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Resumo

O presente estudo teve por objetivo avaliar a fertilidade do sémen convencional
e sexado utilizado em vacas Nelore multiparas que receberam tratamento com PGF2a
no momento da inseminacéao artificial (IA) e expressaram diferentes intensidades de
comportamento de estro (com ou sem expressdo de estro) em um protocolo de IATF.
Adicionalmente o estudo avaliou laboratorialmente as amostras de sémen sexado e
convencional a fim de comparar as caracteristicas seminais in vitro com os resultados
de fertilidade obtidos a campo. No experimento a campo, foram avaliadas as taxas de
concepcao (TC) de vacas multiparas lactantes da raca Nelore locadas em duas
fazendas comerciais de gado de corte (fazenda 1: n=348 e fazenda 2: n=355). Em
ambas as fazendas, as vacas foram submetidas ao mesmo protocolo de IATF.
Quarenta e oito hs ap6s a remocdao do dispositivo de Progesterona (dia 11; D11), a IA
foi realizada com sémen convencional ou sexado de dois touros diferentes, de forma
aleatoria. Adicionalmente, no momento da IA, as vacas receberam, aleatoriamente,
12,5 mg im de dinoprost trometamina (Dinoprost; Lutalyse®; tratamento PGF) ou 2,5
mL im de soro fisiologico estéril (Controle). O comportamento estral foi aferido no D11
(momento da IATF) pela ativacdo do dispositivo estrotect®. Os dados foram
analisados por regressao logistica a um grau de significancia de 5%. No experimento
laboratorial, foram avaliadas amostras de sémen sexado e convencional dos dois
touros (touros 1 e 2), utilizados na fazenda 1 deste estudo. Foram analisados
parametros convencionais de qualidade espermatica, avaliagdo da integridade de
membrana plasmatica (pelo teste hiposmatico), analise computadorizada do sémen
(CASA) e avaliacdo de morfometria e parametros da cromatina espermatica pelo Azul
de Toluidina. Os dados laboratoriais foram analisados por ANOVA considerando 5%
de significancia. De acordo com os resultados do estudo a campo, a TC geral foi de
32,8% na Fazenda 1 e 42,3% na Fazenda 2 (P = 0,01). Escore de condi¢ao corporal
(P = 0,02), comportamento estral (P=0,01) e tipo de sémen (P <0,001) foram fatores
gue afetaram a TC. Vacas inseminadas com sémen convencional tiveram 2,73 vezes
mais probabilidade de tornar-se gestantes do que vacas inseminadas com sémen

sexado e vacas exibindo estro tiveram 2,5 vezes mais chance de gestacao do que



vacas que nao exibiram estro. Nenhum efeito do tratamento com PGF2a (P=0,67) foi
detectado em vacas que receberam sémen convencional ou sexado. Ainda assim, foi
detectada tendéncia estatistica de interacdo (P=0,08) entre o tratamento (PGF ou
controle) e o comportamento estral (estro ou ndo). O tratamento com PGF2a no
momento da IA aumentou em 70% a TC das vacas que ndo expressaram estro. Nas
analises laboratoriais, 0 sémen convencional de ambos os touros apresentou maior
(P<0,05) motilidade visual, concentracdo espermatica, espermatozoides moveis na
palheta e integridade de membrana plasmatica em relacdo ao sémen sexado. Nas
avaliagOes pelo sistema CASA, motilidade total (MT) e progressiva (MP) foram
significativamente menores nas amostras de sémen sexado em relacdo ao
convencional no touro 1 (P<0.05). A amplitude de deslocamento lateral de cabeca
(ALH) foi maior (P<0.05) no sémen sexado comparado ao sémen convencional nos
dois animais avaliados. Os resultados de analise morfométrica demonstraram que o
touro 2 apresentou menor elipsidade nos espermatozoides sexados em relacdo ao
sémen convencional (P<0,05), enquanto no touro 1 foi observado menor Fourierl no
sémen sexado em relacdo ao convencional. Nao foram observadas diferencas na
descompactacdo e heterogeneidade do DNA, quando comparados sémen
convencional e sexado em ambos os touros. Concluiu-se que a fertilidade do sémen
sexado foi menor do que o sémen convencional, independente do tratamento com
PGF2a. Porém, vacas que nao apresentaram estro e receberam o tratamento com
PGF2a no momento da IA demonstraram TC semelhante as vacas em estro,
independentemente do tipo de sémen. Além disso, o processo de sexagem prejudicou
diversas caracteristicas de viabilidade esperméatica, bem como parametros cinéticos
e morfométricos dos espermatozoides que estao relacionados com menor capacidade

de fertilizacao deste tipo de sémen.

Palavras-chave: fertilidade, prostaglandina F2a, sémen sexado, morfometria, DNA.



Abstract

The present study aimed to evaluate the fertility of conventional and sexed
semen used in multiparous Nelore cows that received PGF2a treatment at the moment
of Al and expressed different intensities of estrus behavior (estrus or no estrus
expression) in timed-Al protocol. Additionally, laboratory assessment of sexed and
conventional semen was performed in order to compare in vitro sperm characteristics
with field fertility results. In the field experiment, conception rates (CR) of lactating
multiparous Nelore cows from two commercial beef farms (farm 1: n=348 and farm 2:
n=355) were evaluated. The animals were submitted to the same timed-Al protocol
and 48 hs after the progesterone device removal (day 11; D11), Al was randomly
performed with conventional or sexed semen from two different bulls. Additionally, at
the time of Al, cows randomly received 12.5 mg im of dinoprost tromethamine
(Dinoprost; Lutalyse®; PGF treatment) or 2.5 mL im of sterile saline (Control). Estrus
behavior was measured at D11 (moment of timed-Al) by estrotect® device. The data
were analyzed by logistic regression at 5% of significance level. In the laboratory
experiment, sexed and conventional semen samples from the bulls (bulls 1 and 2) used
in farm 1 were evaluated. Conventional sperm quality parameters, plasma membrane
integrity (hyposmotic test), computerized semen analysis (CASA) and sperm
morphometry and chromatin (Toluidine Blue) assessment were analyzed. The
laboratory data were analyzed by ANOVA at 5% of significance. The overall CR was
32.8% in Farm 1 and 42.3% in Farm 2 (P = 0.01). Body condition score (P = 0.02),
estrous behavior (P = 0.01) and semen type (P <0.001) were factors affecting CR.
Cows inseminated with conventional semen were 2.73 times more likely to become
pregnant than cows inseminated with sexed semen and cows exhibiting estrus were
2.5 times more likely to become pregnant than cows not exhibiting estrus. No effect of
PGF2a treatment (P=0.67) was detected in cows that received conventional or sexed
semen. Still, a statistical tendency of interaction (P=0.08) was detected between
treatment (PGF or control) and estrous behavior (estrus or no estrus). Treatment with
PGF2a at the time of Al increased by 82% the CR of cows with no estrus behavior. In
laboratory analyses, conventional semen from both bulls demonstrated higher
(P<0.05) visual motility, sperm concentration, number of motile sperm in the straw and

plasma membrane integrity compared to sexed semen. In the CASA assessment, total



(TM) and progressive motility (PM) were significantly lower in sexed semen compared
to conventional semen from bull 1 (P<0.05), while from bull 2 a tendency to lower TM
and PM (P=0.098 and P=0.065, respectively) were observed for sexed compared to
conventional semen. The amplitude of lateral head (ALH) was higher (P<0.05) in sexed
semen compared to conventional semen in both animals. The morphometric analysis
demonstrated lower ellipsity (P<0.05) in sexed compared to conventional semen for
bull 2, while in bull 1, sexed semen presented lower Fourier 1 (P<0.05) compared to
conventional semen. No differences were observed in chromatin condensation and
heterogeneity comparing conventional and sexed semen in both bulls. It was
concluded that the fertility of sexed semen was lower than conventional semen,
regardless of PGF2a treatment. However, cows that were not expressing estrus and
received PGF2a treatment at the time of Al demonstrated similar CR than cows
expressing estrus, regardless of semen type. In addition, the sexing process impaired
several characteristics of sperm viability, as well as kinetic and morphometric
parameters of sperm cells that are related to lower fertilization capacity of this type of

semen.

Keywords: fertility, prostaglandin F2a, sexed semen, morphometry, DNA.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de sémen sexado n&o tem sido aplicada em larga escala na
bovinocultura de corte devido aos baixos indices de gestacdo encontrados com
este tipo de sémen (Seidel e Garner, 2002; Seidel e Schenk, 2002; S& Filho et
al., 2011). Embora o atraso do momento da inseminacao melhore a fertilidade
de vacas que recebem sémen sexado (Thomas et al.,2004; Sales et al., 2011a),
cabe destacar que manejos adicionais necessarios para melhores indices de
gestacdo com o uso desta biotecnologia podem dificultar a rotina de trabalho de
muitas propriedades, tornando-a menos viavel neste cenério.

A taxa de concepcéo (TC) com a utilizacao de espermatozoides sexados é
geralmente menor do que com sémen convencional (Thomas et al., 2004; S&
Filho et al., 2011; S& Filho 2012; Sales et al., 2011a). Carvalho et al. (2018)
demonstraram que a sexagem por citometria de fluxo afeta a longevidade e as
caracteristicas estruturais das células esperméticas. Além disso, foi
demonstrado que a alta porcentagem de membranas plasmaticas
desestabilizadas pode ser uma indicacdo de que o procedimento de sexagem
induz mudancas que se assemelham a capacitacdo espermética (Carvalho et
al., 2013)

Os espermatozoides que sofrem processo de sexagem podem ser afetados
de diversas formas, tanto na cinética espermatica quanto em sua morfometria e
compactacdo de DNA. Alteracdes na cinética espermatica podem reduzir a
probabilidade de fecundacdo do odcito, pois 0s espermatozoides enfrentam
dificuldades para chegar até o sitio de fertilizacdo e/ou em transpor barreiras
fisicas presentes ao longo do utero (Wrobel e al., 1993; Kunz et al., 1996; Kolle
et al., 2009; Okabe, 2018).

A morfometria e a cromatina espermatica também podem ser afetadas
diretamente pela sexagem, a partir de danos subclinicos que o DNA sofre
durante processo de sexagem. Danos estes que sao exibidos ao longo do tempo,
como descrito por Gonsalvez et al. (2011a). A cabeca espermatica pode
apresentar alteracdes de forma e dimensdes de acordo com o estado do seu
conteudo. Assim, uma vez que grande porcentagem da cabeca espermatica €
formada por DNA e que a integridade do mesmo é fundamental para o sucesso

da fecundacdo e do desenvolvimento embrionario, andlises de cromatina e
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morfometria espermatica podem fornecer informagcdes importantes sobre a
capacidade de fertilizagcdo do espermatozoide analisado (Beletti e Costa, 2003;
Beletti et al., 2005; Ostermeier et al., 2001).

Avancos nos procedimentos de selecdo do sexo dos espermatozoides
durante a citometria de fluxo aumentaram a probabilidade de prenhez em vacas
inseminadas com sémen sexado (Schenk et al., 2009; Thomas et al., 2017),
principalmente quando intervalos mais longos da inducdo da ovulagdo até o
momento da IA sdo aplicados (Thomas et al., 2004; Sa Filho et al., 2011; Sa
Filho 2012; Sales et al., 2011a). No entanto, atrasar o tempo para a realizacao
da IA a fim de realizar a insemina¢do mais préxima ao momento de ovulagao
pode interferir em algumas programacdes de fazendas para o manejo do gado,
0 que pode dificultar sua incorporacdo em programas reprodutivos de fazendas
comerciais de gado de corte. Assim, estudos que pretendem aumentar a
fertilidade do sémen sexado em programas de IA sem que sejam necessarias a
realizacdo de mudancas abruptas no manejo durante a estacdo de monta
parecem ser fundamentais para uma aplicabilidade em larga escala de
espermatozoides sexados na bovinocultura de corte.

A eficacia do tratamento com prostaglandina F2a (PGF2a) como estimulo
ovulatorio por um mecanismo independente da lutdlise foi demonstrada em
varios estudos. De acordo com Leonardi et al (2012), o tratamento com PGF2a
induziu ovulacdo em novilhas pré-puberes, independentemente do pré-
tratamento com progesterona (P4) exdgena. Da mesma forma, Pfeifer et al
(2014) demonstraram a eficacia da PGF2a como estimulo ovulatério em
substituicdo ao estrégeno (E2) em protocolos de inseminacéo artificial (IA), tanto
em vacas em lactagdo quanto em novilhas. Além disso, estudos realizados com
diversas espécies demonstraram que a administracdo de inibidores de sintese
de prostaglandinas antes do pico de LH enddgeno inibiu a ovulacdo (Armstrong
e Grinwich, 1972; Sirois et al.,2000), e que as prostaglandinas induzem aumento
de expressdo de metaloproteinases (enzimas proteoliticas) durante o periodo
periovulatorio, podendo ser um potencial mecanismo para regular a ovulagao (Li
et al., 2006; Fortune et al., 2009).

Um fator importante para altas taxas de ovulacdo e gestacéo em protocolos
de IA em tempo fixo (IATF) € o tamanho do foliculo dominante (DF) e/ou a

intensidade do comportamento estral (Perry et al., 2007; Sa Filho et al., 2011; Sa
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Filho et al., 2012; Pugliesi et al.,, 2016), uma vez que a expressao do estro
durante a IATF tem sido positivamente associada ao aumento da fertilidade em
vacas leiteiras (Pereira et al.,2015) e de corte (Pohler et al., 2016; Rodrigues et
al., 2018).

Assim sendo, formulamos a hipétese de que a administracdo de PGF2a no
momento da IA, por auxiliar e/ou acelerar a ovulacdo de animais tratados, pode
melhorar a fertilidade de vacas que recebem sémen sexado, excluindo a
necessidade de atrasar o momento da inseminacao.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de concepcéo de vacas
multiparas lactantes da raca Nelore que receberam o tratamento de PGF2a no
momento da IATF e comparar os efeitos da PGF2a no momento da IA em vacas
inseminadas com sémen sexado ou convencional, expressando diferentes
intensidades de comportamento estral (com ou sem expressao estro).
Adicionalmente, considerando que o processo de sexagem do sémen pode
causar alteracdes de cinética, morfometria e DNA espermatico, que, em
conjunto, afetam negativamente a viabilidade e fertilidade dos espermatozoides,
o presente estudo objetivou avaliar in vitro as amostras de sémen convencional
e sexado utilizados no estudo a campo, a fim de melhor compreender os

resultados de fertilidade obtidos in vivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PROSTAGLANDINA NA REPRODUCAO BOVINA

As prostaglandinas (PGs) sdo um conjunto de substancias produzidas em
grande variedade de células do organismo, fazem parte da classe dos
ecosanodides, do grego eicosi (“vinte”), por terem 20 carbonos em sua
composicdo. Esta classe € composta por leucotrienos (LT), prosta-ciclinas
(PGI2), tromboxanos (TX) e prostaglandinas. Sao hidréxidos de acidos graxos
insaturados ciclicos sintetizados na membrana celular a partir de cadeias de
acidos graxos, fosfolipideos ou triglicerideos, que dardo origem ao &cido
araquidonico, principal precursor. (Norman, 1997)

Os ecosanoides sdo moléculas sinalizadoras que possuem acao local,
sintetizados pela maioria das células nucleadas, quando existe, principalmente,
estimulo de infeccdo, lesdo, acdo hormonal e estresse (Funk, 2001; Buczynski
et al., 2009). exercem seus efeitos localmente através de mecanismos de
receptores especificos de membrana (Wada et al., 2007; Dennis e Norris, 2015).
Atuam nos tecidos alvo dos horménios produzidos pela hipéfise como a tireoide,
adrenal, ovarios e testiculos. Atuam também no musculo liso dos sistemas
reprodutivo, gastrico, respiratério e cardiovascular. Suas acdes sdo multiplas e
em diversos locais, como descrito acima, participam de processos fisiolégicos
diversos como regulacéo da presséao arterial, dilatagcdo dos brénquios, contragéao
uterina; processos inflamatérios desencadeados por lesdes ou infeccoes;
coagulacdo sanguinea; dor; febre; secrecdo de suco gastrico, entre diversas
outras atividades (Harizi et al., 2008; Tarnawski et al., 2013; Ricciotti e
FitzGerald, 2011; Dennis e Norris, 2015; Seo e Oh, 2017)

Dentre as prostaglandinas existem diferentes variagdes, sendo que as do
tipo E e F sdo as mais abundantes e exercem papel importante no organismo.
Elas sao divididas de acordo com a quantidade de duplas ligagdes, uma, duas
ou trés, em suas cadeias laterais, formando os subgrupos: PGE1, PGE2 ou
PGE3; PGF1, PGF2 ou PGF3. (Norman, 1997)

As PGs, consideradas sinalizadores semelhantes a hormonios (Smith et al.,
1996; Wiktorowska-Owczarek et al., 2015), diferem de hormoénios verdadeiros
por serem formadas em grande quantidade e variedade de tecidos no organismo.
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Em razdo de sua meia vida muto curta, as PGs atuam de forma paracrina, em
células a curta distancia, em células vizinhas, ou de forma autdcrina, nas células
que a produzem, através da intima interacdo com receptores presentes no
ndcleo ou membrana celulares (Narumiya e FitzGerald, 2001; Harizi et al., 2008),
no entanto, em alguns casos atuam em tecidos distantes de maneira endocrina
(Champe, 1996; Randall, 2011). Segundo Norman et al. (1997), hormonios sdo
moléculas secretadas ou produzidas por glandulas ou células especificas, e
atuam como mensageiros quimicos ou sinalizadores, e estdo presentes em
pequenas quantidades na circulacdo sanguinea para serem transportadas até o
sitio de acao.

Os ecosanodides sao derivados de acidos graxos eicosanoicos (com 20
carbonos) que séo sintetizados a partir de acidos graxos esséncias. Esses
compostos sdo adquiridos através da alimentacdo e os principais sdo: acido
linoleico (18:2), que possui a primeira insaturacdo no carbono seis desde o
carbono Omega (terminal metila), sendo denominado de Omega 6; e 0 &acido
linolénico (18:3), que é chamado e Omega 3, por possuir sua primeira
insaturacao no carbono trés, desde a terminal metila (Wathes et al., 2007). O
acido linoleico da origem as prostaglandinas mais abundantes, PGE e PGF das
classes 1 e 2, além das outras substancias ecosanoides, PGI2, LT e TX, o acido
linolénico € responsavel por originar as prostaglandinas do subgrupo 3,
presentes em menor quantidade (Norman, 1997).

Os acidos graxos poliinsaturados, adquiridos atreves da alimentagéo, séo
armazenados nos fosfolipidios de membrana celular de forma esterificada, sdo
incorporados através de ligacdo éster, e podem estar presentes nos
triglicerideos (Wathes et al., 2007). A primeira etapa da cascata de formacéo das
prostaglandinas € a quebra dos fosfolipideos através da fosfolipase A2 (FLA2),
essa enzima tem sua ativacao dependente da liberacéo de calcio (Ca+) estocado
intracelular, no reticulo endoplasmaético, através da ativacao da proteina kinase
C (PKC) (Poyser, 2005). O acido araquidonico, liberado na reacao anterior, sofre
acdo das cicloxigenases 1 ou 2 (COX1 ou COX2) formando PGG2, que é o
produto imediato da reacéo. A PGG2 sofre acao de prostaglandina endoperoxido
sintetase (PGHS) que incorpora oxigénio a molécula, oxidando-a e formando o
endoperoxido ciclico (PGH2) (Chan et al., 2002; Schuster et al., 2015), como
demonstrado na figura 1. Este ultimo pode dar origem aos diferentes subgrupos
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de prostaglandinas PGD2, PGE2 e PGF2a, apo0s sofrer processo de
isomerizacao (Norman, 1997; Watanabe, 2011; Schuster et al., 2015).

Fosfolipase A2

v 4 g E3

' Araquidonico

PGG2

| <3

T - B

PGF2a

Figura 1. Esquema ilustrativo da biossintese da Prostaglandina F2a.

As prostaglandinas sdo inativadas por enzimas presentes nos pulmdes,
figado, rins, baco e placenta. A principal enzima envolvida no processo, e a que
exerce papel clinico importante, é a 15-hodroxi-protaglandina dehidrogenase
(15-PGDH), que oxida o grupo hidroxila 15, posteriormente ocorre remocéao de
dupla ligacdo entre os carbonos C13-14e conversdao em PMGs através da
enzima 13,14-prostaglandina redutase. Os metabolitos PGFM e PGEM séo
derivados de PGF2a e PGEZ2, respectivamente, e possuem meia-vida mais longa
do que seus precursores, podendo ser usados para monitorar niveis de
prostaglandinas a circulacao (Behrman e Cadwell, 1986; Basu et al., 1984).

A PG2a esta envolvida na regulagao de importantes fungdes fisioldgicas no
organismo (Basu 2007). Tem seus efeitos principalmente na musculatura lisa,
trato respiratorio, gastrointestinal e reprodutivo. Na musculatura lisa vascular a
PGF2a tem funcdo vasoconstritora, ao contrario da PGE2, que atua como
vasodilatadora (Cheng e Harris, 2004). No trato gastrointestinal a PGF2a atua
tanto na musculatura longitudinal quanto na circular, em ambras exerce funcéo

de ativar a contracdo, porém, na ultima, a contragdo € mais forte (Wang et al.
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2005). No sistema respiratorio, da mesma forma que nos demais citados acima,
a PGF2a exerce funcdo de estimular a contragdo da musculatura lisa local
(Steiropoulos et al., 2008).

No trato reprodutivo masculino, a PGF2a exerce algumas fungdes, ainda
que pouco elucidadas, parece estar ligada a inducdo do pico de LH, que
antecede o pico de testosterona (Kiser et al.,1976). Durante o processo da
ejaculacdo a molécula favorece o aumento da contratilidade do musculo liso
presente na regido testicular e de glandulas acessorias, influenciando a liberacéo

de espermatozoides (Berndtson et al., 1979).

2.2. LUTEOLISE

A lutedlise consiste no processo de mudanca estrutural do corpo luteo (CL),
com sua gradual involugéo e perda de fungao glandular. Nas vacas, a PGF2q,
considerada o principal agente luteolitico, durante a fase de lutedlise, € produzida
em dois momentos durante a fase luteal do ciclo estral (Sirois, 1994; Tsai e
Wiltbank, 1997; Meidan et al., 2005). O primeiro ocorre na fase inicial do
desenvolvimento do CL, durante altas concentracdes de LH no organismo, o que
estimula a producdo de COX-2 intraluteal e posterior produgdo de PGF2a-luteal
(Sirois, 1994; Tsai et al., 1996; Kawaguchi et al., 2013) O segundo pico ocorre
durante a fase luteal final, onde ha intensa produgdo de PGF2a pelo utero.
Aparentemente, por mecanismo de contracorrente existente entre utero e
ovarios, a PGF2a produzida na fase de lutedlise é transportada pela artéria
ovariana e nao entra na circulacdo pulmonar evitando sua inativacdo (Hixon e
Hansel, 1974).

A PGF2a parece exercer papeis antagonicos no CL dependendo do tipo
celular predominante e, consequentemente, na fase que a estrutura se encontra
(Braden et al., 1988; Niswender, 2002). A PGF2a, produzida localmente no CL,
tem acgdo luteotrofica, juntamente com o LH, afetando a proliferacéo celular, e
atua estimulando a producédo de P4 pelas células luteias pequenas, presentes
em maior quantidade durante a fase luteal inicial (Hansel e Blair; 1996; Schams
e Berisha, 2004; Meidan et al., 2005). Com o desenvolvimento do CL, as células
luteais grandes aumentam em relacdo as pequenas, concomitantemente

aumenta a sensibilidade da estrutura aos efeitos luteolitcos da PGF2a durante a
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segunda metade da fase luteal, promovendo a cascata de eventos da lutedlise
(Alila et al., 1988; Hansel et al., 1991; Schams e Berisha, 2004; Meidan et al.,
2005).

A refratariedade do CL a acéo luteolitica da PGF2a na fase inicial de seu
desenvolvimento parece estar ligada ao tipo celular que compde o CL e a fase
luteal, como descrito acima (Hansel et al., 1991; Girsh et al., 1995; Grazul-Bilska
et al., 1997). Além disso, a PGF2a estimula a comunicacéo intercelular através
de juncdes tipo GAP nas células luteias pequenas, acao importante para que o
crescimento celular e metabolismo ocorra de maneira coordenada (Grazul-Bilska
et al., 1996; Grazul-Bilska et al., 1997). A comunicagéo intercelular exerce papel
importante na producao de P4 pelo CL, demonstrando que a PGF2a parece ter
forte acdo positiva na producéo esteroidogénica luteal inicial (Grazul-Bilska et
al., 1996; Meidan et al., 2005).

Pesquisadores observaram que um peptideo, denominado endotelina 1
(ET-1), expresso nos ovarios, esta diretamente ligada ao processo de lutedlise
O ET-1, ao se ligar ao receptor especifico, ETa, inibe a producdo de P4 nas
células luteais (Hinckley e Milvae, 2001; Anderson et al., 2001; Shirasuna et al.,
2004). A PGF2a regula positivamente a expressdo e produgado do peptideo
citado. Em experimento com aplicacdo de PGF2a em CL com até 5 dias ou mais,
observou-se que as glandulas mais novas nao apresentaram expressao de ET-
1 mRNA, producao do peptideo e lutedlise apds o tratamento. Em contrapartida,
o tratamento provocou rapido aumento na expresséo de ET-1 mRNA e producao
de ET-1 no CL mais velho, com mais de 5 dias, coincidindo com o momento em
gue o CL se torna responsivo a acao luteolitica da PGF2a, o que sugere que a
habilidade em produzir o peptideo em questdo é um pré-requisito para inicio da
lutedlise (Levy et al., 2000; Levy et al., 2001; Wright et al., 2001; Shirasuna et al.,
2004).

Durante os dias 5 e 11 da fase luteal, a alta concentracao de P4 produzida
pelo CL é capaz de inibir diretamente a expressao receptores a de estrégeno,
ESR1, e indiretamente os receptores de ocitocina, OXTR, no endométrio
(Fleming et al., 2006). A longa e continua secrec¢ao de P4 durante a fase luteal
resulta em regulacédo negativa de receptores especificos presentes no tanto no
endométrio, quanto no hipotalamo (Monguilewsky e Renaud, 1979), permitindo
gue ocorra rapido aumento de expressao de ESR1 (Spencer e Bazer, 2004). O
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E2, sendo capaz de atuar nos seus receptores, estimula a expressdo de
receptores de ocitocina, OXTR, entre os dias 12 e 14 (Fleming et al., 2006). Sua
acdo no hipotdlamo estimula liberacdo de ocitocina (OXT) em alta frequéncia
com baixas concentracfes. Ao se ligar em seus receptores uterinos, a OXT
promove producdo de IP3 que estimula o reticulo endoplasmatico rugoso a
liberar Ca2+ intracelular armazenado. O Ca2+ ativa a PKC que, posteriormente,
ativa a FLA2, enzima que quebra a cadeia de fosfolipidios da membrana celular
e libera o acido araquidénico, promovendo a producao de PGF2a pelo utero
(Poyser, 2005, Blanks et al., 2007).

A PGF2a uterina, mesmo em baixa concentragéo inicialmente, se liga aos
seus receptores de alta afinidade presentes no CL, dando inicio a producao de
OXT luteal. A producdo suplementar de OXT volta para o Utero e amplifica a
producao de PGF2a no mesmo. A PGF2a em altas concentragoes, ira atuar no
CL dando inicio a cascata de eventos da lutedlise, inibindo producdo de P4, e
estimulando ainda mais a producao de OXT, que reforcara a liberacdo de PGF2a
pelo utero (McCracken et al.,1999; Hayashi et al., 2003). A partir dai, ocorrera a
lutedlise estrutural, relacionada com a morte celular do CL, e lutedlise funcional,

relacionada com a perda da capacidade de producéo de P4 (Rueda et al., 1997).

2.3.0UTRAS FUNCOES DA PGF2a

Além da comprovada acdo luteolitca, a PGF2a parece atuar no eixo
hipotalamico-hipofisario, estimulando secrecdo de LH e posterior ciclicidade
ovariana (Warberg et al.,1976; Randel et al., 1996).

Warberg et al. (1976) demonstraram que a infusdo de PGF2a intracerebral
em ratos estimulou aumento expressivo na liberacdo de LH, observando
aumento do mesmo no plasma arterial. Randel et al. (1996), desenvolveram
experimento com vacas de corte, primipara e multiparas, com 30 dias p6s-parto.
Os pesquisadores, de forma aleatéria, trataram os animais com diferentes
concentragbes de PGF2a sintético, 0,1,2 ou 3 mg/100kg i.m, adicionalmente,
também de forma aleatdria, os animais receberam 0 ou 100 ug de GnRH. Foram
coletadas amostras de sangue durante 6 hs apds o tratamento para a analise de
concentragdes séricas de P4 e LH. Os resultados do estudo demonstram que o
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tratamento com GnRH ndao influenciou na liberacdo de LH, sendo similar entre
0s grupos. Por outro lado, os animais que receberam PGF2a + 100 ug de GnRH
apresentaram maior concentracdo serica de LH (ng/mL) apés o tratamento, em
relacdo ao grupo que recebeu nao recebeu PGF2a, indicando que a PGF2a
facilita a acdo do GnRH em estimular a liberacdo de LH pela pituitaria.
Adicionalmente, outros trabalhos demonstraram que animais com baixa
concentracdo de E2 circulante, caracteristico de periodo de anestro pds-parto e
pré puberdade, tem aumento de responsividade da hipofise ao GnRH quando
previamente expostas a PGF2a (Randel et al., 1996).

Pfeifer et al. (2009), ao trabalharem com inducdo de puberdade em
novilhas, observaram que animais que receberam implante de P4 por 5 dias e
PGF2a, no dia da retirada do implante, apresentaram tendéncia de maior taxa
ovulacdo em comparacdo com aquelas que receberam apenas implante P4
(P=0,09). A P4 provavelmente reduz o niamero de receptores de estradiol
presentes no hipotadlamo, assim, o efeito de feedback negativo que o E2 exercia
no eixo hipotalamico-hipofisario diminui, pois, sua acdo se torna limitada pela
menor quantidade de receptores para E2. Além disso, os resultados tendem a
melhorar com a associagdo de PGF2a, que estimula a responsividade da
hipéfise ao GnRH (Day et al., 1987; Randel et al., 1996).

No ovario, a PGF2a esta presente ndo somente no periodo de lutedlise
como também parece estar diretamente relacionada as funcdes foliculares.
Trabalhos realizados inicialmente com coelhos e camundongos (Armstrong e
Grinwich, 1972; Orczyk e Behrman, 1972) e, posteriormente com diversas
espécies, como suinos, vacas e ovelhas (Sirois et al., 2000), demonstraram que,
guando administrado indomectina (INDO) ou aspirina (inibidores de sintese de
prostaglandina), um pouco antes do pico de LH, os animais apresentaram
bloqueio de ovulagdo. Outro resultado foi a queda da concentracdo de PGF2a
no plasma, pituitaria e hipotalamo apés o tratamento com inibidores de COX em
comparacao com animais controle (Lau et al., 1974; Grirnwich et al, 1972,
Ainsworth et al., 1979).

Logo antes da ovulagédo, durante o pico de LH, ocorre significativo
aumento de concentracdo de PGF2a e PGE2 no fluido intrafolicular e, a
administracao de INDO foi capaz de inibir esse aumento, reforcando o papel da
prostaglandina nos foliculos (Yang et al, 1974; Armstrong et al., 1974; Tsang et
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al., 1979). Esse aumento de concentracdo de PGs provavelmente ocorre pela
sintese de COX-2, na camada de células da granulosa, induzido pelo aumento
de repentino de LH, e pela regulagdo positiva de PG sintase nos foliculos pré-
ovulatorios, que sdo enzimas chave no processo de sintese de PGs (Curry et al.,
1987; Hedin et al., 1987; Huslig et al., 1978; Sirois, 1994). Nos bovinos,
observou-se aumento de COX-2 18 hs e ovulacdo 28 hs ap6s administracdo de
hCG, GnRH ou onda natural de LH (Liu et al., 1997; Sirois, 1994; Tsai et al.,
1996).

O aumento de PGF2q, local no momento periovulatério, como descrito
acima, € importante por promover a contracdo do musculo liso presente nos
ovarios. A contratilidade ovariana de vacas nao prenhes ocorre de forma ritmica,
lenta e forte, e a sensibilidade dos ovarios a PGF2a diminui durante a gestacao.
Isto promove aumento da presséo local e forca a protusédo do estigma ovulatorio
(Senger, 2003; Singh et al., 1979).

O pico de LH inicia cascata de atividades proteoliticas que sdo capazes
de remodelar o tecido folicular durante a ovulacdo (Robker et al., 2000). Os
grupos de enzimas proteoliticas envolvidos no processo sdo as
metaloproteinases (MMP), que atuam na degradacédo de matriz extracelular e
membranas basais, e as ativadoras de plasminogénio (tPA), que tem acao
fibrinolitica (Smith et al., 2002). Li et al. (2006) testaram o efeito de injecéo
intrafolicular de INDO, em vacas holandesas, sobre a producdo de enzimas
proteoliticas envolvidas na ovulacdo. O estudo mostra que o farmaco foi capaz
de aumentar a quantidade de RNAm para TIMP-4 (inibidor de metaloproteinase
4) nas células da teca, e de proteina TIMP-4 no 4pice do foliculo. Além disso,
ocorreu supressao de RNAm e atividade de tPA nas células da granulosa e fluido
folicular, além da atenuacéo de tPA no apice do foliculo. Com os dados do
estudo, sugere-se que as prostaglandinas exercem papel chave na expressao
de metaloproteinases e tPA, podendo ser um potencial mecanismo de regulagéo
da ovulacgao.

Uma nova familia de mateloproteinases, as ADAMTS, foi descrita e seus
subtipos foram mensurados nas células da teca e granulosa de foliculos pré e
periovulatorios (0 e 24 hs apos GnRH) (Medan et al.,2003). As ADAMTS,
principalmente 1 e 9, degradam proteoglicanos, como o versicano, que é
componente da membrana basal folicular. E possivel que essas proteases
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ajudem na quebra da membrana que separa teca e granulosa, auxiliando na
formacéo do CL (McArthur et al., 2000; Somerville et al., 2003) O RNAmM dos
subtipos ADAMTS 1 e 9 foram regulados positivamente apés onda de LH/FSH
em culturas de células da granulosa e teca. Ao testar os efeitos de LH, PGE2 ou
PGF2a na produgcdo das ADAMTS, observaram que as PGs aumentaram a
producdo de RNAmM da ADAMTS1, semelhante ao LH, e, apenas a PGE2
apresentou efeito positivo no RNAm de ADAMTS9, mimetizando a agéo de LH.
Sabendo que a producéo de PGs é induzida nas células da granulosa pela onda
de gonadotropina, foi testado a producdo de metaloproteinases em culturas
celulares com adicdo de LH e inibidor de COX-2. A producdo de PGs foi
diminuida, em comparagdo com o grupo controle, e o incremento na producao
de RNAmM de ADAMTSL1 foi diminuido, o que néo foi observado para ADAMTSO9,
sugerindo importancia da PGF2a na regulacdo de metaloproteinases no foliculo
pre ovulatorio (Fortune et al., 2009).

Recentemente, Willis et al. (2017), estudaram efeitos das PGs e P4 na
producdo de RNAmM de ADAMTS em foliculos periovulatérios de vacas. A P4
associada a PGE2 favoreceu a producdo de RNAm de ADAMTSL1 e 9, enquanto
a associacao com PGF2a favoreceu ADAMTS1, corroborando os resultados
obtidos por Fortune et al. (2009). O aumento de ADAMTS1, em culturas com
PGF2a, ocorreu ap6és 12 hs e o aumento mais robusto ocorreu 24 hs apds o
inicio do cultivo. A PGE2 apresentou perfil temporal diferente, sendo que o
aumento de ADAMTSL1 e 9 ocorreu entre 24 e 36 hs. O aumento de P4 e seus
receptores na granulosa, durante a segunda metade do periodo periovulatorio,
parecem ajudar a manter a abundancia de ADAMTS.

Na Figura 2 é possivel visualizar um resumo das a¢des néo luteoliticas da

PGF2a (ou seja, efeitos da PGF2a além da lutedlise).
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Figura 2. Esquema ilustrativo das fungcdes da PGF2a no sistema neuroendécrino
e reprodutivo feminino.

No endométrio da vaca, a concentracao de PGF2a, entre os dias 15-17 e
20-0 do ciclo estral, foi maior quando comparado com os dias 1-5 e 10-14
(P>0,001) (Shemesh e Hansel, 1975) e ha expresséao de receptores para PGF2a
no endométrio durante a fase de estro do ciclo (Arosh et al., 2014). Além disso,
a expressdo de COX-2 no utero aumenta com o aumento da concentracdo de
E2 circulante, podendo ser mais uma explicacao para a maior concentracao de
PGF2a durante as fases do ciclo em que o E2 também aumenta (St- Louis et al.,
2010). O E2 também pode promover a expressao de PTGS-2, que € uma enzima
limitante no processo de biossintese das prostaglandinas (Shoda et al., 1995). Li
et al. (2020), observaram que explants de endométrio, originados de vacas no
proestro, quando tratados com E2, tem aumento de expressado de receptores
para PGF2a. Os mesmos resultados foram encontrados por Huang et al. (2015),
guando trabalharam com explants de oviduto de vacas.

Com a finalidade de compreender o papel da PGF2a no endométrio na
fase periovulatoria, Zhang et al. (2017) realizaram estudo com cultivo de
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fragmentos de endométrio coletados de vacas no periodo de proestro e adicéo
de agonista de receptor de PGF2a (PTGFR), o Fluporstenol, em crescente
concentragdo. O tratamento induziu aumento de expressado de fatores de
crescimento localizados no endométrio como o CTGF, FGF2, MMP2, TGFBL1,
VEGEF (figura 3), além do aumento de marcadores de crescimento epitelial, CK-
18, e de fibroblastos, FSP-1 e o PCNA, antigeno nuclear de proliferagdo celular.
Observou-se também a reducdo de expressdo da caspase-3, fator apoptotico.
Os resultados mostram que existe relagao entre PGF2a e crescimento uterino, a
ativacao do receptor para PGF2a no endométrio favorece proliferagao celular,
ajudando na criagdo de ambiente uterino saudavel e receptivo para o embrido.

Em 2018, Gao et al., demonstraram que explants de endométrio tratados
com agonista de PTGFR tiveram aumento de RNAmM e proteinas de PTGRF,
indicando que, além do E2, a PGF2a também pode regular positivamente a
expressao de seus proprios receptores. Eles também observaram incremento na
expressado génica de fatores de crescimento, como Zhang et al. (2017), e
confirmaram que a ativagao de receptores para PGF2a aumenta a expressao de
gene para PTGS-2, que € uma enzima importante na cadeia de biossintese das
PGs.

+ Intimamente ligada a angiogénese
* Aumento de expressao no
endométrio durante implantacédo
+ Aumento de permeabilidade vascular

» Em humanos aumenta as
glandulas uterinas, superficie
epitelial e estroma celular
durante fase proliferativa

CTGF VEGF
| FLUPROSTENOL |
FGF2 Cultivo celular de endométrio bovino TGFB1
« Maior expressio do receptor é ‘ + Contribui para remodelacéo
observada durante formacgéo endometrial durante o estro
de complexo capilar MMP2 + Regula expressao génica,
» Proliferagdo de diferenciacdo motilidade celular, proliferagao,
celular - Participam da degradagdo e apoptose e diferenciaggo.
reconstru¢do da matriz
extracelular

» Atua na remodelagdo epitelial e
adesao do concepto

Figura 3.- Fatores de crescimento e suas principais funcdes, expressos em
explants de endométrio apos o tratamento com Fluprostenol (Adaptado de Zhang
et al., 2017).
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Fu et al. (2020) descreveram a agao da PGF2a nas células do endométrio
bovino, indicando que ela ocorre a partir da sinalizacdo na regulacédo de
complexos de fatores que participam do ciclo celular. Ha aumento dos seguintes
complexos proteicos: CDK4/6/ciclina D, envolvidos na fase G1 do ciclo celular;
CDK2/ciclina E2, necesséario para transicdo da fase Gl para fase S;
CDK2/Ciclina A, essencial para a progressdo na sintese de DNA, fase S;
CDK1/ciclina A-B1, necessaria para mudanca da fase G2 para M (Johnson e
Walker, 1999; Malumbres e Barbacid, 2005) (Figura 4). Além do incremento
desses complexos, os autores observaram que ocorre reducao de pl5 e p 21,
considerados inibidores de atividade de CDK (quinases dependentes de ciclina).

Figura 4. Fases de atuagao da PGF2a durante o ciclo celular e os complexos
proteicos regulados por ela (Adaptado de Fu et al., 2020)

2.4.INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO
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Atualmente diversos protocolos hormonais tém sido utilizados para
sincronizar a ovulagao e permitir a pratica da inseminacéo artificial em tempo fixo
(IATF). Além de representar uma importante ferramenta de manejo dos rebanhos
bovinos por excluir a necessidade da observacdo de estro, a IATF diminui o
impacto do anestro pés-parto e aumenta a taxa de servico das propriedades,
contribuindo efetivamente para maior ganho econémico e genético (Pursley et
al., 1995; BoO et al.,, 2003; Baruselli et al., 2004; Meneghetti et al., 2009;
Vasconcelos et al., 2011).

Para que os protocolos de IATF desenvolvidos tenham sucesso em seu
objetivo, trés etapas sdo essenciais (Sa Filho et al., 2011): a) recrutamento de
nova onda folicular; b) diminuicdo da concentracdo de P4 circulante para iniciar
a fase de proestro e desenvolvimento final do foliculo dominante; c) inducdo da
ovulagao.

Pursley et al. (1995) desenvolveram protocolo de sincronizagéo
denominado Ovsynch, com o objetivo de sincronizar o estro com a inseminacao
artificial (1A) de vacas tratadas, a fim de eliminar a necessidade de observacao
de cio e melhorar as taxas de concepcao do rebanho. O protocolo consiste em
uma primeira aplicagédo de GnRH no DO, 35 mg im. de PGF2a no D7 e uma
segunda aplicacdo de GnRH 48 hs apo6s (D9). A primeira aplicacdo de GnRH
tem o objetivo de promover ovulacdo de foliculos dominantes presentes nos
ovarios dos animais tratados, e, posteriormente, induzir o inicio de nova onda
folicular, em 2,1+0,31 dias apoés tratamento. Sete dias apds a ovulacdo, no dia a
aplicacao de PGF2a, um CL formado e sensivel as agdes luteoliticas da PGF2a
ja se encontra no ovario e sofre regresséo e diminuigdo na concentragédo de P4.
A segunda dose de GnRH é realizada com o intuito de promover a ovulacdo do
foliculo dominante que se desenvolveu durante a nova onda folicular, estimulada
pela primeira dose de GnRH. Neste protocolo, as vacas sincronizadas ovulam
entre 24 e 36 hs apos a ultima aplicacdo de GnRH.

Os protocolos de IATF a base de E2 e P4, desenvolvidos posteriormente,
sao eficientes em promover as trés etapas acima citadas, apresentando bons
resultados para sincronizacdo de vacas de corte em periodo de anestro ou
ciclando (Rhodes et al., 2002; Kim et al., 2005). Em vacas de corte criadas em
ambientes de clima tropical, os protocolos a base de E2/P4 apresentam



37

melhores resultados na sincronizacéo de onda folicular guando comparada com
a utilizacdo de GnRH (Baruselli et al., 2004).

Nestes protocolos, a sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda
folicular é induzida através do tratamento com P4 e E2. O E2, quando aplicado
em associacdo com a P4, promove a supresséao da liberacdo de FSH, causando
regressdo de foliculos FSH dependentes, e a P4, ao prevenir o pico de LH,
promove regressdo daqueles que eram LH dependentes (B6 et al, 1994;
Martinez et al., 2004). A nova onda folicular inicia-se uma vez que a
concentracdo de E2 diminui e a liberacdo de FSH é retomada de forma
sincrénica (BO et al., 1994).

Diferentes ésteres de estradiol estdo disponiveis no mercado, e podem ser
usados na sincronizacdo de onda folicular. O 17B estradiol e o benzoato de
estradiol (BE), em conjunto com P4, promovem emergéncia sincronizada de
nova onda folicular, em média 3 a 4 dias ap0s o inicio do protocolo (Sa Filho et
al., 2004; Bo et al., 1995). O cipionato de estradiol (CE) e o valerato de estradiol
(VE), por terem meia-vida mais longa, em comparacdo com BE e 17B, promovem
emergéncia de nova onda folicular de forma inconstante e muito variavel (B6 et
al, 1995; Colazo et al, 2003).

A permanéncia do dispositivo de P4 fornece a concentracdo hormonal
circulante necesséaria para suprimir liberacdo endoégena de LH, >1,0 ng/mL,
simulando fase lutea do ciclo estral, que permite desenvolvimento folicular
normal (Long et al., 2009). Posteriormente, para proporcionar ambiente favoravel
ao foliculo dominante, retira-se o implante de P4 e aplica-se PGF2a com o
objetivo de diminuir a concentracdo de P4 no organismo do animal (Binelli et al.,
2014).

Outra funcéo do implante de P4 é a prevencéo de lutedlise prematura da
primeira ovulagéo pos-parto, provavelmente por maior inibicdo de receptores de
ocitocina no utero, impedindo a producéao precoce de PGF2a pelo endométrio, e
assim, proporcionando maior TC na primeira IA (Vasconcelos et al., 2004; Perez,
2005; Sa Filho et al., 2006). Meneghetti et al. (2009) trabalharam com vacas
nelore pos-parto e avaliaram o efeito do uso de implante vaginal novo, com
concentracéo de 1,99 de P4, ou usado 2, 3 ou 4 vazes. A concentracdo sérica
de P4, no dia da retirada do dispositivo de P4 foi maior que 1,0 ng/mL em todos

0s grupos do experimento, mesmo naquele que recebeu implante de 4° uso,
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sendo eficientes em criar ambiente com concentracdo ideal de P4 para
desenvolvimento folicular, e em evitar a lutedlise prematura.

Atualmente, alguns ajustes tém sido realizados nos protocolos de IATF, a
fim de melhorar os resultados dos programas reprodutivos, com base no melhor
entendimento da fisiologia reprodutiva bovina.

O desenvolvimento final do foliculo pré-ovulatério deve ser em ambiente
com baixa concentracdo de P4, permitindo que o mesmo cresc¢a e produza E2
pré-ovulatério adequado para estimular pico de LH e induzir comportamento de
cio (Net et al., 2002; Baratta et al., 2001). A baixa concentracdo de P4 durante
esta fase de crescimento folicular de vacas Bos indicus é essencial para melhor
desenvolvimento do mesmo, uma vez que a P4 em altas concentragdes reduz a
frequéncia de liberacdo de LH, o que interfere negativamente no diametro
folicular, deteccdo de estro, taxa de sincronizacdo e gestacdo (Kinder et al.,
1996; Peres et al., 2009).

Foliculos dominantes pequenos apresentam baixa habilidade em secretar
estradiol, ndo promovendo adequada responsividade da pituitaria ao GnRH e
pico de LH, tendo como consequéncia baixa taxa de ovulacdo. Foliculos
ovulatorios que se desenvolveram em ambiente ideal, com baixa concentracdo
de P4, originardo CL maiores, com maior capacidade de produzir P4 durante
diestro o que favorece o processo de alongamento do concepto e
reconhecimento materno (Roberts et al., 1996; Forde et al., 2009).

As concentragfes de E2 e P4 circulantes pré-ovulatérias controlam varios
processos fisiolégicos que contribuem para o estabelecimento e a manutencdo
da gestacao (Pohler et al., 2012; Binelli et al., 2014). O aumento da circulacéo
de E2 durante o proestro estimula a expressao de receptores de P4 no utero,
importantes para a manutencéo da gestacao, prevenindo a producédo precoce de
PGF2a uterina (Zelinski et al., 1982, Inskeep et al., 2004). O sucesso de
gestacdo esta diretamente relacionado com a capacidade do foliculo pré-
ovulatério e do CL formado posteriormente, em produzir E2 e P4, e essa
capacidade esté ligada ao nivel de maturidade em que o foliculo se encontrava
no momento do pico de LH foliculos imaturos tem menor capacidade
esteroidogénica e, consequentemente, menor capacidade em criar ambiente
uterino propicio para manutencdo da gestacéo (Vasconcelos et al., 2001; Perry
et al., 2007).
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Animais com foliculos dominantes maiores, em comparacédo com foliculos
pequenos, além de apresentarem melhores concentragfes de E2 (2.94 + 0.28
pg/mL vs. 1.27 £ 0.20 pg/mL), maior tamanho de CL (2.72 £ 0.32 vs 1.89+0,16
cms3) e maior concentracdo de P4 apds ovulacao (3.71+0.25 ng/ml vs. 2.62+ 0.26
ng/ml), apresentam melhor receptividade uterina e capacidade de suporte para
o desenvolvimento embrionério inicial (Mesquita et al., 2014). O E2 produzido
pelos foliculos ovulatérios estimula o crescimento endometrial e
desenvolvimento das glandulas uterinas, que interfere positivamente na
fertilizacdo e desenvolvimento do embrido (Murray, 1992; Johnson et al., 1997).
O histotro6fo é importante para o desenvolvimento embrionario pré-implantagéo
pois é a unica fonte de nutriente nos momentos iniciais da gestacao até o
desenvolvimento placentario, e a sua producdo € influenciada positivamente pela
concentracdo de P4, que também tem acao positiva no crescimento embrionario
e producao de interferon tau (IFNu) (Geisert et al., 1992; Geisert et al., 1988;
Bazer e Slayden, 2008; Bazer et al. 2010).

A resposta ao estresse oxidativo é outro fator influenciado pelo tamanho
do foliculo pré-ovulatério, e consequente concentracdo de esteroides. Vacas
com foliculos maiores apresentam maior capacidade de resposta uterina ao
estresse oxidativo, importante fator que interfere na pré-implantacéo do concepto
(Binelli et al., 2014). A expressao génica do utero, 7 dias apos a ovulacao, de
vacas que ovularam foliculos maiores apresenta-se com pouca proliferacao,
indicando que o Utero j4 passou da fase proliferativa e esta preparado para
receber o concepto e manter gestacéao (Cerri et al., 2012; Denicol et al., 2014).

Para promover a lutedlise do CL nos protocolos de IATF, utiliza-se a
aplicagdo exogena de PGF2a (Rathbone et al., 2001). Este farmaco esta
disponivel comercialmente de duas formas, um analogo natural, o dinoprost
trometamina, e analogo sintético, o cloprostenol. Os analogos se diferenciam
quanto a sua meia vida. Por apresentarem diferencas na sua estrutura. O
cloprostenol, por possuir um anel de cloro benzilico a mais, em relacdo ao
dinoprost trometamina, € mais resistente ao metabolismo enzimatico natural, que
degrada a molécula de dinoprost rapidamente, semelhante ao que ocorre com a
PGF2a natural (Reeves et al., 1978; Bourne et al., 1980). O primeiro possui uma
meia vida curta, de aproximadamente 6 a 8 minutos, enquanto o segundo tem

meia vida de 3 hs em média (Kindahl et al., 1976; Reeves et al., 1978).
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O proestro é um importante periodo do ciclo estral do animal, onde ira
ocorrer o crescimento final e maturacao do foliculo ovulatério, condicdo que se
inicia quando as concentragfes plasmaticas de P4 sdo menores que 1,0 ng/ml,
nivel subluteal (Sotck e Fortue, 1993). Durante esse periodo as baixas
concentracfes de P4 estimulam a liberacdo de LH de forma pulsétil, importante
para o foliculo dominante crescer e aumentar sua capacidade esteroidogénica
(Rahe et al., 1980; Sotck e Fortue, 1993; Taft et al., 1996). Estudos mostram
gue o aumento da duracdo do proestro, ou seja, aumentar o periodo de tempo
gue a concentracdo de P4 se encontram subluteias, durante a IATF resulta em
maior fertilidade, pois favorece o crescimento final folicular, tendo como
consequéncia melhores niveis de estradiol circulante, 0 que é necessario para
adequada resposta da pituitaria ao GnRH, secrecdo de LH, ovulacéo e formacao
de CL e preparacdo do Utero para futura gestacdo (Baratta et al., 2001;
Vasconcelos et al., 2001; S& Filho et al., 2009).

Meneghetti et al. (2009), ao estudarem melhor momento de aplicacdo da
PGF2a, concluiram que a aplicagéo no dia 7 do protocolo reduziu a concentracéo
de P4 em vacas que apresentavam CL quando comparada com aplicacdo no dia
9, além de aumentar a TC nas mesmas, e ndo houve diferenca nas vacas sem
CL. Peres et al. (2009), observaram que a antecipagao da aplicagdo de PGF2a
do D9 para D7, em vacas nao lactantes, teve efeito de reducédo de P4 sérica,
maior tamanho folicular na IATF e melhor taxa de prenhez.

Recentemente, um efeito benéfico de dupla aplicagdo de PGF2a durante o
protocolo de IATF foi observado em animais que ndo possuiam CL. Ao
trabalharem com vacas de leite, Pereira et al. (2015) observaram que a aplicacéo
de duas doses de PGF2a, em vacas que nao apresentaram CL, aumentou a
fertilidade em comparacdo com aquelas que receberam apenas uma dose.
Lopes Jr (2017) também observou efeitos positivos de uma segunda dose de
PGF2a em vacas holandesas em anestro, e que receberam protocolo de IATF
P4/E2. O pesquisador observou que vacas com duas doses de PGF2a
apresentaram maior duragao do pico de LH (13,1+ 0,8h vs. 15,5+ 0,8h; P=0,04),
maior propor¢cdo de pulsos de LH (0,75 = 0,04 vs. 0,65 + 0,04 pulso/hora;
P=0,05), e aumento na concentracao de estradiol no fluido intrafolicular (262,3
+ 55,8 vs. 1154 = 22,9 ng/mlP=0,02), que pode ter aumentado devido a
exposicao prolongada ao LH, melhorando o desenvolvimento folicular. Noronha
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et al. (2020) observaram que a aplicacdo de 2 doses de PGF2a durante a
presenca do implante de P4 aumentou o diametro folicular no dia da IATF e
melhorou a TC de vacas de corte em anestro e com baixa condi¢ao corporal. Os
resultados acima reforcam a hipétese de que a PGF2a pode estar intimamente
ligada a outros processos, além da lutedlise.

Outro farmaco comumente utilizado em protocolos de IATF é a
gonadotrofina corionica equina (eCG). O eCG atua tanto em receptores de LH
guanto de FSH, tem acao tanto de foliculo estimulante quanto de luteinizante.
Este fato possibilita, quando ligado aos receptores foliculares, o crescimento,
maturacao folicular e ovlacdo (Mruphy et al., 1991). Assim, a aplicacao de eCG
no momento da remocdo de um progestageno tem efeito de estimular o
crescimento do foliculo dominante (Sa Filho et al., 2011), especialmente em
vacas em anestro pos-parto e/ou em baixo escore de condi¢cdo corporal (ECC)
(Bo etal., 2007, Sales et al., 2011b). Além disso, o tratamento com eCG aumenta
as concentragdes de P4 circulante no ciclo estral subsequente (Baruselli et al.,
2004; Sa Filho et al., 2011), que esta associado a um aumento do diametro do
CL (B6 et al., 2003) e a estimulacdo da producdo de P4 pelo proprio CL.
Adicionalmente, o tratamento com eCG aumenta a expressdo de enzimas
esteroidogénicas (P450scc, 3b-HSD e StAR) no CL (B6 e Baruselli, 2014).

A inducao da ovulacgéo do foliculo que se desenvolveu durante o protocolo
€ a etapa final da IATF e ocorre com a aplicacdo de horménios que induzem a
onda pré-ovulatéria de LH, como os ésteres de estradiol (Meneghetti et al.,
2009). Ao comparar o resultado do uso de CE, no dia da retirada do implante, ou
BE, 24 hs apdés a retirada, Meneghetti et al. (2009), observaram que ndo houve
diferenca no diametro do foliculo no dia da IA, taxa de ovulacdo e gestagdo. Da
mesma forma, Sales et al. (2011b) compararam o uso destes dois ésteres de
estradiol com indutores de ovulacdo, e ndo houve diferencas nas taxas de
ovulacéo e gestacdo. Portanto, o uso de CE pode ser adotado sem causar
nenhum efeito negativo na fertilidade dos animais, o que facilita o manejo dos

animais durante o protocolo de IATF.

2.5. EXPRESSAO CIO NA IATF
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A expressao de cio ao final do protocolo de IATF, no momento da IA,
promove inUmeras vantagens ao animal, como melhoria nas fun¢des ovarianas
e desenvolvimento inicial da gestacdo (Cooke et al.,, 2019). Fémeas que
demonstram estro e/ou apresentam maior diametro do foliculo ovulatorio
apresentam maior fertilidade na IATF, tanto em vacas de leite (Pereira et al.,
2015) quanto em vacas de corte (Lopes et al., 2007; Bridges et al., 2012). Além
disso, autores observaram relacdo positiva direta entre a expressao de cio e o
escore de condicao corporal (ECC) dos animais, sendo que aqueles com maior
intensidade de expresséao de cio tinham melhor ECC (Madureira et al., 2015;
Richadson et al., 2016; Rodrigues et al., 2018).

A concentragdo circulante de estradiol esta diretamente ligada ao evento
de expressdo de estro dos animais (Allrich, 1994). A presenca de foliculo
dominante, desenvolvido ao longo do protocolo de inducao, de maior diametro e
maduro, no dia da IA, esta relacionado com melhores concentracdes de estradiol
durante o periodo periovulatorio, em comparagdo com foliculos menores e/ou
imaturos (Rodrigues et al., 2018). Vacas que expressaram cio no momento da
IA apresentaram foliculos dominantes com maior diametro em relacao aquelas
que ndo expressaram, além de formarem maiores CLs e produzindo maiores
melhores concentracfes de P4, 7 dias apos a ovulacdo (Rodrigues et al., 2018;
Cooke et al., 2019). A expressédo de cio € considerada um indicador de que o
animal tem altas concentracdes de estradiol no organismo, o que esta
relacionado com sucesso de gestacdo em vacas de corte (Perry et al., 2005;
Pohler et al., 2012; Rodrigues et al., 2018).

O E2 liberado por um foliculo pré-ovulatério esta relacionado com a
proliferacéo das células da granulosa do mesmo, que vao originar células luteias
posteriormente, responsaveis pela producdo de P4 (Murdoch e Van; 1998). O
horménio -E2- € determinante e para a liberacdo de GnRH pelo hipotalamo, ele
€ diretamente proporcional ao estimulo causado no hipotalamo, quanto mais E2
presente na circulacdo, maior é a liberacdo GnRH e consequentemente maior
liberacdo de LH pela hipdfise, promovendo a ovulacdo (Taft et al., 1996, Kinder
et al., 1996; Inskeep et al., 2002). Segundo Perry et al. (2014) vacas que
apresentaram cio ap0s protocolo Ovsynch tiveram maior concentracdo de E2
circulante em comparagdo com aquelas que nao apresentaram cio. A alta

circulacdo de E2, que favorece o comportamento e sinais de cio do animal
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(Allrich, 1994), muda o ambiente e composi¢cdo do muco uterino, promovendo a
proliferacéo e crescimento de glandula endometriais que séo responsaveis pela
secrecdo do histotrofo, composto por glicoproteinas, nutrientes enzimas e
fatores de crescimento necessarios para o desenvolvimento inicial do concepto
(Gray et al., 2001; Buhi et al, 2002; Forde et al., 2014). O transporte espermatico
também é influenciado através da contratilidade da musculatura lisa local (Hawk,
1983), e pela mudanca das caracteristicas do muco presente no trato
reprodutivo, que se torna mais hidratado pela acdo do E2, que passa a ter maior
concentracdo de sialomucinas, tornando-o menos viscoso, facilitando o
transporte espermatico ao longo do Utero (Suarez e Pacey, 2006).

Davoodi et al. (2016) demonstraram que a expresséo do estro no momento
da IA alterou favoravelmente o perfil de expressdo génica nos tecidos
reprodutivos durante a fase de pré-implantacéo, gerando um estado uterino mais
receptivo para o alongamento do concepto, contribuindo para melhores taxas de
fertilidade em animais com alta expressao de estro. Rodrigues et al. (2018), ao
trabalharem com vacas de corte e avaliarem os efeitos da intensidade de
expressao de cio, observaram que vacas que demonstraram cio, aos 20 dias de
gestacdo tiveram maior expressdo de mRNA de genes relacionados a producéo
de interferon, o que contribui positivamente para a manutencdo da gestacao.
Conceptos provenientes de vacas que expressaram tem maior capacidade em
produzir INFu e prostaglandina e2 (PGE2), importantes para reconhecimento
materno da gestacdo e manter ambiente uterino receptivo ao desenvolvimento
embrionario (Cooke et al., 2019).

Na Figura 5 é possivel visualizar um resumo dos beneficios da alta

concentracdo de E2 durante periodo peri e pés ovulatorio
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Figura 5. A¢Oes da alta concentragéo de estrogeno durante periodo peri e pés ovulatorio.

2.6.SEMEN SEXADO COMERCIALMENTE UTILIZADO EM BOVINOS

A técnica de citometria de fluxo é utilizada para separar espermatozoides
contendo cromossomo X de outros contendo cromossomo Y, e foi descrita e
patenteada no ano de 1991 por Lawrence A. Johnson. O método mensura a luz
fluorescente emitida pelos espermatozoides, previamente tratados com corante
especifico que possui alta afinidade pelo DNA da célula, quando passam por
feixe de raio laser (JOHNSON, 1992). Diversos estudos na area usaram como
modelo o método patenteado por Johnson e desenvolveram mais de 200
patentes com atualizagcbes da técnica, registradas pela XY Inc. e Sexing
Technologies (Navasota, TX), segundo Moore e Hasler (2017).

A populacéo de células X se diferencia da Y pela quantidade de DNA de

modo que o cromossomo X contém maior quantidade de material genético em
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relacdo ao Y, em diversas espécies (Garner et al., 1983; Johnson,2000; Seidel
e Garner, 2002; O’Brien et al., 2002; Garner e Seidel, 2003; Maxwell et a., 2004).
Em espermatozoides bovinos, a diferenca de quantidade de contetdo de DNA
entre as células X e Y distingue entre racas, Jersey (4,22%), Angus (4,07%),
Holandés (4,01%), Hereford (3,98%) e Brahman (3,7%) (Garner 2006).

A sexagem de sémen pela citometria de fluxo inicia-se pela incubagéo do
ejaculado em meio de cultura, durante uma hora a 32 — 35°C, contendo corante
Hoechst 33342, especifico para DNA, e com corante alimenticio de cor vermelha
(substituto do lodeto de propidio; IP), que é absorvido por células com membrana
danificada (Johnson, 1992; Johnson et al., 1999; Sharpe e Evans, 2009). O
procedimento facilita a triagem de espermatozoides mortos/danificados e vivos,
onde os gametas identificados pelo corante vermelho (que tem capacidade de
extinguir a fluorescéncia emitida pelo Hoechst 33342), sdo descartados (Garner,
2006; Sharpe e Evans, 2009).

O corante Hoechst, ao se ligar a dupla hélice do DNA da célula, forma um
complexo corante-DNA que é excitado pela luz ultravioleta e emite luz azul,
resultando em uma mensuracdo acurada do contudo celular dos
espermatozoides X ou Y, uma vez que a quantidade de material genético é
diferente entre eles, assim a quantidade de luz emitida também sera diferente
(Seidel e Garner, 2002). Essa luz é captada por lentes perpendiculares, uma em
angulo de 0° e outra 90° (Sharpe e Evans, 2009).

A amostra de espermatozoides, ja previamente incubada com os corantes,
€ depositada no aparelho e passa, em fila Unica, através de um feixe de laser
que emite luz ultravioleta, capaz de excitar o complexo corante-DNA. O sinal
luminoso emitido pelas células com DNA corado é captado pelas lentes, a
informacgéo passa por um software que que detecta a quantidade de luz emitida
e identifica a natureza do cromossomo, se € X ou Y. O feixe de espermatozoides
é fracionado em gota contendo apenas uma célula/gota, as quais sédo carregadas
com cargas elétricas negativa ou positiva, dependendo do contudo de DNA (X-
carga positiva e Y carga negativa). Estas gotas carregadas sdo separadas em
tubos distintos e as gotas sem carga (que estdo vazias ou com ceélulas fora do
padrao de emissao de fluorescéncia) sdo descartadas. Os espermatozoides séo
assim separados de acordo com a quantidade de fluorescéncia emitida
correspondente a composi¢do do DNA (Johnson, 1992; 1994).
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A acuracia do processamento do sémen € de 90% e esta intimamente
ligada a velocidade de sexagem, quanto mais lento o processo maior € a taxa.
Sé&o produzidas em média 10" espermatozoides sexados por hora (Geroge e
Seidel, 2010), sendo necessario uso simultaneo de varios equipamentos para
acelerar a sexagem de cada ejaculado. Desta forma, tradicionalmente s&o
envasados aproximadamente 2 milhdes de espermatozoides por palheta,
enquanto a palheta de sémen convencional possui de 10 a 20 milh&es de células
espermaticas (Moore e Hasler, 2017). A dose de 2x10° fornece equilibrio entre
taxas de comercializacdo aceitaveis do sémen sexado e preco de mercado do
produto, de acordo com Seidel (2008).

A sexagem de espermatozoides pelo método convencional de citometria
de fluxo apresenta pontos limitantes. As células que passam pelo processo estéo
em meio com alta diluicdo, sofrem acéo de alta pressdo e estdo expostas ao raio
laser, o que pode causar danos celulares e diminuir o tempo de vida e/ou
capacidade de fertilizacdo das mesmas (Maxwell et al., 1998). Em estudo,
Garner (2001) realizou exames de integridade de DNA dos espermatozoides que
estavam passando pelo processo de sexagem e observou que ndo s6 a
exposicdo ao corante Hoechst e ao laser (150 mW) eram lesivos, mas também
havia lesdo mecéanica as células, como a alta pressao a que elas sado expostas
(40 — 50psi), gerando efeitos negativos na motilidade e fertiidade pos-
descongelamento. Grande parte da lesdo mecéanica pode ser diminuida com
configuracdo de menor pressao durante a sexagem (Suh et al.,2005).
Espermatozoides que foram sexados sem corante e sem raio laser
apresentaram dano a integridade de DNA de apenas 1,8% a mais em
comparacdo com ceélulas que ndo foram sexadas (Everson et al., 2002). A
porcentagem de células mortas ou danificadas foi acrescida em 18,6% em
funcdo do estresse mecéanico e quimico associado a centrifugacdo (Garner e
Johnson, 1995).

Carvalho et al. (2013) ao utilizarem a microscopio de forca atbmica para
avaliar espermatozoides que sofreram processo de sexagem por citometria de
fluxo, ndo observaram diferencas entre 0os grupos sexado para X ou Y, para as
23 caracteristicas estruturais testadas. Porém, quando avaliaram o grupo nao
sexado com o grupo sexado XY (pool de sexado X com sexado Y), observaram
que existem diferencas na forma da cabec¢a dos espermatozoides dos grupos. O
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estudo demonstrou que ha diferencas na membrana plasmatica de
espermatozoides, de modo que a sexagem modifica a forma da cabeca, e
algumas caracteristicas da superficie. Essas modificagbes na membrana
plasmatica se assemelham com alteracdes naturais do processo fisiolégico da
capacitacdo e, portanto, podem estar relacionadas com o0 processo de
capacitacao precoce que a sexagem pode provocar (Bucci et al., 2012).

Em 2018, Carvalho et al., trabalharam com explantes de células ovidutais
bovina para observar a capacidade de interacdo e o comportamento de
espermatozoides, sexados ou nhdo, nesse ambiente. O grupo de
espermatozoides sexados iniciou a incubagcdo com maior desestabilizacdo de
membrana plasmatica, indicando que a sexagem induz o inicio do processo de
capacitacdo. Quando avaliaram a capacidade de ligacdo espermatica aos
explantes ovidutais, observaram que nao houve diferenca entre grupos (controle
e sexado) apos 30 min de incubacgédo. Entretanto, apdés 24 hs, o grupo controle
(sémen descongelado ndo sexado) apresentava maior quantidade de
espermatozoides ligados as células de oviduto em comparacdo com O grupo
sexado. Os autores propdem que o processo de sexagem pode ter interferido
negativamente na habilidade dos espermatozoides de manterem a ligacdo as
células ovidutais, pois, como mostrado em trabalhos anteriores, a técnica de
sexagem pode causar lesdes ao espermatozoide, gerando consideravel
guantidade de células com desestabilizacdo de membrana, iniciando processo
de reacado acrossdmica, prejudicando a formacgéo de reservatorios espermaticos,
essenciais para evento da fertilizacdo (Gwathmey et al., 2003; Foye-Jackson et
al., 2011; Carvalho et al., 2018).

Gosalvez et al. (2011a), avaliaram amostras descongeladas de sémen
sexado ou nao de diferentes touros, com o0 objetivo de aferir a intensidade de
fragmentacdo do DNA nos espermatozoides avaliados. Os autores observaram
gue amostras de sémen sexado apresentavam menor fragmentacdo de DNA em
relacdo aqueles ndo sexados, uma vez que espermatozoides ndo viaveis
detectados pelo citbmetro sdo descartados, o que inclui grande porcentagem de
espermatozoides com DNA fragmentado, justificando o resultado acima. Quando
os touros foram avaliados individualmente, a fragmentacdo de DNA apds a
sexagem foi diferente entre eles, de modo que alguns animais produziram mais

espermatozoides com injurias que outros. Essa observacdo mostra que a
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resisténcia ao processo de sexagem é uma caracteristica individual do animal, e
gue nem todos os touros séo igualmente eficientes em reduzir a porcentagem de
espermatozoides com DNA fragmentado.

O mesmo grupo de pesquisa (Gosalvez et al., 2011b), em um segundo
experimento, observou dano de DNA de espermatozoides sexados ou néo, em
diferentes tempos de incubacéo (0; 4; 24; 48 e 72 hs ap0s descongelamento).
No inicio da incubacdo, as amostras de sémen sexado apresentaram menor
porcentagem de fragmentacdo em comparacdo com o sémen convencional,
como observado em Gonsalvez et al. (2011 a). O sémen convencional manteve
nivel baixo constante de fragmentacdo durante as primeiras 48 hs de incubacéo,
com pequeno aumento entre 48 e 72 hs. Por outro lado, os espermatozoides
sexados comecaram a expressar fragmentacdo de DNA 24 hs apos incubacéo,
e o nivel de dano ao final da observacao era seis vezes maior em relacao ao
tempo 0. Quando a analise foi feita individualmente, observou-se que as
amostras de sémen sexado apresentavam diferentes porcentagens de
fragmentacao durante a incubacdo, mesmo apresentando caracteristicas muito
semelhantes no inicio do experimento. Situacdo que reafirma a diferenca
individual quanto a sensibilidade ao processo de sexagem, alguns animais sao
mais resistentes que outros e apresentam menor porcentagem de fragmentacao
no DNA. Os autores sugerem que a cromatina espermatica sofre danos
subclinicos durante a sexagem, que vao se expressar ao longo do tempo, e
promover diminui¢cao na longevidade do DNA.

A fim de melhorar a taxa de gestacdo de vacas que receberam sémen
sexado, pesquisadores propdem que a IA seja realizada mais proxima a
ovulacéo, realizando um atraso no manejo de inseminacdo dos animais
protocolados. Em experimento com novilhas da raca Jersey, Sa Filho et al.
(2011) selecionaram os animais que apresentaram cio e realizaram a IA nos
intervalos de 12-16h, 16-20h, 20-24h e > 24h apds a expresséao de cio. Novilhas
inseminadas nos intervalos de 16-20 e 20-24 hs tiveram mais chances de se
tornaram gestantes (51,8% e 55,6%, respectivamente) em comparagcado com
aguelas que foram inseminadas no tempo convencional de 12 a 16 hs apds o cio
(37,7%).
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Sales et al (2011a) trabalharam com novilhas ciclando onde os animais
receberam protocolo de IATF a base de E2 e P4 e foram inseminadas com
sémen convencional ou sexado, com a diferenca de 60 ou 54 hs ap0s a retirada
do implante de P4. Os pesquisadores observaram que animais inseminados com
sémen sexado 60 hs apos remocéao do implante presentaram melhor TC (31,4%)
em relacdo aquelas inseminadas 54 hs apoés (16,2%), entretanto, as TC dos
animais inseminados com sémen convencional foram maiores que 0 grupo
anterior, independente do momento de inseminacéao (60 hs:51,8%; 54hs: 50,5%).
Os mesmos autores (Sales et al., 2011b) trabalharam com vacas Nelore em
lactacdo, onde todas receberam protocolo de IATF a base de E2 e P4. A
inseminacao desses animais foi realizada com sémen sexado e em grupos de
36, 48 e 60 hs apds a retirada do dispositivo de P4. Os resultados mostraram
aumento significativo da TC dos animais inseminados no tempo 60 h (30,9%) em
relacéo a 48 h (20,8%) e 36 h (5,8%).

Outros pesquisadores demostraram a importancia da associacdo da
deteccado de expressao de cio com o uso de sémen sexado. A expressao de cio
pelo animal fornece a informacéo de que o trato reprodutivo esta preparado para
receber uma nova gestacdo, diante de todas as vantagens reprodutivas
relacionadas com a alta concentracdo de E2 pré-ovulacéo e posterior producao
de P4 (p6s-ovulagéo), conforme descrito por inUmeros trabalhos (Hawk, 1983;
Murdoch e Van; 1998; Allrich, 1994; Davoodi et al. ,2016; Rodrigues et al., 2018;
Cooke et al., 2019). Adicionalmente, altas concentragbes de E2 no momento
peri-ovulatério facilitam o transporte espermatico pelo trato reprodutivo feminino,
através da contracdo da musculatura lisa local e producdo de muco com
natureza menos viscosa, mais hidratada (ou seja, com menor quantidade de
sulfomucinas e maior quantidade de sialomucinas, que facilita a locomoc¢éo do
espermatozoide ao longo do utero; Hawk, 1983; Suarez e Pacey, 2006).

Sa filho et al. (2012) demonstraram menores TC utilizando sémen sexado
comparado ao convencional em vacas de corte lactantes, e observaram que
animais expressando estro (bem como animais com maior foliculo pré-
ovulatorio) no momento da IA apresentaram melhores TC quando inseminadas
tanto com sémen convencional como com sémen sexado. Os autores concluiram
que a simples identificagdo de exibicdo de estro no momento da IATF identifica
animais com maiores chances de prenhez podendo, portanto, serem designadas
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para receber espermatozoides sexados. Assim, 0s autores salientam a
importancia de utilizar sémen sexado apenas nos animais que expressam estro,
uma vez que a baixa fertilidade deste tipo de sémen fica ainda mais prejudicada
nos animais com menores concentracdes de E2 no momento da IA. Thomas et
al. (2004) desenvolveram experimento com vacas de corte com o objetivo de
melhorar o uso estratégico de sémen sexado nesses animais. Os autores
observaram que vacas que expressaram cio antes da IA tiveram maior TC,
independentemente do tipo de sémen usado. Ainda, o atraso ha inseminacao
com sémen sexado de vacas que ndo expressaram cio provocou resultados
significantemente melhores em relagdo aquelas que foram inseminadas sem
expressao de cio e sem atraso de IA.

Como anteriormente descrito, inumeros trabalhos apontaram que a
fertilidade do sémen sexado por citometria de fluxo é reduzida em relacdo ao
sémen convencional (Seidel et al.,1999; Seidel e Gerner, 2002; Seidel e Schenk,
2002). Porém, recentemente melhorias tém sido desenvolvidas na tecnologia de
classificacdo de espermatozoides por conteildo cromossdémico, X ou Y. O sémen
sexado por técnicas aperfeicoadas da citometria de fluxo tem sido amplamente
utilizado tanto para touros de racas leiteiras quanto para racas de corte (Thomas
et al, 2019).

Um dos pontos de melhoria em relacdo a técnica de citometria de fluxo
desenvolvida por Johnson (1992), € a maior concentracdo espermatica por dose
produzida, de modo que 4 x10° espermatozoides sdo envazados por palheta de
0,25 mL (ou seja, o dobro de células, quando comparada a concentracéo de 2
x10¢ células, dose padrao de sémen sexado vendido comercialmente) (Marin et
al, 2018). O método também propde mudancas no pH do meio em que as
amostras de sémen sdo acondicionadas durante a sexagem, temperatura do
aparelho e pressao que o sémen sofre durante a passagem pelo citbmetro, para
realizar a separacdo das amostras em gotas com uma Unica célula, garantindo
melhor manutencado da integridade de membrana da célula espermatica (Marin
et al, 2018).

Em um grande experimento, envolvendo 41 fazendas, Lenz et al. (2016)
avaliou a taxa de gestacéo de 6.000 inseminagdes artificiais em novilhas de leite.
Foram utilizadas doses de sémen sexado de oito touros holandeses cujas doses
foram sexadas pelo método SexedULTRA™ (técnica de citometria de fluxo com
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modificacdes) ou pelo método tradicional de citometria de fluxo. A taxa de
gestacao foi 4,5% maior (45.7 £ 1.7 x 41.2 £ 1.6%; P<0,01) em novilhas que
receberam sémen sexado pelo novo método em relacdo aquelas que foram
inseminadas com sémen processado pelo método descrito por Johnson (1991).

Thomas et al. (2017) realizaram experimento com novilhas de corte,
utilizando 1A com deteccédo de estro, e doses de sémen sexado SexedULTRA e
sémen convencional. A TC de animais inseminados com sémen convencional
(60%) foi superior em relacéo aos animais que receberam sémen sexado (52%)
(Thomas et al., 2017). Novilhas que expressaram cio antes da IA tiveram maior
TC em relacdo as que ndo expressaram estro antes da IA. Contudo, ao final de
60 dias de estacdo de monta, as taxas totais de prenhez nao diferiram entre
animais que receberam sémen convencional ou sexado. A taxa de producao de
bezerras do sémen sexado foi de 96% e o sémen convencional de 49%. Os
resultados do trabalho sugerem que o processamento de sémen pelo método de
SexedULTRA promove melhor fertilidade em relacdo a tecnologia de sexagem
descrita em 1992, além de demonstrar uso efetivo de IATF com sémen sexado
na industria da pecuaria de corte.

Resultados similares foram encontrados por Baruselli et al. (2017) quando
avaliaram a TC de vacas nelore em lactagéo, que receberam protocolo de IATF
a base de P4 e E2, e foram inseminadas 60 h apds retirada do implante de P4,
com sémen de touro Nelore convencional, sexado pelo método tradicional ou
sexado pelo SexedULTRA. Os autores observaram que néo houve diferenca
estatistica entre touros. Entretanto, vacas inseminadas com sémen convencional
tiveram melhores taxas de gestacéo (52%) em relacdo ao SexedULTRA (43%)
e sexado tradicional (28,2%).

Assim, os resultados de estudos mais atualizados indicam que as
inseminac¢des com sémen sexado por citometria de fluxo atualmente realizadas
devem proporcionar melhores taxas de prenhezes do que as inseminagdes

utilizando a tecnologia de sexagem por citometria inicialmente desenvolvida.
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3. HIPOTESES

a) A administracao de 12,5 mg i.m. de PGF2a no momento da IA, melhora

a fertilidade de vacas que recebem sémen sexado.

b) O sémen sexado possui parametros de cinética, morfometria e
compactacdo de DNA espermatico alterados, que, em conjunto, afetam

negativamente a viabilidade e fertilidade dos espermatozoides.
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4. OBJETIVOS

4.1.OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem por objetivo avaliar a taxa de concepcao (TC) de
vacas multiparas lactantes da raca Nelore recebendo tratamento com PGF2a no
momento da IATF e comparar os efeitos da PGF2a no momento da IA em vacas
inseminadas com sémen convencional ou sexado, expressando diferentes
intensidades de comportamento estral.

Adicionalmente, o0 presente estudo teve por objetivo avaliar
laboratorialmente amostras do sémen convencional e sexado utilizados a campo
e comparar os resultados de fertilidade obtidos in vivo com as caracteristicas
espermaticas in vitro, a fim de identificar caracteristicas seminais que esclaregcam

0s resultados de campo.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar e comparar a taxa de concepcao (aos 30 dias de gestacéo), de vacas
Nelore submetidas a um protocolo de IATF com aplicacao adicional (grupo
PGF) ou nao (grupo controle) de PGF2a no momento da IA, por
ultrassonografia transretal (modo-B);

e Comparar fertilidade de cada grupo experimental (grupos controle e PGF) e
avaliar se houve influéncia do tratamento no tipo de sémen utilizado
(convencional e sexado);

e Correlacionar o grau de demonstracéo de cio, avaliado no momento da IA,
com a fertilidade de cada grupo experimental (controle e PGF) e tipo de
sémen utilizado (convencional e sexado);

e Avaliar caracteristicas do sémen sexado comercialmente nos parametros de
integridade  de membrana plasmatica, cinética, morfometria e

descompactacédo de DNA espermatico;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. EXPERIMENTO A CAMPO

Todos os procedimentos envolvendo animais neste experimento foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), nimero do
protocolo CEUA UFMG 348/2018.

5.1.1. Local e Animais

Este estudo foi conduzido em uma fazenda comercial de gado de corte, da
raca Nelore, localizada no municipio de Araguaiana/MT, durante a estacao de
monta 2018/2019 (fazenda 1). O mesmo delineamento foi realizado para
inseminacao das vacas de outra fazenda comercial de gado de corte (durante a
estacao de monta 2018/2019), localizada no municipio de Sdo Félix do Xingu/PA
(fazenda 2).

Na fazenda 1 o experimento foi realizado em 348 animais, e na fazenda 2,
foram utilizados dados de campo de 355 animais inseminados com 0 mesmo
delineamento experimental.

Os animais eram alocados em pastos compostos por Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha, com acesso ad libitum a agua e suplemento

mineral.

5.1.2. Manejo reprodutivo

O protocolo de IATF se iniciou (DO) com as vacas recebendo um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (P4), de 2° uso (CIDR®, Zoetis, Sao
Paulo, Brasil) e uma injecao intramuscular (i.m.) de 2,0 mg de Benzoato de
Estradiol (BE; Gonadiol®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No dia 7 (D7) todos os
animais recebem 12,5 mg de Dinoprost Trometamina i.m. (PGF2a; Lutalyse®,
Zoetis, Sao Paulo, Brasil). O dispositivo de P4 foi removido no dia 9 (D9), quando
0s animais receberam injecdes i.m. de 0,5 mg de Cipionato de estradiol (ECP®,

Zoetis, Sao Paulo, Brasil), de 12,5 mg de Dinoprost Trometamina i.m. (PGF2aq;
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Lutalyse®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de eCG (Novormon 5000®; Zoetis,
Séo Paulo, Brasil), conforme descrito por Noronha (2020)

Também no D9, os animais receberam dispositivo de avaliacao de estro, o
Estrotect ®. O dispositivo contém cola na parte inferior para ser fixado
transversalmente a coluna vertebral proxima a regido de transicao das vértebras
lombo sacrais. Na parte superior, que fica exposta, a cor do dispositivo € coberta
por tinta cinza que sai com fricgcdo no local, expondo a cor do dispositivo

Quarenta e oito horas ap6s remocdo do dispositivo de P4 (D11), foi
realizada a inseminacéo dos animais.

Para as inseminacdes foram utilizados dois tipos de sémen (sémen
convencional e sémen sexado para fémea) de dois touros Angus, na fazenda 1
(touros 1 e 2), e dois touros Nelore, na fazenda 2 (touros 3 e 4).

Ao entrar no brete para a realizacdo da IA, os animais foram intercalados
aleatoriamente para receber uma dose im. de 12,5 mg de Dinoprost
Trometamina i.m. (PGF2a; Lutalyse®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil; protocolo PGF)
ou solucéao salina (2,5 mL de solucao salina fisiolégica; protocolo controle).

Em cada fazenda foram escalados dois inseminadores experientes por lote,
que se intercalaram a cada 20 inseminacdes realizadas. A cada 5 animais
inseminados, o tipo de sémen foi alterado (convencional ou sexado) e a cada 10
animais, o touro foi alterado, de modo que foram obtidos quatro grupos
experimentais, em cada fazenda, distribuidos de forma aleatéria e equiparada

entre as vacas do experimento:

1) Grupo controle: protocolo controle/sémen convencional,
2) Grupo 2: protocolo controle/sémen sexado;

3) Grupo 3: protocolo PGF/sémen convencional,

4) Grupo 4: protocolo PGF/sémen sexado.

5.1.3. Deteccéo de cio e avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC)

No D11 (momento da IATF) foi feita a classificacdo da expresséao do cio
atraves de escores de remocao da tinta do dispositivo Estrotect® (Pohler et al.,
2016). No presente trabalho, os animais foram classificados como animais

expressando cio ou ndo, de acordo com o grau de remocéo da tinta (Figura 6):
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- remocao de tinta <25% = sem expressao de cio;

- remogéo de tinta > 25% = expresséao de cio;

Figura 6 — Remocao do dispositivo Estrotect® no D11 do protocolo. 1- Animal
sem expressao de cio, com remocao de tinta <25%. 2- Animal com expressao
de cio, com >25% de remocéao de tinta.

Adicionalmente, no dia 11 (dia da IATF), foi avaliada de forma visual o
escore de condi¢éo corporal (ECC) de cada vaca manejada. O ECC foi avaliado
variando de 1 a 5, sendo 1 a nota aferida a animais muito magros e 5 para
animais obesos (HOUGHTON et al., 1990).

Na figura 7 observa-se o esquema do delineamento experimental proposto.

5.1.4. Diagnostico de gestacdo

Aos 30 dias ap6s a IATF, foi realizado diagnostico de gestacdo por
ultrassonografia para avaliagcdo da taxa de concepcdo. O procedimento foi
realizado por ultrassonografia transretal, com transdutor linear (5.0 MHz;
aparelho ALOKA, 500V). A observacdo de uma vesicula embrionaria com
embrido viavel (presenca de batimento cardiaco) foi utilizada como indicativo de

gestacao.
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Figura 7 — Esquema ilustrativo do delineamento experimental; Legenda: BE-Benzoato
de Estradiol ( 2,0 mg, im.); PGF- prostaglandina F2a (12,5 mg, im.); ECP- Cipionato de
Estradiol (0,5 mg,im.); eCG- Gonadotrofina Coridénica Equina (300 Ul, im.); IATF-
Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo; DG- Diagnostico de Gestacao; DO — dia 0, inicio
do protocolo; D7- dia 7 de manejo; D9- dia 9 de manejo; D11 — dia 11, inseminacao
artificial com aplicacdo ou ndo de prostaglandina F2a (12,5 mg, im.); D41- dia 41 (30

dias apds inseminacao artificial).
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5.2. ANALISE LABORATORIAL DO SEMEN DESCONGELADO
5.2.1. Amostras de sémen congelado

Para este estudo foram avaliadas as amostras de sémen congelado, da
mesma partida, (tanto o sémen convencional quanto o sémen sexado),
provenientes dos touros Angus (touro 1 e touro 2) utilizados nas inseminacgdes
artificiais das vacas da fazenda 1.

Para cada touro e tipo de sémen foram realizadas 3 repeticdes das analises

laboratoriais (Figura 8):

CONVENCIONAL

3 repeticOes

3 repeticoes

3 repeticdes

Figura 8. Esquema de distribuicdo de analises laboratoriais para amostras de
sémen congelado dos animais 1 e 2, e sémen convencional e sexado.

CONVENCIONAL

5.2.2. Andlise laboratorial

Cada palheta de sémen foi descongelada a 37°C por 20 segundos. Apos o
descongelamento foram separadas as seguintes aliquotas para as analises
laboratoriais:

e 20 uL para avaliagdo de motilidade e vigor;
e 10 uL para analise computadorizada pelo sistema CASA;

e 20 pL para avaliagdo de morfologia espermatica;
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e 10 pL para concentragao espermatica;

e 20 pL para teste hipo-osmotico;

e 10 pL para confecgdo de esfregacos para analise de compactagado e
heterogeneidade de DNA e morfometria espermatica por coloracdo com azul

de toluidina.

5.2.3. Anéalise convencional do sémen

A avaliacdo convencional de motilidade, vigor, patologia e concentracao
espermética foram realizadas por microscopia de contrataste de fase. A
avaliacao visual de motilidade e vigor foram realizadas no aumento de 100x. A
concentracdo espermatica foi realizada com camara de Neubauer, no aumento
de 400x. Avaliacdo morfolégica foi feita no aumento de 1000x, contando-se 200

espermatozoides, considerando as alteracdes de acordo com Blom (1973).

5.2.4. Teste Hipo-osmético

O teste hipomastico foi realizado utilizando-se 1,0 mL de uma solu¢éo com
frutose na concentragcdo de 100 mOsm/Kg, previamente aquecida a 37°C,
acrescida de 20uL de sémen. Essa solugao foi incubada por 60 minutos a mesma
temperatura. ApOs esse periodo, foi realizada a contagem de 200
espermatozoides, em microscopia de contraste de fase, em aumento de 400X.
O resultado foi determinado em porcentagem, sendo o calculo realizado pela
seguinte férmula:

HIPO (%) = (% de alteracfes na regiao da cauda apds teste HIPO) — (% de
alteracdes na regido da cauda dos espermatozoides antes do teste HIPO)
(RevellL e Mrode, 1994).

5.2.5. Analise computadorizada de cinética espermatica
A motilidade espermatica foi analisada pelo sistema CASA (Sperm Class

Analyzer v.4.0.0, Microptic, Barcelona, Espanha) de acordo com as

configuracdes observadas no anexo 1.
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Para as analises do sistema CASA foi utilizada a camara de Makler (Makler
counting chamber, SEFI Medical Instruments LTD, Haifa, Israel), previamente
aquecida, onde 5uL de sémen foram depositados. Foram selecionados 5
campos aleatérios para cada andlise, e o sistema fornece a avaliacdo das
seguintes variaveis espermaticas: Motilidade Total (MT; %), Motilidade
Progressiva (MP; %), Velocidade de Trajeto (VAP; upm/s), Velocidade
Progressiva (VSL; uym/s), Velocidade Curvilinear (VCL; pm/s), Amplitude Lateral
da Cabega (ALH; um), Frequéncia de Batimentos (BCF; Hz), Retilinearidade
(STR; %), Linearidade (LIN; %) e Células com Velocidade Rapida (RAPID; %).

5.2.6. Andlise computadorizada da morfometria e estrutura cromatinica

Para a caracterizacdo de espermatozoides corados com azul de toluidina,
foram utilizadas amostras do sémen apds descongelamento.

A utilizacdo de andlises de imagem computadorizada garante menor
subjetividade nas avaliacdes e permite que a analise morfométrica seja realizada
concomitantemente com a avaliacdo da cromatina (Beletti et al., 2004). Nesta
técnica, apés a coloracdo do esfregaco, imagens digitais de pelo menos 100
espermatozoides foram obtidas para cada amostra, por meio de microscopio
Optico acoplado a uma camera digital, e conectado a um microcomputador com
um software especializado. As imagens foram capturadas digitalmente em tons
de cinza (Beletti & Costa, 2003).

Posteriormente, as imagens dos espermatozoides foram avaliadas por
algoritmos desenvolvidos em ambiente de programacao matematica (ambiente
SCILAB; SIP toolbox: “Scilab Image Processing toolbox”), pela quantificagao dos
pixels de cada imagem. As seis cabecas espermaticas com menor valor de pixel
sdo consideradas o padrédo da amostra. Essas células que sdo as menos
coradas sao, teoricamente, as células com cromatina mais compactada (Beletti
et al., 2005a; 2005b). Assim, a diferenca entre o valor padrdo da amostra e a
média dos valores de pixel de cada cabeca analisada é transformada em
porcentagem (Dif%), indicando o percentual de espermatozoides com cromatina
considerada descompactada na amostra. Adicionalmente, calcula-se o
coeficiente de variagédo (CV) da intensidade de tons de cinza de cada cabeca, o
qual representa quantitativamente a heterogeneidade da compactacdo da
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cromatina na cabeca espermatica (Beletti et al., 2005a; 2005b; Kanayama &
Beletti, 2011). Ainda nesta técnica, a area, o perimetro, a largura, o comprimento,
a relagcdo comprimento:largura, a elipsidade e o fator forma de todas as cabecgas
sao também determinados por calculos matematicos, realizados com algoritmos
desenvolvidos em ambiente SCILAB. Da mesma forma, a simetria lateral e a
simetria antero-posterior da cabeca espermatica foram mensuradas para
identificacdo de assimetrias ao longo dos eixos principais do espermatozoide
(Beletti et al., 2005a; 2005b). Assimetrias desta natureza podem implicar em

alteracdes nas propriedades hidrodinamicas da célula (Beletti et al., 2004).

5.3. ANALISES ESTATISTICAS

5.3.1. Experimento a campo

Para avaliar o efeito das variaveis preditoras na TC das vacas ajustaram-
se modelos lineares generalizados mistos com a distribuicdo binomial (regresséo
logistica), que € apropriada para respostas dicotdmicas (gestacdo positiva ou
negativa). As variaveis PGF, Sémen, Cio, Fazenda e ECC foram utilizadas como
fatores fixos e as variaveis Lote x Inseminador (agrupado em fazenda) e Touro
(agrupado em Fazenda) foram utilizadas como fatores aleatdrios. Inicialmente
ajustou-se um modelo completo com todos os fatores fixos, incluindo as
interagOes e o fatores aleatérios. Foi realizado uma sele¢do backward, os fatores
nao significativos foram retirados um a um, até se chegar a um modelo mais
parcimonioso, onde todas as variaveis sao significativas. Destaca-se que apesar
da interacéo entre PGF e CIO ter sido marginalmente significativa, foi decidido
manté-la no modelo final, j& que o efeito da PGF é o foco deste trabalho

A significancia das variaveis preditoras foi acessada através do teste da
razdo de verossimilhancga. Para variaveis que possuiam mais de dois niveis, foi
aplicado um teste de comparagdes multiplas (pairwise) utilizando-se a corre¢ao
de Tukey. Em todos os testes assumiu-se um nivel de significancia de 5%. Todas
as analises estatisticas foram realizadas através do software R versao 3.6.1 (R
Core Team, 2019).
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5.3.2. Experimento laboratorial

Para avaliar os efeitos de touro (Touro 1 ou Touro 2) e tipo (convencional
ou sexado), aplicou-se testes ANOVA para dois fatores. Foram aplicados testes
separados para cada variavel resposta mensurada. Testou-se os efeitos
principais de cada fator de forma global (overall), assim como o efeito da
interacao entre esses fatores (Touro X Tipo de sémen). Em seguida, calculou-se
os valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para cada
grupo.

Testes de comparacgfes multiplas (pairwise) foram aplicados utilizando-se
a correcdo de Tukey, para identificar possiveis diferencas entre os tipos de
sémen (convencional ou sexado) separadamente para cada touro (Touro 1 ou
Touro 2). Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do software R
versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019).

6. RESULTADOS

6.1. EXPERIMENTO A CAMPO

A TC geral foi 37,6% (n=703), sendo 32,8% (n=348) na fazenda 1 e 42,3%
(n= 355) da fazenda 2 (P=0,002). Desta forma, a segunda propriedade
apresentou 28% mais probabilidade de prenhez do que a primeira.

Embora os resultados da regressao logistica demonstraram que houve
diferenca na TC entre fazendas, o comportamento das outras variaveis
analisadas no modelo estatistico foi 0 mesmo dentro de cada uma delas.

Inseminador (P=0,199) e touro (P=0,832) sao fatores que nao influenciaram
a TC, em nenhuma das fazendas avaliadas.

De forma contréria, tipo de sémen (sexado ou convencional) foi um fator
gue afetou a TC em ambas as fazendas (P<0,001). A TC das vacas inseminadas
com sémen convencional foi maior quando comparada com aquelas

inseminadas com sémen sexado, apresentando 1,9 vezes mais chances de
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gestacao. Os resultados obtidos para cada touro nas fazendas 1 e 2, encontram-

se descritos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Taxa de concepcdo (TC) de vacas multiparas da raca Nelore
inseminadas na Fazenda 1, de acordo com o touro (1 ou 2) e tipo de sémen
(convencional ou sexado) utilizado

Fazenda 1 Tipo de sémen TC Total
Touro 1 convencional 47,9% (35/73) a 32,3% (50/155) a
sexado 18,2% (15/82) b
Touro 2 convencional 40,8% (42/103) a 33,2% (64/193) a
sexado 24,4% (22/90) b

a,b: letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,05.

Tabela 2. Taxa de concepcdo (TC) de vacas multiparas da raca Nelore
inseminadas na Fazenda 2, de acordo com o touro (3 ou 4) e tipo de sémen
(convencional ou sexado) utilizado

Fazenda 2 Tipo de sémen TC Total
Touro 3 Convencional 51,0% (48/94) a  40,4% (74/183) a
Sexado 29,2% (26/89) b
Touro 4 Convencional 57,0% (49/86) a 44,1% (76/172) a
Sexado 31,4% (27/86) b

a,b: letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,05.

Assim como tipo de sémen, o ECC no momento da IA atuou de forma
significativa nos resultados (P=0,018) de modo que vacas com melhor ECC
apresentaram maior TC, em ambas as fazendas.

Na Fazenda 1, vacas com ECC <2,75 apresentaram TC de 26,0% (n=100),
enquanto vacas com ECC >2,75 apresentaram 35,5% (n=248). Da mesma
forma, na fazenda 2, vacas com ECC <2,75 tiveram menor TC que aquelas com
ECC 22,75 (38,9%, n=210 vs 47,2%, n= 145). Ao avaliar as duas fazendas de
forma conjunta, a TC de animais com ECC <2,75 foi de 34,7% (n=340) e com
ECC 22,75 foi de 39,8% (n=391) conforme demonstrado na tabela 3.
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Tabela 3. Taxa de concepcdo (TC) de vacas multiparas da raca Nelore
inseminadas, em duas fazendas comerciais, de acordo com escore de condicdo
corporal (ECC) (22,75 e > 2,75)

Fazenda 1 Fazenda 2 Total

ECC <2,75 26,0% (26/100) a 38,9% (82/210)a 34,7% (108/310) a
ECC>2,75  355% (88/248) b 47,2% (68/145) b  39,8% (156/393) b

Total 32,7% (114/348)  42,3% (150/355)

a,b: letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,05.

A demonstracdo de cio no momento da IA apresentou-se como efeito
positivo (P=0,005) na TC em comparagdo com 0s animais que ndo apresentaram
cio. Ao avaliar o efeito da interacdo do tratamento e demonstracdo de cio
(tratamento x CIO), observou-se tendéncia estatistica (P=0,077), constatando
gue o tratamento com PGF no momento da IA pode ter influéncia positiva na TC
de vacas que nado apresentaram cio (tabela 4). Assim, observou-se que 0
tratamento com PGF no momento da IA aumentou em torno de 70% a TC dos
animais sem expresséao de estro.

Conforme anteriormente mencionado, o tipo de sémen utilizado na IA dos
animais (sexado ou convencional), apresentou efeito significativo na TC. Porém,
o tratamento com PGF no momento da IA néo teve efeito significativo na TC dos
animais em funcao do tipo de sémen recebido (P=0,67). Deste modo, a aplicacéo
de PGF néo interferiu na fertilidade das vacas que receberam sémen
convencional ou sexado, como demonstrado na tabela 5. O efeito do tratamento
no momento da IA em vacas inseminadas com ambos o0s tipos de sémen
manteve o0 mesmo padrdo para vacas com ou sem expressao de cio, ja que ndo
foi observada interacao tripla entre tipo de sémen, expressao de cio e tratamento
(P=0,897).
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Tabela 4. Taxa de concepcdo de vacas multiparas da raca Nelore inseminadas, em duas
fazendas comerciais, de acordo com expressao de cio (cio ou sem expressao de cio), que, no
momento da IA, receberam ou ndo tratamento com PGF

Fazenda 1 Fazenda 2 Total
Cio Sem cio Cio Sem cio Cio Sem cio
Controle 37,7% 16,4% 43,7% 28,9% 41,0% A 21,2% B
(43/114) (10/61) (59/135) (11/38) (102/249) (21/99)
PGF 36,4% 32, 7% 44,8% 40,5% 41,1% A 35,9% AB
(43/118) (18/55) (65/145) (15/37) (108/263) (33/92)
Total 37,1a 24,1b 44,3 a 34,7b 41,0% a 28,3% b
(86/232) (28/116) (124/280) (26/75) (210/512) (54/191)
Total geral  32,8% (114/348) a 42,3% (150/355) b 37,6% (264/703)

a,b: letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05; A,B: letras mailsculas
diferentes entre linhas e/ou colunas indicam P<0,10

Tabela 5. Taxa de concepcédo de vacas multiparas da Nelore inseminadas, em duas fazendas
comerciais, de acordo com tipo de sémen (convencional ou sexado), que, no momento da IA,
receberam ou nédo tratamento com PGF.

Fazenda 1 Fazenda 2 Total
Sémen Convencional Sexado Convencional Sexado Convencional Sexado
Controle 41, 7% 20,8% 54,8% 30,6% 48,0% a 25,5% b
(33/79) (20/96) (40/73) (30/98) (73/152) (50/196)
PGE 45,4% 22,4% 53,3% 29,9% 49,5% a 26,5% b
(44/97) (17/76) (57/107) (23/77) (101/204)  (40/151)
Total 43,8% a 21.5% b 53,9% a 30,3% b 48,9% a 25,9% b

(77/176)  (37/172)  (97/180)  (53/175)  (174/356)  (90/347)

Total Geral  32,8% (114/348) a 42,3% (150/355) b 37,6% (264/703)

a,b — letras minudsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05

Considerando todos os animais do presente estudo, observa-se que a
influéncia do tratamento com PGF em vacas apresentando ou nao
comportamento de cio, foi semelhante para animais que receberam sémen
convencional ou sexado no momento da IA (Tabela 6), de acordo com a analise
de contraste ANOVA entre 0s quatro grupos experimentais (tratamento
controle/cio; tratamento PGF/cio; tratamento controle/sem expressao de cio;
tratamento PGF/sem expresséao de cio).

Assim, na tabela 6 € possivel observar que a aplicagdo de PGF no
momento da IA beneficiou a fertiidade de vacas que ndo expressaram cio,

independentemente do tipo de sémen utilizado.
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Tabela 6. Taxa de concepcao (%) de vacas Nelore, de acordo com expressao
de cio, que receberam ou n&o tratamento com PGF no momento da IA, e foram
inseminadas com sémen convencional ou sexado.

Convencional Sexado
Grupo Cio Sem cio Cio Sem Cio  Valor P
53,2 34,1 31,2 12,1
Controle  591111ya  (14/41)b  (431138)a  (7/58)b 2007
51,0 45,5 28,1 21,6 0018
PGF (76/149)a  (25/55)ab  (32/112)a (8/37) ab ’
51,9 40,6 29,8 15,8 P<0,001

Total  (135/260)a  (39/96)b  (75/250)a  (15/95) b

a,b — para cada tipo de sémen, letras minusculas diferentes na mesma linha e/ou
coluna indicam P<0,05

A figura 9 mostra a frequéncia relativa do sucesso de gestacao da IATF em
relacdo ao tratamento ou ndo com PGF, e expressao de cio no momento da IA,
em vacas inseminadas com sémen sexado ou convencional. Observa-se que
animais que ndo demonstraram cio e receberam PGF apresentaram sucesso de

gestacao similar das vacas que apresentaram cio no momento da IA.
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Figura 9. Frequéncia relativa de gestacéo na IATF (sucesso de gestacao %)
de acordo com expressao de cio (com cio ou sem cio) de vacas Nelore
multiparas em lactacdo que receberam ou néo tratamento com PGF no
momento da inseminacéo artificial (IA) com sémen sexado ou convencional,

barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si (P<0,05).

6.2. EXPERIMENTO LABORATORIAL

Os resultados laboratoriais se referem as amostras de sémen das partidas

utilizadas na fazenda 1 (tabela 7).

Tabela 7. Taxa de concepcéo (%) da Fazenda 1, de acordo com o tipo de sémen
(convencional ou sexado) utilizado na IATF de vacas multiparas da raca Nelore.

Taxa de concepcéo

Touro 1
Touro 2

Convencional
47,9 (35/73) a
40,8 (42/103) a

Sexado
18,2 (15/82) b
24,4 (22/90) b

a,b — letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,001

Os resultados das andlises convencionais de sémen descongelado

demonstram que houve diferenca (P=0,011) entre tipo de sémen para o
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parametro de motilidade visual, tanto para touro 1, quanto para touro 2, como
exposto na tabela 8, sendo o sémen convencional com maior porcentagem de
espermatozoides moveis em comparagdo com sexado. O vigor espermatico ndo
apresentou diferenca estatistica entre touros (P=1,000) e tipo de sémen
(P=0,282), como demonstrado na tabela 8.

Ao avaliar os resultados do teste hipo-osmético (HIPO) observou-se
diferenca entre tipos de sémen para ambos os touros avaliados (touro 1:
P=0,006; touro 2: P=0,005). Portanto, o sémen sexado apresenta menor valor
de HIPO em relacdo ao convencional, indicando que possui maior quantidade de

espermatozoides com membrana plasmatica lesionada (tabela 8 e Figura 10).

Tabela 8. Motilidade visual (%), vigor e integridade de membrana (teste hiposmético) de
amostras de sémen, convencional ou sexado, pos descongelamento, dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado

Motilidade visual (%) 63,33+11,54a 40,00+553b 63,33+5,77a 36,66+11,54 b
Vigor espermatico 3,00+0,55 a 2,3310,57a  2,66+0,57 a 2,66+0,57 a
Hiposmatico (%) 52,33+12,41a 30,33+9,60b 48,66+1,60a 24,50+3,04 b

a,b — para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05
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Hiposmotico (%)
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Figura 10. Teste hipo-osmotico (%) de amostras de sémen, convencional ou
sexado, pdés descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (Touro 1: P=0,008; Touro 2: P=0,005).

A concentracdo espermatica das amostras diferenciou significativamente
entre touros (P<0.001) e tipo de sémen para ambos os animais avaliados (Touro
1: P<0,001; Touro 2: P<0,001) (tabela 9 e Figura 11).

A quantidade de espermatozoides moéveis por palheta (SMP) de 0,25 mL,
calculada a partir da motilidade espermatica total (MT), ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparada entre touros, porém, quando comparado o tipo de
sémen dentro de cada touro, observou-se que o sémen sexado do touro 1
apresenta valores significativamente menores (P<0,001) que o convencional. No
touro 2, ndo observou-se diferenca estatistica entre os tipos de sémen

(P=0,056),como apresentado na tabela 9 e figura 12.

Tabela 9. Concentragdo espermatica e espermatozoides moveis por palheta (SMP) do
sémen convencional ou sexado, pos descongelamento, dos touros 1 e 2.
Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Concentragéo (x10%/mL) 58,75+0,66 a 43,00+0,66 b 58,41+0,28a 54,66+0,76 b
SMP(x10%/0,25mL) 13,93+0,42a 5,35#1,74b 9,96+2,81 A 6,16+2,48B

a,b: para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05
A,B: para cada touro, letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,10 e >0,05.
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65
60
55
50
45
40
35
30

Convencional Sexado Convencional Sexado

Touro 1 Touro 2

Figura 11. Concentragdo espermatica (x10°/mL) de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (Touro 1 e touro 2: P<0,001).
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Figura 12. Espermatozoides viaveis na palheta (x10%0,25mL) de amostras de
sémen, convencional ou sexado, pds descongelamento dos touros 1 e 2.
Barras com letras minUsculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (Touro 1: P<0,001).

A morfologia espermatica, avaliada través dos defeitos espermaticos
menores (DefMe), defeitos maiores (DefMA) e defeitos totais (DT), nao
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apresentou resultado diferente estatisticamente entre touros (DefMe: P=0,206;
DefMA: P=0,392; DT: P=0,324) e tipo de sémen dentro de cada touro (Touro 1:
DefMe P=0,143, DefMai P=0,681, DT P=0,263; Touro 2: DefMe P=0,053, DefMai
P=0,419, DT P=0,143), como observado na tabela 10.

Tabela 10. Morfologia espermatica: defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais, de
amostras de sémen, convencional ou sexado, pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Defeitos maiores (%) 1,33+1,15 1,00+ 1,00 1,33+0,58 2,00+ 1,00
Defeitos menores (%) 5,33+0,58 3,67 +1,53 6,67 £1,15 4,33+1,53
Defeitos totais (%) 7,00+1,53 5,00+2,08 8,00+1,00 6,00+2,08

Os resultados obtidos pela analise computadorizada de cinética
espermatica (CASA) demonstram que a MT e a MP das amostras de sémen
sexado do touro 1 foi significativamente menor em comparacdo com o sémen
convencional (MT: P=0,007; MP: P=0,009). O touro 2 apresentou tendencia de
menor MT e MP (P=0,098 e P=0,065, respectivamente) do sémen sexado em
relacdo ao convencional (figura 13 e 14; tabela 11).

Adicionalmente, 0 sémen convencional do touro 1 apresentou porcentagem
significativamente maior de células com velocidade rapida em relacdo sémen
sexado do mesmo touro (P=0,003). No touro 2 nao foi observada diferencas
entre os tipos de sémen (P=0,132), como também demonstrado na tabela 11 e

representado na figura 15.
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Tabela 11. Motilidade total (MT; %), Motilidade progressiva (MP; %) e Espermatozoides
rapidos (RAPID; %) de amostras de sémen, convencional ou sexado, pos
descongelamento, dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
MT (%) 94,87+1,86 a 49,73+15,86 b 68,17+19,05 A 44 97+17,49 B

MP (%) 44,07+13,16 a 16,67+3,41 b 30,00+13,00 A 12,77+4,70 B

RAPID (%)  55,90+14,58 a 17,17+4,29 b 28,57+15,54 a 13,23+5,36 a

a,b: para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05.
A,B: para cada touro, letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,10 e >0,05.
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Figura 13. Motilidade espermatica total (MT) de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).



73
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Figura 14. Motilidade espermatica progressiva (MP) de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pds descongelamento dos touros 1 e 2. Barras com
letras mindasculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada touro (P<0,05).
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Figura 15. Espermatozoides com velocidade rapida (RAPID) de amostras de
sémen, convencional ou sexado, pds descongelamento dos touros 1 e 2.
Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).

Os parametros de VCL, VSL, BCF e STR, nao foram diferentes
estatisticamente quando comparados entre touros (VCL: P=0,111; VSL: P=
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0,250; BCF: P=0,593; STR: P=0,899) e dentro de touros (VCL: P=0,095; VSL.:
P=0,089; BCF: P=0,083; STR: P=1,000), por tipo de sémen, conforme
demonstrado na tabela 12. Apesar dos valores de VCL ndo serem diferentes
quando comparados, ao avaliar o touro 1 é possivel observar tendencia
estatistica (P=0,052) de menor VCL para 0 sémen sexado em comparag¢ao com
0 convencional.

Com relag&o ao VAP, o sémen convencional do touro 1 foi estatisticamente
maior em comparacdo com o sexado (P=0,043), e no touro 2 ndo se observou
diferenca (P=0,337) (tabela 12 e figura 16).

A linearidade dos espermatozoides do touro 1 foi semelhante
estatisticamente, quando comparados sémen convencional e sexado (P=0,764.
O touro 2, por sua vez, apresentou menor porcentagem de linearidade do
movimento espermatico do sémen sexado em relacéo ao convencional (P=0,05),
conforme apresentados na tabela 12 e na figura 17.

Por fim, o ALH do sémen sexado de ambos os touros foi significativamente
maior quando comparado com o sémen convencional (Touro 1: P=0,039; Touro

2: P=0,004), como demonstrado na tabela 12 e figura 18.

Tabela 12. Parametros de cinética espermatica obtidos pela andlise computadorizada do
sémen (CASA), convencional ou sexado, pés descongelamento, dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
VAP (um/s) 40,56+9,06 a 29,00+3,46 b 31,8045,46 a 26,86+0,80 a
VCL (um/s) 59,16+9,93 A 45,90+3,90 B 46,33+9,40 44,03+0,41
VSL (um/s) 30,03+8,77 22,53+3,95 24,80+5,72 19,73+0,70
BCF (Hz) 9,63+1,28 11,06%1,10 9,70+0,69 10,40+0,36
STR (%) 73,20+6,00 77,4+4,32 77,7+2,28 73,5+1,86
LIN (%) 50,004£7,10 a 48,86+4,27 a 53,23+3,00 a 44,80+1,47 b
ALH (pm) 2,63+0,05 a 2,90+0,10 b 2,43+0,23 a 2,86+£0,05b

a,b — para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05;

A,B — para cada touro, letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,10 e >0,05.
VAP: velocidade do trajeto ; VCL: Velocidade Curvilinear; VSL: Velocidade Progressiva, BCF:
Frequéncia de Batimentos, STR: Retilinearidade, LIN: Linearidade; ALH Amplitude Lateral
da Cabeca.
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Figura 16. Velocidade do trajeto (VAP) de amostras de sémen, convencional ou
sexado, pOs descongelamento dos touros 1 e 2. Barras com letras minasculas
diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada touro (P<0,05).
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Figura 17. Linearidade (LIN) de amostras de sémen, convencional ou sexado,
pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).
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Figura 18. Amplitude lateral da cabeca (ALH) de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).

A analise computadorizada da morfometria e estrutura cromatinica das
amostras de sémen resultou em elipsidade significativamente menor no sémen
sexado do touro 2 em relagédo ao sémen convencional (P=0,020), enquanto nos
espermatozoides do touro 1 ndo se observou diferencas na elipsidade em
relacdo ao tipo de sémen (P=0,552) (tabela 13 e figura 19 e tabela 21).

A medida morfométrica largura/comprimento nédo foi diferente
estatisticamente entre touros (P=0,184), como também observado na tabela 13

Adicionalmente, o touro 2 apresenta o fator de forma significativamente
maior no sémen convencional em comparagdo com o sémen sexado (P=0,028),
enquanto o touro 1 ndo apresenta diferenca estatistica entre o tipo de sémen
para o parametro em questéo (P=0,249) (tabela 13 e figura 20).
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Tabela 13. Elipsidade, raz&o entre largura e comprimento da analise morfométrica e fator
de forma dos espermatozoides de amostras de sémen, convencional ou sexado, pés
descongelamento, dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Elipsidade 0,330+0,010a 0,332+0,010a 0,342+0,024a 0,306%0,011 b
Largura/comprimento  0,503+0,011a 0,513+0,012a 0,528+0,044A 0,531+0,013 B
Fator de forma 0,886+0,003a 0,883+0,003a 0,917+0,062a 0,889+0,002 b

a,b — para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05.
A,B — para cada touro, letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,10 e >0,05.
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Figura 19. Elipsidade dos espermatozoides de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pés descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).



78
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Figura 20. Fator de forma dos espermatozoides de amostras de sémen,
convencional ou sexado, pos descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).

Para o Fourier 1, os valores sdo significativamente maiores no sémen
convencional do touro 1, em relacdo ao sémen sexado do mesmo animal
(P=0,026), como observado na tabela 14 e figura 21.

A simetria antero-posterior foi significativamente diferente entre tipo de
sémen dentro de ambos os touros. O sémen convencional do touro 1 apresentou
menor simetria em relacdo ao sémen sexado (P<0,001) e no touro 2 0 sémen
convencional apresentou maior simetria em comparacdo ao sexado (P=0,004),

como também demonstrado na tabela 14 e representado na figura 22.
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Tabela 14. Fourier 1 e Simetria antero-posterior (SAP) da andlise morfométrica dos
espermatozoides de amostras de sémen, convencional ou sexado, pos descongelamento,
dos touros 1 e 2.

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Fourier 1 119,925+11,565a 103,777+1,568b 107,787+7,091A 94,513+5,009B
SAP 0,920+0,001 a 0,930+0,003b  0,966+0,072a 0,933+0,002 b

a,b — para cada touro, letras minusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05;
A,B — para cada touro, letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam P<0,10 e >0,05.
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Figura 21. Fourier 1 dos espermatozoides de amostras de sémen, convencional
ou sexado, pds descongelamento dos touros 1 e 2.

Barras com letras minUsculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).



80

Simetria Antero-Posterior
0,98
0,97
0,96
0,95
0,94

a
3 b
0,93 b
0,92
“m B B
09

Convencional Sexado Convencional Sexado

Touro 1 Touro 2

Figura 22. Simetria antero posterior dos espermatozéides de amostras de
sémen, convencional ou sexado, pds descongelamento dos touros 1 e 2.
Barras com letras minusculas diferentes (a,b) diferem entre si dentro de cada
touro (P<0,05).

Os resultados de descompactacdo de DNA (Touro 1. P=0,798; Touro 2:
P=0,492) e heterogeneidade cromatinica (Touro 1: P=0,186; Touro 2: P=0,912)
nao foram significativamente diferentes entre tipo de sémen para ambos os

touros, conforme demonstrado na tabela 15.

Tabela 15. Descompactacdo do DNA e heterogeneidade cromatinica dos
espermatozoides de amostras de sémen, convencional ou sexado, poés
descongelamento, dos touros 1 e 2

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Descompactacdao 11,3030+0,518 4,010+0,919 5,010+0,637 4,350+1,876
Heretogeneidade 3,910+0,705 4,661+0,444 4,040+0,355 4,100+0,892

Os demais valores avaliados pela analise computadorizada da morfometria
e estrutura cromatinica ndo apresentaram diferencas significantes entre touro e

tipo de sémen [(Area: touro P=0,679; tipo de sémen P=0,887), (Perimetro: touro
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P=0,419; tipo de sémen P=0,700), (Largura: touro P=0,996; tipo de sémen
P=0,517), (Comprimento: touro P=0,250; tipo de sémen P=0,281), (Fourier O:
touro P=0,068; tipo de sémen P=0,179), (Fourier 2: touro P= 0,941, tipo de
sémen P=0,131); (Simetria lateral: touro P=0,227, tipo de sémen P=0,663)] e

estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Area, perimetro, largura, comprimento, Fourier 0, Fourirer 2 e simetria
lateral dos espermatozoides de amostras de sémen, convencional ou sexado,
pés descongelamento dos touros 1 e 2

Touro 1 Touro 2
Convencional Sexado Convencional Sexado
Area 10,090+0,945 10,173+0,306 9,974+ 0,145 9,992+0,655
Perimetro 10,334+0,476 10,314+0,130 10,240+0,024 10,130+0,277
Largura 2,007+0,100 2,022+0,047 1,993+0,035 2,035+0,089

Comprimento 3,981+0,186 3,951+0,042 3,946+0,035 3,834+0,084
Fourier O 945,134+84,879 916,191+23,448 896,568+52,752 835,011+28,358
Fourier 2 81,77+7,798 87,313+9,855 80,995+4,533 88,694+2,629

Simetria lateral 0,958+0,001 0,960+0,002 1,002+0,070 0,960+0,002

7. DISCUSSAO

7.1.EXPERIMENTO A CAMPO

Os resultados deste estudo demonstraram que a aplicacédo de PGF2a, no
momento da IA ndo melhorou a fertilidade de vacas Nelore multiparas em
lactacdo que foram inseminadas com sémen sexado. O tratamento, por sua vez,
teve efeito benéfico em vacas que nao apresentaram cio no momento da IA,
independentemente do tipo de sémen que receberam.

Independente do tratamento e/ou sémen utilizado, animais com maior ECC
apresentaram melhores TC do que animais mais magros. O ECC do rebanho no
momento da IA é outro fator que tem grande contribuicdo para o sucesso da
IATF (S& Filho et al., 2012). Sa Filho et al. (2011), Sales et al. (2011a) e Nishmura
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et al. (2018) demonstraram que vacas com ECC<2,75 apresentam TC menor em
comparagao com aquelas com ECC=2,75. Esses resultados reforcam a relagéo
positiva entre o ECC e TC observadas no presente estudo.

Vacas com reduzido estado nutricional apresentam hipotdlamo mais
sensivel ao feedback negativo promovido pelo E2 (Wiltbank et al., 2002), inibindo
a liberacdo de GnRH, e retardando o retorno da ciclicidade (Hess et al., 2005).
Adicionalmente, vacas com ECC reduzido apresentam menor concentragao de
leptina a qual estimula a atividade reprodutiva do animal. A leptina realiza um
papel fundamental na atividade reprodutiva uma vez que sinaliza o estado
nutricional ao eixo hipotalamico-hipofisario (Barash et al., 1996; Hausman et al.,
2012). De forma similar, o baixo ECC atua regulando negativamente 0s niveis
de insulina e IGF1 circulantes (Vicini et al., 1991; Butler et al., 2003). Vacas com
bom ECC apresentam concentracdes adequadas de IGF1 capaz de promover
diversos beneficios para a reproducao. Dentre as inUmeras ac¢fes positivas do
IGF1 na reproducao, destacam-se que o IGF1 aumenta sitios de ligacao de LH
no foliculo, aumentando a capacidade do mesmo em produzir E2. Assim,
maiores concentracfes de IGF1 circulantes sdo fundamentais para adequados
crescimento e maturacao folicular antes de ovulacdo (Ginther et al., 2002;
Fortune et al., 2009; Ginther, 2016).

Outro fator presente em vacas com ECC baixo € o horménio ghrelina,
secretado pelo trato gastrointestinal, e estd em altas quantidade no sangue
durante fase de balanco energético negativo (BEN) (Wertz-Lutz et al., 2006;
Ferrini et al., 2009). Autores sugerem que este hormdnio atua no hipotalamo,
pelo fato de que receptores para ghrelina foram encontrados nesse local, de
forma que inibe a secre¢cédo de GnRH (Wertz-Lutz et al., 2006; Bradford e Allen,
2008; Divall et al., 2010).

As vacas do experimento que apresentaram cio no dia da IA apresentaram
TC significativamente maior que aquelas que ndo demonstraram cio, o que esta
de acordo com o relatado por estudos anteriores (Sa Filho et al., 2006; S& Filho
et al., 2011; Perry et al., 2014; Rodrigues et al., 2018). Animais que expressam
cio apresentam maiores foliculos dominantes, o que esta diretamente
relacionado com maior producdo de E2 em comparagcdo com vacas que nao
demostraram cio (Rodrigues et al., 2018). Assim, quanto maior a quantidade

deste horménio durante o periodo de proestro, maior a capacidade ovulatoria.
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Adicionalmente, grandes foliculos (com maior quantidade de células da
granulosa), originardo CLs mais volumosos (Murdoch and Van Kirk, 1998), com
maior capacidade de producao de P4 (Rodrigues et al., 2018; Cooke et al., 2019)
e, portanto, maior probabilidade para a manutencdo da prenhez, para a
sobrevivéncia embrionaria e para maiores taxas de gestacdo (Santos et al.,
2010, Rodrigues et al., 2018). As altas concentra¢gfes de E2 também aumentam
a sensibilidade do hipotdlamo ao GnRH e a expresséo de receptores de GnRH
nas membranas dos gonadotrofos (Gregg et al., 1990; Turzillo et al., 1994; Nett
et al., 2002).

O E2 é capaz de desencadear uma cascata de eventos que irdo favorecer,
posteriormente, a ovulacao do foliculo dominante presente no ovéario da vaca.
Durante o aumento nas concentracdes de E2 aumenta-se o estimulo para maior
liberacdo de GnRH, além de maior expresséo de receptores de GnRH locais no
hipotdlamo. Consequentemente, a hipofise recebe grande estimulo para
liberacdo de LH, favorecendo o pico hormonal, evento fundamental para a
ovulacdo (Wise et al., 1984; Fortune et al., 2009)

O E2 também atua na modificacdo da natureza do muco do sistema genital
feminino (Matnner, 1973). Em fase estrogénica o muco cervical esta presente
em maior quantidade e apresenta maior grau de hidratacdo, o que facilita a
passagem dos espermatozoides pelo trato reprodutivo (Hawk, 1983). Séo
sugeridas ainda outras formas de favorecimento do estrégeno sobre o transporte
espermatico. ApGs a cépula ou inseminacgdo o E2 interfere na contracdo uterina,
a qual ocorre de forma regular e tdnica, com maximo tempo de duracéo,
auxiliando o movimento espermatico em direcédo a juncao Utero-tubérica e istmo
(Hawk, 1983; Rodriguez et al., 1987), funcbes estas que auxiliam e fornecem
suporte para a futura fertilizacdo do odcito.

Descreve-se ainda uma melhor adaptacdo do utero para adequado
acolhimento e desenvolvimento do concepto (Davooid et al., 2016), uma vez que
0 E2 esté diretamente ligado a producdo de glicoproteinas locais e nutrientes
uterinos necessarios para o desenvolvimento inicial fetal (Geisert et al., 1992;
Gray et al.,, 2001). Neste sentido, Davooid et al (2016) demonstraram que
animais com expressao de cio possuiam melhor expressdo endometrial de
genes relacionados com supressdo do sistema imune local, criando ambiente

propicio para reconhecimento materno, e de genes relacionados com a adeséo
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do concepto. Sendo assim, vacas com expressao de cio tem diversos beneficios
deste evento fisiol6gico, que aumenta a capacidade de tornar-se gestantes,
aumentando a taxa de gestacéo do rebanho.

Além da demonstracéo de cio, o tipo de sémen e/ou o touro utilizado tém
sido constantemente descritos como importantes fatores que afetam o sucesso
da gestacdo (Thomas el al; 2004; Sales et al., 2011a). Embora no presente
estudo nado tenha sido observado efeito do touro, o tipo de sémen influenciou
significativamente a probabilidade de prenhez.

. Diversos autores demonstraram que a TC de vacas inseminadas com
sémen sexado é significativamente menor quando comparados com
inseminacdes realizadas com sémen convencional (Thomas et al., 2004;
DeJarnette et al., 2008; S& Filho et al., 2011; Sa Filho et al., 2012; Sales et al.,
2011a), como constatado neste experimento.

Esta diferenca de fertilidade pode ser explicada pelo processo que as
células espermaticas sofrem durante a sexagem, o qual pode gerar modificacdes
a sua estrutura, como observado por Carvalho et al (2013). Os autores
concluiram que a citometria de fluxo causa modificacdes na membrana
plasmatica, alterando a forma da cabeca dos espermatozoides, as quais se
assemelham com as modificacbes que ocorrem naturalmente durante o
processo fisioldgico de capacitacdo espermatica (Bucci et al., 2012; Carvalho et
al., 2013).

Em 2018, Carvalho et al., ao trabalharam com explantes de células do
oviduto bovino incubadas com mostras de sémen sexado ou convencional, a fim
de avaliar a capacidade de ligacdo dos espermatozoides as células ovidutais,
observaram que o0s espermatozoides sexados iniciaram a incubagao com
membrana plasmatica mais desestabilizada, em relacdo ao sémen convencional,
e, 24 hs apOs a incubacdo, o grupo sexado tinha menor quantidade de
espermatozoides ligados a membrana. Estes resultados reforcam a hipotese de
que o processo de sexagem pode promover o inicio precoce de capacitacdo dos
espermatozoides, 0 que provoca seu desacoplamento do reservatorio criado no
oviduto, diminuindo a longevidade celular.

O processo de sexagem também pode prejudicar os espermatozoides
guando se trata do seu material genético. Golsalvez et al. (2011b) concluem que
a citometria de fluxo pode causar danos subclinicos ao DNA espermatico, e
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esses danos comecam a se expressar ao longo do tempo. Tal fato também
contribui para menor fertilidade do sémen sexado, visto que espermatozoides
que apresentam menor integridade e/ou viabilidade de seu material genético
com o passar do tempo, podem apresentar reducdo de sua capacidade de
fertilizacdo do odcito e/ou do desenvolvimento embrionario inicial.

Neste experimento, hipotetizou-se que a aplicacdo de PGF2a no momento
da IA melhoraria a fertilidade dos animais que receberam sémen sexado. Porém,
embora a TC das vacas inseminadas com sémen sexado tenha sido menor
guando comparada com sémen convencional, ndo houve efeito da aplicacdo de
PGF2a nesses grupos.

A PGF2a possui diversas acdes além da tradicionalmente conhecida, a
lutedlise. Em protocolos de IATF, a segunda dose de PGF2a mostrou-se
benéfica em animais sem CL (Pereira et al., 2015; Lopes Jr et al., 2017; Noronha
et al., 2020). Lopes Jr et al. (2017) observou que a segunda dose de PGF2a foi
capaz de promover pico de LH com maior duragdo, maior proporcgéo de pulsos e
foliculos com maior concentracao intrafolicular de E2, fatores que favoreceram o
desenvolvimento dos foliculos dos animais tratados. Da mesma forma, Noronha
et al. (2020), ao avaliarem vacas de corte em anestro e com baixo ECC,
perceberam efeito positivo da aplicagcéo adicional de PGF2a no diametro folicular
das mesmas. Estes animais provavelmente tiveram aumento da responsividade
da hipofise ao GnRH quando expostos a PGF2a, retornando mais rapidamente
a ciclicidade (Randel et al., 1996), e maior exposi¢cao ao LH, como proposto por
Lopes Jr (2017), o que pode ter favorecido maior crescimento folicular, mesmo
em animais em condicdes fisiologicas desvantajosas.

Diante dessas fung¢des, acredita-se que a aplicagao de PGF2a no momento
da IA pode favorecer o processo ovulatorio ja que essa substancia atua
aumentando a liberacéo de LH (Warber et al., 1976; Randel et al., 1996) e parece
aumentar a responsividade da hip6fise 0 GnRH em animais no anestro pés-parto
(Randel et al., 1996).

De acordo Sirois et al. (2000) a PGF2a esta intimamente ligada a ovulacéo
em vacas, umavez que ao se bloquear sua producéo ocorreu também o bloqueio
da ovulacdo. Adicionalmente, em vacas, a administracdo de hCG ou GnRH
promoveu aumento da concentragdo de COX-2 (Liu et al., 1997; Sirois, 1994,
Tsai et al., 1996) e de PG sintase (Curry et al., 1987; Hedin et al., 1987; Huslig
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et al., 1978; Sirois, 1994) nas células da granulosa 18 hs apo6s o pico de LH.
Desta forma, observa-se que o aumento local de PGF2a favorece o evento da
ovulacdo e aumenta a contratilidade da musculatura lisa local (Singh et al.,
1979). Adicionalmente, o pico de LH, seguido do aumento de protaglandinas
locais tem acao nas expressdes de metaloproteinases presentes no foliculo pré-
ovulatério (Li et al., 2006). Neste sentido, foi demonstrado que a PGF2a estimula
principalmente a ADMTS-1 (Fortune et al., 2009; Willis et al., 2017), que atua na
degradacdo da parede folicular, auxiliando a ovulacdo e formacdo do CL
(McArthur et al., 2000; Somerville et al., 2003).

Porém, contrariando a hipotese inicial do experimento, os resultados do
presente estudo demostraram que a aplicagcdo da PGF2a no momento da |A n&o
melhorou a fertilidade de animais que foram inseminadas com sémen sexado.

Estudos mostram que atrasar o momento da IA em vacas que vao receber
sémen sexado é uma boa estratégia para melhorar a TC (Thomas et al., 2004;
Sales et al., 2011a). A inseminacao préxima a ovulagdo tem como objetivo
diminuir o tempo de permanéncia do sémen no trato reprodutivo feminino, uma
vez gue espermatozoides sexados parecem ter o processo de capacitacdo
precocemente iniciado, sendo necessario menor tempo de interagcdo com o
oviduto e reservatorio espermatico, em relacdo ao sémen convencional (Hawk,
1987; Lu et al., 2004)

O presente estudo teve como objetivo acelerar a ovulacdo dos animais com
a administracdo de PGF2a, com base nas a¢fes que o farmaco tem sobre os
foliculos pré-ovulatérios e sobre a cascata de eventos que envolve a ovulacao.

Conforme anteriormente mencionado a PGF2a favorece o aumento da
responsividade da hipofise ao GnRH (Day et al., 1987; Randel et al., 1996), as
concentracbes de LH periovulatorias (Sirois et al., 2000), a contratilidade
muscular dos ovarios (Senger, 2003; Singh et al., 1979), as concentracdes de
enzimas proteoliticas no fluido folicular (Yang et al, 1974; Armstrong et al., 1974;
Tsang et al., 1979), além dos beneficios ao ambiente uterino (Zhang et al.,2017;
Gao et al., 2018; Li et al., 2020; Fu et al., 2020).

Assim, acreditou-se que, com essas ac¢fes da PGF2a, os animais
inseminados com sémen sexado poderiam ter sido beneficiados, o que né&o
ocorreu. Entretanto, ndo podemos descartar o fato de que espermatozoides
sexados podem apresentar, ale’'m de capacitacdo precoce, danos de DNA ao
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longo do tempo, o que poderia afetar inclusive o desenvolvimento embrionario
inicial. Neste caso, alteracdes ovulatérias causadas pela PGF2a no momento da
IA poderiam néo beneficiar a fertilidade deste tipo de sémen.

Cabe, entretanto, destacar que os efeitos da PGF2a foram evidenciados
em animais que ndo expressaram estro, 0 que parece ndo ocorrer em animais
gue demonstraram cio evidente. Ou seja, a aplicacado de PGF2a no momento da
IA apresentou resultado interessante quando se analisa a TC de vacas de acordo
com a expressao de cio, independentemente do tipo de sémen que receberam.

Observamos que nas vacas sem expressao de cio a aplicacdo de PGF2a
apresentou tendéncia em melhorar a fertilidade (35,9%) em comparacdo com
aquelas que ndo receberam o tratamento (21,2%) (P=0,077). Ja nos animais que
expressaram cio, nao foi observado efeito do tratamento (41% sem PGF2a
versus 41,1% com PGF2a). Assim, animais sem expressao de cio ndo usufruem
das vantagens das altas concentracdes de E2, como citado anteriormente (Sa
Filho et al., 2006; S& Filho et al., 2011; Perry et al., 2014; Rodrigues et al., 2018).
Portanto, o crescimento e desenvolvimento folicular, bem como a receptividade
uterina podem se tornar prejudicadas.

Desta forma, visto que a PGF2a atua aumentando a sensibilidade da
hipofise ao GnRH e a liberacédo de LH (Warberg et al., 1976; Redel et al., 1996),
0 que aumenta a capacidade esteroidogénica do foliculo dominante, sugerimos
gue 0s animais que ndo apresentaram cio e receberam a PGF2a no momento
da IA pode ter apresentado maior secrecdo de LH do que aquelas que né&o
receberam o tratamento, embora nosso delineamento experimental permita essa
confirmacao.

Adicionalmente, além do efeito da PGF2a a nivel cerebral e
esteroidogénico, o efeito positivo da aplicacédo de PGF2a no momento da IA nas
vacas sem expressdo de estro pode ser também explicado pelas a¢cbes da
PGF2a a nivel uterino.

Fisiologicamente, no endométrio da vaca, a PGF2a encontra-se em
maiores concentragcdes durante a fase de proestro e estro (Shemesh e Hansel,
1975), pois 0 E2 regula positivamente a expressao de COX-2 e PTGS-2, enzimas
essenciais no processo de biossintese da PGF2a (Arosh et al., 2014; St-Louis et
al., 2010; Shoda et al., 1995). O E2 também participa da regulacdo positiva da
expressao de receptores endometriais para PGF2a, como observado por Huang



88

et al. (2015) e Li et al. (2020) em cultivos de explantes ovidutais e endometriais
tratados com E2. Gao et al. (2018), demonstraram ainda que a propria PGF2a
pode atuar regulando positivamente seus receptores (além de favorecer a
expressao génica para a enzima PTGS-2), mostrando que ndo esse processo
nao € exclusivamente dependente do E2.

Ainda, na fase periovulatéria, a PGF2a aumenta a expressao de fatores de
crescimento uterino, como CTGF, VEGF, FGF2, MMP2, TGFB1 e de marcadores
que indicam o crescimento epitelial (CK-18) e fibroblastico (FSP-1 e PCNA), além
de reduzir fatores apoptéticos como a caspase-3 (Zhang et al., 2017). Ela
também atua nas fases do ciclo celular e no processo de proliferacdo das células
do endométrio, regulando a producdo de complexos proteicos que participam
das fases G1, S, G2 e M (Fu et al., 2020).

Por fim, foi também demonstrado que a PGF2a exerce papel de grande
importancia na remodelacgédo epitelial do Utero, favorecendo expresséo de fatores
gue regulam a angiogénese local (Ferrara, 2004; Kaczynski et al., 2016),
proliferacdo e diferenciacdo celular (Moller et al. 2001; Okumu et al. 2014) e
formacao de glandulas uterinas (Forde et al. 2010).

Assim, considerando os trabalhos acima citados, os resultados do presente
estudo sugerem que a injegdo de PGF2a no momento da Al pode ter
apresentado um papel favoravel na pulsatilidade de LH e/ou na funcionalidade
das células da granulosa em vacas com expressdo de estro reduzida. Além
disso, a aplicacdo de PGF2a pode ter contribuido positivamente para o melhor
preparo uterino, melhorando a receptividade do endométrio para a futura

gestacao.

7.2. EXPERIMENTO LABORATORIAL

Os resultados da analise seminal dos touros 1 e 2, utilizados no protocolo
de IATF da Fazenda 1 do experimento, demostram que o processo de sexagem
pode interferir na qualidade dos espermatozoides e ser um dos fatores que
afetam negativamente a TC em relacdo ao sémen convencional, que foi
significativamente diferente no presente estudo e corrobora com em trabalhos
desenvolvidos anteriormente (Seidel et al.,1999; Seidel e Gerner, 2002; Seidel e
Schenk, 2002; Thomas et al., 2004; Sales et al., 2011a).
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A fertilidade a campo de touros esta altamente correlacionada com o
parametro de porcentagem de espermatozoides moveis (Correa et al., 1997,
Farrell et al., 1998). Ao avaliar touros considerados de alta e baixa fertilidade,
Corea et al (1997) observaram maior motilidade total (MT) esperméatica em
touros considerados mais férteis em comparacdo com aquele com fertilidade
reduzida (P<0,001). Oliveira et al (2012), em experimento desenvolvido a campo
com IATF, utilizando diferente touros, observaram tendéncia de menor MT
(P=0,07) no touro que apresentou numericamente menor taxa de concepcao.
Assim como outros autores associaram positivamente a MT e motilidade
progressiva (MP) com a fertilidade dos animais (Kathiravan et al., 2008; Guillan
et al., 2008; Gliozi et al., 2017).

A motilidade espermética estad intimamente ligada a capacidade do
espermatozoide em penetrar no muco presente no trato reprodutivo feminino
(Aikten, 2006; Guillen et al., 2008). Touros com maior fertilidade sédo mais habeis
em penetrar e transpor barreiras fisicas que mimetizam o muco, e essa
capacidade parece estar correlacionada com a capacidade de fertilizacdo do
oocito (Aikten et al.,1992; Aikten, 2006; Phillips et al., 2004; Guillan et al., 2008).

A diferenca estatistica observada na concentracdo esperméatica das
amostras de sémen sexado em relacdo ao sémen convencional, tanto para touro
1 quanto para touro 2 (tabela 11), ja era esperada. Assim como a SMP, que
apresenta menor valor nas amostras de sémen sexado em compara¢cdo com
convencional, de forma significativa para touro 1 (P<0,001). A quantidade de
espermatozoides sexados € normalmente menor em relagdo ao sémen
convencional (Moore e Hoster, 2017), devido ao processo ser lento e com alto
custo (Seidel et al., 2008). Esta diferenca ainda € observada mesmo quando
utilizados novos ajustes na técnica tradicional de citometria de fluxo, sendo viavel
aumentar a quantidade de espermatozoides na palheta, aumentando de 2x10¢
para 4x10°, em média (Marin et al., 2018).

O teste hipo-osmatico tem a finalidade de avaliar a integridade funcional
de membrana dos espermatozoides (Revell e Mrode,1994; Correa et al., 1997;
Siqueira et al., 2007), uma vez que um espermatozoide com membrana integra
em um meio hipo-osmatico, sofre influxo de agua e, consequentemente edema,

sendo observado pela cauda enrolada.
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No presente estudo, observa-se que o sémen sexado apresenta menor
porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada (P<0,05), em ambos os
touros, demonstrando que as amostras possuiam maior numero de células com
membranas lesionadas e/ou afuncionais em relacdo ao sémen convencional.
Este resultado pode ser explicado por relatos de que o processo de sexagem
causa danos causados a membrana plasmatica. Neste sentido, o0s
espermatozoides sexados, submetidos a processamentos em meio com alta
pressao e exposicao ao raio laser, podem sofrer danos celulares que favorecem
a reducdo da integridade e desestabilizacdo da membrana plasmatica, que
estimula o inicio precoce do processo de capacitacdo, fato que diminui o tempo
de viabilidade espermatica (Maxwell et al. 1998, Carvalho et al., 2013; Carvalho
et al., 2018; Pierez et al., 2020),

Os espermatozoides com membrana danificada ndo sofrem com o influxo
de agua, pois perderam a capacidade de transporte seletivo de moléculas e de
manutenc¢ao do equilibrio osmotico com o0 meio (Jeyendran et al., 1984). A maior
porcentagem de espermatozoides com menor integridade de membrana do
sémen sexado pode ser um dos fatores que afeta negativamente a TC de vacas
inseminadas com esse tipo de sémen.

De acordo com os resultados observados na fazenda 1 do experimento a
campo deste estudo, observamos uma importante reducdo da fertilidade a
campo dos touros inseminados com sémen sexado (tabela 8), que pode estar
relacionado a menor motilidade e integridade de membrana desse tipo de
sémen, uma vez que a integridade da membrana plasmatica € essencial para a
manutencdo da viabilidade e capacidade de fecundacdo do espermatozoide
(Oura e Toshimori, 1990). Outros estudos também observaram correlacio
positiva entre integridade de membrana plasmatica e fertilidade a campo e in
vitro (Januskauskas et al.,1999; Tartaglione e Ritta, 2004). Da mesma forma,
Oliveira et al. (2013) identificaram a integridade de membrana analisada pelo
teste Hiposmaotico como um dos importantes preditores da fertilidade a campo.

Adicionalmente, cabe destacar que, nos resultados de fertilidade a campo,
nao foi observado o efeito de touro na TC dos animais, porém, quando avaliados
separadamente em laboratérios é possivel perceber que existem diferencas
entre individuos que possam explicar de forma particular a baixa fertilidade do
sémen sexado, observado para os touros 1 e 2.
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Com relacdo aos resultados obtidos pelo sistema CASA, foi observado
que MT e MP sao significativamente maiores quando o sémen convencional do
touro 1 é avaliado, em relacdo ao sexado, tendo o sémen sexado menor
porcentagem de células moveis, similares aos resultados encontrados por Pirez
et al. (2020).

Conforme anteriormente mencionado, a menor motilidade do sémen
sexado pode estar relacionado com menor fertilidade do mesmo (Corréa et
al.,1997), uma vez que menor quantidade de espermatozoides méveis pode
refletir em menor quantidade de células que chegardo até a ampola para a
fertilizacdo do odcito (Kunz et al., 1996; Kolle et al., 2009). A menor motilidade
progressiva também implica em maior dificuldade em passar pela barreira Gtero-
tubérica, pois os espermatozoides necessitam de movimento progressivo e
retilineo para atravessar a estrutura ramificada e complexa que o local possui
(Wrobel e al., 1993; Yaniz et al., 2000). Entretanto, destaca-se que a selecéo
espermética que ocorre na juncdo Utero tubarica ndo envolve apenas a
necessidade de motilidade espermatica satisfatoria, mas também a interacdo
entre proteinas de membrana espermatica e epitélio local (Wrobel e al., 1993;
Okabe, 2018)

Além da alta motilidade espermatica, a quantidade de espermatozoides
com velocidade rapida é essencial para que os mesmos consigam passar pelo
trato reprodutivo feminino, rompendo barreira de muco e movimento ciliar
contrario a sua trajetéria, além contribuir para o transporte espermatico
prolongado até a juncdo Utero-tubéarica (Suarez e Pacey, 2006; Kolle et al., 2009,
Pierez et al., 2020). Nos resultados do experimento observa-se que no touro 1
houve diferenca significativa para RAP e VAP (P<0.05), ambos parametros
ligados a velocidade da célula espermatica, onde o sémen sexado apresentou
menor velocidade em comparacdo com o convencional, podendo ser outros
fatores que influenciam negativamente nos resultados de TC. Neste sentido,
Oliveira et al. (2013) também observaram que RAP e VAP foram importantes
preditores da fertilidade a campo, de acordo com os touros utilizados na IATF do
estudo citado.

A amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) € citado como um
dos indicadores de hiperativacdo espermatica (quando associados com outros

parametros cinéticos), caracterizado como movimento ndo progressivo e nao
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linear, com aumento da amplitude dos movimentos laterais de cabeca (Auger et
al., 1989; Verstegen et al., 2002). Esse parametro foi estatisticamente maior nas
amostras de sémen sexado em relacdo com convencional, de ambos touros no
presente estudo (P<0.05), corroborando com resultados relatados por Gallego
(2010). Aumento de ALH pode ser indicativo de pior qualidade espermatica, uma
vez que o deslocamento lateral da cabeca ndo é desejado por interferir na
progressividade do espermatozoide (Arruda, 2000). Animais com alto ALH
podem estar em processo de hiperativacdo celular, como citado acima, e
consequentemente, espermatozoides hiperativados apresentam aumento da
velocidade curvilinea (VCL), de acordo com Januskauskas et al. (1999), porém,
ndo houve diferenca estaistica entre sémen sexado e convencional dos touros 1
e 2 deste (P>0.05).

A hiperativacdo espermatica pode ocorrer em consequéncia do inicio da
capacitacdo. Desta forma, espermatozoides passam a apresentar um padréo de
motilidade ndo progressivo e com maior amplitude, o que néo é interessante que
ocorra logo apos a IA. Assim, a hiperativacdo pode interferir negativamente na
capacidade fecundante dos espermatozoides, sendo um indicador de baixa
qualidade seminal (Arruda, 2000; Verstegen et al., 2002).

De acordo com os resultados aqui apresentados, embora nao seja
possivel confirmar hiperativacdo nas amostras de sémen sexado, cabe destacar
0 aumento de ALH para ambos 0s touros, como um parametro comumente
relacionado a uma caracteristica relacionada com menor capacidade
fecundante, quando as amostras sao utilizadas para IA.

A linearidade é outro fator que, quando diminuido e em conjunto com
aumento de ALH e VCL aumentados, formam um conjunto de indicadores de
hiperativagéo espermatica, refletindo a mudancga de padréo de deslocamento do
espermatozoide (Verstegen et al., 2002; Marquez e Susan, 2007). A linearidade
dos espermatozoides sexado nado foi diferente dos espermatozoides
convencionais das amostras do touro 1 (P>0,05) porém, o touro 2 apresentou
diminuicdo da linearidade dos espermatozoides sexados (P<0,05), que em
conjunto com o parametro de ALH aumentado pode indicar inicio de mudanca
de movimento, tornando-se menos progressivo e com maior amplitude.

Com relacdo as andlises realizadas pelo Azul de Toluidina, alguns

resultados se mostram intrigantes.
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A cabeca do espermatozoide é composta em grande parte por cromatina,
de modo que, quando ocorrem alteragbes no seu conteddo (ou em sua
estrutura), esperam-se anormalidades no local. Porém, estas alteracdes nem
sempre refletem em alteracdes na morfologia espermatica. Desta forma, é
possivel que a célula espermatica tenha alteraces no DNA sem que apresente
defeitos morfolégicos avaliados pela analise subjetiva de morfologia esperméatica
(Ostermeier et al., 2001; Beletti e Mello, 2004; Enciso et al., 2011). Assim,
considera-se importante a realizacéo de avaliagcdes complementares de analises
gue acessam o DNA espermatico e a morfometria espermatica, como a realizada
através da coloracdo do azul de toluidina, cujos resultados sao avaliados de
forma computadorizada por programas desenvolvidos no SCILAB (Beletti e
Costa, 2003).

Dentre os parametros avaliados por este teste, as amostras de sémen
sexado do touro 2 apresentam menor elipsidade e fator de forma (P<0,05), em
relacdo ao sémen convencional. A elipsidade, descrita como a medida do
alongamento da cabeca espermética, e largura/comprimento sdo
correlacionados negativamente. Ou seja, quando o espermatozoide apresenta
maior elipsidade, a razéo da largura/comprimento é menor (Beletti e Costa, 2003;
Beletti et al., 2005). Por outro lado, o fator de forma que € a medida de quanto
0 contorno da cabeca do espermatozoide desviou para a forma eliptica (Garrett
e Baker, 1995), portanto essas trés mensuracfes estdo intimamente
correlacionadas.

. Assim, estes resultados indicam que 0s espermatozoides sexados do
touro 2 se apresentaram sendo menos elipticos, o que indica que a cromatina
estd menos condensada em comparacdo com espermatozoides que néao
sofreram sexagem (Beletti et al., 2005). Os espermatozoides considerados
normais, com cromatina condensada, apresentam forma mais eliptica, com
valores de elipsidade mais altos, em contrapartida, aqueles com menor
condensacao de cromatina sao esféricos, com menores valores para elipsidade
(Martins et al., 2021), como o touro 2 do estudo.

Oliveira et al (2012) encontraram menores valores de elipsidade para o
touro que apresentou, numericamente, menor taxa de concep¢do ho
experimento, corroborando com os resultados encontrados neste estudo. Além

disso, em 2013, Oliveira et al., concluiram que uma série de parametros de
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analise in vitro de amostras seminais estao correlacionadas com a fertilidade a
campo, dentre esses parametros esta a elipsidade como um importante
parametro preditor de taxa de concepgao.

O parametro de Fourier 1 foi estatisticamente diferente para o touro 1
(P<0,05), tendo maiores valores para amostras de sémen convencional. Esta
mensuracdo avalia o perimetro da curvatura da cabeca do espermatozoide,
gerando uma medida mais sensivel de tamanho e forma. O parametro de Fourier
caracteriza o perimetro curvilineo da cabeca do espermatozoide que pode ser
usado para melhor entendimento da distribuicdo da forma do nudcleo dos
espermatozoides (Ostermeier et al., 2001) Fourier 0 mede o perimetro total da
cabeca espermatica. Fourier 1 mede o quanto a porcao anterior é curvilinea, por
exemplo, cabecas piriformes possuem maior valor em comparacédo com cabeca
normal. Fourier 2 mede o perimetro do comprimento, e é diferente para cabecas
pequenas e gigantes, por exemplo (Ostermeier et al., 2001).

Os resultados acima mostram que 0s espermatozoides sexados do touro
1, apresentam menor curvatura da cabeca na porcdo anterior. Os parametros
Fourier 0 e 1 estdo intimamente ligados a alteracbes de cromatina do
espermatozoide, aqueles que possuem alteracdes apresentam valores menores
de Fourier 0 e 1 (Martins et al., 2019),. Estudos anteriores também observaram
gue essa mensuracao de Fourier 1 foi correlacionada com a fertilidade do touro.
De acordo com Ostermeier et al. (2001) animais de alta fertilidade apresentaram
maiores valores de Fourier 1 do que touros de baixa fertilidade. Oliveira et al
(2012) observaram que o valor de Fourier 1 foi significativamente menor para o
touro de menor fertilidade do experimento como observado neste estudo.

Por fim, a simetria antero-posterior tem correlacdo positiva com a
descompactacédo e heterogeneidade da cromatina (Beletti et al., 2005). Este
parametro foi significativamente diferente para ambos os touros, sendo
estatisticamente maior no sémen sexado do touro 1 (P<0.001) e menor do touro
2 (P<0.005), em relacdo ao sémen convencional, apesar de ndo ter observado
diferencas na descompactacédo e heterogeneidade entre touros e tipo de sémen
(P>0.05). Assim, os resultados sugerem que o aumento na simetria antero-
posterior do touro 1 apds a sexagem pode indicar maior alteracdes cromatinicas
(ou maior sensibilidade do DNA) dos espermatozides deste touro apos o
processo de sexagem, embora os resultados de descompactacdo e
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heterogeidade cromatinica ndo tenham sido significativamente diferentes entre
semen convencional e sexado deste touro.

Neste sentido, cabe destacar que outros testes laboratoriais podem
apresentar maior sensibilidade para detectar alteracdes de DNA espermatico.
Como o método de CMA3, que avalia o nivel de protaminacdo do DNA
espermético (Bizarro et al., 1998; Rahman et al., 2011). Método de coloracdo
com laranja de acridina, que é capaz de identificar desnaturacdo da cromatina
(Agarwal et al., 2003; Hamid et al., 2015). Método de SCSA, capaz de identificar
potenciais danos de cromatina (Evenson et al., 1986; Henkel et al., 2010;). E O
ensaio de Cometa neutro, usado para identificar danos ao DNA causados por
oxidagao (Duty et al., 2002; Boe-Hansen et al., 2005)

Boe-Hansen et al. (2005) avaliaram o DNA de espermatozoides que
passaram ou ndo pela sexagem, através dos testes de SCSA e de cometa
neutro. Em ambos os testes foram encontradas diferencas entre os tipos de
sémen, o sémen sexado apresentou menor distancia entre centro de massa de
DNA e final da cauda (P<0,05), e menor indice de fragmentacdo de DNA
(P<0,05), sugerindo existir menos danos ao DNA de espermatozoides sexados
em relagdo ao convencional. Da mesma forma, Gonsalvez et al. (2011 a)
observaram gue espermatozoides sexados apresentavam menor fragmentacéo
de DNA em relacdo aos convencionais, e que a sensibilidade ao processo é
diferente entre individuos. Porém, em um segundo experiento, Gonsalvez et al.
(2011 b), ao avaliarem a fragmentacdo de DNA ao longo de 72 hs apds
descongelamento, notaram que sémen sexado comecou a apresentar danos de
DNA apos 24 hs de incubacao, e a taxa final de fragmentacéo foi seis vezes
maior que da hora 0. Estes resultados sugerem que o DNA espermatico sofre
danos subclinicos durante a sexagem, que irdo se expressar ao longo do tempo.

Recentemente, Marin et al. (2018) utilizaram teste comercial (Halomax®)
para avaliar a taxa de fragmentacao de DNA de espermatozoides convencionais
ou sexados pelo método SexedULTRA™. Diferentemente dos resultados citados
anteriormente, 0s espermatozoides sexados nao apresentaram aumento
significativo de dano ao DNA ao longo de 72 hs de incubacao (P>0,05), mostrado
que a técnica modificada de citometria de fluxo parece diminuir os danos
causados aos espermatozoides. Portanto, os danos ao DNA espermatico,
guando houver, podem nao ser observados logo ap6s o descongelamento das
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amostras, sendo necessarias analises durante maior tempo de incubacéo pos-

sexagem e utilizando testes mais sensiveis para tal finalidade.

7.3.CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstram que o uso de sémen
sexado a campo em vacas Nelore em lactacdo, submetidas a protocolo de IATF
baseado em P4/E2, resulta em taxas de concepcéao significativamente menores
guando comparados com sémen convencional.

A adicdo de PGF2a no momento da IA, com o intuito de acelerar a
ouvulacao e permitir o uso do sémen sexado sem 0 atraso na inseminacao, nao
foi eficaz em melhorar a fertilidade de animais inseminados com esse tipo de
sémen em relacdo ao convencional, refutando a hipotese inicial do estudo. Os
animais que demonstraram cio no dia da IA apresentaram melhores TC em
relacdo aos que ndo demonstraram, confirmando as inUmeras vantagens que a
alta concentracdo de E2 exerce no periodo peri-ovulatério e favorece a
ocorréncia da gestacao.

Interessantemente, a aplicagdo de PGF2a melhorou marginalmente a TC
de animais que ndo demonstraram cio, quando comparados com animais que
nao demonstraram cio e ndo receberam tratamento. Este efeito positivo pode ser
explicado pelas agdes que a PGF2a tem a nivel cerebral e uterino em animais
que nao usufruem das vantagens fisiolégicas da expressao de cio,
possivelmente favorecendo a pulsatilidade de LH e também o preparo uterino
para receber a gestacao.

Com o intuito de compreender os resultados de fertilidade obtidos a
campo, analises laboratoriais das amostras de sémen utilizadas na fazenda 1
foram realizadas. Nos resultados € possivel observar respostas individuais ao
processo de sexagem, ou seja, cada touro apresentou alteracées em parametros
diferentes que podem explicar a menor fertilidade do sémen sexado em relacao
ao convencional.

Ambos o0s animais apresentaram maior porcentagem de células com
membrana lesionada em comparagcdo com sémen convencional. O sémen

sexado do touro 1 apresentou resultados inferiores para parametros de cinética
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espermatica, como MT, MP, Rapidos, VAP e VCL, porém a morfometria de seus
espermatozoides também foi afetada pela sexagem, embora pouco expressiva
em relagdo ao touro 2. O sémen sexado do touro 2, por sua vez, além de
espermatozoides com prejuizos sutis na cinética, apresentou caracteristicas
morfométricas que podem estar relacionados a danos no conteudo de DNA
celular, sendo também prejudicial para a fertilidade do mesmo. Assim, N0sSsos
resultados demonstraram particulares individuais na sensibilidade ao processo
de sexagem, as quais podem contribuir de forma diferente para menor TC de

vacas inseminadas com essas amostras de sémen.

8. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no estudo de campo, conclui-se a taxa de
concepcdao de animais inseminados com sémen sexado € menor em relacao ao
convencional, e que a aplicagédo de PGF2a no momento da IA ndo melhora a
fertilidade de animais inseminados com sémen sexado.

Conclui-se também que a expressdo de cio € um evento fisioldgico que
favorece a gestacdo de animais, tendo eles maior taxa de concepc¢édo. O
tratamento com PGF2a no momento da IA tem efeito marginalmente positivo na
taxa de concepcao de animais que nao expressaram cio no dia da IA, que se
apresentou semelhante a taxa de concepcéo de animais que expressaram cio,
independentemente do tipo de sémen.

Os resultados das analises laboratoriais de sémen permitem concluir que o
processo de sexagem espermatica afeta 0s espermatozoides tanto nos
parametros cinéticos, quanto morfométricos, o que contribui para menor
fertilidade do sémen. Porém, a sensibilidade ao processamento de sexagem é
individual, de modo que cada animal apresenta um padrdo de modificagbes
cinéticas e morfométricas, que em conjunto prejudicam a sobrevivéncia e

fertilidade dos espermatozoides.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Setup da andlise computadorizada do sémen (sistema CASA).

129

Caracteristica Ajuste
N° imagens adquiridas 30
Taxa de aquisicdo de imagem 60 Hz
Contraste minimo da célula 50
Tmanho minimo da célula 6 pixels
Contraste da célula estatica 30
Referéncia de retilinearidade 60%
Referéncia de velocidade de trajeto 30um/s
Referéncia de velocidade retilinear 20um/s
Tamanho estético da cabeca espermatica 0,23a1,91
Limite de alongamento da célula 8a92%

Aumento

1,89X




