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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagcdo do escore de cio (ESCT) e da
aplicagdo do GnRH no momento da IATF como estratégias para otimizar os
resultados da IATF com sémen sexado em vacas Nelore lactantes. Para tal,
foram realizados 2 experimentos e, em ambos, vacas multiparas foram
sincronizadas com protocolo padrdo a base de progesterona e estradiol, com 3
manejos. A IATF foi realizada 60 horas apds a retirada do dispositivo de
progesterona (P4). No momento da IATF, foi avaliado o ESCT (1 a 3) e
aproximadamente 50% das fémeas de cada escore receberam a aplicacdo de
100 pg de GnRH via intramuscular. No experimento 1, 119 fémeas foram
inseminadas, sendo que 91 tiveram o didmetro do foliculo dominante avaliado
no momento da IATF. Realizou-se o diagnostico de gestacdo 30 dias apos a
IATF. No experimento 2, 33 vacas foram submetidas a ultrassonografia
transretal em intervalos de 24, 12 e 6 horas, a partir da retirada do dispositivo
de P,. Sete dias ap0s a IATF, foi realizada a avaliagdo do corpo luteo (CL) por
meio de ultrassonografia Doppler. No experimento 1, embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa, a taxa de concepcdo de fémeas sem
expressao de cio (ESCT1) tratadas com GnRH foi 23,8% maior em relacdo as
de mesmo ESCT nao tratadas. Além disso, no grupo sem GnRH a taxa de
concepcédo de vacas com alta expressao de cio (ESCT3) foi 22,5% superior
comparada as de ESCT1. No experimento 2, a taxa de ovulagdo (ESCT1 =
66,6%; ESCT2 = 92,3%; ESCT3 = 100%; P = 0,08) foi superior nas fémeas
com ESCT3, e a vascularizagdo do CL (ESCT1 = 45%; ESCT2 = 56,6%;
ESCT3 = 68,5%; P = 0,07) foi superior nas fémeas com ESCT3 e que
receberam GnRH (Sem GnRH = 57,8% vs GnRH = 67,3%; P = 0,08). Diante
disso, a avaliacdo do ESCT, imediatamente antes da IATF, e a aplicacdo de
GnRH no momento da inseminagdo em animais que n&o expressaram cio
mostraram-se estratégias interessantes para otimizar protocolos de IATF com

sémen sexado.

Palavras-chave: biotecnologia da reproducédo, bovino, inseminacéo artificial,

sexagem.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of heat score (HEATSC) and the
injection of GnRH at the time of TAI as strategies to optimize the results of TAI
with sexed semen in suckled Nelore cows. Thus, 2 experiments were performed
and, in both, multiparous cows were synchronized with a standard
estrogen/progesterone-based protocol, with 3 managements. The TAIl was
performed 60 hours after the removal of the progesterone (P,) device. At the
time of TAIl, HEATSC (1 to 3) was evaluated and approximately 50% of females
from each HEATSC received 100 ug of GnRH intramuscularly. In experiment 1,
119 females were inseminated, considering that 91 had the diameter of the
dominant follicle evaluated at the time of TAIl. Pregnancy was diagnosed 30
days after TAI In experiment 2, 33 cows underwent transrectal ultrasound at
24, 12, and 6-hour intervals, from the removal of the P, device. Seven days
after TAI, the corpus luteum (CL) was evaluated by Doppler ultrasonography. In
experiment 1 although there was no significant difference, the conception rate
of females with no heat expression (HEATSC1) treated with GnRH was 23.8%
higher compared to the same untreated HEATSC. In addition, in the group
without GnRH the conception rate was 22.5% higher for cows with high heat
expression (HEATSC3) compared to those of HEATSCL1. In experiment 2 the
ovulation rate (HEATSC1 = 66.6%; HEATSC2 = 92.3%; HEATSC3 = 100%; P =
0.08) was higher in females with HEATSC3, and the vascularization of the CL
(HEATSC1 = 45%; HEATSC2 = 56.6%; HEATSC3 = 68.5%; P = 0.07) was
higher in females with HEATSC3 and in those treated with GnRH (Without
GnRH = 57.8% vs GnRH = 67.3%; P = 0.08). Therefore, the evaluation of
HEATSC immediately before TAIl and the injection of GnRH at the time of
insemination in animals with no heat expression proved to be interesting

strategies to optimize TAI protocols with sexed semen.

Keywords: artificial insemination, cattle, reproduction biotechnology, sexing.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

No contexto atual da producéo de carne bovina, o Brasil destaca-se
sendo o segundo maior produtor mundial (USDA, 2019). Nesse cenario,
animais Bos indicus sdo os mais utilizados e, com o objetivo de aumentar a
produtividade nos rebanhos de cria, a inseminacéo artificial em tempo fixo
(IATF) tem sido difundida com sucesso, viabilizando a multiplicagdo de animais
gue apresentem caracteristicas zootécnicas desejaveis.

Com o avango da IATF, vem ocorrendo um aumento do interesse na
associacdo dessa técnica com outras biotecnologias, como a sexagem
espermatica. Nos Ultimos anos, a sexagem espermatica por quantificacdo do
DNA utilizando a citometria de fluxo tem sido a mais utilizada (FOOTE, 2010;
VILLADIEGO et al., 2018). Esse método baseia-se na diferenga do conteudo
de DNA entre espermatozoides X e Y (JOHNSON et al., 1987; GARNER,
2001).

Apesar do uso comercial, sabe-se que o0 processo de sexagem pode
causar danos irreparaveis ao espermatozoide, comprometendo sua eficiéncia
no processo de fertilizacdo e producdo de embrides devido ao estresse
mecanico e quimico ao qual séo expostos (LIMA, 2007). Em funcao disso, as
taxas de concepcdo com sémen sexado na IATF, em geral, s&o inferiores
quando comparadas com as taxas obtidas com sémen convencional (MOCE et
al., 2006).

Ainda assim, o uso de sémen sexado oferece uma série de beneficios
aos sistemas de producdo, uma vez que determinar o sexo da progénie permite
maximizar a produtividade animal e acelerar o ganho genético dos rebanhos
(SCHENK; SEIDEL JR., 1999). Logo, a busca por ferramentas que possam
incrementar as taxas de concep¢ao em protocolos de IATF com sémen sexado
€ imprescindivel.

Uma opcéo para incremento dos resultados da IATF € o uso de bastdes
marcadores na regido sacrocaudal para identificar vacas com maior expressao

de cio submetidas a IATF, visto que, a expressao de cio em fémeas bovinas



estd associada a maiores taxas de prenhez (SA FILHO et al., 2011).
Recentemente, com o intuito de padronizar a utilizacdo dos bastbes
marcadores em protocolos de IATF, foi desenvolvida a avaliagdo do ESCT
(escore de remocdao de tinta da cauda), uma estratégia simples, de baixo custo,
gue ja vem sendo aplicada em muitas propriedades (NOGUEIRA et al., 2019).

Outra opc¢ao para otimizar os protocolos de IATF é a aplicacdo de GnRH
no momento da inseminagdo. Essa alternativa tem sido usada com o objetivo
de incrementar a fertilidade, partindo do principio de que, com essa aplicacao,
garante-se uma maior taxa de ovulagdo e um corpo liteo de melhor qualidade,
devido a capacidade luteinizante do GnRH (PETERS, 2005; SA FILHO et al.,
2010).

De fato, tanto a avaliagdo do ESCT quanto a aplicacdo de GnRH no
momento da IATF sdo estratégias que tém sido aplicadas em programas de
IATF com sémen convencional, existindo, no entanto, uma lacuna no que diz
respeito a utilizacdo desses recursos em protocolos em que as fémeas sao

inseminadas com sémen sexado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO ESTRAL EM FEMEAS BOVINAS

Entende-se como ciclo estral o intervalo entre o inicio de um periodo de
receptividade sexual até o seguinte (MELO STERZA et al., 2015). O ciclo, que
tem duracdo média de 21 dias em bovinos, divide-se em quatro fases: estro,
metaestro, diestro e proestro (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O estro marca o inicio do ciclo estral, podendo ser detectado por meio
de observacdes visuais, uma vez que fémeas nessa fase expressam
comportamento caracteristico em resposta aos estimulos hormonais, em
especial dos elevados niveis de estradiol. E comum que as fémeas fiqguem
inquietas, apresentem comportamento homossexual, imobilidade durante a
monta, mugidos frequentes, reduzam o apetite, aumentem a frequéncia de
micc¢do, diminuam a producdo de leite e apresentem corrimento muco vaginal
claro e viscoso (BARUSELLI et al., 2007).

Em geral, o estro dura de 12 a 18 horas. Bos indicus apresentam
duracdo menor do estro (12,9+2,9 horas em Nelore) do que Bos taurus
(16,3+4,8 horas em Angus), embora o intervalo entre o estro e a ovulagado nao
apresente diferenca entre essas duas subespécies (Nelore, 27,1+3,3 h vs.
Angus, 26,1+6,3 h) (MITZUDA, 2003).

O metaestro caracteriza-se como 0 periodo pos-estro em que ocorre a
ovulacdo (liberagdo do oOvulo pelo foliculo). Em bovinos, a ovulagdo ocorre
geralmente de 30 a 32 horas apoés o inicio do estro. ApOs a ruptura, as células
da parede interna do foliculo se multiplicam dando origem ao corpo
hemorragico e, posteriormente, ao corpo lateo (CL) (VALLE, 1991; MELO
STERZA et al., 2015).

O diestro € a fase mais longa do ciclo estral, com duracédo de 10 a 14
dias, e é marcada pela plena funcionalidade do CL. Nos primeiros 11 dias do
diestro, o endométrio passa de um estagio proliferativo para secretor devido a
alta concentracdo de progesterona, ocorrendo, consequentemente,
espessamento do epitélio glandular, com ramificacdo, enovelamento e

secrec¢do das glandulas. Ao final dessa fase, caso ndo tenha se estabelecida a



gestacdo, ocorre a lise do CL e a regressdo das glandulas endometriais
(CORMACK, 1985).

O proestro é a fase que antecede o estro, tendo inicio apds a regressao
do CL. Nessa fase, ocorrem comportamentos semelhantes aos expressos
durante o estro, no entanto um sinal marcante que distingue as duas fases € o
comportamento da vaca de montar sobre outras fémeas, porém nao se deixa
montar-lhe (MELO STERZA et al., 2015).

2.1.1 ENDOCRINOLOGIA DO CICLO ESTRAL

A regulacdo do ciclo estral se da& por mecanismos endocrinos e
neuroenddcrinos, marcados pela interacdo dos horménios GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina), FSH (hormonio foliculo estimulante), LH (horménio
luteinizante), E- (estradiol), P4 (progesterona) e PGFy, (prostaglandina).

O GnRH é produzido pelo hipotdlamo e regula a liberacao pela hipéfise
anterior das gonadotrofinas FSH e LH, responsaveis pela atividade ovariana. O
foliculo e o CL produzem os horménios E, e P, respectivamente. O E, esta
ligado a manifestacdo do estro, enquanto a P, relaciona-se a manutencao da
gestacao (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O ciclo estral de fémeas bovinas pode ser dividido em duas fases:
folicular e luteinica. A fase folicular corresponde ao periodo do proestro e estro.
No proestro, os niveis de P4 estdo baixos e, paralelamente, o GnRH estimula a
secrecdlo de FSH e LH. O FSH induz o crescimento folicular,
consequentemente promovendo um aumento gradativo da producédo de E, 0
gue, por sua vez, por meio do mecanismo de feedback positivo estimula o
hipotalamo a liberar mais GnRH. Ao atingir determinado tamanho, o foliculo
passa a produzir o horménio inibina. A partir desse momento, inibi-se a
liberacdo de FSH e prioriza-se a liberagdo do LH que atuara sobre a maturacao
final do foliculo, ovulagdo e formac¢do do CL (MELO STERZA et al., 2015).

A presenca do foliculo pré-ovulatério no ovario é marcada por um
aumento nas concentracfes plasmaticas de E,, fundamental para a ocorréncia
do pico pré-ovulatorio de LH responsavel pela inducdo da ovulacdo (BERTAN
et al., 2006).



A fase luteinica corresponde ao periodo do metaestro e diestro. Apos a
ovulacéo que ocorre durante o metaestro, no diestro, o CL funcional sintetiza e
libera elevados niveis de P4, 0 que inibe a liberagdo de GnRH pelo hipotalamo,

por um mecanismo de feedback negativo. Se o odcito for fecundado, o CL sera

mantido e os niveis de P, permanecerdo elevados durante a gestacao (VALLE,
1991).

Caso ndo ocorra a fecundacdo, o CL regredira por meio de um
mecanismo denominado luteolise, fendmeno estimulado pela PGF2q, hormonio

luteolitico produzido no endométrio. Apos sua acdo, 0s niveis seéricos de P4

diminuem e, por fim, inicia-se um novo ciclo estral (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.1.2. DINAMICA FOLICULAR

O ciclo estral bovino é caracterizado por uma série de ondas de
crescimento folicular marcadas por

trés fases distintas: recrutamento,
divergéncia e dominancia. O continuo processo de crescimento e regressao

dos foliculos antrais que levam ao desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio

ao longo de cada onda € denominado dinamica folicular (LUCY et al., 1992;
BARUSELLI et al., 2007) (Figura 1).

————— PGF,, — — FSH
cancans Ez LH

Metaestro Diestro Proestro
Ovulagdo

_ . .,

-
L
.
.'
Dominancia

O ®
A @C) “»: Divergéncia ;”‘ :“\ AN N
&:.4@ """""""""" -
D W [ et
/S5a” | ©
_J O0R. Rﬁﬁrutamento

o+ Estro l

Dias do ciclo estral bovino

Figura 1. Representacdo das fases de uma onda de crescimento folicular e dos hormdnios
envolvidos no ciclo estral (Adaptado de STEVENSON, 2007).



O recrutamento marca o inicio da onda folicular. Nessa fase, um pool de
foliculos emerge para um periodo de crescimento comum precedido de um
aumento na concentracdo seérica de FSH. Proximo ou ho momento em que 0
futuro foliculo dominante daquela onda atinge o diametro médio de 4 mm,
ocorre um pico de FSH, que entra em declinio assim que este e 0os demais
foliculos de maior diametro atingem 6 mm. O declinio do FSH € necessario
para o estabelecimento da fase de divergéncia (GINTHER et al., 1996;
GINTHER et al., 2003).

A fase de divergéncia caracteriza-se pelo crescimento continuo do maior
foliculo de uma onda folicular, que, ao atingir um determinado estagio de
desenvolvimento, aciona mecanismos de divergéncia que blogueiam o
crescimento do segundo maior foliculo e reduzem ou interrompem o
crescimento dos foliculos de menor didametro (GINTHER et al., 1999; OLIVEIRA
et al., 2011).

Dados encontrados na literatura demonstram que o diametro folicular
médio dos dois maiores foliculos no inicio da fase de divergéncia pode diferir
entre animais Bos taurus e Bos indicus. Ginther et al. (1996) relataram valores
de 8,5 mm e 7,7 mm para os dois maiores foliculos em fémeas holandesas,
enquanto Gimenes et al. (2008) relataram 6,2 mm e 5,9 mm para tais foliculos
em fémeas Nelore.

Os mecanismos de divergéncia que levam a sele¢cdo do foliculo
dominante (FD) n&o estdo completamente elucidados, no entanto parecem
estar intimamente ligados a aquisicdo de receptores de LH pelas células da
granulosa, o que permite que o FD altere sua dependéncia primaria de FSH
para LH e mantenha seu desenvolvimento. Paralelamente, os foliculos
subordinados, cuja dependéncia primaria é de FSH, entram em atresia a
medida que os horménios E, e inibina suprimem as concentracfes de FSH
para niveis abaixo do limiar necessario para que estes possam manter seu
desenvolvimento (DRIANCOURT, 1991; CASTILHO; GARCIA, 2005).

A inibina e 0 E; suprimem o FSH por meio do mecanismo de feedback
negativo sobre a hipofise. O estradiol comega a atuar mais intensamente
proximo ao inicio da divergéncia, enquanto a inibina atua antes da divergéncia.
A inibina é produzida inicialmente por multiplos foliculos e, em seguida, pelo

foliculo dominante em desenvolvimento, que mantém a producdo durante a



fase de dominancia, utilizando-se deste como um dos recursos para manter
seu status de dominancia (FORTUNE et al., 2004; GINTHER et al., 2003).

Na fase de dominancia, o FD atinge seu diametro maximo, que pode
variar entre animais Bos taurus e Bos indicus. Borges et al. (2004), ao
avaliarem o didametro do foliculo pré-ovulatério de zebuinos, relataram valores
de 9,8 a 15 mm e de 10,6 a 14,5 mm para fémeas das racas Gir e Nelore,
respectivamente. J& em taurinos, Cummins et al. (2012) relataram valores de
16,76 a 17,91 mm para fémeas Holandesas.

Ondas foliculares ocorrem tanto na fase folicular quanto luteinica do ciclo
estral, porém na fase luteinica o FD torna-se anovulatério devido aos altos
niveis de P4, que reduzem a pulsatilidade do LH. Nesse caso, o FD sofre
atresia e perde seu status de dominancia, o que possibilita o inicio de uma
nova onda folicular (ADAMS et al., 2008).

2.2 INFLUENCIA DOS GAMETAS SOBRE A FECUNDACAO E
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Define-se como fecundacdo o0 processo de fusdo entre o
espermatozoide (gameta masculino) e o odcito (gameta feminino), formando
uma Unica célula chamada zigoto. Apos a fecundacgédo, ocorre 0 processo de
clivagem embrionéria, que se caracteriza pela divisdo das células do zigoto até
a fase de blastocisto eclodido (estagio de desenvolvimento embrionario prévio
ao inicio da placentacéo) (HAFEZ; HAFEZ, 2004; MELO STERZA et al., 2015).

Porém, para que a fecundacdo e o0 subsequente desenvolvimento
embrionario sejam bem-sucedidos, € necessario que 0s gametas anteriormente
passem por uma série de complexos eventos. O estabelecimento da prenhez

esté relacionado a qualidade dos gametas ao fim desses eventos.
2.2.1 0 OOCITO
A qualidade ou competéncia de desenvolvimento do odcito é adquirida

ao longo do processo de oogénese a medida que 0 00cito cresce e passa pela

maturacdo meiotica, citoplasmética e molecular. Esses eventos ocorrem sobre



influéncia de fatores tanto intra como extraovarianos (KRISHER, 2004
RODRIGUEZ; FARIN 2004; DICKINSON et al., 2016).

Os fatores intraovarianos estdo ligados ao ambiente ao qual o odcito
estd exposto ao longo do seu desenvolvimento. O ambiente folicular é
composto por células soméaticas (células da teca, granulosa e cumulus) e o
proprio odcito, 0s quais interagem para garantir a viabilidade e comunicacao
intrafolicular (KRISHER, 2013; CROCOMO et al., 2019).

E importante ressaltar a interacdo que ocorre entre o 06cito e as células
do cumulus que o circundam, pois constituem uma unidade funcional
designada como complexos cumulus-o6cito (COCs). Os COCs ligam-se por
meio de jungBes gap que permitem a transferéncia de moléculas de baixo peso
molecular. Essa comunicacdo € fundamental para a coordenacdo da
maturacdo meiotica e citoplasmatica e consequente aquisicdo de competéncia
oocitaria (EPPIG, 1991; GANDOLFI et al., 2005).

A medida que o odcito cresce, as células somaticas sofrem alteragbes
morfologicas, multiplicando-se e passando pelo processo de citodiferenciagéo.
Com base nessas alteracdes, € possivel identificar o grau de desenvolvimento
em gue se encontram os foliculos e classifica-los em: pré-antrais (primordiais,
primarios e secundarios) ou antrais (terciarios e pré-ovulatérios) (FIGUEIREDO
et al., 2008; SCARAMUZZ| et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo das diferentes classes de desenvolvimento folicular (LIMA-VERDE et
al., 2011).

Os diametros oocitario e folicular refletem o grau de maturacdo do
odcito, atuando, assim, como indicadores de qualidade. Segundo Hyttel et al.

(1997), o periodo de crescimento oocitario inicia-se com od0citos de diametro



inferior a 30 um em foliculos primordiais que crescem até atingir mais de 120
pum em foliculos terciarios.

Em um experimento realizado por Sartori et al. (2001) com vacas
Holandesas, os foliculos demonstraram adquirir capacidade ovulatéria com
aproximadamente 10 mm, porém exigiram uma dose maior de LH para induzir
a ovulacdo quando comparados a foliculos maiores. Posteriormente, Perry et
al. (2005) observaram que a ovulagao induzida de foliculos <11 mm resultou
em diminuicdo das taxas de prenhez e aumento da mortalidade
fetal/embrionéria tardia, demonstrando o impacto negativo de induzir a
ovulacao de foliculos fisiologicamente imaturos.

Os fatores extraovarianos, de forma geral, sdo eventos externos ao
ambiente folicular que, indiretamente, desencadeiam reacbes capazes de
modificar suas condigbes. O estresse consiste em um importante fator que
interfere na qualidade do oodcito e da fertilidade. Fémeas submetidas a
condicdes de estresse sofrem um aumento no nivel circulante de cortisol que
inibe a biossintese de estradiol comprometendo o desenvolvimento oocitario
(RENSIS; SCARAMUZZI, 2003; PRASAD et al., 2016).

Também exercem influéncia negativa sobre a competéncia oocitaria o
desequilibrio nutricional, que pode levar a alteragdes na composi¢cdo quimica e
hormonal do fluido folicular, acarretando distirbios metabdlicos nos odcitos
(ASHWORTH et al., 2009), e a idade da fémea, pois odcitos oriundos de
fémeas senis apresentam competéncia de desenvolvimento e taxas de
fertilizacdo reduzidas, sendo o estresse oxidativo apontado como a principal
causa da reducéo da qualidade de odcitos envelhecidos (TAKEO et al., 2013;
IGARASHI et al., 2015).

2.2.2 O ESPERMATOZOIDE

Em geral, para que o sémen seja considerado de qualidade,
preconizam-se nas analises laboratoriais 0os seguintes atributos: motilidade
progressiva, vigor e baixa taxa de espermatozoides anormais. A motilidade e o
vigor estdo ligados a capacidade do espermatozoide de se deslocar até o

odcito, enquanto a normalidade morfolégica influencia sobre a fecundagéo
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propriamente dita e, posteriormente, sobre a qualidade e desenvolvimento do
embrido (SILVA et al., 1993; SILVA et al., 2002).

A formagdo dos espermatozoides origina-se no testiculo ao longo do
processo de espermatogénese. No entanto, a habilidade e a capacidade de
fecundacédo sdo adquiridas a medida que os espermatozoides passam pelo
epididimo, durante a maturacdo espermatica (OKABE et al., 1992,
NISHIMUNE; OKABE, 1993).

Iniciado o processo de ejaculacdo, 0s espermatozoides deixam o
epididimo e entram em contato com o0 plasma seminal secretado pelas
glandulas anexas. O plasma seminal € composto por aminoécidos, ions e
proteinas, que habilitam os espermatozoides para a capacitacdo, ligacdo a
zona pelucida e reacdo acrossémica (MAXWELL; JOHNSON, 2000; SILVA et
al., 2003).

Para facilitar a comercializacdo e o armazenamento, a criopreservacao
do sémen é usual nas centrais de coleta de sémen. Esse procedimento tem
como objetivo a suspensdo do metabolismo espermatico, permitindo a
manutencdo de suas caracteristicas morfofuncionais por maior tempo. O
processo de criopreservacdo envolve as seguintes etapas: reducdo de
temperatura, desidratagdo, congelamento e descongelamento (MEDEIROS et
al., 2002).

No entanto, embora seja uma pratica imprescindivel, o processo de
criopreservagcdo causa danos irreversiveis as membranas espermaticas,
diminuindo a viabilidade celular e a motilidade pés-congelacéo, levando, por
fim, ao declinio da qualidade celular pds-congelacdo (TARTAGLIONE; RITTA,
2004).

Em programas de inseminacdo artificial, apos o descongelamento o
sémen €& depositado no trato genital da fémea bovina, onde os
espermatozoides passam pelas etapas finais de maturacao, cujos fendbmenos-
chave séo a capacitacdo e a reacdo do acrossdémica (OKABE et al.,, 1992,
SEVERO, 2009).

A capacitacdo espermatica compreende as mudancas fisioldégicas que
conferem ao espermatozoide potencial de fertilizacdo (DASGUPTA et al.,
1994). Por outro lado, a reagdo acrossdbmica é caracterizada pela liberacédo das

enzimas acrossomais que viabilizam a penetracdo do espermatozoide na zona
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pelicida e fusdo com a membrana plasmatica do odcito (DIAZ-PERES et al.,
1988).

Apoés a fecundacdo, a qualidade do DNA espermatico € essencial para
gque o desenvolvimento embrionéario seja bem-sucedido. Resultados
apresentados por Fatehi et al. (2006) mostraram que, embora danos no DNA
nao prejudiquem a fertilizacdo do odcito ou a conclusdo das primeiras 2 a 3
clivagens, podem prejudicar a formagao de blastocistos ao induzir apoptose.

Simon et al. (2014) observaram que o aumento do dano ao DNA
espermatico é capaz de afetar a qualidade do embrido a partir do dia 2 do
desenvolvimento embrionario inicial e continua apés a transferéncia do
embrido, resultando em baixas taxas de prenhez.

De fato, 0s 00citos possuem mecanismos capazes de reparar danos do
DNA espermético, porém essa capacidade é limitada e, caso o nivel de dano
ao DNA exceder a capacidade do oocito de repara-lo completamente, o
embrido pode falhar em qualquer estagio da prenhez ou desenvolver anomalias

(ERENPREISS et al., 2006; SIMON et al., 2014).

2.3 CONTROLE FARMACOLOGICO DO CICLO ESTRAL

Nas Ultimas décadas, informacfes geradas pela comunidade cientifica
permitiram maior compreensdo dos mecanismos que regem o ciclo estral e a
dindmica folicular das fémeas bovinas. Logo, tornou-se possivel realizar o
controle farmacolégico do ciclo estral por meio de protocolos hormonais, com o
intuito de maximizar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos.

O controle farmacoldgico do ciclo estral potencializou a aplicacdo de
biotécnicas ja existentes, como a inseminacao artificial (IA), e impulsionou o
surgimento de novas biotécnicas, como a inseminacgao artificial em tempo fixo
(IATF). A 1A consiste na deposicdo de espermatozoides no trato reprodutivo
feminino por meios artificiais (BARBOSA; MACHADO, 2008). Antes do advento
dos protocolos hormonais, essa deposicdo era realizada 12h apds a deteccao
do estro, que era feita principalmente por meio de observacédo visual do estro
natural. Porém, a dificuldade em detectar o estro comprometia os resultados,
inviabilizando a biotécnica principalmente em grandes rebanhos.

Com os protocolos hormonais passou-se a sincronizar o estro, tornando-
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se possivel a manifestacdo do estro conjunta de um lote de animais em um
intervalo especifico de dias, facilitando-se a deteccdo e tornando-se a IA mais
interessante do ponto de vista reprodutivo e operacional nas propriedades. No
entanto, o grande avanc¢o se deu com utilizacdo de protocolos hormonais para
sincronizar o momento da ovulacdo, permitindo-se trabalhar ndo mais apenas
com dias, mas sim com um intervalo de horas especifico predeterminado,

descartando-se a necessidade da observacao do cio, surgindo, assim, a IATF.

2.3.1 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF)

O aumento do mercado de IA no Brasil ocorreu paralelamente a
disseminacdo dos programas de IATF. Dados publicados recentemente
apontam que em 2019 foram comercializados 16.382.488 de protocolos. Esses
dados indicam que 87% das insemina¢des no Brasil foram realizadas por IATF,
0 que demonstra a consolidacao dessa tecnologia no mercado de inseminacao
artificial (BARUSELLI, 2020).

O percentual de matrizes inseminadas também tem crescido
significativamente no pais. No ano de 2002, apenas 5,8% das matrizes do
rebanho brasileiro eram inseminadas, todavia, em 2018, foi atingido o
percentual de 13,1% do total de matrizes do rebanho nacional e estima-se que
esse valor chegue a 20% nos préximos 10 anos (BARUSELLI et al., 2019).

O progresso observado na utilizacdo da IATF esta ligado as vantagens
gue essa biotecnologia oferece. Com a implementacdo da IATF tornou-se
possivel inseminar um maior nimero de vacas em menor espaco de tempo;
acelerar o melhoramento genético do rebanho com o uso de sémen de touros
com avaliacdo genética; estabelecer o nascimento e o desmame em €épocas
mais favoraveis ao bezerro; uniformizar os lotes de bezerros, facilitando sua
comercializacao, e diminuir o intervalo entre partos (BARUSELLI et al., 2013).

No que diz respeito a utilizacdo da IATF na bovinocultura de corte, em
gue predominam matrizes zebuinas, alguns dos beneficios da utilizacdo dessa
biotécnica se tornam mais evidentes. Fémeas zebuinas possuem um periodo
de anestro pos-parto mais longo quando comparadas com fémeas taurinas, o
gue reflete em perdas econbmicas para 0s pecuaristas devido ao maior

intervalo entre parto e concep¢cdo. Nesse sentido, a capacidade dos protocolos
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hormonais de induzir a ciclicidade de vacas em anestro pds-parto € de grande
interesse, pois impacta sobre as taxas de concepc¢do e, consequentemente,
aumenta a eficiéncia reprodutiva do rebanho (RABASSA et al., 2007,
MENEGHETTI; VASCONCELOS, 2008).

Para um rebanho comercial obter maximo desempenho reprodutivo,
preconiza-se a producdo de um bezerro/vaca/ano. Dessa forma, as vacas
deveriam conceber no maximo entre 80 e 85 dias pds-parto, pois o periodo de
gestacao é de aproximadamente 280 dias (BARUSELLI et al., 2004b). Quando
a IATF é utllizada adequadamente, aproximadamente 50% das matrizes
sincronizadas emprenham com apenas uma inseminacao realizada no periodo
de pos-parto recente (80 dias), e os animais que ndo conceberem nessa
inseminagdo podem ser novamente sincronizados ou colocados com touros
para repasse (GODOI et al., 2010).

Outro fator relevante € que o periodo de manifestacédo do estro € mais
curto em fémeas zebuinas, e ha uma alta incidéncia de manifestacado do estro
a noite, de modo que aproximadamente 30% das fémeas iniciam e terminam o
estro durante a noite, o que dificulta a utilizacao da IA convencional (PINHEIRO
et al., 1998; BARUSELLI et al., 2004a). Nessas condi¢cdes, a possibilidade de
sincronizar o estro e posterior ovulagdo que os protocolos hormonais oferecem
se torna ainda mais interessante.

Para que um protocolo de IATF seja considerado eficaz, precisa ser
capaz de sincronizar a onda de desenvolvimento folicular, do recrutamento até
a ovulacao por meio da associagcéo dos hormonios escolhidos, ou seja, precisa
induzir atresia de todos os foliculos terciarios sem desenvolvimento nos
ovarios, resultando no recrutamento de uma nova onda folicular,
desenvolvimento sincrono de um novo foliculo dominante em todas as fémeas
e ovulagdo em um tempo previsivel (DRIANCORT, 2001; BARUSELLI et al.
2006).

Existem diversos protocolos hormonais disponiveis no mercado que se
baseiam em combinac¢des de P4, E;, PGF2, GNRH, LH, eCG (gonadotrofina
coribnica equina) e hCG (gonadotrofina coribnica humana),; com isso €
fundamental o conhecimento de como cada um dos diferentes hormdénios atua

ao se optar pelo controle farmacolégico do ciclo estral (Tabela 1).
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Tabela 1. Horménios utilizados em protocolos de IATF (Adaptado de
GOTTSCHALL et al., 2008).

Tipo de Controle Forma de Controle Acédo Farmacoldgica

Induz o pico de LH e ovulagdo efou
GnRH luteinizacdo do foliculo. Aproximadamente Y2
dia depois, ocorre a emergéncia de uma nova

Sincronizagéo do onda de crescimento folicular em animais

crescimento da onda responsivos.
folicular Induz atresia folicular. Apds 4 Y dias inicia
Pat+E2 uma nova onda de crescimento folicular em

animais responsivos. O implante simula a
presenca de um CL, controlando a duracdo da
fase luteal. A P4 sensibiliza o sistema

reprodutivo de animais em anestro.

Controla a duracéo da fase luteal pela inducao
Regresséo do CL PGF2q de lutedlise em animais com CL responsivo
(entre 0 6° e 0 17° dia do ciclo estral). Ndo

sincroniza a onda folicular.

Induz a liberacdo de GnRH e LH (15h) e a
E2 ovulagao de 41h a 45h ap0s sua aplicagcdo em

animais responsivos.

Induz & liberagdo de LH em 2h e a ovulagéo

GnRH de 28h a 30h apds sua aplicacdo em animais

Inducao da responsivos.
Ovulagéo Simula o pico enddgeno de LH, induzindo a
LH ovulacé@o de 26h a 28h apos sua aplicagdo em

animais responsivos.

Efeito semelhante ao LH, induzindo a
hCG ovulacéo de 26h a 28h apo6s sua aplicagdo em
animais responsivos.

Em bovinos de corte, os protocolos de IATF mais usados sdo os que
associam P4, E; e PGF,,. Em geral, o protocolo padrdo consiste na insercao de
um dispositivo intravaginal impregnado com P, e administracdo de E; no dia 0
(sincronizacdo do crescimento da onda folicular), administracdo de PGF2q no
dia da retirada do dispositivo, que pode ser feita nos dias 7, 8 ou 9 do protocolo
(controle da regressdo do CL) e a subsequente aplicacdo de uma dose mais

baixa de E, 24 horas apds a retirada do dispositivo intravaginal (inducéo da
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ovulago), seguida pela IATF 52-56 h apés a retirada do dispositivo (BO et al.,
2002; BARUSELLI et al. 2006). A ultima aplicacdo de E, pode ser substituida
por qualquer outro indutor de ovulagcdo desde que o momento da IATF seja
ajustado em funcéo do intervalo de horas que cada um induz a ovulacéo.

No entanto, mesmo que o0s protocolos sejam eficazes e ocorra a
ovulacdo, ainda ha uma série de fatores que podem interferir (condicbes
clinico-reprodutivas das fémeas em protocolo, a experiéncia do inseminador e

0 sémen utilizado) impedindo que se estabeleca a prenhez.

2.4 SEMEN SEXADO

Em mamiferos, o sexo € determinado de acordo com informacéo
cromossOmica transportada pelo espermatozoide. Sua sexagem permitiu
diferenciar e separar espermatozoides vivos contendo cromossomos X e Y com
0 intuito de produzir uma prole de um determinado sexo (GARNER; SEIDEL,
2008).

A selecdo do sexo da progénie é vantajosa para a bovinocultura de
corte, pois viabiliza o nascimento de um maior nimero de animais com valor
econObmico significativo. Além disso, o uso do sémen sexado associado a
inseminagéao artificial (IA) permite que os produtores predeterminem o sexo de
bezerros de acasalamentos genéticos especificos, 0 que leva a um ganho
genético mais rapido dentro dos rebanhos (SCHENK; SEIDEL JR., 1999).

2.4.1 SEXAGEM ESPERMATICA POR CITOMETRIA DE FLUXO

A sexagem espermatica por quantificacdo do DNA utilizando a citometria
de fluxo tem sido a mais utilizada nos ultimos anos (FOOTE, 2010;
VILLADIEGO et al., 2018). Esse método é baseado na diferenca do contetudo
de DNA dos espermatozoides, uma vez que o cromossomo X contém 3,8% a
mais de DNA do que o cromossomo Y em bovinos (JOHNSON et al., 1987,
GARNER, 2001).

No citdmetro, os espermatozoides corados com Hoechst 33342 (corante
gue se liga especificamente ao DNA) sdo expostos a um laser de luz

ultravioleta. Aqueles de cromossomo X, por possuirem maior quantidade de
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DNA, apresentam um brilho maior do que os de cromossomo Y. Entdo, uma
carga elétrica positiva ou negativa € atribuida de acordo com a intensidade de
fluorescéncia emitida, o que permite separar 0s espermatozoides X e Y e
conduzi-los a diferentes tubos de coleta apds passarem pelo campo elétrico do
separador (SCHENK; SEIDEL JR., 1999) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo do processo da sexagem espermédtica por citometria de fluxo
(Adaptado de GARNER et al., 2013).

A acuracia do procedimento de separacdo pode variar de 85% a 95%.
Essa possivel variacdo se da em funcdo de diversos fatores, como: operador,
velocidade de separacéao e variacdes individuais do ejaculado de cada touro
(SEIDEL; GARNER, 2002). Porém, ainda que apresente alta acuracia, o
processo de sexagem pode causar danos irreparaveis ao espermatozoide,
comprometendo sua eficiéncia no processo de fertilizacdo e producédo de
embrides devido ao estresse mecanico e quimico ao qual sdo expostos (LIMA,
2007).

Outro aspecto relevante da sexagem pelo método de citometria de fluxo,
€ que a velocidade de separacdo (aproximadamente 3000 a 4000 células
vivas/minuto/sexo) € relativamente lenta, e produzir palhetas com a mesma
concentracdo utilizada para sémen convencional tornaria inviavel a
comercializagdo dessa biotecnologia. Para uma maior viabilidade econdmica,

tem sido usado o minimo de espermatozoides por inseminacdo necessaria
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para alcancar taxas aceitaveis de prenhez, sendo usual a utilizacdo da
concentracdo de 2x106 espermatozoides/dose (GARNER, 2001; BARUSELLI et
al., 2007; VILLADIEGO et al., 2018).

Com a producdo e a comercializacdo do sémen sexado, adicionar a
etapa de criopreservacdo ao processo tornou-se inevitavel. Logo, além do
processo de sexagem, a célula espermatica precisa ainda passar pela
criopreservacdo, sendo exposta ao congelamento e descongelamento, o que
pode causar mais injarias, resultando em baixas taxas de prenhez e altas
percentagens de degeneracdo embriondria (SARTORI et al., 2004,
ANDERSON et al., 2006).

Além disso, o processo de sexagem induz a mudancas na membrana do
sémen, 0 que acelera o processo da capacitacédo e da reacao acrossémica dos
espermatozoides ap0s a criopreservacdo. A pré-capacitacdo nao é
interessante, pois diminui a sobrevida do espermatozoide sexado no sistema
genital da fémea (MOCE et al., 2006).

Deve-se ressaltar que, devido as caracteristicas intrinsecas de cada
reprodutor, o0 sémen pode apresentar maior ou menor tolerancia quando
submetido aos processos de sexagem e criopreservacao (SCHENK; SEIDEL
JR., 1999). De forma geral, preconiza-se o uso de touros de alta fertilidade,
para que se possa obter resultados satisfatérios, apesar da baixa concentracao
da dose inseminante e das injurias causadas pelo processamento (FRIJTERS
et al., 2009).

2.5 ESTRATEGIAS PARA OTIMIZAR PROTOCOLOS DE IATF COM
SEMEN SEXADO

A tecnologia de sexagem espermatica por citometria de fluxo tem
evoluido desde que foi validada por Johnson et al. (1989). No entanto, 0 sémen
sexado ainda apresenta uma série de particularidades que deve ser levada em
consideracdo quando se opta por associar essa tecnologia a IATF.

O grande gargalo da utilizagdo do sémen sexado na inseminagcao
artificial € a baixa taxa de concepcdo. Em geral, a taxa de concepgao com
sémen sexado € cerca de 50% a 60% da taxa de concepcdo verificada com o

uso de sémen convencional (BARUSELLI et al., 2007). Por esse motivo, o alvo
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de muitas pesquisas tem sido a busca por alternativas que possam incrementar
esses resultados.

Considerando a menor sobrevida do espermatozoide sexado no trato
genital da fémea e a baixa dose inseminante comercializada, realizar a
inseminagdo mais proximo a ovulagdo é uma estratégia que tem sido estudada
para aumentar a taxa de concepcédo (BARUSELLI et al., 2007; THOMAS et al.,
2014). Baruselli et al. (2007), trabalhando com vacas Nelore poés-parto
submetidas a IATF, alcancaram resultados satisfatérios, com taxa de
concepcdo semelhante entre sémen convencional e sexado (48,4% e 46,4%,
respectivamente) quando a IATF com sémen sexado foi realizada 60 horas
apos a retirada do implante de progestageno.

O local de deposicao do sémen também ja foi explorado como estratégia
para otimizar o uso de sémen sexado em protocolos de IATF, partindo do
principio que a deposigcdo mais profunda no utero melhoraria a taxa de
concepcao. No entanto, a inseminagcdo com espermatozoides sexados no
corpo do Utero apresentou valores semelhantes aos alcancados com
inseminag&o no corno do Gtero (SA FILHO et al., 2012).

Outras estratégias, como a avaliacdo da expresséo de cio e a aplicacéo
de GnRH no momento da ovulagdo, tém se destacado em experimentos
associando sua aplicagcdo a protocolos de IATF com sémen convencional.
Logo, hd uma tendéncia de que essas alternativas venham a ser testadas
utilizando sémen sexado com o intuito de maximizar os resultados e tornar a

técnica mais interessante do ponto de vista econémico.

2.5.1 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CIO

A expressdo do cio em fémeas bovinas esta associada a maiores
diametros foliculares no momento da IATF, maiores concentracdes séricas de
P, durante a fase IGtea subsequente e maiores taxas de prenhez (SA FILHO,
2011). Testando a importancia da expresséo do cio sobre a taxa de prenhez
em fémeas inseminadas com sémen sexado, S& Filho et al. (2012) observaram
gue vacas gque expressaram cio apresentaram maior diametro folicular e que,
quando os foliculos eram = 9 mm, a taxa de prenhez foi semelhante entre

sémen convencional e sexado (58,9% e 56,8%, respectivamente). Portanto, o
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diametro folicular na IATF e a ocorréncia do cio podem ser utilizados como
critério de selecdo para identificar vacas com maior probabilidade de
emprenhar para receber o sémen sexado em protocolos de IATF.

Existem varios métodos que auxiliam na deteccdo do cio, sendo a
observacéo visual o mais convencional (PALOMBI et al., 2013). Esse método
consiste na observacdo das alteracbes de comportamento do animal e em
modificagdes na genitélia externa. No entanto, quando somente esse método é
utiizado, aproximadamente 20 a 40% das manifestagdes de cio n&o sao
identificadas, e de 15 a 20% s&o falso-positivas (CAETANO; JUNIOR, 2015). A
utilizacdo de drones pode ser uma alternativa a observacédo visual, visto que
permite captar um maior numero de animais em cio a0 mesmo tempo, com
menor demanda de m&o de obra e maior comodidade e seguranca (ANACHE,
2018).

Embora néo tdo disseminado quanto a observacédo visual, ja existe no
mercado um dispositivo eletrdnico para a deteccdo de cio, denominado de
Heat-Watch®. Esse sistema € composto por transmissores sensiveis a pressao
fixados na regido da insercéo da cauda, que, quando acionados pela presséo
gerada na atividade de monta, emitem sinais de radiofrequéncia
(Radiotelemetria) que s&o captados por uma antena e enviados para um
receptor que armazena os dados e monitora 0 comportamento do animal ao
longo de 24 horas. Todavia, esse método apresenta um alto custo para o
produtor (CAETANO; JUNIOR, 2015).

O bastdo marcador € outro método auxiliar de deteccado do cio, que
consiste na aplicacdo da tinta do bastéo na regido sacrocaudal e a medida que
a fémea aceita a monta, a tinta é retirada gradativamente (SKENANDORE;
CARDOSO, 2017). Com a finalidade de padronizar a utilizacdo desse método
em protocolos de IATF, recentemente foi desenvolvida a avaliagdo do ESCT
(escore de remocéao de tinta da cauda) (NOGUEIRA et al., 2016), que permite
ndo somente identificar o cio como classificar os animais de acordo com a
intensidade de sua expressao.

Para avaliar a expresséo de cio de acordo com 0s escores de remogao
de tinta da cauda, é realizada a marcacdo com bastdes coloridos no dia da
retirada do implante de P4. Posteriormente, no momento da IATF (D10), avalia-

se 0 ESCT e os animais séo classificados em: ESCT1 - sem remocéao de tinta =
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sem expressao de cio; ESCT2 - pouca remocdao de tinta = baixa expresséo de
cio; ESCT3 - muita ou remocao total de tinta = alta expressdao de cio
(NOGUEIRA et al., 2019). O uso do ESCT mostrou ser eficiente na detecgéo
de animais em cio, mostrando correlacdo com o diametro folicular no momento
da IATF bem como com a taxa de prenhez (NOGUEIRA et al., 2016).

(b)

A ‘x
Figura 4. a: Aplicacdo do bastdo no D8; b — d: Escores de remog&o de tinta da cauda em vacas
submetidas a IATF (b: ESCT1,; c: ESCT2; d: ESCT3) (Nogueira et al., 2019).

A técnica possui algumas limitacbes que comprometem a leitura correta
do método, tais como: animais falso-positivos, vacas que apresentam cio
silencioso e, portanto, ndo sdo montadas e ainda animais que perdem a
marcacdo em dias chuvosos (SKENANDORE; CARDOSO, 2017). Ainda assim,
a utilizacdo de escores de avaliacdo de cio com bastdes marcadores no
momento da IATF é uma estratégia simples, de baixo custo, Util para identificar
vacas com maior expressdo de estro e jA vem sendo aplicada em muitas
propriedades (NOGUEIRA et al., 2019).

2.5.2 APLICACAO DE GNRH NO MOMENTO DA IATF

O conhecimento a respeito do mecanismo de acdo do GnRH e sua
importancia sobre a fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas impulsionaram a
realizacdo de diversos estudos visando ao aumento da fertilidade dos animais
por meio da aplicagcdo de analogos comerciais. A priori, 0 GnRH foi utilizado
como estratégia para prevenir a perda embrionéria, induzir a ovulagcdo de

fémeas em anestro pds-parto e tratar cistos ovarianos (PETERS, 2005).
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Em estudos recentes, a aplicacdo de GnRH no momento da
inseminacdo em protocolos de IATF tem sido testada com o objetivo de
incrementar a fertilidade, partindo do principio de que com essa aplicagéo se
garantiria uma maior taxa de ovulagcdo e um CL de melhor qualidade devido a
capacidade luteinizante do GnRH (PETERS, 2005; SA FILHO et al., 2010).

Ferreira et al. (2017), avaliando o efeito da aplicacdo de uma dose de
10,5 pug de GnRH (acetato de buserelina) no momento da IATF sobre a taxa de
prenhez de novilhas Nelore, observaram um aumento significativo na taxa de
prenhez de fémeas que receberam o GnRH em comparagdo as que nao
receberam, independentemente destas terem expressado ou ndo cio. No
entanto, os autores enfatizam que a administracdo do horménio teve maior
impacto sobre as fémeas que ndo expressaram cio.

Gongales Junior et al. (2017) desenvolveram um experimento
semelhante avaliando, porém, a resposta de primiparas Nelore. Assim como no
experimento anterior, foi utilizada uma dose de 10,5 pg de GnRH (acetato de
buserelina) no momento da IATF e as taxas de prenhez foram avaliadas com e
sem expressdo de cio entre os grupos. Mais uma vez, as fémeas que
receberam a aplicacdo de GnRH apresentaram uma taxa de prenhez maior
guando comparado com o grupo controle, independentemente de expressarem
ou ndo o cio, demonstrando que o tratamento com GnRH pode ser uma
ferramenta interessante para otimizar os resultados da IATF tanto nessa
categoria quanto em novilhas.

Ja quando o teste foi realizado com multiparas, os resultados foram
controversos. Consentini et al. (2017) avaliaram a resposta de multiparas
Nelore recebendo uma dose de 10 pg de GnRH (acetato de buserelina) no
momento da inseminacdo artificial. Nesse caso, ndo houve melhora na
fertiidade de fémeas que expressaram cio e receberam GnRH, e as fémeas
que ndo expressaram cio e receberam GnRH apresentaram apenas uma
tendéncia ao aumento da prenhez.

No entanto, em um estudo mais recente, Rodrigues et al. (2019),
avaliando a resposta de vacas multiparas a aplicacdo de GnRH no momento
da IATF, obtiveram resultados satisfatorios. Nesse estudo, foi utilizado um
principio ativo diferente (gonadorelina) e o método utilizado para avaliar a

expressao de cio (escore de remocdo de tinta - ESCT). Dessa forma, foi
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observado um aumento significativo na taxa de prenhez de fémeas de ESCT 1
e 2 que receberam a aplicacdo GnRH. Destarte, demonstrou-se que a
aplicacdo de GnRH pode beneficiar fémeas com baixa expressao de cio e que
a avaliagcdo do ESCT € uma ferramenta simples e econdémica que pode ser

utilizada para otimizar os protocolos reprodutivos.



23

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar alternativas para otimizar as taxas de concepc¢do em programas

de IATF utilizando sémen sexado em vacas Nelore lactantes.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia da expresséo de cio e da aplicacdo de GnRH
sobre a taxa de ovulacéo;

b) Avaliar o uso de GnRH em fémeas com diferentes escores de
remocao de tinta da cauda sobre a taxa de concepcéao;

c¢) Avaliar a influéncia do uso de GnRH e do escore de remocéao de tinta

da cauda sobre a area e vascularizacéo do corpo lateo.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DE CIO E APLICACAO DE GNRH COMO
ESTRATEGIAS PARA OTIMIZAR PROTOCOLOS DE IATF COM SEMEN
SEXADO EM VACAS NELORE (THERIOGENOLOGY)

Avaliacdo de cio e aplicacdo de GNRH como estratégias para otimizar protocolos
de IATF com sémen sexado em vacas Nelore
Heat Score and GnRH injection as strategies to optimize TAI protocols with sex-

sorted semen in Nelore cows

BINI DE LIMA, A. C.}; SILVA, G. C.L; SILVA, A. F.%; OLIVEIRA, S. S. %

GHELLER, J. M.2, NOGUEIRA, E.3; MELO-STERZA, F. Al

1 Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Aquidauana-MS, Brasil; 2 Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande-MS, Brasil; ® Embrapa Pantanal, Corumba- MS, Brasil.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacao do escore de cio (ESCT) e da aplicacdo
do GnRH no momento da IATF como estratégias para otimizar os resultados da IATF
com sémen sexado em vacas Nelore lactantes. Para tal, foram realizados 2 experimentos
e, em ambos, vacas multiparas foram sincronizadas com protocolo padrdo a base de
progesterona e estradiol, com 3 manejos. A IATF foi realizada 60 horas ap0s a retirada
do dispositivo de progesterona (P4). No momento da IATF, foi avaliado 0 ESCT (1 a 3)
e aproximadamente 50% das fémeas de cada escore receberam a aplicagdo de 100 pg de
GnRH via intramuscular. No experimento 1, 119 fémeas foram inseminadas, sendo que
91 tiveram o didmetro do foliculo dominante avaliado no momento da IATF. Realizou-
se 0 diagnostico de gestacdo 30 dias apos a IATF. No experimento 2, 33 vacas foram
submetidas a ultrassonografia transretal em intervalos de 24, 12 e 6 horas, a partir da
retirada do dispositivo de P4. Sete dias ap6s a IATF, foi realizada a avaliacdo do corpo
luteo (CL) por meio de ultrassonografia Doppler. No experimento 1 embora ndo tenha
sido observada diferenca significativa, a taxa de concepgdo de fémeas sem expressao de
cio (ESCT1) tratadas com GnRH foi 23,8% maior em relagdo as de mesmo ESCT néo
tratadas. Além disso, no grupo sem GnRH a taxa de concepcdo de vacas com alta
expressao de cio (ESCT3) foi 22,5% superior comparada as de ESCT1. No experimento
2 a taxa de ovulagdo (ESCTL1 = 66,6%; ESCT2 = 92,3%; ESCT3 = 100%; P = 0,08) foi
superior nas fémeas com ESCT3, e a vascularizacdo do CL (ESCT1 = 45%; ESCT2 =
56,6%; ESCT3 = 68,5%; P = 0,07) foi superior nas fémeas com ESCT3 e que
receberam GnRH (Sem GnRH = 57,8% vs GnRH = 67,3%; P = 0,08). Diante disso, a
avaliacdo do ESCT imediatamente antes da IATF e a aplicacdo de GhnRH no momento
da inseminacdo em animais que ndo expressaram cio, mostraram-se estratégias
interessantes para otimizar protocolos de IATF com sémen sexado.

Palavras-chave: inseminacdo artificial, sexagem, biotecnologia da reproducao, bovino
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of heat score (HEATSC) and the injection
of GnRH at the time of TAI as strategies to optimize the results of TAI with sexed
semen in suckled Nelore cows. Thus, 2 experiments were performed and, in both,
multiparous cows were synchronized with a standard estrogen/progesterone-based
protocol, with 3 managements. The TAI was performed 60 hours after the removal of
the progesterone (P4) device. At the time of TAI, HEATSC (1 to 3) was evaluated and
approximately 50% of females from each HEATSC received 100 pg of GnRH
intramuscularly. In experiment 1, 119 females were inseminated, considering that 91
had the diameter of the dominant follicle evaluated at the time of TAI. Pregnancy was
diagnosed 30 days after TAI. In experiment 2, 33 cows underwent transrectal ultrasound
at 24, 12, and 6-hour intervals, from the removal of the P4 device. Seven days after
TAI, the corpus luteum (CL) was evaluated by Doppler ultrasonography. In experiment
1 although there was no significant difference, the conception rate of females with no
heat expression (HEATSC1) treated with GnRH was 23.8% higher compared to the
same untreated HEATSC. In addition, in the group without GnRH the conception rate
was 22.5% higher for cows with high heat expression (HEATSC3) compared to those of
HEATSCL. In experiment 2 the ovulation rate (HEATSC1 = 66.6%; HEATSC2 =
92.3%; HEATSC3 = 100%; P = 0.08) was higher in females with HEATSC3, and the
vascularization of the CL (HEATSC1 = 45%; HEATSC2 = 56.6%; HEATSC3 = 68.5%;
P = 0.07) was higher in females with HEATSC3 and in those treated with GnRH
(Without GnRH = 57.8% vs GnRH = 67.3%; P = 0.08). Therefore, the evaluation of
HEATSC immediately before TAI and the injection of GnRH at the time of
insemination in animals with no heat expression proved to be interesting strategies to
optimize TAI protocols with sexed semen.

Keywords: artificial insemination, cattle, reproduction biotechnology, sexing



92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

35

1 Introducéo

O uso de sémen sexado beneficia os sistemas de producgdo, visto que viabiliza o
nascimento de um maior nimero de animais do sexo desejado provenientes de
acasalamentos genéticos especificos, o que leva a um ganho genético mais rapido dentro
dos rebanhos [1].

A acurécia da sexagem é muito satisfatoria, variando de 85% a 95% [2]. No
entanto, devido as injurias sofridas durante o seu processamento a taxa de concepg¢do
com sémen sexado é cerca de 50% a 60% da taxa de concepcdo verificada com o uso de
sémen convencional [3, 4]. Isto impulsiona a busca por ferramentas que aperfeicoem
sua utilizacdo e a torne viavel economicamente.

Ja foi demonstrado que a aplicagdo de GnRH (horménio liberador de
gonadotrofinas) no momento da IATF é uma estratégia capaz de melhorar a
sincronizacdo e as taxas de concepgédo [5]. No entanto, foi sugerido que a aplicacéo de
GnRH fosse limitada a fémeas com baixa expressao de cio [6, 7]. A expressdo do cio
estd associada a maiores diametros foliculares no momento da IATF, maiores
concentrac@es séricas de progesterona (P4) durante a fase litea subsequente e maiores
taxas de prenhez [8], logo, a aplicacdo de GnRH em fémeas com alta expressao de cio
seria dispensavel.

Embora um dos principios e vantagens da IATF seja a inseminacdo de todas as
vacas sincronizadas, independentemente de expressar cio ou ndo, a identificacdo do cio
poderia melhorar a fertilidade, viabilizando o uso do sémen sexado. Essa alternativa, no
entanto, seria viavel apenas se a identificacdo do cio ndo interferisse no manejo da
IATF. Diante disto, recentemente foi desenvolvida a avaliagdo do ESCT (escore de
remocdo de tinta da cauda), uma estratégia simples de baixo custo, e eficiente na
identificacdo e classificacdo da intensidade do cio [9].

De fato, tanto a aplicagdo de GnRH no momento da IATF quanto a avaliagédo do
ESCT séo estratégias que tém sido estudadas associando sua aplicacdo a protocolos de
IATF, existindo no entanto, uma lacuna no que diz respeito a utilizacdo desses recursos
em protocolos em que as fémeas sejam inseminadas com sémen sexado.

Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagéo do escore de cio
(ESCT) e da aplicacdo de GnRH no momento da IATF como estratégias para otimizar

os resultados da IATF com sémen sexado em vacas Nelore lactantes.
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2 Materiais e métodos
Foram projetados dois experimentos para avaliar as estratégias propostas para

otimizar o uso de sémen sexado em programas de IATF.
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (protocolo n°028/2018).

2.1 Protocolo de IATF

Para ambos experimentos foram selecionadas vacas lactantes (30 a 60 dias pos-
parto), com escore de condicao corporal (ECC) entre 2,5 e 3,75 (escala de 1 a 5; [10]) e
em boas condicdes clinico-reprodutivas com base na avaliagdo ginecologica prévia via
ultrassonografia transretal (SonoScape® A5V; SonoScape Co. Ltd., Shenzhen, China;
com transdutor linear de 7,5 MHz de frequéncia).

O protocolo foi iniciado em um dia aleatério do ciclo estral (D0), em que as
fémeas receberam 2 mg de benzoato do estradiol (BE) (RIC-BE®; Agener Unido, Sao
Paulo, Brasil) intramuscular (i.m.) e um dispositivo intravaginal com 1 g de
progesterona (P4) (Cronipress Mono Dose M-24®; Biogenesis Bagod, Curitiba, Brasil).
No 8° dia ap6s o inicio do protocolo (D8), o dispositivo de P4 foi removido e foi
administrado 150ug de d-Cloprostenol (Prolise®; ARSA, Buenos Aires, Argentina), 1
mg de cipionato de estradiol (ECP®; Zoetis, S&o Paulo, Brasil) e 300 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (eCG)(Folligon® 5000 Ul; MSD, Séo Paulo, Brasil)
i.m.. Logo em seguida todas as vacas foram marcadas na regido sacrocaudal com
bastbes marcadores (Raidl-Maxi; RAIDEX, Alemanha).

Sessenta horas ap6s a remocdo do dispositivo de P4 (D11) e imediatamente
antes da IATF, os animais foram classificados em: ESCT1 - sem remocéo de tinta =
sem expressdo de cio; ESCT2 - pouca remogdo de tinta = baixa expressdo de cio;
ESCT3 - muita ou remocao total de tinta = alta expressdo de cio [9]. Aproximadamente
50% das fémeas de cada escore de cio (Exp. 1: ESCT1 =7, ESCT2 = 16, ESCT3 = 36;
Exp. 2: ESCT1 = 2, ESCT2 = 7, ESCT3 = 7) receberam a aplicagao de 100 pg de
gonadorelina (GnRH) (1 ml de Fertagyl®, MSD, S&o Paulo, Brasil) i.m. no momento da
IATF.

2.2 Experimento 1
Neste experimento, 119 vacas multiparas em lactagdo da ragca Nelore (Bos

indicus), pertencentes a uma fazenda comercial situada na regido de Planalto do Estado
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de Mato Grosso do Sul, Brasil, foram submetidas a IATF com sémen sexado para fémea
de 2 touros Nelore de fertilidade testada. Aproximadamente 50% das fémeas, de cada
ESCT foram inseminadas com Touro A e o restante com Touro B (Touro A =59; Touro
B = 60).

Uma amostra das fémeas em protocolo (n = 91) foi examinada via
ultrassonografia transretal para mensuracdo do didmetro do foliculo dominante no
momento da IATF (DFIATF). No ultrassom, utilizando uma imagem estatica foram
mensurados os dois didmetros maximos do foliculo, sendo considerado o DFIATF a
média dos dois valores obtidos.

Realizou-se o diagndstico de gestacdo por ultrassonografia transretal 30 dias
apos a IATF para verificar a concepcdo (Figura 1). A partir dos dados calculou-se a taxa
de concepgdo (TC), pela formula: TC = n° de vacas gestantes/n° de vacas inseminadas X
100.

Todos os exames de ultrassonografia transretal foram realizados com um
ultrassom SonoScape (SonoScape® A5V, SonoScape Co. Ltd., Shenzhen, China) com

probe linear de 7,5 MHz de frequéncia.

Sem GnRH
ESCT1,2e3
/ \—\ GnRH
Bastdao Marcador
2 mg BE 150 pg Cloprostenol ESCT us
dispositive intravaginal P4 300 Ul eCG US Foliculo Diagnéstico de
1 mg ECP IATF Gestagao
I! dispositivo intravaginal P4 ! I I I
DO D8 D11 D41
\ )

Y
60 h

Figura 1. Design experimental. DO = dia zero; D8 = dia 8; D11 =dia 11; D41 = dia 41; BE = benzoato de
estradiol; P4 = progesterona; ECP = cipionato de estradiol; eCG = gonadotrofina coriénica equina; bastdo
marcador = marca¢do na cauda com bastéo colorido; IATF = inseminag&o artificial em tempo fixo; ESCT
= escore de retirada da tinta da cauda; GnRH = hormonio liberador de gonadotrofina; US = avaliacdo
ultrassonogréfica.

2.3 Experimento 2

Utilizou-se 33 vacas multiparas em lactacdo da raca Nelore pertencentes a
fazenda da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, unidade de Aquidauana. Os

animais foram submetidos a tratamento hormonal e avaliacdo ultrassonogréfica.
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A partir do D8 os animais foram submetidos a ultrassonografia transretal
(SonoScape® A5V; SonoScape Co. Ltd., Shenzhen, China) com transdutor linear de 7,5
MHz de frequéncia, em intervalos de 24, 12, e 6 horas (Figura 2) até o momento da
ovulagdo. O procedimento foi realizado por um Unico operador.

Definiu-se como o momento de ovulacdo, 0 momento em que o foliculo pré-
ovulatorio, presente até a avaliacdo anterior, ndo foi mais visualizado com posterior
confirmacdo da formacéo de corpo llteo.

Sete dias apos a IATF, foi realizada a avaliagdo do corpo liteo (CL) com um
equipamento de ultrassonografia (EXAPad®; IMV Imaging, Bellshill, Escocia)
equipado com a func@o Doppler colorido e probe linear retal de 7,5 MHz de frequéncia.
A partir da detecgdo de um CL no mesmo ovario em que foi observado o foliculo pré-
ovulatério calculou-se a taxa de ovulacdo (TO) pela formula: TO = n° de vacas com
corpo lateo/n°® de vacas inseminadas x 100.

Apos a deteccdo do CL, foi determinada a posicdo e mensurada a area da secéo
transversal do CL (ATCL) e de cavidades luteais (CCL) eventualmente presentes por
meio do dispositivo do proprio aparelho. Para analise considerou-se como area do CL
(ACL) a ATCL menos a CCL. A vascularizagdo do CL (VSCL) também foi avaliada
por meio do dispositivo do proprio aparelho. Considerou-se o percentual de area com

pontos coloridos como o percentual de VSCL.

Sem GnRH
60 h ESCT1,2e3
f A \ \ GnRH
Bastao Marcador
2mg BE 150 pug Cloprostenol o
dispositivo intravaginal P4 300 Ul eCG ESCT Avaliagao CL
: 1 mg ECP IATF (Doppler)
I ! dispositivo intravaginal P4 ! I I |
DO D8 D9 D10 D11 D18
06:00
12:00
13‘00 T I

00:00

Figura 2. Design experimental. DO = dia zero; D8, = dia 8; D9 = dia 9; D10 = dia 10; D11 = dia 11; D18
= dia 18; BE = benzoato de estradiol; P4 = progesterona; ECP = cipionato de estradiol; eCG =
gonadotrofina coribnica equina; bastdo marcador = marcagdo na cauda com bastdo colorido; ESCT =
escore de retirada da tinta da cauda; GnRH = hormonio liberador de gonadotrofina; US = avaliagdo
ultrassonogréfica; CL = corpo luteo.
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2.4 Andlise estatistica

As variaveis analisadas no experimento 1 foram: didmetro do foliculo dominante
no momento da IATF e taxa de concepgédo. Neste experimento, utilizou-se um modelo,
que além dos efeitos fixos de escore de cio e uso do GnRH e de sua interagéo,
considerou ainda os efeitos aleatdrios de touro, ECC, peso e contagem de foliculos
antrais (CFA).

No experimento 2 foram analisadas: taxa de ovulacdo e area e vasculariza¢ao do
corpo ldteo. Neste experimento, utilizou-se um modelo semelhante ao descrito no
experimento 1. Efeitos aleatorios ou interagcdes foram removidas do modelo estatistico
quando apresentaram um valor-P maior que 0,10.

Utilizou-se 0 PROC GLIMMIX do SAS University (Sas Institute Inc., Cary, CA,
EUA) para a analise estatistica. Quando identificado efeito de algum tratamento,
comparou-se as médias pelo teste Tukey. Adotou-se um nivel de significancia de 10%

em todas as analises estatisticas.

3 Resultados

3.1 Experimento 1

Neste experimento, 10,9% (13/119) das fémeas apresentaram ESCT1, 30,2%
(36/119) ESCT2 e 58,8% (70/119) apresentaram ESCT3. A propor¢do de fémeas com
alta expresséo de cio (ESCT3) indica uma excelente resposta dos animais ao protocolo.

O diametro do foliculo dominante no momento da IATF foi semelhante (P >
0,10) entre os grupos de ESCT1, 2 e 3, assim como entre 0s animais que receberam ou
ndo GnRH (Tabela 1).

No momento da avaliacdo 42% (38/91) das fémeas ndo apresentaram foliculo
dominante. Das fémeas classificadas como ESCT1, 25% (3/12) ndo apresentaram
foliculo dominante no momento da IATF, das de ESCT2 40% (14/35) e das de ESCT3
50% (25/50).

A taxa de concepcdo geral foi 52,5% (62/119), quando observada as taxas
obtidas em funcdo do ESCT e da aplicacdo de GnRH (Tabela 1) ndo foi verificada
diferenca significativa (P > 0,10) entre 0s grupos.
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Tabela 1. Diametro do foliculo dominante na IATF (DFIATF) e taxa de concepcéo (TC)
de vacas Nelore lactantes de acordo com a intensidade do estro (ESCT) e o tratamento

com GnRH no momento da IATF.

ESCT
Sem GnRH GnRH Valor P
1 2 3 1 2 3 ESCT GnRH ESCT*GnRH
DFIATF 10,4 10,5 11,4 10,2 10,6 116 0,32 041 0,68
(mm) 165 +157 +261 +051 +2,22 +3091
TC 333 473 558 57,1 56,2 527 0,83 0,52 0,67

(%) (2/6) (9/20) (19/34) (4/7) (9/16) (19/36)

ESCT = escore de remocéo de tinta da cauda, onde ESCT1 - sem remocdo de tinta = sem expressdo de
cio; ESCT2 - pouca remocao de tinta = baixa expresséo de cio; ESCT3 - muita ou remocao total de tinta =
alta expressao de cio.

3.2 Experimento 2

Neste experimento, 9,1% (3/33) das fémeas apresentaram ESCT1, 39,4 %
(13/33) ESCT2 e 51,5% (17/33) ESCT3.

A taxa de ovulacdo foi superior (P < 0,10) para o grupo de ESCT3, mas ndo
variou em fungédo do tratamento com GnRH (Tabela 2).

A area do corpo lateo ndo diferiu em funcdo do ESCT ou do uso de GnRH
(Tabela 2). A vascularizagdo do corpo ldteo, porém, foi maior (P < 0,10) no grupo de
ESCT3. Da mesma forma, fémeas que receberam GnRH tiveram maior (P < 0,10)

vascularizacdo em relacdo as que ndo receberam (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de ovulagdo (TO), &rea do corpo luteo (ACL) e vascularizagdo do corpo
luteo (VSCL) de vacas Nelore lactantes em funcao da intensidade do estro (ESCT) e o

tratamento com GnRH.

Tratamentos
ESCT Uso GnRH Valor P

1 2 3 SemGnRH GnRH ESCT GnRH
TO 66,60 92,3% 1002 94,1 93,7 0,08 0,67
(%) (2/13) (12/13) (17/17) (16/17)  (15/16)
ACL
(mm?) 259,5 280,6 274,1 273,7 277,7 0,87 0,75
V(f/g'- 45> 5660 685 57,8 673 007 0,08

ESCT = escore de remogao de tinta da cauda, onde ESCT1 - sem remocdo de tinta = sem expressdo de
cio; ESCT2 - pouca remog&o de tinta = baixa expressdo de cio; ESCT3 - muita ou remocao total de tinta =
alta expressdo de cio. *Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si

pelo teste de Tukey (P < 0,10).



296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

306
307
308

309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333

41

Figura 3 — Exemplos de vascularizacdo do corpo lateo (VSCL) observados 7 dias apds a IATF: (a) 10%
VSCL; (b) 50% VSCL; (c) 85% VSCL.

4 Discussao

A utilizacdo do ESCT tem sido recomendada para otimizar os resultados da
IATF, pois permite identificar fémeas com alta expresséo de cio e, portanto, maior
probabilidade de prenhez [9, 11]. Por esse motivo acredita-se que essa ferramenta seja
uma alternativa interessante para selecionar fémeas que devam receber o sémen sexado,
que, em geral, apresenta fertilidade inferior. O presente estudo & o primeiro a testar este
método de avaliacdo de cio em um protocolo de IATF a base de estradiol/progesterona
com sémen sexado.

Neste experimento, a IATF foi realizada 60 horas apés a retirada do dispositivo
de P4. Essa estratégia foi proposta por Baruselli et al. [4], para permitir que o
espermatozoide sexado, que tem menor sobrevida no trato genital da fémea, fosse
depositado em um momento mais proximo da ovulagdo, aumentando as chances de
prenhez. Buscando ainda melhores resultados associamos ao horério da 1A, a avaliagdo
do ESCT e a aplicagdo do GnRH.

Ja foi demonstrado que fémeas Nelore com alta expressdo de cio (ESCT3)
apresentam diametro do foliculo dominante significativamente superior no momento da
IATF (ESCT1 = 10,3 mm; ESCT2 = 12,6 mm; ESCT3 = 14 mm; P < 0,05) quando
avaliado 44 a 54 horas ap0s a retirada do dispositivo de P4 [9], esse fato ndo foi
observado no presente estudo, 60 horas apds a retirada do dispositivo de P4, e pode
estar ligado ao momento em que as fémeas ovularam.

Neves [12] relatou que vacas com ovulagdo prematura (ocorrida de 48 a 59 h
apos a remocdo do dispositivo P4) apresentaram foliculo ovulatorio maior (14,0 £ 2,2
mm) do que vacas com ovulacdo tardia (11,4 £ 2,2 mm; 73 a 96 h apds a remoc¢do do

dispositivo P4) e vacas com ovulagdo no tempo esperado (60 a 72 h ap6s remocéo do
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dispositivo P4), que apresentaram foliculos ovulatérios de diametro intermediario (13,6
+ 2,1 mm). No experimento 1, 42% das fémeas ja haviam ovulado no momento da
avaliacdo, sendo a maioria delas de ESCT2 e 3, portanto, acredita-se que as vacas que ja
haviam ovulado eram as de maior didmetro folicular, restando as demais de didmetro
intermediario similar, o que justifica ndo ter sido notada diferenca significativa entre
vacas de ESCT1, 2 e 3.

A taxa de concepcdo de fémeas sem expressao de cio (ESCT1) tratadas com
GnRH foi 23,8% maior em relagdo as vacas ndo tratadas de mesmo ESCT. Além disso,
no grupo sem GnRH a taxa de concepgdo foi 22,5% superior para vacas com alta
expressdo de cio (ESCT3) comparada as de ESCT1. Embora ndo tenha sido observada
diferenga significativa, a diferenca observada em funcdo do ESCT e da aplicagdo de
GnRH refletiram em taxas de concepcdo proximas as relatadas na literatura para sémen
convencional [4, 9, 15], um resultado bastante satisfatorio, jA& que em geral, 0 sémen
sexado apresenta taxas de concepc¢éo inferiores quando comparado ao convencional [4].
Estes resultados corroboram com os de Sa Filho et al. [18], que observaram taxa de
prenhez semelhante entre sémen convencional e sexado (58,9% e 56,8%,
respectivamente) em vacas Bos indicus lactantes que apresentam foliculo maior (> 9
mm) no momento da IATF (60 a 64 horas ap0s a retirada do disposto de P4).

O experimento 2 foi desenvolvido com o objetivo de investigar demais
parametros ligados a concepgcdo que pudessem esclarecer os resultados obtidos no
Experimento 1, ja que diferencas numéricas observadas ndo foram estatisticamente
explicadas.

Nesse experimento foi possivel verificar que a taxa de ovulagdo de vacas com
alta expressédo de cio (ESCT3) é significativamente superior. A partir destes resultados
infere-se que, os mecanismos fisioldgicos que interferem sobre a ovulacdo parecem ter
ocorrido de forma bem sucedida em fémeas com alta expressdo de cio. A expressao do
cio e estimulada pelo aumento das concentracdes de estradiol que, por sua vez, é
fundamental para a ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH, responsavel pela inducgao
da ovulagéo [13], o que poderia justificar os resultados obtidos. Deve-se ressaltar que 0s
efeitos da secrecdo adequada de estradiol repercutem até a fase IUtea, auxiliando na
preparacdo do ambiente materno para a prenhez [14].

Havia uma expectativa de que a taxa de ovulacdo também fosse incrementada
com a aplicacdo do GnRH, o que ndo foi observado neste experimento, corroborando os

resultados obtidos por outros autores trabalhando com fémeas Nelore e a mesma dose
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de GnRH utilizada no presente experimento [5, 15]. Esses resultados podem estar
relacionados ao momento do tratamento com GnRH em relagdo ao pico de LH
enddgeno. A administragdo de GnRH préximo ao inicio do cio pode induzir o pico do
LH ou aumentar sua magnitude [16], contudo, apds o pico espontaneo de LH enddgeno
foi demonstrado que o tratamento com GnRH resultou em pico de menor duracao e
magnitude reduzida [17]. Provavelmente a aplicacdo de GnRH 60 horas ap0s retirada do
dispositivo de P4 ocorreu apds o pico espontaneo de LH, ndo beneficiando a taxa de
ovulagéo.

O sistema de vascularizagdo do CL é responsavel pelo fornecimento de
nutrientes para as células lGteas, indispensaveis para a manutencdo da secregdo de P4
[19]. A manutencdo da secrecdo de progesterona por um corpo lateo vidvel é vital no
inicio da gestacdo, sendo a lutedlise prematura uma das principais causas de perda
embrionaria [20]. Fémeas bovinas que expressam cio de maior intensidade apresentam,
em geral, corpos luteos maiores e consequentemente maiores concentragdes sericas de
P4 durante a fase lutea [8], 0 que deve estar associado a maior vascularizacdo do CL.
No presente estudo foi observada maior vascularizacdo do CL em vacas de alta
expressao de cio, o que poderia beneficiar a manutengédo da gestagéo.

O GnRH apresenta capacidade luteinizante, que auxilia na formacdo de um CL
de melhor qualidade e, consequentemente, na manutengdo da gestacdo [20]. Nas
condi¢Oes desse experimento somente a vascularizacdo foi influenciada pela aplicacéo
de GnRH e essa reposta por si soO, reflete positivamente sobre a manutencdo da
gestacao.

Pugliesi et al. [21] testando o uso da ultrassonografia color-doppler para
otimizar a selecdo de receptoras com melhor receptividade para transferéncia de
embrides produzidos in vitro, observaram um aumento progressivo na prenhez/TE
associado ao aumento da vascularizagdo luteal (Baixa, 45,1%8B; Média, 55,9%8; e Alta,
62,3%"; P < 0,05). Fémeas de ESCT3 e que receberam GnRH apresentaram taxa de
vascularizacdo semelhante as consideradas de alta vascularizagdo no experimento de
Pugliesi et al. [21] que realizou a avaliagdo do CL no mesmo dia do protocolo que o
presente estudo.

Diante disso, acredita-se que as diferengas numéricas observadas no primeiro
experimento podem ser consideradas como biologicamente relevantes, podendo ser
justificadas pela maior taxa de ovulagdo e maior taxa de vascularizagdo observadas no

segundo experimento nos grupos em que as vacas apresentaram maior intensidade de
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cio. A aplicacdo do GnRH nas vacas que ndo expressaram cio tornou os corpos liteos
mais vascularizados e pode justificar o fato da taxa de concepcdo ndo ter variado entre
0s animais com diferentes intensidades de cio na mesma proporgéo observada no grupo
ndo tratado.

Estudos futuros seriam importantes para verificar se a aplicacdo de GhnRH em
vacas com diferentes ESCT submetidas a protocolos IATF com sémen sexado no
horario convencional de inseminacdo (44 a 54 horas ap0s a retirada do dispositivo de
P4) promoveria resultados semelhantes aos observados com a IATF 60 horas ap6s a
retirada do dispositivo de P4, manejo que € mais dificil de implementar nas fazendas

pois demanda a realizacdo de manejos noturnos.

5 Concluséo
Fémeas com alta expressdo de cio apresentaram maior taxa de ovulacdo e maior
vascularizacdo do corpo luteo, e a aplicacdo de 100 pug de GnRH no momento da
inseminacdo foi capaz de melhorar a taxa de vascularizac¢ao do corpo luteo 7 dias apés a
IATF, resultados que justificariam maior taxa de concepcdo a IATF com sémen sexado.
Diante disso, a avaliagdo do ESCT imediatamente antes da IATF e a aplicacdo de
GnRH no momento da inseminagdo em animais que nao expressaram cio mostraram-se

estratégias interessantes para otimizar protocolos de IATF com sémen sexado.
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CAPITULO 3 — CONSIDERACOES FINAIS

Um dos grandes gargalos da utilizacdo do sémen sexado em protocolos
de IATF s&o as baixas taxas de concepcao obtidas e o elevado preco das
doses quando comparadas a doses de sémen convencional. No entanto, neste
experimento ficou claro que, em boas condicbes de manejo e adaptando o
protocolo para favorecer o uso deste tipo de sémen, ja € possivel alcancar
taxas de concepcao satisfatérias, o que poderia justificar a utilizacdo desta
biotecnologia do ponto de vista econdmico.

Além disso, foi possivel atingir resultados significativametnte melhores em
parametros ligados a manutencdo da gestagdo utilizando a avaliagdo do ESCT
e a aplicacdo de GnRH, mesmo em um peqgueno numero de animais.

A avaliagdo do ESCT em especial teve influéncia sobre a taxa de
ovulacéo de forma que, vacas com alta expressédo de cio apresentaram maior
taxa de ovulagao. Logo, otimizando o protocolo em mais um aspecto e sendo a
estratégia de menor custo testada neste experimento.

Sugere-se novos estudos testando a avaliacdo do ESCT e aplicagao de
GnRH em protocolos IATF com sémen sexado no horario convencional de
inseminagdo (44 a 54 horas apdés a retirada do dispositivo de P4) para
determinar se estas estratégias seriam capazes de otimizar o protocolo de
forma tal que o atraso na inseminacao seria desnecessario, facilitando assim o

manejo.



