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Resumo

A fertilidade e as perdas gestacionais em bovinos sdo temas centrais para a produtividade na
pecuaria, influenciados por fatores genéticos e ambientais. O sucesso reprodutivo impacta diretamente o
rendimento econdmico das propriedades, sendo desejavel que cada vaca produza um bezerro ao ano. O
avanco das biotecnologias, especialmente da IATF, elevou a eficiéncia do processo, mas a taxa de prenhez
ainda ¢é limitada por diversos fatores, como manejo, condi¢do corporal, genética dos animais ¢ sanidade
reprodutiva. A fertilidade do touro e a qualidade do s€émen representam pontos criticos e multifatoriais, com
impactos expressivos na taxa de concepgao e nas perdas gestacionais — estas, por sua vez, apresentando
variagdo entre fazendas, racas e categorias. Estudos recentes mostram que, mesmo partidas de sémen
consideradas de boa qualidade podem apresentar variagdes importantes em fertilidade devido a fatores
moleculares ainda nfo detectaveis por avaliagdes convencionais. Avancos nas areas de gendmica,
protedmica e analise de microRNAs tém permitido a identificacdo de biomarcadores promissores ligados a
fertilidade e a resisténcia a perdas gestacionais, possibilitando diagnosticos mais precisos e a sele¢do de
animais superiores para reproducdo. Contudo, esses métodos ainda enfrentam desafios quanto a integragdo
de dados omicos, complexidade das interagdes gendtipo-fendtipo e necessidade de validagdo em larga
escala com dados a campo. O desenvolvimento e aplicagdo dessas ferramentas na rotina visam aprimorar a
acuracia das estimativas de fertilidade, minimizar prejuizos causados por touros subférteis ou inférteis e
otimizar o manejo reprodutivo, promovendo maior eficiéncia e sustentabilidade para a produgdo bovina.
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Abstract

Fertility and pregnancy loss in cattle are central topics for livestock productivity, influenced by
both genetic and environmental factors. Reproductive success directly impacts the economic performance
of farms, with the goal of each cow producing one calf per year. Advances in biotechnology, particularly
and fixed-time artificial insemination (FTAI), have improved reproductive efficiency, however, conception
rates remain limited by various factors such as management, body condition, animal genetics, and
reproductive health. Bull fertility and semen quality are critical, multifaceted points with significant effects
on conception rates and pregnancy losses, which in turn vary greatly between farms, breeds, and animal
categories. Recent studies have shown that even semen batches of acceptable quality can display important
variations in field fertility due to molecular factors undetectable by conventional analysis. Advances in
genomics, proteomics, and microRNA analysis have enabled the identification of promising biomarkers
related to fertility and resistance to pregnancy loss, allowing for more accurate diagnoses and selection of
superior breeding animals. Nevertheless, these technologies face challenges regarding the integration of
omics data, the complexity of genotype-phenotype interactions, and the need for large-scale field
validation. The development and practical implementation of these tools in breeding programs aim to
improve the accuracy of fertility estimates, reduce losses due to subfertile or infertile bulls, and optimize
reproductive management, promoting greater efficiency and sustainability in cattle production.
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Introducao

Para o aumento produtivo, ¢ desejavel que cada vaca produza um bezerro por ano, diminuindo o
intervalo entre partos ¢ aumentando o numero de vacas prenhes no inicio da estagdo de monta (MORAES
et al, 2001). Uma vaca que ndo produz um bezerro ao ano devido a falha na concepcao, perda gestacional
ou mortalidade neonatal, eleva o custo médio, impactando o resultado econdémica da propriedade
(JUNQUEIRA E ALFIERI, 2006; REESE, et al 2019)

Ja a inseminacgdo artificial no Brasil vem evoluindo com aumento de vacas inseminadas,
alcancando em 2021, aproximadamente 27 milhdes de protocolos comercializados (BARUSELLI, 2022).
Em relacdo a técnica de IATF, a taxa de prenhez média esperada ¢ proxima a 45-50%, sendo a fertilidade
bovina um processo multifatorial, contando com qualidade do sémen, fertilidade da fémea, manejo
adequado do rebanho e tempo preciso ao usar a inseminagdo artificial (IA).

Dentre os fatores inerentes a fémea, salienta-se o anestro pos-parto, a baixa condi¢ao corporal no
inicio do protocolo e categoria, como fatores importantes na determinagdo da prenhez. Por outro lado, a
fertilidade do sémen e do touro, muitas vezes negligenciada, deve ser considerada, pelo grande impacto que
pode promover nas taxas de prenhez. Em outro ponto importante, alguns estudos com avaliagdo de perdas
gestacionais, observaram grande variag@o nos indices (3,3%-32,3%), que foram também influenciados pela
raga, ECC, categoria, fazenda (REESE et al., 2019), sem esquecer das doengas reprodutivas, que podem
elevar as perdas quando a propriedade ndo possuir manejo sanitario eficiente. Vale ressaltar que este ¢ um
indice dificil de ser avaliado rotineiramente, devido ao aumento de manejo nas propriedades, porém muito
impactante na eficiéncia reprodutiva do rebanho.

O potencial reprodutivo de animais de producdo pode ser diagnosticado através da analise de
diferentes variaveis, desde a etapa de fertilizagdo até o parto. Partidas de s€émen que apresentam valores de
motilidade e morfologia dentro das aceitaveis para o uso na Inseminagdo Artificial (IA) podem mostrar
deficiéncia no potencial de fertilidade (BARBOSA et al., 2006), existindo grandes diferencas nas taxas de
prenhez de acordo com o touro utilizado em IATF, assim como as perdas embriondrias. Essas duas
caracteristicas tem um grande impacto economico, e machos de baixa fertilidade, quando permanecem
longo tempo no rebanho, causam grandes prejuizos na produtividade do sistema, por ndo serem
diagnosticados em tempo habil.

Assumindo, um touro infértil ou subfértil em monta natural, seu impacto serd grande com a
diminuic¢ao do ntimero de bezerros nascidos (assumimos uma reducao de 20 bezerros por ano). J4 um touro
que carregue algum defeito que cause algum impacto na fertilidade (prenhez ou perda gestacional) e ndo
seja detectado por analises convencionais (motilidade, patologia, CASA), ao ser utilizado em inseminacao
artificial, pode ter um impacto de milhares de bezerros que deixam de ser produzidos, demonstrando a
importancia de buscar marcadores que identifiquem tais alteragdes. Alguns exemplos podem ser citados
como no trabalho de Adams et al. (2016) que identificaram o haplotipo HH1 no cromossomo 5- associado
a uma taxa reduzida de concep¢ao e a um déficit de homozigotos na populagido de gado Holstein. O touro
Pawnee Farm Arlinda Chief, nascido em 1962 teve mais de 16000 filhas, ¢ a mutacdo foi responsavel por
525.000 abortos espontaneos em todo o mundo nos tultimos 35 anos, e perdas estimadas em
aproximadamente $420 milhdes. A identificacdo da mutag@o permitiu a sele¢do contra o alelo deletério em
esquemas de reproducdo, ajudando a eliminar este defeito da populagdo, reduzindo a frequéncia de
portadores de 8% nas décadas passadas para 2% em 2015. Outro exemplo ¢ trabalho de Nogueira et al.
(2024), onde foi encontrada uma mutacdo em touro Angus que promoveu uma alteracdo sutil em
espermatozoide (na regido da manchete) e ao ser usado em IATF, produzia baixas taxas de prenhez (22%),
onde essa mutagdo pode ser passada pelo gameta e quando acasalado com fémeas portadoras do mesmo
alelo, podem comprometer o desenvolvimento embrionario.

Fatores de fertilidade em machos sdo complexos, ¢ 0 sucesso do gameta s6 acontece um tempo
apos a entrada no oocito, sendo necessario compreensao dos fatores que acontecem durante todo periodo.
Devido ao caminho que o espermatozodide precisa percorrer até a fertilizacdo, fatores como motilidade e
morfologia sdo os principais exames realizados, sendo mais evidentes em casos claros de infertilidade ou
subfertilidade (DIAS et al., 2009), porém ndo garantem informagdes completas sobre a real fertilidade
(PAYAN-CARREIRA et al., 2013). A verdadeira eficiéncia reprodutiva nao esta somente na capacidade
de fertilizagdo, mas também na capacidade de suportar o desenvolvimento embrionario.

A utilizagdo de marcadores moleculares voltados a reproducdo em ruminantes apresenta um
grande potencial, visto que tais resultados implicam diretamente no incremento do valor comercial do
produto oferecido por empresas do ramo de genética animal e inseminagdo artificial (THUNDATHIL et
al., 2016), e novas tecnologias vém investigando componentes moleculares e sua influéncia, e as ciéncias
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Omicas, como a gendmica, protedmica, metabolomica e transcriptomica (ex: miRNAs) tém desempenhado
um papel significativo no esclarecimento dos fatores relacionas a fertilidade de machos. Essas disciplinas
cientificas analisam e caracterizam as moléculas presentes nos organismos e nas células, na busca de
possiveis biomarcadores de fertilidade e proporcionando informacdes valiosas sobre os processos
biologicos subjacentes a fertilidade masculina (KLEIN et al., 2022; LLAVANERA et al., 2022; TIWARI
etal., 2024).

Também a aplicacdo da citometria de fluxo, permite uma analise protedmica no nivel de célula
unica que podem ser combinadas com ferramentas estatisticas poderosas para identificagdo de
subpopulacdes, que podem levar a diagnosticos mais precisos de fertilidade, além de analise
computadorizada do sémen (CASA). A interpretacdo de maneira precisa dos dados de uma unica dmica €
desafiadora devido a complexidade dos fatores bioquimicos envolvidos. A integragdo de multi-Omicas
fornece suporte preenchendo a lacuna da relagdo gendtipo-fendtipo, e tem o potencial de revolucionar o
diagnéstico de fertilidade em machos, por proporcionar uma visdo mais abrangente dos fatores biologicos
relacionados a capacidade reprodutiva, o que possibilita a identificacdo de biomarcadores (TALLURI et
al., 2022). Poucos estudos, porém, tém associados varios testes de diagnostico de fertilidade no touro,
sobretudo ligando estes dados com dados de fertilidade a campo com volume expressivo.

Portanto, ¢ fundamental desenvolver ferramentas para conhecer a relagao da prenhez e de perdas
gestacionais com a paternidade, sobretudo em bovinos jovens, com genética superior, que ndo apresentam
informagoes suficientes para predizer taxas de prenhez e morte embrionaria. Dessa forma, otimizando a
utilizagdo desses touros nos programas de selecdo e acasalamento que utilizam a inseminagdo artificial.
Assim, este artigo busca discutir os fatores relacionados a prenhez e perdas gestacionais poés IATF, e
integragdo de testes moleculares com dados de fertilidade a campo de touros.

Importincia da Determinacio correta da Fertilidade do touro

Em estudos de nosso laboratério, onde foram identificados touros Nelore de alta e baixa fertilidade
(prenhez a IATF e perdas gestacionais) em extensos bancos de dados, contendo mais de 1000 touros Nelore
utilizados em IATF. Os escores de fertilidade dos touros foram determinados usando ASREML (pacote
estatistico usado para ajustar modelos lineares mistos usando o método de maxima verossimilhanga residual
(REML), segundo Berry et al. (2011), com precisoes de pelo menos 90%. Esses animais diferem em seu
mérito genético médio para perdas gestacionais em 8% (Dados ndo publicados), e foi encontrado uma
diferenca entre os 10% melhores e os 10% piores touros resultando em uma mudanga na perda gestacional
de novilhas, passando de 14,68% para 10,03%, o que representa uma reducdo de 31%. A Fertilidade de
cada touro foi calculado com base nas taxas médias de concepcao ou perda com o desvio percentual de suas
taxas de concepgdo ou perdas gestacionais, e foi encontrada uma correlacdo média (30-40%%) entre a taxas
estimadas de fertilidade (prenhez a IATF — Fig 1, e perda gestacional) e as taxas brutas observadas a campo
(sem corregdo para a categoria utilizada, ECC, lote, fazenda, touros utilizados dentro do lote e comparagio
entre eles, etc), demonstrando a importancia desses fatores na correta identificagao de fertilidade de touros
utilizados em IATF.

Relagdo entre a Taxa de Prenhez Bruta e a Estimada para todos os touros

ara Multiparas Nelore

T

1 de Prenhez Estimad:
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Figura 1. Relagdo entre a Taxa de prenhez Bruta e Estimada ap6s IATF (P<0,01)

Também, na Fig. 2, ¢ demonstrada a confiabilidade da estimativa de acordo com o numero de
inseminagdes, demonstrando que acima de 80 inseminagdo ja é possivel obter valores aceitaveis de
confiabilidade (acima de 35%) na estimativa de fertilidade de touros usados em IATF, desde que atendidos
os requisitos de utilizar dois ou mais touros no lote, em diferentes categorias, lotes e/ou fazendas diferentes
para ser possivel a comparagdo entre reprodutores de forma acurada.

Relagio entre Confiabilidade (R2) e o Nimero de Inseminagdes

Figura 2. Relagdo entre confiabilidade e Niimero de inseminagdes de IATF.

Nesses touros Nelore com confiabilidade aceitavel, a diferenga de P/IA entre o melhor e pior touro
foi de 29,5 pontos percentuais.

Avaliacao de sémen e predicao de fertilidade

As taxas de prenhez na IATF sdo dependentes de diversos fatores relacionados a matriz, ao
ambiente e taxa de concepgdo do touro, podendo este, ainda ter efeitos da partida utilizada no momento da
IATF (MARTINI et al., 2022)

Tradicionalmente, os programas de melhoramento genético focaram principalmente nas
caracteristicas reprodutivas femininas, mas avangos recentes tém evidenciado que fatores paternos
desempenham papel fundamental em varias etapas do processo reprodutivo, desde a qualidade do sémen e
a capacidade de fertilizacdo até o desenvolvimento embriondrio inicial e a manuten¢do da gestagdo
(PACHECO et al., 2020).

A capacidade de predizer a fertilidade através da avaliacdo espermatica ainda ¢ limitada devido a
quantidade de fatores que estdo ligados ao potencial reprodutivo (ROSARIA et al., 2009), e mesmo dentre
as partidas de sémen que se encontram dentre os parametros aceitaveis de morfologia e motilidade podem
apresentar deficiéncia no potencial de fertilidade a campo.

Numerosos sdo os estudos que buscam correlacionar avaliacdes laboratoriais de sémen com taxas
de prenhez de IA ou IATF e até mesmo, buscar predizer a fertilidade futura do reprodutor, fato este que
sera cada vez mais demandado, tendo em vista o aumento da utilizagdo de touros jovens selecionados
através de avaliagdes genOmicas, tanto em gado de leite quanto em gado de corte. Os parametros
rotineiramente utilizados para avaliagdo de sémen e busca de preditores de fertilidade podem ser observados
na Figura 3, que demonstra as principais avalia¢cdes das fungdes do espermatozoide, que poderiam ou
deveriam ser observadas.
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Figura 3-1. Principais fun¢des dos espermatozoides. Adaptado Payan-Carrera.

Em experimento conduzido por nossa equipe, touros de quatro categorias do [Fert™ (CRV) foram
selecionados e tiveram seus dados retrospectivos de prenhez e indices de fertilidade correlacionados com
os resultados de avalia¢cdes seminais realizadas por meio de testes convencionais, analise computadorizada
de sémen (CASA) e citometria de fluxo (SANCHES et al., 2023).

A taxa de prenhez de IATF (P/IA; P=0,001) e os pontos do IFERT™ (P < 0,001) diferiram por
classe de fertilidade dos touros e foram respectivamente de: inferior: 34,74% e -8,94; regular: 45,85% e -
1,43, superior: 50,83% e 3,60; elite: 57,68% e 8,32, demonstrando haver correlagio positiva (R? =0,82) da
fertilidade com as classes de IFERT™.

Diferengas na taxa de prenhez por categoria de vaca, de acordo com a classe de fertilidade do touro
foram observadas (P<0,05), mostrando diferencas entre touros classificados como Elite ou Inferior. Além
da categoria, o escore de condi¢do corporal também exerce influéncia direta sobre a P/IA, uma vez que os
nutrientes sdo primeiramente direcionados para a mantenga da vaca e do bezerro e, somente apos essas
supressoes ¢ que sao destinados para a reprodugdo das espécies. Apesar disso, observou-se que 0s touros
“Elite” mantiveram alta taxa de prenhez independente do ECC, mas este comportamento foi mais evidente
em vacas de menor ECC.

No experimento supracitado conduzido com os touros classificados pelo IFERT™, as amostras
foram submetidas a avaliagdo de motilidade e vigor pos-descongelamento, concentracdo e analise
morfologica, teste hiposmotico (HOST), teste de termo resisténcia rapida (TTR), analise computadorizada
de sémen (CASA) e citometria de fluxo. Os resultados foram submetidos a analise multivariada de dados
por meio da regressdo dos minimos quadrados parciais (PLS), revelando os componentes de maior
importincia para a taxa de prenhez, em quatro modelos de avalia¢do: convencional (R? = 0,154), citometria
de fluxo (R? = 0,259), CASA (R? = 0,380) e completo (R?> = 0, 458). Nota-se, portanto que o modelo
completo apresentou o melhor coeficiente de determinagéo, incluindo seis pardmetros com avaliagdes de
citometria e CASA, demonstrando que modelos com maior quantidade de parametros podem melhorar a
predigdo da fertilidade em programas de IATF. Os resultados de avaliagdo do sémen estdo demonstrados
na Tabela 1, e as equagdes de predi¢do na Tabela 2.

P/IA e Perda de Prenhez — Efeitos da categoria da matriz e outros fatores

Além das baixas taxas de prenhez, a morte embrionaria pode acarretar prejuizos econdmicos
significativos para os produtores em relagdo a produgdo de ruminantes, pois altas taxas de concepcdo vém
acompanhadas de perdas gestacionais, diminuindo assim o nimero de bezerros nascidos na propriedade
(DISKIN et al., 2016). Denomina-se como morte embriondria precoce aquelas ocorridas entre a concepgao
até 24 dias de gestag@o, depois até 50 dias como morte embrionaria tardia e aquelas ocorridas ap6s 50 dias
como aborto (SANTOS et al., 2004).

A perda embrionaria ¢ multifatorial, podendo estar relacionados a fatores maternos, paternos,
embrionarios ou materno-embrionarios (JAINUDEN; HAFEZ, 2004). Em bovinos as principais causas de
perda embriondria precoce sdo: e Deficiéncia de progesterona; e Endogamia; e Gestagdo multipla; e
Incompatibilidade; ® Aberragdes cromossomicas; ® Estresse térmico eDoengas reprodutivas (que nio serdo
aqui discutidas)
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Tabela 1. Valores descritivos dos parametros de qualidade do sémen de touros obtidos com analise
convencional, citometria de fluxo baseada em imagem ¢ analise computadorizada de sémen (CASA).

Categoria de Fertilidade (IFERT)

Parametros

Baixa Média Superior Elite SE P
Touros 5.00 5.00 9.00 9.00 - -
Inseminagdes (IATF) 1998 25892 7500 4044 - -
P/IA, % 34.74° 4585 50.35b 57.68° 121 <0001
IFERT 8944 _143¢ 3.60° 832 0.63 <0001
Motilidade, % 40.00 36.66 33.50 36.00 1.65 0.185
Vigor (1-5) 3.40 3.00 3.40 3.45 0.15 0.579
Motilidade pos TTR (TRT), % 11.00 11.66 16.50 14.00 2.12 0.448
Vigor pos TTR (1-5) 2.00 2.66 2.75 2.60 0.25 0.400
Defeitos totais % 14.6° 9.67% 10.32 7.4° 1.85  0.050
Defeitos maiores, % 13.22 8.67% 8.4 5.4% 1.70  0.060
Defeitos menores, % 1.40 1.00 1.90 2.00 0.46 0.696
|Concentragdo total- 10%/mL 65.12 62.13 56.25 58.5 091 0.077

Image-based Flow Cytometry
Egz’i‘ticv‘j)"no/poo(t;ongzlz)mi“’Cho“drial 43.56 58.01 6376 5822 638 0271
(Sllr)nTjei())m membrana intacta, % 36 ¢ 3222 3148 4168 501 0.558
Xlitzgfoeo/i“o“os com acrossoma 76.55 59.55 56.37 6583 579 0.173
X;X; Eﬁg acrossoma reagido, % 44 5. 23.82 25.18°  30.46® 415  0.019
Espermatozoéide morto, % (M540)  67.23% 88.98? 78.17% 68.71° 432  0.042
2&2‘28‘)"“ membrana estavel, % 35 55, 10.6 21.73% 3128 398  0.030
Computer Analysis (CASA)

MotilidadeTotal, % 57.01 53.50 64.70 70.33 473 0.153
Motilidade Progressiva , % 28.20° 28.50° 40.02* 4477 2.87  0.006
Velocidade de trajeto (VAP), um/s 64.97° 69.37° 76.56* 78.68*  2.10 0.004
Velocidade retilinear (VSL), pm/s 49.74¢ 54.77% 59.77% 61.99* 178  0.026
Linearidade (LIN), % 44.20 46.50 46.20 48.11 1.64 0.482
Retilinearidade (STR), % 76.80 79.25 77.80 78.30 1.29  0.828
&“ﬁ%ﬁ‘fﬁamml de cabega 6.36 6.05 6.61 629 026 0.598
Z;l/‘;“dade Curvilinear (VCL), 11672°  120.85%  13461° 13325 421  0.050

Diferengas significativas foram observadas entre os diferentes escores do indice de fertilidade para esses parametros

(P<0,05).
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Tabela 2. Modelos de predigdo de prenhez a IATF

ANALISES Parameters R? MODELS

Convencionais Motilidade pés TTR (MOTTRT), 0.154 P(%) = 49.781 + (0.243 MOTTRT) —

Defeitos Maiores (MDEFECTS) (0.483 MDEFECTYS)
CASA Motilidade progressiva (PROG), 0.380 P(%) =9.788 + (0.200 PROG) + (0.289
VAP, VSL. VAP) +(0.179 VSL)

Citometro de Potencial mitocondrial (POLARIZ), 0.259 P(%) = 44.059 + (0.101*POLARIZ) +
fluxo estabilidade de membrana (0.273  *INTALEX) - (0.343*
(INTALEX) e status acrossomal LIVERAFITCPNA)

(LIVERAFITCPNA)

Pensando nessas taxas aceitaveis para perdas gestacionais sem atrapalhar o desempenho produtivo
do rebanho, Reese et al. (2019) identificaram em sua meta-analise uma perda gestacional total de 4.9%,
com valor maior para as novilhas (8.1%), seguindo das primiparas (5.4%) e multiparas (5.1%).

Em um trabalho de nosso laboratério (SILVA et al., 2024), em trés propriedades do estado de
Mato Grosso do Sul, em fazendas com bom manejo genético-sanitario-nutricional (utilizando todas as
vacinas para doengas da esfera reprodutiva) que realizam IATF em matrizes Nelore, e diagnostico de
gestacdo realizado 30 dias pos IATF e repetido aos 90-120 dias apds, foram avaliados os principais fatores
que influenciaram as taxas de prenhez e perdas gestacionais.

Os resultados gerais de P/IA e perda de gestacional estdo resumidos nas Tabelas 3 e 4.
Considerando todos os dados coletados, a média de P/IA e perda de prenhez foram 53,11% e 5,78%,
respectivamente. A P/IA foi significativamente (P < 0,001) afetada pela categoria animal. Secundiparas
precoces (64,65%), multiparas precoces (60,00%) e multiparas (57,09%) apresentaram as maiores taxas de
P/IA, enquanto novilhas precoces (44,50%), primiparas precoces (46,43%) e novilhas convencionais
(47,90%) tiveram as menores taxas de P/TA.

Tabela 3. Prenhez pds IATF (P/IA) e perda gestacional de acordo com a categoria da fémea Nelore e
fazenda.

P/IA (%) Perda Gestacional(%)
Categoria (n)
Novilhas 24 meses (7,348) 47.904 5.03¢
Primiparas (8,181) 51.41 % 7.11°
Secondiparas (2,914) 56.59° 6.44 ¢
Multiparas (17,151) 57.09 493¢
Solteiras (722) 49.45°¢ 7.19 %
Novilhas precoces 14 m (2,582) 44.50 ¢ 7.11°
Primiparas precoces (812) 46.43 ¢ 10.94 ¢
Secondiparas precoces (314) 64.65* 8.13
Multiparas precoces (80) 60.00 2 4.26 ¢
P <0.001 <0.001
Fazenda (n)
A (923) 55.58%* 4.71%°
B (8,570) 51.06%° 5.77%"
C(5,313) 55.51%*? 4.44%"
D (416) 49.28%° 3.91%"°
E (3,936) 54.17%? 3.37%"°
F (20,946) 53.11%* 6.89% *
P 0.0013 <0.001

P<0,05. Adaptado de Silva et al., 2024
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As taxas de perda gestacional também foram afetadas pela categoria animal (P <0,001), com taxas
mais altas detectadas em primiparas precoces (10,94%), secundiparas precoces (8,13%) ¢ vacas ndo
lactantes (7,19%). As menores taxas de perda gestacional foram detectadas em multiparas precoces
(4,26%), multiparas (4,93%), novilhas (5,03%) e secundiparas (6,44%).

Houve um efeito da fazenda (P = 0,0013) sobre o indice de prenhez por Inseminagdo Artificial.
As taxas médias de prenhez variaram de 49,28% a 55,58% entre os rebanhos incluidos no estudo. Com
relagdo a perda gestacional, também houve um efeito significativo (P = 0,001) da fazenda sobre as taxas de
perda gestacional, que variaram de 3,37% a 6,89% entre os rebanhos avaliados.

Animais com baixa pontuagado de velocidade de saida do tronco (por exemplo, que sairam andando
em vez de correndo) apresentaram maior (P < 0,001) P/IA (54,42%) do que aqueles que sairam trotando
(52,19%) ou correndo (50,32%) do tronco, demonstrando efeito do manejo ou bem estar dos animais na
prenhez. No entanto, a velocidade de saida dos animais do tronco ndo influenciou as taxas de perda
gestacional (P = 0,2558, Tabela 4). A presenga de cio avaliada com bastdes no dia da IATF, também
demonstrou efeito na P/IA, conforme ja identificado por Nogueira et al. (2019), mas também na perda
gestacional, com menores perdas nos animais que apresentaram cio (P=0.030; Tabela 4)

Houve efeito significativo (P <0,001) do més de parto sobre o P/IA e a perda gestacional. Animais
que pariram em julho apresentaram o maior P/IA, enquanto as que pariram em dezembro (50,50%)
apresentaram as menores P/IA.

Jaemrelagdo araga do touro utilizado na IATF, foi encontrado maior P/IA quando utilizado sémen
de touros Nelore em relacdo aos Angus, porém o mesmo nao foi observado em relagdo as perdas
gestacionais. Discordando em parte de Franco et al. (2018) que utilizou 9 diferentes touros, sendo 3 da raca
Nelore e 6 Angus, dividindo-os em grupos de alta perda embrionaria e baixa perda embrionaria. Apds isso
inseminou em dois lotes, e ao avaliar a taxa de prenhez e perda gestacional verificaram que os touros da
Raca Nelore apresentavam maior taxa de prenhez e maior taxa de perda gestacional e aqueles touros que
apresentavam altas taxas de perdas gestacionais continuaram com essa caracteristica nessa estagdo de
monta.

Tabela 4. Prenhez por inseminag@o artificial (P/IA) e perda de prenhez (%) de acordo com o més do parto,
raga do touro, expressao de estro e pontuagdo de velocidade para saida do brete.

P/AI (%) Perda Gestacional(%)
Meés de paricio (n)
JULHO (165) 68.48%? 7.21%"°
AGOSTO (3,333) 57.67%" 5.90%¢
SETEMBRO (5,127) 56.33%" 5.55%¢
OUTUBRO (5,331) 55.00%° 6.01%°
NOVEMBRO (4,286) 54.01%° 6.80% ¢
DEZEMBRO (1,705) 50.50%4 14.29%*
P <0.001 <0.001
Racga do touro (n)
ANGUS (9,089) 52.24% 5.31%
NELORE (30,988) 53.37% 5.92%
P <0.001 0.6886
Expressdo de cio até a IATF
SEM CIO 40.9%° 6.7°
CIO CIO 58.5%" 5.7°
P <0.001 0.030
Velocidade de saida do brete (n)
1 (20,367) 54.42%* 5.43%
2(6,611) 52.19%"° 5.33%
3(3,283) 50.32%"° 4.78%
P <0.001 0.2558

P<0,05. Adaptado de Silva et al., 2024

Houve um efeito significativo do ECC (Escore de Condi¢éo Corporal) no inicio do protocolo sobre
a P/IA (P <0,001) e perda de prenhez (P < 0,001). A probabilidade de perda diminuiu & medida que o ECC
aumentou (P < 0,05). Interessantemente, ganhos de ECC durante os 30 dias subsequentes & primeira
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medicdo foram associados a uma probabilidade reduzida de perda de prenhez (Figura 4; P < 0,05).
Pregnancy loss = 0.0934 —0.0128 * BCS
0.08

+
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Figura 4. Probabilidade de perda gestacional em fung@o do Escore de condi¢@o corporal em fémeas Nelore submetidas
a IATF (P<0.05).

Como esperado, a P/IA foi significativamente diferente (P > 0,001) entre touros alocados nas
distintas classificacdes de fertilidade (P/IA: baixa, média, superior e elite). Interessantemente, ndo houve
associacdao (P= 0,408) da classificagdo do touro baseada na categoria de fertilidade e taxas de perda
gestacional (Figura 5), indicando que os mecanismos determinando a taxa de prenhez na IATF e perda
gestacional relacionados ao touro possam diferir.

P/Al E PERDA GESTACIONAL

58.3%*
60,0% 53.2%"

0/ C
50,0% 46.2%

40.0% 35.6% ¢

30,0%
20,0%

10,0% 6,9% 5,9% 5,9% 5,5%

0,0%
LOW (1142)  MEDIUM (8210) HIGH (16176)  TOP (14576)

CATEGORIA DE FERTILIDADE

e P /A] s Pregnancy loss

Figura 5. Prenhez de IATF (P/AI) e perda gestacional de acordo com a categoria de fertilidade do touro. (P/AI, P <
0.001; Perda gestacional, P = 0.408).

Os resultados reforcam a ideia de que a idade no inicio da estacdo de reproducado e categoria do
animal, o ECC (Escore de Condig@o Corporal), o ganho de ECC apo6s a 1A, a expressdo de cio na IATF, o
touro e o més do parto sao fatores importantes que influenciam a P/IA e as taxas de mortalidade embrionéaria
em rebanhos de corte. Notavelmente, houve uma ampla variagdo na P/IA e perda de prenhez entre os touros
utilizados no estudo, reforcando a importancia da fertilidade do touro no sucesso dos programas de
reprodugdo. O efeito significativo observado do touro nos resultados de fertilidade destaca a importancia
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de uma maior compreensao da base molecular que orquestra os efeitos paternos no sucesso da prenhez e na
mortalidade embrionaria.

Efeitos genéticos e gendmicos nas perdas gestacionais

O momento que o reconhecimento materno e a protecao do embrido contra o sistema imunologico
materno ocorrem, sdo os fatores mais criticos na manutencdo gestacional (ROBERTS E SCHALUE-
FRANCIS, 1990; BAUERSACHS E WOLF, 2013; YANG et al., 2014). Porém esse periodo ainda é pouco
avaliado devido ao tempo gestacional, pois tradicionalmente o diagnéstico de gestacdo ocorre com 30 dias
com uso da Ultrassonografia, e métodos de diagnosticos mais precoces envolvem genes estimulados por
interferon ou PAGs e tornam ainda dificeis a avaliagdo em nossos rebanhos (GREEN et al., 2010;
PUGLIESI et al.,2014, DISKIN et al., 2016).

Fatores genéticos podem estar associados com as perdas durante esse periodo inicial da gestagéo,
e segundo um estudo de Bamber et al. (2009), a variagdo do valor genético dos efeitos embrionarios foi trés
vezes a variagdo do valor genético dos efeitos maternos, indicando que, no nivel dos valores genéticos, a
capacidade de sobrevivéncia do embrido tem um efeito maior na perda gestacional do que a capacidade da
vaca de manter a prenhez.

Estudos gendmicos demonstram que polimorfismos em genes especificos, assim como padroes de
homozigose no genoma, podem influenciar significativamente o desempenho reprodutivo dos touros
(REZENDE et al., 2019). Ferramentas como os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) e a anélise
de regides de homozigose (ROH) tém identificado variantes genéticas que afetam a fertilidade, desde
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) até variacdes estruturais significativas (PACHECO et al.,
2023). Estes avangos oferecem uma compreensiao mais profunda sobre os fatores genéticos envolvidos na
fertilidade masculina e sdo essenciais para melhorar os programas de selecdo de reprodutores, com
implicac¢des diretas para a qualidade do sémen e a taxa de concepgao.

De acordo com Taylor et al. (2018) poucos polimorfismos especificos estdo associados a
fertilidade e menos ainda a perdas gestacionais, porém existem e podemos utilizar como ferramenta para
sele¢@o. Ainda salienta sobre o uso de biomarcadores como citometria ou imagens para facilitar e identificar
as causas genomicas de formas visuais.

GWAS e Marcadores Genéticos Associados a Fertilidade

Estudos de GWAS em touros Holandeses tém revelado associagdes significativas entre a taxa de
concepcao do touro (Sire Conception Rate - SCR) e marcadores genéticos localizados na regido
pseudoautossémica (PAR) e em regides especificas do cromossomo X. Pacheco et al. (2020) destacam que
marcadores nas regides PAR (133,4 Mb e 133,8 Mb) estdo proximos a genes como FAM9B e TBL1X, que
desempenham papéis importantes na regulagdo da espermatogénese. FAMIB esta relacionado a meiose no
testiculo, enquanto TBL1X ¢é importante para a transcrigdo genética, essencial para a espermatogénese.
Além disso, a analise da regido X-especifica (55,8 Mb), que inclui o gene PHH1D3, revelou associagdo
com a motilidade espermatica, um aspecto crucial para a fertilidade masculina. Mutagdes nesse gene tém
sido associadas a astenozoospermia em humanos, o que destaca a importancia de variantes genéticas na
qualidade espermatica, e sugere que variantes semelhantes possam impactar a fertilidade em touros
(OLCESE et al., 2017). O cromossomo Y, por sua vez, apresentou baixa variabilidade genética,
possivelmente devido a gargalos populacionais historicos, o que pode limitar seu uso como marcador
confidvel para predizer fertilidade em populagdes mais reduzidas, especialmente em touros, onde a
variabilidade genética pode ser mais restrita devido a praticas de reproducdo seletiva (YUE et al., 2015).
Em bovinos Pardo-Suicos, dois SNPs recessivos (rs133071278 e rs41601831), identificados em 2024,
foram associados a taxa de concepgdo (SCR), com um aumento significativo na acuracia preditiva de
modelos gendmicos, passando de 0,19 para 0,32. Esses SNPs estdo proximos de genes como WDR19, que
esta relacionado a motilidade espermatica, e a genes envolvidos na reagdo acrossomica, fundamental para
a fertilizagdo bem-sucedida (PACHECO et al., 2024). Esses achados destacam a importancia de marcadores
de grande efeito na melhoria das predigdes de fertilidade, especialmente em relagdo as caracteristicas
genéticas nao aditivas.

Regides de Homozigose (ROH), Depressdo Endogimica e correlagido com Fertilidade

A analise de regides de homozigose (ROH) em 1.102 touros Pardo-Suigos mostrou uma correlagdo
negativa entre o aumento da homozigose e a taxa de concepcao (f =—0,008; p <0,01). Os touros de baixa
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fertilidade apresentaram segmentos de ROH mais longos, sugerindo que a depressao endogamica, associada
ao acumulo de alelos homozigdticos, pode ter efeitos adversos na qualidade do sémen e na capacidade de
reprodugdo (PACHECO et al., 2023).

Pacheco et al. (2023) identificaram quatro regides de homozigose (ROH) identificadas em touros
de baixa fertilidade sdo particularmente notaveis: BTA6: Marcadores em regides como WDR19 e UBE2K,
essenciais para a fungdo ciliar e para processos de ubiquitinagdo durante a espermatogénese. BTA10: Genes
como DPF3, envolvidos no remodelamento da cromatina durante a espermatogénese. BTA11: Marcadores
localizados em RNAs ndo codificantes, como SS-rRNA e 7SK, que sdo fundamentais para a organizagao
do DNA espermatico. BTA14: Uma nova regido identificada em estudos recentes, que também esta
associada a qualidade espermatica e fertilidade, embora sua fung¢do ainda precise ser explorada mais
profundamente em relacdo a espermatogénese. Essas regides, frequentemente coincidentes com QTLs
conhecidos para fertilidade, evidenciam a importancia biolégica da homozigose extensiva, uma vez que a
acumulacdo de alelos homozigdticos em regides criticas, especialmente aquelas associadas a
espermatogénese ¢ motilidade espermatica, pode reduzir significativamente a qualidade do sémen e,
consequentemente, a fertilidade masculina. Esses achados reforgam a necessidade de monitorar essas
caracteristicas no manejo reprodutivo, evitando a depressdo endogamica e melhorando a selegdo de
reprodutores para otimizar o desempenho reprodutivo e a saude genética da populagdo bovina.

A inclusdo de marcadores do cromossomo X em modelos aumentou a acuracia da predicdo da
SCR em touros Holandeses em 7,5%, destacando a relevancia do cromossomo X para a fertilidade
masculina (PACHECO et al., 2020). Além disso, modelos gendémicos que incorporam SNPs de grande
efeito em Pardo-Suigos apresentaram um aumento significativo na confiabilidade das previsdes de
fertilidade, alcancando correlagdes de até 0,32 (PACHECO et al., 2024).

Em touros holandeses e Angus, ou de racas Bos faurus, sdo mais comuns que em animais Bos
indicus a descri¢ao de genes ou marcadores relacionados a fertilidade, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Lista parcial de genes relacionados com a espermatogénese, detectados como tendo SNPs
causando substituicdes unicas de AA em touros Angus

Gene / proteina N Simbolo / descricio
Componentes da cabeca 15 WBP2NL/PAWP; CYLCI1 & 2; histones HIFNT, H2BW, HINS,
H2Bs); protamines (PRM2&3); MFGES/ lactadherin; SPACA1,4
&5; SP1
Componentes da cauda 18 CEP57; MOSPD1-3; outer dense fiber ODF1-4, ODF2L, ODF3L,

ODF3L2; (TUBA1C); RSPH1; SPEF1; SMCP; MGC128071;
similar to Tctex-type 1 (LOC782237)

Canais de Membrana 5 CATSPER1-4SLC26AS8

Plasma Seminal e fluido 8 Binder of Sperm 1, 3, 5 (BSP1, 3, 5); CRISP2; ELSBPI,

epididimario ELSBP1/s; ST8

Proteinas Redox 4 TXNDC3&8; perox. testis-spec. 1 (LOC100335790); PAOX

Antigenos associados ao 12 SPAGI1, 11B, 16,17, 4-6, 8, 9; SPA17; SSFA2; similar to SPAG4-

Espermatozoide like (LOC100300830)

Espermatide - especifico 5 RSBNI1, 1L (SPERT); SPEM1; STRBP

Espermatogénese - 27 SPATAI1-9; 2L, 5L1, 13, 17-22, 24; SPATSI, 2, 2L; SOHLH172;

especifico similar to spermatogenesis associated 5 (LOC100297992); SPZ1;
SRM; SMX; SMS

Azoospermia 4 DAZL; DAZAP2; DEGSI1 & 2;

(Adaptado de Taylor J, Schnabel R , Sutovsky P)

Esses avangos genOmicos tém varias implicagdes praticas na selecdo e manejo dos touros. A
identificacdo precoce de touros subférteis, antes mesmo da puberdade, permite o manejo preventivo,
evitando a propagacdo de caracteristicas reprodutivas prejudiciais. Além disso, o manejo da endogamia
pode ser otimizado, evitando acasalamentos que aumentem as regides de homozigose em loci criticos para
a fertilidade.

Protedmica

A protedmica clinica ¢ uma subarea da protedmica que tem por objetivo identificar biomoléculas
proteicas presentes em determinada amostra clinica como um tecido/fluido corporal, por exemplo,
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provenientes de um/grupo de individuos. Uma vez essas biomoléculas identificadas, elas também sdo
designadas como biomarcadores (HEIN et al., 2013, MISCHAK et al., 2010). A utilizagdo dessa técnica
tem grande potencial, uma vez que pode ser usado na qualidade de produtos de origem animal, na clinica e
na area de reproducdo (ECKERSALL et al., 2012) Ha diversas técnicas para identificagdo de proteinas no
ramo da protedmica, como por exemplo uso de eletroforese, bioinformatica, cromatografia e espectrometria
de massa (MS) (BRAGA EMIDIO et al., 2015). Uma caracteristica da célula espermatica ¢ que ela ¢é
altamente diferenciada, com citoplasma reduzido e poucas organelas, o que limita sua capacidade de
sintetizar proteinas (RAHMAN et al., 2013). Essa caracteristica do gameta masculino concede a protedmica
clinica uma area importante para investigar essas biomoléculas, haja visto que os espermatozoides sdo
ejaculados com suas proteinas ja sintetizadas

Um estudo utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE) identificou
a presenca de proteinas em 2 diferentes grupos de touro com fertilidade conhecida. As seguintes
biomoléculas foram encontradas no grupo de alta fertilidade: ATP5B (subunidade ATP sintase presente em
mitocondrias) ASPP2 (apoptosis-stimulating proteina p53 — proteina supressora de tumores), AHSG
(alpha-2-HS-glycoprotein 2 — presente na membrana plasmatica envolvida com resposta imune e
endocitose), ENO1 (enolase 1 — atua na glicolise) e GPx4 (phospholipid hydroperoxide glutathione
peroxidase — atua em atividade antioxidantes). J& no grupo de baixa fertilidade foram identificados niveis
maiores das proteinas UQCRC2 (subunidade da proteina ubiquinol-Citocromo C redutase — proteina
estrutural do complexo 3 da cadeia respiratoria mitocondrial) e VDAC2 (voltage-dependent anion channel
2 — atua no metabolismo celular, apoptose mitocondrial e espermatogénese). Esses achados diferentes nos
niveis de concentragao das proteinas nas amostras podem sugerir que as biomoléculas desempenham papel
fundamental na diferenca de fertilidade entre o grupo de animais (PARK et al., 2012)

Em outro estudo investigando a diferenca de proteinas presentes no fluido epididimal e no plasma
seminal ejaculado de touros Angus com fertilidade aprovada, foi observado niveis diferentes das
biomoléculas entre as amostras. Foram identificas 11 proteinas da via da glicolise/gliconecogénese e 5
proteinas da via da fosforilagdo oxidativa pertencentes exclusivamente do fluido epididimal. Esse niimero
maior de proteinas sugere uma regulagdo mais severa de producdo de energia nesse 6rgdo, impedindo que
haja a ativag@o da motilidade espermatica antes da ejaculagdo e, também, da produgdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ZOCA et al., 2022) . Mosket e colaboradores (2018) utilizando 2D-DIGE e validagéo
de Western Blot observaram as seguintes proteinas no sémen de maior qualidade de touros: GST, SPADHI,
SPADHI13, SOD, ADK1 e SUCB onde suas fun¢des sao de protecdo contra espécies reativas de oxigénio,
desenvolvimento embrionario inicial e metabolismo celular. Soler e colaboradores (2016) utilizaram o
método de espectrometria de massa MALDI-TOF de célula intacta em grupos de fertilidade a campo
conhecida em duas linhagens de frango (carne e ovos). Os resultados identificaram possiveis biomarcadores
de fertilidade nessa espécie, como por exemplo, as proteinas CDKSRAP2, LRD e Ubiquitina que estavam
presentes no grupo de maior fertilidade conhecida. Além disso, a utilizagdo de 27 picos de m/z advindo da
analise do MALDI-TOF de célula intacta resultou num modelo matematico preditivo inédito de fertilidade
nessa espécie.

MicroRNAs

Os MicroRNAs (miRNAs) presentes no sémen podem predizer fatores responsaveis pela
subfertilidade ou infertilidade idiopatica, dos quais sdo possiveis de identificar através da técnica de gPCR
(DOMINGUES et al., 2020, 2021). MicroRNAs s3o uma classe de RNA ndo codificantes de
aproximadamente 18 a 22 nucleotideos, envolvidos na regulagdo poés-transcricional da expressdo génica.
Eles atuam através da degradag@o ou inibicdo da tradu¢@o de RNA mensageiro (mRNA), e cada microRNA
pode regular mais de 100 genes-alvo (FARIAS CAMPOS et al., 2011). Fazendo com que microRNAs
estejam envolvidos em diversos processos biologicos incluindo diferenciagdo celular, apoptose,
embriogénese e espermatogénese, entre outros (GROSS; KROPP; KHATIB, 2017; KOTAJA, 2014).
Devido ao seu papel fundamental, microRNAs espermaticos sdo potenciais biomarcadores de fertilidade e
podem se tornar mais uma ferramenta no diagnostico de subfertilidade e infertilidade idiopatica em animais
e também em humanos (ALVES; CELEGHINI; BELLEANNEE, 2020). Os microRNAs possuem um alto
grau de conservagdo intraespécie (PERGE et al., 2017; ZHANG et al., 2018), o que facilita na busca de
miRNAs com potencial de biomarcadores relacionados a fertilidade de machos mesmo entre diferentes
espécies.

Fagerlind e colaboradores em 2015 encontrou 7 microRNAs diferentemente expressos
comparando touros de alta fertilidade com touros de moderada e baixa fertilidade. Enquanto em 2017 Capra
e colaboradores identificaram 81 microRNAs diferentemente expressos ao investigar amostras de s€men
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bovinos com diferentes perfis de motilidade e cinética espermatica. Diversos estudos relacionando a
expressdo de miRNAs com fertilidade de touros foram desenvolvidos. De Souza et al. (2024) em sua revisdo
sistematica identificaram 182 miRNAs diferentemente expressos, dos quais 49 foram encontrados em
comum em dois ou mais trabalhos, destes 49 ¢ possivel que os miRNAs como miR-10a, -10b, -103, -15b,
-122, -125b, -126-5p, -151-5p, -193a-5p, -196a, -27a-5p ¢ —99b podem ser potenciais biomarcadores
universais para avaliagdo do potencial reprodutivo de machos. Foram observadas mudangas nos niveis de
expressdo dos miRNAs baseados em influéncias externas, tais como a exposicdo a estresse e experiéncias
adversas no inicio da vida de humanos e ratos (DICKSON et al., 2018), e o estresse térmico testicular
afetando os niveis de expressao de diversos miRNAs presentes nas vesiculas extracelulares (ALVES et al.,
2021). Também hé uma diferenca no nivel de expressdo dos miRNAs no plasma seminal de coelhos férteis
em relagdo a subférteis (SAKR et al., 2023), assim como no sobrenadante de amostras de homens com
azoospermia em relacdo a normozoospermia (WAINSTEIN et al., 2023). Parceiros de mulheres com perda
recorrente de gravidez idiopatica apresentaram 12 miRNA diferentemente expressos em relagdo ao grupo
controle (THAPLIYAL et al., 2024).

Consideracdes finais

A fertilidade e as perdas gestacionais em bovinos resultam da interagdo de componentes genéticos,
ambientais e de manejo. O avango das ciéncias dmicas tem ampliado a compreensdo desses fatores,
permitindo diagndsticos mais precisos e selecdo mais eficiente de reprodutores, ainda que obstaculos
relacionados a integracdo de dados e validagdo em campo persistam. Dessa forma, o futuro da reprodugao
bovina est4 alicercado em uma abordagem multidisciplinar, aliando biotecnologia, genética e manejo de
precisdo. O uso integrado dessas ferramentas contribuira para a redugdo das perdas gestacionais, incremento
das taxas de concepcao, otimizagdo dos recursos zootécnicos € maior retorno econdmico para a atividade,
promovendo rebanhos mais produtivos, saudaveis e geneticamente superiores.
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