categoria de baixa CFA. Adicionalmente, os autores também puderam observar que a expressdo de genes
relacionados a comunicagdo intercelular, controle de meiose, modulagdo epigenética, divisdo celular,
crescimento folicular, manutencao celular, esteroidogénese e resposta ao estresse celular, foram regulados
positivamente em odcitos e células do cumulus de f€émeas Nelore com baixa CFA.

Embora a relacdo entre CFA e fertilidade na inseminacdo ainda ndo esteja completamente
compreendida, a CFA tem se destacado como um fator de grande importancia por afetar os resultados dos
programas reprodutivos. Com base nos estudos mais recentes ¢ possivel ressaltar que estes efeitos sdo
mais evidentes, dependendo da subespécie (parece ser mais intenso em animais zebuinos do que
taurinos), da nutricdo e condi¢do corporal, bem como do conjunto de medidas de manejo que sdo
realizadas durante os programas reprodutivos.

Relacdo da CFA com mérito genético

Embora a alta CFA vem sendo utilizada como pardmetro para a selegdo de doadoras para
programas de PIVE e SOV/TE, devido as vantagens quantitativas para a produgdo de embrides, ha uma
grande preocupagdo em relagdo a fertilidade futura dos rebanhos, caso ocorra uma sele¢do maciga de
animais segundo a quantidade de foliculos antrais. Certamente isso ¢ relevante porque a alta CFA ¢ mais
vantajosa para técnicas embriondrias, enquanto a baixa CFA tem sido mais favoravel para técnica de
inseminagdo artificial.

A CFA ¢ uma caracteristica reprodutiva de baixa a média herdabilidade, sendo de 0,25 + 0,13
em novilhas e 0,31 + 0,14 em vacas (gado Holandés; Walsh et al., 2014). Além disso, um estudo que
avaliou a correlacao entre CFA e uma série de caracteristicas zootécnicas utilizadas em programa de
melhoramento genético da raca Braford (Bos indicus-taurus), revelou que a CFA ndo esta correlacionada
com o conjunto de caracteristicas que compde o ranking de avaliacdo dos animais (Morotti et al., 2017).
Além disso, os grupos de baixa, intermediaria e alta CFA estiveram igualmente distribuidos entre os top
1% melhores animais do ranking. Entretanto, dos 4 modelos estatisticos testados (variaveis do desmame /
R? = 0,07; variaveis do sobreano / R* = 0,05; variaveis do desmame+sobreano / R* = 0,08 e variaveis do
desmame-+sobreano-+touro / R* = 0,17), aquele que contempla o efeito paterno apresentou um maior
coeficiente de determinag@o, apontando que possivelmente o efeito touro pode ter uma participagdo
importante na variabilidade da CFA das filhas.

Portanto, com base nas evidéncias demonstradas, a CFA ¢ uma caracteristica reprodutiva de
grande influéncia na eficiéncia das biotécnicas reprodutivas e na fertilidade, sendo uma ferramenta
importante para selecdo de matrizes ou para melhor direcionamento reprodutivo nos rebanhos. Embora
ndo haja correlacdo entre CFA com caracteristicas de performance genética, a sele¢do de f€émeas sempre
deve ser pautada no seu mérito genético, na sequéncia a CFA pode ser considerada como critério de
avaliagao.

Consideracoes

De forma geral, devido a alta repetibilidade da CFA em uma mesma fémea, ¢ possivel através de
um Unico exame ultrassonografico dos ovarios, uma melhor destina¢ao de doadoras para produgao in vivo
e in vitro de embrides, sem qualquer prejuizo ao seu mérito genético, tornando-se uma ferramenta de
grande valor para selecdo de fémeas. Entretanto, se faz necessario mais pesquisas para compreender a
relagdo com fertilidade a IATF, principalmente quando sdo comparadas as subespécies Bos indicus € Bos
taurus.
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