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Mercado do boi gordo: semelhancas com 2007?

Alcides de Moura Torres Jr - Engenheiro agronomo
Fabiano R. Tito Rosa - Zootecnista

Scot Consultoria
A pressdo de baixa ¢ forte. Os frigorificos, a0 menos aqueles que operam no Brasil Central, contam com o
aumento da oferta de animais confinados para esticar as escalas e tentar derrubar as cotagdes da arroba.

Nos ja vimos esse filme antes. Acompanhe a evolugdo dos precos do boi gordo ao longo do segundo
semestre de 2007 na figura 1. As cotagdes referem-se as pragas de Sao Paulo-SP e Goidnia-GO.

Figura 1. Boi gordo em R$/@, a prazo, para descontar o funrural, no segundo semestre de 2007.
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Fonte: Scot Consultoria

Antes vale destacar uma coisa. Até pouco tempo atras, sempre que faziamos qualquer analise de mercado,
com a ajuda de graficos e tabelas, era obrigatério considerar as estatisticas de Sdo Paulo, para o caso do
boi gordo, e do Mato Grosso do Sul, no caso do bezerro.

Agora, as analises de precos do boi gordo na entressafra, principalmente quando se faz referéncia aos
confinamentos, tém que estar acompanhadas também dos niimeros e informagdes de Goids. Isso porque o
Estado ja responde por mais de 40% do volume de gado confinado do Brasil.

Veja no grafico que, em meados de agosto de 2007, tem inicio um movimento de baixa, impulsionado
pelo aumento da oferta de gado de cocho. Ele se estende até o inicio de outubro, quando a reducdo de
oferta e 0 aquecimento do consumo voltam a favorecer a valorizacao da arroba.

O Brasil confina cerca de 3 milhdes de cabegas, mas abate algo entre 45 ¢ 47 milhdes. Dessa forma, pode
o confinamento influenciar tanto o mercado?

Eu acredito que sim. Primeiro, porque ¢ uma oferta concentrada: pense em cerca de 3 milhdes de cabecas
caindo no mercado em apenas 3 ou 4 meses, sendo que ainda tem o gado de semiconfinamento, de sal
proteinado, de sal com uréia...

Segundo, € mais facil para frigorifico usar estrategicamente essa oferta. Ela estd concentrada nas maos de
menos fornecedores, em comparagdo ao que acontece na safra, que sdo monitorados e consultados com
freqiiéncia. E para esses fornecedores ¢ dificil reter os animais em engorda depois de terminado (o custo é
demasiadamente alto), ou seja, eles ndo controlam o estoque.
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Além do mais, as industrias tém gado proprio no cocho e, hoje, contam também com o boi a termo. E o
tal do hedge de matéria-prima.

Agora... o boi de confinamento vem de uma vez e também vai embora rapido. E, principalmente em
periodos de oferta realmente reduzida, ou seja, de fase de alta do ciclo pecuario, ja havendo retengdo de

matrizes (em fungdo da valoriza¢do do bezerro), tem-se uma boa chance de ocorrer um “vale de oferta”
no final do ano.

Isso aconteceu no ano passado (veja o grafico mais uma vez) e pode acontecer de novo este ano. Alids,
agora em 2008 ¢ preciso considerar também que os custos de producdo elevados e o arrefecimento das
expectativas de prego para outubro e novembro podem influenciar (na verdade o correto seria “ja podem

ter influenciado”) negativamente o segundo ou terceiro turno dos confinamentos. E uma possibilidade que
ndo pode ser desprezada.

Em outras palavras, a oferta pode, dentro de algumas semanas, voltar a trabalhar a favor da valorizagao da
arroba.

Mas e a demanda? Discutiremos esse assunto na proxima analise.

O que esperar da demanda por carne bovina nos proximos meses?

No ultimo ano, além da redugdo da oferta de animais terminados, o aquecimento da demanda por carne
bovina contribuiu significativamente para a valorizagdo do boi gordo. E a demanda aumentou em fungao
do préprio crescimento do consumo, gragas ao bom desempenho da economia mundial, e da expansdo da
capacidade de abate das industrias nacionais, com destaque para os grandes grupos frigorificos.

Nos ultimos meses, porém, a volta da inflagdo, puxada principalmente pelo aumento dos pregos dos

alimentos, passou a afetar negativamente o consumo, via achatamento do poder de compra. Veja a figura
1.

Figura 1. Nuimero de cestas basicas adquiridas com 1 saldrio minimo.
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Fonte: Dieese / Scot Consultoria
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La fora, em func¢do da inflacdo e da crise dos Estados Unidos, o cenario também mudou um pouco. E as
exportagdes ja vinham em queda, em parte por conta da propria redugdo da produgdo, mas também como
reflexo da perda de atratividade do mercado externo (gragas, principalmente, a valorizagdo do real e ao
embargo da Unido Européia).

Esse ambiente - juntamente com o aumento da oferta de animais terminados em confinamento no Brasil
Central e em pastagem de inverno no RS - minou (temporariamente?) as for¢as do movimento de alta no
mercado fisico do boi gordo, que passou a andar de lado. Na verdade, recuos foram registrados em varias
regioes.

Mas a inflagdo comega a dar sinais de arrefecimento. Segundo a Fundagdo Getulio Vargas, o IGP-DI, por
exemplo, caiu 0,38% em agosto. E em final de ano, gracas as festas e as gastancas tipicas do periodo,
sempre ocorre um aquecimento adicional da economia.

Em sintese, o emprego ¢ a renda tendem a se manter em alta, ao passo que a inflagdo esta perdendo forga.
Isso significa aumento do poder de compra.

No mercado internacional, espera-se, para o curto prazo, a retomada das vendas de carne in natura para o
Chile, sendo que os embarques de carne industrializada para os Estados Unidos ja recomegaram. Além do
mais, Goias voltou, recentemente, a exportar para a Russia (estava com as vendas suspensas devido a um
caso de estomatite) e a Unido Européia esta liberando novas fazendas para atender a demanda do bloco.

Alias, dados consolidados do Ministério do Desenvolvimento, Indastria ¢ Comércio Exterior (MDIC)
apontam que, em julho, o Brasil voltou a registrar recorde em volume exportado de carne bovina, na
comparacdo com o mesmo periodo do ano anterior (alta de 2%). Isso ndo acontecia desde setembro de
2007, e os dados preliminares de agosto apontam para um novo desempenho positivo.

O dolar, por sua fez, que ha algumas semanas caminhava rumo a R$1,50, no fechamento desta analise
estava na casa dos R$1,77. Essa desvalorizagdo da moeda nacional, aliada aos recuos registrados para as
cotagdes da arroba, ja fizeram o boi do Brasil (tomando SP como referéncia) voltar a valer menos que o
do Uruguai, se distanciando das cotacdes da Europa e dos Estados Unidos, as quais estava se
aproximando “perigosamente”.

Logicamente que podemos apontar os ganhos de competitividade de proteinas concorrentes (como o
frango, em fungdo da retragdo dos pregos do milho), o aumento dos indices de endividamento da
populagdo e outros fatores como limitadores de um possivel aquecimento das vendas de carne. Mas ainda
assim, analisando por “todos os lados”, ndo da para negar que o cenario, em termos de venda, se mostra
melhor para os proximos trés meses, na compara¢ao com os ultimos trés.
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Cadeia produtiva do leite - 2008

Roberto Hugo Jank Jr. - Engenheiro Agrénomo e produtor de leite em Descalvado, SP;
Vice-presidente da Associagdo Brasileira dos Produtores de Leite - Leite Brasil

Desde 2000, a cada ano nossa cadeia do leite vem incorporando mais profissionalismo em sua, até entdo,
amadora estrutura produtiva.

Com um crescimento importante da producdo primaria - da ordem de 4,5% ao ano desde o inicio da
década — o pais também vem avangando no consumo per capita e nas exportagdes de leite, segmento onde
a balanga comercial tornou-se superavitaria em 2004, invertendo uma posigo de déficit anual de U$ 600
milhdes em 1996, auge das importagdes de leite no Brasil. Os anos entre 1995 ¢ 1999 sdo considerados o
periodo mais dificil da recente historia do leite no Brasil, por conta de praticas desleais de comércio nas
importagcdes combinadas com cdmbio (mal) administrado.

Porém, com saldo positivo superior a U$ 100 milhdes na balanga comercial, o ano de 2007 foi o apice
desta trajetoria quando a combinagdo de pregos, custos e acesso a novos mercados fez com que o mundo
voltasse seus olhos para a cadeia do leite brasileira. Este ano ficou marcado pelo crescimento da demanda
mundial por leite, principalmente na Asia, mas também pelos menores estoques mundiais de leite em po
do periodo poés-guerra e, conseqiientemente, pelos maiores pregos internacionais praticados nas ultimas
décadas.

Ja reconhecido como um importante player mundial nos proximos anos, o segmento lacteo do Brasil
respondeu ao estimulo do preco com grande performance. O primeiro semestre de 2008 sinaliza taxas de
crescimento médio acima de 10%, chegando a 25% em alguns meses sobre o mesmo periodo do ano
anterior. A persistir tais taxas, o Brasil devera figurar entre os maiores crescimentos mundiais do ano,
perdendo apenas para a China que, com as pesadas aquisicdes de gado na Oceania dos Ultimos anos,
cresce desde o ano 2002 em parametros impensaveis para o resto do mundo.

Este semestre também foi marcado por um grande movimento de fusdes e aquisi¢des na area industrial,
um setor com conhecido histérico de estagnagio.

Grandes companhias nacionais do ramo de carnes de aves e bovinos entraram no segmento lacteo e uma
delas, a Perdigdo, ja estaria ultrapassando a empresa lider nacional, Nestlé, em captagdo de leite.

Também varios fundos de investimento de capital nacional e internacional passaram a investir
pesadamente no setor comprando marcas e industrias, principalmente do segmento “longa vida”.

Merece citagdo a recuperagdo da Parmalat Brasil pelo fundo de investimento Laep, que em pouco tempo
criou e abriu o capital da Integralat, empresa destinada a fomentar a produgdo em pontos estratégicos do
pais, onde, para este fim comprou empresas, terras, material genético e em pouco tempo recuperou boa
parte do share de mercado da antiga Parmalat.

Mas, em uma recorrente ¢ infeliz caracteristica do agronegocio Brasileiro, os excedentes que surgiram
com a combinagdo do estimulo a produgdo decorrente dos pregos praticados em 2007, com a valorizagao
do real refletida em perdas na competitividade comercial externa e com a queda recente dos precos
internacionais do leite, fizeram com que o 6timo ambiente comercial se modificasse de forma radical nos
ultimos meses.

Com isso, boa parte dos novos investimentos no setor apresentou resultados muito aquém das
expectativas iniciais; o proprio projeto de recuperagdo da Parmalat desmoronou na mesma velocidade
com que foi criado, deixando de captar nas Ultimas semanas volumes calculados pelo mercado em 2,5
milhdes de litros diarios.

Mas este estimulo de 2007 também provocou um “boom” de investimentos no setor primario,
principalmente em aquisi¢des de gado, equipamentos de ordenha, maquinas agricolas e insumos. Diversos
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novos entrantes do setor, produtores e laticinios, participaram destes investimentos, que beneficiaram e
muito o setor fornecedor de insumos e equipamentos.

Ainda assim, desde os anos 1990 permanece a trajetéria de queda no numero de produtores de leite,
demonstrando que houve ganhos na ponta tecnologica resultando em melhor qualidade da matéria prima e
produgdo por hectare, se comparados aos indices da década anterior.

Também nao posso deixar de mencionar o caso policial da “soda caustica” em 2007, que acabou por criar
um novo divisor de aguas no que se refere 4 qualidade do leite; é certo que apds os incidentes a qualidade
melhorou muito na plataforma das usinas ¢ a IN 51 ganhou um novo significado como sinalizadora de
padrdes para o leite.

O momento atual reflete este agitado historico dos ultimos meses, mas acredito que o ambiente comercial
devera se estabilizar em novos patamares de pregos e custos, estes decorrentes da nova ordem mundial
detonada pela impressionante demanda da Asia e aumento dos pregos do petroleo, assim como também
ocorreu recentemente em outras cadeias produtivas, como o boi e a soja.

Dessa forma, ainda que com sobressaltos, a cadeia do leite devera continuar sua recente e inédita
trajetoria rumo ao profissionalismo.
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Foliculogénese em bovinos

Seneda, M.M'; Silva, K.C.F."; Santos, G.M.G. '; Max, M.C.'; Gomes, R.G. ';
Lisboa, L.A."; Pontes, J.H.F.2

'Laboratério de Reprodugdo Animal, Departamento de Clinicas Veterinérias,
Universidade Estadual de Londrina;
’In Vitro Brasil Ltda.

Resumo

Novas teorias tém sido propostas sobre a origem e o crescimento dos gametas femininos, desafiando
conceitos de mais de 150 anos. A possibilidade de formagdo continua de foliculos e o6citos apresenta-se
como hipotese extremamente interessante, mas requer ainda novos trabalhos, seja para comprovar sua
existéncia ou refutd-la definitivamente. O estudo da epigenética surge como grande possibilidade para
uma melhor compreensdo dessas teorias. As variacdes epigenéticas sdo dinamicas, transmitidas entre
geracdes ¢ guardam relagdo com o ambiente. O estoque finito de odcitos, a renovacgao continua, ou a co-
existéncia de ambos sao discutidos neste artigo. A lideranga brasileira em segmentos como a produgao de
embrides e o desenvolvimento de protocolos de controle reprodutivo estd fundamentada na
foliculogénese, tema a ser discutido a seguir.

Introducao

A reproducdo é uma das areas da ciéncia em maior desenvolvimento na atualidade. As biotécnicas
associadas a reprodugdo t€m apresentado um crescimento extraordinario nos ultimos anos, tanto no
contexto molecular quanto nos aspectos aplicados. A fisiologia da reprodugdo animal tem sido
aprimorada pela sua importancia na pesquisa fundamental, no incremento da produgdo zootécnica com
fins comerciais e como modelo para diversas areas da medicina humana.

Para uma expansao sélida de todo o universo tecnoldgico vinculado a reproducdo, a base fundamental de
toda a fisiologia feminina ¢ a foliculogénese. Por esta razdo, o interesse sobre o tema tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. As crescentes aplicagdes, bem como os multiplos desafios das
biotécnicas de colheita e transferéncia de embrides, producio in vitro de embrides e inseminacio artificial
em tempo fixo, além de técnicas associadas, como a medicina regenerativa, por exemplo, justificam a
necessidade do continuo aprimoramento do conhecimento da fisiologia das fémeas, envolvendo oogénese,
foliculogénese e desenvolvimento embriondrio.

Somando-se aos aspectos dindmicos da aplicacdo de tais biotécnicas, o estudo da foliculogénese
apresenta-se em momento extremamente importante. No contexto do estabelecimento da populacao
folicular ovariana, novas teorias tém sido propostas, desafiando conceitos de mais de 150 anos sobre a
origem ¢ o crescimento dos gametas femininos. A neo-foliculogénese apresenta-se como hipotese a
requerer profundos e solidos trabalhos, seja para comprovar sua existéncia, refuta-la definitivamente, ou
ainda mostrar a coexisténcia de ambos os conceitos.

Um dos aspectos mais surprendentes da foliculogenese ¢ a produgdo de oocitos obtida naturalmente a
partir de fémeas Nelore. Vacas Nelore produzem, em média, 25 odcitos por sessdo de aspiragdo folicular,
sem qualquer procedimento adicional, como aplicagdo de FSH, BST ou controle do ciclo estral. Esta
média de odcitos por sessdo é aproximadamente quatro vezes maior a produgdo obtida de vacas de ragas
européias. Um aspecto bastante peculiar refere-se as fémeas capazes de produzir centenas de oocitos em
uma Unica aspiragdo folicular. Ha relatos de 251 (Seneda et al., dados ndo publicados) e até 564 oocitos
obtidos em um unico procedimento (Santos et al., 2005). Considerando a possibilidade de trés ondas de
crescimento folicular, seria possivel a projecao de mais de 1000 foliculos recrutados em apenas um ciclo
estral.

As biotécnicas associadas a reprodugo tém apresentado um crescimento extraordinario nos ultimos anos,
tanto no contexto molecular quanto nos aspectos aplicados. O Brasil apresenta-se como segundo pais em
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embrides bovinos produzidos in vivo e lider mundial dos produzidos in vitro, e isto certamente tem
correlagdo com o predominio da raca Nelore no plantel nacional. Para fémeas Nelore, pode-se admitir

uma maior quantidade de embrides por procedimento com a PIVE, quando comparada a colheita e
transferéncia de embrides (Nonato Jr et al, 2004).

Igualmente em franco desenvolvimento encontra-se a epigenética, a area do conhecimento que estuda as
interagdes dinamicas do DNA com as proteinas e grupos quimicos presentes no nticleo da célula. Embora
as possibilidades de variagdo da expressdo génica sejam conhecidas ha alguns anos, apenas em passado
bastante recente as interagdes epigenéticas passaram a ser melhor compreendidas. Um grande incremento
ao estudo da epigenética adveio com a surpreendente descoberta do limitado nimero de genes da espécie
humana. O Projeto Genoma Humano demonstrou de maneira inequivoca a necessidade de se buscar
outras explicacdes, além da quantidade de genes, para justificar a complexidade funcional dos organismos
superiores.

Apesar das areas citadas serem de extrema importincia para o progresso da ciéncia e para a heranca
genética das futuras geragdes, o controle epigenético da reprodugdo é relativamente pouco conhecido. No
contexto da reproducdo, varios aspectos do conhecimento fisioldgico, da eficiéncia de producdo e da
aplicabilidade do modelo animal nas ciéncias biomédicas, seriam extremamente beneficiados com um
maior conhecimento da epigenética.

Somando-se aos aspectos dindmicos da aplicagdo de tais biotécnicas, o estudo da foliculogénese
apresenta-se em momento extremamente importante. No contexto do estabelecimento da populagdo
folicular ovariana, novas teorias t€ém sido propostas, desafiando conceitos de mais de 150 anos sobre a
origem e o crescimento dos gametas femininos. A neo-foliculogénese apresenta-se como hipotese a
requerer profundos e solidos trabalhos, seja para comprovar sua existéncia ou refuta-la definitivamente. O
estoque finito de odcitos, a renovagdo continua, ou a co-existéncia de ambos sdo discutidos neste artigo.

Conceitos basicos da foliculogénese

Admite-se que o inicio da foliculogénese em fémeas mamiferas ocorre na fase fetal, quando as células
germinativas primordiais migram do saco vitelino para a gonada em formagdo, originando as oogonias.
Estas diferenciam-se em od6citos, os quais, associados com as células da granulosa, constituem os
foliculos primordiais. Os odcitos iniciam o processo de divisdo meidtica, o qual ¢ interrompido em
préfase da meiose I até o recrutamento folicular (Soto-Suazo & Zorn, 2005; van den Hurk & Zhao, 2005).
Somente ap6s o recrutamento ha continuidade do desenvolvimento do foliculo e retomada da meiose, no
estagio final de desenvolvimento do foliculo antral (Eppig et al., 1992). Apesar da importancia do
recrutamento folicular para o entendimento da foliculogénese, os mecanismos envolvidos nesse processo
ainda permanecem desconhecidos.

Uma vez recrutado, o foliculo primordial passa a foliculo primario, cujas células granulosas apresentam
formato cubodide. Trata-se mais de um processo de maturagdo, pois o 06cito praticamente permanece com
o mesmo didmetro. Uma caracteristica marcante dessa fase ¢ o surgimento da zona pelicida, estrutura ao
redor do odcito mantida por todo o desenvolvimento folicular.

Com o aumento do odcito, a caracterizagdo da zona pelicida, as primeiras células da teca e pelo menos
duas camadas da granulosa, o foliculo secundario encontra-se constituido. Ao fim deste estagio, a acao
gonadotrofica ja pode ser detectada, sendo entdo iniciados os efeitos amplos do FSH e LH (van den Hurk
et al., 2000).

A etapa seguinte do desenvolvimento consiste no foliculo terciario, cuja distingdo do anterior ocorre pela
multiplicacdo das camadas da granulosa, além da organizacdo completa das células da teca. O FSH tem se
revelado como agente fundamental nesta etapa. Ndo apenas pela sua acdo enddcrina conhecida, mas
também pelo seu envolvimento na agdo paracrina de fatores de crescimento, como relatado para membros
do grupo FGF, como o FGF-8 (Buratini et al., 2005). Um grande evento fisioldgico, a formagdo do antro,
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representa um marco importante no estudo do crescimento folicular, pois € precursor dos processos de
desvio e dominancia folicular.

Além de representar a fase de mais intensa acdo gonadotrofica, a presenca do liquido folicular viabiliza os
estudos ultra-sonograficos, permitindo o acompanhamento in vivo até o destino final do foliculo: atresia
ou ovulagdo. A repeticdo desse processo ao longo da vida pds-natal leva ao declinio progressivo do
numero de oocitos, sendo aceita a auséncia de células germinativas nos ovarios na senilidade (Waldeyer,
1870).

Novos conceitos em foliculogénese

Apesar do conceito sobre o estoque finito e ndo renovavel de células germinativas ser considerado uma
premissa basica da fisiologia da reprodugdo ha mais de 150 anos (Byskov et al., 2005), Johnson et al.
(2004 e 2005) apresentaram evidéncias para propor a revisao deste paradigma, demonstrando indicios da
continuidade da oogénese ¢ foliculogénese no periodo pds-natal, pela atuacdo de células-tronco.

Existem varias populacdes de células-tronco na medula 6ssea, com evidéncias promissoras de potencial
de plasticidade, isto €, habilidade de gerar células de outros tecidos, independente do folheto embrionario
de origem. Este potencial de plasticidade da célula-tronco parece favorecer a hipotese de neo-
oogénese/foliculogénese formulada por Johnson et al. em 2004. Esses autores demonstraram a ocorréncia
de proteinas especificas do inicio da meiose em ovarios de camundongas adultas, o que somente deveria
ocorrer durante a fase fetal, de acordo com o conceito atual. Em 2005, Johnson et al. submeteram um
grupo de camundongas a esterilizagdo quimica, relatando auséncia de foliculos apés o tratamento. Em
seguida, os animais receberam transfusdo de medula 6ssea e sangue periférico e, uma semana apos,
foliculos viaveis em crescimento foram identificados nos ovarios.

A hipoétese de Johnson et al. (2004 e 2005) tem promovido acirrados debates, sendo contrariada por
outros pesquisadores. Nos aspectos clinicos, a ocorréncia da menopausa e a inatividade ovariana em
fémeas senis apresentam-se como fenomenos amplamente aceitos. Outras criticas referem-se a auséncia
de sinais de inicio e término da primeira profase meidtica e subseqiiente fase de diploteno nos supostos
odcitos derivados de células-tronco. Além disso, o curto periodo para crescimento dos novos foliculos
permitiu o questionamento da eficacia da esterilizagdo quimica.

Em um experimento especificamente delineado para aferir a hipotese de Johnson et al. (2004; 2005),
Eggan et al. (2006) pesquisaram a renovagdo folicular por células difundidas pelo sangue em
camundongas parabidticas, animais isogénicos unidos cirurgicamente pela lateral do corpo, para uma
circulagdo sangiiinea partilhada. Sendo uma das fémeas transgénica para uma proteina fluorescente,
esperava-se a expressao desta proteina nos odcitos da outra fémea, nao transgénica. No entanto, mesmo
apés 6 meses testando diversos ensaios experimentais nas camundongas parabidticas, os autores nao
obtiveram ovulagdo de nenhum odcito expressando a proteina fluorescente, contrariando a teoria
apresentada por Johnson et al. (2004 e 2005).

Apesar da conclusdo de Eggan et al. (2006) mencionada acima, alguns detalhes comparativos entre os
trabalhos merecem ateng@o. Enquanto o grupo liderado por Tilly (Johnson et al. 2004 e 2005) descrevem
a “renovacdo folicular”, Eggan et al. (2006) declaram a auséncia de “odcitos ovulados”. Ou seja,
permanece uma lacuna, referente ao intervalo existente entre a formagdo e crescimento de um foliculo —
aspectos inicial e intermediario — e a presenga de um odcito maduro no oviduto — produto final.

Apesar das oposi¢des a teoria de renovagdo folicular pds-natal, outros grupos, utilizando diferentes
estratégias experimentais, realizaram descobertas bastante promissoras, indiretamente em favor da
mesma. Ap6s indugdo de diferenciacdo de uma cultura de células-tronco de epiderme de fetos suinos,
Dyce et al. (2006) verificaram que algumas dessas células apresentaram marcadores tipicos de células
germinativas em formacdo. Posteriormente, foram identificadas estruturas semelhantes a foliculos em
crescimento, capazes de produzir estrogeno, progesterona e responsivas a estimulos de FSH e LH. Além
disso, os autores relataram partenogénese espontinea, com formagdo de estruturas semelhantes a
embrides. Apesar de ja haver relato na literatura de diferenciagdo in vitro espontanea de células-tronco em
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células germinativas a partir de cultivo de células embrionarias humanas (Clark et al., 2004), até o
momento, nenhum outro grupo alcancou o feito de produgio de odcitos, foliculos (secretando esterdides)
e embrides — embora partenogenéticos — a partir de células-tronco, como descrito pela equipe de Guelph
(Dyce et al., 2006).

Mais recentemente, Liu et al. (2007) utilizaram ovarios de mulheres adultas obtidos cirurgicamente por
razdes extra-ovarianas, como anomalias uterinas. Através de técnicas de RT-PCR, Western Blot e
imunohistoquimica, os autores pesquisaram a expressao de alguns dos principais genes envolvidos com a
meiose (SCP3, Oct3, Oct4, ¢-KIT, SCP3, PCNA e KI-67), concluindo ndo haver indicios da ocorréncia de
meiose, contrariando dessa forma a hipdtese de renovagdo folicular pos-natal.

Tilly & Johnson (2007) prontamente contra-argumentaram a conclusdo de Liu et al. (2007), alegando ser
a “auséncia da evidéncia” argumento cientifico insuficiente para refutar a nova hipotese. Segundo os
pesquisadores de Harvard, para refutar a nova hipotese, experimentos mais solidos do que auséncia de
expressao génica seriam necessarios, especialmente apos transcorridos quatro anos desde o primeiro
artigo apresentando a neo-foliculogénese (Johnson et al. 2004).

A partir dos trabalhos de Johnson et al. (2004 e 2005), sugerindo a participagdo de células-tronco
provenientes da medula ¢ssea na neo-oogenese/foliculogénese, algumas especulagdes podem ser feitas.
Seria possivel ocorrer alguma alteragdo folicular ou ovariana apos auto-transferéncia de medula 6ssea ou
retirada da mesma e reinje¢do no mesmo organismo? Quando submetidas a um estimulo, camundongas
jovens que sofreram esterilizagdo quimica apresentariam resposta diferente de camundongas que tiveram
esgotamento natural de suas reservas foliculares?

Seguindo esse raciocinio, seria a esterilizagdo quimica um agente para a neofoliculogénese? Sabe-se que
mulheres jovens que sofreram esterilizagdo quimica, quando submetidas a um estimulo, voltaram a
produzir foliculos.

A teoria da neo-oogénese/foliculogénese é polé€mica, afinal, trata-se de um questionamento sobre um
conceito amplamente aceito por mais de 150 anos. Os trabalhos atualmente em andamento deverdo
contribuir para esclarecer melhor a questao.

Epigenética e foliculogénese

A “epigenética” estuda as modificagdes fenotipicas herdaveis sem alteracdes na seqiiéncia do DNA, ou
seja, informagdes carreadas pelo codigo genético ndo vinculadas ao DNA (Cosgrove & Wolberger, 2005).

Nos eucariotos, a infomagao genética é armazenada na cromatina, um polimero composto pela associagao
do DNA com 4 proteinas histonas - H2A, H2B, H3 e H4 - mais uma histona de conexdo — H1 (Trotter e
Archer, 2007). O conjunto de 147 pares de base do DNA arranjadas ao redor de um octamero de proteinas
histonas constitui o nucleosomo.

Por muito tempo, acreditou-se que o nucleosomo tivesse fungdo apenas estrutural, permitindo a
condensagdo e organizagdo do DNA no nucleo da célula (Cosgrove & Wolberger, 2005).

Recentemente, descobriu-se o papel crucial e dindmico do nucleosomo no controle da expressdo génica.
Conforme a maior ou menor interagio do DNA com as proteinas que compdem o nucleosomo, a
expressdo dos genes pode ser alterada. Em outras palavras, o controle transcricional depende da
acessibilidade do DNA, sendo este aspecto regulado por modifica¢des nas histonas (Narlikar et al, 2002).
Essas modificagdes bioquimicas podem ocorrer por fatores enddgenos ou exogenos, sendo normalmente
de natureza reversivel. As principais alteracdes bioquimicas, como metilacao, fosforilagdo e acetilacao,
sdo capazes de interferir na interacdo do DNA com as histonas, causando modificagdes na capacidade de
expressdo do codigo genético. Essas reagdes sdo predominantemente reversiveis, constituindo assim uma
maneira muito dindmica de facilitar ou reprimir a agdo do DNA (Mellor, 2006).
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Os processos epigenéticos sdo naturais e essenciais para muitas fungdes do organismo, porém se
ocorrerem inadequadamente podem ter efeitos adversos na satide e no comportamento. Agentes como
metais pesados, pesticidas, hormonios, virus, bactérias entre outros podem gerar alteragdes bioquimicas
na cromatina, interferindo na expressdo de certos genes, podendo levar a disfungdes respiratorias,
reprodutivas e a varios tipos de cancer. Essas modificagdes epigenéticas podem ser transmitidas por até
quatro geragdes, evidenciando assim a importancia da epigenética no processo evolutivo (Weinhold,
20006).

Diversos fatores, internos e externos, sdo capazes de atuar nas modificagdes no nucleosomo e assim
interferir na expressdo final do codigo genético (Kimmins & Sassone-Corsi, 2005). Portanto, a
epigenética poderia ser considerada uma ponte entre o gendtipo e o fenotipo (Goldberg et al., 2007),
apresentando-se como um mecanismo essencial para o processo evolutivo, ja que estimulos externos
podem variar a expressdo do genoma. Tais aspectos apresentam acréscimo de importancia para as células
germinativas, considerando a propagacdo de informagdes para as proximas geragdes (Kimmins &
Sassone-Corsi, 2005).

A ativagdo ou repressdo da transcricdo também estd relacionada com a agdo de remodeladores da
cromatina. Os remodeladores sdo complexos protéicos que alteram a mobilidade do nuclesomo,
permitindo uma espécie de “deslizamento” entre as proteinas histonas e a dupla hélice do DNA. Com essa
movimentacdo, ocorre também uma modificagdo na possibilidade de expressdao do DNA (Cosgrove et al.,
2004). Os eucariotos contém pelo menos cinco familias de remodeladores de cromatina: SWI/SNF,
ISWI, NURD/Mi-2, INO80 ¢ SWRI1 (Saha et al., 2006). O complexo SWI/SNF, um dos mais estudados,
regula a expressdo génica através de elementos promotores e regulatorios (Knott et al., 2006). Trata-se de
um complexo proté¢ico ATP-dependente que estd envolvido em aspectos criticos do crescimento celular e
na estabilidade do genoma (Kadam & Emerson, 2003). Foi primeiramente identificado em leveduras,
sendo altamente conservado entre os eucariotos (Peterson & Workman, 2000).

A BRGI (brahma related gene) ¢ uma importante subunidade protéica do complexo SWI/SNF, e parece
apresentar uma importancia crucial nos eventos da reproducdo. A expressio da BRGI1 em odcitos
(Bultman et al., 2000) e embrides (Bultman et al, 2006) de camundongos evidenciam a participagdo desta
proteina na foliculogénese e embriogénese. Odcitos nulos para a expressao da BRG1 completaram a
meiose e foram fecundados, porém, os embrides concebidos tiveram seu desenvolvimento interrompido
no estagio de 2 a 4 células, com a atividade transcricional reduzida em 30% dos genes, o que sugere o
envolvimento desta proteina na ativacdo do genoma embrionario e como marcador da qualidade oocitaria
e embriondria (Bultman et al., 2006). A auséncia da expressdo da BRGI1 também foi associada a
letalidade embrionaria precoce (Bultman et al., 2000).

Admite-se que o complexo processo da foliculogénese em ovarios mamiferos é regulado por um
coordenado programa entre elementos gendmicos e epigenéticos (Ruiz-Cortés et al., 2005). Relacionando
a epigenética com o processo de foliculogénese, um estudo mostrou que a fosforilagdo do aminoacido de
numero 10, uma serina da histona H3, foi relacionada com atividade transcricional favoravel ao processo
de divisao celular (Hans & Dimitrov, 2001). Por sua vez, esta modificagdo da H3 apresentou-se vinculada
a acdo tanto do FSH como do estradiol, durante o periodo pré-ovulatorio, comprovando a estreita relagdo
desta alteracdo na cromatina com a regulacdo do crescimento folicular (Ruiz-Cortés et al., 2005).

Além da serina 10 da H3, o aminoacido de nimero 4 da H3, uma lisina (K), tem despertado o interesse
dos pesquisadores. A H3K4 e a enzima reguladora da sua metilagdo — Lysine Specific Demethylase 1
(LSD1) — parecem exercer um papel central no comando da expressdo génica, ndo s6 na meiose das
células germinativas, mas também nas células de suporte, como demonstrado recentemente na
espermatogénese (Godmann et al., dados ndo publicados) e na oogénese para Drosophila (Di Stefano et
al., 2007).

Em mamiferos, os primeiros resultados indicam intensa atividade da H3K4 no odcito, desde o estagio de
foliculo primordial até os grandes foliculos antrais. Para as células da granulosa e da teca, diferentes
padrdes foram identificados, conforme o nimero de metilagdes. Enquanto a mono e a di-metilagdo da
H3K4 aparentemente restringem suas atividades aos foliculos antrais, a H3K4 tri-metilada foi identificada
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mais precocemente, em foliculos primarios e secundarios, possivelmente exercendo um papel na
regulacdo dos varios fatores locais envolvidos com o crescimento folicular nesta fase. A LSD1 nédo foi
identificada em nenhuma etapa pré-ovulatoria, sugerindo uma atividade ampla e ininterrupta da H3K4 ao
longo de todo o crescimento folicular (Seneda et al., 2008).

Um aspecto particularmente interessante € o papel da epigenética no controle da pluripoténcia de células-
tronco (Surani et al., 2007), e especialmente a atuagdo da H3K4 no restabelecimento da pluripoténcia em
células somaticas, ou transdiferenciacao (Kimura et al., 2004; Lin & Dent, 2006).

De maneira geral, o carater dinamico das modificagdes epigenéticas parece estar muito mais proximo ao
contexto aplicado do que se imaginava. Afinal, mudangas sutis nos niveis de LH, FSH e hormoénios
esterdides podem alterar a capacidade de expressao génica das células ovarianas, com grande repercussao
na liberacdo de hormonios e do o6cito e, por conseguinte, nas taxas de prenhez. Embora hoje ainda nio se
saiba exatamente a melhor maneira de se modular as modificagdes epigenéticas in vivo, os conhecimentos
atuais sinalizam para uma situagdo de grande interagdo entre as agdes praticas feitas no campo, € os
reflexos dessas agdes no contexto de atividade celular da gonada feminina.

Consideragoes finais e perspectivas aplicadas

Concluindo, o conceito do estoque finito de gametas femininos ¢ um fato bem estabelecido e foi
comprovado diversas vezes nas ultimas décadas. Mas a capacidade de diferenciacdo de células-tronco tem
sido cada vez mais surpreendente e células complexas, como neurénios e hepatécitos, ja foram obtidas a
partir de células-tronco adultas.

Considerando a recente constatacdo de como a epigenética pode interferir na capacidade de expressdo
génica, a possibilidade de diferenciacdo de células-tronco em odcitos por mecanismos epigenéticos parece
ser cada vez mais evidente. Uma vez que trabalhos recentes tém demonstrado a importincia da
participacdo epigenética na foliculogénese, a pergunta a ser feita é: seria a epigenética a chave para a
compreensdo da hipotese da renovagdo folicular pds-natal? Neste cendrio inédito e promissor, outra
pergunta se apresenta: seria compativel a co-existéncia de ambos os modelos, ou seja, a producdo de
odcitos na fase fetal e, sob condigdes especificas, a neo-formacao folicular?

Tais perguntas poderiam desenhar situagdes interessantes no panorama aplicado. Por exemplo, uma auto-
inoculagdo de medula 6ssea poderia recuperar a atividade ovariana de uma fémea senil? Uma injaria
provocada no estroma ovariano poderia ser um estimulo para a proliferacdo de eventuais células-tronco
e/ou reparagdo da reserva folicular? O cruzamento de linhagens ou de tipos taurus e indicus poderia
favorecer essa maior capacidade de producdo de foliculos? Como obter os melhores resultados pela
modulagdo epigenética a partir dos farmacos de controle do ciclo reprodutivo?

As ragas zebuinas podem ser um excelente modelo biolégico para a elucidagdo de algumas dessas
questoes. A surpreendente quantidade de oocitos obtida naturalmente a partir de fémeas indicus sinalizam
claramente para isso.

As evidéncias sugerem algo novo, porém mais investigacdes sdo necessarias. A Ciéncia requer sempre o
espirito critico e isento de investigagdo, sem ceticismo gratuito ou impulsividade. Podemos estar diante de
uma modificacdo extraordinaria do conceito de foliculogénese, com potenciais reflexos na TE, FIV e
IATF e todo o segmento da reproducéo. Cabe a cada um de nos buscar a constante atualizagdo e a analise
critica dos artigos, para que os conceitos reais sejam encontrados.
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Techniques for synchronization of follicular wave emergence and ovulation:
Past, present and future
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Introduction

The genetic progress made in the dairy industry through the use of artificial insemination (Al) is a matter
of record, and yet Al is still not widely used in the beef industry. However, genetic information on beef
bulls is increasingly becoming available, and potential benefits are apparent. Furthermore, semen sexing
and genetic selection based on DNA markers has increased the need for AI. Most Al programs require
estrus detection which is time consuming and costly, and becoming increasingly inefficient, especially in
the dairy industry. Estrus synchronization does offer alternatives, but until recently, precise control of the
time of ovulation has not allowed for the elimination of estrus detection. The following review will look
at estrus synchronization from a historical perspective, and will conclude with current approaches to the
synchronization of ovulation for fixed-time Al and speculate on likely future developments.

The past

Methods of estrous cycle control in cattle have included various pharmacologic treatments. As the luteal
phase of the estrous cycle has been most amendable to control by external intervention, two basic
techniques have been applied. These are prolongation of the progestational phase of the estrous cycle, e.g.
progesterone or various progestins, and shortening of the progestational phase i.e., induction of luteolysis,
e.g., prostaglandin F,, (PGF). These approaches have resulted in induction of estrus and ovulation within
a predictive range of 4 or 5 days, which reduces but doesn’t eliminate estrus detection.

Progestins

Sixty years ago, administration of progesterone was shown to alter ovarian function and inhibit ovulation
in cattle (Christian and Casida, 1948). Results of subsequent studies demonstrated that progestins, if given
long enough to allow normal regression of the CL (i.e., >14 days), would induce synchronous estrus, but
were associated with lowered fertility (Trimberger & Hansel, 1955; Hansel et al., 1961; Wiltbank et al.,
1965). Luteal phase levels of progesterone have been found to suppress LH pulse frequency (Savio et al.,
1993; Stock & Fortune, 1993), which in turn causes suppression of dominant follicle growth and
emergence of a new wave (Adams et al., 1992b; Sirois & Fortune, 1988). Although it has been shown that
progesterone suppresses LH secretion, progesterone apparently does not suppress FSH secretion (Adams
et al., 1992a). Hence, progesterone treatment will slow the growth of LH-responsive follicles (i.e.,
primarily the dominant follicle) and will prevent ovulation, but it will not stop or synchronize regular
periodic FSH surges and emergence of follicular waves.

Growth of the dominant follicle has been shown to be suppressed by progesterone in a dose-dependent
fashion (Adams et al., 1992b); above-normal, normal, and below-normal luteal phase progesterone levels,
respectively, resulted in undersized, normal, and oversized dominant follicle profiles. Doses of progestins
commonly used to control the estrous cycle in cattle have relatively less suppressive effects on LH
secretion than normal luteal phase progesterone levels, and are associated with development of oversized
“persistent” dominant follicles (Savio et al., 1993; Stock & Fortune, 1993; Custer et al., 1994). However,
persistent follicles, after a prolonged growing phase, will enter a static phase followed eventually by
regression and emergence of a new wave (Adams et al, 1992a).

Melengestrol acetate (MGA) is the progestin that has been most commonly used for estrus
synchronization in cattle in North America. The advantages of MGA include low cost, oral administration
and extremely low toxicity. However, lowered fertility subsequent to prolonged treatment with MGA
(=14 days) in early studies (reviewed in Odde, 1990; Larson & Ball, 1992) has been attributed to aging of

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



16 Reuben Mapletoft et al.

the oocyte within the persistent follicle (Custer et al., 1994; Mihm et al., 1999). Spontaneous maturation
(i.e., germinal vesicle breakdown and cumulus expansion) was evident in 23/23 “persistent” dominant
follicles compared with 5/29 in growing dominant follicles (Revah & Butler, 1996). The potential of
inducing “persistent” oversized follicles for the purpose of synchronizing estrus has been investigated
(Kinder et al., 1996), and it has been hypothesized that regression rather than ovulation of the “persistent”
follicle may be electively induced resulting in predictable emergence of a new follicular wave (Kastelic et
al., 1996; McDowell et al., 1998). Indeed, Colazo et al. (2006) induced persistent follicles with used
progestin devices and caused ovulation, resulting in emergence of a new follicle wave.

The use of estradiol in combination with progestins was initially introduced to cause uterine-induced
luteoloysis (Wiltbank et al., 1961; reviewed in Odde, 1990), and it was for this reason that estradiol was
incorporated into one of the first commercially available treatments for estrus synchronization in cattle;
i.e., Syncro-Mate B (SMB). The treatment involved a subcutaneous ear implant containing 6 mg
norgestomet, that was left in place for 9 days, and an injection of 5 mg estradiol valerate and 3 mg
norgestomet at the time of insertion. A high percentage of cattle (77% to 100%) showed estrus soon after
SMB implant removal (reviewed in Odde, 1990). However, pregnancy rates were variable (33% to 68%),
in part because of variability in the proportion of animals that were cycling at the time of treatment. A
more recent version of the norgestomet implant, Crestar, has been used similarly, but because of the
make-up of the implant, the implant contains only 3 mg of norgestomet (Kastelic et al., 1999).

Progesterone-releasing intra-vaginal devices, which are placed in the vagina for 7 or 8 days, have now
become available for estrus synchronization (Mapletoft et al., 2003). Initially, luteal regression was
induced by treatment with estradiol benzoate at the time of device insertion, but more recently, treatment
with PGF at the time of device removal, or up to 2 d prior to device removal, has been used to induce
luteal regression. Most cattle will be in estrus 2 to 3 days after the device is removed, and because of the
shorter treatment interval, persistent follicles do not occur and fertility has been very good.

Prostaglandin F»,

Enucleation of the CL is one of the oldest approaches used for estrus synchronization or treatment for
ovarian irregularities (Teige & Jakobsen, 1956). In the early 1970’s, PGF was found to be the natural
luteolysin (McCracken, 1972; Manns & Hafs, 1976), and since that time PGF has been the most
commonly used treatment for elective induction of luteal regression and/or synchronization of estrus in
cattle (Odde, 1990; Larson & Ball, 1992). Early studies showed that the maturity of the CL at the time of
PGF treatment influenced the luteolytic response (Momont & Seguin, 1984); PGF did not effectively
induce luteolysis during the first 5 or 6 days following estrus. Lack of responsiveness was thought to be a
result of a lack of PGF receptors in immature CL, but recent work has demonstrated the presence of PGF
receptors in CL as early as 2 days after ovulation (Wiltbank et al., 1995). However, it appears that mature
CL may possess a positive feedback loop that results in intraluteal PGF production which may continue
the process of luteolysis initiated by a single treatment of exogenous PGF (Wiltbank, 1997). If immature
CL do not possess the positive feedback loop, then multiple injections of PGF may be expected to
complete the luteolytic process in early stage CL. In this regard, luteolysis and ovulation was induced in
56/60 heifers (93%) given PGF in the morning and evening of the fourth or fifth day after estrus in two
studies involving superstimulation beginning near the time of ovulation (Nasser et al., 1993; Adams et al.,
1994), providing a treatment alternative for nonresponsive CL.

Transrectal palpation and treatment of cattle with an apparently responsive CL should increase the
proportion that respond to PGF treatment, but errors in CL assessment and failures in estrus detection
result in only about 75% of treated cattle being detected in estrus (Gaines, 1994). Furthermore, in cows in
which luteolysis is effectively induced by PGF treatment, the ensuing estrus was distributed over a 6 day
period (Seguin, 1987). The most consistent response (i.e., the least variable interval to estrus) resulted
from PGF treatment during early diestrus (7 and 8 days after estrus) or late diestrus (15 days after estrus)
than mid-diestrus (10 to 13 days after estrus; Seguin, 1987). More recent studies have documented that
much of this variation is due to follicular status at the time of treatment. Treatment when the dominant
follicle of a wave is in its late growing (> 9 mm) or early static phase will result in ovulation of that
follicle within 2 to 3 days, whereas treatment after the mid- to late-static phase (i.e., when it is no longer
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viable) will result in ovulation of the dominant follicle of the next wave 4 to 5 days after treatment
(Kastelic et al., 1990; Kastelic and Ginther, 1991). In a conventional two-dose PGF synchronization
scheme, an interval of 10 or 11 days between treatments has been used because it represents the mid-point
of the estrous cycle and theoretically all cows should have a PGF-responsive CL at one or both
treatments. However, a shorter (8 to 9 days) or longer (13 to 14 days) interval between treatments may
result in better synchrony. In this regard, one study reported a higher conception rate with a 14-day rather
than an 11-day interval between PGF treatments (Folman et al., 1990). More recently, PGF treatment has
been combined with treatments designed to control follicular status and precise synchrony of ovulation.

The present

Precise synchrony of ovulation has been shown to depend on synchronous growth of a dominant follicle
and ovulation of that follicle at a predetermined time. Treatments that eliminate a dominant follicle will
result in emergence of a new follicular wave, and synchronous growth of a new dominant follicle. In that
regard, transvaginal ultrasound-guided ablation of the dominant follicle will synchronize the emergence
of the next follicular wave by removing the suppressive effects of that follicle, and its products on FSH
release (Bergfelt et al., 1994). Ovulation can be induced by the injection of hormones that induce LH
release, or by the injection of LH. Although follicular ablation in combination with PGF and pLH was
very efficacious in synchronizing estrus and ovulation, it is not practical for use in the field.

Estradiol and progesterone

Although the synchronizing effects of combined treatment with progestin and estradiol has been known
for decades, it was not until recent discoveries of the effects of estradiol on follicle development that an
important reason for this effect was understood. In a series of studies (reviewed in Bo et al., 1995b),
estradiol treatment was found to suppress the growing phase of the dominant follicle, and suppression
was more profound when given in combination with progesterone. The mechanism responsible for
estrogen-induced suppression of follicle growth is not clearly understood, but it appears to involve
suppression of FSH (Bo et al., 1994) and possibly LH. The combination of estradiol and progestin was
subsequently used to determine if suppression of follicle growth would induce new wave emergence at a
consistent interval post-treatment regardless of the phase of follicle development at which treatment was
initiated (i.e., growing, static, or regressing phase of the dominant follicle of a wave). The use of
estradiol-17f in progestin-implanted cattle was followed consistently by the emergence of a new wave,
on average, 4.3£0.2 days later (Bo et al., 1995a; b). Once the estradiol was metabolized, there was an
FSH surge, and a new follicular wave emerged (Martinez et al., 2005; 2007). The administration of 5 or
2.5 mg estradiol-17f (reviewed in Bo et al., 2002) or 2 mg of estradiol benzoate (EB; Caccia and Bo,
1998) or estradiol valerate (Colazo et al., 2005b) in progestin-implanted cattle at random stages of the
cycle was followed by the emergence of a new follicular wave approximately 4 days later, with little
variability.

In estrus synchronization protocols, estradiol is normally injected at the time of insertion of a progestin
device (Martinez et al., 2000; 2005; Mapletoft et al., 2003) which is removed 7 or 8 days later, at the time
of administration of PGF. A lower dose of estradiol is normally given 24 hours later to induce
synchronous LH release (approximately 16 to 18 hours after treatment) and ovulation approximately 24 to
32 hours later (Mapletoft et al., 2003; Martinez et al., 2005; 2007). This has permitted fixed-time Al
(FTAI) with very high pregnancy rates. Pregnancy rates have been shown to be improved in suckled beef
cows, especially suckled Bos indicus cows and heifers when 400 IU of eCG is administered at the time of
progestin removal (reviewed in Baruselli et al., 2004; Bo et al., 2005). The beneficial effect of eCG would
seem to be through stimulation of dominant follicle growth and maturation, with increased progesterone
production by the subsequent CL.

Estradiol and progesterone treatments have been used increasingly for the synchronization of follicle
wave emergence for superstimulation (Bo et al., 1995b; 2002), and for the synchronization of ovulation in
fixed-time embryo transfer protocols (FTET; Bo et al., 2002; 2005; 2007). In general, treatments for
FTET are similar to those used for FTAI, except the PGF treatment may given earlier. Therefore,
recipients receive a progestin device and an injection of 2 mg EB on Day 0, PGF on Day 5 (1 day after
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wave emergence), progestin devices are removed on Day 8 and 1 mg EB is given on Day 9 (Day 10 is
considered the day of estrus) and embryos are transferred on Day 17 in all recipients with a CL.
Treatment with PGF on Day 5 has resulted in a larger diameter of dominant follicle, higher progesterone
concentrations at the time of FTET, a larger proportion of recipients selected for transfer with higher
overall pregnancy rates (Bo et al., 2005).

The effects of 400 IU eCG on Day 5 of the FTET treatment protocol on pregnancy rates has also been
investigated mainly in Bos faurus X Bos indicus crossbred recipients (Nasser et al., 2004; Bo et al., 2005;
2007). Although eCG treatment did not result in more recipients selected for transfer, it did result in
increased CL diameters and improved conception rates. Furthermore, plasma progesterone concentrations
in recipients treated with eCG were significantly higher than in those not treated with eCG, regardless of
the number of CL at the time of embryo transfer. An interesting observation in these studies was that
pregnancy rates did not differ whether recipients were seen in estrus or not.

Gonadotropin releasing hormone (GnRH)

In cattle with a growing dominant follicle (at least 10 mm in diameter), treatment with GnRH results in
ovulation (Macmillan and Thatcher, 1991), with emergence of a new follicular wave approximately 2
days later (Twagiramungu et al., 1995), but only when ovulation occurred (Martinez et al., 1999). An
ovulation synchronization scheme utilizing GnRH for fixed-time Al (Ovsynch) in lactating dairy cattle
was developed by Pursley et al. (1995). The first injection of GnRH is followed 7 days later with an
injection of PGF, followed in 48 hours by a second injection of GnRH; fixed-time Al is performed 0 to 24
(optimally 16 to 18) hours later. The Ovsynch protocol has been used successfully for several years
(Seguin, 1997), and has been much more efficacious in lactating dairy cows than in heifers (Pursley et al.,
1995; Martinez et al., 2002). Although the cause for the discrepancy between cows and heifers is not
known, ovulation following the first injection of GnRH occurred in 85% of cows but only 54% of heifers
(Pursley et al., 1995). In addition, 19% of heifers were in estrus before the injection of PGF, dramatically
reducing fertility following FTAI (Wiltbank, 1997).

Stage of development of the dominant follicle (Martinez et al., 1999), or stage of the estrous cycle
(Vasconcelos et al., 1999) at the time that GnRH is administered has been shown to affect results. If
GnRH is administered when the dominant follicle is immature or post-mature, ovulation may not occur
and a new follicular wave will not emerge (Martinez et al., 1999). An alternative is to ensure that a viable
growing dominant follicle is present at the time of GnRH treatment. It has been suggested that cattle will
respond most consistently to GnRH administered between Days 5 and 12 of the estrous cycle; this can be
accomplished by using a PGF pre-synchronization treatment, with the last PGF given 12 to 14 days
before the first injection of GnRH (Moreira et al., 2001). We have also used progestin devices to
presynchronize animals prior to initiating a GnRH-baed protocol (Colazo et al., 2005a; 2006).

We have also observed that GnRH caused ovulation of the dominant follicle in only 56% of heifers and
did not consistently induce the emergence of a new follicular wave (Martinez et al., 1999). Lactating beef
cows appeared to be more similar to heifers than lactating dairy cows, with seldom more than 60%
ovulating following administration of GnRH (Colazo et al., 2007). We also showed that circulating
concentrations of progesterone affect LH release following the administration of GnRH in beef cattle
(Colazo et al., 2008). The presence of a progestin insert between the first injection of GnRH and the
injection of PGF 7 days later essentially doubled pregnancy rates in heifers (Martinez et al., 2002).
Although GnRH-based protocols have been used successfully in suckled beef cows, the addition of a
progestin insert has been also been beneficial, especially if cows are early postpartum or in low body
condition. The addition of eCG at the time of progestin removal was also shown to improve pregnancy
rates in first-calf, suckled beef cows (Colazo et al., 2005a; 2006).

GnRH-based protocols have also been used to synchronize ovulation in recipients (reviewed in Bo et al.,
2005; 2007). In two studies involving Bos indicus x Bos taurus crossbred heifers (Baruselli et al., 2000;
Zanenga et al., 2000), the overall pregnancy rate was higher in recipients treated with the GnRH-based
protocol compared to those treated with PGF, primarily because more recipients received embryos. The
inclusion of a progestin device in a GnRH-based protocol has also been shown to result in improved
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pregnancy rates. In one study involving the transfer of frozen embryos, Beal (1999) reported a conception
rate in Heat-Watch-detected controls (62%) that was significantly higher than in nondetected recipients
synchronized with an Ovsynch protocol (48%) or numerically higher than those synchronized with an
Ovsynch protocol that included a progestin device between the first injection of GnRH and PGF 7 days
later (54%).However, more pregnancies were produced with the GnRH-based protocols because more
recipients received embryos i.e., recipients were used regardless of whether they were seen in estrus. In a
field trial involving 1637 recipients treated with the GnRH protocol plus a progestin device, embryo
transfer without estrus detection resulted in an overall pregnancy rate of 59.9% (Beal & Hinshaw,
personal communication).

A recent experiment examined the effect of the addition of eCG to a GnRH-based treatment protocol in
Bos indicus x Bos taurus recipients that received embryos at a fixed-time (Mayor et al., 2008). Recipients
received a progestin device and GnRH on Day 0, 400 IU eCG on Day 3 (1 day after expected time of
follicle wave emergence), PGF at progestin removal on Day 7, a second GnRH on Day 9 and FTET on
Day 16. The number of recipients selected/treated, conception rates and pregnancy rates were higher than
in the control group, which were treated similarly but without eCG on Day 3

In summary, results of these studies indicate that acceptable pregnancy rates can be achieved following
FTAI or FTET without the necessity of estrus detection in animals that have received treatments that
synchronize follicle wave emergence and ovulation. Furthermore, the administration of eCG at the
expected time of follicle wave emergence in recipients, or at the time of progestin removal, in certain
classes of animals to be inseminated, was shown to improve pregnancy rates.

The future

Although the methods and techniques that will be used to synchronize follicle growth and ovulation in the
future may yet to be discovered, many of the tools that are needed may already exist. Once synchronous
growth of a competent dominant follicle occurs, ovulation can be induced at a predictable time by
applying drugs or hormones that induce LH release, or by the administration of exogenous LH. However,
these hormones may be recombinantly-derived, and may be more pure and specific in action. Molecular
techniques may also be used to identify genes and gene products that control ovulation (Duggavathi et al.,
2008), or will induce the cascade of events leading to ovulation at a predetermined time. The larger issue
is likely to be the synchronization of follicle wave emergence, and synchronous growth of the ovulatory
follicle.

Estradiol has been the hormone treatment used most successfully to synchronize follicle wave emergence
in cattle (reviewed by Bo et al., 2002). However, the use of estradiol is being prohibited in an increasing
number of countries, so alternatives must be sought. The mechanism of action of estradiol would appear
to be through FSH, and perhaps LH, causing follicle atresia followed by synchronous release of FSH and
emergence of a new follicle wave. Similarly, the use of GnRH or LH to induce ovulation, or follicle
ablation to remove the suppressive effects of a dominant follicle on FSH, result in a surge in FSH and a
new follicle wave at a predictable time thereafter. Therefore, the synchronization of follicle wave
emergence is likely to be through FSH release, which may involve manipulation of ovarian (follicular)
metabolic pathways or feedback mechanisms to the hypothalamo-pituitary axis.

Although the role of FSH in regulating the wave-like development of follicles >4 mm has been clearly
defined (Adams et al., 1992a), the role of FSH in recruiting smaller follicles, including small antral, and
preantral follicles, remains unclear. At the cellular level, both small and mid-sized antral follicles express
FSH receptors and have a similar level of expression on a per granulosa cell basis (reviewed in Bao and
Garverick, 1998). The binding of FSH to follicles with only a single layer of granulosa cells has also been
demonstrated (Ginther et al., 2000), and although Wandji et al. (1992) suggested a nonfunctional
adenylate cyclase-second messenger system during early stages of folliculogenesis, the growth-promoting
effect of FSH on preantral and small antral follicles in cattle has been demonstrated (Fricke et al., 1997;
Tanaka et al., 2001; Itoh et al., 2002). Therefore, it is likely that the developmental dynamics of small
follicles also follow a wave-like pattern in response to periodic surges of endogenous FSH (Adams et al.,
2008). Thus, the induction of follicular wave emergence may be as simple as the administration of
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exogenous FSH, or a hormone with FSH activity. Indeed, Bo et al. (2008) have shown that it is possible
to induce superstimulation in the face of a dominant follicle by extending the period of FSH treatment, a
term they refer to as “subordinate follicle break-through”.

Follicular inhibin-A secretion has been reported to be one of the most important regulators of FSH release
during initial follicle growth in cattle (Ginther et al. 2000; 2001; Mihm and Bleach 2003). When
exogenous estradiol was administered, inhibin-A levels declines rapidly in association with follicular
atresia accounting for the “rebound” rise in FSH concentrations despite concentrations of circulating
estradiol that were still elevated (Mihm et al. 2001). In addition, during regression of the dominant follicle
of the first follicle wave, FSH only rises when inhibin-A concentrations reach their nadir, despite estradiol
concentrations that had declined 2 days previously (Bleach et al. 2001). Therefore, inhibin-A would
appear to be very potent in the control of FSH release, and commercially-prepared inhibins, or their
blockers, could be powerful tools for use in the exogenous control of follicular wave dynamics.

Recently, Van Steelandt et al. (2008) reported that an ovulation-inducing factor isolated from camelid
seminal plasma has the unique ability to induce dominant follicle atresia in cattle, and as a consequence,
early emergence of a new follicular wave. Although the mechanism of action is unknown, the active
component could provide the factor(s) needed to manipulate follicular wave dynamics. Apparently there
was no effect on FSH secretion suggesting a direct affect on ovarian function. It is also likely that
pharmacologic products that affect steroid metabolic pathways within the ovary could be used to
influence follicle growth, or atresia e.g., endocrine disruptors (Rhind, 2008) or steroid metabolic enzyme
inhibitors, such as those used in human medicine to treat estrogen-dependent carcinomas (Cohen et al.,
2002).

Molecular biology may direct us to other factors influencing follicle wave dynamics. For example,
comparisons of granulosa cell mRNA expression profiles between the two largest follicles in a follicular
wave have led to the identification of a number of known differentiation genes; however, genes not
previously associated with bovine ovarian function have also been shown to be upregulated at the time of
dominance and play important roles in normal follicle function (Mihm et al. 2008). External manipulation
of these genes, or their products, could potentially be used to affect follicle atresia or wave emergence.

Other factors such bone morphogenetic protein-4 have recently been shown to be involved with the
transition of follicles from the primordial pool into the growing primary follicle pool (Tanwar et al.,
2008). Reddy et al. (2008) provided evidence that the phosphatdyl inositol 3-kinase (P13K) pathway of
oocytes may play a role in regulating activation of primordial follicles, and that the oocyte phosphatase
and tensin homolog (PTEN) serves as a suppressor in this process. The intra-oocyte PTEN-P13K
signalling cascade appeared to play a role in the initiation of oocyte growth. The point is that the genes
and gene products associated with ovarian function are just beginning to be identified; the tools for the
precise control of ovarian function, and follicle growth and selection may be near at hand.
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Abstract

The general importance of nutrition as an underlying requirement for optimal reproductive performance is
recognised. Less well understood, however, are the finer interrelationships between metabolic
homeostasis, metabolic hormones and reproductive function. There is increasing evidence that hormones
integral to metabolic function, such as insulin, leptin and IGF-1, are also important for reproduction. It is
also becoming increasingly apparent that hormones with classical metabolic roles can influence
reproductive function by acting at both somatic tissues and in the brain. For example, IGF-1, which is
essential for normal ovarian follicular growth, is thought to also act at receptors in the hypothalamus. In
addition, leptin receptors were recently located on kisspeptin (KISS1) neurons in the hypothalamus and
this led to the suggestion that leptin may provide at least one of the essential links between metabolic
homeostasis and the regulation of GnRH secretion. A further link between metabolic homeostasis and
reproduction is the role of glucose as the major energy source of the ovaries. The majority of nutrients
from digestion are channelled to the liver through the splanchnic blood system which places the liver in
the unique role of metabolic gatekeeper. The liver responds to nutrient inflow, and the internal metabolic
environment, by altering the cellular activities of enzymes associated with fatty acid and protein
metabolism, and by the secretion of trophic factors (e.g. IGF-1) that act at tissues (e.g. muscle) and organs
(e.g. ovaries) that have diverse functions. The present article provides an overview of recent findings that
have contributed to the understanding of the interrelationships between nutrition, metabolic homeostasis
and reproductive function in the postpartum cow. Included is preliminary information on liver gene
expression in postpartum cattle exposed to divergent nutrition and the relationship to the resumption of
ovulation.

Introduction

The emerging understanding of the complexity of the interrelationships between metabolic homeostasis
and reproductive function was recently summarised (1) (Figure 1). It has become increasingly apparent
that hormones which have endocrine and cell signalling (e.g. insulin) functions within a metabolic context
also have similar functions in reproduction.

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) remains the classical example of a metabolic factor/hormone which
is important for general somatic tissue growth and differentiation (e.g. muscle), and in addition has
specific roles in ovarian follicular growth and development (2).

Leptin is associated with adipose tissue status and recently emerged as potentially one of the most
important factors/hormones that links metabolic homeostasis with reproduction (3). Receptors for leptin
are found on KISS1 neurons of the hypothalamus which secrete kisspeptin (4).
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Figure 1. Schematic representation of the interrelationships between metabolic homeostasis and
reproduction in the lactating dairy cow (Reference 1).

Kisspeptin is now known to regulate GnRH neurons (5, 6) and it is possible that KISS1 neurons represent
the final common pathway whereby environmental and internal factors are integrated to regulate the
activity of the reproductive endocrine axis.

The present article reviews recent findings that have reinforced the importance of interrelations between
nutrition, metabolic homeostasis and ovarian function in cattle. Preliminary information is included for
liver gene expression in suckling postpartum beef cattle exposed to divergent nutrition and the
relationship to the resumption of ovulation.
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Figure 2. Schematic representation of the interrelationships between white adipose tissue (WAT) origin
of leptin and influence of leptin on GnRH secretion through kisspeptin (KISS1) neurons (Reference 6).
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Metabolic hormone profiles in suckling postpartum beef cows on divergent nutrition and
relationship to the resumption of ovulation

In a study on the interrelationships between metabolic homeostasis and reproductive function during
postpartum, multiparous Zebu crossbred cows (Droughtmaster, Brahman x Shorthorm) at 6 to 7 months
of gestation were assigned to graze improved pasture (IP) or moderate pasture (MP). The IP was
predominantly a mixture of green panic (Panicum maximum), Rhodes grass (Chloriss gayana), and
Kikuyu grass (Pennisetum clandestinum) and the MP comprised the same mixture of plants but with less
availability, in particular Kikuyu grass.
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Figure 3. Body weight (upper panel) and body condition score (BCS, lower panel; scale 1-5) in sucked
multiparous Droughtmaster cows maintained on improved pasture (®, n = 7) or moderate pasture (o, n =
7) from approximately 6 to 7 months of gestation and throughout postpartum. Results are means = SEM
(Reference 8).

The two nutritional treatments were continued after calving and throughout postpartum. Starting at 1
week after calving, body weight (BW) and body condition score (BCS) were recorded every 2 weeks and
ovarian follicular status was determined weekly. Liver biopsies were obtained at 1, 6 and 14 weeks
postpartum.

Cows on IP had a greater (P < 0.01) BW than cows on MP one week after calving (585 + 9 kg and 528 +
21 kg, respectively) and the greater BW of cows on IP remained at 3 and 5 weeks (P < 0.05) (Figure 3).
Cows on MP showed an increase in BW during postpartum which did not occur in cows on IP, and BW
did not differ from week 7 postpartum (Figure 3). Cows on IP had a greater (P <0.01) BCS than
cows on MP one week after calving (3.7 = 0.2 and 2.3 + 0.2, respectively) and cows on IP maintained a
greater (P =0.03) BCS throughout the postpartum period (Figure 3).

Plasma concentrations of IGF-1 were greater (P < 0.01) for cows on IP than cows on MP (191 £5 and 145
+ 4 ng/ml, respectively) (Figure 4).
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Figure 4. Plasma concentrations (mean £ SEM) of glucose (a), insulin (b), IGF-1 (c) and leptin (d) in
sucked multiparous Droughtmaster cows maintained on improved pasture (e, n = 7) or moderate pasture
(o, n=7) from approximately 6 to 7 months of gestation and throughout postpartum (Reference 8).

Plasma IGF-1 for cows on IP tended to increase from 7 to 10 weeks and then showed a plateau to 19
weeks after calving. Cows on MP did not show any apparent changes in plasma IGF-1 from 1 to 19
weeks (Figure 4). Cows on IP had greater (P < 0.01) plasma concentrations of leptin than cows on MP
(1.7 £ 0.03 and 0.7 £ 0.01 ng/ml, respectively). For both groups of cows there were no apparent changes
in leptin during the postpartum period (Figure 4). Cows on IP also had greater (P<0.01) plasma
concentrations of insulin than cows on MP one week after calving (6.5 £ 1.3 and 3.6 = 0.3 pU/ml,
respectively). Insulin remained greater (P < 0.01) for cows on IP throughout postpartum (5.9 + 18 and
3.8 £ 0.12 uU/ml, respectively) (Figure 4). From 1 to 19 weeks after calving, plasma concentrations of
glucose were greater (P < 0.01) for cows on IP than cows on MP (3.9 + 0.05 and 3.4 £ 0.03 mmol/l,
respectively). There was a treatment x time interaction (P < 0.05) and cows on IP showed a decline in
glucose from 10 to 12 weeks after calving whereas glucose remained relatively constant for cows on MP.
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Accordingly, differences in plasma glucose between cows on [P and MP were most apparent from 1 to 10
weeks after calving (Figure 4).

Cows on [P and MP showed a general increase in diameter of the largest follicle from 1 to 3 weeks after
calving, but this was only significant (P < 0.05) for cows on MP (Figure 5). The size of the largest
follicle remained relatively constant after 3 weeks and did not differ (P = 0.75) between cows on IP (11.5
+ 0.2 mm) and MP (11.5 + 0.4 mm (Figure 5). The total number of follicles > 4 mm was greater (P<0.01)
for cows on MP (6.1 &+ 0.2 follicles) than cows on IP (4.9 + 0.3 follicles). This was due to a decrease in
follicles > 4 mm for cows on IP after 10 weeks postpartum (Figure 5).
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Figure 5. Size of the largest follicle (upper panel) and total number of follicles > 4 mm (lower panel) in
sucked multiparous Droughtmaster cows maintained on improved pasture (®, n = 7) or moderate pasture
(o, n = 7) from approximately 6 to 7 months of gestation and throughout postpartum. Results are means
+ SEM (Reference 8).

All cows on IP resumed ovulation between 12 and 15 weeks postpartum. In contrast, only 1 of 7 cows (P
< 0.01) on MP initiated ovulations during the experimental period and this cow showed first ovulation at
8 weeks postpartum (Figure 6).

Liver gene expression in suckling postpartum beef cows on divergent nutrition

Liver genes were selected for expression study based on their potential direct and/or indirect role in
postpartum reproduction (Tablel).
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Figure 6. Cumulative number of cows showing ovulation for sucked multiparous Droughtmaster cows
maintained on moderate pasture (0, n = 7) or improved pasture (m, n = 7) from approximately 6 to 7
months of gestation and throughout postpartum (Reference 8).

Table 1. Liver genes selected for expression studies

Gene category

Gene

Fatty acid metabolism

PPARA, CPT1A, PPARGCIA, PPARGC1B, ACOX1,
LPINI1, ADIPOR2, FADS1, FADS2, SCD, SREBFI,
HNF4A

Cholesterol biosynthesis and transport

APOA1, APOB, HMGCR, PPARD, SREBF2, SC4MOL

Cell cycle regulation

CEBPB, BAX

Acute phase reaction
(i.e. inflammation)

SAAL

Insulin signalling, cell proliferation and
protein synthesis

IRS1, RETN, FRAPI

Gluconeogenesis

PCK1, FBPI, PC

Genes linked with reproductive function

GHR, IGF1, KISS1, SHBG

Cell proliferation, transformation,
apoptosis

FOS

The expression patterns of genes that differed in at least one sampling period postpartum (Week 1, 6 or

14) are shown in Table 2.

A noticeable feature of the expression patterns was the greater relative expression of 14/18 genes for
cows on IP compared with cows on MP at Week 6 postpartum (Table 2).
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Table 2. Relative expression of 18 selected liver genes in postpartum beef cows maintained on moderate

pasture (MP) or improved pasture (IP). Results are means £ SEM (n = 5).

Gene Group Week 1 Week 6 Week 14
PPARA P 3.7+0.7 %% 53+0.7%" 3.9+0.7%"
MP 42 +15%% 29+04%Y 3.7+0.9"
CEBPB P 27+04%Y 29+04%% 1.84+0.2%%
MP 52+1.5%Y 22+04%% 1.4+02%%
SCD P 04+02%" 0.5+0.0*" 04+0.1%"
MP 0.1+£0.0%Y 02+0.0%" 0.3+0.1%%
SREBF1 P 0.9+04°" 14+01%" 1.0+0.1%*
MP 0.3+0.1%" 0.5+0.1%Y 0.5+0.0%%
ACOX1 P 27+0.6%" 44+03%" 3.6+0.5%%
MP 3.3+£0.9%% 23+03%" 3.3+0.7%%
CPTI1A P 46+ 1.3%% 6.8+0.7%" 54+1.0%
MP 52+£1.7%% 2.8+05%" 41+13%*
FRAPI P 1.84+0.3%% 24+02%%*% 1.7+02%>
MP 2.0+0.4%% 1.6+£03%Y 1.8+0.3%%
IRS1 P 62+1.6%% 7.6+0.5%Y 5.9+0.8*"
MP 494+1.6%% 3.9+£0.5%Y 50+£0.9%"
FOS P 0.1+£0.0*" 0.1+0.0%% 0.1+0.0%%
MP 02+0.1%" 0.1+0.0>* 0.0+0.0>*
HNF4A P 10.4 £2.4°% 16.9£2.0%% 13.8+2.5%%
MP 120+3.7%% 95+1.1%Y 13.7£3.2%%
FADSI P 224+0.6%% 3.3+£0.5%%Y 25+03%%
MP 2240.4%% 1.7+0.0>" 2.1+£02%%
ADIPOR?2 P 26+0.8%% 2.7+03%% 1.9+0.3%%
MP 2.14+0.7%% 1.1+£02%Y 1.7+0.5%%
SHBG P 6.9+2.1%% 102+12%% 92+1.6%%
MP 8.0+2.6%" 50+07%Y 7.1 +23%%
GHR P 29+03%% 47+0.6>* 3.6+0.5%%
MP 2.840.6%% 3.2+0.7%Y 3.9+0.6%%
PC P 1.1+£03%" 1.9+02%% 1.7+0.3%%
MP 29+09%" 1.2+0.3%> 1.3+0.5%%
SC4MOL P 10.9+1.5*% 13.2+£1.3 %% 8.6+0.7%Y
MP 10.6+2.3 %% 12.5+£2.5%% 14.0+1.4%"
PPARD P 02+0.0%" 04+0.0%%" 02+0.0%*
MP 0.3+0.1%" 0.1+0.0%" 0.23 +0.0%*
SREBF2 P 1.5+0.6%% 23+02%" 1.84+0.3%%
MP 1.5+0.5%% 0.8+£0.1*" 1.4+04%%

® means within rows without a common superscript differ (P < 0.05)
¢4 means within rows without a common superscript differ (P < 0.10)
"% means within column without a common superscript, for respective genes, differ (P < 0.05)
*¥ means within column without a common superscript, for respective genes, differ (P < 0.10)

For genes involved in cholesterol biosynthesis, 3/6 were differentially expressed between cows on IP and
MP (Figure 7). Cows on IP showed greater (P < 0.05) expression of PPARD and SREBF2 at Week 6

whilst cows on MP showed greater (P = 0.05) expression of SCAMOL at Week 14 (Figure 7).
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Figure 7. Expression of liver genes involved in cholesterol biosynthesis for cows on moderate pasture (0O,
n = 5) and improved pasture (m, n = 5). SC4MOL, sterol-C4- methyl oxidase-like; SREBF2, sterol
regulatory element binding factor 2; PPARD, peroxisome proliferators-activated receptor delta. * P =
0.10; ** P <0.05.

For genes involved in fatty acid biosynthesis, 8/12 were differentially expressed between cows on IP and
MP. At Week 6 postpartum 8/12 genes had greater expression for cows on IP compared with cows on
MP (Figure 8).
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Figure 8. Expression of liver genes involved in fatty acid biosynthesis for cows on moderate pasture (o, n
= 5) and improved pasture (m, n = 5). PPARA, peroxisome proliferators-activated receptor alpha;
CPT1A, carnitine palmitoyl-transferase 1A; ACOXI1, acyl-CoA Oxidase 1; ADIPOR2, adiponectin
receptor 2; FADSI, fatty acid desaturase 1; SREBF1, sterol regulatory element binding factor 1; SCD,
stearoyl-CoA desaturase; HNF4A, hepatocyte nuclear factor 4. * P < 0.10; ** P < 0.05.

At Week 6 postpartum, cows on [P showed greater (P < 0.05) expression of IRS1, which is involved in
intra-cellular insulin signal transduction, compared with cows on MP (Figure 9). For genes involved in
gluconeogenesis, 2/3 genes showed evidence of differing between cows on IP and MP. Cows on MP had
greater (P < 0.05) expression of PC at Week 1 postpartum compared with cows on IP whilst the latter
cows tended to have greater (P = 0.13) expression of PCK1 at Week 6 (Figure 9).
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Figure 9. Expression of IRS1 (hepatic insulin receptor substrate 1), PC (pyruvate carboxylase) and PCK1
(Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1) for cows on moderate pasture (0, n = 5) and improved pasture
(m,n=25). *P=0.10; ** P <0.05.

Four genes examined because of a direct or indirect link with reproductive function showed differential
expression between cows on IP and MP. Cows on IP had greater (P < 0.10) expression of SHBG and
GHR and tended to have greater (P = 0.13) expression of IGF1 at Week 6 postpartum (Figure 10). Cows
on MP tended to have greater (P = 0.13) expression of KISS1 at Week 14 postpartum (Figure 10).
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Figure 10. Expression of liver genes potentially involved in reproductive function for cows on moderate
pasture (O, n = 5) and improved pasture (m, n = 5). GHR, growth hormone receptor; IGF1, insulin-like
growth factor 1; SHBG, sex hormone binding globulin. * P <0.10.
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Summary

Cows maintained on divergent pasture and nutrition from the third trimester of pregnancy, and throughout
postpartum, showed clear differences in circulating concentrations of metabolic hormones (IGF-1,
insulin) and metabolic regulatory factors (leptin, glucose). Circulating concentrations of both metabolic
hormones and regulators were typically greater for cows on improved pasture (IP) compared with cows
on moderate pasture (MP). The nutritional treatments appeared to result in two groups of cows with quite
different metabolic homeostasis. For example, both insulin and glucose were greater for cows on IP.
Insulin normally functions to maintain glucose with a narrow range in ruminants and the fact this did not
occur suggested that cows on I[P and MP had different metabolic settings. This is the first study to
demonstrate a longer-term effect of nutrition on circulating glucose in postpartum beef cows.

The differences in metabolic homeostasis for cow on IP and MP were associated with an earlier
resumption of ovulation for cows on IP. A direct cause-and-effect relationship between circulating
metabolic hormones and regulators, and the resumption of ovulation, was not demonstrated in this study
but it is proposed that, either individually or in combination, these factors acted to induce earlier
ovulation postpartum in cows on IP.

The preliminary results for liver gene expression indicated that the nutritional treatments were associated
with differential expression of genes associated with fatty acid and cholesterol metabolism. Cows on IP
showed a general up-regulation of genes associated with cholesterol and fatty acid biosynthesis at Week 6
postpartum. Week 6 could be regarded as the time when there is a major shift in energy balance in the
postpartum beef cow based on a reduction in the nutrient demand from lactation. It is possible that at this
time cows on IP were in a positive energy balance compared with cows on MP.

Based on the temporal patterns of liver gene expression and circulating profiles of metabolic hormones
and regulators, and the resumption of ovulation, it could be proposed that the generally improved
metabolic homeostasis for cows on IP early in postpartum predisposed these cows to the positive actions
of IGF-1 and leptin on reproductive function later in postpartum. The general interrelationships between
nutritional status and liver function during the early postpartum period are shown in Figure 11 (see also
References 10, 11).
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Figure 11. Summary of interrelationships between nutrition and liver function in the early postpartum
cow (Reference 9).

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



Michael J. D’Occhio et al. 37

Conclusions

Dietary treatments can be used to produce differences in metabolic homeostasis that are associated with
differences in reproductive function in postpartum beef cows. Dietary treatments can also be used to
induce changes in the expression of genes in the liver that are linked to cholesterol and fatty acid
metabolism. The latter may prove to be of particular significance to reproduction given the fundamental
roles of cholesterol and fatty acids in the general metabolic function of tissues. This would include the
ovaries. The important role of liver-derived IGF-1 in follicular function has been well described and IGF-
1 receptors in the brain suggest a central action in reproduction (7).

Cows on IP before and after parturition had greater plasma concentrations of leptin. Leptin has recently
emerged as a potential major hormone that links metabolic homeostasis with reproductive function.
Leptin receptors are present on KISS1 neurons that secrete kisspeptin which is now known to have a
major role in the regulation of GnRH secretion.

Cows on IP also had elevated concentrations of both insulin and glucose. In ruminants, glucose is tightly
regulated and insulin acts to maintain glucose within a relatively narrow range. The fact that this did not
occur in the present studies could be interpreted to suggest that dietary treatments can be used in
ruminants to achieve different metabolic settings. This, in turn, can be associated with different
reproductive outcomes.

Future studies that combine conventional endocrinology with gene expression will provide greater insight
on the interrelationships between nutrition, metabolic homeostasis and reproductive function. These
studies should include the evaluation of gene expression in organs and tissues that traditionally have not
been considered to be directly or indirectly associated with reproduction.
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Introducio

O Brasil tem se destacado na bovinocultura desde meados da década de 1990, especialmente na
bovinocultura de corte, em que o pais tem se destacado como o maior exportador de carne bovina do
mundo, respondendo, em 2008, por cerca de um terco do comércio mundial de carne bovina. Uma das
razdes para esse destaque € o sucesso dos programas de selecdo, especialmente na raga Nelore.

Nesse periodo, de cerca de quinze anos, os programas de melhoramento genético, principalmente aqueles
relacionados com a selecdo e comercializagdo de touros jovens, apresentaram grandes progressos no
aumento da média de pesos dos animais, da ordem de uma arroba no peso a desmama, nos melhores
programas de selecdo. Acompanhado do aumento no peso a desmama, em muitos programas, houve
aumento também na média do ganho de peso pos-desmama, apesar de resultados de pesquisa indicarem
que estas duas caracteristicas ndo possuem alta correlacdo genética. Touros distintos tém sido
identificados para aumentar peso a desmama e para aumentar a capacidade de ganhar peso em regime
exclusivo de pasto, no pos-desmama, o que tem ajudado a obter resultados de extrema relevancia
econdmica.

Além do aumento de peso e ganho de peso dos bovinos de corte, a qualidade dos animais melhorou no
sentido de melhor conformacéo frigorifica ¢ melhor musculosidade. Houve até mesmo certo sucesso na
obtencdo de rebanhos de fémeas menores produzindo bezerros tdo bons ou melhores do que eram
produzidos pelas fémeas de grande porte. Essa difusdo do melhoramento genético trouxe,
conseqiientemente, grande contribui¢do para a pecuaria de corte como um todo.

No entanto, no que concerne aos aspectos reprodutivos, a maioria dos programas ainda ndo avangou o que
seria previsivel pela teoria e pelos resultados das pesquisas nesses mesmos 15 anos. O melhoramento da
precocidade sexual e da fertilidade na pecudria de corte brasileira tem sido buscado quase que
exclusivamente na selecdo para perimetro escrotal. Boa parte dos touros jovens tem sido selecionada com
base no valor fenotipico individual para perimetro escrotal, ou seja, o tourinho selecionado com base na
medida do seu proprio perimetro escrotal e ndo em seu mérito genético para essa caracteristica, que €
expresso pela Diferenca Esperada de Progénie (DEP). E comum a aquisi¢io de reprodutores, pelos
pecuaristas, com base apenas na medida do perimetro escrotal, o que ndo expressa com fidelidade o
mérito genético. Essa falta de critérios de sele¢do bem definidos para caracteristicas reprodutivas tem
contribuido para os avangos genéticos modestos nos atributos ligados a reproducao.

Resultados praticos observados ao longo desses anos mostraram que houve algum progresso genético.
Houve aumento de precocidade sexual nas populagdes que basearam a sele¢do em perimetro escrotal,
principalmente naquelas que usaram a DEP como critério de selegdo. Os resultados dos trabalhos
cientificos realizados com populagdes zebuinas nacionais t€ém mostrado, no entanto, que o progresso
genético poderia ter sido muito maior. Melhor ainda, tém mostrado que o progresso genético podera ser
muito maior no futuro, se o perimetro escrotal como critério de selecdo for substituido por uma
caracteristica medida diretamente na fémea.

O melhoramento animal vem sendo realizado desde os primordios da humanidade, quando o homem
comegou a domesticar os animais ¢ percebeu que poderia modificar a aptidio dos mesmos, ao longo das
geracgdes. A selecdo de reprodutores nada mais € do que a escolha dos animais que devem ser os pais das
proximas geracdes e seu acasalamento de forma mais privilegiada que os demais individuos da
populacdo. Esse processo permite que esses animais escolhidos deixem mais descendentes do que outros
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e, conseqiientemente, contribuam de forma diferenciada com o patrimonio genético da proéxima geracao,
deixando mais copias de seus genes e alterando a freqiiéncia génica.

Para se entender como funciona o processo de selecdo e como o melhoramento genético animal pode ser
aplicado para melhorar a produtividade e rentabilidade, € necessario o conhecimento de alguns conceitos.

O que é melhoramento genético animal?

O melhoramento genético animal € a ciéncia que estuda as agdes da genética dos individuos e do
ambiente na determinagdo de suas caracteristicas de interesse econdmico. Essa ciéncia se divide,
basicamente, em duas agdes: a selecdo e os sistemas de acasalamento.

A selegdo consiste em escolher os animais que, pela unido de seus gametas, formardo a proxima geragao.
A selecgdo, por permitir taxas reprodutivas diferenciadas, ¢ uma das mais poderosas forgas de alteracdo da
freqiiéncia dos genes nas populagoes.

Mas como escolher reprodutores ¢ matrizes de maneira adequada a determinados objetivos? Essa é a
pergunta que esta sempre intrigando os criadores. Para se responder a essa pergunta, € necessario
responder outra pergunta critica para o agro-negocio da pecuaria de corte: para que servem reprodutores e
matrizes?

Os animais de reproducdo de um rebanho, reprodutores e matrizes, sdo verdadeiras “maquinas” e valem
pelo nimero de produtos que elas produzem: os bezerros ¢ bezerras. Se as maquinas valem pelos seus
produtos e, para produzir esses descendentes, machos e fémeas contribuem com partes iguais na genética
nuclear, genética essa transmitida pelos seus gametas (espermatozoides e 6vulos), o valor de reprodutores
e matrizes € o valor desses gametas. Essa resposta ¢ essencial para que se saiba dar o valor correto ao
material genético que ¢ adquirido nas propriedades rurais. Mas como conhecer esse valor?

Infelizmente ndo € possivel conhecer com precisdo o valor genético dos animais. O problema é muito
simples: o desempenho dos animais, também denominado de fendtipo, € resultado do patrimonio genético
do animal (genotipo) somado aos efeitos de ambiente, podendo haver ainda uma interagao entre os efeitos
de gendtipo ¢ de meio ambiente. Neste caso, alguns animais que sdo superiores em alguns ambientes
podem se tornar inferiores em outros ambientes.

A Figura 1, apresentada a seguir, simboliza os fatores que condicionam o desempenho de um animal,
desempenho esse que pode se expressar em caracteristicas de crescimento, reprodutivas, de qualidade de
carcaga ¢ de carne.

O que condiciona o desempenho dos
animais?

Alimentagéo Nutrigio
Instalagoes
— L e
Qualidade de 1 iﬁigk .
@ Manejo

Maio-de-Obra
. Sanidade
Genética

Figura 1. Esquema dos fatores que influenciam a produtividade dos animais.

Qutros efeitos
de ambiente
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Para facilitar o entendimento, é possivel colocar esse diagrama na forma de um modelo ou equagio
simples e simbolizar o fenétipo com a letra F, o gendtipo com a letra G, o meio ambiente com a letra E e
a interagdo entre o genotipo € o ambiente com as letras GE. O desempenho dos nossos animais, seja qual
for a caracteristica estudada (peso a desmama, peso ao ano, producdo de leite, circunferéncia escrotal,
etc.) podera ser colocado numa equagdo muito simples:

F=G+E+GE

Esta equagdo mostra que o fenotipo dos animais ndo representa diretamente a sua qualidade ou
potencialidade genética. Essa producdo ou medida F estard sempre influenciada pelo meio ambiente (E) e
pela interagdo gendtipo-ambiente (GE).

Para complicar mais um pouco, a fracdo G pode ser dividida em trés componentes: a) o valor da acao
individual dos genes ou valor aditivo (A); b) o valor dos desvios da agdo individual devido aos efeitos de
dominancia (D), que dependem da interagao entre alelos do mesmo loco contidos nos gametas que vém
do pai e de mae; e ¢) o valor dos efeitos da interagdo entre genes de loci diferentes, também contidos nos
gametas que vém do pai e de mae (I).

Assim, nossa equacao, ficaria:
F=(A+D+I)+E+GE

No entanto, o Unico termo dessa equagdo que interessa a selecdo é o A, pois ¢ a Unica parte do valor
fenotipico que se transmite a progénie. A enorme evolugdo das metodologias de analise de dados visando
estimar esse valor de A, ocorrida no século XX, exige o uso de modelos estatisticos bastante complexos
para, dado um conjunto de observagoes e informagdes de pedigree dos animais, obter-se essa estimativa.

Quando a escolha dos animais que deixardo descendentes ¢ baseada nesse valor estimado de A, o ganho
que a selegdo pode oferecer aproxima-se do ganho maximo possivel.

As avaliacdes genéticas

O processo pelo qual sdo estimados os valores genéticos aditivos dos animais, o0 A da equagdo acima, ¢
conhecido como avaliagdo genética.

Portanto, avaliar a qualidade genética de um animal nada mais é do que estimar o seu valor genético
aditivo (A). Nao se conhece com precisdo o valor que um animal tem como reprodutor, mas, utilizando-se
metodologias adequadas, é possivel estimar esse valor. E, entretanto, necessario que a estimativa seja
livre dos efeitos de meio ambiente e da interacdo gendtipo-ambiente.

O valor genético dos animais depende do modo de agdo dos genes envolvidos na determinagdo das
caracteristicas, do numero de informacdes a respeito dos animais avaliados (quanto maior este nimero,
melhor a estimativa do valor genético), do parentesco entre os animais avaliados € os animais que
fornecem informacdo (quanto mais préximo o parentesco, maior a énfase que a informagdo deve ter),
além dos chamados efeitos permanentes de ambiente e da precisdo com que os efeitos de ambiente sdo
identificados.

Por defini¢do, o valor genético aditivo esperado (Expected Breeding Value ou EBV) de um animal ¢ o
valor que ele teria como reprodutor. Em tultima analise, o valor genético aditivo (lembrar-se do A da
equacdo!!!) é o que os rebanhos selecionadores vendem, pois expressa o potencial genético dos animais
vendidos. Este valor mostra o quanto a média dos filhos de um animal seria superior ou inferior a média
dos filhos dos reprodutores em utilizagdo, ou seja, produziriam "a mais" ou "a menos" que a média dos
filhos dos outros reprodutores, que tenham sido utilizados na mesma populagdo em que foram estimados
os valores genéticos.
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As DEPs (Diferencas Esperadas de Progénie) sdo, por defini¢do, a fragdo da superioridade da progénie
devida aos efeitos dos genes do reprodutor e correspondem a metade de seu valor genético aditivo.

Uma conta muito Util para entender a aplicagdo pratica das DEPs: imagine-se que um touro A tem DEP
de +12,0 kg para Ganho de peso ao sobreano e outro touro B tem DEP de -3,0 kg para a mesma
caracteristica. A diferenca entre os dois touros sera de 15 kg e os filhos do touro A serfio 15 kg mais
pesados ao sobreano que os do touro B, se ambos forem acasalados com vacas semelhantes. Se essa
diferenca se mantiver até o abate, o que ¢ comum, esta arroba extra de peso vivo multiplicada por 30
filhos/ano e por 5 anos (vida 1til do touro) e por 52% de rendimento de carcaga dara como resultado cerca
de 80 arrobas de peso no gancho, equivalente, a precos de setembro de 2008, a cerca de R$7.200,00 (ou
cerca de US$4,300.00). Esse ¢ o valor da diferenca, no bolso do criador, entre os valores de abate dos
filhos dos touros A e B.

Este conceito de DEP ¢ usado em geral pelos criadores de gado de corte. Os criadores de gado leiteiro
utilizam-se dos termos PTA (Predicted Transmiting Ability ou habilidade prevista de transmissdao), TA
(Transmiting Ability, ou Habilidade de Transmissdo), ou ainda PD (Predicted Difference) ou SC (Sire
Comparison ou Comparagdo entre Reprodutores). Em esséncia, todos estes termos estimam a metade do
valor genético de um reprodutor.

As DEPs sdo uma potente ferramenta para auxiliar os pecuaristas nas suas decisdes de selecdo. A
utilizagcdo adequada dessa ferramenta no momento de decidir qual touro, ou sémen, sera adquirido, leva
certamente a um aumento acentuado do progresso genético dos rebanhos.

Os pecuaristas brasileiros tém feito intenso uso das avaliagdes genéticas nas suas decisdes de aquisi¢ao de
reprodutores, com grandes ganhos de produtividade. Uma maneira de checar o status de um rebanho sdo
os ganhos genéticos por geragdo, ou, melhor ainda, os ganhos genéticos por ano, que refletem a média do
patrimdnio genético, expresso em valor genético aditivo (A), dos animais nascidos, ano a ano.

Graficos que representem a tendéncia genética de um rebanho s@o 6timos indicativos da eficiéncia dos
processos de selegdo, pois indicam se a evolugdo dos rebanhos esta na direcdo adequada e, ainda mais, se
a velocidade da evolugdo ¢ compativel com o que se espera. E muito comum um criador pensar que esta
realizado selecdo de maneira eficiente, quando, na verdade, esta evoluindo numa velocidade muito menor
do que a possivel.

A Figura 2 reflete de maneira clara a eficiéncia de dois programas brasileiros de avaliagdo genética,
utilizando a caracteristica peso a desmama. Os dois rebanhos apresentaram ganhos ao longo dos 10 anos
analisados. No entanto, enquanto o rebanho representado do lado esquerdo da figura apresentou ganho de
cerca de 1,74 kg/ano, o rebanho representado do lado direito da figura apresentou ganho de apenas 0,21
kg/ano, o equivalente a 12% do ganho observado no rebanho do lado direito. Com certeza, no rebanho do
lado esquerdo da Figura 2, foi aplicado, de maneira mais eficiente, os conceitos de selegao, especialmente
as DEPs. Uma outra informag@o muito util que se pode tirar dessa figura é obtida pela divisdo do ganho
genético médio de uma populagdo, pela média da caracteristica. Considerando-se que o peso a desmama
ajustado para 205 dias na raga Nelore ¢ de cerca de 170 kg, dividindo-se 174 por 170, observa-se que o
rebanho do lado esquerdo apresentou ganho genético de 1,02% da média da caracteristica, um valor
excelente para gado de corte, enquanto que o rebanho do lado direito ganhou apenas 0,12% da média do
peso a desmama. Em uma avaliagdo dos rebanhos dessa figura sob o ponto de vista econdmico, observa-
se que o rebanho do lado esquerdo ganhou, ao longo de 10 anos, 1,74 - 0,21 = 1,53 kg de peso a desmama
a mais por bezerro da populacdo, o que, a precos atuais, significa R$4,60/bezerro (US$2.80).
Multiplicando-se isso por 10.000 bezerros por ano, por exemplo, pode-se observar a diferenca que um
programa de sele¢do bem conduzido faz para o bolso do pecuarista.
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Figura 2. Representagdo grafica dos valores genéticos aditivos para peso a desmama de duas populacdes
de gado de corte submetidas a selegcdo, com utilizagdo de diferengas esperadas de progénie (DEPs) e
respectivas retas de tendéncia genética média/ano.

Por outro lado, varios programas de selegdo, ao ndo focarem de maneira adequada algumas
caracteristicas, prestando atencdo em apenas algumas outras, em geral ligadas ao crescimento e peso em
diferentes idades, terminam por colher resultados negativos, como apresentado na Figura 3.

Casos bem sucedidos de sucesso na selegdo de caracteristicas reprodutivas, como precocidade sexual na
raca Nelore, expressa como probabilidade de prenhez de novilhas expostas aos touros por volta dos 14
meses de idade (Figura 4) e stayability ou habilidade de permanéncia no rebanho apds os seis anos de
idade, produzindo um bezerro/ano (Figura 5), sdo reais e acontecem com rebanhos brasileiros daquela
raca, em programas de melhoramento genético bem estruturados.

Tendéncia genética para perimetro escrotal aos 18 meses
Tendéncia média = -0,006 cm/ano
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Figura 3. Representagdo grafica dos valores genéticos aditivos para perimetro escrotal aos 18 meses de
uma populacdo de gado de corte submetida a sele¢do, com utiliza¢do de diferengas esperadas de progénie
(DEPs) e respectiva reta de tendéncia genética média/ano.
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Figura 4. Representacao grafica dos valores genéticos aditivos para probabilidade de prenhez aos 14
meses de uma populacdo de gado Nelore, submetida a selecdo, com utilizacdo de diferencas esperadas de
progénie (DEPs) e respectiva reta de tendéncia genética média/ano.
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Figura 5. Representacao grafica dos valores genéticos aditivos para habilidade de permanéncia no
rebanho apo6s 6 anos de idade (stayability) de uma populacdo de gado Nelore, submetida a selecdo, com
utilizacdo de diferengas esperadas de progénie (DEPs) e respectiva reta de tendéncia genética média/ano.

Redefinindo caracteristicas reprodutivas

Nas ultimas trés ou quatro décadas, os estudos relacionados com o melhoramento da fertilidade e da
precocidade sexual centraram-se em trés caracteristicas: intervalo de partos, idade ao primeiro parto e
perimetro escrotal, cada uma com sua peculiaridade.
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A caracteristica ligada a reprodugao intervalo de partos (IP), utilizada na selecdo de bovinos leiteiros, tem
se mostrado pouco aplicavel para bovinos de corte. Os sistemas de produgdo de bovinos de corte baseiam-
se em estacdes reprodutivas (estagdes de monta) curtas, de 60 a 90 dias. Esse tipo de manejo reprodutivo
“mascara” as diferencas genéticas existentes entre as fémeas, pois aquelas que parem mais cedo tém de
aguardar o inicio da nova estagdo de monta e entram na estacao junto com as que parem por ultimo.

Além dos problemas relacionados com a estagdo de monta, o intervalo de partos s6 pode ser medido para
fémeas que apresentam pelo menos dois partos. Isto faz com que as novilhas que ndo concebem na
primeira estagdo de monta ndo tenham dados computados ¢ o intervalo s6 sera computado a partir do
primeiro parto.

Assim, por razdes de manejo e por defici€ncia no controle dos dados, o intervalo de partos apresenta-se
sempre como uma caracteristica de baixa herdabilidade em bovinos de corte, ndo permitindo a obtengéo
de boa resposta a selegao.

A outra caracteristica medida diretamente na fémea, a idade ao primeiro parto (IPP), apresenta-se mais
promissora. No entanto, nos zebuinos, € uma caracteristica dependente da idade em que as fémeas entram
na reproducdo pela primeira vez. Pereira et al.(2001) reportam valor do coeficiente de herdabilidade para
IPP igual a 0,02 em uma sub-populacdo em que as novilhas entraram na reproducdo aos dois anos de
idade enquanto que na sub-populagdo em que as novilhas entraram na reproducdo aos 14 meses, esse
coeficiente foi igual 0,18. Isto mostra que a [PP é funcdo da idade a puberdade e se as fémeas nao sdo
desafiadas jovens as diferengas genéticas ficam mascaradas, ndo se detectando as efetivamente precoces.
Aos dois anos, praticamente todas as fémeas ja atingiram a puberdade.

Para que a IPP seja utilizada como critério de selegdo ¢ necessario, portanto, o desafio reprodutivo das
novilhas jovens para que haja oportunidade de utilizagdo da variabilidade genética.

A terceira caracteristica entre as mais trabalhadas ¢ o perimetro escrotal (PE) ou como ¢ as vezes
denominada, circunferéncia escrotal. Trata-se, no entanto, de uma caracteristica indicadora da idade a
puberdade e, conseqiientemente, indicadora da precocidade sexual. E uma caracteristica com
herdabilidade alta. Koots et al. (1994) reportam valores médios em torno de 0,47. A correlagdo genética
entre PE e IPP ¢ favoravel, mas baixa. Pereira et al. (2002) estimaram esta correlacdo e obtiveram valor
igual a -0,19 para um conjunto de dados em que as novilhas entraram na reprodug@o com idade em torno
de 24 meses e -0,39 para outro conjunto da mesma populagdo, mas considerando apenas as novilhas que
entraram na reproducdo aos 14 meses.

Considerando que a verdadeira caracteristica reprodutiva, ou seja, a caracteristica a ser melhorada, ¢ a
IPP, os valores de baixo a mediano da correlacdo genética ndo garantem que a selecdo com base no PE
forneca uma resposta correlacionada rapida para a precocidade sexual.

Mais recentemente, algumas outras caracteristicas tém sido implementadas no sentido de selecionar para
precocidade sexual e fertilidade. Entre essas estdo a caracteristica “dias para o parto” (Johnston et al.,
1996), a capacidade de permanéncia no rebanho ou “stayability” e “produtividade
acumulada”(Schwengber, 2001) ou “produtividade média anual” (Eler et al., 2008).

A caracteristica “dias para o parto” (DPP) refere-se ao nimero de dias entre o primeiro dia da estagdo de
monta e o dia efetivo do parto. Em principio a caracteristica leva em considerag@o a propria concepcao
mais cedo ou mais tarde na estacdo de monta e também a duragdo da gestacdo. Para sua implementacdo,
os lotes de vacas que entram na reprodugao precisam ser bem controlados para que se tenha, em cada lote,
a data do inicio da estagdo de monta. O coeficiente de herdabilidade obtido por Johnston ez al. (1994) foi
igual a 0,13. Este valor permitiria a obtencdo de resposta a selecdo, principalmente se a seleciao se basear
em touros com grande nimero de progénie, nos quais a acuracia seria alta. No Brasil, a falta de controle
adequado dos lotes de reproducdo ndo permitiu ainda a sua implementagdo nos programas de selegao.

A stayability ou capacidade de permanéncia no rebanho indica o potencial dos reprodutores em produzir
filhas que permanecem no rebanho, no minimo, até um nimero de anos que as tornem econdmicas. Na
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raca Nelore, Silva et al. (2006) e Van Melis et al. (2007) reportam valores para a herdabilidade da
stayability aos 6 anos de idade iguais a 0,23 e 0,22 respectivamente. A analise desta caracteristica exige
que as vacas tenha tido oportunidade de atingir a idade de permanéncia. Por esta razdo, as vacas jovens
nao sdo avaliadas e conseqiientemente os touros jovens também ndo sao avaliados.

A produtividade acumulada (Schwengber et al., 2001) ou produtividade média anual, como é denominada
em Eler et al. (2008), considera a produtividade média em kg de bezerros desmamados por vaca/ano,
sendo, assim, uma caracteristica de interesse econdmico que leva em conta a precocidade sexual, a
fertilidade e também o desempenho produtivo da vaca. Os valores de herdabilidade obtidos por
Schwengber et al. (2001) e por Eler et al. (2008) foram iguais a 0,15. Esta ¢ uma caracteristica que
depende ainda de mais pesquisas, principalmente para avaliar a correlacdo genética com a propria
stayability.

Mais recentemente, pesquisadores da Universidade Estadual do Colorado publicaram trabalhos (Evans et
al., 1999; Doyle et al., 2000) indicando uma nova caracteristica reprodutiva como critério de selecdo para
precocidade sexual. Trata-se da prenhez de novilhas jovens e ¢ determinada pela exposig¢do ao touro (ou
inseminacdo) de todas as fémeas jovens ativas no inicio da estacdo de monta, independente do seu peso
ou de sua condi¢do corporal. E uma caracteristica simples sem custos adicionais para o sistema de
produgdo. Basta anotar o resultado do diagnoéstico de gestagdo (prenhe ou vazia) e formar um conjunto de
dados para a avaliacdo genética.

No Brasil, a Agro-Pecudria CFM Ltda, em seu programa de melhoramento da raga Nelore, ja havia, desde
1996, iniciado um programa de desafio reprodutivo das novilhas jovens. O manejo reprodutivo do
rebanho da empresa foi sempre baseado em estagdo de monta curta (60 a 70 dias para vacas, 90 a 100 dias
para novilhas) iniciando-se na segunda quinzena de novembro e terminando em janeiro para as vacas €
iniciando em outubro para as novilhas. Assim os nascimentos se concentram principalmente nos meses de
setembro e outubro, mas ocorrendo também nascimentos em agosto, novembro ¢ dezembro. As fémeas
originarias de concepg¢do no inicio da estagdo de monta nascem entre agosto e outubro e t€ém entre 14 e 16
meses no inicio da estagdo de monta seguinte. As fémeas originarias de concepcdo no final da estagdo de
monta nascem de outubro a dezembro e t€ém de 12 a 14 meses na estagdo de monta seguinte.

No inicio de cada estacdo de monta, as novilhas da raga Nelore tém, portanto, de 12 a 16 meses de idade.
Todas as novilhas ativas sdo expostas ao touro, independente do seu peso ou de sua condigdo corporal.
Para que o manejo seja mais econdomico utiliza-se o sistema de reprodutores multiplos, um lote de
novilhas com um grupo de touros. Os lotes de novilhas precisam ser controlados da mesma forma que se
controlam os lotes de bezerros para avaliacdo do peso a desmama, por exemplo.

Como neste sistema de producao, que ¢ o sistema de produgdo brasileiro tipico, as novilhas tém em média
14 meses no inicio da estacdo de monta, a caracteristica reprodutiva baseada na taxa de prenhez foi
denominada como “Probabilidade de Prenhez aos 14 meses” ou PP14 (Eler ef al.,2001).

Sdo consideradas precoces, neste sistema de producdo, as fémeas que parem com idade maxima de 27
meses. Isto porque as novilhas que entram na reprodugdo com 12 a 16 meses de idade precisam parir até o
més de novembro para que tenham chance de participarem da estagdo de monta subseqiiente e re-
conceberem. As fémeas que tiveram o primeiro parto com mais de 27 meses de idade s@o as que parem
depois de novembro e tém poucas chances de re-concepgdo na estacdo de monta subseqiiente. As novilhas
jovens que ndo concebem na estagdo de monta participariam normalmente da estacdo seguinte, com dois
anos de idade.

Uma vez obtidos os dados pelo diagnostico de gestagdo, utiliza-se uma metodologia especifica para dados
categoricos (prenhe igual a 1 e vazia igual a 0) e pela avaliacdo genética sdo obtidas as Diferencas
Esperadas de Progénie (DEP). A DEP de PP14 ¢ expressa em porcentagem e indica a probabilidade (a
mais ou a menos) de determinado touro produzir filhas super precoces.
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Por qué pp14 e nio perimetro escrotal?

Os trabalhos desenvolvidos na metade final da década de 90 pelos pesquisadores da Universidade
Estadual do Colorado, EUA, indicaram a prenhez de fémea jovem como uma caracteristica capaz de
apresentar resposta a sele¢do visando ao melhoramento da precocidade sexual. A prenhez fémea jovem ¢
uma caracteristica categoérica de limiar (prenhe ou vazia) relacionada com a puberdade e depende
simplesmente da exposi¢cdo das fémeas ao touro por monta natural ou por inseminagdo artificial e do
diagnostico de gestacdo. No final da estacdo de monta, as fémeas prenhes recebem a “nota” 1 e as vazias
a “nota” 0. A prenhez de novilhas pode ser definida como a observagdo referente a uma novilha conceber
e permanecer prenhe até o diagnostico de gestagdo, dado que ela teve oportunidade de ser acasalada.

Os trabalhos de Evans ef al. (1999) e de Doyle et al. (2000), mostraram que a caracteristica apresentava
herdabilidade mediana, mas suficiente para produzir resposta a sele¢do. Esses trabalhos foram, no
entanto, baseados em fé€meas de ragas européias, principalmente da raga Angus, que sdo animais com
histérico de selecdo para precocidade sexual. Nos zebuinos, a variabilidade genética para esta
caracteristica (na mesma idade) deveria ser maior.

Em 2001, o conjunto de dados disponibilizado pelo “Programa de Melhoramento da Raga Nelore” da
Agro-Pecuaria CFM ja permitia analises estatisticas confidveis e os pesquisadores do Grupo de
Melhoramento Animal (GMA) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de
Sdo Paulo iniciaram as suas pesquisas. A metodologia e os modelos matematicos propostos para o gado
europeu foram adequados para utilizagdo em andlises de dados referentes ao sistema de produgdo na raga
Nelore. Os trabalhos iniciais foram desenvolvidos em parceria com o Professor Bruce L. Golden da
Universidade Estadual do Colorado.

Nos programas de selecdo, o fator preponderante para se obter ganho genético ¢ a herdabilidade da
caracteristica. Para a PP14, os resultados obtidos pelos pesquisadores do GMA (Eler et al., 2002) foram
surpreendentes. Foram obtidos valores de coeficiente de herdabilidade da ordem de 57% na raga Nelore,
enquanto os coeficientes de herdabilidade obtidos pelos pesquisadores do Colorado (Evans et al., 1999 e
Doyle et al., 2000) ficavam entre 14 e 27%. Silva et al. (2005) avaliando outra populagdo de novilhas
jovens expostas ao touro, obtiveram herdabilidade igual a 52% para novilhas expostas aos 16 meses e
apenas 12% para novilhas expostas aos 24 meses de idade.

A alta herdabilidade obtida para PP14 na raga Nelore tem sua explicacdo na pequena, sendo nenhuma,
pressdo de selecdo direta para precocidade. Os dados de campo mostraram que a raca Nelore apresenta
grande variabilidade para prenhez aos 14 meses. Alguns touros chegaram a apresentar 55% das filhas
concebendo enquanto outros apresentaram apenas 1 ou 2%. Isto indica claramente que filhas de
determinados touros atingem a puberdade mais cedo e que filhas de outros touros atingem mais tarde.
Esta variabilidade entre os touros (pais das novilhas) é responsavel, em grande parte, pelo coeficiente de
herdabilidade elevado. Essas diferencgas s6 puderam ser detectadas a partir do momento em que se decidiu
pelo desafio reprodutivo das novilhas aos 14 meses de idade. Quando se inicia a reproducao das novilhas
aos dois anos, a variabilidade genética para idade a puberdade fica mascarada, pois praticamente todas as
novilhas ja atingiram esta puberdade. Com isto ndo se consegue detectar as diferengas genéticas entre os
touros, pais dessas novilhas. A precocidade sexual ¢ uma simples fun¢do da idade a puberdade.

No caso dos trabalhos da Universidade do Colorado, EUA, a obtengdo de herdabilidade apenas moderada
poderia ser explicada pelo fato de que os animais sdo Bos taurus, para os quais, aos 14 meses, a maior
parte das fémeas ja atingiu a puberdade.

O perimetro escrotal também tem herdabilidade alta, mas o PE é apenas uma caracteristica indicadora da
fertilidade da novilha, principalmente indicadora da idade a puberdade. Nao se seleciona perimetro
escrotal com o objetivo de aumentar o perimetro escrotal em si, mas sim de diminuir a idade a puberdade.
Portanto, perimetro escrotal ndo é o objetivo de sele¢do, mas simplesmente um critério de selecdo visando
atingir o verdadeiro objetivo que € aumentar a taxa de prenhez de fémeas jovens na populagdo.
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O ganho genético obtido para precocidade sexual quando a selecdao é baseada em perimetro escrotal € o
que se denomina ganho genético correlacionado, ou seja, depende da correlagdo genética entre a
caracteristica de precocidade sexual (no caso a PP14) e o perimetro escrotal. Eler et al. (2004) e Eler et al.
(2007) reportam estimativas de correlacdo genética entre perimetro escrotal ¢ PP14 em torno de 28%.
Cabe ressaltar que esses trabalhos de analise genética envolveram mais de 25.000 observagdes de
novilhas expostas ao touro aos 14 meses ¢ mais de 40.000 observac¢des de perimetro escrotal. Este valor
apenas moderado de correlagdo genética entre as duas caracteristicas ndo garante ganho genético rapido
para a precocidade sexual se a sele¢ao for baseada em perimetro escrotal, mesmo que seja na DEP de
perimetro escrotal.

Por outro lado, a caracteristica “probabilidade de prenhez aos 14 meses” (PP14) ¢ medida diretamente na
fémea e leva em conta a sua fertilidade inerente e, por isto, ¢ a caracteristica de interesse econdmico, ou
seja, o verdadeiro objetivo de selecdo. A selecdo baseada na DEP de PP14 permite ganho genético direto
que ¢ funcdo apenas da herdabilidade da propria caracteristica e por isto a resposta a selecdo ¢ mais
rapida, ou seja, o aumento da precocidade sexual se d4 muito mais rapidamente do que se a selecdo fosse
baseada na DEP de perimetro escrotal.

A PP14 tem ainda varias propriedades que a tornam um candidato a inclus@o nos objetivos de selecdo: a)
a obtencdo dos dados ndo tem custos adicionais, pois estes ja sdo normalmente controlados pelos
criadores no momento do diagnostico de gestacdo; b) os métodos de diagndstico de prenhez estdo bem
estabelecidos (palpacdo retal ou ultra-som, por exemplo) e c¢) os procedimentos analiticos ja foram
desenvolvidos e a DEP pode ser expressa em porcentagem, sendo de facil interpretacao.

A exposicao ao touro de todas as fémeas jovens numa estacdo de monta pode ser feita com custos
reduzidos. Se o rebanho for grande, podem-se utilizar lotes com touros multiplos. Quanto maior a taxa de
prenhez obtida, melhor para o criador, mas o principal objetivo do desafio, ndo é a obtengdo imediata de
altas taxas de prenhez, mas sim a identificacdo de fémeas super precoces e, mais importante ainda, a
identifica¢do de reprodutores que produzem fémeas super precoces.

Muitos criadores comerciais de gado Nelore dizem ndo ter condigdes de clima, pastagens e manejo para
fazer a primeira estagdo de monta das novilhas aos 14 meses. Trata-se de um assunto discutivel, mas
mesmo que isto seja verdadeiro, o que o criador ainda ndo entendeu ¢ que o aumento da precocidade
sexual do rebanho ndo serve apenas para quem faz a reproducdo aos 14 meses. Mesmo para quem faz a
primeira estacdo de monta das novilhas aos dois anos, o aumento da precocidade sexual no rebanho ¢
importante para que as fémeas concebam mais cedo na estacao de monta, fagam seus partos mais cedo na
estagcdo de pari¢do e, com isto, apresentem maior taxa de re-concep¢do na estacdo subseqiiente. Esse
aumento na precocidade sexual pode ser obtido simplesmente pela utilizagdo de touros identificados
como de alto mérito genético (altas DEP) para PP14. Albuquerque et al.(2006) e Albuquerque et al.
(2007) apresentam importantes revisdes sobre este assunto.

Trabalhos mais recentes reforcam ainda mais a utilizagdo da PP14 como critério de selecdo para
precocidade sexual. Como mencionado anteriormente, a habilidade de permanéncia no rebanho ou
stayability e a longevidade sdo caracteristicas importantes na pecudria de corte. Ambas sdo fungdes das
caracteristicas produtivas mais economicas, como peso a desmama e ganho de peso pos-desmama e
também funcdo da fertilidade, pois vacas que falham na produgdo anual de um bezerro sdo descartadas do
rebanho. A selegdo direta para longevidade ou mesmo para stayability traz o inconveniente de aumentar o
intervalo de geracdes, reduzindo com isto a resposta a selecdo. Van Melis et al. (2008a) reportam, no
entanto, uma correlagdo genética igual a 0,64 entre PP14 e stayability (habilidade de permanéncia no
rebanho até a idade de 6 anos) e Van Melis ef al. (2008b) obtiveram uma estimativa de correlagdo
genética entre PP14 e longevidade igual a 82% na raca Nelore. Estes resultados permitem concluir que a
selecdo baseada na DEP de PP14 permite a obtencdo mais rapida de fémeas precoces, férteis e longevas.
A revisdo de Ferraz & Eler (2007) traz informagdes adicionais.
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A utilizacdo da PP14 como critério de selecio elimina a necessidade de medir perimetro escrotal?

Ao se dar énfase a caracteristica PP14, poderia entdo ser argumentado que a coleta de dados de perimetro
escrotal (PE) seria um esforgo inutil?!! Na verdade ndo é, pelo menos ainda ndo. Embora a correlagao
genética entre PP14 e perimetro escrotal seja apenas moderada, Eler et al. (2004) mostraram que a
incorporagdo de informac¢des de perimetro escrotal nos procedimentos analiticos para sua analise
simultdnea com PP14 (analise bi-caracteristica) leva a um aumento da acuracia da predi¢do da DEP para
PP14, principalmente nos touros jovens.

Além dos touros jovens, sem progénie, touros mais antigos, sem informacao de prenhez das filhas, mas
que dispdem de informacao de perimetro escrotal dos filhos, teriam aumento na acuracia da predicao da
DEP de PP14.

Evans et al. (1999) e de Doyle ef al. (2000) sugeriram que a relacdo entre prenhez de novilhas e perimetro
escrotal poderia ndo ser uma fun¢ao linear, ou seja, poderia haver um limiar na medida do perimetro
escrotal para influenciar a prenhez. A partir desse valor o impacto na taxa de prenhez seria 0 mesmo.

Parece plausivel, ndo haver necessidade de perimetros escrotais excessivamente grandes para influenciar
a prenhez das filhas. Outro fator que pode estar interferindo na estimativa da correlagdo ¢ a idade de
medicdo do PE. Ha necessidade de processar analises envolvendo PP14 e medidas de perimetro escrotal
realizadas em diferentes idades para que se estabeleca a idade apropriada para se estimar a correlagao
genética entre as duas caracteristicas. Eler et al. (2007) ndo encontraram diferengas significativas entre as
estimativas de correlagdo genética entre as duas caracteristicas quando o perimetro escrotal foi medido
mais proximo dos 450 dias ou mais proximo dos 550 dias.

A quantidade de informagdes é outro fator determinante na estimacdo da correlagdo genética entre PE e
PP14. Correlagoes muito mais altas sdo obtidas para conjuntos de dados com grande quantidade de
informagdes nos quais as relagdes de pedigree sao mais adequadas. PP14 e PE sdo informagdes medidas
em animais diferentes e a correlagdo entre elas € obtida por procedimentos que se baseiam na matriz de
parentesco entre os animais, 0 que torna a estimativa dependente das relagdes de pedigree envolvendo as
duas caracteristicas simultaneamente.

Como entender a dep de pp14

Para uma melhor interpretacdo da DEP de PP14, tome-se o seguinte exemplo de dois touros extremos em
termos de mérito genético, touros A e B, cada um acasalado com grupos diferentes de vacas do mesmo
rebanho. Para simplicidade, assuma-se que toda a progénie é formada de novilhas, todas sdo retidas para
acasalar, e todas t€ém oportunidade igual no acasalamento. O touro A tem uma DEP de PP14 igual a +27 e
o touro B uma DEP igual a —25. Em média, as novilhas filhas do touro A tém 52% a mais de
probabilidade de conceber e permanecer prenhes quando comparadas com as filhas do touro B.
[Diferenca = +27 — (-25) = 52%].

A DEP ¢ calculada desviando-se as solu¢bes de modelos mistos de 50% de modo a se ter valores
positivos e negativos. Se a taxa de prenhez na populagdo avaliada for de 30%, um touro DEP = 0 teria
30% de probabilidade de prenhez de suas filhas aos 14 meses. O touro DEP +27 produziria filhas com
cerca de 57% de probabilidade de prenhez aos 14 meses [30 + 27 = 57]. O touro DEP -25 produziria
filhas com apenas 5% de probabilidade de prenhez aos 14 meses [30 — 25 = 5]. O exemplo acima € de
dois touros extremos em mérito genético e a diferenca entre eles € de 52% (57% - 5%).

Desenvolvimentos mais complexos da metodologia mostram, no entanto que, para baixas taxas de
prenhez, as diferencas sdo maiores. No exemplo acima, com dois touros extremos em mérito genético, a
diferenca entre os touros extremos poderia chegar proximo de 60%, resultado consistente com dados
observados no campo em que os touros sdo realmente extremos em relagdo a taxa de prenhez de suas
filhas.
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Na pecuaria de corte existe o “mito” que faz crer que o Nelore (e o Zebu de um modo geral) € tardio e
ponto final. Na realidade, o que existe sdo animais tardios e animais precoces. Para se fazer uma
populagdo precoce basta identificar os reprodutores que transmitem precocidade (além das fémeas) e
utiliza-los. A sele¢@o depende, no entanto, de predi¢do confiavel do mérito genético (entenda-se DEP) e
para esta predicao ¢ fundamental a percepgao e o interesse dos criadores. Nas ragas européias, quando se
fala de prenhez de novilha, esta implicito que é em torno de um ano de idade. Para os zebuinos, a idade de
reprodugdo sempre foi tida como 24 meses ou mais. No caso de selecdo para precocidade, ha necessidade
de desafiar as fémeas jovens, seja utilizando monta natural ou inseminando-as, independente do peso que
apresentem no inicio da estagdo de monta. A taxa de prenhez sera baixa no inicio, mas ira aumentando
significativamente nas geragdes sucessivas de selegao.

Resultados praticos

Alguns resultados praticos de campo mostraram que novilhas filhas de vacas precoces apresentaram taxa
de prenhez aos 14 meses significativamente maior do que as contemporaneas, filhas de vacas normais.
Sdo classificadas como precoces as vacas que parem pela primeira vez com no maximo 27 meses de
idade. Parindo até esta idade, elas ainda tém chance de entrar normalmente na estagdo de monta do ano
subseqiiente, para a re-concepcdo. As taxas de prenhez para o conjunto total de vacas expostas e para a
ultima safra avaliada (2007) estdo na Tabela 1.

Foram expostas aos 14 meses 28.912 fémeas nascidas entre 1994 e 2004. A taxa de prenhez média aos 14
meses de idade foi de 16,1%. A primeira vista pode parecer uma taxa de prenhez baixa, mas deve-se levar
em consideracdo que esses resultados foram obtidos exclusivamente em regime de pasto e utilizando lotes
muito grandes de novilhas expostas a um grupo de reprodutores multiplos (RM). Os lotes tinham em
média 300 novilhas e o RM para um lote de 300 fémeas tinha em torno de 8 touros. Se o sistema de
producdo tivesse sido baseado em lotes menores de fémeas, a taxa poderia ter sido maior. Com
suplementagdo das fémeas, os resultados também poderiam ter sido melhores. Mesmo assim, o sistema
permitiu a identificagdo de 4.650 fémeas precoces e permitiu a identificagdo de touros que produzem
filhas precoces (como os touros da Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de prenhez obtida para as novilhas expostas ao touro com 14 meses de idade, em média.
PRENHEZ AOS 14 MESES (PP14)

TOTAL DE FEMEAS EXPOSTAS: 28.912
QUADRO GERAL

TOTAL SAFRA 2007

28.912 988

Prenhes: 4.650 (16,1 %) Prenhes: 309 (31,3%)

Vazias: 24.262 (83,9%) Vazias: 679 (68,7%)
""""""""""""""""""""""" EM RELACAO A PRECOCIDADE SEXUAL DAS MAES
"""""""" MAESNORMAIS ~~ MAESNORMAIS

TOTAL: 24.931 SAFRA 2007: 510

Prenhes: 3.663 (14,7%) Prenhes: 105 (20,6%)

Vazias: 21.268 (85,3%) Vazias: 405 (79,4%)

"""""""" MAESPRECOCES ~  MAESPRECOCES

TOTAL: 3.981 SAFRA 2007: 478

Prenhes: 987 (24,8%) Prenhes: 204 (42,7%)

Vazias: 2.994 (75,2%) Vazias: 274 (57,3%)
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A utilizagdo dos dados referentes as 28.912 fémeas permitiu a realizacdo de avaliagdo genética com
predicdo de DEP para precocidade sexual (PP14) para os touros jovens comercializados nas tultimas
safras, ou seja, permitiu a identificacdo de touros jovens com alto mérito genético para PP14. Parte dos
touros jovens foi utilizada pelo proprio programa de melhoramento genético (CFM) e parte foi
disponibilizada para o mercado que pode assim adquirir material genético para o melhoramento de seus
plantéis.

Uma observagao rapida da Tabela 2 leva a pensar em um aumento muito grande do mérito genético para
precocidade das novilhas nascidas em 2004 e expostas ao touro em 2007. A taxa de prenhez na safra 2007
foi de 31,3% contra uma média historica de 16,1%. Na verdade, a safra 2007, mostrada neste artigo por
ser a ultima safra avaliada pelo programa de melhoramento, foi uma safra atipica em termos do manejo
reprodutivo das fémeas jovens. Por razdes econdmicas, a populacdo objeto deste estudo estd sendo
transferida para o Mato grosso do Sul e para o Oeste da Bahia. Por esta razdo, na estagdo de reproducéo
2006/2007, apenas 988 fémeas jovens foram expostas aos 14 meses contra 3.789 em 2004/2005 e 3.348
em 2005/2006. As novilhas da safra 2007 constituem uma amostra com certo grau de selecao. No entanto,
devido as comparagdes que serdo feitas um pouco mais a frente, no texto, a safra 2007 constitui-se em
importante conjunto de dados para aferi¢do dos resultados de PP14.

Observa-se, na Tabela 2, que, das 28.912 fémeas expostas ao touro aos 14 meses, 24.931 novilhas sdo
filhas de vacas normais, vacas que tiveram seu primeiro parto com mais de 27 meses de idade. Para estas,
a taxa de prenhez foi de 14,7% (média historica igual a 16,1%) e 3.981 novilhas vieram de vacas precoces
e para elas, a taxa de prenhez foi igual a 24,8%. Isto quer dizer que as filhas de vacas precoces tiveram
72% a mais de chance de conceber aos 14 meses do que as filhas de vacas normais.

Em relagdo a safra 2007, a comparacao ¢ também importante. Das 988 novilhas expostas aos 14 meses,
para as quais a taxa de prenhez foi de 31,3%, 510 sdo filhas de vacas ndo precoces (ou normais) e 478
filhas de vacas precoces. Para as filhas de vacas precoces, a taxa de prenhez foi de 42,7% contra 20,6%
para as filhas de vacas normais, ou seja, a taxa de prenhez das filhas de precoces foi 107,3% maior do que
a das filhas de vacas normais.

Os resultados da Tabela 1 mostram claramente que a precocidade sexual, medida pela PP14, apresenta
alta herdabilidade e que o aumento da precocidade sexual na populagdo pode ser obtido muito
rapidamente com a selecdo baseada nesta caracteristica.

Impacto da selecdo para precocidade sexual

Um trabalho de simulag¢do (em conjunto com a FNP Consultoria) mostrou que a redugdo do primeiro
parto de 3 para 2 anos produziria um aumento de 16% no retorno econdmico do sistema. Uma observacdo
simplista permite dizer que uma vaca que pare aos dois anos de idade produziria ao longo da vida um
bezerro a mais e existe a exclusdo de um ano de recria dessa fémea, periodo que o animal normalmente
apresenta somente custo de producdo sem receita alguma para o sistema. H4, no entanto, necessidade de
se efetuarem estudos de longo prazo para que isto possa ser confirmado. Se ndo ¢ um bezerro a mais, esse
numero poderia ficar entre 0,5 a 0,8 bezerros a mais, em média.

A reproducdo aos 14 meses ndo requer grande aumento de investimento em alimentacdo e pode ser a
melhor alternativa para melhorar sistemas de producdo de baixo custo. Mas ndo adianta ser s6 precoce, o
animal precisa ser também ganhador de peso, apresentar qualidade de carne e de carcaga, ou seja, deve-se
selecionar para obteng¢do de um animal bem equilibrado.

Os estudos relacionados com PP14 foram realizados em regime exclusivo de pasto. Os aspectos
nutricionais sdo importantes. Poderia ser discutida a utilizacdo de suplementacdo das fémeas jovens de
modo a obter maior taxa de prenhez ja no inicio da estagdo de monta. Isto ndo prejudicaria a identificagdo
dos animais precoces desde que houvesse controle eficiente dos lotes de reprodugdo. O beneficio
principal seria a pari¢do mais cedo permitindo o aumento da taxa de re-concepgao.
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E selecionar para precocidade sexual é selecionar para fertilidade?

A selegdo para precocidade sexual nem sempre € viavel em ambientes menos favoraveis, onde a
disponibilidade ou qualidade da alimentagdo ¢ muito variavel durante o ano. No entanto, ao introduzir no
rebanho fémeas com genética superior para precocidade sexual e machos, ou s€émen, com a mesma
qualidade genética, o criador tera novilhas de reposi¢do mais precoces que, no inicio da estagdo de monta,
quando elas terdo de 24 a 26 meses de idade, estardo todas em plena atividade sexual, o que gerara
altissimos indices de prenhez de novilhas, logo nos primeiros dias dessa estacdo de monta, permitindo que
essas fémeas, primiparas na proxima safra, se recuperem e, novamente, apresentem indices superiores de
fertilidade.

Conclusoes

Os criadores devem estar sempre familiarizados com os catdlogos de touros e consultar tais valores antes
dos leildes ou pedidos de s€émen. O criador deve saber o que ele deve melhorar em seu rebanho e
comparar as DEP's ou PTA's do reprodutores disponiveis. A compra de material genético é, antes de tudo,
uma compra técnica. Estar atualizado no significado dos termos técnicos de avaliacdo de reprodutores €
uma importante ferramenta tanto de compra quanto de venda.

Os veterinarios envolvidos com indicagdo de touros, colheita e transferéncia de embrides, em especial,
devem estar muito atualizados com esses conceitos. Sua atuagdo na intensificagdo das taxas reprodutivas
de machos (pelo uso da inseminacdo artificial) e fémeas (pela transferéncia de embrides) e pelas técnicas
de clonagem, podem estar ajudando a disseminar na populagdo genes de animais mais tardios, tanto sob o
ponto de vista sexual quanto de acabamento de gordura, (caracteristicas que estao correlacionadas) quanto
de animais menos férteis.

E importante o conhecimento das avaliagdes genéticas das matrizes antes de escolher aquelas que doardo
oocitos para FIV, TE, etc. Seria ético produzir embrides com base apenas na expectativa de preco dos
mesmos nos leildes?!!
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Introducio

O atual rebanho bovino brasileiro ¢ composto por aproximadamente 167,5 milhdes de cabecas. Desse
rebanho, ao redor de 13,2 milhdes sdo novilhas de dois a trés anos de idade (7,9%, ANULPEC 2008). A
eficiéncia econdmica da pecudria de corte esta vinculada a producao de bezerros, sendo estes destinados a
producdo de carne ou reposi¢do do rebanho. Neste contexto, a eficéncia reprodutiva em novilhas
demonstra-se como de grande importancia, principalmente no ponto de vista da concentracdo da
ocorréncia das gestacdes em determinados momentos durante a estagdo reprodutiva bem como o de
promover o melhoramento genético do rebanho.

O melhoramento genético em rebanhos bovinos, baseado na selecdo de individuos com maior
desenvolvimento ponderal, rendimento de carcaga, capacidade de conversdo alimentar, habilidade
materna, fertilidade e precocidade sexual, possibilita o aumento da produtividade de carne. Assim, a
eficiente disseminagdo deste material genético proporciona maior retorno economico para a atividade.

Durante os ultimos anos, novas tecnologias aplicadas a reproducdo animal vém contribuindo de maneira
importante para o melhoramento genético. A inseminagdo artificial (IA) se tornou uma das principais
biotecnologias reprodutivas de impacto econdmico na producdo de bovinos por possibilitar a utilizacdo
em massa de individuos melhoradores, viabilizar o cruzamento industrial em regides tropicais e aumentar
a producdo de carne por hectare. Embora apresente essas vantagens, apenas 7% das fémeas em idade
reprodutiva sdo inseminadas no Brasil. As principais limita¢cdes impostas ao emprego dessa biotecnologia
referem-se as falhas na detecg@o do estro, a puberdade tardia e ao longo periodo de anestro pos-parto.

Devido a essas limitagdes, tornou-se de grande interesse econdmico nos ultimos anos, o desenvolvimento
de tratamentos que tem por objetivo a inducdo e/ou sincronizagdo do estro e da ovulagdo. O emprego de
alguns farmacos disponiveis no mercado permitiu a sincronizagdo do ciclo estral, a luteodlise e a ovulagéo
em tempo determinado sem haver comprometimento na fertilidade do estro induzido. Assim, inimeros
protocolos hormonais vém sendo desenvolvidos para realizagdo da inseminagao artificial em tempo pré-
determinado, ou seja, em tempo fixo com taxas de concepgdo aceitaveis.

A presente revisdo tem como objetivo descrever alguns conceitos importantes referentes a fisiologia
reprodutiva, do controle farmacologico do ciclo estral e apresentar diferentes protocolos para inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF) em novilhas, especialmente visando descrever as peculiaridades
existentes no emprego da manipulagdo hormonal do ciclo estral principalmente em novilhas Nelore (Bos
indicus).

Puberdade e maturidade sexual

Em fé€meas bovinas, a puberdade pode ser definida como aquisi¢do da capacidade em se reproduzir.
Entretanto, a puberdade ndo deve ser interpretada como um evento isolado, sendo caracterizada como a
etapa final de inumeras alteragdes fisiologicas e morfologicas que culminam com a capacidade de
conceber e manter a gestagdo. Sendo assim, uma defini¢@o interessante para puberdade seria a primeira
ovulacdo fértil acompanhada de uma fase lutal de duracdo normal.

Apds o nascimento, diversos mecanismos endocrinos inibem a agdo do sistema reprodutivo até que a
fémea atinja o desenvolvimento corporal compativel com a reproducdo. Nesse momento, os gastos
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energéticos utilizados para o crescimento e desenvolvimento diminuem, permitindo a ocorréncia normal
da gestacdo, parto e lactagdo (NOGUEIRA, 2006).

A idade a puberdade ¢ uma caracteristica de producdo fundamental em bovinos. Em ragas de corte
selecionadas para precocidade sexual, as novilhas podem atingir a puberdade com idade entre 13 e 15
meses. Em sistemas intensivos de produgdo de leite e de carne, novilhas devem apresentar o primeiro
parto com até 25 meses de idade. O atraso na ocorréncia do primeiro parto ira acarretar importantes
perdas econdmicas. No entanto, a idade a puberdade para novilhas zebuinas varia entre 22 ¢ 36 meses ¢
ao primeiro parto entre 44 ¢ 48 meses de idade (SOUZA et al., 1995). De acordo com Torres (1996), a
idade ao primeiro parto do rebanho de corte nacional ¢ de quatro anos e o intervalo entre partos de 20 a 21
meses. A baixa eficiéncia reprodutiva demonstrada pelos dados de Torres (1996) acarreta perdas
econdmicas para o produtor e para a industria pecuaria nacional. E importante salientar que os principais
motivos para o aparecimento tardio da puberdade nos rebanhos zebuinos nacionais sdo: a sazonalidade da
producdo de forragens, o manejo deficiente de pastagens e a inexisténcia de suplementacdo alimentar
durante o periodo de crescimento desses animais. Apesar das ragas zebuinas serem menos precoces que as
racas européias, um manejo nutricional adequado associado a terapia hormonal podem reduzir a idade a
puberdade desses animais para 18 a 20 meses (Santos & Sa Filho, 2006).

A idade da puberdade em novilhas estd diretamente relacionada ao seu peso e composigdo corporal. Para
que as novilhas de corte apresentem o primeiro parto com idade média de 24 meses, € necessario atingir a
puberdade por volta dos 12 e 13 meses. Entretanto, em novilhas zebuinas, ¢ dificil observar a ocorréncia
do primeiro ciclo estral ao redor dos 13 meses. Na raga Nelore observa-se grande quantidade de animais
pré-puberes com idade acima de dois anos provavelmente devido ao baixo peso corporal, baixa reserva de
gordura e também a sele¢ao genética.

Santos e Sa Filho (2006) avaliaram o peso vivo, a condi¢do corporal e a ciclicidade de 617 novilhas
Nelore com idade entre dois e trés anos. Foi observada relagdo quadratica tanto para o escore de condigdo
corporal quanto para o peso vivo na propor¢do de fémeas pré-puberes, no qual o aumento da condicao
corporal ou do peso vivo reduziu a propor¢do de novilhas em anestro (Figura 1).
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Figura 1. Relacdo entre o escore de condigdo corporal (ECC) e o peso vivo com a porcentagem de
novilhas Nelore classificadas como pré-pubere entre dois a trés anos de idade (SANTOS e SA FILHO,
2006).

Em recente levantamento realizado em fazendas comerciais localizadas nos estados do Parana e do Mato
Grosso do Sul, avaliou-se o efeito da condicdo corporal na frequéncia de novilhas Nelore (n=1803) que
apresentaram corpo luteo no primeiro dia da estagio reprodutiva (SA FILHO 2008, dados nio
publicados). Os resultados (Figura 2) corroboram com o observado no estudo anterior, no qual o
incremento no escore de condi¢do corporal aumenta a porcentagem de novilhas ciclando no inicio da
estacdo de monta.
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Figura 2. Relagéo entre o escore de condi¢éo corporal ¢ a porcentagem de novilhas Nelore (n=1803) com
presencga de corpo lateo no primeiro dia da estagdo de monta (SA FILHO, 2008 dados ndo publicados).

No inicio da estagdo de reprodugdo, as novilhas devem atingir um peso equivalente a 55-60% do peso
adulto da vaca da raga correspondente. Para atingir essa meta ¢ necessario que essas novilhas sejam
submetidas a um manejo nutricional adequado. No caso de novilhas de corte de racas zebuinas, o peso ao
inicio da estagdo de monta deve estar em torno de 300 a 330 kg. Pesos inferiores no inicio da estago irdo
comprometer o desempenho reprodutivo dessas fémeas, afetar o peso ao parto, trazer conseqiiéncias
negativas ao desempenho animal na primeira lactacdo e na fertilidade da estacdo de monta subsequente
(WILTBANK et al., 1985). No caso de novilhas zebuinas, a suplementagdo alimentar para obtencao de
um peso vivo de 300 a 330 kg aos 18 meses pode ndo se justificar economicamente, se a maior parte
desses animais ndo estiver apta a reprodugdo (SANTOS e SA FILHO, 2006).

Durante a puberdade o trato reprodutivo de novilhas apresenta diversas alteragdes fisiologicas e
morfologicas que irdo permitir a gestacdo. Autores t€ém demonstrado que o tamanho e peso do utero, da
cérvix e da vagina aumentam rapidamente apdés a puberdade (DESJARDINS e HAFS, 1969;
HONARAMOOZ et al.,, 2004). Em novilhas Nelore (n=17 fémeas), Sa Filho (2008, dados ndo
publicados) observou efeito semelhante da puberdade no desenvolvimento uterino (Figura 3). Esse rapido
efeito da puberdade no desenvolvimento do trato reprodutivo parece estar ligado a estimulacdo exercida
pelo aumento das concentragdes de estradiol e progesterona durante o periodo pds-pubere.
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Figura 3. Efeito da puberdade no desenvolvimento uterino de novilhas Nelore (Bos indicus; n=17
fémeas, SA FILHO, 2008, dados ndo publicados).

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



Manoel Francisco de Sa Filho et al. 57

A maturidade sexual é definida como a idade em que o animal atinge o seu maximo potencial
reprodutivo. Essa maturagdo sexual é evidenciada pelo aumento da incidéncia de manifesta¢do de estro e
da fertilidade (BYERLEY et al., 1987). Geralmente, sdo necessarios dois a trés ciclos estrais com fases
luteais normais (40 a 60 dias apds a ocorréncia da puberdade) para que a fémea bovina adquira
maturidade sexual, capacidade de conceber e levar a gestagdo a termo (SANTOS e SA FILHO, 2006).
Byerley et al. (1987) expds novilhas a touros no primeiro ou somente no terceiro estro apos a puberdade.
Os autores obsevaram que novilhas cobertas no primeiro cio apo6s a puberdade apresentaram menor taxa
de concepgao quando comparadas as novilhas cobertas no terceiro cio. Sendo assim, a fertilidade de
novilhas ciclando submetidas & monta natural ou a programas de sincronizagdo da ovulagdo para IATF no
inicio da estacdo reprodutiva, parece ser dependente da quantidade de ciclos estrais que essas novilhas
apresentaram previamente.

Emprego da IATF em novilhas

Os programas de sincronizagdo da ovulacdo apresentam resultados satisfatérios e possibilitam o emprego
da IATF em vacas zebuinas (BARUSELLI et al., 2004a). Contudo, os protocolos hormonais
desenvolvidos para vacas lactantes apresentam comprometimento na eficiéncia quando utilizados em
novilhas. Estudos realizados em novilhas Bos indicus submetidas ao tratamento com dispositivo
intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer) apresentaram baixa taxa de ovulagdo ao final do tratamento
(BARUSELLI et al.,, 2004b). Enquanto que novilhas Bos faurus apresentam satisfatorias taxas de
ovulacdo e de prenhez apos sincronizagdo com dispositivos intravaginais de progesterona (P4; CUTAIA
et al.,, 2001). Existem diferencas na fisiologia reprodutiva entre Bos taurus ¢ Bos indicus que pode
influenciar a resposta aos protocolos de sincronizagdo empregados. Uma das diferengas observadas esta
relacionada aos niveis de P4 durante o ciclo estral. Randel (1977) observou que fémeas Bos indicus
apresentam niveis de P4 circulantes inferiores a fémeas Bos taurus. Além disso, na literatura existem
estudos demonstrando que elevadas concentragcdes de P4 diminuem a frequéncia de liberacdo de
hormonio luteinizante (LH) e do crescimento folicular (BERGFELD et al., 1995; BURKE et al., 1996).
Assim, podemos levantar a hipdtese de que as novilhas Bos indicus sdo mais sensiveis aos niveis
circulantes de P4 liberados pelos dispositivos intravaginais. Dessa forma, estudos foram desenvolvidos
visando aprimorar os conhecimentos endocrinologicos e fisiologicos em novilhas Bos indicus para tentar
viabilizar a utilizacdo da sincronizagdo da ovulacdo para IATF nessa categoria animal.

Em estudos iniciais, avaliou-se a dinamica folicular e as concentragdes plasmaticas de P4 durante o
tratamento com dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR") associado ou ndo ao tratamento com
prostaglandina F,, (PGF) no dia da insercdo do dispositivo (D0) em novilhas Bos indicus, Bos indicus x
Bos taurus e Bos taurus (CARVALHO, 2004; CARVALHO et al., 2008). O objetivo do estudo foi
antecipar a lutedlise e diminuir as concentra¢des sangiiineas de progesterona durante o tratamento. A
hipotese levantada foi que menores concentragdes circulantes de P4 aumentaria a taxa de crescimento
folicular e ovulagdo, e consequentemente a eficiéncia do tratamento de sincronizagao. Os resultados desse
experimento foram indicativos de que o tratamento com prostaglandina no momento da inser¢do do
dispositivo intravaginal aumenta a taxa de crescimento folicular, o didmetro do foliculo dominante no dia
da retirada do dispositivo (DS8), o didmetro maximo do foliculo dominante e a taxa de ovulagdo. Esses
resultados sugerem que o tratamento com PGF no dia do inicio da sincronizagdo (D0) pode aumentar a
taxa de concepcdo a inseminagdo artificial em tempo fixo em novilhas. No entanto, verificou-se que
novilhas Bos indicus apresentaram comprometimento na taxa de crescimento do foliculo dominante, que
culminou na diminui¢do do diametro maximo e da taxa de ovulacao (Tabela 1), indicando baixa resposta
ao tratamento de sincronizagdo. Além disso, novilhas Bos indicus apresentaram maiores niveis circulantes
de P4 durante o tratamento (P<0,05; Figura 4).
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Tabela 1. Dia da emergéncia da nova onda de crescimento folicular, nimero de foliculos recrutados,
didmetro maximo do foliculo dominante (FD), taxa de crescimento diaria do foliculo dominante e taxa de
ovulacdo em novilhas B. indicus, B. indicus X B. taurus e B. taurus tratadas com dispositivo intravaginal
de P4 segundo o tratamento com PGF no dia da inser¢do do dispositivo (Dia 0).

L. N’ de
Inicio da , o Taxa de
Grupo N onda foliculos Z maximo cresc Taxa de
Genético . recrutados do FD (mm) . ovulac¢ao (%)
(dia) (mm/dia)
(>2mm)
B. indicus 23 3,1+0,1  33,4+32° 9,5+ 0,5° 0,9 £0,1° 39,1 (9/23)°
B.indicusxB.taurus 25  3,3%£0,1 29,6+ 2,5% 12,3+ 0,4° 1,2+0,1* 84,0 (21/25)*
B. taurus 22 32+0,1 25,44 2,5° 11,6+ 0,5° 1,1 +0,1° 72,7 (16/22)*
Com PGF 33 3,310,1 28,7+ 2,8 11,9+ 0,4° 1,2+0,1* 78,8 (26/33)"
Sem PGF 37 3,1£0,1 30,4+ 1.8 10,5+ 0,4° 0,9 +£0,1° 54,0 (20/37)°
90 ——e——Bos indicus (n=23)
’ - - - - - -Bosindicus x Bos taurus (n=25)
8,0 - — —0— —Bos taurus (n=22)
7,0 A
6,0 |
E 50-
(=]
£ 40
8
3,0 -
2,0 -
1,0 -
0,0
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de P4 durante o tratamento com dispositivo intravaginal de P4 em
novilhas Bos indicus, Bos indicus x Bos taurus € Bos taurus.

Em resumo, novilhas Bos indicus apresentaram menor taxa de crescimento (mm/dia), menor didmetro
maximo do foliculo dominante, menor taxa de ovula¢do e maior concentragdo plasmatica de P4 durante o
tratamento que as novilhas Bos taurus. Assim, os maiores niveis circulantes de P4 em novilhas Bos
indicus tratadas com dispositivo intravaginal podem diminuir a freqiiéncia da liberagdo de LH o que
compromete o crescimento folicular e a ovulagdo, inviabilizando o emprego deste tratamento para a IATF
em novilhas zebuinas.

Em outro experimento, Marques et al. (2005) avaliaram o efeito da administragdo de PGF no DO e da
eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 (CIDR", D8) com o objetivo de aumentar
a eficiéncia do tratamento de sincronizagdo da ovulagdo para IATF em novilhas Nelore (Bos indicus). No
experimento foram utilizadas 392 novilhas Nelore com peso corporal acima de 300Kg. Os resultados
estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Taxa de prenhez a IATF em novilhas Nelore tratadas com PGF no inicio do tratamento (D0) e
com eCG (400UT) na retirada do dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®, D8).

Numero Taxa Prenhez (%)
Sem PGF / Sem eCG 100 14,0°(17/100)
Com PGF / Sem eCG 97 17,5°(17/97)
Sem PGF / Com eCG 98 35,7%(35/98)
Com PGF / Com eCG 97 34,0 *(33/97)
EFEITOS PRINCIPAIS
Sem PGF 198 24,7 (49/198)
Com PGF 194 25,8 (50/194)
Sem eCG 197 15,7%(31/197)
Com eCG 195 34,9°(68/195)

Verificou-se que o tratamento com eCG no momento da retirada do dispositivo de P4 aumentou a taxa de
prenhez em novilhas Nelore. No entanto, o uso da PGF no D0 ndo apresentou efeito na resposta ao
tratamento de sincroniza¢do. Apesar do aumento na taxa de prenhez com o uso de eCG, podde-se observar
que as taxas de prenhez ndo foram satisfatorias em novilhas Nelore, sincronizadas e inseminadas
artificialmente em tempo fixo.

Como discutido anteriormente, elevadas concentragdes de P4 (enddgena e/ou exodgena) estdo associadas a
inibigdo da secregdo pulsatil de LH (RATHBONE et al., 2001). Essa inibi¢do promove redugdo na taxa de
crescimento folicular em novilhas Nelore submetidas aos tratamentos com dispositivo intravaginal de P4
(CARVALHO et al., 2004). Ainda, o bloqueio do LH promovido durante o tratamento de sincronizagao
varia em func¢do da fonte de progesterona utilizada, visto que, os progestagenos promovem menor
supressdo na freqiiéncia de LH (KOJIMA et al., 1992). Diante desses resultados, outros trabalhos foram
desenvolvidos para avaliar a dindmica folicular e a taxa de prenhez de novilhas Nelore tratadas com
implantes auriculares contendo Norgestomet, associados ao benzoato de estradiol.

Sa Filho et al. (2006) avaliaram o efeito da administragdo no DO de 2mg de benzoato de estradiol (BE) ou
de diferentes doses de valerato de estradiol (VE) no momento e na sincronizacdo da emergéncia da onda
folicular em vacas e novilhas Bos indicus tratadas com implante auricular de Norgestomet. Observou-se
efeito significativo no intervalo e na dispersdo do momento da emergéncia da nova onda de crescimento
folicular entre os tratamentos (Tabela 3). O BE promoveu efeito semelhante em vacas e em novilhas na
inducdo da emergéncia da nova onda de crescimento folicular. No entanto, novilhas apresentaram maior
intervalo entre o tratamento ¢ a emergéncia da nova onda quando tratadas com VE. Conclui-se que em
novilhas Bos indicus, deve-se utilizar no inicio do protocolo de sincronizagdo Benzoato de estradiol
associado ao implante auricular contendo Norgestomet.

Tabela 3. Dinamica folicular de novilhas e vacas Bos indicus tratadas com 2mg de Benzoato de estradiol
(BE), 5Smg de Valerato de estradiol mais 3mg de Norgestomet (VE) ou /2 dose de VE no inicio do
tratamento com implante auricular de Norgestomet.

Parametros BE Y2 VE VE Valor P
Novilhas Numero animais 10 10 9
Média emergéncia 2,5+0,2% 4,2+0,3° 6,1+0,6° <0,001
Variagdo emergéncia 2-3% 3-6" 3-8 <0,05
Vacas Numero animais 10 10 10
Média emergéncia 2,5+0,2° 3,1£0,4™  4,0£0,5° <0,05
Variagdo emergéncia 2-4% 2-67 2-6" <0,05
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Um segundo experimento foi realizado para avaliar a dindmica folicular de novilhas Nelore pré-puberes
tratadas com BE associados ou n3o a progesterona injetavel no inicio do tratamento com implante
auricular contendo Norgestomet (SA FILHO et al., 2005a). Foram utilizadas 18 novilhas Nelore pré-
puberes, sem corpo luteo (CL) diagnosticado por ultra-sonografia nos dias -28, -14 e no dia da inser¢do
do implante. As fémeas foram subdivididas em dois tratamentos (BE ou BE+P4) de acordo com o
diametro do foliculo dominante no momento da inser¢do do implante (D0). Os resultados podem ser
observados na tabela 4.

Tabela 4. Dinamica folicular de novilhas Nelores pré-puberes tratadas com implante auricular de
Norgestomet e benzoato de estradiol associado ou ndo a progesterona injetavel.

BE BE+P4

Numero de animais 9 9
Diametro FD DO (cm) 1,12+0,05 1,05+0,04
Ovulag¢des no inicio tratamento (%) 22,2 (2/9) 44,4 (4/9)
Emergéncia da onda folicular (dias) 3,33+0.33 2,67£0.19
Diametro FD D8 (cm) 0,86x0,07 1,01+0,07
Diametro FD méx (cm) 1,05+0,05 * 1,26+0,06 °
Taxa de ovulagdo final do tratamento (%) 100,0 (8/8) 77,7 (7/9)
Intervalo retirada implante-ovulacdo (h) 73,7+1,7 72,0+0,0

Torres-Junior et al. (2005) avaliaram o efeito da administragdo de PGF no momento da inser¢do do
implante (D0) em novilhas ciclicas tratadas com implante auricular contendo Norgestomet ¢ Benzoato de
estradiol. No experimento foram utilizadas 22 novilhas Nelore (Bos indicus) ciclicas de 20 a 24 meses de
idade. Os resultados estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Efeito da administragdo de PGF no inicio do tratamento em novilhas Nelore (Bos indicus)

tratadas com implante auricular de Norgestomet e benzoato de estradiol.

¢/ PGF D0 s/ PGF D0
Nimero de animais 11 11
Diametro folicular no Dia 0 (cm) 0,97+ 0,07 1,05 £ 0,05
Diametro do FD no Dia 8 (cm) 0,98 £0,05 1,02 £0,05
Didmetro maximo do foliculo dominante (cm) 1,17 £0,07 1,26 £0,05
Momento da ovulagéo (horas) 72,0+ 0,0 72,0+ 0,0
Taxa de ovulagdo (%) 90,9 (10/11) 81,8 (9/11)
Taxa de concepgao (%) 45.5 (5/11) 45.5 (5/11)

Os resultados apontam que ndo houve diferenga significativa em nenhum dos pardmetros avaliados
(P>0,05), sendo, provavelmente, decorrente do menor bloqueio na pulsatilidade do LH pelo implante de
Norgestomet. Esses resultados contrastam com os observados em experimentos que utilizaram PGF no
DO em protocolos com dispositivos intravaginas de P4.

Sa Filho et al. (2005b) avaliaram o efeito da adigdo ou ndo de uma dose de PGF no momento da insergdo
do implante auricular contendo Norgestomet ou do dispositivo intravaginal de P4 (Fatorial 2x2). No
experimento foram utilizadas 48 novilhas ciclicas pré-sincronizadas com duas doses de PGF,, (Dia-24 ¢
Dia-12). Os resultados estao apresentados na tabela 6 e Figura 5.
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Tabela 6. Efeito da administracdo de PGF no inicio do protocolo de sincronizagdo na dinamica folicular
de novilhas Nelore (Bos indicus) com implante auricular contendo Norgestomet (Crestar”) ou dispositivo

intravaginal de P4 (CIDR®).

Valor de P
® CIDR® Crestar® Impl
CIDR +PGF Crestar® +PGF Impl.  PGF .
PGF
Numero de animais 10 11 12 12
Diametro FL Dia 0 1,0140,04  1,0240,05  0,99+0,04  1,0240,06 0,83 0,66 0,86
Emergéncia Folicular ~ 3,2+0,18 3,0+0,23 3,0+0,17 2,8340,21 0,38 0,38 0,97
Didmetro FD Dia8  0,76+0,05° 0,89+0,04*° 0,98+0,04° 0,99+0,06° <0,01 021 0,17
Eﬂn;etm FDma 110,05 1,0320,06° 1.1240,08* 1,1840.07° <001 008 027
Diadmetro FL maximo 0,88+0,05° 1,06£0,05® 1,15+£0,07* 1,20+0,06* <0,01 0,11 0,28
Diametro FL 0.9740,00° 1,1040,06® 1.18+0,07 126£0,05° 002 031  0.73
ovulatorio
Taxa de crescimento
folicular médio 0,09+0,01° 0,114£0,01® 0,13+0,01* 0,13£0,01° 0,01 039 0,17
(cm/dia)
Taxa de ovulagdo (%) 40,0(4/10)° 72,7(8/11)® 83,3(10/12)" 83,3(10/12)* 0,03 0,15 0,22
+ : ; ,
Momento da 84,046,931 15 4o 74411600 72,020,000 0L 024 4

ovulagdo (h)

(*<0,01) (*0,02)

*Teste de Bartlett (xy), a#b na mesma coluna indica diferenca estatisca (p<0,05).

Os resultados demonstram que houve efeito do uso de PGF no inicio do tratamento apenas na
sincronizagdo da ovulagdo. No entanto, o implante auricular de Norgestomet promoveu aumento na taxa
de crescimento folicular, no didmetro do foliculo dominante, na taxa de ovulagdo e maior sincronia das
ovulagdes quando comparado ao dispositivo intravaginal de P4 em novilhas Bos indicus.

0.9 4

cm

0.7 4

0.5+

0.3

——CIDR
- -A- = CRESTAR

D4 D5 D6

Dias do tratamento

D7 D8 D9 D1Om D10t

Figura 5. Dinamica folicular de novilhas Nelore (Bos indicus) tratadas com implante auricular contendo
Norgestomet (Crestar™) ou dispositivo intravaginal de P4 (CIDR"™)

* (p<0,05).

Diante dos resultados observados nos experimentos anteriores pode-se concluir que ¢ possivel obter
satisfatorias taxas de ovulagdo que justificam o emprego da IATF, tanto em novilhas Nelore ptberes
quanto em pré-puberes tratadas com Benzoato de estradiol associado ao implante auricular com
Norgestomet. Assim, com o objetivo melhorar os resultados da IATF em novilhas, Sa Filho et al. (2005c)
avaliaram o efeito da administracdo de 400 Ul de eCG no momento da retirada do implante auricular
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contendo Norgestomet em novilhas Nelore ciclicas e ndo ciclicas. Exame ultrassonografico foi realizado
em 177 animais no dia do inicio do tratamento de sincronizagdo para determinar a presenca ou ndo de CL.
A partir dessa avaliagdo, os animais foram agrupados em fatorial 2x2 de acordo com a ciclicidade e
tratamento com eCG. Os resultados estdo apresentados na tabela 7 e na figura 6.

100 - M Nao ciclando

90 4 88,7 822 O Ciclando

80 - *
70 - *

60 -
50
40 -
30 -
20 -+
10 4
0

59,8
49,2

30,2

Taxa de ovulagao Taxa de prenhez Taxa de prenhez das
ovuladas

Figura 6. Efeito da ciclicidade na taxa de ovulagdo e de prenhez de novilhas Nelore (Bos indicus)
submetidas a IATF.
*(p<0.05)

Tabela 7. Efeito da ciclicidade ¢ da administragdo de eCG (400UI) na dindmica folicular de novilhas
Nelore (Bos indicus) tratadas com implante auricular contendo Norgestomet associado ao benzoato de
estadiol.

Nao ciclando Ciclando sem eCG com eCG Valor P (Teste F)

(n=53) (n=124) (n=87) m=90)  Ciclicidade eCG
@ FD DS (cm) 0,89+0,02 0824002  0,8240,02  0,8620,02 0,04 0,28
2 nF1 )D na IATF 1,0240,03 1,00£0,02  0,95+0,02  1,06+0,02 0,58 0,0009
Taxa ovulacio 82,2
() 88.7(47153)  (10p/10q) PO (648T) 944(8590) 028 00001
@ do CL cincodias | 1, 1,5040,03  1,3940,03  1,55+0,03 0,04  0,0001
apos a IATF (cm)
Taxa prenhez %(n) 30,2 (16/53) 49,2 (61/124) 36,8 (32/87) 50,0 (45/90) 0,02 0,04

Taxa prenhez nas

ovaladas %(s) 34,0 (16/47) 59,8 (61/102) 50,0 (32/64) 52,9 (45/85) 0,004 0,71

O tratamento com eCG aumentou o didmetro folicular, a taxa de ovulagado, o diametro do CL e a taxa de
prenhez a IATF. Novilhas Nelore ndo ciclicas apresentaram menor diametro do CL e menor taxa de
prenhez que novilhas ciclando (Figura 7; p<0,05). Com isto, pode-se concluir que ¢ possivel obter taxas
de prenhez satisfatorias em novilhas Nelore tratadas com eCG e/ou ciclando em programas de
sincronizagdo da ovulagdo com implante auricular contendo Norgestomet e benzoato de estradiol para
IATF.

Em recente experimento, Sa Filho et al. (2008) avaliaram o efeito da utilizagdo de diferentes tipos de
indutores de ovulacdo em novilhas Nelore ciclicas tratadas com implante auricular contendo Norgestomet
novo ou reutilizado (Fatorial 2x3). No experimento, 620 novilhas ciclando (com CL) oriundas de trés
fazendas comerciais dos estados do Parana, Mato Grosso € Mato Grosso do Sul foram selecionadas de
acordo com a presenca de CL no dia do inicio do tratamento (Dia 0). A partir desta avalia¢do, os animais
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foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais receberam um implante auricular
(Crestar” Novo ou Crestar” utilizado previamente por nove dias) associado a administragdo im de 2mg de
BE no D0. No momento da retirada do implante (D8) foram administradas im 1,5mg de d-cloprostenol
(Preloban®, Intervet) e 300Ul de eCG (Folligon®, Intervet). Nesse mesmo momento, as fémeas foram
distribuidas homogeneamente de acordo com o escore de condi¢do corporal (ECC) em trés grupos
experimental: BE, Cipionato de estradiol (CE) ou GnRH. As fémeas do grupo CE receberam 0,5mg de
CE (ECP®, Pfizer), no momento da retirada do implante auricular (D8). No grupo BE, administrou-se
Img de BE 24 horas ap6s a retirada do implante (D9). No grupo GnRH as novilhas receberam 100pug de
Gonadorelina (Fertagil®, Intervet) no momento da IATF (D10). Todas as fémeas foram inseminadas em
tempo fixo 54 horas apds a retirada do implante auricular. No momento da IATF, as fémeas foram
avaliadas por ultrassonografia para identificar ¢ mensurar o maior foliculo presente nos ovarios. O
diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a IATF. Nao foram observadas interagdes entre os
diferentes indutores de ovulacao (BE, CE ou GnRH) ¢ os tipos de implantes auriculares utilizados (novo
ou re-utilizado) no didmetro folicular na IATF e na taxa de prenhez (p>0,05). Os resultados principais
estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Efeito da utilizacdo de diferentes indutores de ovulacdo em novilhas Nelore (Bos indicus)
tratadas com implante auricular contendo Norgestomet novo ou re-utilizado no diametro folicular no
momento da inseminagdo e na taxa de prenhez.

@ folicular na IATF (mm) Taxa de Prenhez (%)
Indutor de ovulagio BE 8,28+0,03" 40,4 (88/218)
CE 8,09+ 0,03° 48,3 (99/205)
GnRH 9,39+ 0,03* 48,7 (95/195)
Tipo do implante Novo 9,20+0,02° 46,6 (142/305)
Reutilizado 7,90+ 0,03° 44,3 (139/314)

a#b na mesma coluna indica diferenga estatisca (p<0,05)

Nesse estudo, avaliaram-se outras variaveis que podem influenciar a resposta folicular e a taxa de prenhez
de novilhas Nelore (Bos indicus) submetidas a protocolos de sincronizacdo da ovulagdo para IATF.
Observou-se efeito significativo da condigdo corporal no inicio do tratamento, no didmetro folicular no
momento da IATF e na taxa de prenhez a IATF. As novilhas com ECC >3,25 apresentaram maior
diametro folicular e maior taxa de prenhez (P=0,03, Tabela 9). O didmetro folicular no momento da IATF
influenciou a taxa de prenhez. Novilhas com foliculo maior que 8mm no momento da IATF obtiveram
maior taxa de concepgdo (P=0,001, Figura 7). Outro resultado observado foi o efeito signicativo da
fazenda na taxa de prenhez a IATF [Fazenda A= 552%" (48/87), B=41,1%" (173/421) ¢ C= 54,1%"
(60/111); p=0,008], sendo que este efeito da fazenda pode ser decorrente principalmente do tipo de
alimentagdo ou do grau de maturidade sexual em que as novilhas sincronizadas apresentavam ao inicio do
tratamento hormonal.

Tabela 9. Efeito do escore de condi¢do corporal no diametro do foliculo dominante no momento da IATF
e na taxa de prenhez de novilhas Nelore (Bos indicus).

<2,75 3 >3,25 P
Didmetro Folicular na IATF (mm) gjzli()’()gb 8,29+ ()’()3b 9,31+ 0’()3a 0,03
b b a
Taxa de Prenhez (%) 41,5 (105/253) 43,1 (84/195) 54,1 (93/172) 0,03
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Figura 7. Relagdo entre o diametro do foliculo no momento da IATF e a taxa de prenhez de novilhas
Nelore (n=617 inseminacdes) tratadas com implante auricular associado ao benzoato de estradiol
(a#£b=p<0,05).

Conclusio

Inimeras vantagens sdo obtidas com o emprego da inseminagdo artificial em fémeas bovinas. A
inseminacgdo artificial em tempo fixo apresenta-se como uma alternativa para superar os entraves ligados
principalmente, a baixa taxa de servigo e a limitagdes de infra-estrutura nas fazendas. Problemas
referentes ao manejo das pastagens destinadas a realizacdo dos rodeios diarios de observacao de cio ¢ da
necessidade de mao-de-obra permanente na fazenda durante os programas tradicionais de inseminagdo
artificial sdo entraves para o desenvolvimento dessa biotecnologia. Na atualidade, inlimeros protocolos
para sincronizar a ovulagdo com o objetivo de realizar a inseminag¢ao artificial em tempo fixo em novilhas
estdo disponiveis, sendo que a escolha do protocolo mais apropriado depende da avaliagdo técnica das
condigdes dos animais a serem utilizados. Pelos dados apresentados, nota-se que ¢é possivel obter
resultados satisfatorios apds IATF em novilhas, no entanto, estes resultados sdo dependentes do grau de
ciclidade, condi¢do corporal ¢ da maturidade sexual destas fémeas ao inicio do protocolo de
sincronizagdo. Estudos futuros devem ser realizados visando aumentar a propor¢do de novilhas
sexualmente maduras no inicio da estagdo reprodutiva aumentando assim, a eficiéncia técnica e
economica dos programas de IATF em novilhas Nelore.
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Proposta de protocolo de sincronizacio da ovulacdo de novilhas Bos indicus para inseminacgao
artificial em tempo fixo.

Com base nos dados obtidos, propde-se:

ECP
(0.5mg)

+
eCG
BE (300U1) IATF

+
(2mg) PGFz,

— CRESTARS S
S s

DO D8 D10

4

Atencao!!!

Grau de Ciclicidade no Inicio do Protocolo e Resultados na IATF em Novilhas

1. Pré-Pubere- Baixos Resultados
2. Pubere- Resultados Variados

3. Maturidade Sexual - Constancia nos Resultados
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Abstract

The key messages from our research working with bulls in multiple-sire herds in semi-extensive and
extensive herds in the northern Australian pastoral industry are:

e Veterinarians have reported that up to 20% of bulls fail a Bull Breeding Soundness Examination
(BBSE).

A BBSE will identify sub-fertile and infertile bulls.

2.5% bulls are adequate in multiple-sire matings providing these bulls have passed a BBSE.
Sperm morphology is an important indicator of calf getting ability.

Providing bulls are transported and given adequate nutrition post-relocation, the effects of
relocation on bull fertility are minimal.

Introduction

Our work has been directed towards the management of Bos indicus or Bos indicus infused bulls that are
mainly multiple-sire mated under pastoral conditions in northern Australia. Multiple joining of herd bulls
represents in excess of 95% of all matings that occur in northern Australia. The objective of our work has
been twofold. Firstly it looked at identifying premating predictors of bull fertility. In other words, what
are the traits that can be measured in bulls prior to mating that are important for high calf output by
individual bulls? Secondly it assessed management strategies that would maximise the calf output of
bulls of desired genetics in northern Australian herds.

This paper focuses on the examination, selection and management of bulls for soundness in physical and
reproductive traits. The selection of sires for herd genetic improvement for growth and carcase traits is
beyond the scope of this presentation.

The definition of fertility in bulls

Historically, fertility means capable of producing offspring. Bulls are required to produce many offspring
over a short period of time. Therefore the Australian Cattle Veterinarians (ACV) has adopted a definition
more appropriate for cattle and is “an animal is fertile when it is able to reproduce prolifically”.

Fertility of bulls is a continuum ranging from very high to very low. Bulls can be classified as;

o Fertile bulls. As a guide, these bulls can impregnate, when joined to 50 cycling, disease-free
females, at least 30 of these in the first 3 weeks of mating or at least 45 of these in the first 9
weeks of mating.

o Sub-fertile bulls. These bulls can achieve pregnancies by natural mating but not at the same rate
as fertile bulls.

e [Infertile bulls cannot achieve pregnancies.

Sub-fertility in bulls is a major issue as it is often difficult to detect in bulls in beef herds unless there is
some detailed performance recording system. Cattle veterinarians regularly note that 10-20% of bulls fail
a routine Bull Breeding Soundness Examination (BBSE). There have been cases where up to 50% of
bulls fail a BBSE 3 months post-sale (Holroyd ef al. 2005 p11). Very few bulls are infertile.
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Calf output of bulls in multiple-sire herds

DNA typing for paternity confirmed that the majority of calves are sired by the minority of bulls and that
there is a large number of bulls in multiple-sire herds that contribute little. In a study of 235 bulls in
multiple-sire matings, resolution of paternity averaged 97.7% across all sites and the non-resolution
occurred in herds where closely related bulls were mated (Holroyd et al. 2002). However 11% of all
calves were sired by unknown sires for reasons such as mixing groups of calves, not bleeding all potential
sires and in a small number of cases, precocious bull calves. In this study, 14% of bulls sired over 30% of
calves, 58% sired 10% or less and 6% of bulls did not sire any calves at all. The calf output of a bull is
repeatable providing the bull keeps passing a BBSE and that there are no major changes in bulls in the
mating group (Holroyd ef al. 2002).

Pre-mating predictors of fertility of bulls in multiple-sire herds
These broadly fit into the following categories:

e Physical — Liveweight, body condition score, scrotal size, and physical normality of the testes,
penis, sheath, feet, legs, gait and head.

e Semen — both as a crush-side assessment and a laboratory examination for sperm abnormalities.

e Serving assessment used to determine whether a bull is capable of serving normally.

e Behaviour such as social dominance and the social relationship between bulls in mating groups.

Which of these traits are linked to calf output? All of them are to some degree, although some are more
important than others. In the study of Holroyd ef al. (2002), multiple regression models relating pre-
mating measurements of physical, seminal and behavioural traits to calf output were developed.
Providing bulls have values in the normal range for feet, legs, gait, penis, sheath and testicular tone, these
traits should not limit calf-getting ability. Sheath and testicular traits such as scrotal circumference and
testicular tone were generally not related to calf output. Dominance hierarchy was difficult to measure
but when measured, was not consistently related to calf output (Fordyce et al. 2002, Holroyd et al. 2002).
Measures of sexual behaviours in a serving capacity test were somewhat related to calf output but this
relationship was not consistent. For example, in Santa Gertrudis bulls, the number of displays of sexual
interest and mounts but not serves was related to calf output whilst in Brahmans, only the combined
libido score was positively related to calf output. Assessment of semen crush-side gives some indication
of semen quality, but motility of semen, whilst useful as an indicator of whether semen is suitable for
artificial breeding, is not a good predictor of calf output. However, the percentage of normal sperm in an
ejaculate was positively related to calf output in Santa Gertrudis and Brahman bulls.

Where social dominance was obvious such as where there were marked differences in bull size and age, it
was an important factor contributing to calf output. Where bull groups were of similar age and size,
social dominance was difficult to measure thus its impact on calf output of individual bulls could not be
determined (Fordyce et al. 2002).

The multiple regression models used in this work explained 35-57% of the variation in calf output of
individual bulls. Other factors such as mating behaviour in the paddock may have been contributing to
this variation in calf output. The importance of mating bulls with satisfactory levels of normal sperm is
demonstrated in Figure 1 (Holroyd et al. 2005, p 142). These bulls were single-sire mated to about 40
females each. Bulls with lower levels of normal sperm achieved fewer pregnancies and at a lower rate
compared with bulls with higher levels of normal sperm. The relationship is not always absolute but can
be used as a guide for the likelihood of a bull being sub-fertile.

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



70 Richard G. Holroyd

Figure 1. Cumulative pregnancy rates achieved by individual 2 yo (dotted) and 3 yo
(solid) line bulls
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Although the number of normal sperm in an ejaculate is an important indicator, no one single trait should
be used as a predictor of calf output. Once traits such as scrotal circumference and percent normal sperm
are above threshold levels, there may be little value in placing importance on selecting bulls with larger
values of these traits to improve calf output. However, there are other reasons for selecting bulls with a
large scrotal size as there is a genetic correlation with female age of puberty. Bulls with larger scrotal
sizes sire daughters that have earlier puberty (Mackinnon ef al. 1990).

Our studies and others have become the basis for the BBSE procedure and have been adopted by the
ACV as the standard for the examination of bulls for reproductive function. A systematic BBSE will not
identify the highly fecund bulls (‘super bulls”) but will identify sub-fertile and infertile bulls.

Bull breeding soundness examination (BBSE)

A BBSE is an examination of a bull for reproductive function. We conduct it using standards established
by the ACV. These standards are based on scientific research that has related measures in bulls to calf-
getting ability.

A full BBSE involves

e Examining physical traits with emphasis on body condition score, testes tone, penis, feet, legs, leg
joints, gait and head;

e Palpation of the scrotum and measurement of scrotal size;

e Crush-side assessment of semen for concentration, contaminants such as blood and particularly
for motility of sperm and suitability for laboratory evaluation;

e Laboratory evaluation of sperm morphology (shape). This involves high-magnification
microscopy of a preserved semen sample by an accredited person to assess whether a random
sample of 100 sperm is above thresholds for 8 categories of morphology; and

e Serving assessment to determine whether a bull is able to serve normally.

At the completion of a BBSE, the veterinarian will input the records into a computer program “Bull
Reporter” to provide a certificate signed by the veterinarian and the owner/manager of the bull (Fordyce
et al. 2006). This detailed certificate shows what measurements were taken and whether the bull met the
fertility standards of the ACV.

Depending on the intended use of the bull or the requirements of various breed societies for sales, not all
5 categories (scrotum, physical, semen, sperm morphology and serving) are required. The more detailed
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the examination, the less the chance of mating a sub-fertile bull. Clients are advised to, at least, have
bulls undergo a physical examination including palpation of the testes as a systematic physical
examination of a bull is the foundation of a BBSE.

Reasons for undertaking a BBSE

BBSE establishes a baseline above which bulls can be regarded as having a high probability of being
fertile. BBSE is a relatively quick and economic procedure to check that bulls are fertile either prior to
sale or prior to mating. If fertile bulls are used, fewer bulls are required, thus enabling more females to be
inseminated by high-value bulls; that is, genetic improvement can be accelerated. Accurate conduct and
reporting of BBSE enables vets, buyers, owners and managers to make appropriate decisions on selection
and management of bulls to maximise herd reproductive performance.

Bbse measurements and standards (Entwistle and Fordyce 2003)

1. Palpation of the scrotum and measurement of scrotal size

Palpation of scrotal contents will reveal abnormalities such as hernias, possible infections or one testicle
being markedly different in size to the other. Measurement of scrotal size with a scrotal tape is a good
indicator of daily and total sperm production. A bull will fail a BBSE, either if its scrotal contents are
abnormal or, if its scrotal size is not within normal ranges (Table 1).

Table 1. Guidelines for minimal scrotal size (Entwistle and Fordyce 2003, p28)
Age Bos taurus and Bos indicus | Bos indicus bulls on Bulls on poor to marginal
(months) | cross bulls on moderate to moderate to good nutrition
good nutrition nutrition
12-15 30 cm 24 cm 2 cm less
18 32 cm 28 cm 2 cm less
>24 34 cm 30 cm 2 cm less

2. Assessment of physical traits

Body condition score is a visual assessment on a scale of 1-5 with bulls in very poor condition being 1
(Fail) and fat bulls being a 5. Ideally bulls should be in the range of 3 to 4. Tone of the testes is assessed
during palpation and is a guide to the health of testicular tissue. Bulls with very soft or very hard tone fail
a BBSE. The penis is assessed visually for any abnormalities by gentling exteriorising it from the sheath,
either during semen collection, or during a serving assessment. Feet, legs and leg joints are assessed both
in a vet crush and whilst walking for any abnormalities such as elongated claws, sickle hocks and joint
swellings. The head is examined from both the side and the front to determine any problems, particularly
with the eyes, jaws and teeth. Gait is assessed either prior to entry into, or after release from the crush.
Bulls are viewed from both the side and behind focussing on tracking and joints. Bulls with any
abnormalities of the penis, feet, legs, gait and head, fail a BBSE.

3. Crush-side assessment of semen

Semen is usually collected by electroejaculation, but in trained bulls, collection using an artificial vagina
is possible. An estimate of concentration and motility of the ejaculate is made. Contamination of the
semen by pus, blood or urine may indicate fertility problems. Bulls that have dilute semen, or have sperm
motility less than 30% fail a BBSE. Bulls with sperm motility of at least 30% are deemed to be suitable
for natural mating. If sperm motility is 60% or more, the bull may be suitable for both natural and
artificial breeding.

4. Laboratory evaluation of sperm morphology

Semen always contains sperm with both normal and abnormal shape. The assessment for morphology is
usually conducted in a laboratory because of the need for high magnification microscopy rather than in a
cattle yard environment. A laboratory estimation of morphology is done as a wet-mount preparation on
several drops of semen preserved usually in either PBS-glutaraldehyde, or buffered formal saline. The
current procedure of the ACV is for sperm to be classified in 8 categories (Entwistle and Fordyce 2003
p78). These categories are based on the work of Barth and Oko (1989) and Barth (2000) and the
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maximum acceptable limits within each category to pass a BBSE is as follows; proximal cytoplasmic
droplets (20%); mid-piece abnormalities (30%), tail abnormalities and loose heads (30%), pyriform heads
(20%), knobbed acrosomes (30%); vacuoles and teratoids (20%) and swollen acrosomes (30%). The
ACYV has developed 2 threshold levels for a bull to pass a morphological examination as part of a BBSE.
There is a prerequisite of 70% morphologically normal sperm for bulls to be highly likely to be fertile
under natural mating (both multiple- and single-sire) and that there is a high probability that their semen
can be frozen. Bulls with 50-69% morphologically normal sperm will have a high probability of being
fertile under natural matings but caution should be exercised in mating them as single-sires or with high
mating loads. Their semen may not be suitable for freezing.

For any morphology results to be certified using the Bull Reporter program, it must be performed by a
morphologist who has been accredited through a process overseen by the ACV. This accreditation
process is designed to standardise the identification of various morphological abnormalities.

5. Serving assessment

To pass a BBSE where a serving assessment is required, a bull must exhibit at least one serve in a
standard serving test of 10 minutes for Bos faurus bulls and 20 minutes for Bos indicus bulls. He must
also show no other abnormalities, especially of his penis, that may indicate impaired fertility. Brahman
and Santa Gertrudis bulls can perform in serving capacity tests providing attention is paid to managing
the bulls, particularly to getting them sexually aroused (Bertram et al. 2002). Generally how bulls
performed in a serving capacity test was not a good indication of their calf getting ability (Holroyd et al.
2002). The value of some form of serving assessment is useful to demonstrate that bulls have the ability
to serve, rather than trying to determine how many serves a bull can do which is not a good indicator of
calf output.

Are these physical and semen traits repeatable?

Scrotal size (r = 0.70 - 0.96) and sheath size (r = 0.61 - 0.70) are moderately repeatable. Sperm
morphology (% normal sperm) is generally moderately repeatable (r = 0.41 — 0.75) once bulls have
reached sexual maturity (Holroyd et al. 2007). If bulls experience some form of stressful process such as
trauma, illness or even relocation to harsher climates, this may impair spermatogenesis with a resultant
decline in levels of normal sperm. This is usually transient, but may persist for many months.

Timing of a BBSE

New bulls should pass a BBSE and then be checked on an annual basis. Whenever a problem is
suspected, bulls can undergo a full BBSE. Ideally bulls should have a BBSE as close as possible to the
start of the mating period, but still allowing time to replace a bull should it fail a BBSE. Even in
extensive herds, where animals are handled maybe only twice yearly, bulls should have at least a quick
physical examination whenever bulls come through the yards. With sale bulls a BBSE must be conducted
a maximum of 28 days prior to sale to meet the standards of the ACV.

Selection of bulls as weaners and yearlings

Selection should be based on a number of birth, growth, carcase, temperament, physical and reproductive
traits. Comments here will be confined to physical and reproductive traits. Obviously bulls should have
2 normal testicles but the condition of unilateral hypoplasia where one testicle is markedly smaller than
the other, is hard to detect in the weaner bull. If possible, select 25-50% more animals than anticipated
for sale or mating as this allows some latitude for culling at a later date on traits such as growth, carcase
and temperament.

In weaner and yearling bulls, physical traits such as scrotal size and sheath size are at least moderately to
highly correlated with later life values from 10 months onwards (Holroyd ef al. 2007). However trying to
select yearling bulls on semen quality traits is not as clear-cut. In some instances there has been a good
relationship between semen quality as a yearling compared with that found when bulls have reached

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



Richard G. Holroyd 73

sexual maturity and in other cases the relationship has been poor (Holroyd et al. 2007) for reasons we
don’t understand.

Managing young bulls from weaning to mating

Puberty is reached when bulls are capable of siring progeny, albeit small numbers. As a general rule
puberty is reached when scrotal size reaches 25-27 cm, regardless of breed. However semen quality at
puberty is generally poor. In Bos indicus x Bos taurus composites, the average age and weight at puberty
in bulls grazing pasture is about 15 months (330 kg) and in Brahmans about 17 months (340 kg). Age at
puberty can be reduced by better nutrition (Holroyd et al. 2005).

Having reached puberty, bulls undergo a period of reproductive development until they reach sexual
maturity. There is an increases in scrotal size and improvement in both the quality and quantity of an
ejaculate and increases in sexual behaviours of seeking, mounting and serving. Sexual maturity is
reached in most Composite bulls by 17 months of age and by 21 months in Brahman bulls (Holroyd e? al.
2005)

Avoid excessive feeding of concentrates to young bulls as overfatness is one of the main reasons of bulls
having poor reproductive performance. We have demonstrated that feeding moderate amounts of
concentrates (6kg/day of commercial bull pellets through self feeders) to Brahman weaner bulls increased
both liveweight and scrotal size but have little effect on semen quality. However, there are some
detrimental effects. Flight speed (a measure of “temperament”) increased making bulls more difficult to
handle and there is a risk of acidosis and lameness. Any advantages in liveweight and scrotal size in fed
bulls were lost after 12 months on pasture (Holroyd et al. 2005).

From a management point of view, it makes good sense to run groups of young bulls together. This is
more efficient for vaccination programs, parasite control, supplementation and feeding strategies. The
optimum size of bull groups is generally a compromise of grazing conditions, handling and husbandry
requirements. Providing there is no great weight range between animals, there appear to be few problems
either from bullying, trauma or homosexual activity of grazing young bull groups of 200-300. Sound
fencing, in most cases will keep animals confined. In addition, running bulls in larger groups provides an
opportunity to more effectively conduct genetic analyses as the effect of different managements can be
reduced.

Purchasing bulls and relocating them to their new home

There are continuing reports in northern Australia that a varying proportion of bulls are either sub-fertile
or infertile in their first season after being relocated to a new environment. Invariably these relocated
bulls are newly-purchased. In most cases this depression in fertility is not recognised until bulls have
been resident on their new properties for 12 months or more. Our studies in relocation of bulls are
reported in Holroyd ef al. (2005). In one experiment, 50% of bulls failed a BBSE up to 3 months after a
sale and relocation. This appeared to be independent of breed, age and property of origin. Most of these
BBSE failures were from changes in semen quality. Most bulls subsequently passed a BBSE after being
provided with favourable nutrition and management. Experimentally we showed that for bulls relocated
under favourable conditions (bulls were familiar with each other prior to transport, minimum transport
times and good nutrition on arrival both in the yard and paddock) there were minimal effects on semen
quality. Bulls undergoing a more stressful relocation process such as through sale yards and mixing with
unfamiliar bulls may be more prone to semen quality changes post-relocation.

Ideally relocating bulls at a young age and allowing an adaptation period prior to mating is desirable.
Purchasing bulls then immediately relocating them to a new environment and expecting maximal
reproductive performance might be an unrealistic expectation. When purchasing bulls, make sure that
they have passed a BBSE. Insist on that they be free of campylobacteriosis, trichomoniasis and pestivirus
and that they have been vaccinated for campylobacter and pestivirus.
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How many bulls to use?

In most cases mating 2.5% bulls (1 bull to 40 females) has been found to be adequate in a number of herd
sizes and different types of country (Holroyd et al. 2005). We could not demonstrate any reductions in
subsequent number of calves or differences in calving times with lowered bull percentages. The proviso
is that these bulls have passed a BBSE. Caution should be exercised with smaller mating groups: e.g. if
mating 250 females, 6 bulls are required and with 80 females, 2 bulls are needed. If one bull is lost out of
the 6 then it is not a disaster, but if one bull is lost out of the 2, this may well interfere with pregnancy
rates. Less bull injuries were recorded when bulls were mated at 2.5% as opposed to 6%.

Mating ages of bulls

As a general rule, bulls should be mated as young as possible. There is no reason why bulls should not be
used initially at 2 years of age. Keeping a bull until it is older is a waste of its peak reproductive life and
decreased genetic progress. It is a myth that bulls have to be in prime condition to be joined. If possible,
bulls should be mated in groups of similar age and weight. Young bulls are far easier to handle than older
bulls. Once bulls have reached 6 years of age, they are more prone to injury and reproductive problems.
As well, they are more likely to be carriers of the venereal diseases, vibriosis and trichomoniasis. Culling
bulls after several matings should accelerate genetic improvement in the herd if bulls are being purchased
on genetic differences.

Few yearling bulls (14-16 months of age) will pass a BBSE, but providing they do pass, mating bulls as
yearlings is possible. Based on our studies, pregnancy rates will be reduced if yearling Brahman bulls are
used (Holroyd et al. 2005).

Mating new bulls

If introducing new bulls and mating them as multiple sires, try and mate all of the new bulls together,
rather than putting them into established bull groups, as invariably the new bull will get bullied and be at
the bottom of the pecking order. This effect may be greater when high (>4%) bull to female mating ratios
are used. This recommendation of introducing new bulls is based on anecdote but appears to be
supported by science according to the review of Petherick (2005).

Vaccination programs for bulls

Vaccination is good insurance for optimising reproductive performance of bulls. Vaccines can be given
simultaneously with, possibly, the exception of tick fever. The following vaccinations are recommended.

e Vibriosis (Campylobacter) causes fertilisation failure and foetal loss. Vaccinate initially with 2
doses, 4-6 weeks apart with the second dose 4 — 6 weeks prior to mating. Thereafter an annual
vaccination is recommended. Bull vaccination alone is the most appropriate strategy in extensive
beef herds.

e Bovine ephemeral fever (BEF) is an enzootic viral disease transmitted by biting insects including
species of Aedes, Anopheles and Culicoides. Bulls are prone to BEF, showing fever and
lameness, and may not be able to stand. Bulls may die from exposure and dehydration.
Recovered bulls have transient semen defects for several months (Burgess and Chenoweth 1975).
Initial vaccinations are done 2-4 weeks apart and then annually.

e Pestivirus (BVDV) is a highly contagious viral disease causing embryonic and foetal losses in
females and calves that are poor doers and susceptible to other diseases. Whilst pestivirus usually
has little effect in bulls, insist that purchased bulls are free of pestivirus. Bulls can be vaccinated
as part of a herd vaccination program.

e All breeds have varying susceptibility to the various tick fevers (babesiois and anaplasmosis).
Use of current tick fever vaccines appears to pose little risk of reactions particularly when bulls
are vaccinated as weaners. One vaccination gives lifetime immunity.

e Bulls should be vaccinated annually against botulism and the common clostridial diseases with a
5 in 1 vaccine.
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Future perspectives and issues
Research

1. Early life predictors of fertility.

CRCs or Cooperative Research Centres are partially funded by the Australian Government and address
issues that one research organisation alone can not solve. Current work within the CRC for Beef Genetic
Technologies is exploring whether bull reproductive traits can be used to identify early life predictors of
fertility both phenotypically (his fertility as reflected by improved calf output) and genetically (his female
and male progeny’s fertility such as age at puberty) as well as improving lifetime reproductive
performance of females. The study commenced in April 2005 and will be completed in November 2011
and will include 3500 young bulls produced by sires selected from BREEDPLAN® herds recording
reproductive data such as scrotal size and days to calving. The aim is to develop breed-specific (Brahman
and Composite) heritabilities from about 80 sires with 20 progeny per sire per breed. Genetic correlations
will be estimated using approximately 1500-2000 dam/son pairs per breed. These bulls will be studied
from weaning until 24 months of age.

Our preliminary analyses of genetic estimations and correlations with male and female traits are
encouraging. The heritability of pre-pubertal hormones and scrotal circumference to 24 months of age
was generally moderate to high but heritability of semen quality traits was generally low except for
percent normal at 24 months. IGF-1 and scrotal size, particularly at 12 months showed favourable
genetic correlation with age at puberty in the females and was more pronounced in Brahmans. Percent
normal sperm in the bulls at 24 months and presence of sperm in the ejaculate at 12 months tended to be
favourably associated with earlier puberty in the females. Percent normal sperm in bulls was genetically
associated with shorter post-partum intervals in females and was more pronounced in Brahmans
suggesting that selection for higher percent normal sperm in males would indirectly reduce post-partum
interval.

2. Other areas of research.

e High energy diets. Whilst there have been some reduction in levels of high-energy diets fed to
bulls, feeding bulls for sale is an entrenched practice in the beef cattle industry particularly the
stud sector. There appears to be very few reproductive benefits of this feeding, apart from
possibly increasing the onset of puberty and it is used mainly as a marketing tool for the sale of
bulls. There is considerable interest from bull sellers on cost effective levels to feed bulls to
maximise growth but without compromising physical and reproductive traits and sale price.

e Relocation. Industry feedback still indicates that some relocated bulls have impaired fertility.
Our studies found 50% of relocated bulls fail a BBSE within 3 months of relocation and this
failure appears not to be related to genotype, age, location and prior feeding. Measurements are
required on bulls that have been exposed to larger insults than those imposed in our experiments,
such as following bulls through sale yards as part of the relocation process.

e Reproductive behaviour. The multiple regression models in our studies only explained 35-57%
of the variation in calf output of individual bulls. Further research into cattle reproductive
behaviour may provide some valuable key concepts in developing more efficient and profitable
mating management of bulls.

Extension

There is on-going education of veterinarians and cattle producers in the conduct and value of a
BBSE. A video on “Bull selection and using the BBSE measures with confidence” has been developed
and a CD on “Structure, semen and sperm abnormalities” is now part of the teaching material of some of
our Agricultural Colleges. There is ad-hoc training for veterinarians in the use of Bull Reporter.
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Issues
Two issues are in the competency of conducting a BBSE and timing of a BBSE prior to sale:

o Competency to conduct BBSE
The ACV has introduced an accreditation scheme to demonstrate competence in the use of the
ACYV standards for the conduct and reporting of BBSE results by veterinarians. It will be based
upon an initial declaration of experience in the assessment of at least 100 bulls followed by a
practical and written examination as well as demonstrated competence in the use of Bull
Reporter.

o Timing of BBSE prior to sale
The current recommendation by many breed societies and sale agents is that a BBSE must be
conducted a maximum of 28 days prior to sale. This period puts pressure on bull owners,
veterinarians and laboratories to have testing done within what is generally a 1-2 week period
given turn around times for paperwork and samples to laboratories. It has been proposed by the
ACYV to extend this period to 70 days before sale as an indicator of bull fertility at the point of
sale. However this is at the discretion of the breed societies or organisers of bull sales. By 70
days prior to sale, bulls are usually well advanced in their pre-sale nutritional program. Any
defects in semen quality are likely to be evident at that time. Regression in either physical or
scrotal traits is very unlikely during the next 2 months, although there may be a temporary effect
on hooves. The main issue is in potential changes in sperm morphology that can occur even
when evaluation is within 28 days of sale.
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Resumo

A qualidade dos meios diluidores exerce um papel decisivo para a obtencdo de altas taxas de fertilizacdo
em programas de inseminagdo artificial convencional ou em tempo-fixo. No entanto, como a
criopreservagao dos ejaculados resulta em danos irreversiveis a estrutura da célula espermatica, a
avaliacdo das amostras seminais pos-descongelacdo representa um componente indispensavel para o
sucesso dos programas de reprodugdo animal. Diversos métodos de analise laboratorial do sémen bovino
congelado tém sido desenvolvidos, no entanto, a correlacdo entre os parametros espermaticos e os indices
de fertilidade in vivo ainda € varidvel. Dentre os principais testes utilizados pode-se destacar: analise
subjetiva da motilidade, analise computadorizada do movimento espermatico e morfologia, testes de
separagdo, andlise morfo-funcional através de microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo.
Embora nenhuma técnica de avaliacdo tomada isoladamente apresente sensibilidade suficiente para a
determinacdo da fertilidade, a combinagdo dos diversos métodos tem agregado maior precisdo para a
estimativa do potencial de fertilizagdo das amostras de s€men congelado.

Palavras-chave: S€men bovino, meios diluidores, criopreservagdo, analise laboratorial, fertilidade.
1.0 - Introduciao

A partir da descoberta das propriedades crioprotetoras do glicerol por Polge em 1949, muitas células e
tecidos tém sido criopreservados (CELEGHINI et al., 2008; WOODS et al., 2004). Tao importante quanto
a descoberta dos agentes crioprotetores foi a observacdo de que os espermatozodides, especialmente
bovinos, representavam células passiveis de congelacdo e que poderiam ser estocados por longos periodos
de tempo e utilizados com sucesso nos programas de inseminagao artificial (HOLT, 2000).

O grande objetivo dos protocolos de congelagdo espermatica representa a preservagdo eficiente das
células, garantindo uma boa habilidade de fertilizacdo (YOSHIDA, 2000). Nesse contexto, embora a
criopreservagdo tenha se tornado um procedimento de rotina na industria bovina da inseminagdo artificial
(CHEN et al., 1993; CRESPILHO et al., 2006"), admite-se que a maioria dos protocolos utilizados até o
presente baseiam-se em observagdes empiricas (CHAVEIRO et al., 2004) resultando em um nimero
consideravel de espermatozodides que falham em sobreviver ao processamento (NAGY et al., 2004).

Diversos estudos revelam que a propor¢do de espermatozdides completamente funcionais em uma
amostra pos-descongelacdo ¢ geralmente baixa, muitas vezes inferior a 10% (YOSHIDA, 2000). De uma
forma geral, pode-se admitir que o processo de criopreservacao ¢ responsavel pelo decréscimo de 50% na
viabilidade dos espermatozdides (GRAVANCE et al., 1998), observando-se diversas alteracdes
bioquimicas e estruturais abrangendo os diferentes compartimentos anatomicos da célula espermatica.

Entre outros fatores, a qualidade dos meios diluidores representa um dos principais fatores relacionados
ao sucesso da criopreservagdo, exercendo influéncia significativa ndo s6 sobre a qualidade das amostras
congeladas como também sobre a fertilidade das partidas seminais utilizadas em programas de
reprodugdo animal.

A fung@o principal dos espermatozoides, a fertilizacdo do ovocito, representa um conjunto de processos
integrados que exigem multiplos atributos celulares (GRAHAM, 2001). Para desempenhar suas fung¢des
especificas as células espermaticas sdo dotadas de motilidade, atividade mitocondrial, integridade de
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membrana plasmatica e acrossomal e nucleo celular altamente condensado que permite a interagdo com o
trato reprodutor feminino e a fertilizacio (GRAHAM & MOCE, 2005; MARTINEZ-RODRIGUEZ,
2000).

Em virtude da natureza multicompartimental dos espermatozoéides (GRAHAM & MOCE, 2005), torna-se
uma dificil tarefa desenvolver ensaios laboratoriais capazes de determinar com precisdo o potencial de
fertilidade de uma amostra seminal. Por essa razdo, muitos trabalhos vém buscado a associagdo de
diferentes métodos que avaliem simultaneamente varios atributos espermaticos relevantes ao processo de
fecundacio.

Essa revisdo tem como objetivo apresentar algumas das inova¢des metodologicas na criopreservagao do
sémen bovino, bem como descrever os principais métodos de avaliacdo laboratorial do s€émen pos-
descongelagdo, apresentando a correlagdo de cada teste utilizado com os indices de fertilidade observados
in vitro e/ou in vivo.

2.0 - Relacio entre os Meios Diluidores, Congelabilidade e Fertilidade Animal

A primeira etapa envolvida na criopreservacao espermatica representa a diluicdo das amostras seminais
em meios especificos, evitando-se os efeitos deletérios relacionados ao metabolismo espermatico e
exposicao ambiental, garantindo a manuten¢do do movimento e viabilidade celular (FOOTE, 1982). Em
virtude de sua importancia, considera-se que os meios diluidores desempenharam o papel mais importante
para o estabelecimento da inseminagdo artificial como pratica de manejo reprodutivo em bovinos
(HURST, 1953).

A interagdo entre as células espermaticas e o meio diluidor representa um fator crucial para a preservagao
da integridade espermatica e habilidade de fertilizacio (MANJUNATH et al., 2002), embora
invariavelmente, independente do diluidor ¢ do método de processamento, se observem danos aos
espermatozoides durante a congelacao.

A influéncia dos diferentes diluidores de congelacdo de s€émen bovino sobre os indices de fertilidade
animal véem motivando uma série de trabalhos cientificos desenvolvidos a partir da década de 50.
Segundo Amirat et al., (2005) o sucesso da IA com sémen bovino congelado implica na reducdo dos
efeitos deletérios impostos as células espermdticas que podem ocorrer prematuramente desde a dilui¢do
das amostras seminais.

Embora o diluidor Tris-gema de ovo frutose (TRIS) represente o meio de criopreservacdo mais difundido
em todo o mundo (TARDIFF et al.,, 1997), novos diluidores comerciais tém sido desenvolvidos
especialmente na ultima década, buscando-se a melhora nos indices de congelabilidade dos ejaculados.

Dentre os diluidores, o meio Botu-Bov® (Biotech Ltda, Botucatu/SP) representa uma das principais
inovagdes tecnologicas desenvolvidas no Brasil para a criopreservagdo seminal. A TABELA-1 abaixo
expressa os resultados de experimentos recentes comparando a efetividade do diluidor Botu-Bov® frente
ao meio comercial a base de lecitina de soja Bioxcell® (IMV, Franga) ¢ em comparagdo ao tradicional
diluidor TRIS. Em ambos os estudos foram observadas diferengas significativas para os padrdes de
movimento desempenhados por espermatozoéides Bos taurus taurus (CELEGHINI et al., 2008) e Bos
taurus indicus (CRESPILHO et al., 2006") criopreservados em Botu-Bov® em relagdo aos outros
diluidores, denotando a superioridade desse diluente que proporciona uma melhor manutengdo da
viabilidade espermatica pds-descongelagao.
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Tabela 1. Valores para a Analise Computadorizada do Movimento Espermatico (técnica CASA,
Hamilton Thorn Research, USA) comparando os padroes de movimento desempenhados por células
espermaticas criopreservadas em meio Bioxcell® (IMV, Franca) ou Botu-Bov®, e para ejaculados
congelados em meio TRIS ou Botu-Bov®.

Variaveis Bioxcell® Botu-Bov® TRIS Botu-Bov®
Motilidade Total %) 24,1+ 1,4* 40,1 + 1,9b 67,4 +10,5% 71,8+9,7°
Motilidade Progressiva(%) 10,7 £ 0,9° 20,8 + 1,4° 52,5+9,8" 61,8 +6,1°
Velocidade de Trajeto (um/s) 92.4+£2.6" 80,3 +1,3° 86,1 £6,0° 83,7+16,0°
Velocidade de Retilinea (um/s) 81,5+2,3% 73,1+ 1,2° 69,1 £4,6° 79,5+ 144°
. - a b 139,7 + 121,5+
Velocidade Curvilinear (um/s) 1452 +4,1 113,8£2,0 131 27.0°

Amplitude (Lsrtrf/rj)l de Cabega 57+0,1°  41+01° | 59+05  484+1,1°
Freqiiéncia de Batimentos (Hz) 33,9+ 0,4° 38,4 +0,5° 26,6 +1,3* 30,4 +4.2°
Retilinearidade (%) 87,9+04°  903+03" | 81,54£3,0° 89,3 +4.6"
Linearidade (%) 58,6+£0,7°  66,0+07" | 550+£74"  664+83"

Dados adaptados de: CELEGUINI et al., 2008 CRESPILHO et al., 2006*

Além de uma melhor preservagdo do movimento espermatico, o diluidor Botu-Bov® representa também
a melhor alternativa para uma eficiente manutencao da viabilidade espermatica, expressa por uma maior
preservagao da integridade das membranas plasmaticas e acrossomais em relacao a outros diluidores que
utilizam lecitina de soja ou gema de ovo como um dos seus principais componentes (Tabela-2).

Tabela 2. Resultados obtidos para a Analise Computadorizada do Movimento Espermatico (técnica
CASA, Hamilton Thorn Research, USA) e para a integridade das membranas plasmatica e acrossomal de
espermatozoides bovinos criopreservados nos diluidores Andromed® (Minitiib®, Alemanha) ou Botu-
Bov®, e para ejaculados congelados em meio TRIS ou Botu-Bov® submetidos ao processamento de
sexagem seminal.

Variaveis Andromed® Botu-Bov® TRIS Botu-Bov®
Motilidade Total %) 80,78 £ 6,58* 86,28 £3,56" | 56,7+ 13,96 67,4+8,77°
Motilidade Progressiva(%) 41,61 +8,45"  46,22+9,12" | 32,8+ 12,58* 455+12,09°
Velocidade de Trajeto (um/s) 129,56 + 91,06 + 12,19 109,4 £ 99,1 £11,67°
18,75° 27,04°
Velocidade de Retilinea (um/s) 89,11+ 10,44 72,33 £8,75° | 89,7+ 10,38 83,3 +8,73"
Velocidade Curvilinear (um/s)  229,72+34,37° 146,56+21,80° 206,6 + 157,3 £
32,93 27,25°
Amplitude Lateral de Cabega 9,48 +0,86"°  6,77+0,62° | 801,36  5,9+1,09°
(Hm/s)
Freqiiéncia de Batimentos (Hz) 23,11 +1,94° 28,44 +2.41° | 243 +337" 250+4,33"
Retilinearidade (%) 69,06 +2,60°  80,00+2,20° | 79.8+5,24* 85.1+5,03"
Linearidade (%) 40,11 +1,94"  51,89+323" | 45,6+544" 57,4+822°
Integridade de Membrana (%) 34,94 +10,6° 57,33 +15,10° | 39,4+ 10,48" 50,1+ 7,31
Integridade de Acrossomo (%) 64,33 £ 17,66 73,94+ 18,58 | 712+9,77° 853 +4,93
Dados adaptados de: DELL'AQUA IJr et al., 2008 FREITAS et al., 2007

Em virtude da maior preservacao espermatica, o meio Botu-Bov®, oferece as melhores condi¢des para a
manutengdo da viabilidade do sémen bovino sexado (TABELA-2), condigdo provavelmente relacionada a

alta concentragdo de aminoacidos essenciais e ndo essenciais presentes no diluidor (FREITAS et al.,
2007).
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2.1 - Interacdo entre os Meios Diluidores e a Dose Inseminante

Nas ultimas décadas, questdes como o nimero minimo de espermatozoides necessarios para a obtengao
de indices aceitaveis de concepgdo véem motivando novos trabalhos de pesquisa envolvendo a IA em
bovinos (CRESPILHO, 2007).

Um dos maiores entraves para a determinacdo da melhor dose inseminante, apresentando a melhor
relagdo custo/beneficio e garantindo bons indices de fertilidade, representa a grande variagdo individual
dos touros. Diversos trabalhos reportam a variabilidade marcante entre os indices de fertilidade tomados
individualmente (“efeito touro”), observando-se diferencas significativas entre animais quanto as taxas de
concepcdes relacionadas ao numero de espermatozoides inseminados (ANDERSON et al., 2004;
CRESPILHO et al., 2007; DEEN DAAS, et al., 1998; JONDET, 1976; NEHRING & ROTHE, 2003),
taxa de fertilizacdo e nimero de embrides recuperados pos-transferéncia de embrides (MISRA et al.,
1999; SAACKE et al., 2000), taxa de clivagem e desenvolvimento embrionario inicial em sistemas de
fertilizagdo in vitro (WARD et al., 2001) e manutengdo da gestagdo pos-inseminagéo artificial (LIMA et
al., 2004).

As possiveis falhas espermaticas em estabelecer contato com o ovocito feminino apos a IA representam a
origem primaria dos fracassos no processo de fecundacdo (HAWK, 1986). Embora se observe uma baixa
quantidade de células espermaticas no sitio de fertilizagdo em relacdo ao ntimero de espermatozdides
inseminados (JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002) sdo reportadas correlagdes positivas para o
aumento da dose inseminante em fungfo do nimero de espermatozéides que alcangam o oviduto e o
numero células espermaticas acessorias (HAWK, 1986; LARSSON & LARSSON, 1986; SAACKE et al.,
2000). Nesse sentido uma das alternativas para o aumento da eficiéncia da inseminagdo artificial em
ovulagdes simples ou para vacas superovuladas compreende o acréscimo de espermatozoides por meio do
aumento da dose inseminante (Tabela-3).

Tabela 3. Indices médios de concepgio observados para vacas Nelore ou % sangue Nelore inseminadas
em tempo-fixo com comprovacdo ultra-sonografica da ovulagdo, em funcio da dose inseminante (12, 25,
50 ou 100 milhdes de espermatozodides por mililitro de meio).

Numero de Vacas Numero de Vacas Taxa de Concepcio
Tratamento . . o
inseminadas Prenhez (%)
12 x 10° sptzs/mL 116 60 51,72°
25 x 10° sptzs/mL 106 59 55,66
50 x 10° sptzs/mL 112 67 59,82°¢
100 x 10° sptzs/mL 74 49 66,22°
Média 408 235 57,60

Adaptado de CRESPILHO (2007).

No entanto, o nimero de espermatozoides inseminados e os indices médios de concepg¢do (em funcdo do
aumento da dose inseminante) sofrem influéncia significativa do meio diluidor utilizado para a
criopreservacao (Tabela-4).

Crespilho et al., (2007) comparando o efeito do meio diluidor e da dose inseminante sobre os indices
médios de concepgdo de vacas submetidas a IATF observaram que amostras seminais criopreservadas em
diluidor Botu-Bov® apresentaram indices de fertilidade lineares independente da dose inseminante
(p>0,05), situacao diferente da observada para doses congeladas em meio TRIS, que apresentaram uma
melhora significativa (p<0,05) dos indices de concepc¢do na IATF em fun¢do do aumento da concentragao
de espermatozdides inseminados, sugerindo um efeito compensatério da dose inseminante,
provavelmente relacionado aos indices inferiores de congelabilidade espermatica proporcionados por
TRIS.
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Tabela 4. indices médios de concepgio observados para vacas Nelore ou ' sangue Nelore inseminadas
em tempo-fixo com comprovacado ultra-sonografica da ovulagdo, de acordo com a meio diluidor utilizado
na criopreservacao espermatica e da dose inseminante (12, 25, 50 ou 100 milhdes de espermatozoides por
mililitro de meio).

Botu-Bov® TRIS
n Concepgdo (%) n Concepgao (%)
12 x 10° sptzs/mL 59 57,63 57 45,61
25 x 10° sptzs/mL 63 60,31 43 48,84
50 x 10° sptzs/mL 54 59,26 58 60,34
100 x 10° sptzs/mL 40 62,50 34 70,59
Média (n=216) 59,72 (n=192) 60,41

2.2 - Utilizacdo do Sémen Bovino Refrigerado em Programas de IATF

Diversos estudos contemplando diferentes espécies animais indicam que os espermatozoides
criopreservados apresentam uma menor meia-vida no trato reprodutor feminino comparado ao sémen
fresco (CURRY, 2000), sendo notorio que a redugdo no nimero ou na qualidade dos espermatozoéides
inseminados determinam uma queda exponencial nos indices de fertilidade animal (WATSON, 2000).
Nesse sentido, novos estudos conduzidos, sobretudo, em paises como a Australia e Nova Zelandia, tém
apontado para a possibilidade de utilizagdo e comercializagdao do sémen bovino na forma liquida e sob
refrigeragdo (Tabela-5).

Apesar da maior dificuldade para o armazenamento desse tipo de material por longos periodos de tempo,
o processamento do sémen no estado liquido apresenta uma grande aplicabilidade relacionada a utilizagéo
de touros geneticamente superiores intolerantes ao processo de criopreservacao, permitindo inclusive a
reducdo da dose inseminante para a maioria dos reprodutores em funcdo da maior qualidade dos
espermatozoides (YOSHIDA, 2000).

Tabela 5. indices médios de concepgio observados para vacas Nelore ou % sangue Nelore inseminadas
em tempo-fixo, de acordo com a metodologia de preservacdo e dose inseminante (Congelado com
40x 10° ou Refrigerado por 48 horas com 10 x 10° espermatozoides totais/mL) utilizando o diluidor Botu-
Bov®.

Numero de Vacas

Tratamento . . Taxa de Concepc¢io (%)
inseminadas
Congelado 40 x 10%/mL 64 39,06
Refrigerado 10x10° 83 60,24
Média 147 51,02

Adaptado de CRESPILHO et al., 2008.

3.0 - Analise do Sémen Bovino

Nas ultimas décadas diversos métodos de analise seminal foram desenvolvidos, mas apenas uma pequena
parcela dessas inovagdes foram adotadas na rotina de avaliagdo do sémen bovino congelado
(JANUSKAUSKAS et al., 2002).

Embora os testes de inseminacdo artificial (IA) ou fertilizacdo in vitro (FIV) representem as técnicas de
maior sensibilidade para o acesso ao potencial de fertilizacdo das amostras seminais, o alto custo e
consumo de tempo das avaliagdes, aliado a complexidade e dependéncia da estabilidade laboratorial
imposta pela FIV (HALLAP et al., 2004; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005) tornam impraticavel a
adogdo de tais métodos na rotina da analise do sémen bovino. Por essa razdo, diversos estudos tém sido
conduzidos no sentido de se estabelecer a correlagdo de cada teste laboratorial ou suas associagées com 0s
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indices de fertilidade in vivo, buscando-se, dessa maneira, predizer o potencial de fertilidade agregado as
amostras seminais.

Os principais trabalhos desenvolvidos nas ultimas duas décadas contemplam a adogdo de técnicas
computadorizadas de avaliagdo do movimento espermdtico, analise da integridade dos diferentes
compartimentos dos espermatozoides, além dos testes de incubagdo e separagdo espermatica para o
acesso ao potencial de fertilizagdo das amostras de s€men congelado (CRESPILHO, 2007). Os topicos
abaixo descrevem os métodos mais utilizados e estudados na atualidade no campo da analise laboratorial
bem como as possiveis correlagdes de cada técnica com os indices de fertilidade animal.

3.1 - Andlise do Movimento Espermdtico

Usualmente a motilidade dos espermatozoides é estimada de forma subjetiva através da avaliagdo visual
das células sob microscopia optica convencional (ARRUDA et al.,2004; CRESPILHO et al., 2006°;
PESH & BERGMANN et al., 2006) representando a principal analise laboratorial utilizada pelas centrais
de IA para o acesso a viabilidade espermatica (GRAHAM, 2001; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2000).

O movimento desempenhado pelos espermatozoides representa uma das caracteristicas mais importantes
associadas ao potencial de fertilizagdo de uma amostra seminal (SOZANSKA et al., 2005), reportando-se
uma clara associacdo entre a auséncia de movimento e os quadros de infertilidade (OLDS-CLARKE,
1996).

Apesar da importdncia da andlise no contexto da avaliagdo seminal, a relacdo entre motilidade
espermatica e fertilidade permanece contraditoria, sofrendo grande divergéncia entre os diferentes
trabalhos de pesquisa que apontam indices de correlagio variaveis entre 0,15 a 0,83 (MARTINEZ-
RODRIGUEZ, 2005). A subjetividade da analise, que depende, sobretudo, da experiéncia do técnico que
conduz o exame, pode ser apontada como principal responsavel pela baixa acuracia em termos de
repetibilidade do teste (BRAUNDMEIER & MILLER, 2001; JANUSKAUSKAS et al., 2000), revelando
uma baixa correlagdo entre motilidade e fertilidade animal. Nesse sentido, variagdes de 30 a 60% sdo
reportadas na estimativa da motilidade espermatica para o mesmo ejaculado quando avaliado
subjetivamente (SOZANSKA et al., 2005; VERSTEGEN et al., 2002).

Com o propdsito da obtengdo de uma técnica que demonstre maior repetibilidade para determinagdo da
motilidade e morfometria espermatica, diversos sistemas que utilizam a analise computadorizada de
imagens tém sido desenvolvidos e empregados (ARRUDA et al., 2004). O sistema computadorizado de
analise espermatica (CASA) representa um método objetivo que gera informagdes importantes a respeito
das propriedades cinéticas de um ejaculado baseando-se na avaliagdo individual das células
(JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002) o que permite a identificacdo de diferentes sub-populagdes
espermaticas em uma amostra (VERSTEGEN et al., 2002).

O detalhamento da cinética celular proporcionada por CASA reflete indiretamente a atividade metabdlica
espermatica (GIL et al., 2000) e diretamente a qualidade dos espermatozoides presentes em uma amostra
seminal (FARREL et al., 1996).

Apesar da grande controvérsia existente a respeito da correlacdo dos padrdes de movimento espermatico
com os indices de fertilidade in vivo, sdo observadas diferengas significativas no padrdo de movimento
entre espermatozoides que alcancam altas e baixas taxas de fertilizacdo (VERSTEGEN et al., 2002).

Nesse sentido, algumas variaveis geradas pela técnica CASA como a linearidade espermatica parecem
apresentar uma maior correlagdo com fertilidade (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005; ZHANG et al.,
1999). Ainda, a associacdo de multiplas variaveis de movimento geradas pela técnica CASA demonstram
uma maior correlacdo com fertilidade in vivo em relagdo a utilizacdo de apenas um atributo de movimento
(FARREL et al., 1998).

No entanto, a avaliagdo do movimento espermatico, mesmo com o advento e utilizagdo das técnicas
computadorizadas, proporciona inconsistente correlacdo com os indices de concep¢do animal quando
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utilizada isoladamente, visto que a motilidade espermatica representa apenas um dos varios pré-requisitos
basicos indispensaveis para que os espermatozodides concluam com éxito sua fungdo biologica
representada pela fertilizagdo do ovocito (GRAHAM & MOCE, 2005).

3.2 - Morfologia Espermadtica

Assim como a determinacdo de motilidade, a morfologia das células espermaticas representa um dos
principais parametros avaliados para o acesso a qualidade das amostras seminais (JANUSKAUSKAS &
ZILINSKAS, 2002; TARTAGLIONE & RITTA, 2004).

Como apenas os espermatozoides viaveis sdo capazes de interagir com o ovocito e iniciar o processo de
fertilizagdo (WALTERS et al., 2004) admite-se que os defeitos especificos na morfologia estrutural das
células espermaticas correlacionam-se com a sub e infertilidade masculina (PESH & BERGMANN,
2006; SAAKE et al., 1998). Por essa razdo, a analise minuciosa da morfologia espermatica permite a
eliminacdo de touros com baixo potencial de fertilidade, evitando a entrada desses animais nos programas
de congelagdo de s€men e nos testes de progénie JANUSKAUSKAS & ZILINSKAS, 2002).

Nos estudos realizados por Phillips et al., (2004)" das 30 andlises laboratoriais conduzidas na tentativa de
predizer os indices de fertilidade do sémen bovino congelado, isoladamente apenas morfologia
espermatica pds-descongelacio apresentou correlagdo significativa com a taxa de concepcao pos-IA. No
mesmo trabalho foi possivel concluir que as melhores equacdes preditivas encontradas foram derivadas
dos resultados referentes a morfologia espermatica, permitindo, dessa forma, a identificagdo dos touros
com maior ou menor potencial de fertilidade. Em outro estudo observando a porcentagem de
espermatozoides com defeitos de cauda apos teste de swim-up foi constatada modesta, porém significativa
correlagdo entre o resultado individual de morfologia com as taxas de ndo retorno ao cio obtidas pds-
inseminacdo artificial (HALLAP et al., 2004).

Apesar da grande importancia no contexto da avaliagao das amostras seminais, os resultados da analise de
morfologia espermatica ndo apresentam uma alta sensibilidade para o acesso a fertilidade do sémen
bovino congelado. Assim como a estimativa de motilidade espermatica, geralmente a morfologia dos
espermatozoides ¢ avaliada subjetivamente por meio de microscopia optica convencional (ARRUDA et
al., 2004). Em virtude da subjetividade de analise, varios sistemas de classificacdo podem ser utilizados
para descrever os defeitos morfologicos, impossibilitando a comparagdo de resultados entre os diferentes
laboratorios (BRAUNDMEIER & MILLER, 2001). Phillips et al. (2004)" ilustraram a grande variagio
observada entre diferentes centrais de IA da Australia para o valor minimo aceitavel de espermatozoéides
bovinos morfologicamente normais presentes em uma amostra congelada; segundo os autores, a
propor¢ao minima de células normais em uma dose congelada varia entre 25 a 95% (média = 67%), de
acordo com o padrdo de qualidade adotado por cada central de congelacao.

Outro aspecto a ser considerado é que quando os defeitos morfologicos se expressam por alteragdes em
escala nanométrica (nm) podem ocorrer falhas nos métodos tradicionais de avaliagdo (JOSHI et al.,
2001). Por exemplo, embora a identificagdo de espermatozoéides portadores de defeitos de cabeca seja
possivel através de testes convencionais (SAAKE et al., 1998), a observagdo de elementos como a forma
do nticleo espermatico requerem o emprego de métodos mais objetivos como a analise computadorizada
da morfometria espermatica (ASMA), técnica que pode proporcionar a identificagdo de touros de baixa
fertilidade (PARRISH & FOOTE, 1987).

Quando amostras seminais de alta qualidade sdo avaliadas, a relacdo entre morfologia espermatica e
fertilidade tende a ndo existir, denotando falhas na sensibilidade da avaliagio (MARTINEZ-
RODRIGUEZ, 2005). Nesse sentido, pode-se assumir que a avaliagio da morfologia e motilidade
espermatica apresentam maior sensibilidade e, portanto, valor diagnodstico, quando empregadas na
identifica¢dao de amostras que naturalmente apresentam baixo potencial de fertilidade.
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3.3 - Testes de Separacgdo Espermdtica

Os procedimentos de separagdo espermatica permitem a recuperacdo de espermatozoides de melhor
qualidade, exibindo maior propor¢cdo de movimento progressivo e de células morfologicamente normais,
o que justifica a ampla utilizagdo das diversas técnicas nos trabalhos de fertilizagdo in vitro
(SAMARDZIJA et al., 2006).

Dentre os principais métodos utilizados para separacdo espermatica destacam-se o swim-up, separagao
por gradiente descontinuo de BSA, filtragdo em coluna de 13 de vidro, técnica do sedimento ou swim-
down, filtracdo em coluna de sefadex/filtro de troca idnica, separacdo por gradiente descontinuo de
Percoll e lavagem mediante centrifugacdo (COELHO et al., 2000). Particularmente os métodos de
separagao baseados em lavagens e centrifugacdes podem resultar, direta ou indiretamente, em danos
irreversiveis aos espermatozoides (CENTOLA et al., 1998), havendo, portanto, a preferéncia por técnicas
de separacdo baseadas na propria capacidade de migracdo espermatica para efeito de avaliacdo da
qualidade das amostras seminais.

Nesse contexto, o swim-up pode ser definido como um teste multifuncional que avalia a capacidade
espermatica em transpor diferentes barreiras fluidas, semelhante ao processo que ocorre durante o
transporte espermatico no trato reprodutor feminino, representando uma alternativa valiosa no acesso a
fertilidade do sémen bovino congelado.

O swim-up mimetiza laboratorialmente o processo de selecdo espermatica que ocorre naturalmente na
jungdo utero-tubarica do aparelho reprodutor feminino, avaliando o niumero de espermatozoides presentes
em uma amostra que se encontram aptos ao processo de fertilizagdo (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005).

O numero de espermatozoides recuperados ao swim-up apresenta uma alta correlagdo com a quantidade
de células viaveis presentes em uma amostra seminal (PARRISH & FOOTE, 1987), sendo reportadas
correlagdes significativas entre a quantidade de espermatozodides separados pela técnica (concentragio e
concentracdo de espermatozoides moveis) com os resultados ao teste de ligagdo a zona pelucida e com a
taxa de formagdo de blastocistos na fertilizagdo in vitro (ZHANG et al., 1999). Todos os pardmetros
gerados a partir da técnica de swim-up correlacionam-se positivamente com a taxa de ndo retorno ao cio
das fémeas bovinas, destacando-se o numero de espermatozdides normais (p<0,01), concentragdo
espermatica recuperada e motilidade total (p<0,02) e nimero de células exibindo movimento progressivo
pos swim-up (p<0,05), segundo Phillips et al., (2004)".

No entanto, parametros como numero de espermatozodides recuperados e integridade de membrana
plasmatica apds swim-up sofrem influéncia significativa da concentragdo de células espermaticas
originalmente presentes nas amostras seminais submetidas ao teste (CRESPILHO, 2007), condi¢ao que
pode determinar uma baixa sensibilidade as avaliagdes.

3.4 - Integridade de Membrana Plasmdtica (IMP)

A porcentagem de espermatozoides viaveis em uma amostra seminal pode ser definida pelo niumero de
células que exibem estabilidade e integridade de membrana plasmatica (GRAHAM, 2001; MARTINEZ-
RODRIGUEZ, 2005). A IMP ¢ um pré-requisito para que ocorram os eventos fisiologicos relacionados
ao processo de fertilizagdo, que incluem a capacitagdo espermatica, ligagdo a zona pelucida, reagdo
acrossomal e fusdo dos gametas (PAPA et al., 2000).

No entanto os diversos dominios de membrana dos espermatozoides mostram-se altamente vulneraveis a
criopreservagdo, observando-se freqiientemente a queda significativa da viabilidade espermatica em
funcdo do processamento. Em virtude das caracteristicas intrinsecas aos espermatozoides, desprovidos de
atividade biossintética, reparadora, de crescimento e divisdo (YOSHIDA, 2000), observa-se uma grande
vulnerabilidade celular ao processo de congelagdo/decongelacdo, resultando, particularmente, na ruptura e
desestabilizagdo das membranas durante a criopreservacao.
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A classificagdo comumente utilizada que agrupa os diferentes touros em “bons” ou “maus congeladores”
se relaciona a caracteristicas individuais da estrutura das membranas espermaticas, as quais podem ser
determinadas por fatores genéticos, predispondo a resisténcia ao processo de criopreservagao
(STORNELLI et al., 2005).

Varios testes tém sido empregados para a determinagdo da IMP, como as coloragdes supra-vitais
incluindo Tripan-Blue-Giensa e Eosina-Nigrosina, testes hiposmoticos e mais recentemente o uso das
sondas fluorescentes que atuam através de reagdes com enzimas citoplasmaticas ou de ligacdo com o
DNA espermatico (ARRUDA et al., 2004; BRITO et al., 2003 ; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005).

As preparagdes empregando a combinagdo de sondas fluorescentes ou fluorocromos, avaliadas através de
microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo, destacam-se como as mais estudadas e utilizadas na
determinagdo da IMP dos espermatozodides, gerando dados quantitativos sobre a permeabilidade relativa
das membranas, conferindo especificidade na descriminacdo entre células funcionais e afuncionais
(GARNER et al., 1988; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003). As principais sondas utilizadas para
determinacdo da viabilidade espermatica representam o iodeto de propideo (PI), SYBR-14, Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA), Hoeschst 33258 (H258) e 33342 (H342), ¢ a Concanavalina A (Conc A)
associada ao isotiocionato de fluoresceina (ARRUDA et al., 2004; HARRISON & VICKERS, 1990).

Embora existam relatos indicando grande variabilidade entre a correlagdo dos indices de fertilidade com a
integridade de membrana plasmatica do sémen bovino congelado (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003),
diversos trabalhos sinalizam para efetividade da técnica como ferramenta de analise das amostras
seminais.

Tartaglione & Ritta (2004) associando os valores obtidos para a IMP determinada por coloragdes supra-
vitais e teste hiposmotico conseguiram explicar 82,4% das variagdes encontradas nas taxas de fertilizacdo
in vitro. A utilizagdo de sondas fluorescentes para o acesso a IMP determinou que o numero de
espermatozoides viaveis presentes em amostras de sémen bovino congelado correlaciona-se
positivamente com fertilidade (r = 0,68), representando a variavel de maior impacto isolado na predigdo
da fertilidade seminal (JANUSKAUSKAS et al., 2003).

3.5 - Ensaios de Capacitacio Espermadtica e Reacdo Acrossomal

Essencialmente o acrossomo representa uma estrutura secretdria, sendo responsavel pelo inicio das
reagdes fisico-quimicas que resultam na fertilizagdo (FAWCETT, 1970). Previamente a reagdo
acrossomal, os espermatozoides mamiferos sofrem um processo de capacitagdo envolvendo uma série de
alteragdes de membrana que conferem habilidade de fertilizagdo as células espermaticas (CORMIER et
al., 1997). Nesse sentido, ambos processos, capacitacdo espermatica e reagdo acrossomal, eventos
paralelos e complementares, representam fendmenos essenciais que conferem aos espermatozdides a
capacidade de penetragdo no ovocito.

A congelagdo e descongelagdo provocam alteragdes mecanicas na membrana plasmatica que induzem a
capacitagdo parcial ou completa das células espermaticas (CORMIER et al., 1997), abreviando o tempo
de sobrevivéncia desses gametas (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003). Nesse sentido, 0 uso de corantes
fluorescentes como Merocianina-540 ou Clortetraciclina tém sido utilizados no sentido de monitorar o
grau de capacitacdo espermatica e sua associagdo com a fertilidade do sémen bovino congelado
(GRAHAM & MOCE, 2005).

Cerca de 30% dos espermatozoides bovinos pds-descongelacdo apresentam alteragdes compativeis com
capacitagdo (GIL et al., 2000) sendo observada uma correlagdo positiva entre porcentagem de
espermatozoides ndo capacitados e taxa de ndo retorno ao cio pos-IA (THUNDATHIL et al., 1999).

As membranas acrossomais sdo “pré-programadas” para sofrerem a fusdo natural que resulta na reacdo
acrossomal, caracteristica que determina uma maior sensibilidade aos processos de refrigeragdo e
congelacdo em relagdo aos outros dominios de membrana dos espermatozdides (GRAHAM, 2001). Nesse
sentido, a integridade do acrossomo e a capacidade das células espermaticas em reagir in vitro a
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estimulagdo para reagdo acrossomal podem ser utilizadas para fins prognosticos no acesso a qualidade das
amostras congeladas.

Para a determinagdo da integridade do acrossomo tem-se popularizado a combinagdo de sondas
fluorescentes como o isotiocionato de fluoresceina (FITC) associado a aglutininas como a do Ricinus
communis (RCA) e Psium sativum (PSA) que apresentam especificidade de ligacdo a glicoproteinas da
membrana acrossomal (ARRUDA et al., 2004), permitindo, dessa forma, a visualizagdo das estruturas sob
microscopia de fluorescéncia. Ja a indugdo de reacdo do acrossomo pode ser avaliada in vitro através da
incubagdo com glicosaminoglicanos (heparina), calcio ionoforo (Hoescht A23187) ou solubilizado de
proteinas de zona pelicida (GIL et al.,2000; MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2000) sendo descritas
correlagdes significativas (r=0.60) entre a responsividade a reago e as taxas de ndo retorno ao cio animal
(JANUSKAUSKAS et al., 2000).

3.6 - Avaliacio da Cromatina Espermdtica

A concepgdo em programas de [A depende, entre outros fatores, da habilidade da cromatina espermatica
previamente condensada em se descondensar e formar o pronticleo masculino durante a interagdo com o
ovocito (MADRID-BURY et al.,, 2005). O aumento da susceptibilidade a desnaturagdo denota a
heterogeneidade da estrutura da cromatina, relacionando-se a distirbios da espermatogénese e
teratozoospermia (HALLAP, 2005; PESH & BERGMANN, 2006).

Como o desenvolvimento embrionario inicial depende da integridade do DNA espermatico que o compde
(MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005), o acesso a estabilidade do material genético dos espermatozoides
pode proporcionar informagdes adicionais sobre a qualidade das amostras seminais (HALLAP, 2005).

A avaliagdo estrutural da cromatina espermatica tem sido realizada, entre outros métodos, com o uso da
acridina laranja, um corante que se intercala a dupla fita de DNA e fluoresce em verde quando esta
apresenta-se integra; todavia quando associada a uma por¢ao desnaturada da fita de DNA ou ao RNA, a
acridina emite fluorescéncia laranja , permitindo a quantificagdo de desnaturacdo do DNA das células de
uma amostra (ARRUDA et al., 2004).

Bochenek et al., (2001) demonstraram que ocorre de 1,2 a 3% de danos na cromatina em sémen
congelado com alta fertilidade e uma correlagdo negativa entre os danos na cromatina ¢ a fertilidade (r
=-0.50). Sao descritas correlacdes outras significativas, porém variaveis (r = 0,33 a 0,94), entre o grau de
desnaturagdo do DNA com os indices de fertilidade de amostras de s€émen bovino congelado utilizadas
em programas de IA (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005).

3.7 - Avaliagdo da Fung¢dao Mitocondrial

Cerca de 100 mitocondrias encontram-se dispostas helicoidalmente a peca intermediaria de cada
espermatozoide (HALLAP, 2005), apresentando como fungdo principal a produgdo do ATP celular,
matriz energética para os batimentos flagelares. Em virtude do seu papel bioldgico, a integridade e
funcionalidade das mitocondrias espermaticas relacionam-se positivamente com motilidade
(MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2005) e viabilidade dos espermatozoides (JANUSKAUSKAS &
ZILINSKAS, 2002), embora a correlagao com fertilidade in vivo se apresente variavel (HALLAP, 2005).

Atualmente a fungdo mitocondrial pode ser avaliada sob microscopia de fluorescéncia através de sondas
como Rodamina 123, Mito Tracker Green FM e Mito Tracker Reed que permitem a identificacdo de
mitocondrias em células vivas (ARRUDA et al., 2004). Outra possibilidade corresponde a utilizagdo da
sonda JC-1 que permite a identificagdo de diferentes sub-populagdes espermaticas exibindo alta ou baixa
funcionalidade mitocondrial (GRAHAM, 2001).

3.8 - Andlise Seminal Multiparamétrica

A combinagao de varios parametros de qualidade do sémen bovino pds-descongelagdo, avaliados através
de baterias de testes especificos, podem explicar de maneira mais fidedigna as possiveis diferengas de
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fertilidade observadas entre touros em relacdo a qualquer avaliagdo espermatica tomada isoladamente
(HALLAP et al., 2004). A observacdo de um unico atributo espermatico ndo permite mensurar
adequadamente o potencial de fertilidade de uma amostra seminal, que depende, sobretudo, da
funcionalidade de diversos componentes da célula esperméatica (BRAUNDMEIER & MILLER, 2001). As
amostras de sémen devem ser submetidas in vitro a testes funcionais capazes de distinguir a habilidade
dos espermatozoides em superar etapas especificas relacionadas ao processo de fertilizacdo e ativando o
desenvolvimento embrionario inicial (MARTINEZ-RODRIGUEZ, 2003).

A associag@o de varias sondas fluorescentes possibilita a avaliagdo simultanea de diversos parametros
celulares (ARRUDA et al., 2004), permitindo a identificacdo de diferentes categorias espermaticas dentro
de uma mesma amostra seminal, o que garante maior acuracia as avaliagdes. Segundo Graham (2001) a
associagdo dos parametros motilidade espermatica e numero de células viaveis (apresentando integridade
de membrana plasmatica e acrossomal) determinam correlagdes proximas a 80% com os indices de
fertilidade in vivo.

Phillips et al. (2004)* agrupando os valores de IMP (p6s-descongelagdo e apds o teste de swim-up) aos
indices de clivagem obtidos na FIV, obtiveram, baseados em calculos de regressdo, a melhor equagéo
preditiva para taxa de concep¢do de vacas inseminadas, explicando em 70% dos casos a variagdo
encontrada nos indices de fertilidade. Zhang et al. (1999), associando 7 parametros espermaticos
diferentes observaram alta correlacdo entre o indice de fertilidade previsto para cada touro e as taxas de
nao retorno ao cio (r = 0,944), indicando que a avaliagdo espermatica multiparamétrica proporciona maior
relacdo com os indices de fertilidade animal.

3.9 - Avaliacdo por citometria de fluxo

Uma série de caracteristicas da célula espermatica como integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, viabilidade e fungdo celular podem ser avaliadas pela citometria de fluxo. Esta técnica
possibilita a contagem, classificacdo e isolamento das células espermaticas que, apds serem marcadas
com um corante fluorescente especifico, sdo individualmente movidas através de um sistema detector
optico em fluxo laminar e entdo contadas.

A descoberta de uma variedade de fluocromos e compostos conjugados com sondas fluorescentes
tornaram possivel uma analise mais pormenorizada da qualidade do sémen em niveis bioquimicos, ultra-
estruturais e funcionais. A maior parte destes ensaios usando fluocromos tem sido desenvolvidos para a
utiliza¢do na microscopia de epifluorescencia. No entanto, apenas a analise microscépica de um pequeno
niumero de espermatozdides dentro de uma populagdo pode ser subjetiva e, geralmente ndo contempla
toda populacdo espermatica.

A adaptacdo destas avaliagdes para uso em citometro de fluxo com marcadores fluorescentes pode ser
uma forma rigorosa e rapida para avaliar diferentes atributos de uma amostra seminal em grande escala
(GILLIAN et al., 2004), permitindo, dessa forma, a avaliagdo de multiplos parimetros espermaticos
simultaneamente.

A citometria de fluxo ¢ hoje utilizada para avaliar diferentes caracteristicas da célula espermatica, tais
como: estrutura da cromatina (LOVE, 2005), viabilidade espermatica (GARNER et al., 1994; GARNER
& JOHNSON, 1995; FERRARA et al., 1997), funcdo mitocondrial (GRAHAM et al., 1990), status
acrossomal (GRAHAM et al., 1990), indice de apoptose (RICCI et al., 2002), entre outros fatores.

Novas técnicas associando diferentes sondas fluorescentes estdo constantemente sendo desenvolvidas
para aplicacdo em citometria de fluxo, permitindo uma avaliagdo mais fiel do potencial de fertilidade dos
espermatozoides bovinos (GILLIAN et al., 2004).

4.0 - Conclusoes

Os meios diluidores, e especialmente, seus constituintes especificos, exercem influéncia significativa
sobre os padrdes de movimento, viabilidade espermatica e fertilidade do sémen bovino pos-
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descongelagdo, representando, muitas vezes, um dos principais fatores para obtencao de altos indices de
fertilidade nos programas de IATF. No entanto, os processos de congelacdo e descongelacdo,
independente do meio diluidor utilizado, invariavelmente resultam em danos irreversiveis aos
espermatozoides, justificando a necessidade de avaliacdo laboratorial de qualquer partida seminal
previamente a sua utilizagao.

Como os espermatozodides representam células complexas que dependem da funcionalidade de multiplos
atributos para exercerem seu papel natural na reproducdo, ocorrem falhas nos métodos tradicionais de
avaliagdo, observando-se, geralmente, correlagdes baixas ou variaveis entre os padrdes de qualidade das
amostras seminais ¢ os indices de fertilidade alcancados nos programas de IA em bovinos. Estudos
demonstrando correlagcdes entre os pardmetros espermaticos tomados isoladamente e os indices de
fertilidade animal geralmente ndo apresentam repetibilidade e, portanto, sua utilidade torna-se duvidosa.
A combinagdo dos resultados de varios métodos de avaliacdo seminal tem agregado maior valor
prognostico aos testes conduzidos in vitro, indicando claros avangos no tocante ao controle da grande
fonte de variacdo dos programas de reprodugdo animal, representada pela qualidade das amostras
seminais.

No entanto, uma predicao laboratorial para os indices de concepgdo observados a campo representa uma
barreira de dificil transposi¢do, envolvendo diversos fatores inerentes ao reprodutor (gendtipo, idade,
ambiente, sazonalidade), as fémeas bovinas (deteccdo de cio, protocolo de sincronizagdo de estro,
condi¢do corporal, inseminador) e aos laboratdrios envolvidos no processo, havendo a necessidade da
padronizacao das técnicas e tecnologias a fim de conferir objetividade, repetibilidade e acuracia as
avaliagdes do s€émen bovino congelado.
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Introduccion

La situacion econdmica mundial requiere de practicas de manejo eficaces para mejorar la rentabilidad de
los establecimientos de produccion de leche. Aunque los sistemas de manejo de los rodeos lecheros
comerciales difieren en distintas partes del mundo, el objetivo reproductivo principal es prefiar a las vacas
lecheras lo mas rapido posible después del parto (Lucy et al., 2004). Sin embargo, el desempeiio
reproductivo ha disminuido progresivamente, debido principalmente a la disminucion de la fertilidad de
las vacas de leche (Lucy, 2001, Wiltbank et al., 2006) y a la deteccion ineficiente de los celos en la
mayoria de los sistemas de manejo (Lucy et al., 2004, Wiltbank et al., 2006). En el manejo lechero actual,
se considera que el concepto de la tasa de prefiez cada 21 dias es un indice confiable del desempeiio
reproductivo general porque indica la cantidad de vacas prefiadas en cada periodo de 21 dias, lo que
permite cambios y mejoras rapidas (Leblanc, 2005). Brevemente, la tasa de prefiez en 21 dias se obtiene
al multiplicar la cantidad de vacas detectadas en celo y enviadas a servicio en 21 dias (es decir, la
cantidad de vacas inseminadas/la cantidad de vacas elegibles para ser inseminadas en el rodeo) por la tasa
de concepcion (es decir, la cantidad de vacas prefiadas/la cantidad de vacas inseminadas). Por lo tanto, si
la cantidad de vacas detectadas en celo y enviadas a servicio es del 70% y la tasa de concepcion es del
50%, la tasa de prefiez en 21 dias es del 35%. Por el contrario, si la cantidad de vacas detectadas en celo y
enviadas a servicio es solo del 40% y la tasa de concepcion es del 50%, la tasa de prefiez en 21 dias es
solo del 20%. Entre los afios 2001 y 2003, la tasa promedio de prefiez en 21 dias en 257 rodeos lecheros
de Argentina, que incluian a 70.000 vacas de leche, fue de entre el 15 y el 16% (Capitaine Funes et al.,
2003). La cantidad de vacas detectadas en celo y enviadas a servicio fue del 45% y la tasa de concepcion
fue de entre el 36 y el 37% para estos rodeos. Estos resultados no difirieron significativamente del
desempefio reproductivo que otros autores reportaron en los Estados Unidos y en Canada (Eiker et al.,
2000; Leblanc, 2005). Por lo tanto, un sistema eficaz para inseminar vacas en un periodo corto es muy
importante para prefar a las vacas lo mas rapido posible después del parto. Una de las alternativas mas
utiles para incrementar la cantidad de vacas inseminadas en un periodo corto es la utilizacion de
protocolos que sincronizan la ovulacién y permiten la inseminaciéon sistematica sin la necesidad de
detectar celo, generalmente denominados protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF).
Ademas, el desarrollo de protocolos para las vacas en anestro posparto permitira la inseminacion de una
poblacion de animales significativamente mayor. El propoésito de este trabajo es presentar datos de
estudios en los que se aplicaron métodos actuales de manipulacion de ondas foliculares y ovulacion por
IATF sistematica en rodeos lecheros, prestando especial atencion a los que se aplican actualmente en
rodeos lecheros pastoriles en América del Sur.

Sincronizacion de celo y ovulacion
Prostaglandina F2a

La prostaglandina F2a (PGF) ha sido el tratamiento comunmente utilizado para la sincronizacion del celo
en bovinos (revisado por Odde, 1990). Los primeros estudios mostraron que la madurez del cuerpo luteo
(CL) en el momento del tratamiento con PGF influenciaba la respuesta luteolitica y que la PGF no inducia
la lutedlisis de manera efectiva durante los primeros 5 a 6 d después del celo (Momont y Seguin, 1984).
Ademas, en los bovinos en los que la lutedlisis no se producia, el comienzo del celo se distribuia por un
periodo de 6 dias (Macmillan y Henderson, 1984). Los estudios en los que se utiliza la ecografia en
tiempo real revelaron que el intervalo desde el tratamiento con PGF hasta la manifestacion del celo y la
ovulacion estd determinado por la fase de desarrollo del foliculo dominante en el momento del
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tratamiento (Kastelic y Ginther, 1991) Si se administra PGF cuando el foliculo dominante de una onda se
encuentra en la tltima fase de crecimiento o en la primera fase estatica, la ovulacion se producira entre 3
y 4 d. Por otro lado, el tratamiento con PGF administrado cuando el foliculo dominante se encuentra en la
fase estatica media a tardia (es decir, cuando ya no es viable), producira la ovulacion del foliculo
dominante de la proxima onda folicular entre 5 y 7 d mas tarde (Kastelic y Ginther, 1991). Este intervalo
refleja el tiempo necesario para que el foliculo dominante de la onda nueva crezca y se desarrolle con un
tamafio preovulatorio y afirma que la deteccion eficaz del celo es esencial para lograr altas tasas de prefiez
en programas de IA. La combinacion de la tasa de celo baja y variable y la alta incidencia del anestro,
comun en animales en pastoreo, explica la amplia variabilidad en la tasa de celo y en las tasas de prefiez
después de los tratamientos con PGF. Por lo tanto, se deben desarrollar tratamientos que controlen el
desarrollo folicular y luteal para obtener tasas de prefiez altas sin la necesidad de deteccion de celo.
Ademas, los protocolos de tratamiento deberian poder inducir el celo y la ovulacién en animales en
anestro.

Protocolos con GnRH

Los protocolos de tratamiento con GnRH han sido utilizado en gran medida durante los ultimos afios para
la IATF de bovinos de carne y leche en los Estados Unidos (Pursley et al., 1995, 1997; Geary et al.,
2001). Estos protocolos de tratamiento consisten de una inyeccion de GnRH seguida de PGF 7 d mas
tarde y una segunda inyeccion de GnRH 48 h después del tratamiento con PGF. En los protocolos Co-
Synch, las vacas son inseminadas a tiempo fijo al momento de la segunda GnRH (Geary et al., 2001),
mientras que en los protocolos Ovsynch, las vacas son inseminadas a tiempo fijo 16 h después de la
segunda GnRH (Pursley et al., 1995). Varios reportes demostraron que los protocolos Ovsynch producen
tasas de prefiez similares a las que se obtienen en las vacas que fueron sincronizadas con PGF e
inseminadas 12 h después de detectado el celo (Burke et al., 1996, De la Sota, 1998, Pursley et al., 1995,
1997, Stevenson et al., 1999, Thatcher et al., 2001, 2006). Por lo tanto, esta técnica se utiliza en gran
medida para inseminar vacas de leche (Caravielo et al., 2006).

La utilizacion del protocolo Ovsynch no tuvo €xito para sincronizar las vacas en anestro posparto. Este
protocolo induce aparentemente la ovulacion en un alto porcentaje de vacas de leche en anestro, pero
algunas de estas vacas tienen una fase luteal posterior mas reducida (Gumen et al., 2003), lo que produce
tasas de concepcion menores que en las vacas ciclicas (Moreira et al., 2001). De esta manera, si bien el
Ovsynch puede inducir la ovulacidon en vacas no ciclicas, la reduccion en las tasas de concepcion de estas
vacas sigue siendo probable. En los tltimos afios, varios grupos de los Estados Unidos han combinado la
utilizacién de un dispositivo de liberacién de progesterona con el protocolo Ovsynch en vacas de leche no
ciclicas. En este protocolo, las vacas tienen el dispositivo de liberacion de progesterona colocado en la
vagina en el momento en que se coloca la primera inyeccion de GnRH del protocolo Ovsynch y el
dispositivo se retira durante el tratamiento con PGF. A pesar de que un experimento inicial reveld una
mejora significativa en las tasas de prefiez (55,2% vs 34,7%; n=182) para las vacas tratadas o no tratadas
con dispositivos de liberacion de progesterona en el momento de la primera GnRH; (Pursley et al., 2001),
una revision reciente demostré (Stevenson et al., 2006) que los resultados varian sorprendentemente, pero
en general las diferencias rondan en el entre el 6 al 8%.

Tratamiento Pre-Synch Ovsynch

Se ha demostrado recientemente que la fase del ciclo estral en el momento en el que se administra la
GnRH afecta los resultados del programa Ovsynch (Vasconcelos et al., 1999). Si se administra GnRH
durante la primera fase de crecimiento del foliculo dominante, es posible que no se produzca la ovulacion
en respuesta a liberacion de LH, en cuyo caso, no se sincronizara la emergencia de la onda folicular.
Moreira et al. (2001) sugirieron que los bovinos responderan de manera mas consistente a los protocolos
con GnRH si éstos se inician entre los Dias 5 y 12 del ciclo; esto se puede lograr con la presincronizacion
antes de la primera inyeccion de GnRH. Se ha demostrado que la presincronizacion con una o con dos
dosis de PGF (con una diferencia de 14 dias) mejora las tasas de prefiez en los protocolos de IATF con
GnRH. Sin embargo, es poco probable que los tratamientos con PGF mejoren la reproduccion en vacas de
leche no ciclicas, lo cual parece ser el caso segin estudios previos (Moreira et al., 2001). Ademas, con
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este tratamiento no pudimos mejorar las tasas de prefiez en las vacas de leche en lactancia en un sistema
pastoril, al mismo nivel que cuando se le agrego al Ovsynch la insercion de un dispositivo de liberacion
de progesterona entre los Dias 0 y 7 (Veneranda et al., 2008).

Dispositivos de liberacion de progesterona

Existen diferentes dispositivos intravaginales comercialmente disponibles y estan impregnados con
diferentes cantidades de progesterona. Se disefid un experimento para caracterizar los perfiles de
liberacion de progesterona en plasma de cuatro dispositivos (Rogan et al., 2007). Se utilizaron vacas
Holstein ciclicas y en lactancia, que recibieron dos inyecciones de PGF (150 pg D (+) cloprostenol,
Bioprost-D, Biotay S.A., Argentina) con 14 d de intervalo y fueron asignadas de manera aleatoria a uno
de los cuatro grupos y se les aplicaron dispositivos intravaginales de la siguiente manera: Cue-Mate (1,56
g de progesterona; Bioniche Animal Health Canada Inc; n=10), DIB (1 g de progesterona; Syntex SA,
Argentina; n=10), CIDR con 1,9 g de progesterona (Pfizer Salud Animal S.A., Argentina; n=10), o CIDR
con 1,38 g de progesterona (Pfizer Animal Health, USA; n=10). Todos los dispositivos se colocaron 24 h
después de la segunda PGF y se dejaron por 31 dias. Se obtuvieron muestras de sangre para el analisis de
progesterona en intervalos de 6 h durante las primeras 24 h, luego todos los dias durante una semana y
cada 2 dias por 25 dias mas. Se observé a las vacas dos veces por dia para confirmar que no se hubieran
salido los dispositivos vaginales. Las vacas no mostraron evidencia de molestia con ninguno de los
dispositivos vaginales y no hubo diferencias en las pérdidas. Tampoco hubo diferencias en los picos de
las concentraciones de progesterona (ng/ml) entre los grupos (Cue-Mate: 5,0+1,1; DIB: 3.9+0.6, 1,9 g
CIDR: 4,6+0,6; 1,38 g CIDR 3,7+0,4; P=0,51). Las concentraciones medias (+EE) de progesterona en el
periodo de insercion de 31 dias difirieron entre 1,9 g CIDR (1,8+0,2 ng/ml) y DIB (1,5+0,1 ng/ml,
P<0,006). Con Cue-Mate (1,5+0,2 ng/ml) y 1,38 g CIDR (1,6+0,1 ng/ml) fueron intermedias y no
difirieron entre si. Cuando se evaluaron los datos desde la insercion hasta el Dia 7, las concentraciones de
progesterona en plasma no difirieron entre los grupos. Sin embargo, las concentraciones de progesterona
desde la insercion hasta el Dia 21 fueron mayores (P<0,03) en las vacas con 1,9 g CIDR (2,1+0,1 ng/ml)
que en las vacas con DIB (1,6+0,1 ng/ml) o 1,38 g CIDR (1,6+0,1 ng/ml), con Cue-Mate (1,7+0,1 ng/ml)
intermedio y no diferente (Figura 1). Se arrib6 a la conclusion de que los perfiles de progesterona en las
vacas Holstein en lactancia no presentaron diferencias entre los diferentes dispositivos de liberacion de
progesterona. Sin embargo, el tratamiento con DIB o 1,38 g de CIDR resultd en perfiles menores de
concentraciones de progesterona en plasma durante 21 d lo que indica que los dispositivos que poseen
mayor cantidad de progesterona liberaron progesterona por un periodo mas prolongado que los
dispositivos con menor cantidad de progesterona.

Progesterona en plasma (ng/mL)
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Figura 1. Concentraciones de plasma en vacas Holstein en lactancia tratadas con Cue-Mate (1,56 g de
progesterona; n=9), CIDR con 1,9 g de progesterona (n=7), CIDR con 1,38 g de progesterona (n=9) o
DIB (1 g de progesterona, n=10) durante 21 d en vacas lecheras en lactancia en las que se habia inducido
la regresion luteal con PGF. Las concentraciones de progesterona en plasma no difirieron en las vacas
tratadas con un dispositivo CIDR con 1,9 g de progesterona y a las que se les aplicé Cue-Mate (P>0,25).
Sin embargo, las concentraciones de progesterona en plasma en las vacas tratadas con CIDR con 1,9 g de
progesterona fueron superiores a las de las vacas tratadas con DIB (P<0,03) o CIDR con 1,38 g de
progesterona (P<0,03).
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Se han utilizado cada vez mas tratamientos con estradiol y progesterona durante los ultimos afios en
programas de sincronizacion de celo en ganado bovino de carne y leche (B6 et al., 2002a, 2002b, 2002c,
2003, 2007; Cavalieri et al., 2006, Macmillan and Peterson 1993, Macmillan and Burque 1996, Martinez
et al., 2002). Los tratamientos consisten en la insercion de un dispositivo de liberacion de progesterona y
en la administracion de estradiol el Dia 0 (para sincronizar la emergencia de la onda folicular y evitar el
desarrollo de foliculos persistentes), PGF al momento de la remocion del dispositivo los Dias 7 u 8 (para
asegurar la lutedlisis) y la subsiguiente aplicacion de una dosis menor de estradiol 24 h mas tarde o
GnRH/LH 48 a 54 h mas tarde para sincronizar la ovulacion. Los productores de leche de todo el mundo
utilizaron estos protocolos y obtuvieron tasas entre 35 y 55%. Las tasas de prefiez estuvieron
principalmente influenciadas por el escore de condicion corporal, los dias en lactancia de los animales
sincronizados y la produccion de leche de las vacas (B6 et al., 2006, Cavalieri et al., 2006, Lucy et al.,
2004).

Tratamientos con dispositivos de liberacion de progesterona, estradiol y eCG.

Bajo condiciones normales, una vaca posee el potencial de ovular poco tiempo después del parto
(Wiltbank et al., 2002). Sin embargo, el ganado bovino lechero bajo condiciones de pastoreo con
frecuencia posee una alta incidencia de anestro posparto que extiende el intervalo desde el parto hasta la
concepcion y como consecuencia, afecta de manera negativa su desempefio reproductivo (Cavalieri et al.,
2006, Lucy et al., 2004). La utilizacion de 400 Ul de eCG al momento de retirar el dispositivo de
liberacion de progesterona dio como resultado un aumento en la concentracion de progesterona en plasma
y en las tasas de prefiez en vacas amamantadas tratadas durante el anestro posparto (Baruselli et al., 2004;
Bo et al., 2007). Desarrollamos la hipotesis de que el tratamiento con eCG puede resultar util para
aumentar las tasas de prefiez dado que la IATF mejora la eficiencia reproductiva en los rodeos lecheros
pastoriles.

Se disenaron tres experimentos para evaluar los efectos de diferentes tratamientos para sincronizar la
ovulacion en las tasas de prefiez después de la IATF en vacas lecheras en lactancia (Veneranda et al,
2006). En el Experimento 1, se utilizaron 40 vacas Holstein con 57,8 + 1,5 d de posparto (rango, 47 a 82
d), con una produccion de leche de 30,2 + 0,8 kg por d (rango, 14,0 a 40,7 L) y un escore de condicion
corporal (BCS) de 2,8 £ 0,0 (rango, 2,5 a 3,5; escala de 1 a 5) y lactancias de 2,5 = 0,2 (rango, 1 a 7). Las
vacas se alimentaban de alfalfa y recibian un complemento de raciones balanceadas con el 13% de
proteina bruta (320 g/L de leche), mas ensilaje de maiz (20 kg/vaca). Las vacas se agruparon por dias
posparto y fueron asignadas de manera aleatoria a 1 de los 4 grupos de tratamiento. A las vacas en los
grupos de tratamiento con progesterona y estradiol (P4+EB) se les aplico un dispositivo intravaginal de
liberacion de progesterona (1 g P4, DIB, Syntex, Argentina) y 2 mg de benzoato de estradiol (EB) i.m. el
Dia 0. El dia 8 se retiraron los dispositivos de progesterona y se les aplico PGF (150 pg D (+)
cloprostenol, Ciclase, Syntex) y se las subdividié para administrarles 400 Ul eCG (Novormon 5000,
Syntex) i.m., o no recibieron ningln otro tratamiento en ese momento. El Dia 9, a todas las vacas se les
aplico 1 mg de EB y se les realizo la IATF 36 h mas tarde (60 h después de la remocion del dispositivo).
El Dia 0, a las vacas de los grupos P4-Synch se les coloco un DIB y 50 pg de GnRH (Lecirelina,
Gonasyn, Syntex) i.m. El Dia 7, se retiraron los dispositivos; se les aplico PGF y se las dividi6 para
aplicarles 400 UI eCG i.m. o no recibieron ningln otro tratamiento. El Dia 9, todas las vacas recibieron
un segundo tratamiento con GnRH y se les realiz6 la IATF 16 h mas tarde (60 h después de la remocion
del dispositivo). Desde el Dia 0 al Dia 9, se examinaron todas las vacas a diario con ultrsonografia para
determinar el momento de emergencia de la onda folicular y cada 6 h a partir del Dia 9 para determinar el
momento de la ovulacion. No existieron diferencias entre los grupos de tratamientos en cuanto a la
cantidad de vacas que comenzaron una onda folicular nueva (P>0.12). Sin embargo, si se compara con las
vacas tratadas con GnRH (P<0,01, Tabla 1), la emergencia de la onda folicular se demord en las que
fueron tratadas con EB.
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Tabla 1. Tiempo de emergencia de la onda folicular en vacas lecheras en lactancia tratadas con
dispositivos de liberacion de progesterona y 2 mg EB 6 50 pg de Lecirelin (GnRH) el Dia 0.

Vacas con una onda Emergencia de la onda Rango (dias)
folicular nueva folicular (dia)
EB 15/20 (75,0%) 38+0,2° 3a6
GnRH 18/20 (90,0%) 1,6+0,2° lad

* Las medias difieren significativamente (P<0,01).

En la Tabla 2, se muestra la cantidad de vacas que ovularon, el tiempo de ovulacion y las caracteristicas
del foliculo ovulatorio. El tratamiento (GnRH vs EB, P=0,55), eCG (P=0,22) o su interaccion (P=0,24) no
tuvieron efecto sobre el didmetro del foliculo dominante en el momento de la remocion del dispositivo de
liberacion de progesterona. El tratamiento (GnRH vs EB, P=0,41), eCG (P=0,26) o su interaccion
(P=0,33) tampoco tuvieron un efecto significativo sobre el diametro del foliculo ovulatorio. Unicamente
existié una tendencia a un intervalo mas largo hasta la ovulacion en las vacas tratadas con GnRH
(P<0,09); pero el tiempo de ovulacion no estuvo influenciado por eCG (P=0,84) ni por la interaccion EB
vs GnRH y eCG (P=0,45; Tabla 2).

Tabla 2. Tiempo de ovulacion y caracteristicas del foliculo ovulatorio en vacas lecheras en lactancia
tratadas con un dispositivo de liberacion de progesterona y EB 6 50 pg de Lecirelina (GnRH) al momento
de la insercion del dispositivo y luego de la remociéon del mismo, con o sin la adicion de eCG al momento
de la remocion del dispositivo.

Diam. del fol. Didm. del Crecimiento
Intervalo desde la al momento ) del fol. desde
S, . .. .y fol. al -
Efectos Vacas que | remocion del dispositivo | de remocion la remocidén
e - momento de . .\
principales | ovularon hasta la ovulacion del .. | del dispositivo
. .\ la ovulacion
(h) dispositivo hasta la
(mm) Sy
(mm) ovulacion
EB 1720 71,3+1,8° 12,6 £1,0 15,5+0,9 0,8+0,2
(85,0%) o — 1> oV — 1y o — Vs 0O =Yy
19/20 b
GnRH (95.0%) 752+ 1,6 13,1£0,5 15,6 £0,5 0,8+0,1
18/20
eCG (90,0%) 73,3+ 1,8 12,2+£0,5 15,0 £ 0,7 0,9 0,1
Sin eCG 18/20 73,3+ 1,8 13,5+ 1,0 16,2 £ 0,7 0,7+0,1
(90,0%) 9 - o 9 — Lo > — 9 - ’

* Jas medias tendieron a diferir (P<0,09).

Estos resultados fueron diferentes a los obtenidos en los bovinos de carne. La diferencia mas notoria es
que en los bovinos de carne, entre el 90 y el 100% de las vacas tratadas con EB presentaron una onda
folicular nueva, que emergio6 entre 2 y 5 d mas tarde (Moreno et al., 2001, B6 et al., 2002), pero en el
presente estudio solo el 75% de los animales tratados presentaron una onda folicular nueva durante el
periodo de tratamiento, lo que indica que estas vacas podrian tener menor fertilidad a la IATF debido a la
ovulacion de un foliculo persistente. En comparacion con los bovinos de carne, el motivo de la respuesta
inferior al tratamiento esta posiblemente relacionado con una tasa superior del metabolismo del estradiol
en las vacas en lactancia (Wiltbank et al., 2006).

En el presente experimento, eCG no aument6 el diametro del foliculo ovulatorio, segiin se reportd en
determinados experimentos realizados en bovinos de carne (Maraiia et al., 2006; Baruselli et al., 2004).
Sin embargo, otro experimento que se realizd recientemente en Brasil reveld que los tratamientos con
eCG producen niveles superiores de progesterona sérica en la fase luteal siguiente, lo que sugiere que
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eCG estimula el desarrollo de un CL mas competente. Esto, a su vez, puede producir un incremento en la
tasa de prefiez (Souza et al., 2006), segiin mostramos en el caso de los bovinos de carne (Baruselli et al.,
2004).

Aunque en este estudio en particular no se ha determinado la relacion que existe entre la produccion de
leche y la emergencia de la onda, un experimento reciente realizado en Brasil mostrd una correlacion
negativa significativa (r = -0,40; P<0,05) entre la produccion de leche y el intervalo hasta la emergencia
de la onda después del tratamiento con ODB (Souza et al., 2007b). Las vacas con mayor produccion de
leche (>35 kg/dia) poseen una emergencia mas temprana (P<0,05) de la onda folicular (3,5 £ 0,2 dias)
que las que poseen una produccion menor (<25 kg/dia; 4,6 = 0,3 dias). Las vacas que producen entre 25 y
35 kg/dia poseen un intervalo intermedio hasta la emergencia folicular (4,0 = 0,2) que no difirié de los
otros grupos. Estos datos sugieren que el nivel de produccion de leche afecta el tiempo de la emergencia
folicular en vacas Holstein en lactancia tratadas con EB. Se deben realizar estudios en el futuro para
evaluar la dosis de EB mas adecuada para las vacas que producen mas de 35 kg de leche por dia.

En el Experimento 2, se utilizaron 394 vacas Holstein que tenian 61,7 £ 13,6 d posparto (rango entre 35y
94 d), con una produccion de leche de 30,7 £ 6,8 kg por dia (rango entre 12,0 y 52,4 kg) y BCS entre 2,5
y 3,5 de 5. Las vacas se agruparon por dias de posparto y se asignaron de manera aleatoria a los mismos
cuatro grupos de tratamiento que en el Experimento 1. En este experimento, se obtuvieron muestras de
sangre entre los Dias —10 y 0 para determinar las concentraciones de progesterona en plasma; el 93 % de
las vacas tenian >1 mg/mL de progesterona en al menos una muestra, lo que indica una tasa elevada de
ciclicidad. Las vacas fueron examinadas mediante palpacion rectal 50 d después de la IATF para
determinar la condiciéon de prefiez y los datos se analizaron mediante regresion logistica. Las tasas de
prefiez no estuvieron afectadas por BCS, dias de posparto, ni por produccion de leche (P>0,5). Sin
embargo, hubo una interaccion con eCG (P<0,05) que se le atribuyd a una tasa de prefiez superior en el
grupo P4+EB+eCG (44/98; 44,9%) que en el grupo P4+EB (sin eCG; 30/100; 30,0%) y que en el grupo
P4-Synch+eCG (30/98; 30,6%); el grupo P4-Synch (sin eCG) presentd una tasa de prefiez intermedia que
no difiri6 de los otros grupos de tratamiento (37/98; 38,8%; Figura 2).
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Figura 2. Tasas de prefiez en vacas de leche en lactancia tratadas con dispositivos de liberacion de
progesterona y benzoato de estradiol (grupos P4+EB) o GnRH (grupos P4-Synch) con o sin la adicion de
400 UI eCG en el momento de remocion del dispositivo (ab P<0,05).

El Experimento 3 se disefid para comparar ain mas los dos grupos del Experimento 2 que presentaban
tasas de prefiez superiores. Por lo tanto, se trataron 200 vacas Holstein en lactancia del mismo
establecimiento con los protocolos P4+EB+eCG o P4-Synch (sin eCG) mediante la utilizacion de DIB o
CIDR en un disefio factorial 2 x 2. Al igual que en el Experimento 2, las vacas fueron examinadas
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mediante palpacion rectal 50 d después de la IATF para determinar la condicion de prefiez y los datos se
analizaron mediante regresion logistica. No se detectaron diferencias significativas (P=0,40) en las tasas
de prefiez entre las vacas tratadas con DIB (51/100; 51,0%) o CIDR (42/100; 42,0%). Sin embargo,
existi6 una diferencia numérica (P=0,18) (aunque no significativa) en las tasas de prefiez entre los grupos
P4+EB+eCG (52/100; 52,0%) y P4-Synch (sin eCG; 41/100; 41,0%) (Figura 3).
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Figura 3. Tasas de prefiez en vacas de leche en lactancia tratadas con dispositivos de liberacion de
progesterona y benzoato de estradiol y eCG (P4+EB+eCG) o GnRH (P4-Synch).

Dado que el tratamiento de presincronizacion mostrd una mejora en las tasas de prefiez de los protocolos
Ovysnch (Moreira et al., 2001), se disefié un cuarto experimento para comparar las tasas de prefiez en las
vacas tratadas con un programa de pre-synch con los tratamientos P4+EB+eCG y P4-Synch evaluados en
los estudios anteriores (Veneranda et al., 2008). Se utilizaron quinientas vacas del mismo establecimiento
que en los tres estudios anteriores. Las vacas tenian entre 30 y 51 d posparto (al momento de aplicar los
tratamientos con PGF en los grupos de pre-synch), una produccion de leche de 29,5 + 7,0 kg por dia
(rango de 13,0 hasta 46,0 kg) y BCS entre 2,5 y 3,5 de 5. Las vacas se agruparon por dias de posparto y se
asignaron a cinco grupos de tratamiento de manera aleatoria. A las vacas del grupo de Pre-Synch se les
aplico PGF 28 y 14 dias antes de la insercion de un dispositivo DIB y de la administracion de 50 pg de
Lecirelina (GnRH) i.m. (Dia 0). El Dia 7, se retiraron los DIB y se les aplico PGF. El Dia 9, todas las
vacas recibieron un segundo tratamiento con GnRH y se les realizd la IATF 16 h mas tarde (60 h después
de la remocion del dispositivo). Las vacas en el grupo Pre-Synch+P4 fueron tratadas de manera similar,
con la excepcion de que se les aplicé un DIB durante 7 d antes de la segunda inyeccion de PGF y no
recibieron DIB en el momento de la primera GnRH.

Las vacas del grupo P4-Synch recibieron el mismo tratamiento que las del grupo Pre-synch pero no se les
aplicaron las dos dosis de PGF 28 y 14 dias antes. Las vacas de los dos ultimos grupos recibieron un DIB
y 2 mg de EB el Dia 0. El Dia 8, se retiraron los DIB y se les aplico PGF y 400 UI eCG i.m. A las vacas
del grupo P4+EB+eCG+EB se les aplico 1 mg de EB el Dia 9 mientras que a las del grupo
P4+EB+eCG+GnRH se les aplico GnRH el Dia 10. Todas las vacas fueron inseminadas a tiempo fijo 60
h después de la remocion del dispositivo. Las vacas fueron examinadas mediante palpacion rectal 50 d
después de la IATF para determinar la condicion de prefiez y los datos se analizaron mediante regresion
logistica.
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Segun se muestra en la Figura 4, los dos grupos tratados con DIB, EB y eCG presentaron tasas de prefiez
mas elevadas y el grupo en el que se coloco el DIB antes del segundo PGF (Pre-Synch+P4) presento la
menor tasa de prefiez. Las tasas de prefiez en los otros grupos fueron intermedias y no se diferenciaron de
los extremos.
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Figura 4. Tasas de prefiez en vacas lecheras en lactancia tratadas con protocolos de IATF. Los
porcentajes “™ con letras no compartidas son significativamente diferentes (P<0,05).

Los resultados de estos experimentos sugieren que la incorporacion de eCG mejorara las tasas de prefiez
después de la IATF en vacas lecheras en lactancia. Cuando se consideran los tres experimentos juntos, las
tasas de prefiez fueron significativamente superiores (P<0,008) en las vacas tratadas con P4+EB+eCG
(145/298; 48,7%) que en las vacas tratadas con P4-Synch (117/298; 39,3%). Por el contrario, eCG no
mejoro las tasas de prefiez en las vacas a las que se les aplico GnRH en el momento de insercion del
dispositivo de liberacion de progesterona, lo que posiblemente se deba a las diferencias en la dindmica de
las ondas foliculares entre las vacas tratadas con EB y las tratadas con GnRH. Se deben realizar mas
estudios para investigar el intervalo mas adecuado entre la administracion de GnRH y el tratamiento con
eCG en vacas lecheras en lactancia. En estudios preliminares, el intervalo de 5 o 6 d entre GnRH y eCG
podria ser mas adecuado que el de 7 d para vacas lecheras en lactancia.

También se estudio el tratamiento de las vacas lecheras en lactancia con eCG junto con dispositivos de
liberacion de progesterona y EB en un sistema free stall en Brasil, en establecimientos de paricion
estacional en Argentina y mas recientemente en Nueva Zelanda. El objetivo del estudio realizado en
Brasil era evaluar los efectos del eCG y del cipionato de estradiol (ECP) en el pico de LH y en la tasa de
concepcion en vacas Holstein de alta produccion en las que se utilizan protocolos para IATF (Souza et al.,
2007a). Las vacas producian 36,2 + 0,4 kg/dia y tenian 151,6 £+ 3,5 dias en lactancia. Se utilizaron los
mismos tratamientos hormonales en 22 rodeos lecheros (Free-stall). El Dia 0, a todas las vacas se les
aplicoé 2 mg de ODB (Estrogin, Farmavet, Brasil) y un dispositivo de liberacién de progesterona (CIDR,
Pfizer Animal Health, Brasil). El Dia 8, se retiré el CIDR y a todos los animales se les aplico PGF
(Lutalyse, Pfizer, Brasil). Las vacas se asignaron de manera aleatoria a 1 de 4 grupos de tratamiento.
Grupo 1: eCG (400 UI; Folligon, Intervet, Brasil) + ECP (1 mg) el Dia 8; Grupo 2: eCG el Dia 8 + GnRH
(Fertagyl, Intervet, Brasil) 48 h mas tarde; Grupo 3: ECP (1 mg) el Dia 8 y Grupo 4: GnRH 48 h mas
tarde. En la fase I (n=31), se examino a las vacas por ecografia cada 12 h y se obtuvieron muestras de
sangre cada 4 h a partir de 30 hasta 60 h luego de la remocion del CIDR. En la Fase 1, se realizé un
estudio de campo (n=782) con los mismos tratamientos hormonales. Se inseminé a todos los animales
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entre 56 y 58 h después de la remocion del CIDR. El diagnostico de prefiez se realiz6 mediante ecografia
entre 30 y 40 d después de la IATF. A pesar de la utilizacion de diferentes drogas para inducir la
ovulacion (ECP vs GnRH) al finalizar los tratamientos hormonales, no hubo diferencias en las
caracteristicas del pico de LH preovulatorio entre los grupos experimentales (media de 43,5 + 1,5 h luego
de la remocion del CIDR). Sin embargo, como ya se explico antes, las vacas tratadas con eCG tuvieron
mayores niveles de progesterona en el ciclo estral subsiguiente a la sincronizacion e IATF (Figura 5).
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Figura 5. Niveles plasmaticos de progesterona en vacas lecheras en lactancia sincronizadas con
dispositivos con progesterona y EB y que recibieron ademas eCG o no eCG en el momento de la
remocion del dispositivo (** P < 0,05; *8 P <0,10).

Las tasas de prefiez en Grupo 1 (29,1%), Grupo 3 (30,9%) y Grupo 4 (28,9%) no presentaron diferencias.
Por otra parte, las vacas en el Grupo 2 presentaron tasas de prefiez mas altas (33,8%) que en el Grupo 4
(P=0,02). Ademas, las diferencias en las tasas de prefiez fueron mas evidentes entre las vacas con un BCS
mas bajo (<2,75); en las vacas tratadas con eCG (44,4%), las tasas fueron mayores que en las que no
fueron tratadas con eCG (6,1%; P<0,05; Figura 6). Por el contrario, las tasas de prefiez no difirieron en las
vacas con BCS >2,75 y tratadas (32,1%) o no tratadas (33,5%) con eCG. Estos resultados sugieren que

eCG incrementa las tasas de prefiez en las vacas de alta produccion, especialmente en aquellas con BCS
mas bajo.
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Figura 6. Tasas de prefiez en vacas lecheras en lactancia con una condicion corporal (BCS) mayor o
menor a 2,75 y tratadas con diferentes protocolos de IATF, utilizando o no eCG en el momento de la
remocion del dispositivo con progesterona y ECP o GnRH como inductores de la ovulacion. Los
porcentajes “™ con letras no compartidas son significativamente diferentes (P<0,05).

Se realiz6 otro experimento en un rodeo pastoril y de paricion estacional en Argentina (Mian et al., 2008).
Las vacas (n=81) eran Holstein y Holstein x Jersey con un BCS de 2,7 = 0,3 de 5, que producen 21,8 +
5,1 kg de leche y tienen 132,8 + 86,2 dias en lactancia. Las vacas se agruparon por dias en lactancia y
fueron asignadas de manera aleatoria a 1 de los 2 grupos de tratamiento. El Dia 0, las vacas recibieron un
DIB y 2 mg de EB im. El Dia 8, se retir6 el DIB y se les aplico PGF y se las subdividi6 para
administrarles 400 UI eCG i.m. o no recibieron ningtin otro tratamiento en ese momento. El Dia 9, a todas
las vacas se les aplico 1 mg de EB y se les realizo la IATF entre 54 y 56 h después de la remocion del
dispositivo. Para determinar la prefiez se examino a las vacas mediante ultrasonografia 35 d después de la
IATF. Las tasas de prefiez fueron significativamente mayores en las vacas tratadas con eCG (21/46;
45,6%) que en las que no recibieron eCG (8/35; 22,8%; P<0,05).

Por ultimo, el experimento realizado en Nueva Zelanda se diseiid para comparar la respuesta reproductiva
de las vacas lecheras en lactancia y de paricion estacional a las que se les diagnostico anestro anovulatorio
mediante palpacion para los dos sistemas de tratamiento diferentes (Bryan et al., 2008. A las vacas de seis
tambos comerciales se les pintd la base de la cola durante 3 semanas y se las seleccioné en base a la
actividad de celo visible y a la ausencia de un CL mediante palpacion rectal 7 d antes del inicio de
servicio planificado (PSM). A todas las vacas se les aplicé un dispositivo de liberacion de progesterona
con 1,56 g de progesterona (Cue-Mate, Bioniche Animal Health) durante 8 d y 2 mg de EB en el
momento de insercion del dispositivo (Dia 0) y 1 mg de EB 24 h después de la remocion del dispositivo
(Dia 9). Aproximadamente la mitad de las vacas fueron asignadas de manera aleatoria y se les aplicaron
400 UI de eCG (Pregnecol, Bioniche Animal Health) el dia de remocion del dispositivo (Dia 8). Se sirvid
a todas las vacas que fueron observadas en celo despues de la remocion del Cue-Mate vy si las no
observadas en celo, fueron inseminadas a tiempo fijo 36 h después del EB (60 h después de la remocion
del dispositivo). Los resultados contemplados fueron la tasa de concepcion en las primeras 48 h, la tasa de
prefiez (ICR) durante primeros 7 d y durante los primeros 28 d. Las vacas tratadas con eCG tenian mas
posibilidades de concebir durante las primeras 48 h después del tratamiento (eCG: 48,9%; n = 432 vs Sin
eCG: 43,1%; n = 420; P = 0,059); y tenian mds posibilidades de estar prefiadas dentro de los 7 d después
del tratamiento (eCG: 47,3%; n = 488 vs Sin eCG: 41,7%; n = 503; P = 0,073). El efecto del eCG fue
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mayor en las vacas con mas de 5 afios (Figura 7) de manera tal que este estrato de vacas tenia
significativamente mas posibilidades de concebir dentro de las 48 h (P = 0,003; RR 1,52; 95% CI: 1,15 a
2,01) o dentro de los 7 d (P =0,002; RR 1,44; 95% CI: 1,42 a 1,82). Ademas, las vacas tratadas con eCG
mayores de 5 afios tenian significativamente mas posibilidades de estar prefiadas en las primeras 4
semanas de la temporada de servicio (P = 0,02; RR 1,21; 95% CI: 1,03 a 1,43). Se concluy6 que la
adicion de una inyeccion de 400 Ul de eCG en el Dia 8 en un sistema estaindar de progesterona y
estradiol, incrementaba significativamente la posibilidad de prefiez dentro de 48 h 'y 7 d, especialmente en
las vacas con mas de 5 afios. Este experimento es especialmente importante para los rodeos de paricion
estacional en los que es muy importante que las vacas conciban lo mas rapido posible dentro de los 90 d
después de la paricion para mantener un intervalo anual de paricion de 365 dias. Es posible que las tasas
de anestro en determinados rodeos sean altas y es importante el incremento del 5% en las tasas de
concepcion después de la adicion de eCG. Estos datos no s6lo demuestran una mejora significativa en las
tasas de prefiez con sistemas actuales de tratamiento, sino que ademas ponen de manifiesto, desde el
punto de vista practico, cuales son los grupos especificos de vacas que tienen mas posibilidad de
beneficiarse con el tratamiento con eCG.

>5yos: all repro indices
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Figura 7. Tasas de prefiez en vacas lecheras en anestro postparto sincronizadas con dispositivos con
progesterona y EB y que recibieron ademas eCG (treat.) o no eCG (control) en el momento de la
remocion del dispositivo (- P <0,05).

Resincronizacion del celo y la ovulacion

Los sistemas agresivos de manejo reproductivo para vacas lecheras en lactancia constan de tres
estrategias que se pueden implementar a comienzos del periodo de servicio: 1) someter a todas las vacas a
la primera A posparto al finalizar el periodo de espera voluntario, 2) identificar a las vacas no prefiadas
lo més pronto que sea posible, y 3) volver a prefiar a las vacas abiertas lo mas rapido que sea posible
después de la ultima prefiez. Es muy importante volver a prefiar oportunamente a las vacas lecheras en
lactancia que no conciben en la primera [A para mejorar el desempefio reproductivo de un rodeo
determinado. Se han utilizado exitosamente dos enfoques para volver a inseminar a las vacas que estan
abiertas después de la primera IA. Uno de los enfoques aplicado frecuentemente en América del Norte
consiste en la utilizacion de ultrasonografia para el diagnostico temprano de la prefiez y utilizar
tratamientos del tipo Ovsynch que comienzan en ese momento o 7 d antes del diagndstico con
ultrasonografia (es decir, a todas las vacas se les administra GnRH 26 o 33 dias después de la primera A
y a las vacas no prefiadas se les aplica PGF 7 d después del diagnostico de prefiez, seguido de GnRH 48 h
mas tarde y IATF 12 a 16 h mas tarde). El otro enfoque consiste en la utilizacion de un dispositivo de
liberacion de progesterona que se reinserta en todas las vacas 13 + 1 d después de la primera IA y se retira
7 u 8 d mas tarde (Macmillan et al., 1999). Generalmente, la insercion del dispositivo de liberacion de
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progesterona se combina con la administracion de 1 mg de EB en el momento de la inserciéon y 0,5 o 1
mg de EB 24 h después de la remocion del dispositivo (Burke et al., 2000, Macmillan et al., 1997, 1999).
Las vacas no prefiadas muestran signos de celo dentro de las 48 a 72 h después de la remocion del
dispositivo y se las insemina 12 h mas tarde. Este enfoque demostré ser muy eficaz en los rodeos de
paricion estacional en Australia, en los que las vacas fueron resincronizadas dos veces (es decir primer,
segundo y tercer servicio). Mas recientemente, hemos utilizado este protocolo para cinco ciclos
consecutivos en rodeos de leche pastoriles en Argentina, con una tasa general de prefiez del 30% por ciclo
y se obtuvo una prefiez del 80% a los 100 dias en lactancia (Capitaine Funes et al., 2007). En un estudio
posterior, las vacas fueron resincronizadas por 3 ciclos consecutivos después de la primera IA con una
tasa de prefiez acumulativa del 84% después del cuarto servicio, la que fue significativamente superior
que la de las vacas que fueron servidas nuevamente durante el mismo periodo pero en base a
observaciones de celo en forma natural después de la primera IA (Feresin et al., 2006, sin publicar). Con
la utilizacion de estos protocolos en Australia, Cavalieri et al. (2006) reportaron tasas de prefiez del 41,6;
63,3y 71,5%, respectivamente después del primer, segundo y tercer servicio en 3717 vacas de leche. La
ventaja de este tratamiento es que se espera que las vacas regresen al celo en un periodo de tiempo
definido, por lo tanto, se pueden realizar observaciones con mas precision. Por el contrario, la desventaja
del programa es que requiere de tratamientos hormonales continuos y el éxito depende de la eficacia de la
deteccion del celo.

Resumen y conclusiones

Actualmente, la economia mundial requiere de practicas de manejo eficaces para mejorar la rentabilidad
de los establecimientos de produccion de leche. La eficacia reproductiva optima es crucial para
incrementar los rendimientos netos. Es muy importante utilizar tecnologias reproductivas. Sin embargo, la
variabilidad de las respuestas a los tratamientos tradicionales y el tiempo y esfuerzo que se requieren para
realizar la deteccion del celo han afectado al rendimiento reproductivo de los rodeos lecheros. La
incorporacion de técnicas disefiadas para controlar la dindmica de la onda folicular y la ovulacion en los
ultimos afios ha reducido los problemas asociados con la deteccion del celo. Ademas, los tratamientos con
dispositivos de liberacion de progesterona, estradiol y eCG han brindado la posibilidad de aplicar la IATF
con altas tasas de prefiez en vacas de leche ciclicas y no ciclicas. No obstante, es muy importante
reconocer que el éxito del programa reproductivo también depende de muchos factores de manejo tales
como el manejo nutricional y de la salud, las instalaciones y la disponibilidad de personal calificado.
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Introduction

Reproductive efficiency is a major component of economic success in dairy herds. The physiological and
environmental stress of high producing dairy cows negatively affects estrous detection as well as
establishment and maintenance of pregnancy. Recently, it was estimated that the average value of a
pregnancy was US $278 in high-producing herds in the US; whereas the cost of a pregnancy loss was
substantially greater (De Vries, 20006).

There are multitudes of issues including management, the cow’s reproductive physiology and
metabolism, nutrition, genetics, and diseases that influence reproduction in the dairy cow. Furthermore,
consolidation of the industry with larger herds poses new challenges with implementation of reproductive
programs with large number of cows. In the past, most dairy herds used reproductive programs that relied
upon observation of estrus up to a certain number of days in milk (DIM), and subsequent intervention
was only implemented in cows with advanced DIM and no insemination. Typically, interventions were
based on palpation per rectum of the reproductive tract and a decision was made based upon detection of
ovarian structures. These more traditional reproductive programs focused on finding the problem cow and
fixing her; however, in systems based on artificial insemination (Al), the focus should be on finding non-
pregnant cows to get them pregnant in a timely manner. Quite often, key indicators of success of
conventional programs were based on averages, such as for DIM at first Al, days open (DO), and calving
interval (CI).

Nowadays, reproductive programs have taken a slightly different approach. The goal is to be proactive
and work with groups of cows. In most cases, the focus is to increase the rate at which eligible cows
become pregnant and, for that, use of systematic breeding protocols have become an integral portion of
reproductive management in dairy herds (Caraviello et al., 2006). Ultimately, the goals are to minimize
the variation in the interval from calving to first Al, increase the rate at which eligible cows become
pregnant and, consequently, reduce the interval from calving to pregnancy in a consistent manner. Most
of the reasons for change are related to the economic values of pregnancy and of when the cow becomes
pregnant, the need to manage large groups of cows without creating systems that might not be
implemented due to difficulty or lack of compliance, and the need to address deficiencies in cow fertility
such as poor estrous expression and detection.

Indicators of reproductive efficiency

Success of Al programs in dairy herds depends upon accurate and efficient detection of estrus; however,
accuracy and efficiency of estrous detection are variable and depend upon animal, environmental, and
management factors (Lucy, 2006). For the high-producing dairy cow the altered competence of follicles
and the smaller circulating concentrations of estradiol during proestrus have been associated with reduced
estrous detection rates and fertility (Wiltbank et al., 2006).

Four main factors affect reproductive efficiency in dairy herds: days postpartum at first Al, estrous
detection rate, conception rate (CR), and pregnancy loss. For this manuscript, the estrous detection rate is
defined as the number of eligible cows receiving an insemination every 21-d, which is the standard
estrous cycle length for cattle. Eligible cows are those that have passed the voluntary waiting period
(VWP), are not pregnant, and need to be inseminated. Conception rate is defined as the number of
pregnancies divided by the number of Al, which is the typical measure of intrinsic fertility of the cow.
Finally, pregnancy loss is defined as the proportion of pregnant cows that have experienced either an
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embryonic or fetal loss. Table 1 depicts an example calculation of reproductive indices for every 21-d
interval past the 50 DIM in a herd with 100 eligible cows for the first 134 DIM.

Of the factors outlined, the first two, days postpartum at first Al and estrous detection rate can be
manipulated and controlled with a certain degree of efficacy. On the other hand, in high-producing dairy
cows, CR and pregnancy loss are, in many instances, under little human control and more difficult to
impact. An additional factor, culling, can bias reproductive indices without being directly related to
reproductive activities in the dairy.

In order to maintain an adequate interval from calving to pregnancy and a large proportion of the herd
with a CI < 13 mo, the VWP must be limited to the first 60 to 70 d postpartum. Once insemination starts,
service rate should be 100 %, first Al pregnancy rate (PR) greater than 35 %, and PR for every 21-d
estrous cycle above 20 %. Manipulation of the interval from calving to first postpartum Al impacts
reproductive efficiency in dairy cows. Extending the interval usually increases DO when PR is
maintained. Ferguson and Galligan (1993) indicated that PR at first postpartum Al explained 79 % of the
variation in the CI of dairy cows. Such high impact is because all cows in the herd eligible for
insemination have to receive a first Al. Therefore, optimizing first postpartum insemination PR is critical
to improve reproductive efficiency in dairy herds. In the so called well managed high-producing herds, it
is not uncommon to obtain 50 to 55 % of the lactating cows pregnant before 110 DIM, and achieve
median DO of 105 d. These numbers are usually only achieved with manipulations of the interval from
calving to first Al, and improvements in service rate and CR.

Voluntary waiting period and first postpartum Al

Duration of the VWP is, for the most part, a management decision that can be easily manipulated.
Traditionally, it varies from 40 to 90 d postpartum in most dairy herds. Decisions on when to begin Al
result from physiological windows to optimize conception and economic debate as to when it is best to
first inseminate cows. There have been suggestions that the best interval from calving-to-conception in
dairy herds is between 100 to 120 d postpartum. This topic will be addressed in this conference by Albert
De Vries (see companion paper in proceedings). As production/cow increases, particularly when
associated with increased persistence of lactation, delaying first postpartum Al and the time to when
pregnancy is obtained has lesser impact on the value of the pregnancy and the impact of reproduction on
the economics of the dairy (De Vries, 2006).

Insemination early postpartum usually resulted in a smaller CR, and delaying first postpartum Al up to 90
to 100 d postpartum usually increased fertility (Stevenson, 2006; Tenhagen et al., 2003). Part of the
improvement in fertility of dairy cows, as first Al is delayed past the traditional 60 to 70 d postpartum, is
the improved uterine health with completion of uterine involution. In addition, the prevalence of anovular
cows is reduced as the lactation progresses.

Delaying first postpartum Al to 70 to 90 d postpartum increases CR, but does not necessarily reduce DO
and improve overall reproductive performance of the herd. Veterinarians and dairy producers must decide
what the main objective of their reproductive program is when choosing a VWP for the herd. Typically,
for every delay of an estrous cycle, approx. 21 d, in the VWP, CR has to increase 8§ to 10 percentage units
to compensate for the delay in first postpartum insemination to obtain similar DO and proportion of cows
pregnant at different intervals postpartum. In other words, if the VWP of a dairy herd is 60 d, and CR at
first Al is 35 %, delaying the VWP to 81 d postpartum has to result in an increased CR to 43 % to
maintain a similar median and mean DO. Figure 1 depicts an example of the average dairy herd in the
state of California, with a VWP of 50 d postpartum and a 21-d PR of 15 % (CR of 30 % and 21-d estrous
detection rate of 50 %).

In this example, ignoring pregnancy losses and culling of cows, the expected median and mean (£ SD)
DO for the average herd (PR 15 — CR 30) would be 140 and 158 = 9 d, respectively. In the example herd,
if the reproductive program is altered by increasing service rate the first 21-d past the VWP from 50 % to
100 % by manipulating the estrous cycle, but CR is maintained at 30%, thereby resulting in first Al PR of
30%, but subsequent estrous cycles are kept at 15% PR (PR 30/15 — VWP 50), then median and mean DO
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change to 100 and 139 + 8 d, respectively. When the VWP is delayed to 70 d, if CR increases from 30 to
40 % and all cows are inseminated in the first 21-d past the VWP (PR 40/15 — VWP 70), then median and
mean DO change to 120 and 143 £ 8 d, respectively. Finally, if an additional delay in VWP is
implemented, now to 90 d postpartum, and CR increases to 50 % with all cows again inseminated in the
first 21-d past the VWP (PR 50/15 — VWP 90), then median and mean DO will be 100 and 156 + 8 d,
respectively. Therefore, these data illustrate that careful consideration must be taken when deciding on
what the VWP should be for a given herd.

Although delaying the first postpartum AI might not maximize the proportion of pregnant cows at a
specific interval postpartum, despite increased CR, inseminating cows very early in lactation might not be
attractive either. Likely, there is an optimum time postpartum when first Al should be performed, in
which improvements in fertility and maximization of pregnant cows with adequate DO reach a balance.
In reality, discussions on the optimum time to inseminate a cow have to consider its impacts on:
reproductive performance of the herd; risk for a cow to be culled or die with more calvings in a lifetime,
as calving is the period of highest risk for culling and death; genetic progress of the herd, as more
calvings in a lifetime results in more replacement heifers; and milk yield/d of CI, all of which impact the
economics of the decision. Generally, for cows with lactation persistence past peak milk yield of <95 %
(decline in milk yield of > 5 %/month past peak production), it is a consensus that extending the interval
from calving to pregnancy reduces milk yield/d of CI. On the other hand, for cows with high persistence
of lactation, such as primiparous, or with high milk yield, becoming pregnant early can be a negative
event (De Vries, 20006).

In order to illustrate the differences in control of interval to first Al, Figure 2 depicts scatter graphs of
three different dairy herds with distinct reproductive management programs for first postpartum Al. Herd
A has a short VWP, but it is clear that there is little control of the upper limit to DIM at first insemination.
This is typical of herds that rely solely on estrous detection to inseminate cows. These herds usually begin
inseminating cows early to compensate for their deficiency in estrous detection and the extended interval
to first Al that some cows experience. Herd B begins to inseminate cows at approximately 50 d
postpartum, but almost every cow receives their first Al no later than 80 DIM. This is typical of herds that
initially rely on estrous detection for Al, but eventually cows not inseminated after a certain number of
DIM receive a TAI Finally, in herd C, almost every cow receives the first Al between 65 and 75 DIM.
This is typical of herds that decide not to inseminate cows early postpartum, but every cow receives the
first Al following an ovulation synchronization protocol.

The approach taken by herd A (Figure 2) is the least effective, as a large proportion of cows receive their
first Al either too early or too late. Early inseminations result in poor CR and might compromise milk
yield in current and future lactations. Cows that become pregnant very early postpartum have short
lactations and might not have time to recover body condition for subsequent lactations. The approaches
taken by herds B and C likely result in similar reproductive performance (Chebel et al., 2005). Both have
their advantages and disadvantages. In herd B, expenses with labor and hormones for synchronization of
estrus or ovulation are reduced, although CR is likely to be less for cows inseminated early in the VWP
than those inseminated at 70 to 80 DIM (Chebel et al., 2006; Stevenson, 2006; Tenhagen et al., 2003).

Implementing reproductive programs for first Al

It is clear that high-producing lactating dairy cows have compromised duration and intensity of estrous
expression (Wiltbank et al., 2006; Yaniz et al., 2006). Therefore, implementation of reproductive
programs based on synchronization of estrus, ovulation, or both is needed to optimize reproductive
efficiency in dairy herds.

Estrous synchronization protocols

Estrous synchronization protocols allow for insemination of cows with little control over time of
insemination and the total number of cows serviced. Because estrous synchronization protocols do not
control moment of ovulation, detection of estrus is required and these protocols only become effective
when estrous detection rate is good to excellent. Two major impediments for the success of programs that
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are based solely on estrous synchronization are the poor expression of estrus in high-producing cows and
the high prevalence of anovular cows during the first 60 d postpartum (Santos et al., 2008; Wiltbank et
al., 2006). Estrous expression and detection can be further compromised by environmental and animal
factors such as poor footing and inadequate surface for mounting activity, lameness, and lack of
individual animal attention as the industry consolidates and farms become larger with fewer employees
per cow.

Synchronization of estrus can be accomplished simply by systematic use of prostaglandin F, (PGF,,).
Use of PGF,, to synchronize estrus is the most common protocol implemented in most dairy farms. It
consists of single or multiple injections of PGF,, and analogues to regress a responsive corpus luteum
(CL), which causes the cow to return to estrus in 2 to 7 d. The CL is generally responsive to PGF,, only
after d5 of the estrous cycle and a single injection of PGF,, given at random should induce estrus in
approximately 60 to 70 % of the cycling cows. When 2 injections of PGF,, are given 10 to 14 d apart,
over 90 % of the cycling cows are expected to respond to the second injection. However, frequency of
anovular cows and lack of optimal estrous detection can have a major impact on the number of cows
responding to PGF,, and observed in estrus. On most dairy farms, utilization of 2 PGF,, injections in the
first 50 d postpartum results in an estrous detection rates following the second injection between 50 and
60 % (Bruno et al., 2005; Chebel et al., 2006). Because PGF,, has no impact upon follicular development
and, therefore, no control over follicle wave emergence, cows in this program come into estrus at
different days following the injection, with little precision over time of insemination and ovulation.

Response to PGF,, can be improved by controlling follicle growth and assuring that a responsive CL is
present at the moment of treatment. Utilization of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) followed 7 d
later by PGF,, is a simple program that increases response to PGF,, and improves synchrony of estrus.
Another method to improve estrous response to PGF,, is to combine with an intravaginal progesterone
insert. Inserts, such as the controlled internal drug releasing (CIDR; EAZI-BREED™ CIDR®, Pfizer
Animal Health, New York, NY) result in subluteal concentrations of progesterone in high-producing
dairy cows (Cerri et al., 2008a), which are sufficient to block estrus and ovulation and increase tightness
of estrous detection (Chebel et al., 2006). When combined with an injection of PGF,,, the use of
progesterone inserts should be limited to no longer than 7 d to avoid persistent follicle and reduction in
fertility. The most common protocol is the insertion of the intravaginal device for 7 d, with an injection of
PGF,, on d6 or 7. Improvements in this protocol can be attained by the addition of an injection of GnRH
at the CIDR insertion to recruit a new follicular wave. When postpartum cows were treated with CIDR
for 7 d and received PGF,, at insert removal, distribution of estrus was altered and cows were
inseminated sooner when compared with PGF,, alone (Chebel et al., 2006).

Timed artificial insemination

Manipulation of the estrous cycle to improve service rate and fertility usually impacts positively on PR.
Timed Al protocols rely on control of the estrous cycle by synchronizing follicular development, CL
regression and, ultimately, ovulation to allow for insemination at fixed time with adequate CR (Thatcher
et al., 2001). Such programs have become an integral part of reproductive management in herds
(Caraviello et al., 2006), because of the recognized problems with expression and detection of estrus in
dairy cows (Lucy, 2006).

The most accepted TAI protocols in dairy herds in the US are the Ovsynch and Cosynch protocols, which
consist of an injection of GnRH given at random stages of the estrous cycle, followed 7 d later by a
luteolytic dose of PGF,,. For Ovsynch, a final GnRH injection is given at 48 to 56 h after PGF,, and
fixed-time Al is performed 12 to 16 h later. When Cosynch is utilized, cows are fixed-time inseminated
48 or 72 h after the PGF,,, and GnRH is given concurrenyly with TAI. These protocols have been
implemented very successfully in many commercial dairy farms as a strategy for Al during the first
postpartum service, as well as for re-insemination of non-pregnant cows. Although TAI protocols allow
for insemination without the need for estrous detection, approximately 10 to 15 % of the cows display
signs of estrus during the protocol. They should be inseminated promptly if maximum PR is to be
achieved.
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Pursley et al. (1997a) evaluated CR in lactating dairy cows (n = 310) and heifers (n = 155) when Al was
performed following the Ovsynch protocol or a synchronization program utilizing only PGF,, injections.
Cow in the PGF,, treatment received as many as 3 injections 14 d apart if signs of estrus had not been
observed. All control cows not detected in estrus after the third injection of PGF,, were TAI 72 to 80 h
later. Conception rates for the two programs were similar, averaging 38 %. For the lactating cows, estrous
detection rate after the first 2 injections of PGF,, averaged 54.0 % following each injection, with an
overall 81.8 % for the 28-d period. Because of the low estrous detection rate in the PGF,, group, cows
enrolled in the Ovsynch TAI protocol experienced greater PR. In a subsequent study by the same group
(Pursley et al., 1997b), lactating dairy cows from 3 commercial herds (n = 333) were randomly assigned
to either the Ovsynch protocol or Al based on estrous detection with periodic use of PGF,,. Non-pregnant
cows were re-inseminated using the original treatment. Median days postpartum to first Al (54 vs. 83; P <
0.001) and DO (99 vs. 118: P < 0.001) were reduced in cows receiving Ovsynch compared with cows
inseminated following detection of estrus.

It is important to note that the positive effects of TAI compared with more traditional reproductive
programs based on detection of estrus on reproductive efficiency of a herd are only observed when CR
are not reduced with TAI and detection of estrus is deficient (Tenhagen et al., 2004). When TAI was
implemented in 2 herds with distinctly different reproductive performance, the benefits from a systematic
breeding program were more clearly demonstrated in the herd with poor estrous detection rate (Tenhagen
et al., 2004).

Improving response to TAI by presynchronization

Response to the Ovsynch protocol is optimized when cows ovulate to the first GnRH injection of the
program, and when a responsive CL is present at the moment of the PGF,, treatment (Chebel et al.,
2006). Vasconcelos et al. (1999) initiated the Ovsynch protocol at different stages of the estrous cycle and
observed that synchronization rate to the second GnRH injection was higher when cows received the first
GnRH injection prior to d12 of the estrous cycle. Also, initiation of the Ovsynch protocol between d 5
and 9 of the cycle resulted in the greatest ovulation rate. Ovulation to the first GnRH injection and
initiation of a new follicular wave should improve PR (Chebel et al., 2006), because an ovulatory follicle
with reduced period of dominance is induced to ovulate. Furthermore, initiating the Ovsynch protocol
prior to d12 of the estrous cycle should minimize the number of cows that come into estrus and ovulate
prior to the completion of the program (Moreira et al., 2001).

The importance of inducing follicle turnover was demonstrated when Cerri et al. (2008b) evaluated
embryo quality in nonsuperovulated early lactation dairy cows. The hypothesis was that initiating
Ovsynch on d3 of the estrous cycle would lead to continued development of an ovulatory follicle that
would result in poorer embryo quality compared to recruitment of a new ovulatory follicle following
follicle turnover initiated by an injection of GnRH on d6 of the cycle. Cows receiving the Ovsynch
protocol initiated on d3 of the estrous cycle had lesser ovulation rate to the initial GnRH than those
initiating the program on d6 of the estrous cycle. The reduced ovulation rate (7.1 % vs. 83 %) was
associated with smaller dominant follicles (9.5 vs. 14.8 mm) at the moment of the initial GnRH injection,
and extended period of ovulatory follicle dominance. When embryos were flushed on d6 after Al,
fertilization rate was similar among treatments, but cows initiating the Ovsynch on d3 had embryos that
were less developed and with fewer cells than those of cows initiating the Ovsynch on d6 (Table 2).

Moreira et al. (2001) designed a presynchronization protocol to optimize response to the Ovsynch
program by giving 2 injections of PGF,, 14 d apart, with the second injection given 12 d prior to the first
GnRH of the TAI protocol. This presynchronization program increased PR at 32 and 74 d after TAI in
cyclic cows. El-Zarkouny et al. (2004) later reinforced the findings of Moreira et al. (2001) and
demonstrated an increased proportion of cows with high progesterone concentrations at initiation of
Ovsynch (59 vs. 72 %) and improved PR (37.5 vs. 46.8 %) regardless of cyclic status prior to initiation of
the program. Because of the convenience of giving injections on the same day of the week, many
producers have opted for administering the PGF,, injections of the presynchronization protocol on the
same day of the injections of the Ovsynch protocol, which results in an interval between
presynchronization and initiation of Ovsynch of 14 d. Work at the University of Wisconsin (Navanukraw
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et al., 2004) clearly demonstrated that a 14-d interval between presynchronization and initiation of the
TAI was beneficial to PR; however, in all these studies (El-Zarkouny et al., 2004; Moreira et al., 2001;
Navanukraw et al., 2004) cows assigned to the control groups did not receive PGF,, during the
postpartum period, which is known to improve uterine health and fertility of dairy cows. Furthermore,
although presynchronizing cows 14 d before initiating the Ovsynch improved PR compared with no
presynchronization (Navanukraw et al., 2004), the interval is not optimal and results in poor ovulation
rate to the initial GnRH of the Ovsynch (Chebel et al., 2006; Galvao et al., 2007a).

Recently, Galvao et al. (2007a) demonstrated that reducing the interval between presynchronization and
TAI from 14 to 11 d increased ovulation rate to the initial GnRH of the TAI protocol and PR (Table 3).

Alternative presynchronization methods

Presynchronization with PGF,, is only effective in cyclic cows (Moreira et al., 2001). Because the
prevalence of anovular cows is high in the first 60 d postpartum (Santos et al., 2008), it is possible that
methods that incorporate GnRH or progesterone might benefit cows prior to first Al

Two experiments evaluated the impact of CIDR containing progesterone during presynchronization on
subsequent reproductive responses to the Ovsynch protocol (Bicalho et al., 2007; Chebel et al., 2006).
Bicalho et al. (2007) initiated the Ovsynch protocol 14 d after presynchronization using PGF,, in
combination or not with CIDR. Although the CIDR improved the proportion of cows having high
progesterone concentration at the initiation of Ovsynch, it did not increase PR at first Al (CIDR = 34.5 vs.
Control = 36.4 %). Chebel et al. (2006) utilized a similar design, but cows in estrus after the second
PGF,, of the presynchronization were inseminated and those cows not in estrus received the Ovsynch
protocol 13 d later. Although cows receiving CIDR were more likely to be detected in estrus, their PR
were similar regardless of whether inseminated in estrus or following the Ovsynch protocol (Chebel et al.,
2006). For cows receiving Ovsynch, ovulation to the initial GnRH was reduced when presynchronized
with CIDR (CIDR = 52.9 vs. Control = 72.3 %), which might explain the lack of positive effects on
pregnancy. Because of the pattern of estrous expression for cows receiving CIDR during
presynchronization, it is likely that initiation of the TAI should be approximately 10 d after insert removal
to optimize ovulation and pregnancy.

Rutigliano et al. (2008) evaluated 2 presynchronization programs prior to the Ovsynch protocol for first
Al. Cows received the Presynch with 2 injections of PGF,, 14 d apart, with the second injection given 12
d prior to the first GnRH of the Ovsynch protocol. The alternative presynchronization included CIDR for
7 d with an injection of PGF,, at insert removal and initiation of the Ovsynch protocol 3 d later (CIDR-
Presynch). Although method of presynchronization altered ovulatory responses to the first GnRH of the
Ovsynch and increased double ovulation, PR and pregnancy loss were similar between the two treatments
(Table 4). Although speculative, it is possible that starting the Ovsynch during proestrus, which improved
ovulation to the initial GnRH as in the case of CIDR-Presynch, may not be optimum for fertility because
it results in insemination of cows ovulating to a first follicular wave follicle.

Recent data from Bello et al. (2006) demonstrated that cows receiving GnRH 2 d after induced luteolysis
had greater response to the initial GnRH of the Ovsynch protocol that was initiated 6 d later. Furthermore,
their study demonstrated that synchronization of ovulation to the Ovsynch protocol was improved when
the initial GnRH injection of Ovsynch was administered 8 d after induced luteolysis or 6 d after a
previous GnRH injection (Bello et al., 2006). Galvao et al. (2007a) evaluated the use of GnRH given 7 d
prior to initiation of the TAI protocol, when GnRH was given 4 d after Presynch and observed no benefit
to pregnancy at first postpartum Al. Similarly, Peters and Pursley (2002) found no benefit from
presynchronizing cows with PGF,, followed 3 d later by GnRH and initiating the Ovsynch 7 d after the
GnRH (Tables 3 and 5).
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Timing of induction of ovulation and insemination in TAI programs

Timing of induction of ovulation after luteolysis and subsequent interval to insemination in TAI protocols
influences PR. Pursley et al. (1998) observed that PR were reduced when cows were inseminated 32 h
after the GnRH injection, and maximum pregnancy and calving rates were observed when cows received
TAI 16 h after the final GnRH injection of the Ovsynch (Figure 3). However, insemination of lactating
dairy cows 16 h after the final GnRH requires management of cattle twice the same day, which often is
seen as inconvenient and resisted by dairy producers. Because of such restriction, Portaluppi and
Stevenson (2005) evaluated modifications of Ovsynch and observed increased pregnancy and calving
rates, as well as reduced pregnancy loss when cows received the final GnRH and TAI at 72 h after PGF,,
compared with cows that received the final GnRH 48 h after the PGF,, and were TAI either at 48 or 72 h.
However, recent studies by others have not observed differences in PR when cows were subjected to the
Cosynch protocol either at 48 or 72 h (Brusveen et al., 2006; DeJarnette and Marshall, 2003; Sterry et al.,
2007).

Preliminary work from Brusveen et al. (2006) suggested that maintaining an interval of 16 h between
induction of ovulation with GnRH, when GnRH is given at 56 h after luteolysis, and TAI optimizes PR in
presynchronized cows at first Al and resynchronized cows (Table 6).

Insemination or not during presynchronization

A common program adopted on many farms in the US is to administer 2 PGF,, injections at 14 d interval,
with the second injection given at approximately 50 to 55 d postpartum. Cows are then inseminated
following the second injection, and those not inseminated in the following 11 d are enrolled in the TAI
protocol. Because 45 to 55 % of the cows display estrus and are inseminated following the second PGF,,
of the presynchronization, these cows end up receiving their first Al early in the postpartum period.
Studies have demonstrated that response to TAI programs improves as the lactation progresses up to 70 to
90 d postpartum (Pursley et al., 1997a; Tenhagen et al., 2003). Cows inseminated at estrus following the
presynchronization have smaller CR than those inseminated after the completion of the entire program
(presynchronized TAI), 3 weeks later (Bruno et al., 2005; Chebel et al., 2006). However, insemination of
cows at estrus during presynchronization reduces the interval to first Al and costs associated with
hormones and labor.

In an attempt to evaluate whether cows should be inseminated following presynchronization or subjected
to TAI Chebel et al. (2005, 2006) assigned 1,019 Holstein cows to a presynchronization with PGF,,
(control) or PGF,, and CIDR (CTAI and CED). All cows received 2 injections of PGF,, on d 35 + 7 and
49 + 7 after calving. Cows in CTAI and CED received a CIDR on d 42 + 7. After the second PGF,, and
CIDR removal on d 49 £ 7, cows were observed for estrus, but only control and CED were inseminated.
On d 62 = 7 control and CED cows not inseminated in estrus and all CTAI received Ovsynch and were
TAI ond 72 + 7. Cows in control and CED had smaller CR than CTAI on d 31 after the first AI; however,
because they were inseminated on average 2 weeks earlier, median d open for the first 300 d postpartum
were similar between CED and CTAI (Figure 4). These results suggest that insemination of cows after the
second PGF,, of the presynchronization results in smaller CR, but because cows are inseminated earlier,
DO are not affected. This gives flexibility to producers that might decide to inseminate cows that display
estrus after the second PGF,, of the presynchronization, or inseminate all cows at TAI The first option
reduces costs with treatments, but the latter optimizes first service CR, with both resulting in similar time
to pregnancy. Of course, estrous detection efficiency of the herd would be an important factor for success
of the estrous detection based program (Tenhagen et al., 2004).

It is important to emphasize that in order for systematic breeding programs to work, there must be high
compliance at every step of the program. Each individual farm has to develop a system to assure that
cows receive the correct hormonal treatment on the correct day. Failure to comply with the programs
results in reduced insemination rate and CR. Because some programs require handling of cows multiple
times to administer hormonal treatments, it is important that they be tailored to the needs of the farm, as
long as critical steps are not ignored.
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Resynchronization of nonpregnant cows

Resynchronization of nonpregnant cows is required if optimum pregnancy rates are to be achieved. At
any given Al, only 30 to 45% of the inseminated cows are pregnant at 40 d after insemination, and the
remainder needs to be reinseminated as quickly as possible. Protocols for resynchronizing cows may rely
on increasing display of estrus for insemination of cows upon detection of a synchronized estrus, or they
may utilize methods to control ovulation such that nonpregnant cows are enrolled in a timed Al program.

The use of CIDR devices was first introduced in New Zealand as a tool to deliver progesterone for estrous
synchronization and induction of cyclicity in cattle. Resynchronization of lactating dairy cows with CIDR
can be achieved by insertion of the device on d 14 after Al and removal 7 days later. This protocol
resulted in increased return to estrus in nonpregnant cows in some (Chenault et al., 2004), but not all
studies (Chebel et al., 2006), with mixed results on conception rates. In herds capable of reinseminating
more than 55% of the nonpregnant cows prior to pregnancy diagnosis, it is unlikely that the use of the
CIDR will improve reinsemination rates and reduce time to pregnancy.

Another strategy is to initiate the synchronization program before diagnosis of nonpregnancy. Treatment
with GnRH 7 d prior to pregnancy diagnosis allows for faster reinsemination of nonpregnant cows when
no estrous detection is implemented. Chebel et al. (2003) evaluated conception rates in 585 Holstein cows
on two dairy farms assigned to resynchronization with GnRH 7 d prior to pregnancy diagnosis or at the
moment of diagnosis of nonpregnancy. Nonpregnant cows were time-inseminated following the Ovsynch
program. Cows that displayed estrus during the study were inseminated in the same day. The authors
demonstrated that treatment with GnRH on d 21 after the pre-enrollment Al reduced detection of estrus in
the next 7 d, but allowed for reinsemination of nonpregnant cows within 3 days of nonpregancy diagnosis
with no effect on conception rates during the pre-enrollment or resynchronized Al. Fricke et al. (2003)
demonstrated that resynchronization of cows of unknown pregnancy status with GnRH 7 d prior to
pregnancy diagnosis should not begin on day 19 after the initial Al. In that study, resynchronized
pregnancy rates were smaller for cows initiating the timed Al on d 19 than 26 after the initial Al

Recently, Galvao et al. (2007b) evaluated different methods to resynchronize estrus and ovulation in dairy
cows with use of CIDR, ECP and GnRH given 7 d prior to diagnosis of nopregnancy. Holstein cows were
assigned to 1 of 3 treatments, Control (n = 167), resynchronization with a timed AI protocol upon
diagnosis of nonpregnancy on d 31 after preenrollment Al, CIDR-G (n = 159), use of an intravaginal
progesterone insert from d 14 to 21 after Al, with Al at estrus from d 21 to 24 and initiation of a timed Al
protocol on d 24 after Al in cows not reinseminated; and CIDR-G + ECP (n = 169), same treatment as
CIDR-G but with an injection of 1 mg of estradiol cypionate at the time of progesterone insert removal.
Cows were continuously reenrolled in the same treatment until diagnosed pregnant, which resulted in a
total of 1,148 Al Conception rates for the pre-enrollment and resynchronized Al were similar among
treatments. More importantly, the interval from study enrollment to pregnancy was not different among
treatments, which indicate that reproductive performance of dairy cows did not differ among the 3
resynchronization treatments evaluated. Lack of positive effects from the more aggressive
resynchronization programs were probably the result of the high estrous detection rate (60%) in Control
cows. Therefore, it is likely that methods to expedite reinsemination of nonpregnant cows will only
improve reproductive performance in herds with poor estrous detection.

Advantages of systematic breeding programs and concluding remarks

The reproductive program on a dairy herd should be simple to implement, robust, and result in predictable
reproductive performance. Most farms, particularly large dairy herds, avoid complicated programs that
require several handlings of cows to synchronize estrus or ovulation and deliver the Al. Producers are
reluctant to handling cows more than once a day because of the perceived loss in production due to
disturbances of normal cow activities. On the other hand, programs that are not properly implemented, in
which convenience prevails over biology, can result in mediocre reproductive results. As herd size
increases and more cows are confined to concrete, the efficiency of estrous detection declines.
Furthermore, as we select animals to greater milk production, their ability to display signs of estrus is
reduced (Lucy, 2006; Wiltbank et al., 2006). These combined effects of environment and animal biology
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limit our ability to detect estrus and inseminate cows. This has forced producers to implement ovulation
synchronization programs to assist in alleviating problems with suboptimal estrous detection.

Controlled breeding programs have allowed dairy producers to optimize service rate with little impact on
conception and pregnancy losses in lactating dairy cows. In herds in which 21-d estrous detection rate is
high (> 60%), implementation of timed Al protocols is expected to have little if any impact on
reproductive efficiency, except during the first postpartum Al. Because pregnancy rate at first postpartum
Al explains most of the variation in the calving interval, implementation of controlled breeding programs
is expected to have the greatest impact during the first postpartum Al, when the entire herd is eligible to
be inseminated. However, protocols that maximize returns to estrus and re-insemination of nonpregnant
cows should optimize pregnancy rate and overall reproductive efficiency. Combining sequential
injections of PGF,, with timed Al programs, such as in the Presynch/Ovsynch program, gives produces
the flexibility to inseminate cows at estrus, but it assures that all cows will be first inseminated at a given
day postpartum. Furthermore, by presynchronizing the estrous cycle of cows, response to timed Al is
optimized.
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Table 1. Calculation of reproductive indices at different days in milk (DIM)

Eligible Detected in Estrous Conception Pregnancy rate,
DIM cogws estrus detection, % Pregnant rate,p% ¢ % ¢
51-171 100 50 50.0 20 40.0 20.0
72 -92 80 50 62.5 20 40.0 25.0
93 -113 60 30 50.0 10 333 16.7
114-134 50 25 50.0 9 36.0 18.0
Total 290 155 53.5 59 38.1 20.3

Table 2. Effect of artificial insemination protocol on embryos recovered from uterine flushings at d 6
after AI'

Treatment”
DE OV3 OV6 OVE
Percent excellent and good structures® 61.0 40.0 72.0 65.9
Percent excellent and good embryos® 71.4 47.0 83.7 74.3
Number of blastomeres® 42.3+3.4 29.7+3.4 42.5+3.3 44.1+3.2
Proportion of live blastomeres” 94.3+2.2 90.1+2.4 97.7+2.1 97.6+2.0

" Adapted from Cerri et al. (2008b).

? Detected estrus (DE) = GnRH on d 6 of the estrous cycle, followed by PGF,, 7 d later and Al at estrus;
Ovsynch (GnRH, followed by PGF,, 7 d later, then 2 d later GnRH followed by a timed Al 12 h later)
as OV3, OV6 and OVE, which correspond to the injection of the first GnRH on d 3, 6 and 6 of the
estrous cycle, respectively, but OVE also received an injection of 0.5 mg of estradiol cypionate 36 h
before the timed Al.

‘P<0.01, °P<0.05

Table 3. Effect of presynchronization treatment on ovulatory responses to the first GnRH of the timed
Al pregnancy per Al and pregnancy loss in dairy cows'

Presynchronization p’
Interva
14 d 11d 11 d & GnRH 1 GnRH

Ovulation to 1st
GnRH* % (NO. COWS) -=-----=-=-=---—-

Overall 44.7 (340) 61.4 (337) 62.2 (323) <0.001 0.28

Cows with CL 37.2 (274) 54.4 (250) 59.7 (285) <0.001 0.29

Cows without CL 75.8 (66) 81.6 (87) 81.6 (38) 0.34 0.99
Pregnant

D 38 33.5(412) 40.5 (410) 39.8 (392) 0.02 0.60

D 66 30.2 (410) 36.4 (409) 36.2 (392) 0.04 0.70
Pregnancy loss

D 38 to 66 8.8 (136) 9.7 (165) 9.0 (156) 0.88 0.85

' Adapted from Galvio et al. (2007a).

* 14 d = two injections of PGF,, at 37 and 51 DIM, then enrolled in the timed Al 14 d later; 11 d = two
injections of PGF,, at 40 and 54 DIM, then enrolled in the timed Al 11 d later; 11 d + GnRH = same as
11 d, but with an injection of GnRH 7 d before the first GnRH of the timed Al.

? Interval = contrast for the effect of 14 vs. 11 d interval (14 d vs. 11 d + 11 d & GnRH); GnRH =
contrast for the effect of GnRH 7 d before initiation of timed Al (11 d vs. 11 d & GnRH).

* Ovulation to GnRH was evaluated in cows with or without a CL on the day of treatment.
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Table 4. Effect of method of presynchronization on reproductive responses of dairy cows subjected to
Ovsynch'

Presynchronization® P
Presynch CIDR-Presynch
Cows 255 240
Ovulation during Ovsynch
First GnRH, % 57.8 73.2 <0.001
Final GnRH, % 84.9 83.3 0.85
Double ovulation’, % 9.0 18.7 0.005
Pregnancy rate, %
D 28 32.6 329 0.90
D 56 25.6 26.3 0.90
Pregnancy loss, %
D 28 to 56 20.7 20.3 0.59

" Adapted from Rutigliano et al. (2008).

? Presynch = two injections of 25 mg of PGF,, at 37 and 51 d postpartum and the Ovsynch program
started 12 d later; CIDR-Presynch = cows received an intravaginal insert containing 1.38g of
progesterone from 53 to 60 d postpartum with an injection of PGF,, at insert removal and the Ovsynch
protocol started 3 d later.

* Percentage of cows responding to the final GnRH injection of the Ovsynch protocol that ovulated two
follicles within 48 hours of treatment.

Table 5. Effect of presynchronization with PGF,, and GnRH before Ovsynch on pregnancy rates of dairy

COWS
Reference Presynchronization' p
Control PGF-GnRH
------------------- % (N0. COWS) -----=======-=-—-
Peters and Pursley (2002) 38.3 (209) 41.5 (218) 0.87
Bello et al. (2006) 27 (26) 50 (26) 0.08

" Control = no presynchronization before Ovsynch; PGF-GnRH = cows received an injection of PGF,,
followed 3 d later by an injection of GnRH and the Ovsynch was initiated either 7 d later (Peters and
Pursley, 2002), or cows received an injection of PGF,, followed 2 d later by an injection of GnRH and the
Ovsynch was initiated either 6 d later (Bello et al., 2006).

Table 6. Effect of timing of induction of ovulation and Al after induced luteolysis on pregnancy rates of
dairy cows

1
Reference Cosynch 3 P
48 h 60 h 72 h Ovsynch

% (Nno. COWS) ==---===-===mmmmm-

Delarnette and Marshall (2003) - 22.0 (173) - 28.6 (175) 0.16
. 22.8b 31.4a 23.5b

Portaluppi and Stevenson (2005) (224) -—-- (220) (221) 0.05
Hillegass et al. (2008) 44.0 (486) -—-- 44.7 (485) -—-- 0.27
illusveen et al. (2006) presynchronized 378 L 275 4519 ND
lzliusveen et al. (2006) resynchronized 236 L 273 331 ND
Sterry et al. (2006) presynchronized AI ~ 29.5 (146) -—-- 36.9 (206) -—-- 0.13
Sterry et al. (2006) resynchronized Al 28.0 (236) -——- 29.7 (222) -——- 0.93

"Cows received the final GnRH and timed Al either at 48, 60, or 72 h after induced luteolysis.

? Cows received the final GnRH either at 48 (Portaluppi and Stevenson, 2005) or 56 h (Brusveen et al.,
2006) after induced luteolysis and timed Al was performed 72 h after induced luteolysis.

3 Not described in the study.
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Figure 1. Impact of voluntary waiting period and 1** Al conception rate on days open. Legend indicates
the pregnancy rate (PR) at first and subsequent Al (30/15 =30 % at first AL, and 15 % thereafter) and the
voluntary waiting period of 50, 70 or 90 d postpartum.
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Figure 2. Scatter graphs of days in milk (DIM) at first Al relative to current day postpartum for cows in
three dairy herds. Each square represents one or more cows. Squares on the x axis represent cows that
have not received Al
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Figure 4. Survival curves for time to pregnancy in cows subjected to different insemination protocols for
first Al. Median days open were 154, 131, and 135 for control, estrous detection with CIDR (CED), and
timed Al with CIDR (CTALI), respectively (Adapted from Chebel et al., 2005).
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Abstract

Low dose inseminates containing sexed sperm are commercially available in numerous countries from
licensed manufacturers and genetic company distributors. Sex separation of sperm using a flow
cytometer is the only proven, repeatable and reliable method available. Other methods claiming to
separate sperm by sex without causing severe damage have proven unsuccessful. The current technology
has been described as costly, complex and results in lowered pregnancy rates than with unsexed sperm.
Nevertheless, due to recent and rapid commercialization of the technology, and strong demand mostly
from the global dairy industry and to a lesser extent the beef industry, the sexed sperm market share is
growing. Herein, I will discuss the current benefits and limitations of sexed sperm. Appreciation of this
product is mandated when determining “if” and “how” to apply sexed sperm successfully in a breeding
program.

Introduction

Today’s commercialized sperm sex separation technology was pioneered by United States Department of
Agriculture (USDA) researchers (Johnson et al., 1987) and subsequently patent protected by the United
States government. This technology was licensed by the USDA to the Colorado State University
Research Foundation (Fort Collins, Colorado) and then XY Inc., which supported additional research and
future technology development, primarily in cattle in conjunction with university researchers. Many
fundamental areas of bovine sperm research were investigated, and promising laboratory results required
field-testing (Seidel et al., 1999; Schenk and Seidel, 2007; Seidel and Schenk, 2008 and; Schenk et al.,
2008).

Sperm sex separation by flow cytometry is an effective means to skew the sex ratio to either sex; it
remains the only reliable, repeatable, and proven sperm sex-selection method available, that results in live
healthy and reproductively functional offspring (Tubman et al., 2004). Perhaps the most serious
limitation of the current technology for widespread commercial use is that it takes considerable time to
sex sufficient numbers of sperm needed to supply the overwhelming demands of the current global
marketplace. Sperm are analyzed and sexed one at a time, serially, rather than sexing multiple sperm
simultaneously (in parallel). Another constraint is that sexing works best with fresh sperm, so sorters
usually are placed near the bulls, and sperm are cryopreserved after the sexing process. Concepts for
mass separation of sperm have been proposed and continue to be evaluated. Unfortunately, none has
been identified that meets two essential criteria: accuracy of sexing and retention of potential sperm
fertilizing ability.

Sperm Sexing Procedures

Current sperm sorting methods are described in detail by Seidel and Garner (2002). The techniques used
are well known, scientifically sound, and work for nearly all mammalian species including humans. The
basic principle is that almost exactly half of mammalian sperm in any ejaculate have an X-chromosome
and produce females, while the other half have a Y-chromosome and produce males. X-chromosome
bearing sperm contain more DNA than the Y-chromosome bearing sperm (about 4% more for cattle).
Except for this chromosomal difference, no discernible difference between X- and Y-sperm has been
identified to date.

The flow cytometer/sperm sorter is complex, relatively expensive and requires highly trained personnel to
operate. These instruments are capable of evaluating thousands of sperm per second. However, this
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sorting speed remains too slow relative to the needs for routine sperm packaging rates used in bovine
artificial insemination (AI). Therefore, for sexed sperm to be practical and offered commercially, fewer
sperm are placed in each insemination dose than used normally.

Separation of sperm by flow cytometry involves staining sperm with the vital dye, Hoechst 33342.
Pressure is used to push fluid containing stained sperm through the flow cytometer as a fine stream, and
then sperm are interrogated at 351 and 364 nm with an argon laser; detection of the differing DNA
content between X- and Y-chromosome-bearing sperm then is determined by two photon-detectors placed
at right angles to one another (Seidel and Garner 2002). As the stream of fluid exits the flow cytometer, it
is broken into tiny droplets (70 micron) by a vibrating crystal, forming approximately 70,000 to 80,000
droplets per second. About one-third of the droplets contain a sperm and about two-thirds do not contain
any sperm. Opposing electrical charges are applied to droplets containing X- or Y-chromosome-bearing
sperm. If the droplet contains no sperm, multiple sperm, membrane compromised sperm, or sperm that
are indistinguishable relative to DNA content; no charge is placed on the droplet. Droplets free-fall at a
velocity of 80 km/h when they exit the flow cytometer nozzle and pass through an electric field. Since
opposite electrical charges attract each other, X- and Y-chromosome bearing sperm are deflected in
opposite directions. Those droplets without an electrical charge pass directly through the electric field.
Thus, three streams of droplets are produced, thereby separating the X- from the Y-sperm and removing
unwanted or unidentifiable sperm from the initial population.

In practice, 4,000 to 5,000 sperm of each sex can be separated per second at ~ 90% accuracy. Both X-
and Y-sperm can be sorted at the same time if desired. There is however, considerable variability in
sorting speed due to the individual bull or ejaculate. There also are sperm losses in processing after
sorting (Seidel and Garner, 2002), and only about 75% of the sorted sperm are packaged in straws for
cryopreservation. Thus, the number of usable X- and Y-sperm produced per hour at 90% accuracy is
approximately 11 to 14 million sperm of each sex, which is about the sperm package rate for one
conventional dose of semen of each sex. Very importantly, for some ejaculates from some bulls this rate
is considerably less and for others significantly more.

Low Dose Insemination

The number of sorted sperm produced per hour per sperm sorter limits widespread application of the
technology. The main solutions to the limited sexed sperm production have been to have multiple sperm
sorters at each sorting site and to decrease the number of sperm packaged per straw to approximately 2
million. Since it only requires a single sperm to fertilize an egg, 2 million sperm per inseminate is
adequate for normal fertility of unsexed sperm for some bulls and only slightly reduces fertility for most
others (Den Daas et al., 1998). However, fertility of 10 — 20% of bulls decreased 10 — 20 percentage
points at 2 million unsexed sperm per dose as measured by non-return rates. Note that these data were
obtained using professional inseminators with dairy cows in Europe. Seidel et al. (1996) reported for
bulls above average fertility, 500,000 unsexed sperm per dose resulted in the same fertility as 10 million
sperm when inseminating heifers into the uterine horns.

The potential fertilizing ability of sexed sperm is somewhat compromised as sperm are subjected to the
sorting processes. Even when 10 million sexed sperm per dose are inseminated, pregnancy rates are
slightly lower than unsexed sperm. Because 10 million sexed sperm per inseminate is impractical with
today’s sperm sorters, numerous field-studies inseminating cows and mostly heifers with a wide range of
numbers of sorted cryopreserved sperm per inseminate (1 x 10° to 6 x 10°) have been conducted (Seidel et
al., 1999; Schenk and Seidel, 2007; Seidel and Schenk, 2008; Schenk et al., 2008; DelJarnette et al.,
2008). Although in some of these studies individual bull fertility differences were observed, in general,
pregnancy rates plateaued at 2 million total sorted sperm per inseminate, which, however, were lower
than for higher numbers of unsexed sperm.

An inseminate dosage of 2 million total separated sperm maximizes the sorted sperm harvest, while
achieving satisfactory pregnancy rates in heifers when used in well-managed herds. Thus, this dose has
been adopted for many commercial applications worldwide. Recently, two large field studies (Schenk
and Everett, 2007; and DelJarnette et al, 2008) have been conducted inseminating lactating dairy cows
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with sexed sperm. Schenk and Everett (2007) reported a 12 percentage point reduction in pregnancy rate
in lactating dairy cows resulting from sexed sperm compared to higher numbers of unsexed sperm.

It is not surprising that the potential fertilizing ability of sexed sperm is lower than unsexed sperm
because the sorting and processing procedures introduce insults to sperm that can be detrimental to their
cellular integrity, including:

1. Sperm are stored for up to half a day from ejaculation to accumulate a reasonable number of
sexed sperm for processing and packaging.

2. Incubating with a high concentration of the DNA-binding dye may negatively affect sperm
(Garner and Suh, 2002).

3. Sperm are exposed to a powerful laser light during sorting and exit the nozzle of the sperm sorter
at 80 km/h (Garner et al., 2001; Suh et al., 2005).

4. Sperm must be centrifuged to concentrate them for packaging into 0.25-ml straws.
Success Rates

The majority of studies on sexed sperm have been done with breeding heifers, although some have been
done with cows, and a few, with superovulation (Schenk et al., 2006) and in vitro fertilization (Lu et al.,
1999; Zhang et al., 2003; Malcolm, et al., 2007). Success rates described are for 2 million frozen sperm
per insemination using 0.25-ml straws and inseminating into the uterine body as is done normally; few
studies are available using the more common 0.5-ml straw (Schenk and Everett, 2007). Importantly and
not surprisingly, success varies enormously with management, female age and parity. Because sperm are
slightly compromised in the process of sexing and the low number of sperm per dose, everything must be
done optimally for good success rates. The following are especially important:

1. Well managed animals, including good nutrition.

2. Extremely careful handling of semen, including rapid transfer of straws from container to
container, thawing in a 37.5 °C water bath, and inseminating within 10 minutes of thawing.

3. Excellent estrus detection. Generally, success using sexed sperm with fixed-time Al programs
where animals are inseminated whether observed in estrus or not, have been poor. Schenk and Seidel
(2008) recently presented very limited, but encouraging results with timed Al in heifers. The scope
of their study requires experimental expansion and the optimal time of insemination following a
fixed-time synchronization protocol remains to be identified. With conscientious detection of estrus
and inseminating only those females actually standing to be mounted, success rates have been
acceptable. Little difference in pregnancy rate has been reported when heifers were inseminated 0.5
or 1.0 day after first observing standing estrus (Seidel and Schenk, 2008; Schenk et al., 2008). Also,
most commonly used estrus synchronization methods are appropriate as long as they are combined
with estrus detection.

4. Well trained inseminators. Inseminators who get slightly lower pregnancy rates than average
with unsexed semen likely will get much lower pregnancy rates with sexed sperm.

In nearly all trials conducted and reported by XY Inc. (Seidel et al., 1999; Schenk and Seidel, 2007;
Seidel and Schenk, 2008; Schenk et al., 2008) with sexed sperm, a simultaneous control group was
included in the experimental design that used normal numbers of unsexed sperm per inseminate from the
same bulls. This provided the baseline-normal fertility for that herd under the conditions of the field trial.
Success rates with sexed sperm ranged from about 35 to 100% of controls, depending on the particular
herd management, the bulls used, whether animals were bred only after observing standing estrus, etc.
The results fell into two categories: 1) Excellent management in which all four of the above items were
done correctly, and 2) Average to below average conditions where one or more of these items were
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compromised. With excellent management, pregnancy rates with sexed sperm were almost always 70-
90% of controls, so if the control pregnancy rate is 70%, the sexed rate is 49 to 63% pregnant. With
average conditions, the pregnancy rates usually are 50 to 70% of controls, but can be lower.

No matter what the pregnancy rates are, the accuracy is almost always 85 to 95% of the sex chosen.
Note, however, that one needs at least 20 calves to get an unbiased estimate of the sex ratio. There will
be an average of around 10% of the “wrong” sex, and having 1 or 2 calves of the “wrong” sex out of 4 or
5 calves is meaningless in determining the true accuracy.

One other extremely important observation is that despite lowered fertility, the calves actually born seem
to be completely normal except for the sex ratio (Tubman et al., 2004). In that study, 1,169 calves
resulting from sexed sperm were compared with 793 calves from control sperm. There were no
differences in neonatal death rates, birth weights, weaning weights, gestation length, incidence of
abnormalities, nor in any other trait studied. There also was no increase in abortion rates with sexed
sperm compared to controls.

Recommendations

Despite all of the concerns with a relatively new product like sexed sperm, it already has a place in some
breeding programs, and the opportunities will grow as the product improves and becomes more widely
available. Early adopters are likely to benefit most. Fringe benefits also need to be considered, such as
less dystocia in heifers having heifer calves and special cases such as wanting to expand a herd without
introducing new animals because of bio-security issues. Another option being researched is producing
embryos by in vitro fertilization with sexed sperm; it takes many fewer sperm per embryo produced in
vitro than when breeding females (Lu et al., 1999; Zhang et al., 2003; Malcolm, et al., 2007).

Specific recommendations are:

1. Use sexed sperm in proven and successful Al programs. Do not use sexed sperm in Al programs
that have below average pregnancy rates, as the results may be disastrous!

2. Don’t be afraid to try sexed sperm in an Al program and inseminate enough females for an
adequate test. Breeding 10 heifers resulting in 4 or 5 calves will not provide enough information
about how well sexed sperm will work under specific conditions. At least 20-25 head need to be
inseminated and preferably 40-50 to get a trustworthy evaluation.

3. Try sexed sperm where it is easiest to use and will not create a disaster if the resultant pregnancy
rate is low. The best place to start is to breed replacement heifers to have heifer calves. This can be
done with well-grown heifers that are most importantly, cycling.

4. Do not use sexed semen for superovulated cows, as this is the most difficult system for obtaining
acceptable success using compromised sperm. Even with multiple inseminations and good
management, the number of good embryos recovered when breeding superovulated donors with
sexed sperm is about half that with unsexed semen (Schenk et al., 2006). However, pregnancy rates
with the embryos produced appear to be normal. The one place that sexed sperm already may fit for
superovulation is if one sex of calves is very valuable, and the value of the other sex is very low.
Sexed sperm in this case, while producing only about half as many embryos, will produce just as
many desired-sex embryos as unsexed sperm, and make the most efficient use of recipients.

5. Try sexed semen if it fits a particular application. With good management, results are most often
quite satisfactory.
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Future Considerations

As with any new technology, costs will decline and success rates will improve with time. Sexed sperm
could eventually change the whole nature of the beef cattle industry, making it more like current swine
breeding programs in which there are maternal lines and terminal cross lines for almost every breeding
program. While this already is true in some cases for beef cattle, when breeding for maternal traits, the
males are really a by-product, as are the females with terminal cross programs. Certainly terminal
crossing would be more efficient with 90% males if costs of sexed sperm were low and fertility was
normal.

One other characteristic of new technologies is that most of the benefit usually accrues to the early (not
too early!) adopters. After the new technology becomes widespread, nearly everyone is forced to use it,
so everyone has to incorporate it to remain profitable.

One final characteristic of sexed sperm, and indeed many other technologies, is that most of the
investment in this technology was made by private industry, not by government grants or university
resources. Private industry has patented key aspects of the technology, or licensed key patents held by the
United States government or universities. There simply were no government grants available for the size
of investment required to make sexed sperm a commercial reality. This has resulted in greater input from
private industry in how sexed semen was developed, currently marketed and priced than producers are
accustomed to for most cattle breeding goods and services (Seidel, 2003).
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Fatores que influenciam o sucesso de programas de IATF em gado de leite
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Introducao

O declinio na fertilidade de vacas leiteiras nas ultimas décadas tem sido associado ao aumento da produgdo de leite e
a mudangas na fisiologia reprodutiva desses animais. Uma das causas da menor eficiéncia reprodutiva em rebanhos
de alta produgdo ¢ a diminuig¢do da expressdo e da detecgdo de estros (Dransfield et al., 1998; Lopez et al., 2004).
Com o intuito de solucionar o problema da baixa taxa de servi¢o devido a ineficiéncia da detecgdo de estro, muitos
protocolos hormonais que visam sincronizar a manifestacdo do comportamento de estro com o uso de
prostaglandinas (PGF) foram desenvolvidos (Odde, 1990). Posteriormente, Pursley et al. (1995) desenvolveram o
protocolo Ovsynch, no qual a associagdo de GnRH e PGF ¢ utilizada, permitindo a inseminagdo artificial em tempo
fixo (IATF). Recentemente, tratamentos que associam estrogenos e progestagenos t€m sido utilizados para
sincronizar a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em vacas (B6 et al., 1995). No entanto, em
bovinos de leite de alta produgdo sob sistema de confinamento, baixas taxas de concepg¢ao (abaixo de 35% em varios
paises) continuam sendo alcancadas, mesmo com o uso desses protocolos. Além disso, a performance reprodutiva
dessas vacas de alta producdo em rebanhos comerciais pode ser influenciada por diversos outros fatores (Caraviello
et al., 20006), entre eles a sanidade, o manejo adequado e a correta administragdo de farmacos, os quais afetam direta
ou indiretamente o sucesso do programa de sincronizagdo da ovulacdo para a IATF.

Sabe-se que altos niveis de estrogeno proximo a IA estio relacionados a maior fertilidade em bovinos (Perry et al.,
2005) e podem estar envolvidos com o transporte espermatico mais eficiente pelo trato reprodutivo da fémea (Hawk
et al., 1975). Ainda, tém-se observado que as altas taxas de metabolismo hepatico dos esterdides (Sangsritavong et
al., 2002) associadas ao problema de ovulagdo prematura em protocolos de IATF reduzem tanto as concentragdes
circulantes de estradiol (E,) ao redor da IA (proestro) quanto as de progesterona (P4) apds a ovulagio (diestro). Com
base nessas informagdes, alguns estudos t€m demonstrado o beneficio da suplementacdo com E, ao final dos
protocolos para IATF (Hanlon et al., 1996; Colazo et al., 2004; Souza et al., 2007). Nesse contexto, foi observado
aumento de 15% na taxa de concepgdo em vacas de corte que receberam Cipionato de estradiol (CE) 24 horas apds a
remoc¢ao do implante de P, (Colazo et al., 2004). Portanto, existe a possibilidade de aumentar as taxas de concepcao
apos a suplementacdo com estrégenos no periodo periovulatério.

Com relagdo a antecipagdo da ovulagdo ligada a alguns protocolos de IATF (Colazo et al., 2003), tem-se que, nesses
casos, o tamanho do foliculo ovulatorio e, consequentemente do corpo luteo (CL) que ird ser formado, ¢ menor
quando comparado ao de ovulagdes oriundas de cio natural. Vasconcelos et al. (1999) demonstraram que de fato
existe relagdo entre o tamanho do foliculo ovulatério e o volume do CL formado. Adicionalmente, diversos estudos
mostraram a ocorréncia de efeitos deletérios no desenvolvimento embriondrio inicial € no reconhecimento materno
da gestagdo, relacionados as baixas concentragdes de progesterona (Mann and Haresign, 2001). Sendo assim, uma
possivel solucdo para evitar baixas concentragdes de P, no diestro seria aumentar a produgdo desse hormdnio pelo
CL. Tendo isso em vista, alguns pesquisadores incorporaram a eCG em protocolos de IATF e relataram aumentos na
fertilidade (Baruselli et al., 2004). Esses autores trabalharam com a hipétese de que a melhora na taxa de prenhez
nos animais que receberam eCG na retirada do dispositivo intravaginal de Py, estaria relacionada ao aumento da taxa
de ovulagdo de animais em anestro e aos maiores niveis de P, circulante no diestro (Baruselli et al., 2004),
minimizando falhas no reconhecimento fetal da gestacdo. Essa hipdtese estaria embasada em estudos que
verificaram associagdo entre o atraso no aumento de P, no inicio do diestro e o desenvolvimento embrionario, uma
vez que embrides menores secretam menores quantidade de interferon-t ¢ comprometem o bloqueio da lutedlise.
(Mann e Haresign, 2001; Kerbler et al., 1997).

Outro importante aspecto a ser considerado sdo as fémeas repetidoras de servigo, uma vez que apresentam
consideravel impacto econdmico nas fazendas de leite (Lafi & Kaneene, 1992). Esses animais geralmente sdo
definidos como subférteis, sem anormalidades anatomicas ou infecciosas, além de serem caracterizados por baixas
taxas de fertilizagdo (Graden et al., 1968; O’Farrell et al., 1983) e/ou mortalidade embriondria precoce (Linares,
1981; Gustafsson e Larsson, 1985). Em estudo realizado por Bége et al. (2002) foi verificado que novilhas
repetidoras de servico apresentam estro prolongado, foliculos persistentes e atraso no pico de LH.

Além desses fatores, Sartori et al. (2002) relataram que vacas leiteiras em lactacdo apresentam pobre
desenvolvimento embriondrio inicial se comparadas as ndo lactantes, assim como uma maior porcentagem de
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embrides degenerados (42%) comparados as vacas secas (18%) durante o verdo. Outro fator que afeta
negativamente a eficiéncia reprodutiva de vacas de leite é o estresse térmico, contribuindo para a baixa fertilidade
desses animais. Nesse sentido, um estudo demonstrou que durante o verdo, vacas em lactacdo tém baixas
concentragdes de E, no pro-estro comparadas as vacas secas (De La Sota et al., 1993). Ainda, baixas taxas de
detecgdo de estro (Thatcher e Collier, 1986) e de concepgao foram detectadas durante o estresse calérico (Badinga et
al., 1985; Thatcher ¢ Collier, 1986), provavelmente devido a elevagdo da temperatura corporal, que resulta em
mortalidade embrionaria precoce (Putney et al., 1988). De acordo com esses conceitos, a transferéncia de embrido
(TE) se mostra uma ferramenta potencial para minimizar os eventuais efeitos do ambiente uterino e da lactacdo
sobre o desenvolvimento embrionario inicial, evitando dessa forma, a mortalidade embrionaria precoce e,
consequentemente, promovendo maiores taxas de prenhez.

Contudo, o sucesso da transferéncia de embrido depende de alguns fatores como a eficiéncia do aproveitamento das
receptoras. Sabe-se que em manejos baseados em detecgdo de estro, a taxa de observagdo ndo ultrapassa 50% das
vacas em estro (Lyimo et al., 2000; Van Eerdenburg et al., 2002). Este quadro tende ainda a piorar quando as
receptoras de embrido sdo vacas em lacta¢do de alta producdo, devido aos efeitos deletérios da producgéo leiteira na
expressdo de cio (Lopez et al., 2004). Sendo assim, recentes protocolos foram desenvolvidos para controlar a
dindmica folicular e luteinica, abolindo a necessidade de detecgdo de cio para a TE (Baruselli et al., 2000a; b ; 2001;
Tribulo et al., 2000; B6 et al., 2001).

Recentemente, Rodrigues et al. (2006) e Ferreira et al. (2006) alcangaram satisfatorias taxas de aproveitamento e
altas taxas de prenhez em novilhas de corte utilizadas como receptoras de embrido, diminuindo a freqii€ncia de
manejo e facilitando a utilizacdo da tecnologia da transferéncia de embrido.

Inseminacao artificial em tempo fixo como ferramenta para aumentar a taxa de prenhez em vacas holandesas
de alta producio

Objetivando aumentar a taxa de prenhez em vacas holandesas de alta produgéo, nosso grupo de pesquisa conduziu
um experimento na Fazenda Santa Rita (municipio de Descalvado) para avaliar o efeito do uso do dispositivo
intravaginal de P, novo e previamente utilizado por 8 dias. Além disso, o efeito da administracdo do CE em
protocolos que utilizavam eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P, foi também avaliado em
dois periodos do ano (verdo x inverno; Souza et al., 2008). Todos os animais receberam 2 mg de Benzoato de
estradiol (BE; Estrogin; Pharmatec, Brasil), sendo que metade recebeu um dispositivo intravaginal de progesterona
novo (CIDR; 1,9 g; Pfizer, Brasil) e a outra metade recebeu CIDR previamente utilizado por 8 dias no D0. No
momento da retirada do CIDR (DS), as vacas foram dividas em 4 diferentes grupos experimentais: 1) NeCGECP:
CIDR novo + eCG (400 UI, Folligon; Intervet, Brasil) + CE (1 mg; ECP; Pfizer, Brasil) no Dia §8; 2) UeCGECP:
CIDR usado + eCG (400 UI) + CE (1 mg) no Dia 8; 3) NeCG: CIDR novo + eCG (400 IU) no Dia §; 4) UeCG:
CIDR usado + eCG (400 IU) no D8. Todos os animais receberam uma dose de GnRH (100 mcg; Fertagyl; Intervel,
Brasil) 48h apds a remocdo do dispositivo de progesterona e foram inseminados em tempo fixo 8§ a 10h apds
administracdo de GnRH. O diagndstico de prenhez foi realizado 30 e 60 dias apds a IATF, por exame
ultrassonografico.

No verdo, os resultados, ndo mostraram diferenga significativa (P > 0,10) na taxa de concepgao entre os diferentes
tratamentos hormonais. Além disso, ndo houve interagdo entre o tipo de CIDR (novo vs usado) e o uso de ECP na
retirada do dispositivo considerando-se a taxa de concepcao (P > 0,10). Porém, inesperadamente, os dados
analisados indicam uma tendéncia (P = 0,09) de melhora na taxa de concep¢ao aos 30 dias e melhora (P = 0,05) na
taxa de concepgdo aos 60 dias apos IATF nas fémeas tratadas com dispositivos intravaginais previamente usados
quando comparada as taxas de fémeas tratadas com dispositivos novos. Ainda, independentemente do tipo de CIDR
empregado, o tratamento com 1mg de ECP no momento da retirada do CIDR néo alterou (P > 0,10) a taxa de
concepcdo de vacas de leite de alta producdo (Tabela 1). As baixas taxas de concepcdo obtidas nesta fase
experimental, provavelmente sdo devido ao estresse calorico pelo qual os animais passaram.
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Tabela 1. Taxa de concepgdo aos 30 e 60 dias apos a IATF em vacas holandesas de alta producdo inseminadas
durante o verdo, tratadas com CIDR novo ou previamente utilizados por 8 dias, com ou sem a adi¢do de 1 mg de
ECP no D8 (Adaptado de Souza et al., 2008).

Tratamento N TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 52 19,2 17,3
CIDR usado com ECP 49 24,5 24,5
CIDR novo sem ECP 49 12,2 10,2
CIDR usado sem ECP 48 22,9 22,9

Efeitos principais

Com ECP 101 21,8 20,8
Sem ECP 97 17,5 16,5
CIDR novo 101 15,84 13,9°
CIDR usado 97 23,78 23,7°

*TC = taxa de concepg¢do (numero de animais que conceberam/ numero total de 1As)
2> Meédias diferem estatisticamente; P < 0,05.
AB)Meédias tenderam a ser diferentes estatisticamente; P < 0,10.

Outros estudos utilizando novilhas e vacas de corte, também compararam o uso de CIDRs novos ou reutilizados em
protocolos para IATF (Colazo et al., 2004; Seneda et al., 2004). Em estudo conduzido por Seneda et al. (2004), nao
foi observada diferenca na taxa de concepgdo entre novilhas de corte tratadas com CIDR novo (49,8%) em relagdo
as tratadas com CIDR previamente utilizado por 8 dias (44%). Colazo et al. (2004), por sua vez, realizaram uma
série de 3 experimentos comparando a taxa de concepgdo entre animais tratados com CIDRs novos ou reutilizados.
No primeiro experimento, de forma semelhante ao estudo anteriormente citado (Seneda et al.; 2004), os autores ndo
encontraram diferenca na taxa de concepgdo entre novilhas de corte tratadas com CIDR novo (48,3%) ¢ CIDR usado
(46,2%). Em outro experimento apenas com dispositivos reutilizados, os mesmos pesquisadores verificaram que
novilhas e vacas de corte apresentaram maior taxa de concepgdo quando submetidas a tratamento com dispositivos
intravaginais reutilizados por uma vez (62,4%) comparadas aquelas tratadas com dispositivos reutilizados por duas
vezes (48,4%). J4 em um terceiro experimento desses autores, foi comparado o uso de 1 CIDR novo, 1 CIDR
reutilizado por uma vez, 1 CIDR reutilizado por duas vezes e 2 CIDRs reutilizados por duas vezes. Nao foi
encontrada diferencga na taxa de concepg¢do apos a IATF entre os quatro grupos de tratamento.

Cerri et al. (2005), utilizando vacas de leite de alta produgdo, verificaram um efeito significativo do tipo de
dispositivo, sendo que os animais tratados com dispositivos reutilizados apresentaram menores concentragdes
circulantes de P4 a partir do segundo dias apds a insercdo dos dispositivos intravaginais. Portanto, os diferentes
niveis de P4 circulantes podem ter afetado a dinamica folicular (Carvalho et al., 2008), provavelmente modificando
o padrdo de liberagdo de LH durante o periodo do implante. Neste sentido, diversos autores descreveram o aumento
da pulsatilidade do LH em animais com menores concentra¢des circulantes de P4 (Kinder et al., 1996; Kim et al.,
2003). Sendo assim, o grupo tratado com CIDR usado pode ter proporcionado menor concentragdo de P4 circulante
e conseqilientemente um aumento na pulsatilidade do LH e na taxa de crescimento folicular. Nesse contexto, animais
com foliculos ovulatérios maiores normalmente apresentam maiores taxa de concep¢do se comparados a animais
que ovulam foliculos menores (Perry et al., 2005; Lopes et al., 2007; Souza et al., 2007).

Na tabela 2 esta apresentada a taxa de concepgdo durante o inverno do experimento de Souza et al. (2008), de
acordo com o grupo experimental. Semelhantemente ao verfo, ndo houve diferenca significativa (P > 0,10) na taxa
de concepgdo entre os tratamentos hormonais. Também ndo houve interagdo entre o tipo de CIDR e o uso de ECP na
retirada do dispositivo considerando-se a taxa de concepcdo (P > 0,10). Porém, ao contrario do observado
anteriormente, a melhora na taxa de concepg@o nos animais tratados com dispositivos previamente utilizados néo
ocorreu durante o inverno. De forma similar aos resultados observados durante o verdo, o tratamento com 1 mg de
ECP no momento da retirada do CIDR ndo alterou (P >0 ,10) a taxa de concepgdo de vacas holandesas de alta
produgdo.

Em estudos recentes (Souza et al., 2005; Sellars et al., 2006) verificou-se aumento ou tendéncia de aumento nas
concentragdes circulantes de estradiol ap6s os tratamentos com 0,25 mg (Sellars et a., 2006) ou 1 mg de ECP (Souza
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et al., 2005) em vacas de alta produgdo. Com base nesses resultados, a utilizagdo de 1 mg de ECP no momento da
retirada do CIDR no estudo de Souza et al. (2008) provavelmente aumentou as concentragdes circulantes de
estradiol. No entanto, ao contrario do esperado, essa suplementacdo ndo melhorou significativamente as taxas de
concepcdo das fémeas sincronizadas (Souza et al., 2008). Esses resultados estdo de acordo com outros autores, os
quais ndo encontraram aumentos nas taxas de concep¢do apds o uso de estrogenos proximo ao momento da
ovulagdo sincronizada (Lopes et al., 2000; Pancarci et al., 2002; Sellars et al., 2006). Porém, um estudo recente
(Souza et al., 2007) utilizando vacas holandesas de alta produgdo mostrou que eventuais aumentos nas taxas de
concepcao apds suplementacdo com estrogeno antes da ovulacdo sincronizada podem estar relacionados ao escore
de condigdo corporal, ao nimero de dias em lactagdo e ao tamanho do foliculo ovulatorio do animal.

Tabela 2. Taxa de concepgdo aos 30 e 60 dias apés a IATF em vacas holandesas de alta producdo inseminadas
durante o inverno, tratadas com CIDR novo ou previamente utilizados por 8 dias, com ou sem a adi¢do de 1 mg de
ECP no D8 (Adaptado de Souza et al., 2008).

Tratamento N TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 48 354 31,3
CIDR usado com ECP 48 41,6 354
CIDR novo com ECP 47 42,6 34,4
CIDR usado com ECP 47 447 38,3

Efeitos principais

Com ECP 96 38,5 33,3
Sem ECP 94 43,6 36,2
CIDR novo 95 38,9 32,6
CIDR usado 95 43,2 36,8

*TC = taxa de concepgdo (numero de animais que conceberam/ numero total de [As)

De acordo com a analise geral dos resultados, ndo houve interagdo CIDR*época do ano, ECP*época do ano ou
CIDR*ECP*¢época do ano na taxa de concepcao e perda gestacional (P > 0,10) dos animais utilizados. Sendo assim,
os dados de concepc¢do do periodo verdo e inverno foram descritos de forma combinada. Nessa nova analise,
também ndo houve efeito (P > 0,10) da adicdo do ECP no momento da retirada do CIDR na taxa de concep¢ao e ndo
foi verificada diferenga na perda gestacional entre os 30 e 60 dias entre os grupos experimentais. Houve, no entanto,
uma tendéncia na melhora na taxa de concepgdo aos 60 dias apds a IATF no grupo tratado com CIDR reutilizado
quando comparado aos animais tratados com CIDR novo (Tabela 3).
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Tabela 3. Taxa de concepgdo aos 30 e 60 dias apos a IATF em vacas holandesas de alta producdo inseminadas
durante duas épocas do ano (inverno e verdo), tratadas com CIDR novo ou previamente utilizado por 8 dias, com ou
sem a adicdo de 1 mg de ECP no D8 (Adaptado de Souza et al., 2008).

Tratamento N TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 100 27,0 24,0
CIDR usado com ECP 97 33,0 29,9
CIDR novo com ECP 96 27,1 21,9
CIDR usado com ECP 95 33,7 30,5

Efeitos principais

Com ECP 197 29,9 26,9
Sem ECP 191 30,4 26,2
CIDR novo 196 27,0 23,04
CIDR usado 192 33,3 30,28

*TC = taxa de concepgdo (numero de animais que conceberam/ numero total de 1As)
ABMédias tenderam a ser diferentes estatisticamente; P < 0,10.

Alguns relatos anteriores (Macmillan et al., 1991; Macmillan e Peterson, 1993) indicam que o CIDR libera P4 por
pelo menos 15 dias e, deste modo, este dispositivo intravaginal pode ser utilizado por pelo menos 2 vezes em
protocolos de sincronizagao da ovulagdo. O presente estudo parece ter confirmado a possibilidade de utilizagdo do
CIDR previamente utilizado por 8 dias em associagdo com BE em protocolos para IATF. Porém, mais estudos sao
necessarios para confirmar o possivel beneficio de menores concentragdes de P4 durante os protocolos para IATF
em vacas de leite sob estresse térmico.

Outro interessante experimento conduzido por nossa equipe teve como objetivo antecipar a concepg¢do no pos-parto,
comparar o intervalo parto-concepgdo e a porcentagem de vacas prenhes aos 150 dias de lactagdo (DEL; Teixeira et
al., 2008). Ainda, a taxa de prenhez de vacas holandesas de alta produgdo submetidas a dois protocolos de IATF
com diferentes fontes de estradiol foi avaliada durante o inverno e a primavera. Assim, os efeitos da administragdo
de Benzoato de estradiol (BE) ou Valerato de estradiol (VE) no inicio do protocolo de sincroniza¢do da ovulagéo
foram comparados, antecipando a primeira inseminagdo para 60 dias (57 a 63 dias) no pos-parto. Os animais do
grupo Controle (GC; n=150) tiveram o cio observado ¢ foram inseminados 12h apds a detec¢do visual do estro
(natural ou induzido pela administracdo de uma dose de PGF). O Grupo Benzoato (GB; n=150) recebeu, em dia
desconhecido do ciclo estral (D0), um implante auricular de Norgestomet (Crestar®) e 2 mg de BE. No DS, o
implante foi retirado ¢ eCG (400 UI), PGF (150 pg) e ECP (1 mg) foram Administrados. A IATF foi
efetuada no D10 juntamente a administracdo de 100 ug de GnRH. No DO, as fémeas do Grupo Valerato (GV;
n=100), receberam implante auricular de Norgestomet ¢ 5 mg de VE. Nove dias depois (D9) o implante foi retirado
¢ administrou-se eCG (400 UI) e PGF (150 pg), seguido da IATF no D11. Apods a IATF, todos os animais
foram submetidos & detec¢ao de estro, assim como no GC. O diagnostico de gestacdo foi realizado 30 e
60 dias apds a IA. Os resultados estdo mostrados na tabela 4 e figura 1.
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Tabela 4. Taxa de concepcao e prenhez aos 60 dias em lactagdo (DEL), intervalo entre parto e concepgao, intervalo
entre parto e 1* IA, intervalo entre parto e 2° IA ¢ taxa de prenhez aos 150 DEL (Adaptado de Teixeira et al., 2008).

GC GB GV P
Taxa de concepcio aos 60 DEL (%) 29,7 (11/37) 28,3 (41/145) 27,5 (27/98) 0,93
Taxa de prenhez aos 60 DEL (%) 6,0 (9/149) 28,3 (41/145)° 27,5 (27/98)° 0,001
Intervalo Parto-1" 1A (d) 77,8i1,7hl 60’4i0,2b 6()’210,2b 0,001
Intervalo Parto-2" IA (d) 106,212,3a 99,411,8ab 96’9i2’4b 0,058
Intervalo Parto-Concepc¢ao (d) 93’3i3’1a 88’4i3’5ab 79,3i3’gb 0,003
Taxa de prenhez aos 150 DEL (%) 48,9 (73/149) 43,5 (63/145) 40,8 (40/98) 0,27
60 -
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Figura 1. Prenhez acumulativa de vacas Holandesas submetidas a IATF seguida de detecc@o de cio e IA durante os
periodos de inverno e primavera (Adaptado de Teixeira et al., 2008).

De acordo com os resultados, ¢ possivel concluir que os protocolos de IATF utilizando tanto BE quanto VE foram
capazes de aumentar a taxa de prenhez aos 60 dias pds-parto, antecipando, dessa maneira, os intervalos Parto-
Concepgdo, Parto-1"IA e Parto-2*IA. Contudo, ndo foi observada diferenca entre os tratamentos e o grupo controle
na taxa de prenhez aos 150 DEL. Porém, essa auséncia de diferenca pode ndo ocorrer em fazendas com deficiéncia
na detecgdo de cio.

Como ¢ sabido que o estresse térmico decorrente das altas temperaturas e umidade do verdo contribui para a baixa
fertilidade de vacas de leite, outro experimento estd sendo desenvolvido para avaliar os efeitos desses mesmos
tratamentos durante o verdo. Talvez durante esse periodo maiores diferengas entre os tratamentos e grupo controle
possam ser observadas.

Transferéncia de embrido como ferramenta para aumentar a taxa de prenhez em vacas holandesas

Vacas de leite criadas em condigdes tropicais, normalmente apresentam diminui¢do na qualidade oocitaria e queda
da taxa de concepgdo em programas de inseminagdo artificial (IA). Além disso, vacas de leite de alta produgdo
apresentam altos indices de repeticdo de cio e decréscimo na taxa de prenhez, quando submetidas a IA. Um dos
fatores responsaveis por essa diminui¢do € o estresse calorico. Conceitualmente, melhores taxas de concepcio
podem ser obtidas com a transferéncia de embrides (TE), principalmente quando comparada a IA em épocas quentes
do ano (Rodrigues et al., 2004).
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Assim, o objetivo de um estudo retrospectivo realizado por nosso grupo foi comparar a taxa de concepg¢ao de vacas
Holandesas submetidas a IA ou a TE, em diferentes periodos (meses) do ano, de 2001 a 2006. Essa analise foi
realizada para o rebanho como um todo (Rodrigues et al., 2007a) e para as vacas repetidoras de servico (= 4
servigos; repeat breeders) isoladamente (Rodrigues et al., 2007b). Além disso, visou-se também comparar a taxa de
concepcao de vacas Holandesas de alta produgdo (28,4 + 2,3 kg/dia) que receberam embrides frescos (n = 2634) ou
descongelados (n = 2237; Rodrigues et al., 2007¢c). Todos os embrides foram transferidos para receptoras que
apresentaram comportamento de estro 24 h antes (Dia +1), no mesmo dia (Dia 0) ou 24 h ap6s (Dia -1) o dia do cio
presumido das doadoras (Rodrigues et al., 2007d).

Quando todas as vacas foram analisadas, ndo foi verificado efeito de ano, porém constatou-se interagdo entre o ano e
o método (IA ou TE) utilizado. Além disso, foi verificado efeito significativo do método na taxa de concepgdo [[A=
28.,5% (5292/18568)" vs TE= 41,9% (2041/4871)°; P < 0,0001, Figura 2]. Também foi observado efeito do més na
taxa de concepgdo para ambos, IA ¢ TE, quando os meses foram avaliados separadamente (anos agrupados; Figura
3).

50 -
- A 41.9 %°
40 - — TE
2.039/4.871
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30 28.5 %°
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Figura 2. Efeito da inseminagdo artificial e da transferéncia de embrido na taxa de prenhez de vacas Holandesas de
alta producdo (Adaptado de Rodrigues et al., 2007%).
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Figura 3. Efeito do més na taxa de prenhez a inseminagdo artificial (n=18.568) e a transferéncia de embrido
(n=4.871) em vacas Holandesas de alta produg@o (Adaptado de Rodrigues et al., 2007a).

De forma semelhante, quando somente as vacas repetidoras de servico foram analisadas, a taxa de concepgao foi
maior (P < 0,0001) em animais submetidos a TE (41,7%; 1609/3858) comparado aos animais submetidos a A
(17,9%; 1019/5693; Figura 4). No entanto, nessa categoria animal, essas diferencas se mostram ainda maiores. As
taxa de concepcao para IA e TE de Janeiro a Dezembro (anos agrupados) estdo mostradas na figura 5.
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Figura 4. Efeito da inseminag@o artificial e da transferéncia de embrido na taxa de prenhez de vacas Holandesas de
alta producdo, repetidoras de servigo (Adaptado de Rodrigues et al., 2007b).
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Figura 5. Efeito do més na taxa de prenhez a inseminagdo artificial (n=5.693) e a transferéncia de embrido
(n=3.858) em vacas Holandesas de alta produgao, repetidoras de servigo (Adaptado de Rodrigues et al., 2007b).

A analise dos animais que receberam embrides frescos ou descongelados mostrou maior taxa de concepgdo (P =
0,0013) para receptoras inovuladas com embrides frescos (43,85%; 1155/2634)" em relagdo as fémeas que
receberam embrides descongelados (39,52%; 884/2237)".

Em geral, os resultados obtidos indicam que a TE apresenta maiores taxas de concep¢do do que a IA ao longo de
todo o ano em vacas Holandesas de alta produgdo, especialmente em vacas repetidoras de servico. Esse efeito foi
mais evidente nos meses mais quentes do ano. Também, maiores taxas de concepgdo foram alcangadas utilizando-se
embrides frescos em relagdo aos embrides descongelados. Além disso, a sincronizag@o rigorosa entre doadora e
receptora (D0) mostrou maior eficiéncia, especialmente quando embrides criopreservados foram utilizados.

Portanto, o emprego dessa tecnologia mostra-se como uma alternativa eficaz para manutencgdo de satisfatorias taxas
de concepgdo durante o ano todo, especialmente nos meses mais quentes, nos quais os animais apresentam menor
eficiéncia reprodutiva. Contudo, o sucesso dessa técnica depende de fatores como eficiéncia na selecdo de
receptoras e o aperfeicoamento de protocolos que permitam a transferéncia de embrides sem que haja necessidade
de observagao de estro.
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Assim, objetivando comparar a administra¢do de uma unica dose de prostraglandina (PGF) associada a detecgdo de
estro com um protocolo de sincronizagdo da ovulagdo para TETF, nosso grupo desenvolveu o seguinte estudo
(Rodrigues et al., 2008): vacas holandesas (Bos faurus) em lactagdo, repetidoras de servico [inseminagdes > 3 ou
dias em lactagdo (DEL) > 200] foram avaliadas por palpaco retal e homogeneamente destinadas a um de trés
tratamentos, de acordo com a presenga ou auséncia de CL. Em dia aleatorio do ciclo estral (D0), as fémeas do
Grupo-PGF+Estro (G-PGF+Estro; n= 234) que apresentavam CL receberam 150 pg de D-Cloprostenol
(PGF; Preloban®; Intervet, Brasil) im. e foram submetidas a deteccio de estro do D2 ao D5 apds a
administragao de PGF. Os embrides foram transferidos sete dias apos a observagdo do cio. As vacas no
G-Nor+CL (n=221; presenga de CL) ¢ G-Nor-CL (n=221; auséncia de CL) receberam implante auricular
de Norgestomet (Crestar®, Intervet, Brasil) juntamente a 2 mg de Benzoato de estradiol i.m. (Estrogin,
Farmavet, Brasil) ¢ 50 mg de progesterona i.m. (Progesterona, Index Farmacéutica, Brasil) no Dia 0. No Dia 8,
o implante foi retirado e 400 UI de eCG i.m. (Folligon®, Intervet, Brasil), 150ug de d-cloprostenol i.m.
(PGF; Preloban®; Intervet, Brasil) ¢ 0,5 mg de cipionato de estradiol i.m. (E.C.P.®; Pfizer, Brasil) foram
administradas. Nao houve detec¢do de estro, sendo o D10 considerado como o dia do estro. A transferéncia
de embrides foi feita no Dia 17.

A taxa de deteccdo de estro para o G-PGF+Estro foi de aproximadamente 60% (Tabela 5). Porém, mesmo com esta
alta eficiéncia na detec¢do de cio, o grupo G-PGF+Estro apresentou menores taxas de aproveitamento (34,5%) se
comparado aos grupos tratados com protocolos de sincronizagdo da ovulagdo (ao redor de 70%). Além disso, a
auséncia de corpo liteo no inicio dos tratamentos de sincroniza¢do da ovulacdo diminuiu cerca de 14% (Nor+CL
~75% vs Nor-CL ~61,2%) a taxa de aproveitamento das receptoras (Tabela 5). Adicionalmente, as taxas de prenhez
aos 30 e aos 60 dias foram significativamente maiores (P < 0,05) para o G-Nor+CL comparado ao G-PGF+Estro. O
grupo G-Nor-CL apresentou taxas de prenhez intermediarias (Tabela 5).

Tabela 5. Taxa de deteccdo de cio (%), de aproveitamento, de concepgdo (%) aos 30 e 60 dias, de prenhez (%) aos
30 e 60 dias, perda embrionaria (%), nimero médio de CL (% desvio padrdo), area média do CL (+ desvio padrdo) e
concentrag@o plasmatica média de progesterona (ng/mL; + desvio padrdo) em receptoras Holandesas repetidoras de
servigo apresentando ou ndo CL no Dia 0 (Adaptado de Rodrigues et al., 2008).

Grupos
G-PGF+Estro G-Nor+CL G-Nor-CL

Taxa de deteccio de cio (%) (5292’;) """""
Taxa de aproveitamento (%) ?;559; 225(’)%; ?21 ii;
Taxa de concepcio (30 dias; %) 5(3';§)A 4(21,2)6A)B 3(?321;3
Taxa de concepcao (60 dias; %) ?765; (3185’65) (31’;’?)
Taxa de prenhez (30 dias; %) 53539)“ ?21(’);; 2(3’144‘;b
Taxa de prenhez (60 dias; %) (126519; %28(3)2;) 2(%194;b
Numero médio de corpo liteo 0,92°? 1,19° 0,98 ®
(134) (208) (214)
Area média do corpo liteo (cm?) 4,2%;:’(7))’21“ 3’73(%:7%)15?‘]3 3’58(;;1())),15]3
Concentragao Plasmatica de progesterona na 37404 3,3+0,3 4,0+0,4

transferéncia de embriao (ng/mL)

*Somente animais apresentando concentragdo de progesterona acima de 1ng/mL foram utilizados na analise.
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Concluindo, o protocolo hormonal utilizando BE, implante auricular de Norgestomet e eCG aumentou a proporgao
de receptoras aproveitadas para inovulagdo ¢ aumentou a taxa de prenhez em vacas de leite de alta produgdo de
menor fertilidade (>3 inseminagdes). Além disso, os protocolos que permitem a transferéncia de embrides em tempo
fixo facilitam o manejo reprodutivo diminuindo a freqiiéncia de manejos do protocolo para TETF e eliminando a
necessidade de detecgdo de cio.
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1. Introducao

O rebanho bovino brasileiro ¢ composto por mais de 200 milhdes de animais (MAPA, 2007), sendo que o
gado zebu (Bos indicus) corresponde a aproximadamente 80% desse patrimonio. A predominéancia desse
grupo genético se deve a maior adaptabilidade as condig¢des climaticas (altas temperaturas e umidade) e a
disponibilidade de alimentos (sazonalidade quali-quantitativa da produgdo de forrageiras) encontrados no
Brasil tropical. Porém, apesar dessas caracteristicas adaptativas dos zebuinos as condigdes tropicais, na
grande maioria dos rebanhos brasileiros observa-se comprometimento nos indices reprodutivos,
principalmente devido ao prolongamento do periodo de anestro pos-parto. Além da baixa eficiéncia
reprodutiva, o rebanho brasileiro apresenta baixo nimero de vacas inseminadas artificialmente (apenas
6% das vacas em idade reprodutiva). Historicamente, a inseminagdo artificial revelou-se como a
ferramenta mais eficiente do melhoramento genético, tanto em bovinos de leite quanto em bovinos de
corte. Dessa forma, torna-se necessaria a adogdo de boas técnicas de manejo (nutri¢do, sanidade, etc),
associadas ao emprego da IA com s€men de touros provados geneticamente com o objetivo de melhorar a
eficiéncia reprodutiva, com conseqiiente aumento na producdo de bezerros de qualidade e na
rentabilidade da propriedade.

Existe na atualidade tecnologia para sincronizar o crescimento folicular e a ovulagdo em bovinos. Com
essa finalidade, emprega-se uma seqiiéncia de tratamentos (protocolos) que tem como finalidade
sincronizar a ovulacdo para o emprego da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), que dispensa a
necessidade de detec¢do do cio, colaborando sobremaneira para praticidade do o emprego dessa
biotecnologia. Os trabalhos cientificos apontam que a IATF pode ser empregada mesmo em vacas em
anestro, antecipando a ovulagdo pos-parto e melhorando a eficiéncia reprodutiva do rebanho (Baruselli et
al., 2002). No entanto, nessas condi¢des, as pesquisas indicam a importancia do tratamento com eCG
(gonadotrofina coridnica eqiiina) para aumentar a taxa de ovulagdo e de prenhez apés o emprego de
protocolos de sincronizagdo para IATF (Baruselli et al., 2003, Bo et al., 2003, Baruselli et al., 2004).

Além do emprego na IATF, a eCG tem importante papel em programas de superovulagdo e transferéncia
de embrides em tempo fixo. No relatério da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (2007),
apesar da crescente produ¢do brasileira de embrides in vitro (196.000), ainda foram produzidos 70.000
embrides in vivo (Viana e Camargo, 2007), o que projeta aproximadamente 15.000 superovula¢des por
ano. Esses resultados destacam o Brasil no cenario mundial como primeiro produtor de embrides bovinos.

Trabalhos recentes apontam a possibilidade do emprego da eCG para superovulagio tanto em Bos indicus
como em Bos taurus, com o objetivo de facilitar o manejo (dose unica), sem comprometer a produgdo de
embrides. Inumeros fatores interferem na eficiéncia de programas de TE, com destaque especial as
receptoras (Spell et al., 2001; Hasler, 2001). Isto porque, em geral, os programas de TE comerciais
apresentam baixas taxas de aproveitamento (% de receptoras aptas a inovulag@o/total de receptoras
tratadas). Normalmente, em um lote de receptoras tratadas com protocolos tradicionais (uso de
prostaglandina associado & detec¢do de estro), somente 40 a 50% dos animais sdo aproveitados para a
inovulagdo. Considerando-se uma taxa de concepgao de 50% do total de animais aproveitados, obtém-se
apenas 20 a 25% de gestagdes ao final do tratamento (Baruselli et al., 2000a e 2000b; Bo et al., 2002).
Desta forma, o incremento das taxas de aproveitamento e de concepgao das receptoras ¢ fundamental para
maximizar a taxa de prenhez e, com isso, elevar o retorno zootécnico e econdmico da TE. Em receptoras
foram apontados efeitos positivos da eCG em protocolos de transferéncia de embrides em tempo fixo
aumentando a taxa de aproveitamento das receptoras e induzindo a formagdo de um corpo luteo que
produz mais progesterona no dia da inovulacdo dos embrides (Baruselli et al., 2000c; Bo et al., 2002).
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Considerando os conhecimentos existentes sobre inseminagdo artificial, superovulagéo e transferéncia de
embrides em tempo fixo o objetivo desta revisdo € discutir os avangos nos protocolos de sincronizagao,
enfatizando as possibilidade do emprego da eCG.

2. Fisiologia do pés-parto

Segundo o Anualpec de 2004, o rebanho bovino brasileiro é composto por mais de 73 milhdes de vacas e
novilhas em idade reprodutiva. Nesse mesmo ano a producdo de bezerros foi de aproximadamente 42
milhdes, representando taxa de desmama de 57,6%. Levando em conta uma taxa de mortalidade de
bezerros de 8%, a taxa de nascimento do rebanho brasileiro ¢ de 65%, o que resulta em intervalo entre
partos de 18 meses (540 dias). Projeta-se, também, um periodo de servico (parto/concepcdo) de 8,5 meses
(255 dias). Esses dados sdo indicativos de que a baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho brasileiro se deve
principalmente ao longo intervalo entre o parto e a concepgao.

Apos o parto, a fémea bovina tem que criar um bezerro saudavel e estabelecer uma nova gestacdo. O
padrdo de desenvolvimento folicular ovariano que prevalece durante a gestagdo devera agora ser
substituido por uma seqiiéncia de eventos que culminara no crescimento de um foliculo dominante que
produz estrégeno suficiente para manifestacio do comportamento de estro, seguido de ovulagdo e
formagdo de um corpo luteo funcional. Esses requisitos sdo necessarios para o restabelecimento da
fertilidade no periodo pos-parto nos diversos tipos de criagdo (Rhodes et al., 2003). No entanto, o que se
observa em muitos casos nas condi¢des brasileiras de manejo ¢ um longo periodo de anestro pos-parto,
tanto em Bos indicus quanto em Bos taurus, apesar de haver crescimento folicular durante essa fase
(Wiltbank ef al., 2002). Existem pesquisas que indicam que logo apds o parto, verifica-se baixa
quantidade de LH armazenado na hipdfise, sendo essa caracteristica fisiologica limitante para o
restabelecimento da atividade ovariana no periodo pos-parto (Yavas e Walton, 2000). Nesse periodo ndo
foram relatadas alteragGes na liberagdo de FSH.

No final da gestagdo ocorre diminui¢do da concentragdo de gonadotrofinas devido a intensa
retroalimentacdo negativa da progesterona e do estrégeno. Logo apds o parto (~4 dias), nota-se elevacdo
das concentragdes de FSH e, conseqiientemente, emergéncia da primeira onda de crescimento folicular
(Wiltbank et al., 2002). No entanto, para que ocorra a ovulacao do foliculo dominante, a freqii€ncia dos
pulsos de LH deve ser de aproximadamente 1 pulso por hora (revisado em Bo6 et al., 2003). A auséncia ou
a inadequada pulsatilidade de LH faz com que o foliculo dominante ndo se desenvolva muito além do
didmetro da divergéncia folicular. Wiltbank et al. (2002) especularam que zebuinos podem apresentar
deficiéncia de FSH no periodo pos-parto. Os autores se basearam no estudo de Ruiz-Cortez e Olivera-
Angel (1999), no qual se verificou que foliculos de vacas zebuinas ndo alcangavam didmetros superiores
a 6mm durante o anestro pos-parto. Contudo, estudos recentes sobre divergéncia folicular em Nelore
(Gimenes et al 2005b; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2006), constataram que o foliculo de Bos
indicus atinge a dominancia com diametro inferior ao relatado para Bos taurus (8,5mm), com
aproximadamente 6mm. Portanto, condigdes anovulatérias freqlientemente verificadas em zebuinos nao
parecem estar associadas a deficiéncia de FSH, que promove o crescimento até a divergéncia, e sim de
LH, responsavel pela continuidade do crescimento e indugdo da ovulagdo do foliculo dominante. Sendo
assim, especula-se que em fémeas zebuinas em anestro severo, com comprometimento na liberagdo de
LH, os foliculos ndo atingem didmetros superiores a 6mm. Ja, em fémeas taurinas nas mesmas condi¢des
de anestro os foliculos crescem até 8,5mm de diametro.

Quanto ao padrio de liberagdo do LH no periodo pos-parto, existem indicios de que zebuinos e taurinos
apresentem diferencas nas concentracdes plasmaticas dessa gonadotrofina. Em um experimento,
D’Occhio et al. (1990) observaram que, aos 40 dias pos parto, vacas Bos taurus (Hereford Shorthorn)
apresentaram maior concentracdo plasmatica de LH (0,66+0,04 ng/ml) do que vacas Bos indicus
(0,56+0,03 ng/ml; Brahman). Essa diferenca aumentou a medida que a andlise se distanciou do parto.
Nesse mesmo estudo, constatou-se que vacas Bos taurus tiveram maior secre¢do pulsatil de LH e taxa de
prenhez entre 50 e 120 dias apds o parto que vacas Bos indicus. Apoés o restabelecimento dos estoques
hipofisarios de LH (15 a 30 dias de poés-parto; Yavas e Walton, 2000), os principais fatores que
comprometem a ovulag@o sdo a condi¢ao nutricional e a amamentacdo (Montiel e Ahuja, 2005).

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



148 Pietro Sampaio Baruselli et al.

Quanto a nutricdo, sabe-se que animais criados em regides tropicais apresentam comprometimento na
atividade ovariana pés-parto devido principalmente ao inadequado contetido energético fornecido pelas
pastagens. Dessa maneira, a energia ingerida pelo animal ¢ priorizada para fungdes vitais de manutengao
e de producdo de leite, em detrimento das fung¢des reprodutivas (revisado em Montiel e Ahuja, 2005). Os
efeitos resultantes do comprometimento nutricional sdo a supressdo na liberagdo de GnRH e,
conseqiientemente, diminui¢do na freqiiéncia dos pulsos de LH (Schillo, 1992), reduzindo o didmetro
maximo do foliculo dominante e a duracdo da onda de crescimento folicular (Rhodes et al., 1995;
Wiltbank et al., 2002). De acordo com esses achados, a avaliagdo do escore de condi¢do corporal (ECC) e
da nutricdo do rebanho tornam-se importantes ferramentas do manejo reprodutivo (Montiel e Ahuja,
2005).

Outro fator que pode inibir a ovulagao no pos-parto € a amamentagao, por reduzir a liberacdo de GnRH e
a secrecdo de LH (Williams, 1990). Essa inibi¢do ¢ exercida pela secrecdo de um peptideo opiodide
hipotalamico (B-endorfina) em resposta ao estimulo da amamentagdo. O efeito da amamentacdo na
regulagdo da liberagdo tonica de LH ¢ determinado pela habilidade da vaca em identificar seu bezerro. A
visdo e o olfato exercem um papel critico no desenvolvimento da relagdo da mde com o bezerro,
permitindo que a vaca identifique o seu bezerro. A remogdo de ambos os sentidos atenua os efeitos
negativos da amamentagdo na secre¢do de LH. Assim, existem trabalhos que apontam que a relacdo da
vaca com o bezerro € responsavel por prolongar o anestro poés-parto. Esse efeito supressivo ¢
independente de estimulos neurosensoriais no ubere (Montiel ¢ Ahuja, 2005).

Essas alteragdes fisiologicas podem afetar a maturacao final e a ovulacdo do foliculo dominante. Além do
ato de amamentar, o olfato, a visdo, o estimulo tatil e a audicdo podem também induzir essas alteragdes
fisiologicas (Williams et al., 1996) Para atenuar o efeito da presenga do bezerro, realiza-se desmame total,
parcial (permitir ao bezerro acesso a mae uma ou duas vezes ao dia) ou temporario (remog¢ao do bezerro
durante 48 a 96h; revisado em Yavas ¢ Walton, 2000; Montiel ¢ Ahuja, 2005). Essas técnicas de manejo
podem ser empregadas para aumentar a pulsatilidade de LH e promover o crescimento folicular e a
ovulagdo de rebanhos em anestro, isoladamente ou em conjunto com tratamentos hormonais.

Assim, os dados acima apresentados demonstram a importancia do conhecimento das particularidades da
fisiologia reprodutiva de Bos indicus e de Bos taurus para empregar biotécnicas que buscam a
multiplicacdo de individuos geneticamente superiores e a melhoria da eficiéncia reprodutiva.

3. Propriedades farmacolégicas da eCG

A eCG ¢é um farmaco de meia vida longa (até 3 dias), produzido nos calices endometriais da égua prenhe
(40 a 130 dias; Murphy e Martinuk, 1991), que se liga aos receptores de FSH e LH dos foliculos e aos
receptores de LH do corpo luteo (Stewart e Allen, 1981). Em eqiiinos, a eCG causa ovulagdo ou
luteinizacdo de foliculos durante a gestagdo, com conseqiiente aumento da progesterona circulante
(revisado por Murphy e Martinuk, 1991).

A eCG ¢ composta de duas subunidades (o - composta por 96 aminoacidos; e p - composta por 149
aminoacidos). Uma caracteristica importante da molécula de eCG ¢ a existéncia de grande quantidade de
carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa) principalmente a N-acetil neuramina (ou acido
sialico), primordialmente presente na subunidade  da molécula de eCG, o que proporciona uma grande
meia vida a este composto quimico (Murphy and Martinuk, 1991). Ainda, devido ao alto peso molecular e
a presenca de acido sialico, a molécula de eCG ¢ carregada negativamente, o que dificulta a sua filtracdo
glomerular e aumenta ainda mais sua meia-vida. Devido a todos estes fatores, a meia-vida da eCG quando
aplicado em bovinos ¢ longa (revisado por Souza 2008).

A eCG quando administrada vacas em anestro cria condigdes para estimular o crescimento folicular e a
ovulagdo, mesmo em vacas que tenham comprometimento na liberacdo de gonadotrofinas. Seu uso tem
apresentado efeito positivo em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade (anestro), em animais recém
paridos (periodo pos parto inferior a 2 meses), em animais com condi¢do corporal comprometida (< 2,5
na escala de 1 a 5; Baruselli et al,, 2004a) e em animais que apresentam comprometimento no
crescimento do foliculo dominante devido a altos niveis de progesterona ao final do tratamento de
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sincronizagdo da ovulacdo (aumenta a taxa de ovulagdo; Baruselli et al., 2004b ¢ aumenta a taxa de
prenhez; Marques et al., 2005). Ainda, devido sua agdo de LH e FSH e longa meia vida, a eCG pode ser
utilizada em dose tnica em protocolos para superovulagdo em bovinos (Baruselli et al., 2008). O emprego
da eCG também tem sido relatado em receptoras de embrido. Receptoras que recebem eCG durante o
tratamento de sincronizagdo apresentam aumento da taxa de ovulagdo e¢ de aproveitamento, além de
possuirem maiores niveis de progesterona circulante no diestro (Baruselli et al., 2000¢), minimizando
falhas no reconhecimento da gestagdo (Binelli et al., 2001) e aumentando a eficiéncia da transferéncia de
embrides.

4. Utilizacao da eCG em protocolos de inseminagao artificial em tempo fixo

Existem na literatura cientifica controvérsias sobre o emprego da eCG em protocolos de sincronizagdo
para IATF. Alguns trabalhos indicam efeito positivo e outros demonstram que a eCG ndo aumenta a taxa
de concepcao a IATF. Os resultados de nosso grupo de pesquisa também apresentam variacdo quanto ao
efeito da eCG na IATF. Apoés realizagdo de inimeros trabalhos com grande numero de animais
verificamos que em alguns experimentos o tratamento com eCG (400Ul na retirada do dispositivo de P4)
aumentou significativamente a taxa de concepgdo a IATF. No entanto, em outros experimentos nenhum
efeito positivo foi encontrado (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de concepgao a IATF (%) de vacas tratadas ou ndo com eCG no momento da retirada dos
dispositivos de progesterona e ou progestagenos.

Publicacao Com eCG Sem eCG Valor de P
Baruselli et al., (2003) Nelore 55,1 (59/107)* 38,9 (42/108)° <0,05
Baruselli et al., (2003) Brangus 61,8 (199/332) 59,6 (192/332) | >0,05Ns
Marques et al., (2004) Nelore 58,1 (172/296) 61,9 (179/289) | >0,05Ns
Silva et al., (2004) Nelore 51,7 (155/300) 33,8 (101/299)° <0,05
Rodrigues et al., (2004) Nelore 50,9 (56/110)* 37,8 (37/98)" <0,05
Penteado et al., (2004) Nelore 55,6 (125/225)" 42,2 (98/232)° <0,05

NS=naio significativo

Para tentar compreender o motivo da grande variacdo nos resultados da literatura iniciamos trabalhos
procurando estudar o efeito do tratamento com eCG conforme o padrdo de ciclicidade dos animais no
inicio do protocolo de sincronizagdo. Em pesquisa realizada com 215 vacas Nelore paridas (75 £ 19 dias
pos-parto), mantidas a pasto no Estado de Mato Grosso do Sul (Baruselli et al., 2003), verificou-se efeito
positivo da eCG conforme o grau de anestro. Em animais em anestro (sem CL; tanto com foliculos
grandes quanto pequenos) houve efeito positivo do tratamento com eCG, enquanto que, nos animais
ciclicos (com presenca de CL), ndo se notou aumento na taxa de concepgao a IATF (Tabela 2). O efeito
positivo da eCG foi mais evidente conforme aumentou a intensidade do anestro. Os resultados positivos
da utilizacdo da eCG somente em animais em anestro também foram constatados em pesquisa realizada
na Argentina (Cutaia et al., 2003) e estdo também apresentados e discutidos em revisdes cientificas (Bo
et al., 2003 e Baruselli et al., 2004) .
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Tabela 2. Taxa de prenhez a inseminagdo artificial em tempo fixo conforme classificacdo da
funcionalidade ovariana de vacas Nelore lactantes tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona
(DP4) associado ou ndo ao tratamento com eCG na retirada do dispositivo (Dia 8).

Taxa de prenhez

Classifica¢do

i Diferenca Valor de
dos ovdrios DP4 DP4 +¢CG (eCG — conirole) P
A (presenga de CL) 55,5 (15/27) 64,0 (16/25) +8,5% 0,37
B (fol (s) > 8mm) 34,4 (22/64) 50,0 (29/58) +15,6% 0,06
C (fol (s) < 8mm) 29,4 (05/17) 56,5 (13/23) +27,1% 0,08

Nosso grupo de pesquisa realizou outros experimentos para confirmar o efeito positivo do tratamento com
eCG conforme a ciclicidade. Rodrigues et al. (2004) verificaram que apenas os animais em anestro
(auséncia de CL no inicio da sincronizagdo) responderam positivamente ao tratamento com eCG [52,2%
(47/90) vs 36,5% (27/74); P < 0,05] . Nos animais ciclando (presenca de CL no inicio da sincroniza¢ao)
ndo foi verificado aumento da taxa de concepgao apos o tratamento com eCG.

Em outro estudo realizado por nosso grupo com o objetivo de avaliar os efeitos do uso do eCG na
dindmica folicular de vacas Nelore (Bos indicus) comprovadamente em anestro e sincronizadas para
IATF, verificou-se que o tratamento com e¢CG na retirada do implante auricular de progestageno
aumentou o didmetro do foliculo dominante (Figura 1), além de aumentar as taxas de ovulagdo e de
concepcdo (Tabela 3). Esse efeito também foi verificado em novilhas Nelore ciclando tratadas com
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR; Baruselli et al., 2004a). Animais cliclando (presenga de
CL no inicio do protocolo) apresentam aumento significativo nos niveis circulantes de progesterona
durante o tratamento, o que pode comprometer a pulsatilidade de LH e o crescimento final do foliculo
dominante (Carvalho et al., 2008). As novilhas ciclando tratadas com eCG na retirada do dispositivo de
progesterona apresentaram aumento significativo na taxa de ovulagdo [sem eCG = 50,0% (10/20) vs com
eCG =76,2% (16/21); P < 0,05; Baruselli et al., 2004a]. Verificamos que o tratamento com eCG também
aumentou a taxa de prenhez de novilhas Nelore cilcando tratadas com dispositivo intravaginal de
progesterona para [ATF [sem eCG = 15,7% (31/197) vs com eCG = 34,9% (68/195); P < 0,05; Marques
et al., 2004). Apesar do aumento significativo do tratamento com e¢CG na taxa de prenhez os resultados
foram abaixo do esperado, indicando que outros efeitos estdo influenciando a eficiéncia da IATF em
novilhas Nelore.

Tabela 3. Dinamica folicular de vacas Nelore (Bos indicus) lactantes em anestro tratadas com implante
auricular contendo progestageno (Crestar) associado ou ndo ao eCG.

Com eCG Sem eCG

(n=26) (n=24) P
Taxa de ovulagdo (%) 73,1 (19/26)* 50,0 (12/24)° 0,04
Intervalo entre a retirada da P4 ¢ a ovulagéo (h) 72,0+ 1.1 73,0+ 1,9 0,72
Diametro maximo do foliculo dominante (mm) 1,22 +£0,06 1,04 £ 0,07 0,04
Diametro maximo do foliculo ovulatério (mm) 1,24 +£0.05 1,21+0.04 0,70
Taxa de concepgéo (%) 46,2 (12/26)" 20,8 (524 0,02
Taxa de concepcdo dos animais que ovularam (%) 63,2 (12/19) 41,7 (5/12) 0,12
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Figura 1. Dinamica folicular de vacas Nelore em anestro tratadas com protocolo Crestar associado ou
ndo a 400 UI de eCG no momento da retirada do implante auricular (dia 9).

Com o objetivo de compreender melhor o efeito da eCG na IATF em vacas de corte realizamos um
estudo retrospectivo (Baruselli et al. 2004) para avaliar o efeito do tratamento com eCG em fungdo da
condi¢do corporal (escala 1-5) dos animais no momento do tratamento de sincronizacdo da ovulagio.
Nesse estudo foram avaliadas 1987 IATFs realizadas em vacas Nelore tratadas ou ndo com eCG no
momento da retirada do dispositivo de progesterona (Figura 2). Verificou-se efeito positivo do tratamento
com eCG somente nos animais com ECC < 3. Em animais com satisfatéria condi¢ao corporal (> 3) nao
foi constado efeito positivo do tratamento com eCG na taxa de concepcdo. A condi¢do corporal esta
freqlientemente relacionada a ciclicidade (D’Dcchio et al., 1990; Viscarra et al, 1998). Assim, animais
com boa condigdo corporal apresentam alta taxa de ciclicidade, o que dispensa o tratamento com eCG,
conforme discutido anteriormente.

80 BSem eCG
OCom eCG d
60 | b C
X 40 -
20 -
0 _|
2 2.5 3 3.5 4

escore de condigado corporal

Figura 2. Taxa de concepcdo de vacas Bos indicus (Nelore) lactantes (n= 1.984) tratadas com ou sem
eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal de progesterona conforme o escore de condi¢ao
corporal.
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Para verificar se o tratamento com eCG no momento da retirada dos dispositivos de progesterona interfere
no intervalo entre a retirada do dispositivo e a ovulacdo, o que poderia influenciar os resultados da IATF,
realizamos uma seqiiéncia de experimento que estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados das
investigacdes demonstraram que o tratamento com eCG na retirada dos dispositivos de progesterona nao
influencia o intervalo entre a retirada dos dispositivos e a ovulagdo nas varias categorias estudadas,
sugerindo que vacas que recebem eCG devem ser inseminadas no mesmo momento que vacas que nao
receberam eCG.

Tabela 4. Intervalo entre a retirada do dispositivo de progesterona e ou progestageno ¢ a ovulagao (horas)
em animais tratados ou ndo com ¢CG na retirada do dispositivo.

Categoria Sem eCG ComeCG  ValordeP
Marques et al., 2003 50 78,0 3,1 74,2 +4,0 > 0,05
(vacas Y5 sangue)
Baruselli et al., 2004a 41 72,0 +£3,1 72,0 £2,5 >0,05
(novilhas Nelore)
Sa Filho et al., 2004 50 72,0 + 1,1 73,0+ 1,9 > 0,05
(vacas Nelore)
Souza et al., 2006 45 773+2.2 72,3+£2,8 > 0,05

(vacas Holandesas)

Essa seqiiéncia de estudos ¢ sugestiva de que a eCG tem efeito positivo somente em animais em anestro.
Isso se deve, provavelmente, a auséncia de pulsatilidade adequada de LH para promover o crescimento
folicular do foliculo dominante e para criar condigdes de ovulagdo ao final do protocolo de sincronizagéo.
Pela agdo prolongada (~3 dias) de FSH e LH apds o tratamento com eCG, o comprometimento na
liberacdo de LH seria minimizado e o foliculo dominante teria condi¢oes de crescer ¢ de ovular. No caso
de vacas que apresentam condic¢des fisiologicas de liberagdo adequada de LH (vacas ciclando e em boas
condi¢des de manejo) o tratamento com eCG se torna dispensavel.

Em outros estudos observamos que os animais que receberam eCG apresentaram maiores concentragdes
plasmaticas de progesterona no diestro subseqiiente ao protocolo de sincronizagdo da ovulagdo (Tabela
5). Resultados semelhantes foram observados em vacas de leite de alta produgdo (Figura 3). Esses dados
sugerem que o aumento na taxa de concepgao apds o tratamento com eCG pode também ser devido a
elevagdo nas concentragdes plasmaticas de progesterona. Mann et al (1999) demonstraram que vacas que
apresentam maiores concentragdes de progesterona no diestro apresentam melhores condigdes de
crescimento embrionario e de reconhecimento materno da gestacdo, culminando em maiores taxas de
concepcdo. No Brasil, ja existem trabalhos que também relataram correlacdo positiva entre a
concentragdo plasmatica de progesterona e a taxa de concepgao em receptoras de embrido bovino (Reis et
al., 2004).

Tabela 5. Concentracdo plasmatica de progesterona (ng/mL) apds a ovulagdo sincronizada de em animais
tratados ou ndo com eCG.

Numero de animais e Dia da avaliagdo da  Sem eCG Com eCG
categoria [P4] apos a
ovulacdo
Baruselli et al., 2000c 59 Dia 7 1,4 £0,8° 42+37°
(receptoras)
Marques et al., 2003 50 Dia 12 6,4 +0,5° 8,6 +0,4°
(vacas Y4 sangue)
Baruselli et al., 2004a 41 Dia 12 2,2+0,2° 43+0,6°
(novilhas Nelore)
Sa Filho et al., 2005 172 Dia 5 3,6£0,7  6,6+1,0°

(novilhas Nelore)
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Assim, pode-se supor que o aumento da taxa de concep¢do em animais tratados com eCG pode estar
relacionado a: 1) incremento na taxa de ovulagdo, principalmente em animais em anestro, e; 2) aumento
das concentragdes plasmaticas de progesterona no diestro do ciclo subseqiiente a IATF, que pode
melhorar o desenvolvimento embrionario e a manutengao da gestagao.

4.1 Emprego da eCG para IATF em vacas Holandesas de alta producio

Vacas de leite de alta producdo apresentam maior taxa de ciclicidade que vacas de corte criadas a pasto.
Provavelmente devido a essa caracteristica, os trabalhos que realizamos ndo evidenciaram aumento na
taxa de ovulacdo apds o tratamento com eCG em vacas Holandesas em lactagdo (Souza et al., 2006,
Souza, 2008). No entanto, verificou-se, como em vacas ¢ novilhas de corte, aumento nas concentragdes
de progesterona no diestro subseqiiente a sincronizagdo com eCG (Figura 3). O eCG parece estar
aumentando a capacidade esteroidogénica do CL em uma fase critica do desenvolvimento embrionério,
minimizando falhas no reconhecimento fetal da gestacdo, uma vez que vacas de leite de alta producdo
possuem alto metabolismo hepatico dos esterdides (Sartori et al., 2002).
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Figura 3. Efeito da eCG no volume do CL (A) e da P4 circulante (B) durante o ciclo estral subseqiiente
ao uso de protocolos de IATF em vacas de leite de alta produgdo. * P < 0.05; ** P <0.10 (Souza, 2008).

A taxa de concepgdo a IATF das vacas Holandesas variou conforme o tratamento e a condigdo corporal.
Os animais de menor escore de condi¢ao corporal (< 2,75) que nao receberam eCG no final do protocolo
hormonal, apresentaram reduzidas taxas de concep¢do que os animais de menor ECC tratados com eCG
(Figura 4). Constatou-se, também, efeito positivo do tratamento com cipionato de estradiol nos animais
com ECC < 2,75 que ndo receberam eCG (Figura 4). Nos animais com escore de condigdo corporal
superior a 2,75 nao se verificou efeito positivo do tratamento com eCG (Souza, 2008).
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Figura 4. Taxa de concepcdo para animais com condi¢do corporal <2,75 e >2,75 (escala de 1 a 5)
conforme o grupo experimental. Letras diferentes entre colunas diferem estatisticamente; P < 0.05.
(Souza, 2008)

5. Uso da eCG e do desmame temporario associado aos programas de IATF

O uso do desmame temporario associado a programas de sincronizagdo de estro tem sido estudado com
intuito de aumentar a eficiéncia reprodutiva em bovinos (Quesada et al. 2001). A retirada temporaria dos
bezerros aumenta a pulsatilidade de LH (Willians et al., 1996) e pode colaborar para o crescimento
folicular e a ovulagao. Com o objetivo de estudar o efeito do desmame temporario (desde a retirada do
implante até a IATF= 54 horas) e da eCG (no momento da retirada do implante) em vacas Nelore
submetidas a IATF, foram sincronizadas 459 vacas paridas ha mais de 60 dias em um experimento
fatorial 2x2 (Tabela 6; Penteado et al., 2004). Os resultados sdo sugestivos de que tanto o tratamento com
eCG quanto o desmame temporario foram efetivos em aumentar a taxa de concepg¢do a IATF,
provavelmente devido ao elevado percentual de anestro do rebanho empregado no experimento.

Tabela 6. Taxa de prenhez de vacas Nelore (Bos indicus) lactantes tratadas com implante auricular
contendo progestageno, com ou sem eCG e com ou sem desmame temporario por 54 horas.

eCG Desmama N Taxa de Prenhez (%)

S/ eCG S/ Desmama 118 37,3 (44/118)°
C/ Desmama 114 47,5 (54/114)

C/ eCG S/ Desmama 112 52,7 (59/112)®
C/ Desmama 115 58,3 (67/115)"

EFEITOS PRINCIPAIS

S/ eCG 232 42,2 (98/232)°

C/ eCG 227 55,5 (126/227)*
S/ Desmama 230 44.8 (103/230)°
C/ Desmama 229 52,8 (121/229)*

a # b # ¢ na mesma coluna (P < 0,05)
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4.3 Reducio do intervalo entre o parto e a IATF empregando o tratamento com eCG

O intervalo de partos recomendado zootecnicamente ¢ de aproximadamente 12 meses. Para alcangar esse
indice, as vacas devem tornar-se gestantes rapidamente apo6s o parto (entre 70 e 90 dias). Assim, para
atingir a meta de 12 meses, as vacas necessitam ser sincronizadas ¢ inseminadas precocemente.

Com o objetivo de reduzir o intervalo entre o parto ¢ a IATF estudamos (Ayres et al. (2007) o efeito da
eCG conforme o periodo pds-parto e o escore de condigdo corporal. Foi observado aumento na taxa de
concepgdo a IATF, tanto em animais com alto quanto com baixo escore de condi¢do corporal, quando
tratados com eCG no periodo pos parto precoce (entre 30 e 60 dias). No entanto, o efeito positivo da eCG
em animais com escore de condi¢do corporal satisfatorio (=3,0) desapareceu conforme aumentou a
distancia do parto (Figura 5). Os dados s3o indicativos de que quando o tratamento de sincronizagao da
ovulagdo para IATF ¢ realizado antes de 60 dias pods-parto sugere-se a utilizacdo de eCG em todos os
animais, independentemente da condicao corporal.

—— =<3,0 com eCG -<3,0 sem eCG

.
70.0% —A— >3,0 com eCG —> —23,0 sem eCG

60.0% 4
50.0% 4

40.0% 4

30.0% A

20.0% 4

10.0% 4

0.0% T T 1
30-59 60-79 80-119

Figura 5. Distribuicdo da taxa de concepgao conforme o periodo pés-parto, o escore de condig@o corporal
e o tratamento com eCG em vacas Nelore inseminadas em tempo fixo (n=617).

Com finalidade de avaliar a possibilidade de se obter satisfatorias taxas de concep¢do em vacas Nelore
inseminadas em tempo fixo no poés-parto precoce (40 a 60 dias), foram inseminadas em tempo fixo 2489
vacas Nelore em diferentes periodos pos-parto (Penteado et al. (2006). Verificaram-se semelhantes taxas
de concepgdo, independentemente do periodo pés-parto no qual foi realizada a IATF (Figura 6). E
importante ressaltar que todos os animais foram tratados com eCG na retirada do implante. Esses dados
indicam que € possivel realizar a IATF precocemente no periodo pds parto, associando o emprego da
inseminagdo artificial como ferramenta de melhoramento genético com elevados indices de fertilidade
dos rebanhos que empregam essa biotecnologia.
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Figura 6. Distribuigdo da taxa de concepgao conforme o periodo pds-parto (2489 inseminagdes) em vacas
Nelore inseminadas em tempo fixo.

Os trabalhos cientificos apresentados sdo indicativos de que ¢ possivel sincronizar eficientemente o
crescimento folicular e a ovulagdo para a IATF durante o periodo pds-parto. O tratamento com BE
associado a um dispositivo de progesterona e ou progestageno sincroniza a emergéncia da onda de
crescimento folicular 3 a 4 dias apos o tratamento. Os foliculos crescem sob agdo do FSH e, apds a
divergéncia, na presenga de concentra¢des adequadas de LH atingem didmetros compativeis com altas
taxas de ovulagdo. No entanto, em vacas em anestro, devido a baixa pulsatilidade de LH verifica-se
comprometimento no crescimento folicular e baixa taxa de ovulagdo ao final do protocolo de
sincronizagdo com dispositivos de progesterona ¢ ou progestagenos. Nessa condi¢do, o tratamento com
eCG proporciona suporte gonadotrofico para impedir a atresia do foliculo dominante e estimular o
crescimento folicular e promover a ovulagdo. Assim, o efeito positivo do tratamento com eCG em
protocolos de IATF ¢ dependente do grau de ciclicidade do rebanho. Vacas em anestro necessitam de
eCG para estimular o crescimento folicular e criar condigdes de ovulagdo ao final do protocolo. No
entanto, vacas ciclando (com liberagdo adequada de LH), apresentam condicdes fisiologicas para
responder com altas taxas de ovulacdo ao final do tratamento de sincronizacdo sem a necessidade do
tratamento com eCQG.

6. Superovulacio de doadoras de embrido com eCG
6.1 Fatores que afetam a resposta superovulatéria em bovinos

A variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento superestimulatério com gonadotrofinas continua
sendo um dos maiores problemas nos programas comerciais de TE (Mapletoft et al., 2002, Barros ¢
Nogueira, 2004; Baruselli et al., 2006). Esta varia¢do individual ao tratamento superovulatorio foi
relatada tanto em vacas Nelore (Bos indicus; Baruselli et al. 2003), quanto em vacas Holandesas de alta
producao (Bos taurus; Martins, 2005).

No protocolo tradicional de superovulacio (SOV), o tratamento com gonadotrofinas ¢ iniciado na metade
do ciclo estral (8-12 dias apds ovulagao). Esta metodologia apresenta algumas dificuldades por requerer a
detecgdo do “estro base” para o inicio do tratamento superestimulatério (Mapletoft et al., 2002).

A auséncia do foliculo dominante e a realizacdo da superovulagdo no inicio da onda de crescimento
folicular aumentam a eficiéncia dos programas de SOV (Mapletoft et al., 2002). Sendo assim, alternativas
para o controle da emergéncia da onda de crescimento folicular em momentos aleatérios do ciclo estral,
sem a necessidade de deteccao do estro para o estabelecimento do “estro base” podem facilitar o manejo
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de doadoras tanto Bos taurus quanto Bos indicus, bem como aumentar a eficiéncia dos programas de
transferéncia de embrides (Baruselli et al, 2006; Bo et al., 2006).

6.2 Controle da dinimica folicular para a superovulacio em bovinos

O tratamento eletivo para a indug¢do da emergéncia da nova onda de crescimento folicular ¢ feito com a
associacdo de estradiol (E2) e progesterona (P4). A eficiéncia desta associagdo tem sido descrita em
diversos trabalhos em fémeas Bos taurus (Bo6 et al., 1991; Bo et al., 1995; Colazo et al., 2003). Nosso
grupo de pesquisa tem estudado o efeito do tratamento com estradiol e progesterona na emergéncia da
onda folicular em Bos indicus, Bos taurus x Bos indicus e Bos taurus mantidas nas mesmas condi¢des de
manejo (Carvalho et al., 2008). Nao foi observada diferenca no intervalo entre o tratamento com
benzoato de estradiol e a emergéncia folicular entre Bos indicus, Bos taurus indicus e Bos taurus (3 a 4
dias).

6.3 Uso da eCG para superestimulagio

Estudamos a hipotese de que € possivel obter resultados satisfatorios quando do emprego de eCG para
superovulagdo, associado ao protocolo de sincronizagdo da onda de crescimento folicular e da ovulagao
em doadoras Nelore e Holandesas. Um total de 12 doadoras Nelore (Martins et al., 2006) foi dividido em
trés grupos: eCG-2500UI; eCG-2000UI e FSH-100mg (cross-over; 36 superovulagdes). Os animais
receberam um dispositivo de P4 associado a 2 mg de BE no Dia 0. Nos tratamentos com eCG
(Novormon®), a superestimulagio foi realizada com a administragdo tnica de 2500 ou 2000 UI de eCG
no Dia 4. No tratamento com FSH, administrou-se 100mg de Folltropin-V® em 8 doses decrescentes de
12/12 horas, a partir do Dia 4. No Dia 6, administrou-se PGF. Os dispositivos foram retirados 36 horas
apos a administracdo de PGF2a, e o LH aplicado 48 horas ap6s a PGF2a (Dia 8 M). Foi realizada uma
unica inseminagao 16 horas ap6s o tratamento com LH. A colheita dos embrides foi realizada no Dia 15.
Nao foram observadas interagdes, sendo os efeitos dos tratamentos eCG-2500UI; eCG-2000UI e FSH-
100mg, apresentados na Tabela 7 O tratamento com 2000UI de eCG produziu nimero semelhante de
embrides transferiveis comparado ao grupo tratado com FSH.

Tabela 7. Efeito do tratamento superovulatorio com diferentes doses de eCG na eficiéncia de programas
de TE com inseminagao artificial em tempo fixo em vacas Nelore (Bos indicus), Pogos de Caldas, 2006.

VARIAVEIS FSH (100mg)  eCG (2000 UT)  eCG (2500 UI) g:i‘t’: g)
N° de animais 12 12 12

N° de fol.>8mm (LH) 11,2+2,7b 18,4+2,9ab 24,443 9a 0,01
Taxa de ovulagao (%) 65,9 (89/135 )a 58,4 (129/221)a 33,1(97/293 )b <0,001
N°de CL (D15) 7,4£1,5 9,1£1,5 8,1+ 1,1 0,68
N° de fol.>8mm (D15) 3,6+0,8b 7,7+1,4ab 16,3+4,3a <0,01
Taxa recuperacao 77,5 (69/89) 70,5 (91/129) 73,2 (71/97) 0,93
Total estruturas 5,7+1,4 7,6+1,0 5,9+1,0 0,50
Embrido grau 1 3,5+0,7 5,8+0,9 3,4+0,7 0,06
Embrido grau 2 0,7+0,3 0,9+0,2 0,4+0,1 0,31
Embrido grau 3 0,4+0,2 0,2+0,1 0,6+0,2 0,37
Embr. Degenerados 0,4+0,2 0,0+0,00 0,4+0,2 0,16
Embr. ndo fertilizados 0,4+0,2 0,0+ 0,0 0,3+0,1 0,19
Embr. Transferiveis 4,6+0,9 6,9+1,0 4,4+0,7 0,08
Embr. Congelaveis 4,24+0,8ab 6,7t1,0a 3,8+0,7b 0,03
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Realizamos outro tratamento para verificar a possibilidade de superovular doadoras Nelore com 1.500UI
de eCG (Martins et al., 2007). Empregou-se o0 mesmo delineamento experimental do experimento anterior
(cross-over; 36 superovulacdes), diferindo apenas na dose para superovulacdo: eCG-1500UI, eCG-
2000UI e FSH-133mg. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8. O tratamento com 1500UI de eCG
apresentou melhor produgdo de embrides. Entretanto, a dose de 2000UI de eCG apresentou novamente a
mesma eficiéncia que os animais superovulados com FSH, mostrando ser uma alternativa viavel para
programas de TE com inseminagdo artificial em tempo fixo em zebuinos, com vantagens significativas
quanto ao manejo das doadoras.

Tabela 8. Efeito do tratamento superovulatorio com diferentes doses de eCG na eficiéncia de programas
de TE com inseminacao artificial em tempo fixo em vacas Nelore (Bos indicus), Pogos de Caldas, 2007.

133mg FSH) 1500UI eCG  2000UI eCG P
Numero de animais 12 12 12
Total estruturas 8,67 £1,29 4,75 +1,04 7,67+0,98 0,001
Embrides viaveis 7,42+1,11 3,08+0,61 6,67+1,08 0,003
Embrides degenerados 0,75 £0,35 0,50 £ 0,23 0,42 £0,19 0,99
Estruturas ndo fecundadas 0,50 £ 0,15 1,17 £0,50 0,58+0,36 0,97
Embrides congelaveis 6,50+1,19 2,83+0,53 6,33+1,09 0,009

Em experimento recente (revisado por Baruselli et al., 2008), avaliamos o efeito da eCG na resposta
superovulatdria em doadoras Holandesas (Bos taurus). Um total de 12 vacas foi dividido em trés grupos
de acordo com o tratamento superestimulatorio: 200mg FSH, 2000UI eCG e 2500UI eCG. Utilizou-se o
mesmo delineamento experimental do estudo anterior em doadoras Nelore (cross-over; 36
superovulagdes). Os resultados estdo apresentados na Tabela 9. Apesar do grupo 2000UI eCG apresentar
menor nimero de corpos luteos que o grupo 200mg FSH, ndo foi observado diferenca estatistica na
producdo de embrides entre os tratamentos, indicando que € possivel também superovular doadoras
Holandesas com dose unica de eCG.

Tabela 9. Efeito da eCG (2000UI e 2500UI) na resposta superovulatoria de vacas Holandesas (Bos
taurus) inseminadas em tempo fixo, Pocos de Caldas-MG (Martins et al., 2008).

200mg FSH 2000UI eCG 2500UI eCG P

Numero de animais 12 12 12

N° de CLs no D15 13,4241,26' 9,91+1,29b 12,3+1,182b 0,04
Total de estruturas 9,58+1,21 7,67£0,98 10,41+0,82 0,10
Emb. Transferiveis 7,92+1,05 6,67£1,07 8,08+0,74 0,35
Emb. Congelaveis 7,00+1,06 6,33+1,09 6,75+0,51 0,57
Emb. nio fertilizados 0,75+0,13 0,58+0,36 0,25+0,18 0,77
Emb. Degenerados 0,91+0,34 0,42+0,19 2,08+0,67 0,56

Para avaliar a eficiéncia de sucessivos tratamentos com ¢CG na produgdo de embrides, realizamos um
experimento com 10 doadoras Nelore superovuladas por 4 vezes consecutivas, com intervalos de 35 dias
(Martins et al., 2008). O grupo controle (n=10) foi superovulado simultaneamente com FSH. Verificou-se
que até o terceiro tratamento superovulatorio as vacas do grupo eCG produziram quantidades semelhantes
de embrides em relagdo a primeira superovulacdo comparadas as vacas do Grupo FSH. No entanto, a
partir do quarto tratamento superovulatorio o grupo eCG produziu reduzidas quantidades de embrides
transferiveis. Devido a significativa redugdo na produgdo de embrides a partir do quarto tratamento com
eCQG, as doadoras desse grupo foram superovuladas pela quinta vez com FSH. Verificou-se que as
doadoras voltaram a produzir semelhantes quantidades de embrides comparadas ao grupo controle. Os
resultados estdo apresentados na Figura 7. Esses dados sdo sugestivos de que é possivel superovular
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doadoras com eCG por 3 vezes consecutivas. A partir da quarta superovulagdo, os animais deveriam ser
superovulados com FSH. Novos trabalhos devem ser conduzidos para verificar o duracdo do efeito
negativo da superovulagdo continua com eCG.

120 -
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100 -

80 -

60 -

40 - 41,8

% embr transf

20 - —a8—133 mg FSH
2000 UleCG

1a colheita 2a colheita 3a colheita 4a colheita 5a colheita

Figura 7. Percentual do nimero de embrides transferiveis (grau 1, 2 e 3) em relacdo a primeira colheita
em doadoras Nelore (Bos indicus) superovuladas por 4 vezes (intervalo de 35 dias) com FSH (n=10) ou

com eCG (n=10) e inseminadas em tempo fixo.*No quinto tratamento superovulatorio todos animais
foram superovulados com FSH.

Os resultados das pesquisas apresentadas s@o indicativos de que ¢ possivel utilizar eCG para superovular
doadoras Bos indicus e Bos taurus.

7. Programas de inovulacio de embriées em tempo fixo

Alguns investigadores demonstraram que as taxas de aproveitamento sdo maiores em receptoras
submetidas a protocolos de TE em tempo fixo do que naquelas tratadas com uma ou duas administragdes
de PGF2a com posterior deteccao de estro (Baruselli et al., 2000b, 2000c e 2001; Tribulo et al., 2000; B6
et al., 2002). Como as taxas de concepgdo de tais protocolos sdo similares aquelas obtidas em receptoras
tratadas exclusivamente com PGF2q, resulta em aumento das taxas de prenhez dos programas de TE em

tempo fixo, além da vantagem de possibilitarem a programacdo do dia da inovulagdo e de evitarem o
trabalho com a detec¢do de estro.

7.1 Uso da eCG na formacio do CL e na producio de progesterona em receptoras cruzadas Bos
taurus X Bos indicus

A relagao entre a taxa de concepcgédo, a concentragao plasmatica de progesterona e o tamanho
do CL em receptoras de embrido bovino é objeto de controvérsias entre os estudiosos. Varios
pesquisadores tém verificado correlacao positiva entre tais variaveis. De acordo com
Vasconcelos et al. (2001), quanto maior o volume do corpo luteo, maior sera a concentragéo
de progesterona, e, conseqlientemente, maior taxa de concepgao sera obtida em vacas
inseminadas em tempo fixo. Esses achados concordam com experimento realizado por nosso
grupo (Baruselli et al., 2000c), no qual se verificou que a area do CL esta associada a

concentragao plasmatica de progesterona e a taxa de concepcgéao de receptoras Bos indicus x
Bos taurus (Tabela 10).
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Tabela 10. Concentracao de progesterona e taxa de concepcao conforme a area do corpo liteo no dia 6 do
ciclo estral em receptoras de embrido bovino (Bos indicus x Bos taurus).

Area do CL Ntumero de  Concentragdo de  Area média Taxa de concepgio (%)
(ultra-sonografia) receptoras P4 (ng/ml) (cm?)
CLI (>2,0 cm’) 77 244+086°  2,66+0,51 58,4 (47/77)°
CL2 (1,5 a2,0 cm®) 41 1,75+ 0,69  1,74+0,10 41,5 (17/41)°
CL3 (< 1,5 em’) 22 0,96+ 0,56  1,1940,0 31,8 (7/22)°

(a#b#c; P<0,01 ed=e; P<0,05).

Outros trabalhos confirmaram a relagdo entre a concentragdo plasmatica de progesterona e a taxa de
concepcdo (Reis et al., 2004; Figura 8). Os dados sdo indicativos de que receptoras com menores
concentracdes de progesterona do dia da transferéncia apresentam menores taxas de concepc¢dao. No
entanto, aparentemente, o efeito positivo da progesterona se verifica somente até determinadas
concentragdes. O aumento das concentragdes plasmaticas de progesterona no diestro foi correlacionado
com o crescimento embrionario, pelo maior aporte de nutrientes para o limen uterino (Binelli et al., 2001;
Geisert et al., 1992), e com sua capacidade de secretar interferon-t (Mann et al., 1999; Kerbler et al.,
1996; Mann e Lamming, 2001). A secrecdo de interferon-t estd correlacionada a diminuic¢do da secregéo
de PGF,, pelo endométrio uterino e bloqueio da lutedlise (Mann et al., 1995, 1999; Wathes et al., 1998).
Esse fenomeno foi associado ao aumento das taxas de concep¢do em bovinos (MacMillan et al., 1994,
Baruselli et al., 2000c). No entanto, alguns pesquisadores nao observaram esse efeito (Nogueira et al.,
2004; Spell, et al., 2001).
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Figura 8. Taxa de concepcdo de receptoras de embrido bovino de acordo com a concentragdo plasmatica
de progesterona no dia da transferéncia (Dia 7; n=542; Reis et al., 2004).

Em outra investigac@o por nos realizada com o objetivo de tratar as receptoras com eCG no inicio da onda
de crescimento folicular para a inovulagdo de embrides em tempo fixo (Baruselli et al., 2000c e 2001),
verificou-se relagdo positiva entre o nimero de corpos lliteos, a concentragdo plasmatica de progesterona
¢ a taxa de concepgdo apos a transferéncia de embrides congelados em etileno-glicol. Nesse estudo, foram
utilizadas novilhas mesticas Bos taurus x Bos indicus (Tabelas 11¢e 12).
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Tabela 11. Numero médio de CL, concentracdo plasmatica de progesterona (P4) e taxas de prenhez em
receptoras Bos taurus x Bos indicus tratadas com dispositivos CIDR-B + Estradiol/progesterona no Dia 0,
com ou sem 800 UI de eCG no Dia 5 e inovuladas em tempo fixo.

P4 Taxa de aprov Taxa Conc Taxa Prenhez
(ng/ml) (%) (%) (%0)
Controle 50 0,5+0,5* 1,3£0,8* 17/50 (34,0)* 5/17 (29,4)° 5/50(10,0) *
eCG 50  2,642,9°  4243,7° 42/50(84,0)° 21/38(553)!  21/50 (42,0)°
®Médias ou porcentagens nas colunas com diferentes sobrescritos diferem significativamente (P<0,05).
““M¢édias ou porcentagens nas colunas com diferentes sobrescritos diferem (P=0,07)

Grupo n N°CL

Tabela 12. Area do CL, concentragdo plasmatica de progesterona e taxa de concepgio de receptoras de
embrido portadoras de corpo luteo Unico tratadas ou ndo com eCG.

CL Unico n Area (cm?) Concentragio de P4 (ng/mL) Taxa de Concepgao (%)

Controle 17 2,15 + 0,46 1,35+0,78 29,4 (5/17)
eCG 8  2,86+0,63" 2,30 + 1,60 50,0 (4/8)

(a # b na mesma coluna; P < 0,05)

Assim, o tratamento com eCG no momento esperado da emergéncia da nova onda de crescimento
folicular foi eficaz para superestimular o crescimento folicular e o desenvolvimento de um tnico foliculo
dominante de maior diametro e determinou, além de maior nimero de corpos luteos (ou corpo liteo tnico
maior), maior concentracdo plasmatica de progesterona e maiores taxas de aproveitamento, concepgao e
prenhez. Em outros estudos pode-se também evidenciar o efeito da eCG no aumento das concentragdes
plasmaticas de progesterona no diestro apos a ovulacdo sincronizada (Tabela 5 e Figura 3).

Bo et al. (2002) avaliaram um protocolo semelhante, e verificaram que a utilizagdo de 400Ul de eCG no
momento da emergéncia da onda de crescimento folicular determinou apenas 2% de dupla ovulagdo em
receptoras cruzadas. No entanto, esse tratamento formou corpos liteos tinicos maiores € incrementou a
taxa de concepcao e de prenhez (Tabela 13).

Tabela 13. Diametro do CL e taxa de prenhez em receptoras tratadas com dispositivos de P4 +
estradiol/progesterona no Dia 0, com ou sem 400Ul de eCG administrados no Dia 5 e inovuladas em
tempo fixo.

Grupo N CL*® Transferidas/ Prenhes/ Prenhes/tratadas
(mm) Tratadas (%) Transferidas (%) (%)
Controle 156 17,7 +04° 127/156 (81,4%)°  53/127 (41,7%)" 53/156 (33,9%)"
eCG 156 18,5+0,4° 132/156 (84,6%)°  76/132 (57,6%)° 76/156 (48,7%)°
*Diametro do CL aferido por ultra-sonografia em receptoras transferidas (CL > 10 mm).
> Médias ou percentagens nas colunas com diferentes sobrescritos diferem significativamente (P<0,02).

Na seqiiéncia dos experimentos, Reis (2004a) comparou diferentes doses de eCG (400 vs 500 vs 600 UI)
administradas no protocolo de transferéncia de embrides em tempo fixo. Foram utilizadas 600 receptoras
nuliparas Bos taurus indicus X Bos taurus taurus mantidas a pasto no Brasil Central. Os resultados estdo
demonstrados na Tabela 14. Nao foi verificado efeito da dose de eCG sobre a eficiéncia dos protocolos
empregados, indicando que a dose de 400Ul de eCG ¢ suficiente para obtengao de resultados satisfatorios
em receptoras de embrido tratadas com o protocolo para TETF.
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Tabela 14. Numero de CL, taxas de aproveitamento, de concepcao, de prenhez de embrides PIV em

receptoras tratadas com diferentes doses de eCG (Novormon®) no protocolo de TETF. Fazenda Sonho
Real, Campo Grande - MS, 2004.

Taxa de Taxa de Taxa de
Dose Dia N aproveitamento (%) concepgdo (%) prenhez (%) NCL
400 201 82,1(165/201) 51,8 (85/164) 42,3 (85/201) 1,17 £0,03°
500 197 83,8 (165/197) 44,1 (71/161) 36,0 (71/197) 1,33 0,06
600 196 87,2 (171/196) 49,4 (84/170) 42,9 (84/196) 1,82 +0,12°

As médias ou proporgdes nas colunas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca estatistica
(a,b P<0,05; x,y P<0,1)

8. Conclusao

Os trabalhos de pesquisa apresentados sdo indicativos da importancia do emprego da eCG para aumentar
a eficiéncia dos protocolos de sincronizagdo para inseminagao artificial, superovulagdo e transferéncia de
embrides em tempo fixo. Para utilizagdo correta desse farmaco, cabe ao técnico responsavel analisar as
condigoes fisiologicas do rebanho para tomada de decisdo.
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Resumo

A América do Sul desempenha um papel importante na produ¢do mundial de embrides bovinos.
Entretanto, diversos fatores continuam a influenciar a producdo de embrides, tais como a técnica de
colheita e transferéncia, os hormonios e protocolos para superovulagdo, a resposta das doadoras aos
tratamentos superovulatorios, a nutricdo, o manejo dos animais, o bem estar ¢ saude do rebanho, etc.
Neste breve artigo de revisdo sera dada énfase a utilizagdo de protocolos hormonais que dispensam a
observagdo do estro e, portanto, facilitam o manejo das doadoras de embrides.

Palavras chave: transferéncia de embrides, progesterona, FSH, LH, bovino, Bos indicus.
Introducao

O gado zebuino (sub-espécie Bos taurus indicus, Meirelles et al., 1999) predomina nas regides tropicais
devido a melhor tolerdncia ao estresse térmico e resisténcia a parasitas, quando comparado as ragas
européias (Bos taurus taurus). A raga Nelore representa a maioria do gado de corte no Brasil e a indugéo
de ovulacdo multipla para a transferéncia de embrides (MOET, ou transferéncia de embrides = TE) ¢ uma
das biotécnicas da reproducdo utilizadas para acelerar o melhoramento genético (ao redor de 20%;
Lohuis, 1995) desta e outras ragas.

Varios fatores como a sanidade e o estado nutricional do rebanho, a técnica de colheita e transferéncia de
embrides ¢ o manejo dos animais, podem ser controlados adequadamente, entretanto, a variabilidade de
resposta das doadoras de embrides aos tratamentos superestimulatorios com gonadotrofinas, continua a
ser um dos maiores problemas nos programas comerciais de transferéncia de embrides (Armstrong, 1993;
Boland & Roche, 1993; Barros & Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006).

A superestimulacdo de doadoras bovinas tem sido amplamente estudada na tentativa de desenvolver
protocolos que melhorem a producdo de embrides ou facilitem o manejo dos animais (revisado por Barros
et al., 2001; Baruselli et al., 2006). A deteccao do estro ¢

particularmente dificil no gado zebuino devido a curta duragdo do comportamento estral e elevada
incidéncia de estro noturno (Pinheiro et al., 1998). Para superar este problema varios tratamentos
hormonais foram propostos para controlar o crescimento folicular € o momento da ovulagdo, a fim de
permitir a inseminagdo artificial em tempo-fixo (B6 et al., 2003; Barros et al., 2004; Baruselli et al.,
2004). De forma similar, o desenvolvimento folicular ¢ a ovulacdo podem ser manipulados
farmacologicamente para melhorar programas de superestimulacdo e transferéncia de embrides bovinos
(Barros & Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006).

Nesta breve revisdo sera dada énfase a protocolos superestimulatorios que permitem a realizagdo da
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) em doadoras de embrides.

* A maior parte desta revisdo foi apresentada durante a Reunido Anual da SBTE-2007, Costa do Suipe
(BA) e publicada na revista Acta Scientiae Veterinariae, 2007, v.34(supl.3).
TRATAMENTOS PARA INDUZIR OVULACAO MULTIPLA
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Varios tratamentos para induzir ovulagdo multipla (superovulagdo) foram propostos (Gordon, 1996;
Barros & Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006). Entre os agentes superovulatorios testados destacam-se
a gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG ou PMSG) administrada isoladamente (Rowson et al., 1972;
Boland et al., 1978) ou associada a soro anti-PMSG (Dieleman et al., 1987; Gonzalez et al., 1994) ¢ o
hormoénio foliculo estimulante (FSH) proveniente de extrato de pituitarias de suinos, ovinos e eqiiinos
(Donaldson, 1989) ou ainda, FSH recombinante bovino (Wilson et al., 1993).

Existem evidéncias na literatura de que a presenga de um foliculo dominante no inicio do tratamento
superestimulatorio pode diminuir a produgdo de embrides (Guibault et al., 1991; Lussier et al., 1995). A
fim de evitar o foliculo dominante no inicio dos tratamentos, algumas estratégias foram desenvolvidas,
como por exemplo, comegar a superestimulacdo com FSH no primeiro dia do ciclo estral (Goulding et al.,
1990; Roberts et al., 1994), aspirar o foliculo dominante ou todos os foliculos acima de 5 mm de
diametro antes da superestimulagdo com gonadotrofinas (Bergfelt et al., 1994; Bodensteiner et al., 1996)
e sincronizar o inicio das ondas foliculares (B¢ et al., 1995, 2003).

Ja foi amplamente demonstrado que o uso de uma fonte de progesterona (dispositivos intravaginais),
associada a administracdo intramuscular de estrégeno, promove atresia folicular e origina uma nova onda
folicular, cerca de 4 dias ap6s o inicio dos tratamentos (revisto por Bo et al., 1995, 2003). A fim de evitar
a presenca de um foliculo dominante o tratamento superestimulatorio com FSH comega justamente no
inicio da nova onda folicular, ou seja, 4 dias apds a colocagdo do dispositivo intravaginal e administragao
de estrogeno. Dois dias apos a primeira injegdo de FSH, é administrada uma dose luteolitica de PGF2a e
12 horas mais tarde o dispositivo intravaginal ¢ removido. As doadoras sdo inseminadas artificialmente
12 e 24 horas apds a detecg@o do cio. Seis a sete dias mais tarde os embrides sdao colhidos, classificados e
congelados ou inovulados. Este protocolo apresenta duas vantagens: pode ser iniciado em qualquer dia do
ciclo estral e dispensa a observagdo do cio base. Porém, ainda requer a detec¢do do estro para a
inseminacdo artificial das doadoras.

Foi sugerido que foliculos que ndo ovulam, apods superestimulacdo com FSH, ndo se desenvolveram
normalmente ou ndo possuem quantidade suficiente de receptores de LH para responderem ao pico pré-
ovulatorio de LH (Xu et al., 1995; D'Occhio et al., 1997; Liu et al., 1998). Portanto, estratégias que
atrasam o pico pré-ovulatorio de LH tem sido utilizadas na tentativa de aumentar o nimero de embrides
(D'Occhio et al., 1997; Van de Leemput et al., 2001) ou ainda para viabilizar a inseminagao artificial em
tempo fixo (IATF) ap6s a superovulagdo (Barros & Nogueira, 2001, 2005; Baruselli et al., 2006).

Barros & Nogueira (2001) testaram a eficacia de protocolos, nos quais 0 momento esperado da ovulagdo
era atrasado por 6 a 12 horas e a ovulacao era induzida pela administragdo de LH ou GnRH (Barros &
Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002). Estes protocolos ndo aumentaram significativamente o nimero de
embrides viaveis quando comparados a protocolos com detec¢do do estro. Entretanto, com estes
tratamentos hormonais foi possivel controlar o momento da ovulagdo, permitindo a utilizagdo da IATF. A
partir destes experimentos foi desenvolvido um novo protocolo denominado P-36 (Barros & Nogueira,
2001; 2005), no qual a fonte de progesterona (CIDR-B® ou DIB®) é mantida por até 36 horas apos a
aplicagdo de PGF2a (dai a denominagdo P-36) e a ovulagdo é induzida com LH exdgeno, administrado
12 horas ap6s a remogao da fonte de progesterona (ou seja, 48 h apos a aplicagdo de PGF2a). Uma vez
que a ovulag@o ocorre entre 24 e 36 horas apds a administragdo de LH (Nogueira et al., 2003) a IATF ¢
realizada 12 e 24 h apds a inje¢ao de LH, evitando a inconveniéncia da detecc¢do do estro.

Ja foi demonstrado que a redugdo da dose de 25 para 12,5 mg de LH em vacas Nelore ndo altera
significativamente o numero de embrides viaveis (9,8+1,09, e 9,2+0,77, respectivamente) ou a taxa de
viabilidade (73,7 e 69,5%, respectivamente; Nogueira et al., 2002; Nogueira & Barros 2003). Além
disso, podem ser utilizadas diversas fontes exdgenas de progesterona (ex: CIDR”, DIB® ou Cronipress®)
sem que ocorram alteragdes na produgdo de embrides (Barros & Nogueira, 2005; Baruselli et al., 2006;
Nogueira & Barros, 2006).

O protocolo P-36 tem se mostrado eficaz em animais da raga Nelore (Nogueira & Barros, 2001; Barros &
Nogueira 2005; Baruselli et al., 2006; Nogueira et al. 2007). Em publicagdo recente, Nogueira et al.
(2007) reportaram em 136 colheitas a média de 13,3+£0,75 estruturas totais e de 9,44+0,63 embrides
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viaveis, com 71,0% (1279/1807) de viabilidade, em doadoras da raga Nelore tratadas com o protocolo P-
36.

Modificagdes no protocolo P-36

Uma variagao do protocolo P-36, onde o dispositivo intravaginal ¢ retirado 24 h apos a PGF2a (protocolo
P-24) e o LH continua a ser administrado no dia 9 (48 h apds a PGF2a), também pode ser utilizada em
fémeas Nelore, com resultados comparaveis aos obtidos com o P-36 (Zanenga et al., 2003; Baruselli et al.
20006).

Embora o esquema mais utilizado, para inseminar doadoras superestimuladas, seja uma inseminagao 12 e
outra 24 h ap6s a indugdo da ovulagdo (Nogueira et al., 2002; Barros & Nogueira 2005; Baruselli et al.,
2006), ¢ possivel realizar apenas uma IATF para reduzir o custo do s€men. A utilizagdo de uma Unica
palheta de sémen, ndo reduziu significativamente a taxa de viabilidade quando a IATF foi realizada 16 h
(52,4 ¢ 58,3%, respectivamente; uma vs duas IATF, Baruselli et al., 2006) ou 24 h apds a administracao
de LH, no protocolo P-36 (57,7 e 66,2% respectivamente; dados ndo publicados fornecidos por Marcelo
F.G. Nogueira). Entretanto, deve-se tomar especial cuidado com a qualidade e quantidade de sémen a ser
utilizado em uma unica IATF em vacas superovuladas, a fim de evitar queda na producdo de embrides
(Barros & Nogueira, 2005; Nogueira et al., 2007).

Surpreendentemente a utilizacdo do protocolo P-36 em ragas européias diminuiu o numero de embrides
viaveis quando comparado a protocolos convencionais com observagdo do estro. Esta observacdo
motivou pequenos ajustes no protocolo P-36. Nas racas Holandesa (Martins et al., 2005; Baruselli et al.,
2006) e Angus (Chesta et al., 2007) o protocolo P-36 se mostrou mais eficaz quando o agente indutor da
ovulagdo (LH ou GnRH), foi aplicado 60 horas (P36/LH60), ao invés de 48 horas (P36/LH48), apos a
administragdo de PGF2a.. De forma similar, resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na raga
Bonsmara (% Africaner e % Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicagdo de LH 60 h apo6s a PGF2q,
pode ser vantajosa também para esta raca. Além disso, estes autores testaram uma outra modificagdo no
protocolo P-36, ou seja, substituiram as duas ultimas doses de FSH por uma tnica aplicagdo de eCG (200
Ul) para estimular tanto o crescimento final (apds a fase de divergéncia) quanto a maturagdo dos
foliculos ovarianos (atividade LH da eCG). Apesar de nao haver diferenga significativa entre os
tratamentos, os resultados promissores estimularam novos experimentos com a ¢CG na raga Nelore.

Deve-se destacar que o atraso no momento da ovulagao (P-36/LH60) foi benéfico para ragas européias,
porém o mesmo ndo ocorreu com a raga Nelore, onde esta modificagdo no protocolo P-36 promoveu
diminui¢do no nimero de embrides viaveis (Baruselli et al., 2006).

Recentemente, Barcelos et al. (2007) testaram se a substitui¢do do pFSH por eCG, no ultimo dia do
tratamento superestimulatdrio, aumentaria o crescimento folicular, a taxa de ovulagdo e a produgdo de
embrides. Vacas Nelore (n=20) foram divididas ao acaso em dois grupos: P-36 e P-36/eCG, e cada fémea
recebeu os dois tratamentos de forma alternada (cross-over). Os animais do grupo P-36 receberem o
tratamento P-36 “original” j& descrito anteriormente ¢ no grupo P-36/eCG as duas ultimas aplicagdes de
pFSH foram substituidas por duas doses de 200 UI de gonadotrofina cori6nica eqiiina (eCG, Novormon®,
total de 400 UI IM — Figura 1). Tanto o numero de foliculos com didmetro superior a 6 mm presentes no
momento da administracdo de pLH quanto o numero de estruturas totais colhidas foram superiores
(p<0,03) nos animais que receberam eCG (Tabela 1). Estes dados s@o indicativos de que a eCG estimulou
o crescimento folicular final, resultando em maior nimero de foliculos capazes de ovular em resposta a
administragdo exdgena de LH e, conseqiientemente, aumentou o niumero total de estruturas recuperadas.
Apesar de ndo ter ocorrido aumento estatisticamente significativo na média de embrides viaveis nas vacas
tratadas com eCG (7,30£1,20) quando comparadas as que nao receberam esta gonadotrofina (5,10+1,10),
o numero total de embrides viaveis produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG (146) vs
P-36 (102) evidencia a vantagem de se substituir as duas Gltimas doses de pFSH por eCG (Tabela 1).

Em resumo, o protocolo P-36/LH48 facilitou o manejo de doadoras de embrides e originou taxas de
embrides viaveis pelo menos tdo boas quanto as obtidas apos a utilizacdo de outros tratamentos
superovulatorios, que requerem a detec¢ao do cio. A substitui¢do das duas ultimas aplicagdes de FSH por
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eCG mostrou resultados promissores que devem ser confirmados em maior nimero de animais. Nas racas
européias testadas até o momento (Holandesa e Angus), € também na raga Bonsmara, o atraso de 12 h, na
administracdo do LH, aumentou a producao de embrides viaveis (protocolo P-36/LH60 vs P-36/LH48).

IATF
FSH eCG 12¢24h
+P4 -P4 LH apés LH Colheita de
BE PGF2a  19:00 h 7:00 h embrides
DO D5 D6 D7 D8 D9 D10 DI16/17

Figura 1. Protocolo superestimulatorio P-36/eCG. Em dia aleatério do ciclo estral uma fonte de
progesterona (dispositivo intravaginal, exemplo: CIDR® ou DIB® = P4) foi associada a 2,5 mg de
benzoato de estradiol (BE) administrado por via intramuscular (Estrogin®, Dia 0 = D0). Quatro ou cinco
dias depois (D5), na emergéncia de uma nova onda folicular, iniciou-se o tratamento com FSH (4 dias
consecutivos, em doses decrescentes, administradas duas vezes ao dia). No D7 pela manha (ex. 7:00 h)
foi administrada uma dose luteolitica de PGF2a ¢ no D8 a eCG foi administrada por via intramuscular
pela manha (ex: 7:00 h, 200 UI) e a noite (ex: 19:00 h, 200 UI), quando o dispositivo intravaginal foi
removido, logo apo6s a segunda dose da eCG. No dia seguinte pela manha (ex: 7:00 h, D9), foi
administrado 12,5 mg de LH (Lutropin®, IM) e as doadoras foram inseminadas em tempo fixo (IATF) 12
e 24 h apos o LH. Os embrides foram recuperados 7 a 8 dias ap6s administracdo de LH.

Tabela 1. Numero total de estruturas colhidas ¢ de embrides viaveis (MédiaxtEPM), taxa de viabilidade
(%) e total de embrides viaveis produzidos em vacas Nelore superestimuladas com os protocolos P-36 e
P-36/eCG (n=20 vacas por grupo).

Grupo Experimental

P-36 P-36/eCG
Total de estruturas colhidas 6,65 £1,18 10,00 £ 1,48 **
Embrides viaveis 5,10+ 1,10 7,30+ 1,20
Taxa de viabilidade (%) 76,7 73,0
Total de embrides vidveis 102 146

" Diferenga significativa entre colunas (p<0,03).
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Introducio

Na reproducao de bovinos, além dos aspectos relacionados ao s€émen e técnicas de inseminagdo ou monta
natural, alteragdes na qualidade ovocitaria, ou no ambiente uterino e de ovidutos também podem afetar os
indices de fecundagdo e de desenvolvimento embrionario. Dentre os fatores que podem comprometer o
transporte de gametas, fecundacdo dos ovocitos, integridade ovocitaria, ou a viabilidade embrionaria e
fetal em bovinos, encontram-se fatores ambientais, genéticos, metabolicos, nutricionais ¢ infecciosos.
Esta revisdo procura descrever e discutir resultados de diversos estudos que avaliaram taxas de
fecundacdo e de morte embrionaria em bovinos com ovulagdo unica ou superovulados. Além disso,
apresenta dados de morte embrionaria em receptoras de embrides produzidos in vivo, in vitro e clonados
por transferéncia nuclelar (TN).

Taxas de fecundacdo em fémeas bovinas com ovulacio tnica (ndo superovuladas)

Durante a monta, o touro deposita bilhdes de espermatozdides na vagina da vaca. Entretanto, devido ao
fato da cérvix ser o maior obstaculo ao transporte espermatico, o nimero de espermatozodides que
alcangam o corpo uterino ndo ultrapassa 1% (Harper, 1982). Na IA, o sémen ¢ depositado diretamente no
utero, ultrapassando a cérvix e permitindo o uso de um numero reduzido de espermatozoides. Apods a
monta ou [A, o sémen é exposto a uma série de ambientes distintos que alteram significativamente o
numero e a fungdo espermatica. Muitos espermatozoéides sdo perdidos no trato genital feminino pelo
transporte retrogrado (Mullins e Saacke, 1989). Espermatozodides viaveis que sdo retidos no trato genital
feminino devem atravessar o utero, passar para o oviduto pela juncdo utero-tubarica, interagir com o
epitélio do oviduto e sofrer capacitagdo antes de poder fecundar o ovocito (Berger, 1996).

Na fémea bovina, ao inicio do estro, altas concentragdes de LH desencadeadas pelas elevadas
concentracdes circulantes de estradiol (E2) induzem o reinicio da meiose no ovocito (revisado por

Mermillod et al., 1999) e iniciam uma seqiiéncia de eventos que levam a ovulacdo. Quando o foliculo se
rompe, o ovocito rodeado por células do cumulus ¢ liberado na cavidade peritoneal e capturado pelas
células epiteliais ciliadas do infundibulo. O ovdcito é entdo transportado através da ampola para a jungdo
istmo-ampolar, onde ocorre a fecundagdo.

Diversos estudos t€m relatado que a taxa de fecundagdo apods IA de estruturas colhidas de oviduto ou
utero de vacas ndo superovuladas ¢ alta, independente de idade ou raga (Tabela 1). Estudos com novilhas
de corte ou leite observaram 82 a 100% de taxa de fecundagdo apos uma tnica IA. Taxas de fecundagéo
similares (75 a 100%) foram também relatadas em vacas de corte (Tabela 1). Resultados inferiores de
taxa de fecundag@o, entretanto, foram observados em algumas circunstancias especificas. Vacas com alta
produgdo leiteira sob condi¢des de estresse térmico apresentaram taxas de fecundacdo de apenas 55%
(Tabela 1). Vacas leiteiras repetidoras de servico (“repeat-breeders”) tiveram 62 e 72% de fecundacao,
como descrito por Almeida (1995) e O’Farrell et al. (1983), respectivamente. Em um experimento em
que vacas holandesas nao lactantes foram inseminadas somente no momento do inicio do estro, a taxa de
fecundacao foi ao redor de 67% (Tabela 1). Portanto, embora em geral as taxas de fecundagdo sdo
elevadas em bovinos, algumas condigdes especiais tais como estresse térmico, ou momento inadequado
da A, podem comprometer a fecundagao.

Apos a fecundagao, o zigoto passa por uma série de divisdes celulares (clivagem) e permanece no oviduto
até o dia 3 ou 4, quando entdo entra no utero. A porcentagem de ovécitos que ndo sdo capturados pelo
infundibulo ap6s a ovulagdo ou a porcentagem de embrides/6vulos que ndo sdo transportados ao utero
ap6s 3 a 4 dias do pico de LH, ndo ¢ conhecida, mas ¢ muito provavel que alguns embrides/6vulos sdo
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perdidos antes de alcangarem o utero. De fato, diversos estudos que lavaram o oviduto ou utero de
bovinos com o proposito de avaliar taxa de fecundag@o ou qualidade embrionaria entre os dias 3 ¢ 14 apds
IA em vacas ndo superovuladas (Breuel et al., 1993; Ryan et al., 1993; Almeida, 1995; Dunne et al.,
2000; Dalton et al., 2001a; Sartori et al., 2002b) ou superovuladas (Kelly et al., 1997; Sartori et al.,
2003b; 2004b) colheram abaixo de 85% de embrides e/ou 6vulos por corpo luteo (CL). Caso de fato nem
todos os ovulos alcangam o sitio de fecundagdo, é provavel que as taxas de fecundacdo relatadas na
literatura estejam superestimadas. Além disso, os estudos que avaliaram taxas de fecundag@o em bovinos
foram conduzidos sob condigdes experimentais controladas, que podem nao refletir completamente a
realidade nas fazendas.

Tabela 1. Taxa de fecundacdo em vacas e novilhas nao superovuladas.

Referéncia Animal Taxa de fecundacdo; %
(n/n)
Ahmad et al. (1995) Vacas de corte 95,0% (19/20)
Ahmad et al. (1995) Vacas de corte com foliculo persistente 100,0% (14/14)
Almeida (1995) Vacas de leite lactantes repetidoras de cio 62,4% (63/101)
Almeida (1995) Vacas de leite lactantes nao repetidoras de cio 74,5% (70/94)
Breuel et al. (1993) Vacas de corte pds parto 75,0% (30/40)
Cerri et al. (2004) Vacas de leite lactantes 80,2% (69/86)
Dalton et al. (2001a) Vacas de leite nao lactantes (IA no inicio do 66,7% (52/78)
cio)
Dalton et al. (2001a) Vacas de leite ndo lact. (IA 12 h ap6s inicio do  78,2% (61/78)

Dalton et al. (2001a)

Diskin e Sreenann (1980)
Dunne et al. (2000)
Hawk e Tanabe (1986)
Hawk e Tanabe (1986)
O’Farrell et al. (1983)
Roche et al. (1981)
Ryan et al. (1993)
Ryan et al. (1993)
Saacke et al. (1998)
Sartori et al. (2002b)
Sartori et al. (2002b)

cio)

Vacas de leite nao lact. (IA 24 h ap6s inicio do
cio)

Novilhas de corte

Novilhas de corte

Vacas em primeiro servi¢o

Vacas repetidoras de cio

Vacas de leite lactantes repetidoras de cio
Novilhas de corte

Vacas de leite lactantes (inverno)

Vacas de leite lactantes (verao)

Vacas

Vacas de leite ndo lactantes (inverno)
Vacas de leite lactantes (inverno)

82,1% (32/39)

91,2% (156/171)
89,2% (33/37)
97,6% (41/42)
88,5% (23/26)
72,0% (13/18)
82,2% (88/107)
85,9% (73/85)
84,9% (90/106)
83,8% (26/31)
89,5% (34/38)
87,8% (36/41)

Sartori et al. (2002b) Novilhas de leite (verdo) 100,0% (32/32)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (verao) 55,3% (21/38)
Tanabe et al. (1994) Vacas de leite lactantes 87,0% (87/100)
Wiebold (1988) Vacas de leite lactantes 100,0% (25/25)
Média Todos 82,1% (1188/1447)

Taxas de fecundacio em fémeas bovinas superovuladas

Vacas e novilhas submetidas a tratamentos hormonais com o proposito de produzirem ovulagdes
multiplas, geralmente apresentam uma alta porcentagem de ovocitos ndo fecundados no lavado uterino
(Tabela 2). Entre os trabalhos citados na Tabela 2, as menores taxas de fecundacdo apos superovulagdo
foram observadas em vacas repetidoras de servico (Hawk e Tanabe, 1986), vacas inseminadas no inicio
do estro (Dalton et al., 2000), e novilhas inseminadas com espermatozoides sexados (Sartori et al.,
2004b). Em contraste, quando fémeas superovuladas foram inseminadas com sémen de alta qualidade e
no momento apropriado em relagdo ao estro (Dalton et al., 2000; Sartori et al., 2004b), as taxas de
fecundacdo relatadas foram superiores a 80%. Apesar disso, nos estudos que compararam diretamente
vacas ndo superovuladas as superovuladas (Elsden et al., 1976; Saacke et al., 1998 [Tabelas 1 e 2]), taxas
menores de fecundagdo ocorreram nas superovuladas. Como discutido por Kafi e McGowan (1997), a
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menor taxa de fecunda¢do em bovinos superovulados pode ser decorrente de distirbios no transporte de
espermatozoides e ovocitos, além da qualidade inferior dos ovdcitos. De fato, conforme citado por Hyttel
et al. (1991), tratamentos superovulatorios tém efeitos adversos na maturagdo ovocitaria ou das células da
granulosa, comprometendo ndo somente a fecundagdo mas também a viabilidade embrionaria.

Tabela 2. Taxa de fecundagdo em vacas e novilhas superovuladas.

Referéncia Animal Taxa de fecundacdo; %
(w/n)

Hawk e Tanabe (1986)  Vacas em primeiro servi¢o 73,8% (267/362)

Hawk e Tanabe (1986)  Vacas repetidoras de cio 43,0% (55/128)

Saacke et al. (1998) Vacas 64,5% (100/155)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lactantes (IA no inicio do cio) 29,2% (57/195)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lact. (IA 12 h ap6és inicio do  59,9% (124/207)
cio)

Dalton et al. (2000) Vacas de leite ndo lact. (IA 24 h apo6s inicio do  81,1% (103/127)
cio)

Sartori et al. (2003b) Novilhas de leite 67,8% (99/146)

Sartori et al. (2004b) Novilhas de leite 87,9% (124/141)

Sartori et al. (2004b) Novilhas de leite (IA com espermatozdide 56,0% (112/200)
sexado)

Média Todos 62,7% (1041/1661)

Taxas de fecundacdo em ovdcitos maturados e fecundados in vitro e taxa de ativacdo de ovdcitos
receptores apos a transferéncia nuclear

A fecundagdo in vitro (FIV) é uma das etapas da produgdo in vitro de embrides (PIV), que envolve a
manipulagdo dos gametas e a obtencdo de embrides em laboratorio. Para a PIV sdo utilizados ovocitos
imaturos recuperados de foliculos antrais de ovarios de animais vivos e/ou de ovarios obtidos logo apos o
abate dos animais. Quando os ovocitos sdo aspirados dos foliculos ovarianos (em geral de 2 a 6 mm de
diametro) para serem utilizados na PIV, eles ainda sdo imaturos e necessitam sofrer o processo de
maturagao in vitro. Essa ¢ realizada cultivando os ovdcitos, logo apos a aspiracdo folicular, em meio de
maturacdo com temperatura ¢ atmosfera apropriadas, por um periodo de 22 a 24 horas. A maturagdo
envolve mudangas nucleares e citoplasmatica que devem ocorrer simultaneamente e que conferem aos
ovocitos a capacidade de serem fecundados e terem desenvolvimento embrionario normal (Dode, 2006).
Apds a maturagdo, os ovocitos sdo transferidos para gota de fecundagdo e o sémen, previamente
preparado, ¢ adicionado na gota em uma concentragdo final de 1 a 2 milhdes de espermatozoides/mL de
meio (Parrish et al., 1985; Gordon, 2003). Ovoécitos maduros e espermatozoides sdo incubados por um
periodo de 12 a 18 horas (Dode et al., 2002). Apds a co-incubagdo as estruturas sdo transferidas para o
meio de cultivo embrionario onde permanecem por um periodo de sete dias, quando entdo, sdo
transferidas para as receptoras, de forma semelhante ao realizado com os embrides produzidos in vivo.

Apos a penetragdo no ovdcito, o espermatozoide inicia uma série de eventos envolvendo os componentes
nucleares e citoplasmaticos de ambos os gametas. Ocorre a descondensagao da cabeca, a formacao do
envelope nuclear e do pro-nticleo masculino. Concomitantemente, o ovocito retoma a meiose, expulsa o
segundo corpusculo polar e forma o pré-nucleo feminino. Apés a formacdo dos pro-nucleos, esses se
aproximam e ocorre a singamia e a formag@o do novo individuo com inicio das divisdes meidticas.

A taxa de fecundagdo apos a FIV pode ser avaliada pela presenga do espermatozdide no citoplasma do
ovocito, pela descondensacdo da cabega, pela formagdo dos pro-nicleos e pela taxa de clivagem. Em
bovinos devido a presenga de vesiculas de lipideos e outros pigmentos, a presenca do espermatozoide no
citoplasma e a formag¢do dos pré-ntcleos nao sdo visiveis, a ndo ser que outras técnicas como coloracao
e/ou centrifugacdo e avaliagdo em microscopia de contraste de fase ou interferéncia sejam empregadas
(Gordon, 2003). Portanto, o pardmetro mais utilizado para avaliar a fecundagdo ¢ a taxa de clivagem. A
taxa de fecundacao avaliada pela formacdo dos pro-nticleos as 18 horas apos a inseminagao ¢, em geral,
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acima de 70% (Alomar et al., 2006; Alomar et al., 2007). Resultados semelhantes foram relatados quando
a taxa de fecundacdo (> 70%) foi avaliada pela taxa de clivagem (Bousquet et al., 1999; Dode et al., 2002;
Palma e Sinowatz, 2004; Pereira et al., 2005; Cesari et al., 2006; Corréa et al., 2008). Apesar da maioria
dos ovdcitos obtidos por aspiracdo folicular terem capacidade de clivar (Sirard et al., 2005), essa taxa
pode variar significativamente, pois além dos fatores que normalmente afetam a fecundagdo in vivo,
outros como a qualidade do ovdcito, preparagdo do sémen e condigdes de cultivo podem também
influenciar. Entretanto, o fator de maior impacto na taxa de clivagem e/ou fecundagao ¢ o touro utilizado,
sendo a grande variabilidade na fertilidade in vitro de touros um dos problemas na utilizagdo comercial da
PIV. Essa variagdo tem sido demonstrada em diversos estudos, em que a taxa de clivagem variou de 26%
a 94% quando diferentes touros foram utilizados na FIV (Kochher et al., 2003; Palma e Sinowatz 2004;
Alomar et al., 2006; Alomar et al., 2007).

Na clonagem por TN, ovdcitos maturados in vitro sdo enucleados para remogdo do material genético e,
entdo utilizados como citoplasmas receptores. A seguir, € realizada a reconstru¢ao do embrido, utilizando
como fonte doadora de nticleo células embrionarias (Heyman et al., 1994), células fetais (Hill et al., 2000)
ou de animais adultos (Iguma et al., 2005). A célula doadora de nucleo, que ¢é introduzida no espago
perivitelinico, deve fusionar com o citoplasma receptor, o que ¢ realizado pela aplicacdo de pulsos
elétricos. Finalmente, a ativagdo do citoplasma pode ser induzida por métodos fisicos ou quimicos. Esse
passo ¢ também fundamental para o sucesso da TN, pois simula a agdo do espermatozoide. As estruturas
entdo, sdo transferidas para o cultivo embrionario onde permanecem por sete dias, semelhante aos
embrides PIV.

Portanto, no caso da TN a taxa de clivagem também pode ser utilizada para avaliar o sucesso da fusdo e
ativagdo. Em bovinos a taxa de clivagem apds a TN pode ser influenciada por varios fatores tais como
qualidade do ovdcito, tipo de célula doadora de ntcleo e método utilizado para a ativagdo. Entretanto, os
resultados relatados na literatura ndo sdo inferiores aos obtidos na PIV, variando de 60 a 80% (Iguma et
al., 2005; Hussein et al., 2007; Moura et al., 2007).

Desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria

Diversos estagios do desenvolvimento embrionario inicial sdo importantes para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do embrido. O embrido move-se do oviduto para o utero no estagio de 8 a 16 células
(Grealy et al., 1996). Com 5 a 6 dias de idade o embrido atinge o estagio de 16 a 32 células e estas
c¢lulas comegam a se juntar para se formar uma esfera compacta denominada moérula. A compactagio
celular e as jungdes intercelulares representam o primeiro estagio critico em que o embrido comeca a
atuar como um organismo individual. Nos dias 7 ou 8 uma cavidade se forma e as células do blastocisto
inicial diferenciam-se em massa celular interna, destinada a formar o feto, e trofoblasto, destinado a
formar a placenta (revisado por Sreenan et al., 2001). Entre os dias 9 e 10, o blastocisto expandido eclode
da zona pelucida e continua a se expandir antes de comecar a alongar por volta do dia 13. O alongamento
ocorre ao redor do momento do reconhecimento materno da gestacdo e ¢ acompanhado por um aumento
na atividade metabdlica e secrecdo de interferon t (revisado por Mann et al., 1999; Thatcher et al., 2001).
A fixagdo do embrido ao endométrio comega aproximadamente no dia 19. A implantagdo embrionaria
estd completa no dia 42. A sobrevivéncia do embrido e estabelecimento da gestacdo envolvem
comunicacdo ativa e passiva entre o embrido e o utero. A manutengdo do CL, como resultado dos sinais
embrionarios para a mae, garante a produgdo continuada de progesterona (P4), a qual é necessaria para
preparar o endométrio para implantagdo e nutri¢do embrionaria. A presenga do embrido por volta do dia
16 do ciclo inibe a sintese e liberagdo de PGF2y do endométrio (revisado por Geisert et al., 1994; Mann
et al.,, 1999; Thatcher et al., 2001; Okuda et al., 2002), prevenindo assim a lute6lise e o conseqiiente
declinio na produgdo de P4.

Embora falha na fecundacdo apds inseminagdo ndo parega ser um grande problema para o
estabelecimento da gestacdo em bovinos, mortalidade embrionaria € considerada a principal causa
responsavel pelo aumento no intervalo de partos nos bovinos. A maioria das perdas embrionarias ocorre
durante o periodo embrionario da gestacao (< 45 d) tanto em bovinos de corte quanto de leite (Thatcher et
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al., 1994; Vanroose et al., 2000; Sreenan et al., 2001) e, de acordo com Wathes (1992), a maioria das
mortes embrionarias ocorre nos primeiros dias apés fecundagio e durante o processo de implantagao.

As condutas utilizadas para avaliar mortalidade embrionaria precoce em bovinos tém sido abater animais
em intervalos especificos ap6s a inseminacdo e colher embrides/6vulos do oviduto ou utero, e mais
recentemente, colher embrides in vivo do Utero utilizando-se lavados uterinos. Diversos estudos sobre
perda embrionaria inicial foram realizados ha mais de 20 anos (Boyd et al., 1969; Ayalon et al., 1978;
Diskin e Sreenan, 1980; Roche et al., 1981; Maurer ¢ Chenault, 1983). Estudos que avaliaram vacas de
corte com alta incidéncia de infertilidade (“repeat-breeders”), observaram em torno de 30% de perda
embrionaria até o dia 7 apos o estro (Ayalon et al., 1978; Maurer ¢ Chenault, 1983). Por outro lado,
estudos com novilhas de corte de fertilidade elevada, descreveram altas taxas de sobrevivéncia
embrionaria até o dia 8. A maioria das mortes embrionarias nesses estudos ocorreu entre o dia 8 e 18
apos TA (Diskin e Sreenan, 1980; Roche et al., 1981). Em um estudo mais recente, Dunne et al. (2000)
ndo observaram diferencas na sobrevivéncia embriondria nos dias 14, 30 ou ao parto em novilhas de
corte. Os autores sugeriram que a maioria das perdas embrionarias nas novilhas havia ocorrido antes do
dia 14. A Tabela 3 resume resultados de diversos estudos sobre desenvolvimento e sobrevivéncia
embrionaria inicial em bovinos de corte, novilhas de leite e vacas de leite ndo lactantes. Em geral, com
excecdo de vacas que ovularam foliculos persistentes, a porcentagem de embrides vidveis colhidos entre
os dias 3 e 16 foi elevada na maioria dos estudos (78% de média).

Tabela 3. Porcentagem de embrides vidveis colhidos de bovinos nao superovulados (exceto vacas
leiteiras lactantes).

Referéncia Animal Dias apdés Embrides vidveis; %
1A (n/n)

Ahmad et al. (1995) Vacas de corte 6 73,7% (14/19)

Ahmad et al. (1995) Vacas de corte com foliculo 6 14,3% (2/14)
persistente

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 40u8 95,3% (61/64)

(1980)

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 12 56,0% (9/16)

(1980)

Diskin e  Sreenann Novilhas de corte 16 65,7% (23/35)

(1980)

Dunne et al. (2000) Novilhas de corte 14 86,5% (32/37)

Roche et al. (1981) Novilhas de corte 3oul 82,2% (88/107)

Sartori et al. (2002b) Vacas de leite ndo lactantes 6 82,3% (28/34)
(inverno)

Sartori et al. (2002b) Novilhas de leite (verdo) 6 71,9% (23/32)

Média Todos 3alé6 78.2% (280/358)

Contrastando com o elevado nimero de embrides viaveis observado em bovinos de corte, e fémeas de
leite ndo lactantes, estudos que avaliaram o desenvolvimento embrionario inicial em vacas de leite
lactantes, demonstraram indices muito mais baixos de sobrevivéncia embrionaria entre os dias 3 e 14,
especialmente em vacas com alta produgdo leiteira (Tabela 4). Um estudo mais antigo (Boyd et al., 1969)
relatou 70% de sobrevivéncia embrionéria até o dia 26 da gestacdo. Entretanto, estudos mais recentes que
colheram embrides do utero de vacas com alta producéo de leite ndo superovuladas (Wiebold, 1988; Ryan
et al., 1993; Sartori et al., 2002b; Cerri et al., 2004) demonstraram uma incidéncia muito mais elevada de
mortalidade embrionaria precoce. Wiebold (1988) coletou 25 embrides de 23 vacas lactantes no dia 7 e
notou que todas as estruturas estavam fertilizadas (Tabela 1), sendo que 12 eram embrides normais ¢ 13
anormais. Dos 13 anormais, pelo menos 9 eram degenerados e possuiam < 8 células. Ryan et al. (1993)
colheram embrides nas estagdes quente e fria do ano na Ardbia Saudita e observaram uma porcentagem
baixa de embrides viaveis nos dias 6 ou 7 (59% durante o verdo ¢ 52% durante o inverno). Vacas com
embrides colhidos nos dias 13 ou 14 durante o inverno demonstraram porcentagens similares de embrides
viaveis em relacdo aos dias 6 ou 7 (60%). Entretanto, vacas com embrides colhidos nos dias 13 ou 14
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durante o verdo tiveram uma porcentagem ainda menor de embrides vidveis (27%). Nos experimentos
relatados por Sartori et al. (2002b), entre os embrides colhidos no dia 6 apos IA de vacas holandesas com
alta produgdo leiteira ndo superovuladas, 67% nao estavam viaveis no experimento durante o verdo e 52%
nao eram viaveis no experimento do inverno (Tabela 4). No mesmo estudo, novilhas holandesas geraram
72% de embrides viaveis no verdo e vacas holandesas ndo lactantes geraram 82% de embrides vidveis no
inverno (Tabela 3). Um outro estudo (Cerri et al., 2004) que avaliou os efeitos de dietas com fontes de
gordura com diferentes perfis de acidos graxos na taxa de fecundacdo e qualidade embrionaria em vacas
lactantes sincronizadas com o protocolo Ovsynch (Pursley et al., 1995), relatou que 26 a 48% dos
embrides colhidos no dia 5 apés IA eram de qualidade pobre ou degenerados. Quando os dados
apresentados na Tabela 4 foram agrupados, apenas 51% dos embrides colhidos de vacas lactantes entre os
dias 3 e 14 eram vidveis. Portanto, em vacas com alta producdo leiteira, a maioria dos embrides pode
estar com sua viabilidade comprometida antes do dia 13 da gestacdo. Além disso, a maior parte desses
embrides parece ja estar comprometida antes do dia 7 em vacas com alta producdo leiteira ndo
superovuladas.

Tabela 4. Porcentagem de embrides viaveis colhidos de vacas leiteiras lactantes ndo superovuladas .

Referéncia Animal Dias apds Embrides viaveis; % (n/n)
1A
Cerri et al. (2004) Vacas de leite lactantes 5 62,3% (43/69)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (inverno) 6 ou’ 51,6% (16/31)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (verdo) 6ou’ 58,5% (24/41)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (inverno) 13 0u 14 59,5% (25/42)
Ryan et al. (1993) Vacas de leite lactantes (verdo) 13 ou 14 27,1% (13/48)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (inverno) 6 52,8% (19/36)
Sartori et al. (2002b) Vacas de leite lactantes (verdo) 6 33,3% (7/21)
Wiebold (1988) Vacas de leite lactantes 7 48,0% (12/25)
Média Todos 3al4 50,8% (159/313)

Estudos que avaliaram mortalidade embrionaria em bovinos entre os dias 25-28 ¢ 42 com auxilio de ultra-
sonografia transretal e mortalidade fetal precoce entre os dias 42 e 60-70 observaram resultados muito
distintos, que em geral estavam associados a raga, idade, lactacdo, ou procedéncia dos embrides (Tabela
5). Quando mortalidade embrionaria tardia foi comparada a mortalidade fetal precoce, a maioria das
perdas ocorreu antes do estagio fetal (Beal et al., 1992; Vasconcelos et al., 1997; Tabela 5). Os poucos
estudos que avaliaram mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce em bovinos de corte, ou novilhas de
leite descreveram incidéncias baixas (< 10%) de perda (Tabela 5), com excegdo de novilhas e vacas de
corte receptoras de embrides produzidos in vitro (Reis et al., 2004). Contrastando com a baixa perda
embriondaria/fetal em bovinos de corte e novilhas de leite, trabalhos recentes em vacas de leite lactantes
tém demonstrado uma incidéncia mais elevada de mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce. Valores
entre 15 e 30% de mortalidade foram os mais comumente observados na maioria dos estudos (Tabela 5),
mesmo quando embrides congelados produzidos em novilhas superovuladas e de esperada fertilidade alta
foram transferidos em vacas lactantes (Sartori et al., 2003a). Apoés exaustiva pesquisa na literatura,
encontramos apenas um estudo recente em vacas leiteiras lactantes que descreveu baixas taxas de
mortalidade entre os dias 28 e 42 de gestacdo (Silke et al., 2002; Tabela 5). Uma peculiaridade desse
estudo, entretanto, foi que as vacas eram manejadas a pasto, diferentemente dos demais estudos descritos
na Tabela 5. Esses resultados conflitantes sugerem que niveis de producdo de leite, e especialmente
fatores nutricionais ¢ de manejo (conforto animal) possam estar influenciando direta ou indiretamente na
sobrevivéncia embrionaria/fetal em bovinos.

Nos embrides produzidos in vitro, seja a partir de ovocitos maturados e fecundados in vitro e/ou por TN,
o desenvolvimento ocorre em ambiente artificial fora do organismo materno. Portanto, além dos fatores ja
mencionados, a sobrevivéncia desses embrides também esta influenciada por condigdes ambientais
durante o cultivo. O zigoto recém formado depende de transcritos e proteinas estocados no ovdcito até o
estagio de 8 a 16 células, quando ocorre a transicdo materno-zigotica (TMZ) e o genoma do embrido ¢
ativado. Muitos embrides PIV ndo chegam ao estagio de blastocisto e sdo bloqueados nesse periodo,
sugerindo que a falha em ativar o genoma do embrido se deve, na maioria das vezes, a incompeténcia dos
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ovocitos utilizados. Entretanto, outros fatores tais como a composi¢do do meio e atmosfera gasosa
também afetam a capacidade de desenvolvimento in vitro dos embrides. Atualmente, com sistemas de
cultivo estabelecidos existe um limite consistente de producdo de blastocisto de 30 a 50% (Hasler et al.,
2000; Farin et al., 2001; Pereira et al., 2005; Corréa et al., 2008). Apesar dos inimeros problemas
decorrentes da TN no desenvolvimento embrionario pés-eclosdo, as taxas de producao de blastocisto de
embrides clones sdo semelhantes (Kato et al., 2000; [guma et al., 2005; Moura et al., 2007) as observadas
em embrides PIV.

A mortalidade embrionaria precoce, como mencionado acima, ¢ uma causa reconhecida de falha
reprodutiva em bovinos provocando grandes perdas econdmicas. Essa, pode resultar de um defeito
intrinseco do embrido, de um ambiente materno inadequado, da assincronia entre o embrido e o Utero ou
da falha da mae em responder apropriadamente aos sinais do embrido (Hansen, 2002). Com o advento das
novas biotecnologias essas falhas se tornaram mais evidentes, principalmente devido a defeitos
intrinsecos do embrido, sendo que quanto maior o grau de artificios da técnica utilizada maiores sdo as
perdas embrionarias.

Existem varios relatos na literatura de taxa de prenhez de embrides bovinos produzidos em diferentes
sistemas de cultivo, com médias variando de 30 a 50% (Hasler et al., 2000; van Wagtendonk et al., 2000;
Farin et al., 2001; Lane et al., 2003; Schmidt, 2007), que sdo mais baixas do que as taxas obtidas com
embrides produzidos in vivo. Semelhante ao que ocorre nos in vivo, a perda dos embrides in vitro € mais
alta nos primeiros 21 dias de gestacdo, sendo que a maioria ocorre nos dias 14 e 15 ou uma semana apds a
transferéncia (Farin et al., 1995; McMillan et al., 1997). Farin e colaboradores (2001) relataram que no
dia 17 da gestagdo 19% dos embrides produzidos in vitro estavam degenerados, sugerindo que os
embrides PIV podem ser deficientes em iniciar os mecanismos essenciais para o reconhecimento materno
da prenhez. As perdas em estdgios mais tardios da gestacdo (dia 42 a 280), sdo menores do que no
periodo inicial, mas ainda sdo mais altas do que as observadas para embrides in vivo, podendo variar de
7% a 13% (Hasler et al., 2000; van Wagtendonk et al., 2000).

Entretanto, quando embrides clones sdo transferidos, as perdas sdo significativamente superiores. Cerca
de 60% ou mais das prenhezes sdo perdidas no primeiro trimestre da gestagdo (Heyman et al., 2002). O
que ¢ seguido por uma menor, mas constante perda na prenhez até o oitavo més de gestacao (Schmidt,
2007). Essas observagdes foram confirmadas em estudo recente que mostrou resultados de cinco anos de
produgdo comercial de clones em trés paises distintos avaliando um total de 3374 embrides transferidos.
Nesse estudo, a taxa média de prenhez aos 30 dias foi de 37%, aos 60 dias de 22%, aos 90 dias de 17% e
somente 11% chegaram a termo (Panarace et al., 2007). A hipotese mais aceita para explicar esses
resultados é que o desenvolvimento anormal do trofoblasto levando a placentagdo anormal, é a maior
causa de mortalidade no primeiro trimestre da gestacao (Hill et al., 2000; De Sousa et al., 2001; Arnold et
al., 2006; Yang et al., 2007). Além disso, alteragdes na reprogramacao do nucleo doador podem afetar o
desenvolvimento da placenta e do feto causando problemas como hidropsia e sindrome do bezerro
grande.
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Tabela 5. Mortalidade embrionaria tardia/fetal precoce em bovinos.

Referéncia Animal Dias de Perda embr./fetal; %
gestacdo (n/n)

Beal et al. (1992) Vacas de corte 25a45 6,5% (9/138)

Beal et al. (1992) Vacas de corte 45 a 65 1,6% (2/129)

Chebel et al. (2003) Vacas holandesas lactantes (IA) 28 a 42 19,5% (38/195)

Fricke et al. (2003) Vacas holandesas lactantes (IA) 26-33 a 68 23,4% (67/286)

Lamb et al. (1997) Novilhas de corte 30-35 a 60-75 4,0% (17/420)

Panarace et al. (2007)  Novilhas/vacas de corte (TE — 30a60 40,5% (506/1248)
Embr. prod. por TN)

Reis et al. (2004) Novilhas/vacas de corte (TE — 30a60 15,5% (37/238)
Embr. prod. in vitro)

Rivera et al. (Com. Novilhas de leite (IA) 30 a 65-75 9,3% (19/205)

pes.)

Rodrigues (1995) Novilhas de corte (TE — Embr. 28-32 a55-65 5,5% (32/582)

prod. in vivo)
Sartori et al. (2003a) Vacas holandesas lactantes (IA) 25-32 a 60-66 18,6% (13/70)
Sartori et al. (2003a) Vacas holandesas lactantes (TE — 25-32 a 60-66 26,2% (22/84)
Embr. prod. in vivo)

Silke et al. (2002) Novilhas de leite (IA) 28 a42 1,5% (2/131)

Silke et al. (2002) Novilhas de leite (IA) 42 a 56 2,3% (3/129)

Silke et al. (2002) Vacas de leite lactantes a pasto 28 a42 3,2% (23/705)
(IA)

Silke et al. (2002) Vacas de leite lactantes a pasto 42 a 56 2,0% (~14/682)
(IA)

Stevenson et al. (2003) Vacas de corte lactantes (IA) 29-33 a 54-61 10,8% (24/223)

Vasconcelos et al. Vacas holandesas lactantes (IA) 28a42 10,9% (56/512)

(1997)

Vasconcelos et al. Vacas holandesas lactantes (IA) 42 a 56 6,4% (29/456)

(1997)

Zanenga e Pedroso Novilhas/vacas de corte (TE — 23-30a53-60 4,4% (10/229)
(1995) Embr. prod. in vivo)

Discussao

Como mencionado anteriormente, ha diversos fatores que podem estar envolvidos com a falha na
fecundacdo ou mortalidade embrionaria/fetal em bovinos. Problemas de fecundacdo ou abortamentos
podem ser causados por doengas infecciosas (Bearden e Fuquay, 2000; Vanroose et al., 2000), ou
infecgdes localizadas e restritas a orgdos especificos tais como utero (Nakao et al., 1992; Loeffler et al.,
1999a,b; Grohn e Rajala-Schultz; 2000), ou glandula mamaria (Moore et al., 1991; Loeffler et al.,
1999a,b; Schrick et al., 2001; Santos et al., 2004). Causas ndo infecciosas, entretanto, provavelmente
contribuem para a maioria das perdas (Christianson, 1992; Thatcher et al., 1994; Labérnia et al., 1996;
Vanroose et al., 2000). Algumas dessas causas sdo anormalidades cromossomicas, fatores externos (por
exemplo, estresse, produtos toxicos, teratogénicos ou abortivos, e nutricdo) e fatores maternos (por
exemplo, desbalancos hormonais, lactacdo e idade). Aspectos técnicos ou relacionados a anatomia e
fisiologia que estdo associados a fertilidade reduzida em bovinos também foram estudados e incluem:
ambiente tubarico e/ou uterino inapropriados (Wiebold, 1988; Binelli et al., 1999), fertilidade ovocitaria
reduzida devido a anormalidades foliculares (Eicker et al., 1996; Emanuelson e Oltenacu, 1998), técnica
de IA inapropriada em relagdo ao momento do estro (Senger et al., 1988; Lopez-Gatius, 2000; Dalton et
al., 2001a,b), e problemas espermaticos ou de fecundagdo (Lopez-Gatius, 2000; Dalton et al., 2001a,b;
Lopez-Gatius et al., 2002).

A maior incidéncia de mortalidade embrionaria/fetal, e conseqiientemente, baixa fertilidade em vacas de
alta producdo leiteira quando comparadas as demais fémeas bovinas, tem estimulado pesquisadores a
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investigar com maiores detalhes os aspectos fisioldgicos que possam estar associados a subfertilidade
neste grupo distinto de animais. Raga ndo parece ser o fator mais relevante associado a baixa fertilidade
de bovinos leiteiros, porque estudos sobre associagdes genéticas com fertilidade tém demonstrado que a
hereditariedade para caracteres de fertilidade ¢ baixa (Weller e Ezra, 1997; Dematawewa e Berger, 1998).
Além disso, a continuada fertilidade elevada em novilhas de leite sugere que qualquer componente
genético relacionado a fertilidade reduzida nas vacas lactantes teria interagdes com lactagdo, manejo, ou
idade. Diversos estudos avaliaram possiveis causas nutricionais da baixa fertilidade em gado leiteiro,
incluindo: balanco energético negativo evidenciado pela perda de escore de condigdao corporal (Nebel e
McGilliard, 1993; Ruegg ¢ Milton, 1995; Domecq et al., 1997; Loeffler et al., 1999a,b; Moreira et al.,
2000; Butler, 2001; Lopez-Gatius et al., 2002), efeitos detrimentais de niveis elevados de energia na dieta
(Dunne et al., 1999), efeitos toxicos da uréia e nitrogénio (Ferguson e Chalupa, 1989; Butler, 1998;
Sinclair et al., 2000; Dawuda et al., 2002), e deficiéncias de vitamina e/ou minerais (Ingraham et al.,
1987; Arechiga et al., 1994; 1998). Alguns peptideos, tais como a leptina e fatores de crescimento (IGF-1
e IGF-2), cujas concentragdes variam na circulagdo em funcdo do estado metabolico do animal,
especialmente durante o periodo pds parto em vacas leiteiras, aparentemente estdo envolvidos na
mediagdo dos efeitos da nutricdo na funcdo reprodutiva (O’Callaghan e Boland, 1999; Boland et al.,
2001; Lucy, 2001).

Vacas leiteiras em lactagdo tém capacidade reduzida de responder a aumentos de temperatura ambiente
ou outras formas de estresse (Lucy et al., 1986; Sartori et al., 2002b). Estresse térmico reduz a eficiéncia
reprodutiva, particularmente em vacas lactantes, através da reducdo da expressdo/deteccao de estro e pela
diminuicdo nas taxas de concepcdo (Stevenson et al., 1984; Ryan et al., 1993). O efeito do estresse
térmico na fertilidade parece estar associado a quedas na taxas de fecundagdo e elevagdo na perda
embrionaria (Al-Katanani et al., 1999, 2002; Hansen et al., 2001; Rivera ¢ Hansen, 2001; Sartori et al.,
2002b).

Muitos dos mecanismos envolvidos no transporte de gametas, fecundacdo e desenvolvimento embrionario
inicial sofrem influéncia dos hormonios esterdides ovarianos E) e P4. Alteragdes nas concentragdes
séricas de esterdides, que ocorrem em vacas de alta produgdo leiteira podem comprometer a eficiéncia
reprodutiva. Pesquisadores relataram que o crescimento prolongado do foliculo ovariano em vacas com
baixos niveis circulantes de P4 resultou em fertilidade reduzida (Mihm et al., 1994; Ahmad et al., 1995).
Por exemplo, em um experimento (Ahmad et al., 1996), a produgdo de um foliculo persistente
dramaticamente reduziu a taxa de concepcao de 54% para 15% em vacas lactantes. Essa persisténcia do
foliculo dominante (que talvez ocorra naturalmente na vaca de alta produgdo leiteira) esta associada a
exposi¢ao prolongada de elevadas concentragdes de E2 antes da ovulacdo (Ahmad et al., 1996; Bigelow e

Fortune, 1998), porém, ainda estd por ser determinado se essa elevagdo prolongada de Ep circulante ou
intra-folicular antes da ovulacdo compromete a fertilidade. O Ep também estd associado a retencdo do
ovocito no oviduto, enquanto que a P4 acelera o transporte (Bearden e Fuquay, 2000). Alteracdo nas

concentracdes séricas dos esterdides pode afetar fecundacao ou transporte do embrido/6vulo. Além disso,
proteinas secretorias dependentes de E) parecem ser parte essencial de um ambiente tubarico de suporte
para capacitacdo espermatica, fecundacdo e desenvolvimento embrionario inicial (King et al., 1994;
DeSouza e Murray, 1995; Binelli et al., 1999). Binelli et al. (1999) observaram alteragdes no ambiente
tubarico em vacas com foliculos dominantes persistentes e sugeriram que esse microambiente
inapropriado contribui com a fertilidade reduzida em vacas com foliculos persistentes. E esperado que
vacas de alta produgéo leiteira tenham concentragdes séricas de P4 mais baixas do que novilhas (Sartori et

al., 2002a; 2004a). Reduzidas concentragdes séricas de P4 no periodo periovulatorio poderiam ser
responsaveis, pelo menos em parte, pela redugdo na fertilidade de vacas leiteiras. Vacas com
concentracdes mais baixas de P4 antes da IA tiveram fertilidade reduzida (Folman et al., 1973; Fonseca et
al., 1983) e suplementacdo de P4 antes da IA aumentou a taxa de concepgdo (Folman et al., 1990;
Wehrman et al., 1993; Xu et al., 1997). Baixas concentra¢des séricas de P4 permitem um aumento na
freqiiéncia de pulsos de LH (Roberson et al., 1989; Bergfelt et al., 1991; Adams et al., 1992), causando
maturagao prematura dos ovoécitos (Revah e Butler, 1996), queda na qualidade ovocitaria no momento da
ovulagdo e conseqiiente qualidade embrionaria inferior apdés a fecundagdo (Ahmad et al., 1995).
Concentragdes reduzidas de P4 apods a IA também estdo associadas a fertilidade reduzida (Lukaszewska e
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Hansen, 1980; Mann et al., 1995; Ahmad et al., 1996; Larson et al., 1997). Essa redugdo na fertilidade
pode ser devido as baixas concentracdes séricas de P4 que talvez atrasem o desenvolvimento embrionario

(Mann et al., 1998; Mann ¢ Lamming, 2001), e/ou permitam uma indugdo precoce da luteolise (Mann e
Lamming, 1995; Mann et al., 1995).

Com relacao aos embrides PIV e TN, além das situagdes ja mencionadas acima, outros fatores devem ser
considerados como envolvidos nas perdas embriondrias, visto que o cultivo e a TN ndo somente afetam o
desenvolvimento pré-implantagdo como também o desenvolvimento fetal.

A mais alta taxa de mortalidade em embrides PIV ocorre nas primeiras 2 a 3 semanas ap6s a fecundacgéo
(Farin et al., 2001) e cerca de 60% ou mais das prenhezes de embrides TN sdo perdidas no primeiro
trimestre da gestacdo (Heyman et al., 2002). A explicag@o para essa alta taxa de falha no desenvolvimento
com relagdo a defeitos intrinsecos dos embrides ainda nao esta esclarecida. Entretanto, a extensdo e a
regulacdo da expressdo alterada de genes durante o desenvolvimento pré-implantacdo parece ser critica
para o desenvolvimento posterior do concepto (Rodriguez-Zas, 2008). Isso tem sido demonstrado em
varios estudos usando a técnica de microarranjos para avaliar a expressao de milhares de genes
simultaneamente em embrides PIV ¢ TN (Cocoran et al., 2006; El-Sayed et al., 2006; Cui et al., 2007).

O efeito das condigdes de cultivo no padrao de expressdo de genes tem sido amplamente reconhecido e
pode ser responsavel por alteragdes epigenéticas que sdo prejudiciais ao desenvolvimento do embrido e
do feto (Kang et al., 2001). Existem intimeras evidéncias de que o ambiente de cultivo que os embrides
sdo expostos in vitro pode afetar a expressdo de genes e causar as diferencas encontradas entre os
embrides produzidos in vitro e in vivo (Wrenzycki et al., 2005; Lonergan et al., 2006). Isso se refere nao
s0 a composi¢cdo do meio mas também as condi¢des de cultivo como, por exemplo, a tensdo de oxigénio.
Os defeitos em embrides clones se manifestam de forma mais severa do que nos PIV pois além dos
efeitos do cultivo in vitro, podem ocorrer falhas na reprogramagdo do nucleo doador que afetam o
desenvolvimento e diferenciacdo resultando em anormalidades na placenta, principal responsavel pelas
perdas de embrides TN.

Além da alteracdo na expressdo gé€nica, ¢ importante mencionar que as anormalidades cromossémicas
também sdo causas comuns de falhas na prenhez. Células com anormalidades cromossdmicas sao
comumente encontradas em embrides PIV e clones (Schmidt, 2007). A anormalidade mais freqiiente ¢ a
mixoploidia, resultante de divisdes celulares anormais causando poliploidia em uma proporcao variavel
de células do embrido (Viuff et al., 1999).

Consideracoes finais

A elevada morte embrionaria durante os primeiros dias de gestacdo ¢ considerada a principal causa da
baixa eficiéncia reprodutiva, especialmente em vacas de alta produgdo de leite. A utilizagdo de
biotecnologias reprodutivas tais como tratamentos hormonais e transferéncia de embrides provenientes de
animais com elevada fertilidade tem se mostrado alternativas vidveis para o incremento da eficiéncia
reprodutiva. Além disso, o uso de técnicas adequadas de IA e a reducdo de problemas sanitarios,
nutricionais e ambientais sdo condi¢des essenciais para a obtencdo de elevados indices de fecundagdo e
manutengdo da gesta¢do, culminando no sucesso dos programas reprodutivos em bovinos. Entretanto,
quando tecnologias com maior grau de artificios sdo utilizadas, as perdas embrionarias sdo mais
acentuadas. O embrido pré-implantagdo ¢ altamente influenciado por fatores do ambiente externo e, em
situagdes extremas tais como as que podem ocorrer no cultivo in vitro e na TN, a capacidade do embrido
de se adaptar as condi¢des ambientais ou a reprogramag¢do da cromatina, pode exceder sua propria
capacidade adaptativa e resultar em perdas ou em desenvolvimento anormal.
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Resumo

As técnicas de Fecundagdo in vitro, transferéncia de ntcleo de célula somatica (clonagem animal) estdo
sendo exploradas comercialmente em muitos paises e espécies. Centenas de milhares de animais ja foram
produzidos por FIV e milhares de animais clonados ja foram produzidos e entregues aos seus proprietarios
em todo o mundo. As modificagdes gé€nicas, embora em um ritmo muito mais lento, estdo se espalhando
para diversos laboratdrios de pesquisa na Universidade e em empresas farmacéuticas. Essa exploracdo
comercial tem contribuido para a evolugdo das tecnologias, a medida que traz recursos do complexo
privado para investir em ciéncia. No entanto, alguns interesses comerciais dificultam a troca de
experiéncias entre os membros da comunidade cientifica.

Esta apresentagdo pretende discutir o estado da arte das tecnologias, abordar alguns problemas enfrentados
em nossa experiéncia e, finalmente, discutir a possivel contribui¢do da FIV, clonagem final, isto ¢, aquela
em que os clones sdo destinados a produgdo, e transgenia para o ganho genético, para a selecdo genética
nuclear e citoplasmatica nos animais, com énfase no rebanho bovino. Temas como selecdo baseada em
caracteristicas aditivas e nao aditivas, bem como selecdo ou modificagdo sdo discutidos visando suas
possiveis aplicagdes no futuro.

Abstract

In vitro fertilization, somatic cell nuclear transfer (animal cloning) are being commercially explored in
many countries and species. Hundred thousands of IVF produced calves and thousands of cloned animals
have already been produced and delivered to their owners worldwide. The genetic modifications are
slowly been spread to universities and pharmaceutical companies. The commercial exploration of these
technologies are contributing to the evolution of the technology, as far as brings funds from the private
sector to support scientific development, however, other commercial interests challenge the exchange of
experiences and knowledge among members of scientific community.

This talk intends to discuss the state of the art of the technologies, to depict some of the problems seen in
our experience and, finally, to discuss the possible contribution of cloning, to the genetic improvement,
and nuclei and cytoplasmic genetic selection in animals, with special emphasis in cattle. Selection based in
additive and non-additive traits, as well as genetic modifications are discussed focusing their possible
applications in the future.

Introducio

A produgdo in vitro (PIV) de embrides bovinos por fecundacdo in vitro ou transferéncia nuclear vem
sendo aplicada amplamente com propdsitos cientificos ou comerciais a sua evolucdo, nas ultimas duas
décadas em especial, tem sido marcante. Neste cenario particularmente o Brasil, tem desenvolvido um
papel principal, permitiu a aplicagdo da PIV em larga escala e a exportacdo deste modelo para varios
paises latino-americanos e de outros continentes. Esta evolugdo da aplicagdo da tecnologia aumenta a
demanda por inovagdes e pesquisas basicas no sentido de aumentar a eficiéncia, baixar custos e abrir
novas perspectivas de mercados. Embora as empresas sejam altamente competentes para o
desenvolvimento de aprimoramentos tecnoldgicos com vistas a aplicagdo no curto ¢ no médio prazo, as
Universidades e Centros de pesquisas publicos sdo, no entanto, a maior fonte de massa critica
desenvolvendo estudos cientificos e desenvolvimento tecnologico de longo prazo. Esta apresentagdo
pretende discutir o estado da arte da tecnologia, abordar alguns problemas enfrentados em nossa
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experiéncia e divulgar algumas estratégias que estdo sendo desenvolvidas em nosso grupo visando
contribuir com a PIV de embrides.

Variabilidade da producio de odcitos

Uma das caracteristicas que mais influencia a produgdo de embrides in vitro naturalmente ¢ a
disponibilidade de odcitos. Esta caracteristica ¢ de grande variabilidade individual e sua obteng@o depende
de diversas varidveis fisioldgicas ou patologicas que incluem idade, padrao nutricional, estagdo do ano,
temperatura, entre outras caracteristicas como, por exemplo, as de origem genética (Watanabe et al.,
2007). Apesar dos avangos no conhecimento das bases fisiologicas que controlam o desenvolvimento
folicular, no que diz respeito a genética ainda ha muito a se estudar. Existem descritos diversos estudos
genéticos ligados ao ntimero de foliculos ovulados em ovinos, suinos e inclusive bovinos (baseado em
selecdo de fémeas que produziram partos gemelares), entretanto, até pouco tempo ndo havia uma
indicacdo clara de que o numero de foliculos antrais presentes no ovario de um determinado animal pode
ser selecionado geneticamente.

Recentemente, um estudo retrospectivo em 1426 aspiragoes foliculares em 193 rezes (figura 1) realizado
pela nossa equipe, selecionou animais de alta produgdo, média e baixa producdo de odcitos e aplicou estes
estudos no sentido de identificar variagdes génicas por seqiienciamento de genes candidatos possivelmente
correlacionadas com o niimero de foliculos aspirados (Santos-Biase et al., 2008). Durante este estudo
foram parcialmente seqiienciados os genes GDF9, FGF8, BMP15, Receptor do BMP15 entre outros.

Os resultados deste trabalho sugerem um efeito claro de uma variagdo de nucleotideo no gene FGF8 que
responde pela variacdo de até 2,26+1,08 odcitos e efeito claramente aditivo. Outros possiveis marcadores
encontrados no mesmo estudo indicam a possibilidade de haverem outros marcadores ligados ao niimero
de foliculos disponiveis no momento da aspira¢do, e que estariam sendo herdados com um desvio de
aditividade possivelmente por uma interagdo epistatica com outras regides. Em conjunto, os marcadores
estudados neste trabalho poderiam responder por uma variagdo de até 7,36+1,12 o6citos por aspiragdo
folicular por doadora. Estes marcadores poderia ter uma idéia da produtividade da doadora antes mesmo
de entrar na fase reprodutiva.

*| Quantiles * Moments
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59 5%
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Figura 1. Distribui¢do da producdo de odcitos viaveis entre fémeas bovinas de diferentes racas zebuinas
aspiradas comercialmente ao longo de 2002 a 2006 geradas pelo software JMP — instituto SAS. O eixo Y
representa a quantidade de animais aspirados e o eixo X o numero médio de odcitos produzidos em no
minimo trés aspiracdes foliculares e que resultaram em taxa ndo inferior & 20% de blastocisto. Os quadros
ao lado indicam as distribui¢des em quantis média, desvio e erro padrao dos dados obtidos.

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (3° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)



Flavio Vieira Meirelles et al. 197

Variabilidade na qualidade dos COCs

Outra caracteristica de conhecimento geral que pode influenciar no resultado de uma produgdo de
embrides in vitro é a qualidade dos complexos cumulus-oocitos (COCs) recuperados. Via de regra os
COCs podem ser divididos em quatro graus relativa a qualidade: Qualidade 1- cumulus sem expansao,
completo, com mais de trés camadas de células, ooplasma de coloragdo marrom e com granulagdes finas ¢
homogéneas; Qualidade 2- cumulus parcialmente presente, ooplasma com granulacdo heterogénea;
Qualidade 3- cumulus presente, mas expandido, ooplasma contraido; Qualidade 4: odcitos desnudos sem
a presencga de cumulus e oocitos degenerados portadores de cumulus oofurus ja expandidos e bastante
granulado (Leibfried and First, 1979; Lonergan et al., 1992; Madison et al., 1992; Brackett and Zuelke,
1993).

Em nossa experiéncia, utilizando odcitos obtidos a partir de ovarios de vacas abatidas, ha um efeito da
morfologia dos COCs sobre o desenvolvimento e sobre a qualidade dos embrides derivados. Em um
estudo, realizado em nosso laboratério, observamos que os COCs de qualidade 1, 2 e 3 (representados
como grupos A, B e C respectivamente; Emanuelli et al., 2001) ja apresentam desde o momento de sua
colheita algumas caracteristicas que indicam seu menor potencial. Entre as caracteristicas estudadas esta o
estado da cromatina que indica a progressdo no ciclo meidtico.

E patente que no momento apds a aspiragdo folicular, os COCs de grau C ji apresentem um nimero
significativamente maior de o6citos em Metafase I (MI). O mesmo também ¢ valido para os COCs de grau
B, que desde o momento pos colheita ja apresentam a maioria dos odcitos em uma fase mais avancada da
quebra da vesicula germinal (VGf) diferentemente dos odcitos controles (grupo A) que encontram-se, na
maioria, na fase inicial de Vesicula germinativa (VGi; Tabela 1)

Tabela 1 - Estadio de maturag¢io nuclear de oocitos ndo maturados (Oh) nas 3 qualidades morfologicas

estudadas.
Qualidade N°de COCs VGi VGIf MI MII
Morfolégica %+ Erro Padrdo %+ Frro Padrdo %+ Erro Padrdo %+ Erro Padrio
COC-A 34 SL7 L6702 4231673 0.0+ 0.0b 0.0+£0.0
COC-B 33 123 +34% 87.7+340P 0.0+0.0b 0.0+ 0.0
COC-C 36 0.0+0.0" 771+85% 229+ 852 0.0+ 0.0

a3 Lotras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (P<0, 05)

Apesar desta diferenca no momento da colheita as taxas de maturacao nuclear ndo sao distintas (p>0,05)
indicando que os trés grupos tém os requerimentos minimos para completar a meiose e atingir a fase de
metafase II (tabela 2).
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Tabela 2 - Estadio de maturagao nuclear de odcitos maturados in vitro por 24h nas 3

qualidades morfologicas estudadas.

Qualidade  IN° de COCs VGi VG MI MII
Morfologica %+ Erro Padrio %+ ErroPadrio %+ Erro Padrio %@+ FErro Padrio
COC-A 57 5.6+5.9 0.0+£0.02 12:3+2.5 822149
COC-B 46 6.6+1.0 T2 131 £ 6.0 731 £103
COC-C 46 39+34 2.8+24¢ 8.6+24 84.7+24

e¥< Letras diferentes na mesma colina apresentam diferengas significativas (P<6,05).

Na fase do desenvolvimento pré-maturagdo ¢ possivel analisar outras caracteristicas dos COCs/006citos.
Sdo varios os aspectos de maior interesse que podem influenciar o desenvolvimento destes COCs. Uma
das possiveis hipoteses ¢ que os COCs de menor qualidade poderiam estar em uma fase de inicio da
atresia folicular. Sendo assim nds desenvolvemos um estudos visando a informacao em relacdo a
qualidade das células do cumulus baseados em sua taxa de fragmentagdo nuclear. Nossos resultados
indicam uma maior taxa de fragmentacdo nuclear medidas pelas técnicas de ensaio cometa (que estuda a
quantidade de DNA que migra para fora do ntcleo em estudos de microeletroforese; Tabela 3) e por
TUNEL (técnica que mede a incorporagao de nucleotideos em DNA danificados, Tabela 4). Neste estudo,
no entanto ¢ possivel observar um efeito da origem do COCs sobre a taxa de fragmentacdo nuclear nas
células do cumulus ap6s 24 horas de cultivo para maturagdo do odcito (tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Grau de frarmentagdo do DINA nas CC das 3 gqualidades morfologicas antes e apos o periodo de
24h r-» maturacdo

Qualidade Tempo de N° de CC Grau 1 Grau 2 Graun 3

Morfolégica Maturacio % Erro Padrio %+ FrroPadrio %6+ Erro Padrie
A Oh 125 98.7+1.7* 13+1.7¢ 00+0.0¢
B Oh 117 89.7 +2.8" 43+17¢ 6.0 £ 4.3%
C Oh 117 92.2+2.2% 0.0+00° 7.8+ 2.2°%
A 24h 135 92.4+5.5¢ 3.1x£36°* 45+3.7¢
B 24h 125 50.5+11.0%" 10.2+11.8® 39.3+6.35""
C 24h 125 81.4+9.4" 48+9.72 13.8+ 6.9

2¢ L atras diferentes na luna apresentam diferengas significativas (P<4,05)

* grupos onde houve diferenca estatistica no grau de fragmentagio, apos o periodo de 24 horas de maturag o in vitro.
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Tabela 4 - Grau de fragmentacio internucleossémica do DNA pela técnica de TUNEL nas CC de 3
qualidades moifologicas antes e apos o periodo de 24h de maturacio in vitro.

Qualidade Tempo de N* de N*de CC % CC TUNEL + % CC TUNEL +/ COC

Morfologica  Maturacio  COCs %% Erro Padrio %ot Erro Padrio
CoC-A Oh 18 2510 0,383 20,03 0,670,832
COC-B Oh 18 1340 21,46+ 0,45% 20,28+ 1,08
coc-c Oh 18 2224 12,4440,18° 14,2240,51 ¢
CoC-A 24h 12 1350 2.9t0,120 3,310,778+
COC-B 24h 12 1169 £8, £ 0,84 66,8%1,13°
cco-¢ 24h 12 1579 45,0+ 0,55¢ 63,84+ 1,16"

s Lefras diferertes na mesma coluna gresentam diferevgas S grificativas (F<0,05).

Em relagdo a presenga de fragmentacdo nuclear ¢ clara a diferenca entre o grupo controle ¢ os grupos de
qualidade inferior, sendo que enquanto o primeiro apresenta um baixo grau de fragmentacdo nuclear
inicialmente e mantém esta condi¢do apos 24 horas de maturacao, os demais grupos ja apresentam células
com fragmentacdo nuclear no momento da colheita ¢ aumento significativamente na proporg¢do de células
afetadas apos 24 horas de cultivo.

Outra caracteristica avaliada em nosso laboratorio ¢ a quantidade de mRNA (Biase et al., 2008). Sabe-se
que o oocito armazena um grande volume de RNA durante a oogenese, para suprir o desenvolvimento
embrionario durante os primeiros ciclos celulares até que o embrido ative seu genoma que ocorre, nos
bovinos, geralmente com oito células. Para fazer esta andlise desenvolvemos um sistema de amplificacao
global do ¢cDNA derivado do mRNA portador de uma cauda poli A (acDNA), juntamente com a medida
de contetdo de mensagem para o gene constitutivo GAPDH (Biase et al., 2008). Este estudo mostrou
claramente uma diferenca de aproximadamente 5 vezes a quantidade de mRNA armazenada em odcitos do
grupo controle (COC A) e do grupo COC B (figura 2).
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Figura 2. Grafico mostrando a variacdo da expressdo relativa de mRNAs genéricos medidos pela
amplificacdo global do cDNA poli A e a expressdo também relativa do gene GAPDH indicando em ambos
os casos uma quantidade aproximadamente cinco vezes maior de RNA nos oocitos derivados de COCs
grau A em relag@o ao Grau B.
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Estes dados de variacdo de qualidade estdo de acordo com a taxa de desenvolvimento a blastocisto apos a
ativagdo partenogenética dos COCs, que resultaram em maiores taxas em oo6citos derivados de COCs do
grupo A (Tabela 6). Na mesma tabela, baseado na taxa de eclos@o, ha um indicativo de que os blastocistos
produzidos pelos COCs A sao também de melhor qualidade.

Tabela 6 - Taxa de clivagem, desenvolvimento até blastocisto no dia 7 sobre a taxa de clivagem e sobre o
total de odcitos e eclosdo no dia 9 apos a ativagio dos grupos morfologicos COC-A, COC-B e COC-C.

Grupos Ne° de Odcitos Clivagem Bla§tr:|::1sto Blastocisto ECioRia
m) RiEy R,  Deckon) S o % Erro Padrio
%+ Erro Padrio (8 células)
% + Frro Padrio
COC-A 205 70,7 £ 0,742 20,6 +042¢2 41,1 +0,76% 823+0,86¢2
COC-B 205 50,0 +0,71* 129 +038*  30,5+0,89* 70,0 +1,09%
coc-¢ 205 573+0,66% 153+0,14% 32,6+079¢ 74,9 +1,40°

ad [ etras diferentes na mesma coluna mosiram diferengas significativas (P<6,05)

Obviamente que estes resultados indicam uma vantagem para os COCs de qualidade A, todavia do ponto
de vista pratico ndo se espera que um COC de qualidade inferior seja desprezado. Principalmente porque
eles resultam em blastocistos e também em gestagoes.

Entretanto ha de se considerar algo importante: Se pretendemos trabalhar com criopreservagio, a exemplo
do que ¢ feito na colheita de embrides in vivo, os melhores devem ser destinados para este fim. Sendo
assim, na nossa experiéncia, estdo sendo criopreservados embrides das mais variadas origens em relagdo
aos oocitos e esta variacdo de qualidade ndo tem sido considerada no momento da selecdo dos embrides
para criopreservagao.

Estados da arte da clonagem e evolucio da biotecnologia

Tem-se discutido muito sobre a evolugdo das biotecnologias da reproducdo in vitro, em especial a
transferéncia de nucleo de células somatica que completa mais de uma década. A maioria dessas
discussdes teve inicio com a publicagdo do nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero derivado de
transferéncia de nucleo de célula somatica (TNCS; Wilmut et al., 1997). Muitos outros animais a
posteriori foram produzidos por diversos laboratdrios. A possibilidade de produzir individuos idénticos na
pecuaria remete ao que observamos na agricultura, onde clones sdo comuns. Freqiientemente, em
rodovias, atravessamos florestas imensas de clones de Fucaliptus sp. Entdo porque ndo usar a clonagem
para beneficiar a produgdo animal?

Desde o final da década de 90, muitos laboratérios vém aplicando com sucesso a TNCS para produzir
clones de diferentes espécies (Polejaeva et al., 2000; Pace et al., 2002; Heyman, 2005). Alguns relatos
mostram um processo caminhando para uma eficiéncia satisfatoria para aplicagdo no campo, mas na
maioria dos casos, os resultados da TNCS sdo baixos, com taxas variaveis de gestacdo e viabilidade
reduzida dos animais nascidos. Em nossos trabalhos a eficiéncica do processo, observando-se as taxas de
nascimento, fica em torno de 7% para as fémeas e 12% para os machos (Bertolini e Anderson 2002;
Batchelder et al., 2007a, 2007b; Miglino et al., 2007; Panarace et al., 2007). Além disso, ha maior
mortalidade neonatal entre as fémeas, o que resulta em aproximadamente o dobro de eficiéncia da
clonagem de machos em relagdo a clonagem de fémeas.

As gestagoes desses animais sdo problematicas, com freqiiente presenga de distirbios placentarios
responsaveis por elevadas perdas neste periodo (Wrenzycki e Niemann, 2003; Wrenzycki et al., 2004;
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Lucifero et al., 2006). Apesar disso, animais clonados estdo sendo gerados aos milhares, e grande parte
com desenvolvimento saudavel.

A evolucao dessa ciéncia €, todavia, de dificil estimativa e, a qualquer momento, dentro dos proximos dez
a vinte anos, podemos estar vivenciando uma explosdo da clonagem comercial. Um primeiro sinal deste
interesse ¢ a recente divulgacdo de um relatorio pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA,
afirmando, com base numa série de estudos, que ndo ha risco a saide humana associado ao consumo de
produtos derivados (carne e leite) de clones bovinos, quando comparado a animais ndo clonados
(Takahashi e Ito, 2004; Tomé et al., 2004; Tian et al., 2005; Heyman et al., 2007; Rudenko ¢ Matheson,
2007). Estudos na espécie suina tém apontado os mesmos resultados (Walker et al., 2007).

Do ponto de vista genético, um clone € uma cdpia genética nuclear. Fatores reprogramadores presentes no
citoplasma do odcito, ainda ndo completamente conhecidos, sdo capazes de modificar o niicleo somatico,
tornando-o capaz de garantir o desenvolvimento embrionario e gerar um animal a termo (Campbell et al.,
1996; Wimut et al., 1997). Os embrides reconstituidos no processo de clonagem herdam componentes do
odcito receptor que contribuem, de modo majoritario ou total, com a heranga citoplasmatica, incluindo o
DNA mitocondrial (mtDNA) (Steinborn et al, 1998a, 1998b, 2000, 2002; Evans et al., 1999; Hiendleder et
al., 1999, 2003; Takeda et al., 1999, 2003; Meirelles et al., 2001). Sendo assim, ¢ importante ressaltar que
clones sdo copias genéticas nucleares, com possiveis variagdes epigenéticas, citoplasmaticas e fenotipicas
(revisado por Smith e Murphy, 2004). Tais variacdes fenotipicas decorrentes da clonagem podem ser
explicadas levando-se em conta os efeitos do ambiente, das receptoras, € 0s mecanismos epigenéticos.

Atualmente, varias empresas ja produziram e entregaram animais clonados saudaveis a seus clientes. A
iniciativa privada tem produzido, com variavel taxa de sucesso, clones de bovinos, ovinos, caprinos,
suinos, eqiiinos, caninos, felinos, ¢ mesmo de animais silvestres. A crescente necessidade de tornar a
clonagem mais eficiente tem estimulado empresas do ramo a alocarem recursos financeiros € mao-de-obra
qualificada na busca por aprimoramentos ou inovagdes no processo de clonagem. Embora se saiba que
experimentos cientificos importantes e avancos consistentes tenham sido gerados, a difusdo desse
conhecimento ¢ limitada pelos interesses comerciais e pela competitividade inerente a esse mercado.

Certamente, a bovinocultura responde pela maioria dos clones produzidos comercialmente. E dificil
estimar o numero total de animais produzidos para fins comercias; todavia, uma estimativa de 2005
indicava 1500 animais nascidos, no mundo, até entdo (Heyman, 2005).

No que diz respeito aos animais de producao, os alvos para clonagem sdo animais superiores para alguma
caracteristica fenotipica especifica, de alto valor comercial, de alto valor afetivo ou de alto mérito
genético. Do ponto de vista de producao animal, o processo de clonagem so6 € justificado se os animais
forem geneticamente superiores em algumas caracteristicas para as quais foram selecionados (Van Vleck,
1998). Touros com alta diferenca esperada de progénie (DEP) e suas maes sdo bons exemplos de como a
clonagem pode acelerar o ganho genético. No entanto, cabe lembrar que no sistema comercial, o
proprietario é quem decide o animal a ser clonado nem sempre baseando sua decisdo em mérito genético.
A titulo de exemplo, dos clones produzidos no mundo até o momento, cerca de 100 s3o animais com boa
performance em rodeio, ¢ ndo ha evidéncias de que o comportamento na arena seja mantido nos clones.

A clonagem favoreceu a multiplicagdo de animais famosos (vivos e mortos), de animais que foram
castrados para pratica de esportes (especialmente eqiiinos) e finalmente de animais com demanda de
gametas maior do que a producao.

No Brasil, aproximadamente 48 animais das racas Nelore, Holandesa, Simental e Junqueira, bem como
alguns mestigos foram produzidos por TNCS e estdo vivos. Esses clones sdo oriundos de 11 animais (mais
de uma copia por animal clonado) e hé varios outros prestes a nascer ou em fase incial de gestacao. Dentre
os clones nacionais, o animal mais velho tem aproximadamente 5 anos de idade. Esses dados mostram,
por um lado a competéncia da pesquisa e da tecnologia nacional, e por outro, uma pequena contribui¢do
para o ganho genético e melhoramento do nosso rebanho (Meirelles et al., 2006, 2007).
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Finalmente, a aplicacdo da clonagem estad atualmente restrita a rebanhos de elite e a animais com
caracteristicas especiais. De nenhuma maneira a técnica poderia ser aplicada em rebanhos comerciais,
salvo se modificagdes importantes no processo melhorassem a eficiéncia da técnica. Sendo assim, para a
producdo animal, a clonagem de reprodutores ¢, atualmente, sua Unica aplicagdo comercialmente viavel.

Apesar disto uma clonagem animal em larga escala comeca a ser pensada baseada em perspectivas de
automatizagdo e evolugdo das técnicas de clonagem animal.

A figura 1 sugere uma possivel aplicagdo da clonagem nos proximos anos.
Conclusdes e perspectivas

Como mencionado, a aplicagdo da clonagem final na produ¢do animal ¢ uma grande oportunidade para o
futuro, no entanto, at¢é o momento somente poucos reprodutores foram clonados. Os animais clonados,
embora tenham contribuido pouco para o melhoramento genético, favoreceram o estudo de alteragdes nas
gestacdes ¢ no desenvolvimento, incluindo aspectos da genética citoplasmatica, epigenética, placentagdo,
obstetricia, € na neonatologia de clones. Espera-se que uma contribuicdo a produ¢ao animal ocorra quando
a clonagem final em larga escala se tornar possivel.

No futuro, a clonagem sera certamente acompanhada da produg@o de animais transgénicos, e proteinas
recombinantes (lactoferrina, fator IX, por exemplo) serdo produzidas no leite desses animais, contribuindo
para aumentar a produgdo e diminuir o custo quando comparado a outros métodos de produgao/purificacao
de proteinas. A modificagdo dos individuos também podera permitir a producdo de animais para
xenotransplantes.

Sendo assim, no futuro, as biotecnologias da reprodugdo ¢ do DNA recombinante como a inseminagdo
artificial (IA), transferéncia de embrido (TE), FIV, TNCS, transgénese, além do melhoramento assistido
por marcadores, serdo utilizadas em conjunto para producao, selecdo e multiplicagdo de animais mais
produtivos. Os animais selecionados serdo multiplicados por clonagem final, modificados ou ndo por
recombinacio, e depois de avaliados, distribuidos aos produtores. Os ultimos poderdo produzir animais em
sistema de manejo definido, a semelhanca de outras criacdes com linhagens genéticas homogéneas, e
vender seus produtos para empresas especializadas de alimento ou da cadeia farmacéutica.
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