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RESUMO

Foi avaliada a influéncia das concentracgdes séricas do hormdnio anti-Mdilleriano (AMH) sobre a
fertilidade de fémeas e a detecgdo da puberdade precoce em machos de diferentes grupos
genéticos (Bos taurus taurus e Bos taurus indicus). Ademais, o tamanho e a funcionalidade de
estruturas reprodutivas (ovarios, testiculos, vulva) foram mensuradas com o intuito de verificar as
possiveis relacbes com medidas de fertilidade e precocidade. Nas fémeas, classes de largura
vulvar (CLV pequena: <86mm e CLV grande: >86mm), escore de tamanho ovariano (pequeno,
médio e grande), classe de AMH (baixo: <0,81ng/mL e alto: >0,81ng/mL) e a CFA foram
determinados em fémeas Brahman, Angus e Simental. indices de eficiéncia reprodutiva retirados
a partir do banco de dados da propriedade foram relacionados com as mensuragdes realizadas.
Nos machos (Brahman e Simental), a circunferéncia escrotal (CE) foi mensurada em trés
periodos (pré-puberdade, puberdade e maturidade sexual) utilizando-se fita métrica flexivel. A
concentracdo de AMH foi mensurada na pré-puberdade (9 meses para os Simental e 20 meses
para os Brahman) e os animais foram classificados em AMH baixo (<2,28 ng/mL) e AMH alto
(>2,28 ng/mL). A avaliacdo andrologica foi realizada na puberdade e na maturidade sexual com o
objetivo de correlacionar os parametros fisicos e morfologicos do sémen com as mensuragcdes
realizadas. Nas fémeas zebuinas em comparacéo as taurinas, a CFA (36,30£1,34 vs. 22,09£1,67),
CLV (106,94+15,83 vs. 69,78+14,11mm) e AMH (1,18+0,07 vs. 0,42+0,05 ng/mL) foram
superiores. A CFA (36,10+1,90 vs. 22,78+1,64), o AMH (1,17£0,07 vs. 0,480,007 ng/mL) e
oo0citos viaveis (18,86x1,76 vs. 10,15+1,49) foram superiores (P < 0,05) na CLV grande
comparada a pequena, respectivamente. Nao foram observados (P>0,05) efeitos das CLV, AMH
e CFA e os indices de eficiéncia reprodutiva. Nos machos, a CE foi negativamente
correlacionada com a porcentagem de defeitos totais (r=-0,5957; P=0,0246) e positivamente com
a porcentagem de espermatozoides normais (r=0,595; P=0,0265). A CE foi superior (P=0,0002)
para 0s animais da classe de AMH baixo (34,78+78) em comparacdo com o alto (32,47+0,42).
Machos classificados como baixo AMH obtiveram melhores (P<0,05) resultados (vigor:
3,92+0,20; turbilhonamento: 2,63+0,19; motilidade progressiva: 77,55+3,80) no exame
androlégico quando comparados aos de alto AMH (vigor: 3,33+0,19; turbilhonamento:
2,0620,19; motilidade progressiva: 65,14+3,79). Conclui-se que, em fémeas Brahman, Angus e
Simental, a largura vulvar foi um bom preditor da CFA e das concentracdes de AMH em ambos
0S grupos genéticos. Os marcadores estudados tiveram efeito positivo sobre o nimero de o6citos
viaveis, portanto, se mostraram vidveis para a selecdo de doadoras nas condicGes deste
experimento. Nos machos, a concentracdo de AMH associada com a CE no periodo da pré-
puberdade foram bons preditores da precocidade sexual em touros das racas Brahman e Simental.

Palavras-chave: AMH. Circunferéncia escrotal. Contagem folicular antral. Eficiéncia
reprodutiva. Largura vulvar. Puberdade.



ABSTRACT

Were evaluated the influence of serum concentrations of the Anti-Mullerian hormone on the
fertility of females and the detection of precocious puberty in males of different genetic groups
(Bos taurus taurus and Bos taurus indicus). In addition, the size and functionality of reproductive
structures (ovaries, testicles, vulva) were measured in order to verify possible relationships with
fertility and precocity measures. In females, classes of vulvar width (small VWC <86mm and
large VWC: >86mm), ovarian size score (small, medium and large), class of AMH (low:
<0.81ng/mL and high: >0,81ng/mL) and AFC were determined in Brahman, Angus and Simental
females. Reproductive efficiency indexes taken from the property database were related to the
measurements taken. In males (Brahman and Simental), scrotal circumference (SC) was
measured in three periods (pre-puberty, puberty and sexual maturity) using a flexible tape
measure. AMH concentration was measured at pre puberty (9 months for Simental and 20 months
for Brahman) and the animals were classified as low AMH (<2,28 ng/mL) and high AMH (>2,28
ng/mL). The andrological evaluation was performed at puberty and sexual maturity with the
objective of correlating the physical and morphological parameters of the semen with the
measurements made. In zebu females compared to taurines, AFC (36.30£1.34 vs. 22.09+1.67),
VWC (106.94+15.83 vs. 69.78+14.11 mm) and AMH (1.18+0.07 vs. 0.42+0.05 ng/mL) were
higher. AFC (36.10+1.90 vs 22.78+1.64), AMH (1.17+0.07 vs. 0.48+0.007 ng/mL) and viable
oocytes (18.86+1.76 vs 10.15+1.49) were higher (P<0.05) in the large VWC compared to the
small VWC, respectively. The effects of VWC, AMH and reproductive efficiency indexes were
not observed (P>0.05). In males, the EC was negatively correlated with the percentage of total
defects (r=-0.5957; P=0.0246) and positively with the percentage of normal spermatozoa
(r=0.595; P=0.0265). SC was higher (P = 0.0002) for animals of the low AMH class (34.78+78)
compared to high (32.47£0.42). Males classified as low AMH obtained better (P<0.05) results
(vigor: 3.92+0.20, swirling: 2.63%£0.19, progressive motility: 77.55£3.80) in the andrological
exam when compared to those with high AMH (vigor: 3.33+£0.19, swirling: 2.06+0.19,
progressive motility: 65.14+3.79). It was concluded that, in Brahman, Angus and Simental
females, vulvar width was a good predictor of AFC and AMH concentrations in both genetic
groups. The markers studied had a positive effect on the number of viable oocytes, therefore, they
proved viable for donor selection under the conditions of this experiment. In males, the
concentration of AMH associated with EC in the pre-puberty period were good predictors of
sexual precocity in bulls of the Brahman and Simental breeds.

Keywords: AMH. Scrotal circumference. Antral follicle count. Reproductive efficiency. Vulva
width. Puberty.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O rebanho bovino vem sendo submetido a um intenso processo de selecdo visando o
aumento dos indices produtivos. Entretanto, como consequéncia desse processo, a eficiéncia
reprodutiva vem sendo afetada de forma negativa. O processo de selecdo para caracteristicas
reprodutivas € dificultado pelo longo periodo de avaliagdo e da baixa herdabilidade das
caracteristicas reprodutivas (MACULAN et al., 2018). Desta forma, a busca por caracteristicas
que possam indicar precocemente o potencial reprodutivo de fémeas e machos bovinos é de suma
importéncia para o sucesso do melhoramento genético.

O tamanho de estruturas reprodutivas pode ser indicativo de maior fertilidade em bovinos
de ambos os sexos. Em fémeas, o0 tamanho ovariano € um bom preditor da reserva folicular e da
funcionalidade ovariana (IRELAND et al., 2008; MODINA et al., 2014). Estudos recentes
demonstraram que a largura vulvar é um preditor da reserva folicular ovariana e do potencial
reprodutivo em fémeas zebuinas (MESQUITA et al., 2016; MACULAN et al., 2018). Entretanto,
é preciso investigar a influéncia de alguns fatores (idade, situacdo reprodutiva, condicdo corporal
e grupo genético) que podem interferir nas mensuracdes genitais para comprovar a sua
aplicabilidade. Em machos, a circunferéncia escrotal € uma mensuracdo amplamente utilizada
como preditor da capacidade reprodutiva. Tal mensuracédo € indicativo de melhor desempenho
reprodutivo sendo uma medida de alta repetibilidade e herdabilidade e correlacionada
positivamente com a producdo espermatica e precocidade sexual (FRENEAU, 1991; PACHECO,
2005; CORBET et al., 2013).

A reserva folicular ovariana é outra caracteristica amplamente investigada em fémeas. Sua
avaliacdo é feita a partir da contagem dos foliculos antrais (CFA) visualizados via avaliacao
ultrassonografica (SILVA-SANTOS et al., 2014). A associacdo positiva entre CFA e indices
reprodutivos tem sido amplamente relatada na literatura (MERCE et al., 2006; CHACUR et al.,
2006; CUSHMAN et al., 2009; IRELAND et al., 2011; PFEIFFER et al., 2014; MESQUITA et
al., 2016). Nao parece haver ddvidas que a CFA influencia de forma positiva os resultados
obtidos através das biotecnologias reprodutivas (IRELAND et al., 2008; SANTOS et al., 2016).

Entretanto, quando se avalia os resultados em relacdo aos indices de reproducdo a campo, 0S
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dados ainda sdo controversos (ALVAREZ et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; CUSHMAN et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al., 2016; MACULAN et al., 2018).

Outro marcador de fertilidade que vem sendo amplamente investigado em machos e
fémeas é a concentracdo do hormonio anti-Milleriano (AMH). O AMH é uma glicoproteina
dimera que desempenha importante funcdo no sistema reprodutor. Em fémeas, 0 AMH atua como
modulador da atresia folicular e é um indicador de maior reserva folicular ovariana (IRELAND et
al., 2008; RICO et al., 2009; MONNIAUX et al., 2013; BATISTA et al., 2014). Entretanto, o
efeito da concentragdo plasmatica do AMH no desempenho reprodutivo ainda é pouco estudado.
Em machos, a expressdo reduzida de AMH pelas células de Sertoli esta diretamente relacionada
com a producdo de testosterona e o aparecimento da espermatogénese nos tubulos seminiferos
(ALMEIDA et al., 2012). Desta forma, 0o AMH pode atuar como marcador de puberdade precoce
podendo auxiliar o processo de selecdo para precocidade sexual (KITAHARA et al., 2016).

O objetivo desse estudo sera avaliar, em Bos taurus e Bos indicus, a influéncia das
concentracdes séricas do horménio anti-Mdlleriano sobre a fertilidade de fémeas e a deteccdo da
puberdade precoce em machos. Ademais, objetiva-se correlacionar o tamanho e a funcionalidade
de estruturas reprodutivas (ovarios, testiculos, genitalia externa) com a fertilidade em machos e

fémeas taurinos e zebuinos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia do sistema reprodutor de fémeas bovinas

O aparelho reprodutor de fémeas pode ser dissociado em componentes relacionados com a
producdo e transporte de ovdcitos (ovarios, ovidutos) e aqueles envolvidos na gestacdo e
copulacdo (Utero e 6rgdo copulatorios).

Os ovaérios, sdo 6rgdo localizados na cavidade pélvica, situados nas extremidades dos
cornos uterinos. Possuem forma oval e o tamanho varia de 1,5 a 5 cm de comprimento e entre 1 a
3 c¢cm de diametro, podendo alterar conforme o estagio reprodutivo. Sua principal funcéo é a
producdo e maturacdo dos gametas e a secrecdo de horménios esteroides (BALL; PETER, 2004).
Morfologicamente pode ser divido em cortex e medula. A regido medular € composta por tecidos
conectivos, nervos, além de vasos linfaticos e sanguineos. No cortex estdo contidos 0s 0dcitos,
circundado por células foliculares. Seu exterior é coberto por uma tdnica fibrosa albuginea e
epitélio superficial (HOPPER, 2015).

Com a funcéo de transportar o0 odcito dos ovarios até o espermatozoide e manter o zigoto
nos primeiros estagios de desenvolvimento, o oviduto ou tuba uterina é caracterizado como um
orgao tubular que se estende desde os cornos do Utero até os ovarios, medindo entre 20 e 30 cm
de comprimento e 2 a 3 mm de didmetro e € dividido em trés segmentos: infundibulo, istimo e
ampola (BALL; PETER, 2004). Cada segmento possui caracteristicas especificas na sua mucosa,
0 que define a sua funcéo, como a fecundacgéo na juncao ampola- istimo (YANIZ et al., 2000).

O utero é um 6rgdo muscular composto pelo corpo uterino, dois cornos e o cérvix. O
tamanho do corpo uterino varia conforme idade e nimero de partos e apresenta aproximadamente
5cm de comprimento enquanto os cornos possuem entre 20 a 40 cm de comprimento externo. A
parede uterina apresenta entre 3 e 10 mm de espessura e € constituida de 3 camadas: endométrio,
miométrio e serosa (BALL; PETER, 2004). O endométrio € composto por um epitélio glandular e
na sua mucosa contém estruturas nao glandulares, responsaveis pela fixacdo da placenta,
chamadas de cartnculas (SILVA MARQUES et al., 2007). A regido do miométrio é constituida
por camadas musculares, a interna mais espessa e a externa mais delgada. Ja a serosa, é
constituida por tecido conjuntivo (HOPPER, 2015).

A vagina, o vestibulo e a vulva sdo Orgdos associados a copulagcdo. A vagina é um

musculo membranoso disposto na cavidade pélvica posicionada entre o colo do Utero até a
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abertura da uretra. O vestibulo é uma pequena area que inicia na abertura da uretra e termina na
vulva. Ja a vulva é a porcéo externa do trato reprodutivo sendo constituida pelos Iabios vulvares e
pela rima ou pudendo vulvar (KHATON et al., 2015).

2.2 Morfometria da genitélia externa

A vulva € a porcdo final do trato genital tubular e é formada pelos labios vulvares, que se
unem conjuntamente nos angulos dorsal e ventral. E a por¢do do trato feminino comum a ambos
0s sistemas, reprodutivo e urinario. O angulo dorsal é arredondado, porém, o ventral é agudo
KONIG; LIEBICH, 2016). Esse tltimo, situa-se aproximadamente 5 cm caudal e ventralmente a
mesma distancia ao nivel do arco isquiatico (SISSON; GROSSMAN; GETTY, 2008). O clitoris,
homdlogo a glande do pénis no macho, situa-se ventralmente a cerca de um centimetro no
interior dos labios.

A rima vulvar, também conhecida como fenda ou pudendo vulvar, é a abertura externa em
forma de fenda vertical, ou seja, a fissura entre os grandes labios. O tamanho da rima consiste no
comprimento entre as comissuras dorsais e ventrais da fenda. A largura da vulva pode ser
determinada pela distancia entre as bordas laterais da vulva a partir do ponto médio da rima em
um angulo de 90 graus.

Considerando que o tamanho de estruturas do trato reprodutivo (ovarios) pode influenciar
a fertilidade das fémeas (IRELAND et al.,, 2011; EBORN et al., 2013), recentes estudos
objetivaram detectar possiveis associacdes entre o tamanho da genitalia externa e a fertilidade de
fémeas bovinas da raca Tabapua. Nesse estudo, a CFA foi maior em fémeas com maiores rima e
largura vulvares relativas ao tamanho corporal (MESQUITA et al., 2016). Em outro estudo,
fémeas de maior largura vulvar apresentaram menor intervalo de parto (r=-0,210; P=0,0008) e
maior eficiéncia reprodutiva (r=0,173; P=0,0544), entretanto, ndo houve correlacdo com idade ao
primeiro parto (IPP, r=0,78; MACULAN et al., 2018). Ainda nesse estudo, fémeas da classe alta
CFA (>50 foliculos) possuiram maior (P<0,02) largura vulvar (8,81+0,12cm) em comparacao
com as fémeas das classes intermediaria (8,42+0,11cm) e baixa (8,38+0,13cm).

Alguns fatores podem influenciar o tamanho da genitalia externa, dentre eles podemos
citar o estado fisiologico (gestacdo), o periodo do ciclo reprodutivo e a genética das fémeas.

Segundo Streyl et al. (2011), no periodo de 12 horas que antecede o parto, € comum observar
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edema vulvar. Entretanto, em casos incomuns, a presenca do edema pode iniciar mais
precocemente, podendo em casos extremos, aumentar cerca de 20 cm no periodo de 30 dias antes
do parto (CHEONG; GILBERT, 2014). Nesse relato, no periodo pos-parto, a involucdo do edema
ocorreu de forma rapida sendo que, apés uma semana, a vulva apresentou tamanho normal. O
edema pode perdurar por mais tempo dependendo do grau de invasdo do parto. Manipulagdes
obstétricas excessivas sdo as principais causas da incidéncia de edema vulvar persistente no pés-
parto (CHEONG; GILBERT, 2014). A possivel explicacdo para a incidéncia do edema vulvar no
periodo pré-parto € o aumento nas concentracdes circulantes de estradiol associado a uma
diminuicdo das concentracbes de progesterona (CHEONG; GILBERT, 2014). Segundo
Hoffmann; Failing; Wehrend (2006), novilhas tendem a apresentar menor edema de vulva no
periodo que antecede o parto em comparagao com vacas.

Em fémeas bovinas e em outras especies, 0 edema vulvar é um sinal caracteristico e
normal do estro (cio). O inchaco estral, assim como o edema ocorrido no periodo do pré-parto,
estd associado a maiores concentracdes de estradiol. Segundo Layek et al. (2011), o periodo em
que o inchago permanece durante o cio estd em torno de 20,55 + 2,14 horas. O aparecimento do
edema vulvar no periodo do cio é correlacionado com a ovulacdo sendo que, segundo Layek,
cerca de 31,05 + 2,98 horas ap0ds a deteccdo do inchaco vulvar ocorreu a ovulacdo em fémeas
zebuinas. O grupo genético também tem influéncia sobre o edema vulvar sendo que, fémeas
cruzadas apresentam edema mais intenso (MADKAR et al., 2015).

Outro fator que pode afetar a morfometria da genitalia externa é o escore de condicdo
corporal (ECC). O ECC é um método subjetivo e pratico para avaliacdo das reservas corporais do
animal. Segundo Edmonson et al. (1989), os principais locais de deposicdo de gordura nos
bovinos sdo utilizados para determinacdo do ECC. Sao eles: processos espinhosos e transversos
das vertebras toracicas e lombares, tuberosidades iliacas e isquiaticas, costelas e insercdo da
cauda. Animais muito condicionados (ECC > 7) podem apresentar deposicao de gordura ao redor
da vulva (NICHOLSON; BUTTERWORTH, 1986), entretanto, ndo foram encontrados dados na
literatura para consolidar essa premissa. Considerando que o tamanho de quaisquer estruturas
anatdmicas podem ser influenciadas pelo tamanho corporal do individuo, em uma pesquisa
prévia, estimou-se o volume corporal do animal através de medidas biométricas corporais
(MACULAN et al., 2016). Apos avaliacdo dos dados, foi constatado uma alta correlagdo (r=0,91;

P<0,0001) entre o volume corporal estimado e peso. Desta forma, devido a praticidade da
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medida, adotou-se 0 peso como sendo a medida adequada para padronizacdo da mensuracéo
vulvar pelo tamanho corporal, formando-se entdo, indices de largura vulvar relativas. Quando
correlacionada com indices reprodutivos, a largura vulvar padrdo, assim como a relativa,
apresentaram correlacdo favoravel com intervalo de parto (r=-0,210; P=0,0008; r=-0,165;
P=0,0087, respectivamente) e eficiéncia reprodutiva (r=0,173; P=0,0544; r=0,205; P=0,0224,

respectivamente).

2.3 Desenvolvimento, crescimento e maturacdo de o6citos em bovinos

2.3.1 Oogénese e foliculogénese

A o0génese é o processo de formacdo, crescimento e maturacdo do gameta feminino,
transformando as células germinativas primordiais em foliculos primordiais (BALL; PETER,
2004; HOPPER, 2015). Esse fendmeno tem inicio ainda no estagio embrionario quando celulas
germinativas primordiais migram do intestino posterior até as cristas gonadicas, regido precursora
das gbnadas, ocorrendo a proliferacdo por mitose e diferenciacdo dessas células em oogonias
(BALL; PETER, 2004). Apos a colonizacdo, as ceélulas germinativas primordiais perdem a
motilidade e a maior parte ird sofrer apoptose, definindo o nimero maximo de od6citos que a
fémea podera possuir (DUKES; SWENSON; REECE, 1996).

Diniz et al. (2005) observaram o desenvolvimento morfologico dos ovarios em embrides e
fetos bovinos da raca Nelore e observaram a presenca de 1331 células germinativas primordiais
em embriGes de 20mm (+34 dias de gestacdo). A medida que a gonada foi se formando esse
naimero aumentou para 6455 células em embrides de 25 a 30mm (£40 dias), com diametro médio
de 8,15um e nucleo medindo 5,58 um. J& as oogbnias foram encontradas em fetos de 48 a 50mm
(x50 dias), cerca de 130.471 células, mediando 10,66 um.

As oogobnias sofrem divisdo por meiose, transformando-se em odcitos que posteriormente
sdo envolvidos por células da pré-granulosa, originando o foliculo primario. Diniz et al. (2005)
relataram que em fetos de 70mm (£60 dias), as oogdnias aumentam em numero e diametro e
comegam a agrupar-se. A posterior fragmentacdo dessas oogonias origina os foliculos
primordiais. Vale ressaltar que na fase de profase 1 da meiose, o odcito sofre um bloqueio,

permanecendo neste estagio até a puberdade, onde os foliculos serdo selecionados para ovulagdo
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e ocorrera divisdo meidtica, iniciando uma nova fase, a foliculogénese (PICTON; BRIGGS;
GOSDEN, 1998).

Compreende-se como foliculogénese o processo pelo qual o foliculo sofre mudancas
morfoldgicas e funcionais devido a proliferacdo e diferenciacdo das células da parede folicular,
sobre o efeito do sistema neuroenddcrino, abrangendo desde a formagdo do foliculo primordial
até o estadgio pré-ovulatorio (STAIGMILLER; ENGLAND, 1982; PICTON; BRIGGS;
GOSDEN, 1998).

A primeira fase folicular, o foliculo primordial, refere-se ao ovdcito quiescente na fase de
préfase 1 da meiose (PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998). Este foliculo é composto por células
achatadas da granulosa apresentando um diametro de aproximadamente 33um (SANTOS et al.,
2013; TEH et al., 2018) e a sua formagcdo € visualizada em fetos de 140 a 150mm,
aproximadamente 85 dias de idade gestacional (DINIZ et al., 2005).

A medida que o desenvolvimento fetal vai acelerando, a quantidade de foliculos
primordiais € reduzida no ovario. Santos et al. (2013) quantificaram os foliculos nos ovarios de
fetos de Bos taurus indicus em diferentes estagios de desenvolvimento e observaram que, aos 3
meses, a populacdo folicular era em média de 35,8%, enquanto que aos 7 meses, esse humero foi
reduzido a 16,9%. Essa reducédo ocorre devido a evolucdo dos foliculos para os outros estagios de
desenvolvimento, assim como em funcéo da apopitose.

O foliculo primordial pode permanecer nesse estagio de desenvolvimento, morrer por
atresia ou ser transformado em foliculo primario e a sua ativacdo pode ocorrer instantaneamente
ou até apds anos da sua formacdo (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), por meio de estimulos
hormonais. Esse fendmeno € inibido pela acdo da progesterona e estradiol e estimulado pela acao
do FSH. Histologicamente, essas células se diferenciam na estrutura das células da granulosa,
apresentando forma cuboide, um indicativo de ativacdo (KEZELE; SKINNER, 2003).

Seguindo o desenvolvimento dos foliculos, as células da granulosa que os rodeiam
aumentam de tamanho e numero de camadas, formando o foliculo secundario ou pré antral. Nesta
fase, o foliculo e o oocito apresentam didmetro médio de 77,2 pum e 8,0um, respectivamente
(SANTOS et al., 2013). Teh et al. (2018) caracterizaram as células da granulosa em células de
diferentes estagios da foliculogénese em bovinos e observaram que os foliculos secundarios séo
compostos entre 2 e 10 camadas de células granulociticas de forma cuboide, além de identificar

células da teca e a zona pelucida. As células da teca estdo localizadas no estroma interfolicular e
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contém em sua estrutura mitocéndrias, reticulo endoplasmatico agranular, vesicula lipidica e uma
importante funcéo desta célula é secrecdo de hormdnios esteroides (MAGOFFIN, 2005). A zona
pellicida é uma membrana extracelular de glicoproteinas que envolve o o6cito e desempenha
papel crucial na oogénese, fertilizacdo, pré-implantacdo e desenvolvimento do ovdcito, além de
regular a ligacdo do espermatozoide ao ovocito através de receptores espécie especificos. Essa
membrana induz o espermatozoide a se submeter a exocitose celular, participa no bloqueio da
polispermia apods a fertilizacdo e protege os embrides (BOCCACCIO et al., 2012).

O foliculo terciario, ou antral é caracterizado pela presenca de multicamada de células em
torno do o6cito e de uma cavidade contendo liquido folicular chamado de antro (DUMESIC et
al., 2015). O fluido antral surge em foliculos contendo 200 a 3000 células, medindo de 15 a
400um através da transudacgéo dos capilares das células da teca, sendo constituido por hormonios
como estrogeno, progesterona e inibina, entretanto, a sua composicéo € variavel, assim como a
quantidade, dependendo do desenvolvimento do foliculo (GOSDEN et al., 1988).

Além da presenca do antro, nos foliculos antrais observa-se o nucleo excéntrico, presenca
de mitocondrias redondas e alongadas, goticulas e vesiculas de lipideos e complexos de Golgi em
todo o ooplasma (FAIR et al., 1997). Na fase pré-ovulatoria, os foliculos sdo circundados por
varias camadas de células do cumulus oophorus e ocorre 0 espessamento das camadas internas e
externas da teca (TEH et al., 2018). Nesta fase, os foliculos sdo dependentes de FSH e um grupo
é recrutado, porém, somente um foliculo € selecionado e adquire capacidade ovulatéria, enquanto
os foliculos subordinados entram em atresia (DRIANCOURT, 2001).

2.3.2 Controle hormonal do desenvolvimento folicular

O hipotalamo é um importante regulador do desenvolvimento folicular pois secretada o
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) que atua regulando a liberacdo dos principais
horménios reprodutivos pela hipofise, o horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio
luteinizante (LH) (BALL; PETER, 2004).

Na fase pré antral, o foliculo é considerado independente de gonadotropinas pois pode se
desenvolver com concentrages minimas, entretanto, estudos sugerem que esses hormoénios
influenciam fortemente o desenvolvimento folicular. Adriaens; Cortvrindt; Smitz (2004)

observaram uma forte relagdo entre o periodo de exposi¢do do foliculo ao FSH e a formacgéo do
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antro, evidenciando que os foliculos que ndo foram expostos a esse hormdnio tiveram uma
limitagcdo no crescimento das células da granulosa, permanecendo na fase pré antral. Saraiva et al.
(2012) observaram a expresséo de RNAm do receptor de FSH em foliculos primérios,
secundérios e antrais em ovéarios de cabra. O FSH atua na formacéo de receptores de LH pela
célula da teca do foliculo. Saraiva et al. (2012) ao estudarem a influéncia dos horménios FSH e
LH no desenvolvimento de foliculos pré-antrais de cabra cultivados in vitro concluiram que o
FSH aumenta os niveis do RNAm do receptor de LH, assegurando um efeito sinérgico de ambas
gonadotrofinas no crescimento folicular e retomada do desenvolvimento mei6tico.

Com fungbes mdltiplas no desenvolvimento folicular, a elevacdo nas concentragdes
plasmaticas de FSH ¢é responsavel pela onda folicular, recrutando o foliculo dominante (GUPTA
et al., 2014), que desempenha um papel ativo na supressdo do crescimento dos subordinados pela
secrecdo de estradiol e inibina. Sobre esta influéncia ocorre a reducdo dos niveis circulante de
FSH e aumento do LH (DRIANCOURT, 2001), culminando no periodo pré-ovulatorio.

2.4 Hormonio anti-Mdulleriano (AMH) em fémeas

O horménio anti-Mulleriano (AMH) é uma glicoproteina dimera com 140 Kd, constituida
de dois dimeros de 70 Kd ligados por pontes dissulfidicas, cuja regido carboxi-terminal (C-
terminal) mostra homologia com a superfamilia dos fatores de crescimento e transformacéo do
tipo beta (TGF-B; PEPINSKY et al.,, 1988). Apés clivagem proteolitica, é produzido um
fragmento inativo de 110 kd e outro, biologicamente ativo, de 25 kd na regido C-terminal
(GIUILI et al., 1997). De acordo com a espécie, o gene codificante para AMH localiza-se em um
determinado cromossomo sendo que, em seres humanos esta presente no cromossomo 19
(COHEN-HAGUENAUER et al., 1987) e em equinos e bovinos no cromossomo 7 (GAO &
WOMACK, 1997).

O mecanismo de acdo do AMH é mediado por duas classes de receptores de membrana,
serina/treonina/kinases tipo | e Il. Os receptores do tipo | sdo compartilhados com outros
membros da superfamilia como as BMP’s (bone morphogenetic protein) e seu mecanismo de
acdo ainda ndo é totalmente elucidado. Ja os receptores do tipo Il, contrariamente & maioria dos
membros da familia TGF-B, os quais possuem diversos orgdos-alvo e multiplas funcdes, séo

expressos apenas nos érgaos-alvo do AMH, ou seja, nos 6rgdos reprodutivos, como células
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mesenquimais que circundam os ductos de Miller durante o periodo de regressdo e nas génadas
de ambos os sexos (BAARENDS et al., 1995; Di CLEMENTE et al., 1994; ROCHA et al., 2013).
Entretanto, apesar de ndo se conhecer a funcdo dos receptores do tipo I, faz-se necessario a sua
fosforilagdo para que ocorra a sinalizacdo pos-receptor (DOMENICE et al., 2002). O receptor
tipo Il do AMH em humanos consiste em uma proteina de 573 aminoacidos, gene de 8,2 Kb
localizado no braco longo do cromossomo 12 e esté arranjado em 11 éxons (éxons 1-3 codificam
0 dominio extracelular, e o éxon 4, o segmento transmembrana) (Di CLEMENTE et al.,1994;
JOSSO et al., 1997) Em bovinos, a proteina AMH é composta por 575 aminoacidos (CATE et al.,
1986).

O AMH é expresso em todos os mamiferos, independendo do género, entretanto, suas
funcbes séo diferentes, porém, relacionadas com o desempenho reprodutivo em ambos 0S Sexos.
Em fémeas, o AMH é produzido pelas células da granulosa de pequenos foliculos em
crescimento (pre-antrais) de varias espécies mamiferas (DURLINGER; VISSER; THEMMEN,
2002; RICO et al., 2011; VAN ROOIJ et al., 2005). Durante a diferenciacdo sexual feminina, o
AMH ndo é expresso no ovario, o que garante uma evolucdo normal do trato reprodutivo
feminino (MUNSTERBERG; LOVELL-BADGE, 1991; TAKETO et al., 1993). Contrariamente
a producdo de AMH em machos, durante a fase fetal, as células da granulosa exibem ligeira
imunorreatividade somente quando os foliculos estdo em estdgio mais avancado de
desenvolvimento e apenas produzirdo pequenas quantidades de AMH nas células da granulosa
ap6s o nascimento (BEZARD et al., 1987). Foliculos primérios, secundérios e antrais iniciais
parecem ser 0s que expressam maior concentracdo de AMH (TAKETO et al., 1993; WEENEN et
al., 2004; BEZARD et al., 1987; DURLINGER et al., 2002). O posicionamento das células da
granulosa influencia a producdo de AMH sendo que, as células localizadas ao redor do odcito e
do antro, expressam maiores quantidades (UENO et al., 1989; HIROBE et al., 1992, 1994;
BAARENDS et al., 1995).

A principal funcdo do AMH nas fémeas é promover um efeito inibidor no recrutamento
de foliculos primordiais por diminuicdo da sensibilidade ao FSH (DURLINGER et al., 1999;
MONNIAUX et al., 2013). Essa inibicdo do recrutamento folicular ocorre através do bloqueio da
sintese e atividade da P450 aromatase nas células da granulosa, exercendo um feedback negativo
no desenvolvimento folicular e na proliferacdo das células da granulosa (JOSSO; Di
CLEMENTE; GOUEDARD, 2001; TAKAHASHI; KOIDE; DONAHOE, 1986) além de
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promover uma reducdo na expressdao de mRNA do receptor de FSH (PELLATT et al., 2011)
diminuindo a capacidade de resposta dos foliculos (Figura 1). Estudos comprovaram que a
concentracdo de AMH no fluido folicular é maior em foliculos antrais iniciais em comparagdo
com foliculos em fases mais avangadas de desenvolvimento (ANDERSEN; BYSKOV, 2006;
FANCHIN et al., 2007; TAKAHASHI; KOIDE; DONAHOE, 1986).

Figura 1 - Agdes do AMH sobre a foliculogénese.
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Fonte: Adaptado de Monniaux et al., 2013.

Na medicina humana e animal, a concentracdo de AMH vem sendo utilizada para detectar
tumores de células de Sertoli e/ou granulosa. EI-Sheik et al. (2013) investigaram a possibilidade
de deteccdo de tumores de células da granulosa e da teca em bovinos através da mensuragédo da
concentracdo de AMH e concluiram que este € um biomarcador confiavel e sensivel para este
tipo de tumor.

A atuacdo do AMH em fémeas mamiferas € bem elucidada e caracterizada como um
indicador da reserva folicular ovariana (IRELAND et al., 2008; RICO et al., 2009; BATISTA et
al., 2014). Sabe-se que a populacdo folicular ovariana é finita e definida na fase fetal em espécies
mamiferas. Essa populacdo é amplamente variavel entre e dentre espécies mamiferas sendo que a
variacdo individual pode refletir no potencial reprodutivo das fémeas e no processo de selecdo
para superioridade reprodutiva. Em bovinos, estimasse que ao nascimento, a populacdo folicular
seja em torno 130.000 apresentando uma ampla variacédo individual (ERICKSON, 1966a, 1966b)

O AMH possui papel de marcador indicando o numero de foliculos que fizeram a
transicdo do pool de foliculos primordiais para foliculos em crescimento, fase esta em que o

desenvolvimento ocorre independente de gonadotrofinas. Assim, esse fator liberado por foliculos
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em crescimento ira refletir a quantidade de foliculos primordiais quiescentes (DURLINGER et
al., 2002). O numero de foliculos antrais é fortemente correlacionado com o nimero de foliculos
pré-antrais (CUSHMAN et al., 1999) e devido a praticidade para avaliacdo (ultrassonografia),
utiliza-se a contagem folicular antral (CFA) como preditor da reserva folicular ovariana. A CFA é
positivamente associado com mensuracfes indiretas de fertilidade como a funcionalidade
ovariana (IRELAND et al., 2008, 2009; IMENEZ-KRASSEL et al., 2009), resposta a protocolos
de superovulagdo (CUSHMAN et al, 1999; SINGH et al., 2004; RICO et al, 2009;
MONNIAUX et al., 2010), preditor da performance na PIVE em Bos taurus (VERNUNFT et al.,
2015) e Bos indicus (GUERREIRO et al., 2014), marcador de fertilidade (OLIVEIRA et al.,
2002; MOSSA et al., 2012) e longevidade reprodutiva (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2015;
MODINA et al., 2014).

Sabendo que a concentracdo de AMH ¢ correlacionada com a CFA (IRELAND et al.,
2010; BATISTA et al., 2014; RICO et al., 2009; SOUZA et al., 2016), torna-se possivel a
deteccdo de animais com alto potencial reprodutivo através da dosagem do AMH. A relagéo entre
AMH e CFA parece ser constante entre os diferentes grupos genéticos de bovinos, entretanto, os
valores (concentracdo de AMH e CFA) sdo bem variaveis.

Uma grande vantagem do AMH como marcador de fertilidade € que sua concentracéo
varia minimamente ao longo do ciclo estral sendo, portanto, uma Unica amostra sanguinea,
independente da fase do ciclo reprodutivo, suficiente para predizer a reserva folicular ovariana
(RICO et al., 2009; IRELAND et al., 2010; SOUZA et al., 2015). Independente do grupo
genético (Bos taurus e Bos indicus), fémeas com maior concentracdo de AMH obtiveram maior
namero de foliculos aspirados, complexos cumulus o0citos recuperados e maior nimero de
embrides produzidos (GUERREIRO et al., 2014). Diversos estudos observaram uma associacao
forte e positiva entre a concentracdo de AMH e a producao in vivo de embrifes apos protocolo de
superovulacdo em bovinos de leite (MONNIAUX et al., 2010; RICO et al., 2011; SOUZA et al.,
2015).

Outra possivel vantagem da utilizacio do AMH como marcador da reserva folicular
ovariana é a possibilidade de deteccdo em animais jovens, antes de entrarem em idade
reprodutiva. Considerando que, a CFA em bezerras torna-se inaplicavel devido a dificuldade da
utilizacdo do aparelho de ultrassom, a detecgédo da reserva folicular via dosagem hormonal pode

acelerar o processo de selecdo animal por diminuir o intervalo entre geracbes (CAMARGO et al.,
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2005). N&o parecem existir ddvidas sobre a positiva relacdo entre a concentragdo de AMH e o
sucesso de biotécnicas reprodutivas, entretanto, a relagdo entre AMH e a reprodugdo a campo
ainda ndo é bem elucidada.

Ribeiro et al. (2014) obtiveram relacéo benéfica em vacas entre a concentragdo de AMH e
taxa de concepcdo ao primeiro servico e perda embrionaria entre os 30 e 65 dias de gestacdo. No
mesmo estudo, a concentracdo de AMH foi relacionada negativamente com o nUmero de
prenhez/inseminacdo somente quando a deteccdo de cio foi realizada. Quando a ovulacdo foi
sincronizada para IATF, essa mesma relagdo com o AMH né&o foi observada.

Santos et al. (2014) ndo detectaram relacdo entre a concentragdo de AMH e a taxa de
concepcdo em protocolos de IATF em vacas Nelore. Além disso, ndo se observou efeito da
populacdo folicular antral de doadoras no estabelecimento da prenhez apds a transferéncia dos
embrides produzidos (BRAGANCA et al., 2014). Em um estudo prévio do nosso grupo de
pesquisa, Nndo observamos associacao entre a concentracdo de AMH e indices reprodutivos (idade
ao primeiro parto, intervalo de partos) em vacas e novilhas da raca Tabapua (n=591; MACULAN
et al., 2018)

2.5 Contagem folicular antral (CFA)

A populacéo folicular ovariana em mamiferos é finita e definida durante a fase fetal. Essa
populacdo é amplamente variavel entre e dentre espécies mamiferas (ERICKSON, 1966a, 1966b)
sendo que, a variacdo individual pode refletir no potencial reprodutivo das fémeas e no processo
de selecdo para superioridade reprodutiva. O numero de foliculos primordiais ao nascimento é
muito variavel entre individuos (ERICKSON, 1966a), porém, é correlacionado com o nimero de
foliculos antrais em bovinos (CUSHMAN et al., 1999). Ja foi demonstrado que o nimero de
pequenos foliculos antrais (2 a 5 mm) é altamente correlacionado (r=0,95; P<0,0001) com o
namero de foliculos antrais maiores (5 a 10 mm; BANCSI et al., 2002). Da mesma forma, Ireland
et al. (2008) demonstraram que o numero de foliculos primordiais estd correlacionado com o
namero de foliculos antrais. Sendo assim, a contagem dos foliculos antrais identificaveis ao
exame ultrassonografico (2 a 10 mm) é o método mais pratico para avaliagdo da reserva folicular
ovariana (BANCSI et al., 2002).
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A CFA via ultrassonografia pode ser um indicador de alta fertilidade (OLIVEIRA et al.,
2002), baixos intervalos de partos (IDP; OLIVEIRA et al., 2002), maior longevidade reprodutiva
(CUSHMAN et al.,, 2009; MODINA et al, 2014) e melhor resposta a protocolos de
superovulacdo (SINGH et al., 2004).

Um dos principais fatores que influenciam a contagem folicular antral é a genética das
fémeas. A maioria dos estudos demonstram que fémeas Bos indicus possuem maior CFA em
comparacdo as Bos taurus. Segundo Alvarez et al. (2000), vacas da raca Brahman possuem maior
CFA que vacas da raca Senepol. Batista et al. (2014) observaram varia¢des na CFA em novilhas
Nelore entre 18 a 85 foliculos enquanto nas Holandesas, essa variacdo foi de 8 a 51. A
classificagdo dos animais de acordo com a CFA segundo Ireland et al. (2008) e Burns et al.
(2005), consideram fémeas de alta contagem quando possuem mais de 25 foliculos em ambos
ovarios, meédia entre 15 a 25 e baixa menor que 15. No entanto, considerando as diferencas na
fisiologia reprodutivas dos grupos genéticos taurus e indicus, a classificacdo de fémeas zebuinas
deve ser baseada na distribuicdo de frequéncia das contagens observadas. Em um estudo que
visava a classificacdo das fémeas em grupos de acordo com a CFA, Rodrigues et al. (2015)
considerou que na raca Nelore, essa classificacdo deveria ser diferente da descrita por Ireland et
al. (2008) e Burns et al. (2005). Foram classificadas como de baixa CFA as fémeas que possuiam
<32 foliculos, média entre 32 e 48 ¢ alta > 48.

Fémeas zebuinas submetidas a protocolo de superovulacdo possuem melhor performance
que taurinas. Esse resultado deve-se ao maior nimero de foliculos aspirados que desencadeia em
melhor sucesso das biotécnicas reprodutivas (SILVA-SANTOS et al., 2011; WATANABE et al.,
1999). O numero de odcitos recuperados por aspiracdo folicular pode ser 3 a 4 vezes maior em
fémeas zebuinas comparadas com taurinas (VIANA et al., 2000). Segundo Scheetz et al. (2012),
células da granulosa de fémeas com baixa CFA tiveram capacidade diminuida de responder a
acdo FSH, mostrando a baixa capacidade de resposta ovariana a estimulacdo de gonadotrofina em
fémeas B. taurus de corte e de leite. Estas observagdes potencialmente explicam porque fémeas
com baixo CFA respondem fracamente a estimulacdo de gonadotrofina (IRELAND et al., 2007),
apesar do numero significativo de foliculos remanescentes relativos na reserva ovariana
(IRELAND et al., 2008). De acordo com os resultados encontrados na literatura, fémeas Bos

taurus possuem menor CFA. Entretanto, esse fato ndo pode ser explicado pela presenca de menor
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namero de foliculos primordiais tendo em vista que esse nimero é semelhante em Bos taurus e
Bos indicus (IRELAND et al., 2008).

Silva-Santos et al. (2011) demonstraram histologicamente que fetos, novilhas e vacas da
raca Angus ndo apresentam maior nimero de foliculos pré-antrais em relacdo aos animais da raca
Nelore, porém, a CFA desta Ultima é maior. Esse fato pode ser explicado pela concentracdo
sérica do Hormdnio anti-Milleriano (AMH) que esté relacionado a atresia folicular e este é maior
em fémeas Nelore em relacdo as Holandesas (BATISTA et al., 2014). O AMH inibe a producéo e
a sensibilidade folicular ao FSH (IRELAND et al., 2009). Em fémeas da raca Nelore, apesar de
ndo possuirem maior namero de foliculos pré-antrais, a maior concentracdo de AMH pode
diminuir a atresia folicular aumentando assim o numero de foliculos que chegam ao
desenvolvimento final.

A CFA estéa relacionada as varias mensuracoes de fertilidade sendo melhores resultados
observados em biotécnicas reprodutivas. A influéncia do AMH na reproducdo a campo ainda nao
é elucidada. Na producéo in vitro de embrides (PIVE), estudos demonstram que a maior CFA foi
relacionada com maior nimero de embrides produzidos (IRELAND et al., 2007). Santos (2013)
concluiram que vacas Nelore com alta CFA obtiveram maior nimero de odcitos viaveis, maiores
taxas de clivagem, blastocistos e proporcéo de embrides vitrificaveis em compara¢do com fémeas
de CFA intermediaria e baixa. Além do grupo genético, outros fatores podem influenciar a CFA
como por exemplo, o tamanho ovariano.

O tamanho de estruturas reprodutivas pode influenciar a CFA. Ireland et al. (2011)
demonstraram que fémeas da raca Holandesa que possuiram maior volume ovariano
apresentaram maior numero de foliculos antrais sendo dados semelhantes reportados por Eborn et
al. (2013) em novilhas Angus. Entretanto, Maculan et al. (2018) ndo observaram diferencas entre
a CFA de fémeas com diferentes tamanhos ovarianos. Segundo McNeel et al. (2017), novilhas
Bos taurus que possuiram maior tamanho uterino obtiveram maiores CFA’s. O tamanho da rima
e da largura vulvar relativos ao tamanho corporal das fémeas foi indicativo de maiores CFA’s em
vacas Tabapud (MESQUITA et al., 2016). Corroborando com estes dados, Maculan et al. (2018)
observaram que fémeas Tabapud classificadas com alta CFA (>50) possuiram maior largura
vulvar em comparagdo com as da classe média (>28 e <50) e baixa (<28). Como a CFA reflete a
reserva dos foliculos ovarianos, pode-se prever que a idade influencia negativamente a CFA
(BURNS et al., 2005; CUSHMAN et al., 2009). Sendo assim, a CFA de novilhas pode ser um
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indicativo mais inequivoco de maior fertilidade para predizer o futuro potencial reprodutivo. Em
fémeas Tabapud (n=591) com idades superiores & 14 anos, a CFA mostrou inferior quando
comparada as fémeas mais jovens (MACULAN et al., 2018). Diferentemente da idade, a fase do
ciclo estral parece ndo ter influéncia sobre a CFA (CUSHMAN et al., 2009). Alvarez et al. (2000)
verificaram que a CFA avaliada em fases aleatdrias do ciclo estral individualmente em vacas de
corte tem influéncia minima no namero total de foliculos. Em relacdo ao estagio reprodutivo,
Maculan et al. (2018) ndo observaram diferencas (P=0,71) entre a CFA em fémeas nuliparas
(38,6+23,96), primiparas (47,54+26,16) e multiparas (41,08+25,54). Ainda neste estudo, a CFA
foi negativamente correlacionada (r=-0,17; P<0,001) com a idade ao primeiro parto, de tal forma
que, quanto menor a idade ao primeiro parto, maior a CFA.

N&o parece haver davidas sobre o desempenho reprodutivo in vitro superior de fémeas
com maior CFA. Entretanto, na reproducdo a campo, os resultados ainda ndo sdo consolidados.
Alvarez et al. (2000) verificaram que a baixa CFA foi associada com reducédo da taxa de prenhez
em novilhas devido a baixa competéncia de producdo de embrifes. Segundo Oliveira et al.
(2002), vacas que apresentam maior CFA possuem menor intervalo de parto. Resultados
similares relacionados a fertilidade também foram encontrados por Cushman et al. (2009) em que
novilhas mesticas com alta CFA (>25) possuiram maior taxa de prenhez que as de baixa (<15)
(94,3+2,3 vs. 85,5+3,4, respectivamente). Em fémeas Tabapud (n=591), a maior contagem
folicular antral foi correlacionada (r= -0,17; P=0,006) com menores intervalos de partos
(MACULAN et al., 2018). Contrariamente aos autores citados acima, Rodrigues et al. (2013) ndo
observaram diferencas nas taxas de concepc¢édo de fémeas da raca Nelore submetidas a protocolo
de Inseminacdo Artificial em tempo fixo (IATF) de acordo com a CFA. Em um estudo recente
com vacas Nelore, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) na taxa de concepcéo entre vacas
com baixa, intermediaria e alta CFA (58,6; 48,6 e 51,9%, respectivamente (SANTOS et al.,
2016).

Dados sobre longevidade reprodutiva foram avaliados por Modina et al. (2014), em vacas
leiteiras de alta producdo. Nesse estudo, vacas descartadas por baixa fertilidade foram
caracterizadas histologicamente por senescéncia ovariana prematura quando comparadas a vacas
de mesma idade descartadas por outros motivos. Em um estudo desenvolvido por Su et al.

(2012), vacas velhas (>15 anos) obtiveram pior competéncia no desenvolvimento de odcitos
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recuperados através de foliculos antrais por OPU durante o desenvolvimento folicular quando
comparada com vacas jovens (12 meses) e de meia-idade (7-8 anos).

Sabendo que as caracteristicas reprodutivas sdo fortemente influenciadas por fatores ndo
genéticos, é de se esperar que a herdabilidade das caracteristicas relacionadas a reproducdo seja
baixa. A herdabilidade de indices reprodutivos como intervalo de parto, intervalo parto ao
primeiro cio, incidéncia de cistos, abortos e retencdo de placenta estd entre 0,04 e 0,16
(PATERSON; CORAH, 1992; SPLAN; CUNDIFF; VAN FLECK, 1998). Na caracteristica
contagem folicular antral, trabalhos apontam herdabilidade moderada a baixa. Walsh et al. (2014)
avaliaram dois rebanhos leiteiros com o intuito de avaliar a herdabilidade da CFA. Em novilhas
leiteiras de um rebanho nos EUA, a herdabilidade para a CFA (£ SE) foi de 0,25 + 0,13 enquanto
no rebanho Irlandés, a herdabilidade foi de 0,31 + 0,14. Entretanto, em um relato de Snelling et
al. (2012), a herdabilidade para a CFA em rebanho de corte foi de 0,73.

2.6 Fisiologia reprodutiva de fémeas zebuinas (Bos taurus indicus) e taurinas (Bos taurus

taurus)

O género Bos abriga diferentes espécies de bovideos dentre eles o bovino domesticado
Bos taurus e as suas principais subespécies Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, referindo-se
ao gado europeu e ao indiano, respectivamente. Essas subespécies sdo descendentes do Bos
primigenius e apresentam distingdes morfoldgicas e fisioldgicas, tanto a nivel fenotipico quando
a nivel celular (HIENDLEDER; LEWALSKI; JANKE 2008).

Estudos relatando a influéncia do grupo genético sobre a morfometria da genitalia externa
escassos na literatura. De acordo com dados preliminares do estudo em questdo, fémeas Bos
indicus possuem maior largura vulvar que Bos taurus (P=0,0007). A largura vulvar (mm) em
fémeas das Racas Brahman (n=78), Angus (n=19) e Simental (n=85) foram, respectivamente
111,45+1,45; 76,88+2,89; 72,38+1,38. Em um recente estudo, a largura vulvar de vacas da raca
Tabapua (n=48) foi de aproximadamente 5 a 7,5 cm (MESQUITA et al., 2016).

Com o objetivo de verificar as diferencas na populacdo de foliculos em fetos, novilhas e
vacas de Bos taurus indicus e Bos taurus taurus Silva-Santos et al. (2011) quantificaram, por
meio de cortes histologicos, a populagéo de foliculos pré antrais e encontraram valores para Bos
taurus indicus vs. Bos taurus taurus de 143,929 + 64,028 vs. 285,155 + 325,195 em fetos, 76,851
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+ 78,605 vs. 109,673 + 86,078 para novilhas e 39,438 = 31,017 vs. 89,577 + 86,315 em vacas.
Apesar das diferencas entre as subespécies, esses pesquisadores concluiram que o maior nimero
de ovocitos de fémeas Bos indicus pode ser relacionado a mecanismos que controlam o
desenvolvimento folicular apds a fase pré-antral.

Diferencas na dindmica folicular entre B. indicus e B. taurus foram observadas por
Carvalho et al. (2008). Vacas B. indicus possuem mais ondas foliculares, maior nimero de
foliculos, recrutam maior nimero de foliculos por onda folicular (33,4+3,2 vs. 25,4+2,5) em
comparagdo com as B. taurus, entretanto, quanto ao didametro do foliculo ovulatério, fémeas de B.
taurus apresentam foliculos maiores em valores absolutos (12,1+0,5) quando comparados a B.
indicus (11+0,8). Resultados semelhantes foram observados por Castilno et al. (2007) ao
mensurarem o didmetro do foliculo dominante de po6s puberes B. indicus (10-13 mm) quando
comparadas a B. taurus (16-20mm) (IRELAND et al., 2000).

As diferencas reprodutivas entre as subespécies bovideas se relacionam a diferencas
fisiologicas, como variacoes na circulacéo de insulina e IGF-1 (ALVAREZ et al., 2000). Batista
et al. (2014) avaliaram os niveis plasmaticos de hormdnio anti-Milleriano (AMH) de novilhas B.
indicus (Nelore) e B. taurus e correlacionaram com o numero de foliculos antrais. Esses
pesquisadores encontraram em fémeas nelore maior nimero de foliculos antrais assim como
maior concentracdo de AMH. Resultados semelhantes foram observados por Guereiro et al.
(2014) correlacionando positivamente o nimero de foliculos com os niveis plasmaticos de AMH.
Silva-Santos et al. (2011) e Batista et al. (2014) observaram que fémeas Bos indicus, apesar de
possuirem um maior nimero de foliculos antrais e maior concentracdo de AMH circulante
possuiram um menor nimero de foliculos primordiais quando comparados com fémeas Bos
taurus, comprovando a acdo do AMH na diminui¢do das taxas de atresia folicular evitando assim
0 esgotamento prematuro da populacdo folicular ovariana. Pode-se considerar que uma das
funcbes do AMH nos foliculos ovarianos seja a de inibir a meiose do o6cito impedindo assim o
recrutamento folicular e a alta incidéncia de atresia folicular (TAKAHASHI et al., 2008).

Stojsin-Carter et al. (2016) avaliaram os niveis de hormdnio anti-Milleriano no plasma,
no fluido folicular e a transcricdo nas células da granulosa e suas relagdes com parametros
reprodutivos em B. indicus e B. taurus. Foram observados maiores valores de AMH plasmatico
em animais zebu (0,77£0,99) e mesticos (0,63+£0,07) quando comparados aos europeus
(0,33+0,24), como também o AMH do fluido folicular em fémeas zebuinas (4934,3 + 568,5) e
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taurinas (2977,9 = 214,1 ng / mL), entretanto, ndo foram observadas diferencas na expressao do

MRNA do AMH na célula da granulosa em ambas as espécies.

2.7 Anatomia do sistema reprodutor de machos bovinos

Anatomicamente, o sistema reprodur do touro é intimamente ligado ao sistema urinario
sendo constituido pelos seguintes érgdos: testiculos e escroto, epididimos, ductos deferentes,
glandulas acessérias (ampolas, vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais e prostata), pénis e
preptcio (AMMAN; SCHANBACHER, 1983; FRANDSON, 1979).

Os testiculos sdo contidos no escroto e ficam localizados verticalmente na regido inguinal.
Tém formato oval e alongado medindo em média 10 a 12 centimetros de comprimento, 6 a 8
centimetros de largura e pesando aproximadamente 300 gramas (SISSON, 1996). A maior parte
da sua superficie é coberta pela tunica vaginal. Logo abaixo dessa tnica esta a tunica albuginea,
que € delgada e composta por fibras elasticas e desprovida de musculatura lisa. Da face profunda
da tunica albuginea, partem trabéculas e septos que se deslocam para o interior da glandula,
subdividindo-a em lobulos. Nesses l6bulos sdo encontrados os tubulos seminiferos, onde séo
originados os espermatozoides (SISSON, 1996).

Os testiculos possuem duas funcBes primordiais: espermatogénese, que dura
aproximadamente 61 dias em bovinos; e producdo hormonal, produzindo principalmente a
testosterona, horménio sexual masculino, bem como estrogeno, progesterona e colesterol
(EWING; BROWN, 1977). Estas duas fungdes ocorrem respectivamente nos tubulos seminiferos,
revestidos por células de Sertoli e de Leydig. A producdo de espermatozoides e a secrecao de
esterdides sdo dependentes das acOes separadas de duas gonadotrofinas; hormonio foliculo
estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH). Apesar disso, ambos 0S processos estdo
intimamente atrelados, pois niveis adequados de testosterona sdo essenciais para a producdo e
maturacdo normal dos espermatozoides (AMMAN; SCHANBACHER, 1983).

O escroto envolve os testiculos e é caracterizado como uma estrutura fina, porém
altamente vascularizada. A tlnica dartos, localizada abaixo da pele escrotal, € uma camada
fibroelastica que se associa com a tlnica vaginal e ao ligamento escrotal. Esse ligamento € o

responsavel por unir a tanica vaginal ao escroto e também por prender a cauda epididimal ao
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testiculo. O escroto € dividido em duas metades por um septo, que é uma extensdo da tdnica
dartos, responsavel por separar os dois testiculos.

O epididimo é um ducto Unico, que liga a rede mediastinica testicular ao canal deferente.
E dividido em cabega, corpo e cauda, sendo que a cabeca € longa e esta posicionada sobre a
extremidade dorsal do testiculo. O corpo € estreito e esta situado na borda caudal do testiculo,
onde sua insercdo ocorre por uma delgada prega peritoneal. A cauda é grande e proeminente e
encontra-se inserida ventral e caudalmente ao testiculo (FAYRER-HOSKEN, 1997; SISSON,
1996). As funcbes do epididimo sdo setoriais; a cabeca e 0 corpo atuam no transporte e
maturacdo dos espermatozoides produzidos nos tdbulos seminiferos, enquanto a cauda serve
como reservatorio dos espermatozoides maduros (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os ductos deferentes sdo a continuacdo do sistema de ductos que vai da cauda do
epididimo até a uretra pelvica e funcionam como canais de passagem para 0s espermatozoides.
Ao final destes ductos encontram-se as ampolas deferentes, uma dilatagcdo dos ductos deferentes
que estdo posicionadas entre as vesiculas seminais (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As vesiculas seminas normalmente possuem de 8 a 15 cm de comprimento e de 2 a 4 cm
de diametro, porém, podem variar de acordo com a idade e estado de saiude dos animais. S&o
glandulas multilobuladas que se posicionam anatomicamente de forma lateral ao pénis
intrapélvico e de forma cranial a prostata. A prostata € uma glandula arredondada, localizada no
final da uretra pélvica enquanto as glandulas bulbouretrais localizam-se na parte dorsal do pénis,
proximo ao arco isquidtico (FAYRER-HOSKEN, 1997). As glandulas vesiculares, prostatica e
bulbouretrais possuem a fungédo de produzir o plasma seminal que serd o veiculo que conduzira
0s espermatozoides para o sistema reprodutor feminino. A producédo desse plasma é a responsavel
pelo volume que sera ejaculado pelo bovino (ANDERSON, 1945).

O pénis ¢ o orgdo responsavel pela cdpula e em touros adultos tem em média um metro de
comprimento. Possui caracteristica fibroelastica e estruturalmente possui dois corpos cavernosos,
um corpo esponjoso e uma glande. Em touros apresenta ainda uma estrutura denominada de
flexura sigmdide, localizada dorsal e caudalmente ao escroto. Essa flexura representa cerca de um
quarto da extensdo peniana e é distendida durante a erecdo (FAYRER-HOSKEN, 1997; KONIG;
LIEBICH, 2016).

Bovinos possuem uma glande que tem entre 10 e 12 centimetros e é achatada dorso-

ventralmente. Sua extremidade é pontiaguda e levemente espiralada, onde situa-se o 6Ostio uretral
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externo. E coberta por tecido mole, que forma o bulbo da glande e é altamente inervada
(KONIG; LIEBICH, 2016).

2.8 Espermatogénese

A puberdade é o resultado de um ajuste gradual entre a habilidade das gonadas de assumir
de forma simultdnea, a gametogenese e a esteroidogenese, e 0 crescimento da atividade
gonadotrofica. Os niveis de testosterona aumentam progressivamente até a fase adulta em
resposta a secrecdo das gonadotrofinas. A puberdade do macho bovino € alcangada quando este
apresenta o comportamento sexual e a capacidade de produzir gametas, sendo o espermatozoide o
produto final da gametogénese masculina (BANKS, 1992).

O processo de formacdo dos espermatozoides, denominado de espermatogénese, ocorre
nos tubulos seminiferos dos testiculos. O limen desses tubulos é revestido por células de Sertoli.
Essas células fornecem um microambiente adequado para o desenvolvimento de celulas
germinativas e desempenham papel fundamental no controle hormonal durante o processo de
espermatogénese. As células de Sertoli sofrem acdo direta do FSH e em resposta a estimulacéo
desse hormdnio secretam fluidos e produtos especificos como a proteina de ligacdo ao andrégeno
(PLA) e a inibina. A PLA age atenuando as mudancas de concentracdo da testosterona nos
tubulos, enquanto a inibina atua no sistema de fedback negativo estimulando a hipéfise anterior a
suprimir a producao do FSH (AMMAN; SCHANBACHER, 1983).

A espermatogénese acontece por meio de divisdo e diferenciacdo celular e tem uma longa
jornada cronoldgica. Em bovinos, o processo dura em média 61 dias e é dividido em trés fases
principais; espermatocitogénese, meiose e espermiogénese sendo estas caracterizadas pela
divisdo e/ou diferenciacdo das espermatogdnias, dos espermatocitos e das espermatides,
respectivamente (JOHNSON et al., 2000).

Inicialmente as espermatogdnias, células germinativas masculinas, sofrem divisao
mitotica. Algumas das espermatogdnias originadas desse processo mitdtico sdo armazenadas para
manter o estoque de células progenitoras, enquanto outras sofrem mutacédo e transformam-se nos
espermatocitos primarios (FAYRER-HOSKEN, 1997). O processo de transformacdo das
espermatogdnias em espermatocitos primarios (espermatocitogénese) envolve a divisdo mitética

de espermatogonias do tipo Al em células mais diferenciadas; espermatogdnias dos tipos A2, A3,
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intermediarias, B1 e B2. As espermatogbnias tipo Bl e B2 dividem-se e formam dois
espermatdcitos primarios (AMMAN; SCHANBACHER, 1983). Em touros, a fase de
espermatocigénese dura 21 dias (JOHNSON et al., 2000).

Na segunda fase, ocorrem dois estagios de divisdo meidtica. Esses estagios envolvem
processos de duplicacdo de cromossomos, troca de material genético e duas divisdes celulares,
durando em média 23 dias (JOHNSON et al., 2000). No primeiro estagio, 0s espermatocitos
primarios se diferenciam em zig6teno, paquiteno e dipléteno. O final desse estagio se completa
com uma diviséo celular que resulta em uma redugdo de 50% no nimero de cromossomos. Cada
espermatdcito primario ird originar dois espermatdcitos secundarios. Esses espermatocitos
secundarios passam pelo segundo estagio da divisdo meiotica, dando origem a um grupo celular
denominado espermatides, sendo que cada espermatocito secundario origina 4 espermatides
hapléides (JOHNSON et al., 2000; STABENFELDT; EDQVIST, 1996).

Na terceira e Ultima fase, as espermatides haploides sofrem maturacdo, passando de
células com nucleacdo esférica para células germinativas maduras, ou seja, ocorre 0
amadurecimento das espermatides em espermatozdides. Nessa fase ndo acontece nenhuma
divisdo, apenas modificacbes morfologicas. Ocorre a formacdo do flagelo, também denominado
de cauda, responsavel pela mobilidade do espermatozdide. Forma-se ainda a cabeca, composta
pelo nucleo, que contém as informacdes genéticas masculinas e pelo acrossoma, que possue as
enzimas necessarias para permitir a penetracdo nas camadas do 6vulo (JOHNSON et al., 2000).
As organelas citoplasmaticas das celulas de Sertoli tem papel fundamental na modificacdo das
espermatides durante o alongamento nuclear e a formacdo do acrossomo (AMMAN;
SCHANBACHER, 1983).

ApoOs a terceira fase da espermatogénese, 0s espermatozoides ainda nao possuem
potencial fecundativo, mas se encontram aptos para se desprenderem das células de Sertoli e
alcancar o limen do tdbulo espermatico. A este processo da-se 0 nome de espermiacdo (BERNE;
LEVY, 2000). Os espermatozoides sdo gradativamente liberados dos tubulos seminiferos e
chegam ao epididimo, onde é iniciado o processo de maturacdo pelo qual passam a adquirir
mobilidade propria e capacidade de fecundacdo. Essa maturacdo é iniciada na cabeca do
epididimo, se prolonga pelo corpo e termina na cauda, onde serdo armazenados. Em touros
adultos a producéo diaria de espermatozoides gira em média aproximada de 13 bilhdes (HAFEZ;
HAFEZ, 2004).
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2.9 Caracteristicas indicadoras de fertilidade em machos bovinos

A eficiéncia produtiva e reprodutiva de um rebanho é altamente dependente da
contribuicdo do touro, seja esta contribuicdo realizada por monta natural ou por inseminagéo
artificial. Um grande nimero de fémeas pode ser inseminado com o sémen de um Unico touro e
por isso deve-se ter alguns cuidados na escolha do reprodutor antes de usa-lo extensivamente. De
uma maneira geral, busca-se nos touros reprodutores caracteristicas produtivas, como potencial
para producdo de carne e leite, esquecendo-se, porém, de avaliar caracteristicas reprodutivas que
também sdo transmitidas geneticamente e sdo de grande importancia para transmissdo de
caracteristicas desejaveis a geragoes futuras (COULTER; FOOTE, 1979).

Define-se fertilidade como a capacidade de gerar descendentes normais. Considera-se
subfertil o animal cujo seu potencial reprodutivo é reduzido. O animal é considerado infertil
quando apresenta incapacidade reprodutiva de maneira temporaria. Quando a incapacidade
reprodutiva do individuo é definitiva, o animal é considerado estéril (MIES FILHO, 1977).

S&o considerados touros com alto potencial fértil aqueles que, em contato com 30 a 50
fémeas durante um periodo de 45 dias, consegue fecundar mais de 80% dos animais nos
primeiros 21 dias. A determinacédo do real potencial reprodutivo de touros € realizada por exames
das suas fungbes reprodutivas. Esses exames permitem diagnosticar anormalidades em um ou
mais Orgaos genitais, bem como detectar problemas fisicos além de possibilitar a analise da
qualidade espermatica, que ira determinar os niveis de fertilidade (baixa, média, alta) e
principalmente de esterilidade (SILVA et al., 1993).

O potencial fértil de um individuo é avaliado por exame clinico e tem como objetivo a
eliminacdo de animais com qualidade genética inferior como também daqueles que apresentam
quadros de sub ou de infertilidade. A fertilidade em touros € influenciada por inimeros fatores,
sendo extremamente complexo definir qualitativamente um reprodutor quanto a esse aspecto.
Apesar disso, pesquisadores buscam estabelecer varios parametros bioldgicos a fim de apontar o
potencial fértil nos machos. A fertilidade deve ser avaliada quando o animal atinge a puberdade,
periodo no qual apresenta pelo menos um indicativo que pode ser mensuravel clinicamente. Com
o0 avancar da maturidade sexual, o diagndstico clinico sera baseado na avaliacéo, de forma ampla,
da satde morfoanatdmica e fisioldgica do touro (COSTA,; SILVA et. al., 2015).
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A selecdo de touros pela qualidade seminal € um fator fundamental para obtencdo do
progresso genético do rebanho (SILVA et al., 1993). Quando niveis de importancia da fertilidade
no rebanho séo considerados, pode-se inferir que o macho possui maior importancia do que a
fémea, se atrelando essa informacdo a capacidade destes de gerar um alto ndmero de
descendentes, simultaneamente. Um rebanho que utiliza touros com excelente potencial fértil
possui um maior nimero de bezerros nascidos por ano, visto que a fertilidade do macho é
diretamente relacionada ao nimero de fémeas gestantes. Dessa forma, numa abordagem
econdmica, animais que produzem sémen de melhor qualidade possibilitam maior rapidez no
retorno do capital investido, principalmente se esse reprodutor apresentar outras caracteristicas
desejaveis como por exemplo melhor producéo de carne ou leite (SILVA et al. 2002).

Sendo a fertilidade do macho bovino a capacidade de conseguir fecundar
satisfatoriamente a fémea, diversas caracteristicas indicadoras do potencial fertil precisam ser
consideradas, dentre elas, aspectos zootécnicos, comportamentais, clinicos, androlégicos e
espermaticos (SILVA et al., 1993). Além disso, cabe ressaltar que a infertilidade ndo deve ser o
unico critério avaliado para selecdo de reprodutores, visto que mesmo um animal com alta
fertilidade, pode apresentar defeitos hereditarios com potencial de ser transmitidos a prole sendo
posteriormente expressos (PIMENTEL, 2008).

Dessa forma, a determinacdo do potencial reprodutivo do macho bovino deve ser
realizada por meio de uma detalhada avaliacdo de suas fungdes reprodutivas, utilizando para isso
métodos adequados que permitam o diagndstico de anormalidades. A selecdo para o potencial
reprodutivo é fundamentada no exame andrologico que deve ser realizado, preferencialmente,

com periodicidade anual.

2.9.1 Puberdade em machos bovinos

A eficiéncia reprodutiva de um rebanho é mensurada através de indices zootécnicos que
expressam a capacidade fertilizante e precocidade sexual de um individuo. A idade a puberdade é
uma avaliacdo de extrema importancia no processo de selecdo dos animais com maior
precocidade sexual (LUNSTRA et al., 1978). A producdo espermatica e o desenvolvimento
testicular séo considerados no processo de avaliagdo para puberdade (SALLES, 1995). Junto a

iSso ocorrem as mudancas endocrinas e espermaticas aliadas ao crescimento corporal do animal e



40

ganho de peso até a puberdade, variando de acordo com a raca, idade, ambiente e genética
(LIMA, 2009).

Existem vérias definicdes utilizadas para determinar a idade a puberdade de um tourinho,
entretanto a definicdo de Wolf et al. (1965) tem sido a mais utilizada. Caracteriza-se um animal
pubere aquele que produz um ejaculado com 10% de motilidade e concentracdo espermatica com
no minimo de 50 milhdes de espermatozoides (WOLF et al., 1965; LUNSTRA et al., 1988;
FRENEAU, 1991). Esta definicdo é amplamente utilizada por abranger todas as definicGes
anteriormente estudadas e ser facilmente obtida por meio de coleta e avaliagdo de sémen
(GUIMARAES et al., 2011).

As caracteristicas testiculares e seminais sdo parametros para determinacdo da idade a
puberdade dos machos (LUNSTRA et al., 1978). Estudos demonstram uma idade a puberdade
mais avancgada nos animais zebuinos (25 a 28 meses de idade), quando comparado aos taurinos
(12 a 14 meses de idade, quando criados em condi¢fes dos tropicos). Taurinos em condicGes de
clima tropical se apresentam mais tardios com relacdo as ragas taurinas criadas nas condicdes de
clima temperado (8 a 10 meses de idade) (COSTA; SILVA, 2013). Além disso, observa-se que 0S
animais taurinos de aptidao para leite sdo mais precoces do que os animais de aptidao para corte
(LUNSTRA et al., 1978; GUIMARAES et al., 2011; COSTA,; SILVA, 2013).

Muitos fatores contribuem para a manifestacdo da puberdade em bovinos e afetam nao
somente o desenvolvimento sexual mais também o corpéreo. Um importante mecanismo que
contribuem para o desenvolvimento corporeo e sexual sdo 0s niveis hormonais de testosterona e
IGF-1, atuando diretamente para o inicio da puberdade (SILVA, 2002; SANTOS et al., 2005).

Os zebuinos apresentam peculiaridades, como crescimento corporal mais lento, baixa taxa
de conversdo alimentar, atraso na maturidade sexual, menores libido e capacidade de servigo.
Tais diferencas podem ser relacionadas as condi¢cbes ambientais encontradas no Brasil, como
menor disponibilidade de alimentos, qualidade nutricional inferior das forrageiras, inadequada
adaptabilidade, manejo incorreto e clima (BRITTO et al., 2004; COSTA,; SILVA, 2013).

De acordo com Santos et al, (2005), os animais que recebem suplementacdo no periodo po6s
desmame podem antecipar a puberdade, ou seja, expressarem precocemente o desenvolvimento
ponderal e sexual. Com isso V€ se a importancia do manejo alimentar adequado aos animais,
atendendo todas as necessidades nutricionais para gque possam expressar precocemente seu

potencial genético ao maximo (MORAES, 2012).
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Antecipar a puberdade é de extrema importancia para a taxa de desfrute de um rebanho.
Diminuindo a idade de entrada dos animais em reprodu¢do, mesmo nos rebanhos submetidos a
estacdo de monta, aumentam a perspectiva de apresentarem maior qualidade de sémen e no caso
das fémeas, de apresentarem maior regularidade ciclica, o que melhora o desempenho
reprodutivo no inicio da primeira estacdo. Além disso, a selecdo de touros plberes o mais precoce
possivel, também proporciona vantagens econdémicas, como reducdo de custos com alimentacéo e
acelerar o retorno econdmico aos produtores (BARTH; OMINSK, 2000; LOPEZ et al., 2006;
COSTA; SILVA, 2013).

A maturidade sexual nos machos é estabelecida por volta de 6 a 20 semanas apés a
puberdade (LUNSTRA; ECHTERNKAMP, 1982). Segundo Moraes (2012), a maturidade sexual
é alcangada por fatores como o crescimento gonadal e corporal, junto com as concentracdes de
testosterona e desenvolvimento sexual estabilizados. No entanto é preconizado para definir que o
animal atingiu maturidade sexual quando ele apresenta caracteristicas seminais com 50% de
motilidade espermatica progressiva e morfologia espermatica com no maximo 10% de defeitos
espermaticos maiores e 20% de defeitos espermaticos menores.

Segundo Costa e Silva (2013) animais zebuinos demonstram puberdade com idade em
torno de 25 a 28 meses enquanto animais taurinos tém essa idade em média de 12 a 14 meses.
Animais taurinos alcancam a maturidade sexual em média dos 13 a 16 meses de idade em climas
temperados, ja em climas tropicais esse periodo até a maturidade sexual aumenta para 16 a 20
meses de idade (FRENEAU, 1991). Animais zebuinos se apresentam ser bem mais tardios,
atingindo a maturidade sexual em média dos 30 a 36 meses de idade (GUIMARAES et al., 2011).

2.9.2 Exame andrologico

Um touro pode apresentar sub ou infertilidade por ocorréncia de problemas na qualidade
do sémen, por ndo conseguir realizar o ato sexual e por consequéncia ser incapaz de depositar seu
sémen no trato genital da vaca, e/ou por ser portador de doencas que afetem sua saude sexual
(PIMENTEL, 2008). O exame androlégico possibilita a coleta de informaces e é utilizado como
principal indicador do potencial reprodutivo de machos bovinos. Permite diagnosticar
anormalidades anatomofisioldgicas nos diversos 6rgaos genitais bem como detectar problemas na
qualidade espermatica (SILVA et al.,1993).
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Diversas avaliagbes devem ser realizadas com a finalidade de realizar um exame
completo. Zootecnicamente, deve-se avaliar os padrdes fenotipicos raciais, 0 temperamento e a
masculinidade que podem comprometer o comportamento de monta e o0 comportamento sexual, o
estado e a conformacgéo corporal e os problemas de aprumos. Na avaliagdo de comportamento
reprodutivo leva-se em conta a libido, a capacidade de monta, que é a capacidade de um macho
cobrir a mesma fémea por varias vezes num determinado periodo de tempo, e a dominancia. No
exame clinico geral devem ser avaliados respiracdo, pulso, contragdes ruminais, temperatura
corporal, linfonodos, olhos, boca, narinas, dentes. Deve-se ainda buscar diagnosticar doencgas que
possam ser responsaveis por causar sub ou infertilidade (CBRA, 2013; SILVA et al., 1993).

No exame androlégico propriamente dito, as estruturas do sistema reprodutor s&o
avaliadas em busca de lesdes ou quaisquer anormalidades que possam comprometer a
fecundacdo. O exame é feito interna e externamente, sendo que no exame interno se avalia
glandulas vesiculares, ampolas deferentes, prostata e glandula bulbouretral, enquanto no exame
externo sdo avaliados, pénis, prepucio, epididimo, escroto e testiculos. Dada importancia na
qualidade seminal, uma completa avaliacdo da capacidade reprodutiva do macho s estara
completa apds a realizacdo do exame espermatico. Avalia-se nesse exame caracteristicas fisicas
do sémen (volume, aspecto, cor e pH), bem como a motilidade, o vigor, o turbilhonamento, o
percentual de espermatozoides vivos e mortos, a concentracdo espermatica, bem como as
caracteristicas morfologicas dos espermatozoides (CBRA, 2013; SILVA et al., 1993).

Um sémen de qualidade apresenta motilidade espermatica progressiva e retilinea e baixa
taxa de espermatozoides anormais. Os padrbes recomendados para utilizacdo do sémen bovino
estabelecem que a motilidade progressiva e o vigor devem ser igual ou maiores do que 30% e 3
(numa escala de 1 a 5), respectivamente. Em relacédo a caracteristicas morfoldgicas é estabelecido
valor minimo de 70% de espermatozoides normais, tolerando-se até 20% de espermatozoides
com defeitos maiores ou e até 30% de defeitos menores (BRASIL, 2009).

Como exemplos de defeitos maiores cabe citar o subdesenvolvimento, “knobbed sperm”,
decaptados, formas duplas, “pouch formation”, piriforme, base estreita, cabega pequena anormal,
cauda fortemente dobrada e enrolada, dentre outros. Esses defeitos maiores sdo consequentes de
anomalias ocorridas a nivel de testiculo e/ou epididimo e quando ocorrem em porcentagem
elevada sdo associados a disturbios da espermatogénese, podendo ser relacionados a sub ou a

infertilidade. J& os defeitos menores sdo anomalias de menor importancia e ndo indicam
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necessariamente defeitos na espermatogénese. Em geral ndo afetam a fertilidade, quando dentro
de percentuais estabelecidos. Como exemplos cabe citar; cabeca pequena, delgada, curta, cauda
dobrada e enrolada, destacamento do acrossoma, dentre outros (BLOM, 1973; SILVA et al,,
1993).

A morfologia espermatica possibilita fechar diagndstico diferencial entre diversas
alteracBes clinicas reprodutivas e por isso ndo pode ser deixada de lado na escolha de
reprodutores. Com base nesse diagndstico é possivel decidir o destino que serd dado a
determinado animal, baseando-se na possibilidade de reversdo da subfertilidade e no potencial de
transmissibilidade genética de caracteristicas desejaveis/indesejaveis (HOLROYD et al., 2002).

De uma maneira geral, ao final do exame andrologico, os animais podem ser classificados
em aptos, quando ndo apresentarem nenhum tipo de restricdo; aptos com restricdo, quando
algumas caracteristicas indesejaveis sdo reversiveis; inaptos temporarios, quando o animal
apresenta quadro comum a problemas genéticos ou adquiridos. Nesses casos, deve-se realizar
exames para diagnostico diferencial e se a alteracdo for adquirida, o animal pode ser liberado
apos a recuperacdo, porém se a alteracdo for genética, devera ser descartado, mesmo que tenha
excelente potencial fértil. Classificam-se ainda em inaptos definitivos quando apresentam
patologias irreversiveis, incluindo-se também os animais que apresentam uma circunferéncia
escrotal abaixo do minimo exigido para sua faixa etaria (COSTA; SILVA et. al., 2015).

Ao longo dos anos, técnicas vém sendo desenvolvidas com o intuito de predizer se
determinadas caracteristicas testiculares, avaliadas no exame androldgico, estdo correlacionadas
com a producdo espermatica bem como com a fertilidade e com a qualidade do sémen. A
circunferéncia escrotal, também conhecida como perimetro escrotal € um técnica que esta
relacionada com a producdo de espermatozoides. E uma medida de alta repetibilidade e
relativamente facil de se obter, desde que os touros estejam devidamente contidos (KASTELIC;
THUNDATHIL, 2008; PACHECO, 2005)

2.9.3 Circunferéncia escrotal
A determinacdo da CE é fundamental no exame androldgico de touros. Essa medida tem

grande valor como indicativo de puberdade, de producdo e qualidade de sémen, de condi¢des

patoldgicas testiculares e pode ser um excelente preditor do potencial reprodutivo (OTT, 1986).
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Tal mensuragdo € amplamente difundida devido & sua facil obtencdo e alta repetibilidade.
(COULTER; FOOTE, 1979; BERGMANN, 1999: GUIMARAES et al., 2011; COSTA; SILVA,
2013).

A idade é um dos principais fatores que influencia o desenvolvimento das gbnadas e,
consequentemente, o desenvolvimento da CE (NEVES, 2007). De acordo com Lunstra et al.
(1978) e Dias et al. (2008), a CE tem alta correlacéo (0,54 a 0,95) com a idade dos reprodutores.
Pinto et al (1989) relataram que a CE na raga Nelore variaram de 25 cm entre animais com idade
entre 16 e 19 meses e 27 a 28,5 cm em animais com idade entre 20 e 22 meses. Oliveira et al.
(2002), trabalhando com animais das racas Limousin e Kroetz et al. (2006), com animais das
racas Charolez e Caracu, obtiveram uma média de CE de 33,5 - 34,4 e 32,2 (respectivamente)
quando avaliados aos 16 meses de idade.

A CE apresenta alta correlacdo (0,67 a 0,94) com idade a puberdade dos seus
descendentes (SMITH et al., 1989; BERGMANN, 1993). E comprovado que touros precoces
apresentam maior CE do que touros com maturacao tardia (BRITO et al., 2004). A CE esta
também relacionada com particularidades herdada por fémeas bovinas. Estudo realizado com
gado nelore por Boligon, Rorato e Albuquerque. (2007), correlacionou circunferéncia escrotal de
machos com 18 meses de idades a caracteristicas produtivas medidas em fémeas. Foi verificado
que quanto maior a CE, menor idade ao primeiro parto e maior peso apds o0 primeiro ano de
nascimento das progénies. Dessa forma sugere-se que uma selecdo direta na CE de touros reflete
indiretamente em caracteristica genéticas das suas filhas, possibilitando uma melhoria na
eficiéncia reprodutiva de fémeas.

A CE esta correlacionada positivamente com caracteristicas fisicas do sémen, com a idade
a puberdade, com a precocidade sexual e o ganho de peso (KASTELIC et al., 2001). Existe
correlacdo entre as mensuracdes testiculares realizadas mais precocemente e apos a incidéncia da
puberdade (FRENEAU, 1991). Almquist et al. (1976) e Coulter e Keller (1982) observaram altas
correlacdes que variam entre 0,76 a 0,80, para CE e idade aos 12 e 24 meses.

Estudo realizado com 129 touros mesticos de Angus, com idade aproximada de 16 meses,
objetivou relacionar a CE com a motilidade espermatica, com defeitos espermaticos primarios e
com as reservas de espermatozoides no epididimo. Como resultados, obteve-se uma relacéo

positiva entre CE e a motilidade espermatica, bem como com a CE e as reservas de
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espermatozoides. Foi encontrada ainda relacdo negativa entre a CE e os defeitos espermaticos
primarios (KASTELIC et al., 2001).

2.9.4 Hormonio anti- Mulleriano (AMH) em machos

O AMH ¢é expresso em todos os mamiferos, independendo do género, entretanto, suas
funcdes sdo diferentes, porém, relacionadas com o desempenho reprodutivo em ambos 0s Sexos.
No macho, a producdo de AMH ocorre nas células de Sertoli ainda na fase fetal. A partir do
momento em que ocorre a diferenciacdo das células de Sertoli no feto, inicia-se a producdo de
AMH sendo que essa producdo permanece até o aparecimento da espermatogénese na puberdade
sendo expressos em concentracao basal na idade adulta (JOSSO et al., 1993; LEE; DONAHOE,
1993). No feto humano, as celulas de Sertoli diferenciam-se a partir da sétima semana podendo
ser possivel visualizar seu RNAm através de hibridaco in situ a partir da oitava semana (PEREZ;
JUNIOR, 2000). Em bovinos, estima-se que o inicio da producio de AMH ocorra por volta de 50
a 80 dias de gestacao (VIGIER et al., 1984).

A principal funcdo do AMH em machos esta relacionada a diferenciacdo sexual. Quando
um oocito e fertilizado por um espermatozoide contendo o cromossomo Y, ocorre uma
sinalizacdo para expressdo do gene SRY (Sex-determining region of Y chromossome) que induz
a expressdo do gene que é traduzido na proteina AMH pelas células de Sertoli. Na presenca de
AMH, os ductos de Muller que originariam as estruturas reprodutivas femininas (Utero, tuba
uterina, ovarios, vagina) sofrem atrofia e os ductos de Wolf de desenvolvem pela acdo da
testosterona produzida pelas células de Leydig (MUNSTERBERG; LOVELL-BADGE, 1991).
Quando nédo ha producdo do AMH, o feto diferencia-se em fémea (REY et al., 2003).

Os mecanismos envolvidos na relacdo entre AMH e desempenho reprodutivo em machos
ndo sdo bem elucidados como nas fémeas, entretanto, novas pesquisas vem sendo realizadas com
0 objetivo de utilizar o AMH como marcador de precocidade sexual.

Estudos demonstraram que a expressdo reduzida de AMH pelas células de Sertoli esta
diretamente relacionada com o aparecimento da espermatogénese nos tubulos seminiferos
(ALMEIDA et al., 2012). Baixa concentragdo de AMH ocasionam alteragdes morfologicas e
funcionais do trato reprodutor como a perda da atividade proliferativa das células testiculares e

surgimento das juncdes intercelulares. Essas alteragdes d&o suporte a atividade espermatogénica
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no periodo da pré-puberdade. Em humanos, estudos comprovaram que a concentragdo de AMH
permanecem baixas durante os dois primeiros dias ap6s 0 nascimento, mas elevam-se
rapidamente e se mantém até a chegada da puberdade, decrescendo a valores basais em adultos
(LEE et al., 1996).

Kitahara et al. (2016) determinaram o tempo de evolucdo das concentracbes de AMH e
testosterona (T) no sangue durante os periodos pds-natal e pré-puberal em bovinos, concluindo
que a concentracdo de AMH no sangue atinge o pico aos 2 meses de idade e esta negativamente
correlacionada com a concentracdo sanguinea de T de 4 a 6 meses de idade.

Claes et al. (2013) determinaram as concentracGes séricas de AMH em potros e potros
neonatais, potros pré-puberes e garanhGes pos-puberes, e suas as variacbes sericas de AMH
relacionadas a estacdo e ao status gonadal de garanhdes, observando que as concentracfes
séricas de AMH sdo significativamente mais altas em potros neonatais que em potros, e maiores
em potros pré-puberes em comparacdo com garanhdes pos-puberes. Além das diferencas
relacionadas ao sexo e ao desenvolvimento, ha uma variacdo sazonal nas concentracbes de AMH
entre os garanhdes maduros intactos com maiores concentracdes de AMH durante a estacdo de
reproducdo fisiologica, alem de observarem maiores concentracdes séricas de AMH em
garanhdes criptorquideos do que em garanhd@es intactos ou em castrados, concluindo que o AMH
parece ser um biomarcador atil para a presenca detecido testicular e pode servir como uma
valiosa alternativa no diagnostico enddcrino de cavalos criptorquideos ou monorquidicos

Embora as concentracfes de AMH ou T no sangue pré-puberal ndo refletissem o nimero
de células de Sertoli ou Leydig no final do periodo pré-puberal, a concentracdo de AMH no
sangue pode ser indicativa de funcéo celular anormal de Sertoli.

Concentracdo de AMH e o inicio da espermatogénese sdo eventos opostos. A diminuicdo
do AMH ¢ reflexo da incidéncia de receptores de andrégenos presentes nas células testiculares.
Dessa forma, existe uma relacdo inversa entre AMH e testosterona. O AMH regula a sintese de
androgenos quando presente em concentracdo elevada através da supressao da transcricdo do
gene P450c17 que codifica a producdo de enzimas responsaveis por realizar a esteroidogénese
(17,20 desmolase e 17 o hidroxilase) (TEIXEIRA et al., 1999). Em estudo realizado por Almeida
et al. (2012), em equinos, hd uma redugdo na expressdo do RNAm para AMH e seu receptor a
medida que ha um aumento da expressao de RNAm para os receptores de androgenos nas células

de Sertoli. Sendo assim, pode-se inferir que a testosterona atua nos receptores de andrégenos,
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através de uma acdo parécrina, inibindo a secrecdo do AMH pelas células de Sertoli
(PASQUALINI et al., 1981; REY et al., 2003).

Deteccdo de precocidade sexual através da mensuracdo da concentragdo de AMH vem
sendo o foco de algumas pesquisas na area humana e animal. Em humanos, a concentracéo de
AMH foi inferior em criancas que apresentaram puberdade precoce em relagdo com aquelas que
atingiram a puberdade em idades consideradas normais (REY et al., 1993). Em animais, as
pesquisas mais difundidas sdo com equinos e também foi evidenciado o padrdo de concentragdo
inferior de AMH em potros que possuiram puberdade precoce (BALL et al., 2008; CLAES et al.,
2013). Em bovinos, entretanto, pesquisas devem ser realizadas para detectar se 0 mesmo padrao
observado em humanos e equinos também acontece tendo em vista a escassez de estudos nesta
espécie. Poucos estudos avaliam a concentragdo de AMH como indicador de precocidade sexual
em bovinos, dentre eles o realizado por Queiroz (2014). Nesse estudo, 37 tourinhos foram
submetidos a 3 coletas de sangue em intervalos de 3 meses para determinar se as alteracGes na
concentracdo de AMH iriam predizer puberdade precoce. Conclui-se que 0 AMH pode ser um
marcador enddcrino efetivo na distin¢cdo dos animais superprecoces dos animais tardios com uma
Unica coleta sanguinea. Caso seja confirmada essa relacdo, a dosagem de AMH podera ser um
marcador de precocidade sexual utilizado em programas de selecdo animal para deteccdo de
animais reprodutivamente superiores.

Rajak et al. (2017) investigaram as mudancas relacionadas a idade nas concentragcdes
basais de AMH em amostras de sangue periférico em machos mesticos (Holstein Friesian X
Tharparkar) e zebuinos (Tharparkar) e a transcricdo do gene AMH no tecido testicular. Em ambas
as racas, as concentracdes basais de AMH foram estimadas usando o método ELISA no plasma
sanguineo obtido de seis machos cada um com 1, 6, 12, 18 e 24 meses de idade. Apos a coleta de
sangue nas respectivas idades, todos os machos foram castrados e a expressao e imunolocalizacédo
do AMH foram realizadas no tecido testicular. Esses pesquisadores observaram que as
concentragdes sanguineas periféricas de AMH foram maiores em jovens em comparagdo com
adultos em machos mesticos e zebuinos. A expressdao do gene AMH no tecido testicular foi
significativamente maior no Zebu em comparagdo com 0s machos mesticos, embora as
concentracdes periféricas de AMH nédo seguissem 0 mesmo padrdo. Além disso, a contagem de

celulas de Sertoli também foi significativamente maior no Zebu em compara¢do com os machos
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mesticos e as células de Sertoli amadureceram mais cedo em mesticos comparados com 0s

machos Zebu.
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3 CONCLUSAO

A concentragdo plasmatica do horménio anti-Mulleriano foi indicativo de maior contagem
folicular antral e producéo oocitaria em fémeas e de melhores pardmetros seminais em machos
jovens. Ademais, a morfometria da genitalia (largura vulvar e circunferéncia escrotal) foram bons
indicadores da capacidade reprodutiva em fémeas e machos zebuinos e taurinos. Os marcadores
estudados tiveram efeito positivo sobre alguns parametros reprodutivos, portanto, a proposta de
utilizacdo desses fenotipos deve ser considerada em modelos destinados a selecdo reprodutiva de

fémeas e machos Bos taurus taurus e Bos taurus indicus.
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Resumo
Devido a baixa herdabilidade das caracteristicas reprodutivas a busca por marcadores que

possam indicar individuos reprodutivamente superiores torna-se importante no processo de
selecdo para eficiéncia reprodutiva. Foram investigadas as relacfes entre a contagem folicular
antral (CFA), largura vulvar (LV) e concentraces de AMH sobre os indices de eficiéncia
reprodutiva em fémeas taurinas e zebuinas. A CFA e LV foram medidas em nuliparas, primiparas
e multiparas das racas Brahman (n = 126), Simental e Angus (n = 155). Os indices de eficiéncia
reprodutiva avaliados foram: idade ao primeiro parto (IPP), intervalo parto ao primeiro servico
(IPPS), intervalo de partos (IDP), numero de servigos por concepgdo (SC) e ovocitos viaveis
(OV). Uma amostra de sangue por animal foi coletada em estagios aleatérios do ciclo reprodutivo

para determinar as concentragdes séricas de AMH. Foram definidas classes de largura vulvar
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(CLV) como: grande (>86mm) ¢ pequena (<86mm) e de AMH como baixo: (<0,81ng/mL) e alto
(>0,81ng/mL). O procedimento GLIMMIX do SAS® foi utilizado para avaliar os efeitos de raca,
CLV e de AMH sobre a CFA, IPP, IPPS, IDP, SC e OV. A CFA (36,30£1,34 vs. 22,09£1,67),
LV (106,94+15,83 vs. 69,78+14,11mm) e AMH (1,18+0,07 vs. 0,42+0,05 ng/mL) foram
superiores nas fémeas zebuinas em comparacéo as taurinas, respectivamente. A CFA (36,10+1,90
vs. 22,78+1,64), 0 AMH (1,17+0,07 vs. 0,48+0,007 ng/mL) e OV (18,86+1,76 vs. 10,15+1,49)
foram superiores (p<0,05) na CLV grande comparada a pequena, respectivamente. A largura
vulvar foi um bom preditor da CFA e das concentracdes de AMH em ambos 0s grupos genéticos.
Os marcadores estudados tiveram efeito positivo sobre o nimero de odcitos viaveis, portanto, se

mostraram viaveis para a sele¢do de doadoras nas condicOes deste experimento.

Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva, genitalia externa, marcador hormonal de fertilidade,

bovinos.

Introducéo

A selecdo de fémeas bovinas a partir de indices reprodutivos € pouco utilizada devido ao
longo periodo para avaliagdo do desempenho das fémeas e a baixa herdabilidade das
caracteristicas (Silva et al., 2005). A fertilidade das fémeas é mensurada a partir de indices
reprodutivos como idade ao primeiro parto e o intervalo de partos (Perotto et al., 2006). No
entanto, tais indices sofrem acdo de fatores ndo genéticos como a nutricdo e o manejo (Zink et al.,
2011). Sendo assim, a busca por caracteristicas que possam indicar de forma indireta animais
reprodutivamente superiores torna-se essencial.

O tamanho de estruturas reprodutivas pode influenciar a fertilidade de fémeas bovinas. O
tamanho ovariano € um bom preditor da reserva folicular e da funcionalidade ovariana (lreland et
al., 2008; Modina et al., 2013). A genitalia externa (vulva) pode ser um preditor da reserva
folicular ovariana e de medidas de fertilidade a campo como intervalo de partos e eficiéncia
reprodutiva (Mesquita et al., 2016; Maculan et al., 2018). Entretanto, é preciso investigar fatores
que possam influenciar o tamanho da genitalia externa assim como as possiveis diferencas entre
0S grupos genéticos.

A reserva folicular ovariana em fémeas vem sendo estimada a partir da contagem de

foliculos antrais (CFA) por ultrassonografia (Silva Santos et al., 2014). N&o parece haver davidas
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que a CFA influéncia de forma positiva os resultados obtidos através das biotecnologias
reprodutivas (Ireland et al., 2008; Santos et al., 2016). Entretanto, quando se avalia os resultados
em relacdo aos indices de reproducdo a campo, os dados ainda sdo controversos (Alvarez et al.,
2000; Oliveira et al., 2002; Cushman et al., 2009; Rodrigues et al., 2013; Santos et al., 2016;
Maculan et al., 2018). Desta forma, mais estudos sdo necessarios para avaliar a influéncia de
caracteristicas indicadoras de fertilidade (CFA, mensuracGes de genitalia externa, tamanho
ovariano) sobre o desempenho reprodutivo.

Outro marcador de fertilidade que vem sendo amplamente investigado em fémeas é a
concentracdo do horménio anti-mulleriano (AMH). O AMH atua como modulador da atresia
folicular sendo um indicador de maior reserva folicular ovariana (Monniaux et al., 2012).
Entretanto, o efeito da concentracdo do AMH no desempenho reprodutivo ainda é pouco
estudado.

Assim, 0s objetivos foram avaliar a influéncia das caracteristicas ovarianas, genitais e das
concentracdes de AMH sobre os indices de fertilidade em fémeas taurinas e zebuinas. Hipotetiza-
se gque as medidas do trato reprodutor sejam correlacionadas (maior largura vulvar vulvar, maior
contagem folicular antral e maiores concentracdes de AMH) e que fémeas com maiores

mensuracOes reprodutivas possuam melhor desempenho reprodutivo.

Materiais e Métodos
Todos os procedimentos e protocolos relacionados com animais foram aprovados
previamente pela Comissdo de Etica no uso de animais (Comissdes Permanentes/PRP- UFLA) da

Universidade Federal de Lavras- MG, Minas Gerais, Brasil com protocolo de n° 063/15.

Animais e instalagdes

Fémeas Bos Indicus (raca Brahman, n=124) e Bos Taurus (racas Simental e Angus,
n=155), originarias de uma propriedade particular localizada no municipio de Silvianpolis-MG
foram utilizadas para identificar diferencas entre o grupo genético sobre a contagem folicular
antral (CFA), largura vulvar e concentracdo de AMH. As fémeas zebuinas possuiam idades entre
2 e 9 anos (média de 4,8+2,7 anos) e pesos entre 317 a 774 kg (média 531,00 + 98,62 kg). Ja as
fémeas taurinas possuiam idades variando entre 2 e 16 anos (média de 5,7+3,2 anos) e pesos

entre 258 a 803 kg (média 533 *+ 95,72kg). Todas as fémeas permaneceram em pastagem de
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Brachiaria sp, com suplementacdo de silagem de milho, sal mineral ad libitum e ragéo
concentrada a 1,5 % do peso corporal. O manejo reprodutivo consistiu de monta natural (MN) e
inseminacao artificial convencional (I1A) ou em tempo fixo (IATF) sendo que, todas as fémeas
eram ciclicas e possuiam condi¢do corporal entre 3 e 8 em uma escala de 1 a 9. Os animais foram
classificados por paridade, sendo considerados dois grupos: N (nuliparas ou primiparas n=117) e
V (multiparas, n=164).

Contagem folicular antral (CFA) e tamanho ovariano

A contagem dos foliculos antrais maiores ou iguais a 2mm de didmetro de ambos o0s
ovarios foi realizada por ultrassonografia transvaginal (Aloka SSD 500) com sonda convexa de
5,0 MHz, envolvida com fita adesiva em torno do tubo de PVC e protegida com bainha plastica
de silicone para OPU (Walmur®) em um dia aleatorio do ciclo estral.

O tamanho ovariano foi estimado de forma subjetiva através de um escore fornecido pelo
médico veterindrio responsavel pelos exames ultrassonograficos. Todas as fémeas foram
avaliadas pelo mesmo profissional tendo em vista que o escore se trata de uma avaliacdo
subjetiva. Desta forma, os ovarios foram classificados em P (pequeno, <2,5cm), M (médio, 2,5 a
3,5 cm) e G (grande, >3,5 cm).

Morfometria da genitalia externa

A morfometria da genitalia externa foi medida em um dia aleatorio do ciclo estral
utilizando paquimetro digital (150 mm/0,01mm PowerfixNf, Digimess, Sdo Paulo, BR), sendo
que, a largura da vulva foi considerada a distancia entre as bordas laterais da vulva a partir do
ponto médio da rima em um angulo de 90 graus (Figura 1) segundo metodologia descrita por
Mesquita et al., 2016. Com base nas distribuicGes de frequéncia, as fémeas foram classificadas de
acordo com a largura vulvar em: grande (G >86mm) e pequena (P <86mm). O escore de condi¢&o
corporal (1 a 9) foi registrado por um Unico avaliador com o intuito de verificar possiveis
influéncias sobre o tamanho da genitalia externa. Foram excluidas do estudo fémeas com sinais
de cio, no fim de gestacdo (30 dias para o parto) e fémeas no pds-parto recente (menos de 20 dias

de parida).
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Figura 1. Largura vulvar medida com paquimetro digital.

Fonte: Mesquita et al., 2016.

Avaliagéo da eficiéncia reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva foi avaliada a partir do historico reprodutivo das fémeas
fornecido pela propriedade. As variaveis analisadas foram idade ao primeiro parto (IPP),
intervalo do parto ao primeiro servico (IPPS), intervalo de partos (IDP), nimero de servigos por
concepcao (SC) e numero de odcitos viaveis (OV) nas fémeas que eram submetidas a protocolos

de aspiracéo folicular.

Amostragem de sangue e determinacdo de AMH

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo coccigea em tubos a vacuo de 10
mL (BD VACUTAINER®, Sédo Paulo, BR) em um dia aleatdrio do ciclo estral. O soro foi obtido
apos centrifugacdo a 3000g por 15 min e mantido congelado a -20°C para posterior analise. As
concentragdes séricas de AMH foram determinadas por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay kit; AnshLabs, Webster, Texas, EUA), previamente validado para bovinos (Ireland et al.,
2008). Trés ensaios foram realizados com sensibilidade de 0,011 ng / mL e variabilidade de 1,8 a
2,8 intra-ensaio e de 0,4 a 0,8 inter-ensaio. A partir das respectivas distribuicdes de frequéncias,
0s animais foram classificados como AMH baixo (<0,81ng/mL) e alto (>0,81ng/mL). Os ensaios
foram conduzidos no laboratério IgAc (Instituto GENESE de colecGes cientificas, Sdo Paulo,
BR).
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Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico SAS®
(Cary, NC, EUA, 2016). Foram criadas classes de largura vulvar e concentracdo do hormdnio
anti-Mulleriano baseadas nas respectivas distribuicdes de frequéncia. Os dados gerais foram
testados para normalidade pelo teste Shapiro-Wilk de acordo com o procedimento
UNIVARIATE, e quando necessério, transformados para atingir a normalidade. O procedimento
GLIMMIX foi utilizado para avaliar os efeitos de raca, escore de condicdo corporal, paridade,
classe de largura vulvar, classe de AMH e interagcdes sobre os valores de CFA, idade ao primeiro
parto (IPP), intervalo parto ao primeiro servico (IPPS), intervalo de partos (IDP), nimero de
servicos por concepcdo (SC) e numeros medio de odcitos viaveis (OV). As varidveis foram
submetidas ao teste de correlacdo pelo procedimento PROCCORR. Os dados sdo apresentados
como média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas foram consideradas significativas pelo
teste de Tukey a P<0,05.

Resultados
Contagem folicular antral

A CFA foi superior (P<0,0001) nas fémeas zebuinas (36,30+1,34) comparada as taurinas
(22,09£1,67). A variacao na contagem total foi de 4 a 119 nas fémeas zebuinas e de 1 a 88 nas
taurinas. A CFA foi correlacionada com a largura vulvar (P<0,0001; r= 0,16) em ambos 0s
grupos genéticos, sendo que, a largura vulvar foi maior em fémeas na classe de CFA alta. N&do
houve efeito (P=0,19) da idade sobre a CFA, independentemente das racas. Ndo houve (P=0,14)
influéncia da paridade das fémeas sobre a CFA em ambos 0s grupos genéticos. O tamanho dos
ovarios ndo diferiu entre as racas, porém influenciou a CFA, sendo que esta foi mais alta em

ovarios grandes (Tabela 1). Ndo correlacdo (P=0,13) entre a CFA e 0 ECC.
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Tabela 1. Efeito do tamanho ovariano sobre a contagem folicular antral (CFA) em fémeas

bovinas.
TAMANHO PEQUENO MEDIO GRANDE
OVARIANO (<2,5cm) (2,5-3,5cm) (>3,5cm)
CFA CFA CFA
Direito 17,08+13,29° 29,30+18,60" 41,69+27,93°
(n=81) (n=132) (n=62)
CFA CFA CFA
Esquerdo 20,20+14,15° 31,16+20,49" 52,34+32,74°
(n=121) (n=126) (n=26)

Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados
minimos * erro padrdo da média.

A CFA néo influenciou (P>0,05) os indices reprodutivos IPP, IPPS, IDP, SC, mas foi
positivamente correlacionada (P<0,0001) com a concentracdo de AMH (r=0,22) e com o numero

de oocitos viaveis (r=0,19).

Morfometria da genitalia externa
A CFA da classe de largura vulvar grande (36,10£1,90) foi superior (P<0,0001) a classe
pequena (22,78+1,64). Esse efeito principal se manteve quando avaliado de acordo com o grupo

genético (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da classe de largura vulvar (CLV) sobre a contagem folicular antral (CFA) de
acordo com 0 grupo genético.
CLASSE DE LARGURA VULVAR (CLV)

GRANDE PEQUENA
N CFA N CFA P
Taurino 11 29,27+5,18° 144 21,53+1,46" <0,0001
Zebuino 108 36,80+2,30° 17 33,1245,80° <0,0001

Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados
minimos + erro padrdo da média.

A largura vulvar foi superior (P<0,0001) nas fémeas zebuinas (106,94+15,83cm) em
comparagdo com as taurinas (69,78+14,11). A variacdo da largura vulvar foi de 35,15 a 99,24 nas

fémeas taurinas e de 67,67 a 143,37 nas zebuinas. A paridade influenciou (P<0,05) o tamanho da
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genitdlia externa sendo que, a largura vulvar em novilhas foi menor (81,01+2,17, n=115) em
relacdo as vacas (90,11+1,81, n=165). A idade ndo foi correlacionada com a largura vulvar
(P>0,05).

O tamanho ovariano foi associado com a largura vulvar sendo que, ovarios maiores foram

associados a maior largura vulvar (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da classe de tamanho ovariano (CTO) sobre a largura vulvar (mm).

CLASSE DE TAMANHO OVARIANO

(CTO)
OVARIO
PEQUENO MEDIO GRANDE P
Direito 78,1242 56°  88,51+2,02°  92,70+2,90° 0,0012
(n=82) (n=132) (n=64)
Esquerdo 82,0242,12° 87,41+2,08° 99,16+4,41° 0,0044
(n=121) (n=126) (n=28)

Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). Nimeros sdo médias dos quadrados
minimos + erro padrdo da média.

A concentracdo de AMH na classe grande (n=103; 1,17+0,07ng/mL) de largura vulvar foi
superior (P<0,0001) a da classe pequena (n= 119;0,49+0,07ng/mL). Entretanto, houve interacao
com o grupo genético sendo que, nas fémeas taurinas esse efeito principal ndo se manteve
(Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da classe de largura vulvar (CLV) sobre as concentracdes do horménio anti-
Mulleriano (AMH) de acordo com 0 grupo genético.

GRUPO GENETICO

CLV ZEBUINO TAURINO
0,39+0,02°
1,23+0,09° P
Grande (n=108) (n=11)
b 0,43+0,05°
Pequena 02(33;;;)7(;2 (n=144)

Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados
minimos * erro padrdo da media.
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O numero de odcitos viaveis foi maior (P<0,05) nas fémeas da classe de largura vulvar
grande (18,86+1,76; n=38) comparada a classe pequena (10,15+1,49; n=53).

A largura vulvar ndo foi correlacionada (P>0,05) com os indices reprodutivos IPP, IPPS,
IDP e SC.

Hormonio Antimulleriano (AMH)

A concentracdo de AMH nas fémeas zebuinas foi superior (P<0,0001) as taurinas
(1,18+0,07ng/mL, n=112; 0,42+0,05ng/mL, n=110; respectivamente).

A concentracdo de AMH ndo diminuiu com a idade independente do grupo genético
(P>0,05). N&o houve efeito da paridade sobre as concentracdes de AMH em ambos 0s grupos
genéticos (P=0,84). O ECC néo afetou as concentracdes de AMH em ambos 0s grupos genéticos
(P>0,05). A concentracdo de AMH em ambos 0s grupos genéticos foi mais alta na classe de
ovarios grandes (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da classe de tamanho ovariano (CTO) sobre as concentragdes de AMH (ng/mL)
em taurinos e zebuinos.

GRUPO GENETICO

ZEBUINO TAURINO

CTO oD N OE N oD N OE N
Pequeno 1,02+40,02° 31  1,06+0,01° 50  0,29+0,01° 51  0,36+0,07° 71
Médio 1,25+0,02° 63  1,04+0,01° 58 0,36+0,09° 69  0,53+0,07° 68

Grande 1,45+0,03* 31  2,17+0,02* 15 0,68+0,01* 33  0,43+0,02° 13

OD: Ovério direito; OE: Ovario esquerdo. Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P
<0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados minimos * erro padrdo da média.

Nédo foi observada associacdo entre as concentraces de AMH e indices reprodutivos
(P>0.05).

A contagem folicular antral nas fémeas classificadas com AMH alto foi superior
(34,54+1,84) a observada nas fémeas com AMH baixo (23,08+1,74) (P<0,0001). Entretanto,



73

houve interacdo entre grupos genéticos sendo que, esse efeito principal se manteve apenas nas

fémeas zebuinas (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da classe de AMH sobre a contagem folicular antral (CFA) em fémeas taurinas e

zebuinas.
ZEBUINO TAURINO
CLASSE DE
AMH N CFA P N CFA P
AMH Alto 78 40,81+2,60° 0,003 52 25,13+2,39° 0,11
AMH Baixo 46  28,65+3,40° 99  20,49+1,73

Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). NUmeros sdao médias dos quadrados
minimos * erro padrdo da média.

Houve associacdo entre as concentracdes de AMH e o nimero de o06citos vidveis nas
fémeas zebuinas (P=0,0007, r=0,32) e taurinas (P=0,021; r=0,14).

Discusséo
A contagem folicular antral nas fémeas zebuinas foi superior as fémeas taurinas
corroborando com a maioria dos estudos disponiveis na literatura. Segundo Alvarez et al. (2000),
vacas da raca Brahman possuem maior CFA que vacas da raca Senepol. Batista et al. (2014)
observaram variaces na CFA em novilhas Nelore entre 18 a 85 foliculos enquanto nas
Holandesas, essa variacdo foi de 8 a 51. No presente estudo, esta variacdo foi de 4 a 119 nas
fémeas zebuinas e de 1 a 88 nas taurinas. A partir da CFA, é possivel classificar as fémeas de
acordo com as respectivas distribuicdes de frequéncias. Segundo Ireland et al. (2008) e Burns et
al. (2005), fémeas de baixa CFA possuem menos que 15 foliculos em ambos 0s ovarios, as
médias entre 15 a 25 e alta maior que 25. Entretanto, essa classificacdo deve ser baseada nas
respectivas distribuicBes de frequéncias tendo em vista as diferencas fisiologicas observadas em
fémeas zebuinas e taurinas. Rodrigues et al. (2015) classificou fémeas Nelores como: baixa <32
foliculos, média entre 32 e 48 e alta > 48. Maculan et al. (2018) utilizaram como classificagcdo
para fémeas Tabapud: baixa <28, intermediaria entre 28 e 50 e alta >50.
A largura vulvar em fémeas zebuinas e taurinas foi associada a CFA corroborando com 0s
trabalhos encontrados na literatura. Os tamanhos da rima e da largura vulvar relativos ao tamanho

corporal das fémeas foi indicativo de CFA mais alta em vacas Tabapua (Mesquita et al.,2016).
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Corroborando com estes dados, Maculan et al. (2018) observaram que fémeas Tabapud
classificadas com alta CFA (>50) tinham maior largura vulvar em comparagdo com as da classe
média (>28 ¢ <50) ¢ baixa (<28). Ndo foram encontrados na literatura observacGes dessa
associacdo em fémeas taurinas. Como a CFA reflete a reserva dos foliculos ovarianos, pode-se
prever que a idade influencia negativamente a CFA (Burns et al., 2005; Cushman et al., 2009).
Sendo assim, a CFA de novilhas com idades semelhantes pode ser um indicativo mais inequivoco
do futuro potencial reprodutivo. Em fémeas Tabapua com idades superiores a 14 anos, a CFA foi
mais baixa quando comparada as fémeas mais jovens (Maculan et al., 2018). Segundo Cushman
et al. (2009), a CFA aumenta até os 5 anos de idade declinando em seguida. Em outro estudo, foi
observada melhor competéncia de oocitos recuperados através de foliculos antrais por OPUem
vacas jovens (12 meses) e de meia-idade (7-8 anos) quando comparada com vacas velhas (>15
anos) (Su et al., 2012). Martinez et al. (2015) observaram aumento da CFA em vacas Jersey e
Holandesa até 10 anos. No presente estudo ndo foi observada associacdo entre a CFA e a idade
das fémeas independentemente do grupo genético. Esse fato pode ser explicado pela baixa idade
das fémeas sendo que, foram incluidas no estudo poucas fémeas com idade superior a 10 anos.

A paridade das fémeas ndo afetou a CFA em ambos os grupos genéticos. Maculan et al
(2018) ndo observaram diferencas entre a CFA em fémeas nuliparas (38,6+£23,96), primiparas
(47,54£26,16) e multiparas (41,08+25,54).

O tamanho ovariano foi associado a CFA. Cushman et al. (2009) relataram correlacéo baixa
(r=0,05; P=0,007), porém positiva entre 0 peso ao nascer, peso do ovario e CFA em novilhas
neonatais que se mantém até a maturidade reprodutiva. Modina et al. (2013) mostraram reducao
significativa no peso, comprimento e largura (5,07+0,28g; 3,82+0,10cm e 1,79+0,06cm,
respectivamente) de ovarios com baixa (4,51£0,32) comparados aos ovarios com alta
(31,93£1,67) CFA (13,29+0,68g; 4,67+0,09cm e 2,69+0,06cm; P<0,001, respectivamente). De
forma semelhante, Ireland et al. (2008) observaram que, 0 peso, 0 comprimento e a altura
(3,05+0,33g; 23,3+1,4 e 12,3t1,1mm; P<0,05, respectivamente) dos ovarios de animais com
baixa CFA (< 15) foram menores (P<0,05) em animais classificados com alta CFA (> 25)
(7,11+0,41g; P<0,0001; 28,3+1,3 e 15,5+0,8mm; P<0,05, respectivamente). Além disso, a
variagdo entre os animais nas classes de CFA durante as ondas foliculares foi positivamente
correlacionada (r=0,80-0,90; P<0,01) com variacdo no peso ovariano e nimero total de foliculos

(Ireland et al., 2008). Ireland et al. (2011) demonstraram que fémeas da raca Holandesa que
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possuiram maior volume ovariano apresentaram maior nimero de foliculos antrais sendo dados
semelhantes reportados por Eborn et al. (2013) em novilhas Angus. Outro estudo mostrou
correlacdo positiva (P<0,01) do volume ovariano com o numero de odcitos recuperados,
maduros, fertilizaveis e o total de embribes (r=0,75; r=0,63; r=0,56 e r=0,54, respectivamente;
Mercé et al., 2006). Mesquita et al. (2016) classificou o volume ovariano como pequeno (<7
mm3), médio (7-11mm3) e grande (>11mm?3) e analisou a qualidade do CCOs. A qualidade de
CCOs no grupo com ovarios de volume médio (3,19+0,08) foi superior (P<0,05) ao pequeno
(2,96+0,08) e grande (2,95+0,09).

A CFA esta relacionada a varias mensuragdes de fertilidade sendo que os resultados
observados em relacdo a reproducdo sdo promissores. No presente estudo, a CFA foi associada
com maior nimero de o6citos viaveis em ambos 0s grupos genéticos. Na producéo in vitro de
embribes (PIVE), estudos demonstram que a maior CFA foi relacionada com maior numero de
embrides produzidos (Ireland et al., 2007). Santos (2013) concluiram que o nimero de o0citos
viaveis foram maiores em vacas Nelore com alta CFA, além de maiores taxas de clivagem,
blastocistos e proporcdo de embrides vitrificaveis em comparagdo com fémeas de CFA
intermediaria e baixa. Alvarez et al. (2000) verificaram que a baixa CFA foi associada com
reducdo da taxa de prenhez em novilhas devido a baixa competéncia de producéo de embrides.
Segundo Oliveira et al. (2002), vacas que apresentam maior CFA possuem menor intervalo de
parto. Resultados similares relacionados a fertilidade também foram encontrados por Cushman et
al. (2009) em que novilhas mesticas com alta CFA (>25) possuiram maior taxa de prenhez que as
de baixa (<15) (94,3%£2,3 vs. 85,5+3,4, respectivamente). Em fémeas Tabapud (n=591), a maior
contagem folicular antral foi correlacionada (r= -0,17; P=0,006) com menores intervalos de
partos (Maculan et al., 2018). Contrariamente aos autores citados acima, Rodrigues et al. (2013)
ndo observaram diferencas nas taxas de concepcdo de fémeas da raca Nelore submetidas a
protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) de acordo com a CFA. Em um estudo
recente com vacas Nelore, ndo houve diferenca (P>0,05) na taxa de concepcao entre vacas com
baixa, intermediaria e alta CFA (58,6; 48,6 e 51,9%, respectivamente; Santos et al., 2016). No
presente estudo, a CFA ndo foi associada com indices de reproducdo a campo como idade ao
primeiro parto, intervalo de parto, nimero de servigos por concepgéo e dias do parto ao primeiro

servico. Esse fato pode ser explicado pelos vérios fatores ambientais (nutricdo, efeito do touro
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e/ou inseminacgdo, instalacbes, dentre outros) que podem interferir nos indices reprodutivos
mascarando o potencial reprodutivo de origem genética.

A CFA foi maior em fémeas zebuinas classificadas com alto AMH. Essa associacdo é
bem elucidada na literatura (Rico et al., 2009; Ireland et al., 2010; Batista et al., 2014; Souza et
al., 2016; Maculan et al., 2018), entretanto, essa relacdo ndo se manteve nas fémeas taurinas no
presente estudo. Os valores de CFA e das concentracdes de AMH séo bem variaveis sendo que a
CFA e a concentracdo de AMH foi maior em fémeas zebuinas. Corroborando esses achados,
Batista et al. (2014) observaram maior namero de foliculos e maior concentracdo de AMH em
fémeas Bos indicus do que em fémeas Bos taurus.

A largura vulvar das fémeas zebuinas foi superior as taurinas. Mesquita et al. (2016)
classificaram medidas de fémeas da raca Tapabud em grande (>7,5 cm), média (>5e¢ <7,5cm) e
pequena (< 5 cm). Inexistem dados na literatura que relatam a largura vulvar em fémeas taurinas.
No presente estudo, foram observadas variagdes na largura vulvar de 35,15 a 99,24 mm nas
fémeas taurinas e de 67,67 a 143,37 mm nas zebuinas. A largura da vulva e o comprimento da
rima em fémeas Tabapua variaram de 4,20 a 17,07 cm (média: 8,57 + 1,72 cm) e 4,85a 17,79 cm
(meédia: 9,80 + 0,18 cm), respectivamente (Maculan et al., 2018). Apesar dos poucos relatos na
literatura sobre a mensuracdo da genitalia externa, a raca Brahman parece possuir maior largura
vulvar comparativamente a raca Tabapud. Desta forma, parece haver grande variacdo nessa
medida entre animais de diferentes racas zebuinas sendo assim, € importante frizar a utilizacao de
tal mensuracdo dentre as ragas. Segundo Maculan et al. (2018), o comprimento de rima vulvar foi
menor (P <0,001) em nuliparas em compara¢do com vacas primiparas e multiparas, entretanto,
ndo houve efeito da paridade sobre a largura da vulva. No presente estudo, a largura vulvar em
fémeas nuiparas e primiparas foi inferior as multiparas.

Fémeas classificadas com maior largura vulvar obtiveram maior CFA. A largura vulvar
foi maior (P=0,05) em fémeas de classe com alta CFA (8,81+0,12cm) comparada com média e
baixa largura vulvar (8,42+0,11cm e 8,38+0,13cm; Maculan et al., 2018). A CFA foi maior
(P=0,0001) em fémeas com maior largura vulvar relativa comparada com menor largura vulvar
(20,08+1,36 e 11,16+1,60, respectivamente) (Mesquita et al., 2016).

A idade ndo foi correlacionada com a largura vulvar em ambos 0s grupos genéticos e
ovarios maioresforam associados a maior largura vulvar. Entretanto, considerando que a paridade

exerce efeito sobre a largura vulvar, a mensuracéo da genitalia em novilhas pode ser o meio mais
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seguro para selecionar fémeas de maior potencial reprodutivo a partir de mensuracGes genitais.
Ovarios maiores foram associados a maior largura vulvar. Inexistem dados na literatura que
associaram tais caracteristicas.

A largura vulvar foi superior nas fémeas zebuinas que possuiram maior concentracdo de
AMH. Maculan et al. (2018) ndo observaram associagdo entre as medidas vulvares e a
concentracdo de AMH sendo este o Unico relato encontrado na literatura.

A largura vulvar foi correlacionada com o nimero de odcitos viaveis, entretanto, ndo foi
observada associacdo com os indices de reproducdo a campo (IPP, IPPS, IDP e SC). Maculan et
al. (2018) observaram correlacdo negativa entre largura vulvar e intervalo de partos (r = -0.1547;
P <0,005).

A concentragcdo de AMH em fémeas zebuinas foi superior as taurinas. Em novilhas Nelore
a concentracdo de AMH foi 1,4 £ 0,4 ng / mL (Guerreiro et al., 2014) enquanto em novilhas
Angus e Charolés a concentracdo foi de 0,042 e 0,054 ng / mL (Pfeiffer et al., 2014). Batista et
al., 2014 também observaram maiores concentracbes de AMH em fémeas zebuinas em
comparacdo as taurinas. As concentracdes de AMH e CFA foram maiores em Gir (0,6 ng / mL e
60,0 respectivamente) quando comparadas com Holsteins (0,24 ng / mL e 35,9 respectivamente)
e Bufalo (0,18 e 25,6 respectivamente) da raca Murrah (Baldrighi et al., 2014). Stojsin-Carter et
al. (2016) avaliaram as concentragdes de hormonio anti-Milleriano no plasma em fémeas
zebuinas e taurinas e observaram maiores valores de AMH em animais zebu (0,77+0,99) e
mesticos (0,63+0,07) quando comparados ao europeu (0,33%0,24).

Fémeas classificadas como alto AMH possuiram maior CFA. Esse achado corrobora com
a maioria dos trabalhos publicados na literatura (Ireland et al., 2008; Rico et al., 2011; Monniaux
et al., 2012; Batista et al., 2014, Maculan et al., 2018). O AMH inibe a producéo e a sensibilidade
folicular ao FSH reduzindo entdo a atresia folicular (Ireland et al., 2009). Desta forma, fémeas
zebuinas, mesmo ndo possuindo maior nimero de foliculos pré-antrais em relacdo aos animais
taurinos, a CFA torna-se superior devido as maiores concentracbes de AMH circulantes (Silva
Santos et al., 2011; Batista et al., 2014).

Houve uma associacao entre as concentracbes de AMH e o nimero de o6citos viaveis,
entretanto, ndo foi observada associagdo com os indices de reproducdo a campo. Rico et al.
(2009) que observaram maiores concentracbes de AMH em novilhas Bos taurus com maior

atividade ovariana. A concentragdo de AMH foi positivamente associada com a taxa de
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concepcao ao primeiro servigo (Ribeiro et al., 2014). No mesmo estudo, a concentragcdo de AMH
foi relacionada negativamente com o nimero de prenhez/inseminacdo somente quando a deteccao
de cio foi realizada. Quando a ovulacdo foi sincronizada para IATF, essa mesma relacdo com o
AMH néo foi observada. Santos et al. (2014) ndo detectaram relagdo entre a concentragdo de
AMH e a taxa de concep¢do em protocolos de IATF em vacas Nelore. Além disso, ndo se
observou efeito da populacéo folicular antral de doadoras no estabelecimento da prenhez apés a
transferéncia dos embrides produzidos (Braganca et al., 2014). Esse resultado demonstra que a
maior producdo oocitaria ndo implica em perda de capacidade produtiva de gametas viaveis.
Maculan et al. (2018) ndo observaram associacdo entre as concentracdes de AMH e indices
reprodutivos (idade ao primeiro parto, intervalo de partos) em vacas e novilhas da raga Tabapud.
Ainda ndo ha uma consolidagdo de uma relacdo entre as concentracfes de AMH e os indices
reprodutivos. Esse fato se deve ao grande numero de fatores ndo genéticos que podem influenciar

a reproducéo das fémeas.

Conclusotes

A largura vulvar foi um bom preditor da CFA e das concentracfes de AMH em ambos
0S grupos genéticos. As caracteristicas ovarianas, genitais e hormonais foram positivamente
associadas com o numero de odcitos viaveis. A largura vulvar, CFA e AMH podem ser utilizadas
em modelos destinados a selecdo de fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus para

superioridade reprodutiva.
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Resumo

O objetivo foi avaliar se a circunferéncia escrotal (CE) e ou a concentracdo de AMH no
periodo da pré-puberdade, sdo indicativos de precocidade sexual em touros Brahman e Simental.
Foram utilizados 53 tourinhos Brahman (n=27) e Simental (n=26) com idade de 20-22 meses e 9-
18 meses, respectivamente. A CE foi mensurada em trés periodos (pré-puberal, puberal e pos-
puberal). A concentracdo de AMH foi mensurada na pré-puberdade e o0s animais foram
classificados em AMH baixo (<2,28 ng/mL) e alto (>2,28 ng/mL). A CE foi negativamente
correlacionada com a porcentagem de defeitos totais (r = -0,60; P = 0,0246). A CE foi superior (P
= 0,0002) nos animais da classe de AMH baixo (34,78+78) em comparacdo com AMH alto
(32,47+0,42). Machos classificados como baixo AMH obtiveram melhores (P < 0,05) resultados
no exame androlégico (vigor: 3,92+0,20; turbilhonamento: 2,63+0,19; motilidade progressiva:

77,55£3,80) quando comparados aos de alto AMH (vigor: 3,33%£0,19; turbilhonamento:
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2,06x0,19; motilidade progressiva: 65,14+3,79). Pode-se concluir que a concentracdo de AMH
associada com a CE no periodo da pré-puberdade foram bons preditores da precocidade sexual

em touros das ragas Brahman e Simental.

Palavras-chave: AMH, precocidade sexual, qualidade seminal, selecéo para precocidade.

Introducéo

A selecdo de touros para reproducdo, seja do ponto de vista androlégico ou do
melhoramento genético, colabora com o aumento do potencial fértil do reprodutor garantindo a
maior vida util no rebanho e a disseminacgéo de caracteristicas desejaveis para seus descendentes
de forma eficiente. Desta forma, a busca por caracteristicas que possam indicar precocemente o
potencial reprodutivo dos touros € de suma importancia para o sucesso e a velocidade do
melhoramento genético. A circunferéncia escrotal (CE) destaca-se por ser de facil mensuracgéo,
alta herdabilidade e repetibilidade além de possuir correlacdo positiva com caracteristicas
qualitativas e quantitativas do sémen, peso corporal e idade a puberdade de machos e fémeas
(Kastelic, 2014). Além disso, também pode ser indicativo de maior precocidade sexual (Freneau
et al., 2006).

Outro marcador de puberdade que vem sendo analisado é o horménio anti-Mulleriano
(AMH). O AMH é uma glicoproteina secretada pelas células de Sertoli presentes nos testiculos. E
sabido que durante a puberdade, a expressdao do AMH é negativamente regulada por hormdnios
androgénicos como a testosterona, e diminui drasticamente nos tdbulos seminiferos (Okay,
2003). A expressdo reduzida de AMH esta intimamente relacionada com o aparecimento da
espermatogénese nos tabulos seminiferos (Almeida et al., 2012). Desta forma, o AMH pode ser
um marcador eficiente da precocidade sexual possibilitando a selecdo de touros antes destes
entrarem em idade reprodutiva. Hipotetiza-se que concentractes baixas de AMH e CE mais alta
no periodo pré-puberal sdo indicativos de precocidade sexual em touros jovens zebuinos

(Brahman) e taurinos (Simental).
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Materiais e métodos

Todos os procedimentos e protocolos relacionados com animais foram aprovados
previamente pela Comissdo de Etica no uso de animais (Comissdes Permanentes/PRP- UFLA) da
Universidade Federal de Lavras- MG, Minas Gerais, Brasil com protocolo de n° 064/18.

Animais e instalagdes

Foram utilizados 53 tourinhos, sendo 27 animais da ragca Brahman (Bos taurus indicus)
entre 20 e 22 meses e 26 da raca Simental (Bos taurus taurus) entre 9 e 18 meses oriundos de
uma propriedade particular localozada na cidade de Silvianopolis-MG. Os animais foram criados
em uma mesma area em sistema de pastejo com suplementacédo diaria a base de silagem de milho

e concentrado até o momento das coletas de dados.

Circunferéncia escrotal

A circunferéncia escrotal (CE) foi mensurada no periodo pré-puberal (20 meses para 0s
animais Brahman e 9 meses para os Simental), puberal (22 meses para os Brahman e 18 meses
para os Simental) e pos-puberal (30 a 35 meses para 0os Brahman e 22 a 26 para os Simental). A
obtencdo da CE foi realizada com a utilizacédo de fita métrica flexivel, mensurando-se na regido
de maior largura aparente do escroto apds leve tracdo ventro-caudal das gonadas para o fim do

escroto.

Avaliacdo andrologica

Coletas trimestrais foram realizadas para determinar o momento do inicio da incidéncia de
puberdade em ambas as racas. Foram considerados animais puberes quando possuiram um
ejaculado com no minimo 10% de motilidade e concentracdo de 50x10° segundo metodologia
proposta por Wolf et al (1965). Nos animais Brahman, foram observados animais puberes a partir
dos 22 meses enquanto nos animais Simental a partir dos 18 meses. Foram utilizados dados de
duas coletas sendo uma no periodo da incidéncia da puberdade (22 meses para 0s Brahman e 18
meses para 0s Simental) e uma em estagio aleatério da maturidade sexual (30 a 35 meses para 0s
Brahman e 22 a 26 meses para os Simental). As coletas foram realizadas utilizando o método de
eletroejaculacdo. Os parametros foram avaliados com auxilio de um microscopio em aumento de

10x, avaliando o turbilhonamento (movimento espermatico em massa huma escala de 0 — 5).
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Apos isso, foi introduzida uma gota de sémen entre Idmina e laminula previamente aquecida a
37°C e com aumento de 400x, onde avaliou-se a motilidade espermatica progressiva retilinea (%)
e 0 vigor espermatico (0 — 5) (CBRA, 1998).

Com utilizacdo de um tubo contendo 1mL de solugdo de formol-salina tamponada
(Hancoch, 1957), foram acondicionadas aliquotas do ejaculado suficiente para turvar a solucéo,
para analise morfoldgica dos espermatozoides por meio de preparacdo Umida, com auxilio de
microscopia de contraste de fase em aumento de 1250x (sob uma gota de 6leo de imerséo).
Foram entdo contabilizadas, pelo mesmo técnico, 400 células por ejaculado, determinando-se o
porcentual de espermatozoides normais e de anomalias de acrossoma, cabega, pega intermediaria
e cauda tal como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) e
classificados em defeitos espermaticos maiores (DEFM), menores (DEFMEN) e totais (DEFT),

conforme os critérios classificados por Blom (1973).

Amostragem de sangue e determinacdo de AMH

Uma Unica amostra de sangue foi coletada no periodo da pré-puberdade sendo que, a
idade média da coleta foi de 20 meses para os Brahman e 9 meses para 0s Simental. As amostras
foram coletadas por venopuncgédo coccigea em tubos a vacuo de 10 mL (BD VACUTAINER®,
Séo Paulo, BR). O soro foi obtido ap6s centrifugacdo a 3000g por 15 min e mantido congelado a
-20°C para posterior analise. As concentracoes sericas de AMH foram determinadas por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit; Ansh Labs, Webster, Texas, EUA), previamente
validado para bovinos (Ireland et al., 2008). Um ensaio foi realizado com sensibilidade de 0,011
ng / mL e variabilidade de 1,8 a 2,8 intra-ensaio. Os ensaios foram conduzidos no laboratério
IgAc (Instituto GENESE de colegdes cientificas, Sdo Paulo, BR). A partir da distribuicdo de
frequéncia das concentracdes de AMH, foram criadas classes sendo: AMH baixo <2,28ng/mL;
AMH alto >2,28ng/mL.

Estatitica

Todas as andlises foram realizadas pelo pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary,
NC). Os dados foram submetidos a analise de variancia como medidas repetidas em modelo
misto, apds testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homocedasticidade, onde os efeitos fixos

de classe de AMH (Baixo <2,28 ng/mL e alto >2,28 ng/m), periodo, raca e interacfes foram
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avaliados sobre os dados de qualidade seminal e de CE. O termo de erro foi o efeito aleatdrio de
animal dentro de raca. As varidveis dependentes foram: circunferéncia escrotal (CE), turbilhdo,
vigor, volume, concentracdo, motilidade progressiva, defeitos maiores, menores e totais e
normais. As varidveis foram submetidas ao teste de correlagdo de Pearson pelo procedimento
PROC CORR. Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey e as diferencas foram consideradas significativas quando o
P<0,05.

Resultados
Circunferéncia escrotal

A CE nos animais da raca Brahman na pré-puberdade (20 meses) foi de 28,90+3,48cm
(n=27) enquanto na puberdade (22 meses) a média foi de 32,24+3,40cm. Na raga Simental, a CE
no periodo da pré-puberdade (9 meses) foi de 24,46+2,85 (n=26) enquanto na puberdade (18
meses) a média foi de 36,57+3,45. A CE foi negativamente correlacionada com a porcentagem de
defeitos totais (r=-0,5957; P=0,0246) e positivamente com a porcentagem de espermatozoides
normais (r=0,595; P=0,0265). Houve uma alta correlacdo entre os periodos de avaliacdo da CE
(pré puberdade, puberdade e maturidade sexual) em ambas as racas (Brahman: r=0,8776;
P=0,0005; Simental: 0,7483; P=0,0002) mostrando assim a alta repetibilidade da medida. A CE
na puberdade foi superior (P=0,0002) para os animais da classe de AMH baixo (34,78+0,78) em

comparagdo com o alto (32,47+0,42).

Avaliacdo androldgica
Os parametros fisicos (volume, vigor, motilidade progressiva, turbilhonamento) e
morfologicos (porcentagem de defeitos maiores e de espermatozoides normais) diferiram entre as

racas sendo que melhores resultados foram observados nos animais taurinos (Tab.1).



89

Tabela 1. Efeito da raca sobre os parametros fisicos e morfolégicos do sémen em touros das
racas Brahman e Simental na idade & puberdade.

PARAMETROS BRAHMAN (n=27) S”\("nE:'Z'GT)A'— P
Volume 4,91+0,52° 7,310,55" 0,0021
Vigor (1-5) 2,66+0,19% 4,60+0,20" <0,0001
Concentracao (10°) 366,51+35,68° 646,03+39,46° <0,0001
Motilidade progressiva (%0) 52,99+3,69° 89,70+3,90° <0,0001
Turbilhonamento (1-5) 1,19+0,18" 3,50+0,19" <0,0001
Defeitos maiores (%) 7,84+1,47° 12,79+1,55" 0,0227
Espermatozoides normais (%0) 57,55+3,80° 74,55+4,02° 0,0028

Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). Nimeros sdo médias dos quadrados
minimos * erro padrdo da média.

O periodo de avaliacdo (puberdade e maturidade sexual) influenciou os parametros

seminais sendo que, ao atingir a maturidade sexual possuiram melhor qualidade seminal (Tab.2).

Tabela 2. Efeito do periodo reprodutivo sobre os parametros seminais em touros das racas
Brahman e Simental.

MATURIDAD

PARAMETROS PUBERDADE E SEXUAL P
Volume 4,47+0,50° 7,75+0,57" 0,0021
Vigor (1-5) 3,00+0,18° 4,24+0,21° <0,0001
Concentracao (10°) 329,12+35,16° 683,42+39,72° <0,0001
Motilidade progressiva (%) 60,81+3,54°% 81,88+4,04° 0,0002
Turbilhonamento (1-5) 2,03+0,20° 2,67+0,17° 0,0185
Defeitos maiores (%) 13,80+1,41° 6,79+1,61° 0,0016
Defeitos totais (%) 29,71+71 16,32+3,16 0,0020

Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). Nameros sdo médias dos quadrados
minimos * erro padrdo da media.
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Concentracéo de AMH

A concentragdo de AMH média foi de 2,275+0,22ng/ml, porém, ndo houve diferenca
entre as ragas (P>0,05). A classe de AMH influenciou os parametros seminais sendo que, a
qualidade seminal foi melhor nos animais com menor concentragdo de AMH no periodo da pré-
puberdade (Tab.3).

Tabela 3. Efeito da classe de AMH sobre a qualidade seminal em touros das ragas Brahman e
Simental puberais.

PARAMETROS AMH BAIXO (n=24) AMH ALTO (n=29) P
Vigor (1-5) 3,02+0,20° 3,33+0,19" 0,0351
Turbilhamento (%) 2,63+0,19° 2,06+0,19° 0,0344

Motilidade progressiva (%)
77,55+3,80° 65,14+3,79" 0,0230
AMH: Horménio anti-mulleriano. Na mesma linha, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05).
Numeros sdo médias dos quadrados minimos * erro padrdo da média.

Discusséo

Houve uma diferenca grande entre a idade a puberdade nas racgas avaliadas, corroborando
achados anteriores (Costa e Silva, 2013.) e atestando efeitos genéticos (Brito et al., 2004) uma
vez que 0Ss animais nessa propriedade sdo manejados nutricionalmente de forma semelhante.
Segundo Costa e Silva (2013), animais zebuinos demonstram puberdade com idade em torno de
25 a 28 meses enquanto animais taurinos tém essa idade em média de 12 a 14 meses. Taurinos
em condicdes de clima tropical sdo mais tardios em relagdo as racas taurinas criadas nas
condicBes de clima temperado (8 a 10 meses de idade) (Costa e Silva, 2013). Além disso,
observa-se que 0s animais taurinos de aptidao para leite sdo mais precoces do que os animais de
aptidao para corte (Lunstra et al., 1978; Guimaraes et al., 2011; Costa e Silva, 2013). Neto et al.
(2011) observaram idade a puberdade em touros Simental criados em regime extensivo em clima
tropical de 13,42+3,02. Considerando que a raca Simental utilizada no presente estudo possui
aptiddo para leite e permaneceu em condi¢Ges de clima tropical, é aceitdvel que a idade a
puberdade tenha sido um pouco mais tardia (18 meses) do que o esperado.

A CE na raca Simental avaliados na maturidade sexual foi superior & raga Brahman.

Segundo Pinto et al. (1989), a CE na raca Nelore variou de 25 cm entre animais com idade entre
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16 e 19 meses e 27 a 28,5 cm em animais com idade entre 20 e 22 meses. Dados semelhantes
foram observados no presente estudo onde a CE nos animais Brahman com média de 22 meses
foi de 28,90. Oliveira et al. (2002), trabalhando com animais das ragas Limousin e Kroetz et al.
(2006), com animais das ragas Charolés e Caracu, obtiveram uma media de CE de 33,5; 34,4 ¢
32,2 (respectivamente) quando avaliados aos 16 meses de idade. No presente estudo, a CE na
raca Simental com idade média de 18 meses foi de 36,57. Esses dados sdo semelhantes aos
observados por Neto et al. (2011) onde a CE foi de 34,88 com idade de 21,43 meses. E
comprovado que o tamanho dos testiculos esta intimamente associado ao desenvolvimento sexual
podendo ser utilizado como preditor de precocidade sexual (Neves, 2007). Existe correlacdo entre
as mensuracdes testiculares realizadas mais precocemente e ap0s a incidéncia da puberdade
(Freneau, 1991). Almaquist et al. (1976) e Coulter e Keller (1982) observaram altas correlagdes
que variam entre 0,76 a 0,80, para CE e idade aos 12 e 24 meses. Desta forma, pode-se concluir
que a CE mensurada na pre-puberdade pode ser utilizada como preditor da precocidade sexual
independente do grupo genético.

A CE foi indicativa de melhor qualidade seminal obtendo-se alta repetibilidade da medida
em ambas as racas. O numero de células de Sertoli determinam o tamanho dos testiculos e a
producdo diaria de espermatozoides (Johnson et al.,, 2008; Freneau, 1991). Proporcdo de
espermatozoides morfologicamente normais, melhor performance reprodutiva, maior precocidade
sexual e maior volume de esperma sdo parametros associados a CE (Kastelic, 2014). As
correlacdes entre CE e motilidade espermatica variam de 0,13 a 1,00, enquanto os resultados
entre CE e vigor espermatico variam de 0,69 a 0,99 (Bergmann et al., 1997; Quirino et al., 1999;
Sarreiro et al., 2002; Silveira, 2004; Dias et al., 2006, 2008). Tendo em vista 0s aspectos
positivos da selecdo para CE e sabendo que a herdabilidade dessa caracteristica € de moderada a
alta (Corbet et al., 2013), pode-se reforcar a importancia da continuidade dessa avaliagdo como
parte do exame androlégico aléem da inclusdo dessa mensuracdo no periodo que antecede a
puberdade.

A concentracdo de AMH mensurada no periodo da pré-puberdade foi semelhante nos
animais zebuinos e taurinos. Rajak et al. (2017) realizaram cinco coletas sanguineas para
determinar variacdes nas concentracoes de AMH em machos zebu e cruzados entre um a 24
meses de idade. N&o foi verificada diferenca entre as ragas com excecdo da coleta realizada aos

24 meses onde os machos zebuinos obtiveram maiores concentra¢cbes de AMH em relacdo aos
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cruzados. Provavelmente, essa diferenca se deve a puberdade mais tardia observada em machos
zebu comparados aos cruzados. No presente estudo, como a dosagem foi realizada no periodo
que antecedeu a puberdade, ndo observamos diferenca nas concentracfes de AMH em relacéo
ao grupo genético.

A concentracdo de AMH foi um bom indicativo de precocidade sexual. Os animais
classificados com baixas concentragdes de AMH obtiveram melhores resultados no exame
androldgico realizado no momento da incidéncia da puberdade. A expressdo de AMH é superior
em machos em relagdo as fémeas sendo que, sua concentracdo é superior no periodo que
antecede a puberdade e vai decrescendo a medida que ocorre a maturagéo testicular (EI-Shake
Ali et al., 2017; Kitahara et al., 2016; Rota et al., 2002). Segundo Ford & Wise. (2009), células
de Sertoli imaturas secretam grande quantidade de AMH. Em bovinos, as células de Sertoli
imaturas se proliferam de quatro até 13 a 20 semanas de idade (Rawlings et al., 2008). Kitahara
et al. (2016), observaram em machos Japanese Black que, a concentracdo de AMH aumenta do
nascimento até dois meses de idade e inicia um decréscimo apds o quinto més. Segundo Rajak et
al. (2017), a abundancia transcripcional do gene do AMH foi maior com um més de idade a
apos, diminuiu significativamente com o avanco da idade quando foi basal aos 24 meses em
machos cruzados. A expressdo reduzida de AMH pelas células de Sertoli esta diretamente
relacionada com o aparecimento da espermatogénese nos tabulos seminiferos (Almeida et al.,
2012). Baixas concentracdes de AMH ocasionam alteracdes morfologicas e funcionais do trato
reprodutor dando suporte a atividade espermatogénica no periodo da pré-puberdade. Desta
forma, concentracdo de AMH e o inicio da espermatogénese sdo eventos opostos. Em estudo
realizado por Almeida et al. (2012) com equinos, houve reducdo na expressao do RNAmM para
AMH e seu receptor a medida que ha aumento da expressdao de RNAm para o0s receptores de
androgenos nas células de Sertoli.

No presente estudo, uma Unica amostra coletada no periodo da pré-puberdade foi um bom
indicativo da qualidade seminal em touros Simental e Brahman. Em equinos, foi evidenciado o
padrdo de concentracdo inferior de AMH em potros que possuiram puberdade precoce (Ball et
al., 2008; Claes et al., 2013). Em estudo realizado por Queiroz (2014), 37 tourinhos foram
submetidos & 3 coletas de sangue em intervalos de 3 meses para determinar se as alteragdes na
concentracdo de AMH iriam predizer puberdade. Concluiram que o AMH pode ser um

marcador enddcrino efetivo na distingdo dos animais superprecoces dos animais tardios com
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uma Unica coleta sanguinea. No entanto, Costa Filho et al. (2017) ndo observaram associacgao
entre a concentracdo de AMH mensurada em machos Nelore no periodo da desmama, aos 12 e
16 meses com a incidéncia de puberdade superprecoce, precoce ou tardio. A auséncia de relacdo
naquele estudo com a raca Nelore pode estar associada ao periodo em que os animais foram
submetidos a avaliacdo androlégica. Neste estudo, a concentracdo de AMH foi quantificada a
desmama, aos 12 e 16 meses onde também foram submetidos a coleta de sémen. Considerando
que os animais utilizados sdo zebuinos, espera-se que a idade a incidéncia da puberdade seja um
pouco mais tardia (22 meses aproximadamente) podendo entdo ter refletido na auséncia de
relacdo com a concentracdo de AMH. No presente estudo, uma Unica dosagem de AMH no
periodo que antecedeu a puberdade mostrou eficaz na predi¢ao do inicio da puberdade tanto em
touros Brahman quanto em Simental. Desta forma, a utilizacdo desse marcador deve ser avaliada

com o intuito de predizer precocemente a incidéncia de puberdade.

Conclustes

A concentracdo de AMH foi correlacionada com a circunferéncia escrotal e com o0s
parametros de qualidade seminal turbilhdo, motilidade e vigor. A circunferéncia escrotal foi
correlacionada com a concentracdo de AMH e com o0s parametros seminais sendo a sua
mensuracdo indispensavel na avaliacdo dos machos mesmo antes da incidéncia da puberdade. O
AMH foi um marcador enddcrino de precocidade sexual em machos jovens das Brahman e
Simental e a sua avaliacdo deve ser considerada nos programas de selecdo para precocidade

sexual e potencial reprodutivo.
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