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Resumo

VARGAS-JUNIOR, Sergio Farias. Abordagens para reverter casos de
infertilidade em vacas leiterias: Inseminacdao artificial intrafolicular e exposigcéo
prolongada a estrégenos. 2019. 69f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Problemas de infertilidade sdo comuns em vacas leiteiras, principalmente naquelas
com alta produtividade, que possuem um metabolismo acelerado metabolizam mais
rapidamente hormodnios esteroides, como estradiol (E2) e progesterona (P4).
Técnicas como a inseminacao artificial intrafolicular (IAIF) e a prolongada exposicao
a estrogenos em protocolos de inducéo artificial da lactacdo (IAL) tem demostrado
resultados promissores como alternativas para reverter estes quadros. No primeiro
estudo, objetivou-se avaliar a motilidade de espermatozoides apds inseminacao
artificial intrafolicular (IAIF) in vivo ou apds incubacéo em fluido folicular, in vitro. A
recuperacdo do conteudo folicular foi realizada 1 a 4 h apos a IAIF, para avaliacédo
da motilidade espermatica in vivo. Posteriormente, os espermatozoides de um pool
de doses comerciais foram avaliados quanto a sua cinética apos incubacdao in vitro,
puros (em pool) ou em fluido folicular (FF), por at¢ 3 h. A motilidade dos
espermatozoides foi reduzida, tanto in vitro como in vivo, permitindo concluir que o
foliculo ovariano e o FF nao proporcionam um ambiente adequado para a
manutencdo da motilidade dos espermatozoides bovinos. O segundo estudo, teve
como objetivo determinar os niveis séricos de E2 e P4 em vacas submetidas a
longos periodos de exposicdo ao estrogeno, bem como identificar as alteracdes no
perfil génico e celular do endométrio das vacas expostas a IAL. As vacas
apresentavam 51,4 + 11,0 pg/ml de estradiol no dia (D) 0, mas apresentaram niveis
maiores nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 apo0s o tratamento (P < 0,05), atingindo até 4.000
pg/ml no D4. Os niveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no DO e, durante o periodo
de aplicacdo hormonal, as vacas induzidas mantiveram niveis acima de 6 ng/ml,
retornando aos niveis basais no D8. Apds o tratamento, o receptor OXTR (ocitocina)
apresentou menor expresséao (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e
0 gene SERPINA14 apresentaram um leve aumento na expressao (P < 0,07). A
modulacdo génica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de
SERPINA14 sugerem que a prolongada exposicdo a estrégenos influencia o
ambiente uterino de vacas submetidas a protocolos de IAL, com efeitos positivos
sobre sua fertilidade subsequente. A prolongada exposicdo a estrégenos nao foi
capaz de induzir modificagBes no padréo celular e na resposta imune no endométrio
de vacas no proestro depois do tratamento. O presente estudo fornece informacgdes
a respeito da utilizagdo de IAIF em bovinos para que futuros estudos sejam
realizados. Ainda, fornece dados referentes ao perfil enddcrino de vacas expostas a
prolongada exposi¢cado a estrogenos, bem como as alteragbes promovidas por esta
exposicdo na expressado génica do endométrio e no seu perfil celular.



Palavras-chave: fertilidade; bovinos leiteiros; inducdo artificial da lactagéo;
espermatozoide; perfil enddcrino.



Abstract

VARGAS-JUNIOR, Sergio Farias. Approaches to reverse infertility in dairy cows:
intrafollicular artificial insemination and prolonged estrogen exposure. 2019.
69f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduagédo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2019.

Infertility problems are common in dairy cows, especially on high-yielding cows, who
have accelerated metabolism of steroid hormones, such as estradiol (E2) and
progesterone (P4). Techniques such as intrafollicular artificial insemination (IFAI) and
prolonged exposure to estrogens in artificial lactation induction (ALI) protocols have
shown promising results as alternatives to reverse previous infertility. In a first study,
the objective was to evaluate sperm motility in vivo after IFAI or after incubation in
follicular fluid in vitro. Aspiration to recover follicular content was conducted 1 to 4 h
after IFAI to evaluate sperm motility. Thereafter, kinetics of pooled spermatozoa from
commercial frozen-thawed semen doses were evaluated after incubation in follicular
fluid (FF) or pure (control) for 1 to 3 h. Reduced sperm motility was observed both in
vitro and in vivo, leading to the conclusion that both ovarian follicles and FF do not
provide an adequate environment to maintain bull sperm motility. The second study
had the objective to determine the serum levels of E2 and P4 in cows submitted to
long periods of estrogen exposure and to identify changes in the gene and cell profile
of the endometrium of cows exposed to ALI. Cows presented 51.4 + 11,0 pg/ml of E2
at the DO, but achieved greater levels at days 2, 4, 8, 10 and 13 (P <0.05), reaching
up to 4,000 pg/ml at D4. Levels of P4 were greater than 6 ng/ml at DO and during the
entire treatment period, returning to basal levels at D8. After treatment, the OXTR
receptor (oxytocin) presented lower expression (P <0.05), whereas the PGR
(progesterone) receptor and the SERPINA14 gene presented a slightly increased
expression (P <0.07). The gene modulation of the OXTR, PRG and SERPINA14
receptors suggests that prolonged estrogen exposure influences the uterine
environment of cows submitted to ALI, with positive effects on their subsequent
fertility. Prolonged estrogen exposure was not able to induce modifications in the cell
pattern and immune response in the endometrium of cows in proestrus after
treatment. The present study provides information on the use of IFAI in cattle for
future studies. Furthermore, it provides data regarding the endocrine profile of cows
exposed to prolonged exposure to estrogens, as well as the changes promoted by
this exposure in the gene expression of the endometrium and its cellular profile.



Keywords: fertility; dairy cattle; artificial induction of lactation; sperm; endocrine
profile.
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1 Introducéo

Com o aumento acelerado da populacdo mundial, a crescente procura por
alimentos de origem animal, especialmente de bovinos, torna imprescindivel o
incremento da produtividade da bovinocultura para atender esta demanda. Apesar
de possuir o maior rebanho comercial do mundo (COOK, 2016), o Brasil ainda
possui baixos indices produtivos, especialmente em termos de eficiéncia
reprodutiva, que é bastante impactada pela infertilidade das fémeas.

Diversos estudos sugerem possibilidades para as principais causas
relacionadas aos problemas de infertilidade nas fémeas bovinas. O estresse térmico
(DE RENSIS et al., 2017), o diametro do foliculo pré ovulatério (PERRY et al., 2007),
baixos niveis de progesterona nas fases iniciais de gestacdo (Forde et al., 2011),
niveis pré-ovulatorios inadequados de estradiol (MADSEN et al., 2015) e falhas na
ovulacdo (SARTORI et al., 2001) sado exemplos de fatores que influenciam
diretamente na capacidade da vaca de conceber um bezerro por ano.

Rebanhos voltados a producéao de leite apresentam problemas recorrentes de
infertilidade. Vacas leiteiras apresentam o metabolismo acelerado, fazendo com que
0os horménios  esteroides  sejam mais  rapidamente metabolizados
(SANGSRITAVONG et al., 2002), o que possivelmente explica 0 motivo pelo qual
bovinos de leite apresentam mais problemas de fertilidade (revisado por BERRY et
al. (2014)).

Alternativas para reverter problemas de infertilidades na fémea bovina tém
sido testadas com resultados variados. A utilizacdo da inseminacao artificial
intrafolicular (IAIF), que consiste em depositar o sémen diretamente no foliculo pré
ovulatério, foi testada com resultados promissores em vacas com problemas de
infertilidade causados pelo estresse térmico (LOPEZ-GATIUS e HUNTER, 2011).
Também, a exposicdo prolongada a estrdgenos, como ocorrem em vacas
submetidas a protocolos de indugéo artificial da lactagdo (IAL) vem demostrando
resultados positivos com relagdo ao retorno a fertilidade pos-exposicéo (FREITAS et
al., 2010; MELLADO et al., 2011). Entretanto, existem poucos estudos relacionados

a IAIF que possibilitem a comprovagdo da técnica como uma alternativa viavel e
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eficiente para retomada da fertilidade em bovinos. Também, ndo ha estudos
evidenciando os mecanismos pelos quais vacas submetidas a prolongada exposi¢cao
a estrogenos retomam a fertilidade. Portanto, existe a necessidade de aprofundar o
conhecimentos a respeito dos mecanismos fisiologicos que fazem com que uma
vaca ndo conceba um bezerro por ano, principalmente em relacdo aos eventos
endocrinos, ovarianos e uterinos que propiciam a gestacao.

Assim, este trabalho tem por objetivos:
Objetivo geral

- Avaliar o uso de estrdgeno em vacas com problemas reprodutivos e 0 uso

da IAIF como alternativas para melhorar a infertilidade.

Objetivos especificos

- Avancgar no entendimento dos efeitos do ambiente folicular e fluido folicular
sobre a célula espermatica através da incubacdo de espermatozoides in vitro e in
Vivo.

- Determinar os niveis séricos de progesterona, estradiol e cortisol durante o
proestro/estro e o diestro de vacas antes e apds o tratamento com estrogeno;

- Avaliar o efeito da exposicdo ao estrégeno sobre a resposta inflamatoria
uterina;

- Avaliar a expressdo de genes e as rotas de sinalizacdo relacionados a
fertilidade no Gtero de vacas submetidas a longos periodos de exposicdo ao

estrégeno



2 Revisdo da Literatura

2.1 Inseminacdo artificial intrafolicular (IAIF)

A inseminacao artificial intrafolicular (IAIF) € uma técnica desenvolvida e
utilizada em humanos com problemas de infertilidade, que consiste na deposicéo de
sémen diretamente no interior de foliculos pré-ovulatérios através da injecao
intrafolicular guiada por ultrassonografia (LUCENA et al.,, 1991; ZBELLA et al.,
1992). A IAIF é uma alternativa as técnicas de reproducéo assistida ja usualmente
utilizadas, como a inseminacdo intrauterina (IAIU), inseminagdo intraperitoneal,
transferéncia do gameta masculino e feminino diretamente na tuba uterina (GIFT) e
fertilizac&o in vitro (FIV), que sdo técnicas caras e trabalhosas, enquanto a IAIF tem
menor custo e tem realizacao relativamente mais simples.

A primeira descricdo da técnica de IAIF foi feita por LUCENA et al. (1991)
relatando 14 casos em humanos, com quatro gestacdes concebidas. Em seguida,
ZBELLA et al. (1992) descreveram um caso de gestacdo apds longo periodo de
tentativas de IAIU e FIV com gametas de um casal com problema de infertilidade de
origem masculina. NUOJUA-HUTTUNEN et al. (1995) também relataram a tentativa
de tratamento com a IAIF em 50 pacientes que aguardavam pela FIV.

Em animais os estudos foram primeiramente descritos em equinos,
principalmente para contornar anormalidades adquiridas no Gtero como
endometrites, potencializar o uso de doses de s€émen com menor concentracao ou o
uso de sémen congelado. MEINJTES et al. (2001) relataram a primeira tentativa de
IAIF com o objetivo de realizar a técnica em equinos e avaliar a sua eficacia em
estabelecer a gestacdo. Neste estudo foram inseminadas dez éguas, mas nenhuma
gestacdo foi concebida. Também trabalhando com éguas, Eilts et al. (2002)
avaliaram se a IAIF seria prejudicial para o estabelecimento da gestacdo apos a
realizacdo de IAIU. Nove éguas receberam 2.500 Ul de hCG no momento da IAIU e
foram submetidas a IAIF em até 34h depois. Neste trabalho foi relatada uma
gestacdo, porém esta ndo pode ser associada a IAIF, pois a égua que concebeu

teve ovulagéo dupla e apenas um foliculo foi inseminado.
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Tentando entender o motivo dos insucessos da técnica em equinos,
PARLEVLIET et al. (2005) conduziram um estudo em que dez éguas ciclicas foram
utilizadas para IAIF, com o objetivo de recuperacdo dos espermatozoides quatro
horas apés, para avaliacdo de sua viabilidade. Neste trabalho, as fémeas que
manifestaram estro (foliculos maiores que 35 mm) receberam 2500Ul de hCG e
foram inseminadas com diferentes concentracdes de espermatozoides: cinco éguas
foram inseminadas com 50 x 10° espermatozoides; e cinco com 500 x 10°
espermatozoides. Foram observados poucos espermatozoides méveis em sete das
10 amostras. Porém, apds avaliacdo da integridade da membrana, cinco amostras
apresentavam espermatozoides com membranas intactas. A porcentagem de
recuperacdo de espermatozoides foi de 0,53% e 9,02% nas fémeas inseminadas
com 50 e 500 x 10° espermatozoides, respectivamente, sendo que todos o0s
espermatozoides recuperados apresentavam reagcdo acrossdmica ou estavam em
processo de reacdo. Ledo et al. (2005) também avaliaram as causas da ineficiéncia
da técnica, em trés experimentos. No primeiro, foram feitas IAIF em 20 éguas, em
momento proximo das ovulagGes sincronizadas com hCG, com 20 x 10°
espermatozoides. No segundo, as IAIF foram feitas juntamente com IA
convencional, conforme descrito por Eilts et al. (2002), em 10 éguas. No terceiro, foi
feito um experimento in vitro com sémen descongelado, sem diluicdo ou diluido 1:1
em fluido folicular, para avaliar a sobrevivéncia dos espermatozoides. Nao houve
nenhuma gestacao confirmada no primeiro experimento. No segundo, cinco das dez
éguas tiveram prenhez confirmada, apés a realizacdo conjunta de IA convencional e
IAIF. No terceiro, somente foi observada diferenca entre os grupos com e sem fluido
folicular no momento inicial (0 h) de avaliacbes, em que foi observada maior
motilidade espermatica no grupo sem fluido, porém, ndo foram observadas
diferencas 1, 2 e 3 h ap6s a incubacéao entre 0s grupos.

Devido a relatos anteriores de baixa taxa de recuperagdo espermatica apos
IAIF (PARLEVLIET et al., 2005), Eilts et al. (2006) avaliaram se isto ocorreria pela
ligacdo dos espermatozoides nas células da granulosa, realizando a IAIF como
descrito por Parlevliet et al. (2005) com 500 x 10° espermatozoides, em uma égua
em estro com foliculo dominante com diametro maior que 35 mm. Quatro horas apos
a IAIF, a égua foi eutanasiada e o foliculo injetado foi coletado. Através de
microscopia eletrénica de transicdo, observou-se a ligagdo dos espermatozoides as

células da granulosa, como se estes tivessem sido fagocitados.
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Em bovinos, existe apenas um relato do uso da IAIF como alternativa para
vacas leiteiras com problemas de infertilidade, durante os periodos mais quentes do
ano (LOPEZ-GATIUS e HUNTER, 2011). Neste trabalho, foram utilizadas 50 vacas
de alta producdo de um rebanho com histérico de 10% de gestagbes apos IAUL. As
vacas tiveram o estro detectado por visualizagdo de sinais de cio, confirmado por
palpacdo retal. Dezessete vacas receberam IAIF e 33 receberam IAIU com
aproximadamente 5 x 10% espermatozoides. As taxas de prenhez foram de 23,5%
apos IAIF e 9.0% apds IAIU.

Apesar de alguns resultados positivos com a utilizagdo da IAIF em humanos,
trabalhos com a utilizacdo da técnica em animais de producdo ndo comprovaram a
hipétese de que a IAIF poderia ser utilizada em programas de IA enquanto que, em
bovinos, resultados promissores foram obtidos no Unico estudo disponivel. Portanto,
justifica-se o melhor estudo da técnica, especialmente da interacdo entre as células

espermaticas e o ambiente folicular da fémea bovina.

2.1.1 Cinética espermatica

A avaliacdo da cinética espermatica pode ser utilizada como parametro de
avaliacdo da qualidade dos espermatozoides. Um dos principais parametros
avaliados na cinética espermatica é a motilidade. A motilidade espermatica se
baseia na avaliagdo quantitativa do numero de espermatozoides com movimento
(CBRA, 2013). Sua avaliacado é atribuida em percentagem (0-100%) e pode ser
classificada em motilidade total e progressiva. A avaliacdo da motilidade
espermatica por microscopio Optico é considerada subjetiva (CBRA, 2013).
Avaliacdes consideradas objetivas sao realizadas através de sistemas
computadorizados, como o CASA (AMANN e KATZ, 2004). Os sistemas
computadorizados utilizam o movimento da cabeca do espermatozoide para
mensuracdo de seu movimento. Embora o flagelo seja o responsavel pela
motilidade, sua movimentacdo nao € utilizada como parametro, pois 0s movimentos
flagelares sdo muito dificeis de serem avaliados (MATOS et. al., 2008).

Os principais parametros avaliados pelo sistema CASA s&o: motilidade total
(MT), total de espermatozoides com movimentos; motilidade progressiva (MP), total
de espermatozoides vivos e com movimento unidirecional; velocidade curvilinea
(VCL), velocidade da trajetoria real do espermatozoide; velocidade linear progressiva

(VSL), velocidade média em funcdo da linha reta estabelecida entre o primeiro e o
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ultimo ponto da trajetéria do espermatozoide; velocidade média da trajetoria (VAP),
velocidade da trajetoria média do espermatozoide; amplitude de deslocamento
lateral da cabeca (ALH), amplitude do deslocamento médio da cabeca do
espermatozoide em sua trajetéria real; frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF), numero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a direcdo do
movimento; retilinearidade (STR), relagéo percentual entre VSL e VAP; e linearidade
(LIN), relacao percentual entre VSL e VCL (MATOS et. al., 2008).

2.2 Associacdo entre os niveis de estrogeno e diametro folicular

Sabe-se que o didmetro do foliculo pré-ovulatério esta diretamente
relacionado com a producao de E2 (VASCONCELOS et al., 2001) e com a taxa de
prenhez subsequente (COLAZO et al.,, 2015). A indugéo da ovulagdo de foliculos
com diametro maior ou igual a 11 mm, com hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH) (100 ug (2 ml) de Cystorelin i.m.) em vacas de corte resultou em menores
taxas de prenhez e em aumento de perdas embrionarias, quando comparados as
vacas com foliculos menores (PERRY et al., 2005). Esta queda na fertilidade estaria
associada a baixas concentracdes de E2 no momento da IA de vacas com foliculos
menores e com uma menor producdo de P4 nos momentos seguintes a ovulagao.
Santos et al. (2010) avaliando a influéncia do periodo de dominancia folicular,
observaram que as vacas que ovularam foliculos maiores tiveram maiores
concentragfes séricas de E2 comparadas as vacas que ovularam foliculos de menor
diametro.

Avaliando a relacéo entre o tamanho do foliculo pré-ovulatério, a producéo de
E2 e a taxa de prenhez, observou-se que novilhas que ovulam foliculos com 12,8
mm de didametro tiveram maiores taxas de prenhez quando comparadas as que
ovularam foliculos menores que 10,7 mm (PERRY et al., 2007). Entretanto, novilhas
gue ovularam foliculos maiores que 15,7 mm também tiveram menores taxas de
prenhez quando comparadas a novilhas que ovularam foliculos de 12,8 mm. Neste
estudo também se observou maior concentracédo circulante de E2 em novilhas que
manifestaram estro, embora sem correlacdo com o diametro do foliculo. Portanto,
fica evidente que os niveis de estrégeno durante o proestro estdo associados com a

fertilidade em bovinos.
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2.3 Acdo dos hormonios esteroides sobre o desenvolvimento embrionério e o
ambiente uterino

Os niveis de esteroides interferem diretamente no ambiente uterino e no
estabelecimento da gestacdo. Os elevados niveis de P4 nos periodos iniciais de
gestacdo de bovinos contribuem para um maior desenvolvimento embrionario, e
também para uma maior liberacdo de interferon-tau pelo embrido, facilitando o
reconhecimento da prenhez e a implantacdo do embrido, em torno de 16-17 dias de
gestacado (KATAGIRI e MORIYOSHI, 2013). Além disso, alteracdes nos niveis de E2
no proestro resultam em alteracdes na expressdo de receptores para E2 e P4 no
endométrio (BINELLI et al., 2014). Segundo Madsen et al. (2015), vacas
ovariectomizadas que foram receptoras de embrides bovinos transferidos no D7,
mas nao receberam estradiol exégeno no periodo pré-ovulatério (para simular o
estradiol que seria liberado naturalmente neste periodo), apresentaram perdas
gestacionais, provavelmente devido a falhas no reconhecimento da gestagéo.

Até o presente momento foram identificadas poucas rotas de sinalizacao
envolvidas na mediacdo dos efeitos do E2 e P4 sobre o ambiente uterino. A rota do
fator de crescimento epidermal (EGF) esta relacionada com o crescimento do utero e
da vagina e com a diferenciacdo das células endometriais (KATAGIRI e
TAKAHASHI, 2004). Em vacas que ndo apresentam problemas reprodutivos, dois
picos nos niveis de EGF no endométrio ocorrem durante o ciclo estral, entre os dias
2-4 e 13-14, com menor concentracdo no D7. Por outro lado, vacas com baixa
fertilidade apresentam alteracbes nas concentracfes de EGF e nao apresentam
estes dois picos (KATAGIRI e TAKAHASHI, 2004). Rotas relacionadas ao fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) também podem estar envolvidas,
associadas a atividade mitética e a diferenciacdo celular, com possiveis a¢des de
modulacdo em nivel uterino. Em ratas, foi demonstrado que a elevagcédo dos niveis
de IGF-1 pode aumentar as perdas embrionarias (KATAGIRI et al. 1996).

Araujo et al. (2015) avaliaram a expressao génica de receptores para E2
(ESR2), P4 (PGR) e ocitocina (OXTR) no endométrio de vacas submetidas a
diferentes perfis enddcrinos pré-ovulatorios. Além disso, determinaram a expressao
de genes relacionados & manutengédo da gestacdo em bovinos (SLC2A1, AKR1C4,
LPL e SERPINA14) em diferentes por¢bes do endométrio e da vagina, em vacas
com ovulagdo de foliculos grandes ou pequenos. Vacas com foliculos maiores
tiveram maior expressao de ESR2, AKR1C4, LPL, SLC2A1 e SERPINAl14, mas



21

menor expressdo de PGR e OXTR no endométrio (ARAUJO et al., 2015). Forde et
al. (2012), avaliando o efeito de baixa concentracdo de P4 no trascriptoma
endometrial de vacas, relataram alteracdo na expressdo de 498 genes, no sétimo
dia do ciclo estral, e de 351 genes no dia 13° dia do ciclo. Portanto, os niveis de
esteroides circulantes estdo associados com o padrdao de expressdo génica no
endométrio. Acredita-se que um proestro adequado seja importante para preparar o
Utero para o estabelecimento e manutencdo da gestacao.

2.4 Perfil endécrino e imunidade do trato reprodutivo

Os niveis de E2 e P4 também interferem na imunidade do trato reprodutivo de
bovinos. Vacas sdo mais propensas a infec¢bes uterinas no diestro, quando ha
predominancia de P4, sendo que nesta fase do ciclo estral elas possuem mais
agentes imunossupressores capazes de inibir a proliferacdo de linfécitos
(SEGERSON et al., 1984). Entretanto, Chacin et al. (1990) ndo observaram
diferenca na atividade funcional de células de defesa (polimorfonucleares) no utero
de vacas nas diferentes fases do ciclo estral, nem apds tratamentos com esteroides,
0 que evidencia que a atividade de leucécitos no trato reprodutivo feminino ainda
nao é claramente elucidada.

Vacas no proestro e no estro apresentam elevados niveis de E2, o que
favorece uma maior motilidade uterina, estimulando a eliminacdo mecanica de
microrganismos (AL-EKNAH e NOAKES, 1989). Em ratas, observou-se maior
secrecdo de imunoglobulinas (IgG e IgF) durante o proestro e o estro do que no
diestro (WIRA e SANDOE, 1977). Em porcas, ha presenca de maior nimero de
células de defesa e maior imunidade local durante o estro (HUSSEIN et al., 1983).
Portanto, embora o efeito da P4 sobre a imunidade uterina seja controverso, maiores

niveis de E2 parecem favorecer um ambiente uterino livre de processos infecciosos.

2.5 Exposicao prolongada a esteroides em protocolos de Inducéo Artificial da
Lactacéo (IAL)

Hormonios esteroides como o E2 e P4 sdo fundamentais para o
estabelecimento da gestacdo (SPENCER et al., 2007), sendo metabolizados de
forma acelerada em vacas com alta producgao leiteira (SANGSRITAVONG et al.,
2002). Com o decorrer da gestagdo, ocorre o desenvolvimento da glandula mamaria.

Fisiologicamente, o desenvolvimento final dos ductos e do sistema l6bulo-alveolar
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das glandulas maméarias exige a presenca simultanea de E2 e P4, os quais séo
liberados naturalmente pelos ovarios e pela placenta na gestacado (TUCKER, 1987).
A administracdo exdégena destes horménios pode ocasionar IAL, o que €
interessante no caso de vacas que nao estejam gestando devido a problemas
reprodutivos, mas que possuam alto potencial para producdo de leite. Vacas com
metabolismo acelerado frequentemente apresentam problemas reprodutivos, o0s
guais podem resultar em seu descarte ou ha sua venda por um preco aguém do seu
real valor. Desta forma, a IAL em vacas com bom potencial de producao leiteira, a
partir da administracdo exdgena de horménios esteroides, poderia evitar prejuizos
com o seu descarte, reduzindo também despesas com a aquisi¢do de novilhas para
reposicdo (MAGLIARO et al., 2004).

Estudos sobre a IAL em fémeas bovinas sao realizados desde a década de
1940 (WALKER e STANLEY, 1941), sendo que o0s protocolos usados
comercialmente podem induzir lactacdo em 80 a 90% das vacas tratadas. Os
protocolos utilizados atualmente s&o similares ao proposto por Freitas et al. (2010),
com aplicacdes de P4, E2, prostaglandina (PG) e corticoides, associados ou ndo a
somatotropina bovina (bST), com aproximadamente 21 dias de duracdo. A
exposicao a estes hormoénios é capaz de modular a funcao reprodutiva, permitindo
gue vacas submetidas a IAL retomem suas atividades reprodutivas em ciclos
subsequentes (FREITAS et al.,, 2010; MELLADO et al., 2011). Entretanto, ndo ha
estudos que avaliem os mecanismos através dos quais os protocolos de IAL
modulam as fungdes do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada e Utero.

Portanto, avaliar rotas de sinalizacdo estrégeno-dependentes, padrdo de
células e resposta inflamatéria uterina e perfil hormonal de animais submetidos a
exposicdo prolongada a estrogenos € necessario para esclarecer possiveis

mecanismos envolvidos na infertilidade bovina.
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Abstract — The objective of this work was to evaluate sperm cells motility following
intrafollicular insemination (IFAI) or after incubation in follicular fluid. In the in vivo
experiment, IFAIl was performed followed by follicular aspiration (1 to 4h after IFAI) to
recover follicular content and evaluate sperm motility. In the in vitro experiment, the
spermatozoa from a pool of frozen-thawed semen were evaluated for their kinetics after
incubation pure (pool; control group) or in follicular fluid (FF) for 1 to 3h. A low motility of
sperm cells after incubation in follicular fluid both in vitro and in vivo was observed. In vitro,
the main negatively affected parameters in sperm incubated in FF, compared to the control
group, were total motility (TM), progressive motility (PM), curvilinear distance (DCL) and
straightness (STR), after 1h of incubation, and TM, PM, average path velocity (VAP) and
curvilinear velocity (VCL) after 3h of incubation. In conclusion, the ovarian follicle and FF
do not provide a suitable environment to maintain bovine sperm cell motility.

Index terms: infertility, insemination, spermatozoa.

Motilidade de espermatozoides bovinos apos incubacéo em fluido folicular
Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a motilidade de espermatozoides apds
inseminacdo artificial intrafolicular (1AIF) ou apés incubacdo em fluido folicular. No

experimento in vivo, a IAIF foi realizada com posterior recuperagdo do conteudo folicular (1 a
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4h apo6s IAIF), para avaliagdo da motilidade espermética. No experimento in vitro, os
espermatozoides de um pool de doses comerciais foram avaliados quanto a sua cinética apos
incubacdo in vitro, puros (pool) ou em fluido folicular (FF), por até 3h. Observou-se baixa
taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides, tanto in vitro como in vivo. In vitro, os principais
parametros negativamente afetados nas células espermaticas incubadas em FF, em
comparagdo ao grupo controle (pool), foram motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), distancia curvilinea (DCL) e retilinearidade (STR), ap6s 1h de incubacdo, e MT, MP,
velocidade média da trajetéria (VAP) e velocidade curvilinea (VCL), apés 3h de incubacéo.
Conclui-se que o foliculo ovariano e o FF ndo proporcionam um ambiente adequado para a
manutencdo da motilidade dos espermatozoides bovinos.

Termos para indexacéo: infertilidade, inseminacéo, espermatozoides.

Intrafollicular artificial insemination (IFAI) is the introduction of sperm cells inside a
pre-ovulatory follicle through transvaginal intrafollicular injection (Lucena et al., 1991). This
assisted reproduction technique was first performed in women, as an alternative to infertility
treatment, for couples that did not respond to in vitro fertilization (IVF) (Lucena et al., 1991;
Lucchini et al., 2012). In domestic animals, IFAI was first performed in mares to overcome
uterine abnormalities and potentiate the use of frozen-thawed semen (Eilts et al., 2002). In
cattle, there is only one report in which an increase in pregnancy rate was obtained following
IFAI in cows with low fertility records due to heat stress (Lopez-Gatius & Hunter, 2011).
Considering that this previous study did not investigate the interaction between bovine sperm
cells and follicular fluid (FF) after IFAI, the hypothesis that sperm deposition inside pre-
ovulatory follicles allows the maintenance of sperm cell viability still needs confirmation. The
objective of this work was to evaluate sperm motility after in vivo IFAI followed by follicular

aspiration and after in vitro incubation in FF.
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The in vivo experiment was performed in Pelotas, Rio Grande do Sul (RS), Brazil and
was approved by the Experimental Animal Ethics Committee from Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Six adult cyclic non-lactating Jersey cows grazing on natural pasture were
submitted to a synchronization protocol as follows: Day 0: i.m. injection of 2mg estradiol
benzoate (Gonadiol®, Zoetis, Guarulhos, Sdo Paulo, Brazil) and insertion of an intravaginal
device (IVD) containing 1g progesterone (DIB®, Zoetis, Sdo Paulo, Brazil), which was kept
for eight days. At the time of 1VD withdrawal, all cows received 0.5 mg sodium cloprostenol
i.m. (Ciosin®, Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA) and the evaluation of follicular
dynamic was initiated. Follicle diameter was evaluated daily through transrectal
ultrasonography until the largest, healthy, dominant follicles reached a diameter of at least 10
mm. Then, pre-ovulatory follicles were injected with 100 pL of cooled semen from a bull
collected at the same day of IFAI and diluted (1:1) in Tris-egg yolk extender. Semen was
preheated at 37 °C prior to injection and 20x10° viable sperm cells were injected per follicle
(initial motility/vigor: 60%/3; and final (at the end of the experiment) motility/vigor: 40%/2).
All semen evaluations in the study were performed according to CBRA (2013) standards.

The IFAI procedure was performed using a two-needle system (adapted from Gasperin
et al., 2012). The inner needle (25G 3 '%2”; BD, USA) was attached to an embryo transfer gun
containing a 250uL semen straw. The inner system was introduced in a 35cm metal cannula
attached to a 20G needle (0.8mm x 40mm; Becton, Dickinson and Company, USA). The two-
needle system was inserted in an ovum pick-up guide with a 5/7.5 MHz micro-convex
transvaginal transducer attached to an AquilaVet Ultrassound (PieMedical). After caudal
epidural anesthesia, the ovaries were handled through transrectal manipulation to introduce
the external needle close to the target follicle through ovarian stroma. When the follicle was
in adequate position, the outer needle was advanced until its tip became visible 2 mm away

from the follicle wall. Then, a second operator pushed the inner needle forward and
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performed the IFAI. Follicles were aspirated using the same equipment, but without the inner
system, from 1 to 4h (2.5+0.8h) after IFAI and a 10pL aliquot of FF containing sperm cells
was analyzed using an optic microscope (40x; Olympus CHK2-F-GS, Séo Paulo, Brazil) to
assess sperm motility using a scale from 0 to 100% (CBRA, 2013).

The in vitro experiment was performed with a pool from eight commercial semen
straws from different bulls (Maya Genetics, Bagé, Brazil) that was incubated in its own
extender (control group) or diluted in bovine FF obtained from five preovulatory follicles
from cyclic cows that were grazing on natural pasture through follicular aspiration (Galli, et
al., 2014). The pool was kept in micro-centrifuge tubes on a heated plate at 37 °C. Then,
5x10° sperm cells were added to 400uL of FF in four-well dishes. The experiment was
performed in quadruplicates. At each moment (0, 1 and 3h) four wells were evaluated for each
treatment. Sperm Kinetics was assessed through computer-assisted sperm analysis (CASA;
SpermVision®3.5, Minitube, Tiefenbach, Germany) using an optic microscope (200x
magnification; Axio Scope A1®, Zeiss, Jena, Germany). Data with normal distribution before
or after arcsine transformation were compared by analysis of variance and Tukey’s test. For
non-normal data, Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance was used.

In the in vivo experiment, three cows had two follicles inseminated whereas the other
three had only one follicle inseminated, totaling nine injected-follicles from six cows.
Because it is impossible to take the CASA equipment to the animal handling facility, FF
samples containing sperm cells were analyzed under an optic microscope. Furthermore, the
presence of blood cells in FF recovered after intrafollicular insemination and follicular
aspiration procedures would affect CASA evaluation. Live spermatozoa were obtained at all
time-points, but in low concentration and with low motility. From nine samples, only five
presented live sperm cells with at most 10% motility, whereas the semen kept in a thermal

box diluted 1:1 in the extender had a final motility of 40%. Due to the reduced number of
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recovered sperm cells, no statistical analysis was performed.

In the in vitro experiment, sperm Kinetics parameters were compared between control
and FF groups after incubation for 1 or 3h. At the beginning of incubation period (Oh), no
statistical analysis was performed. After 1h of incubation, total motility (TM), progressive
motility (PM), curvilinear distance (DCL) and straightness (STR) were lower (P<0.05) for
sperm cells incubated in FF group (Table 1). After 3h, the FF group presented reduced TM,
PM, average path velocity (VAP) and curvilinear velocity (VCL) compared to the control
group. It is important to highlight that sperm cells incubated in FF presented less than 10%
motility after just 1h, whereas cells from the pool still have motility greater that 20% after 3h
of incubation in vitro.

Despite 20x10° sperm cells were injected inside pre-ovulatory follicles in the in vivo
experiment, a reduced number of cells was recovered after follicular aspiration. A possible
explanation for the low cell recovery may be the phagocytic activity of cumulus oophorus
cells, as it was previously demonstrated that spermatozoa phagocyted by corona cells were
incorporated into digestion vacuoles (Pijnenborg et al., 1985). It is also possible that
granulosa cells also have this phagocytic activity against spermatozoa, since under natural
circumstances cells from the ejaculate do not come into contact with granulosa cells. In
equine species, using electronic microscopy, spermatozoa have been observed to be bound to
granulosa cells, suggesting phagocytosis (Eilts et al., 2006).

The follicular environment of pre-ovulatory follicles does not allow sperm cell
viability to be maintained for prolonged periods in cows. The exact reasons for this low
viability after incubation in FF in vivo or in vitro are unknown, however, there are some
possible explanations. Hamdi et al. (2010) demonstrated that high-density lipoprotein (HDL),
a component of follicular fluid, triggers sperm hyperactivation as early as one minute after

incubation. Although sperm capacitation is crucial for fertilization, premature capacitation can
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induce sperm cell death before oocyte nuclear maturation. Also, the glycosaminoglycan
hyaluronic acid, present in the expanded cumulus cells, specially before ovulation, induces
sperm capacitation and acrosome reaction (Kim et al., 2013). Furthermore, it was previously
demonstrated that FF has a detrimental effect on stallion sperm viability, which can be
prevented by heat inactivation or filtration (Leemans et al., 2015). Accordingly, previously
heated (56°C for 30 min) follicular fluid from women efficiently induced human sperm
motility for up to 12h in vitro (Getpook and Wirotkarun, 2007). However, in the present study
in both in vivo and in vitro experiments, FF samples were not submitted to any procedure.

In disagreement with our results, studies conducted in humans demonstrate that 1FAI
is a promising tool to overcome primary infertility. Tocci & Luchini (2011), after performing
IFAI, obtained four (44.4%; 4/9) pregnancies diagnosed on day 16 (tested positive for beta-
hCG), being three (33.3%; 3/9) later confirmed by ultrasonography (six weeks). In another
study, greater pregnancy rates following IFAI (29%) in comparison to intrauterine
insemination (11%) has been reported (Lucchini et al., 2012). However, in both studies,
women were submitted to a stimulation protocol ensuring strict control of owvulation,
performing IFAI 36h after hCG (immediately before ovulation). Based on our results, it is
possible to infer that IFAI is suitable when performed just before ovulation, since the
follicular environment and FF are not suitable for maintaining sperm viability for long
periods.
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Table 1. Sperm kinetics parameters after in vitro incubation at 37 °C for 1 or 3h in their own extender (pool;
control group) or in bovine follicular fluid®,

Parameter Incubation period

Oh 1h 3h

Pool Pool FF Pool FF
™ 38.4+43 38.3+£3.72 54+37° 26.3+£3.7% 41+3.7°
PM 27.8+4.2 28.7+2.3 24+23° 209+£2.3 27+23°
DAP 28.0+3.1 25.1+59 194+59 28.1+£59 185+5.9
DCL 46.8 + 6.6 42.2 +9.17 28.6+9.1° 48.3+9.1 30.2+9.1
DSL 21.2+2.7 174+£54 17.0+£54 19.6+54 16.2+5.4
VAP 62.9+6.4 57.8+12.6 48.1+12.6 64.5+12.6° 39.8+12.6°
VCL 104.7 £ 13.7 96.8 £20.0 71.6 £20.0 110.2 £ 20.02 65.1 + 20.0°
VSL 47.7+5.6 40.2+11.7 425+11.7 449 +11.7 34.7+11.7
STR 0.8+0.01 0.7+0.28 0.9+0.2° 0.7+£0.2 0.6+£0.2
LIN 04+0.1 04+0.1 06+0.1 04+01 04+01
wWOB 0.6 £0.01 0.6+0.1 0.7+£0.1 06+0.1 04+01
ALH 29%0.2 34+06 22+06 3.6+0.6 1.8+0.6
BCF 30.5+0.5 28.7+6.5 35.2+6.5 28.4+6.5 242+6.5

WMeans followed by different letters indicate significant differences by Tukey test at 5% probability.

Total Motility (TM), Progressive Motility (PM), Distance of Average Path (DAP), Curvilinear Distance (DCL),
Distance Straight Line (DSL), Average Path Velocity (VAP), Curvilinear Velocity (VCL), Straight-line Velocity
(VSL), Straightness (STR), Linearity (LIN), Wobble (WOB), Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH),
Beat Cross  Frequency (BCF). The experiment was performed in  four replicate



33
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Avaliacéo génica uterina e perfil endécrino em vacas submetidas a prolongada

exposicao a estrogeno
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Avaliacdo génica uterina e perfil enddcrino em vacas submetidas a prolongada

exposicao a estroégeno

Sergio Farias Vargas Janior'*; Henrique Schneider Pestano!; Fernando Caetano de Oliveiral;
Juliana Germano Ferst?; Cristina Sangoi Haas'; Arnaldo Diniz Vieiral; Bernardo Garziera

Gasperin'; Thomaz Lucia Jr;

! ReproPel, Universidade Federal de Pelotas, 96010-900, Pelotas, RS, Brasil
2 BioRep, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, 97105-900, Santa
Maria, RS, Brasil.

*Endereco para correspondéncia: juniorfvargas@hotmail.com

Resumo: Este trabalho teve por objetivos: determinar os niveis séricos de E2, P4 e cortisol
em vacas submetidas a longos periodos de exposi¢do ao estrogeno; identificar as alteracdo de
genes associados com a nutricdo e manutencdo da gestacdo, receptores de P4, E2 e ocitocina
(OT) no datero e alteragdes citologicas no endométrio dos animais ap0s a exposicdo ao
tratamento com estrogeno. Para isto, foram delineados dois experimentos. No primeiro, foram
coletadas amostras de vacas (n=7) (sangue, biopsia uterina e amostra para citologia) no
proestro seis dias antes de um protocolo adaptado de inducéo artificial da lactacdo e 55 dias
ap0s. No segundo experimento, vacas (n=10) foram alocadas a dois grupos, tratados com
fontes diferentes de estrégeno (n = 5 por grupos): um grupo recebeu uma aplicacdo de
benzoato de estradiol, e 0 outro recebeu uma aplicacdo de cipionato de estradiol. No DO
(inicio do protocolo de IAL) do primeiro experimento, as fémeas apresentavam 51,4 + 11
pg/ml de estradiol, mas apresentaram maiores niveis nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 (P < 0,05),

atingindo até 4.000 pg/ml no D4. Os niveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no DO e durante



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

35

0 periodo de aplicagdo hormonal as vacas induzidas mantiveram niveis acima de 6 ng/ml,
retornando aos niveis basais no D8. Apds o tratamento, o receptor OXTR (ocitocina)
apresentou menor expressdo (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e o gene
SERPINA14 apresentaram aumento na expressdo (P < 0,07) no endométrio das vacas. No
segundo experimento observou-se diferenca entre os niveis de estrégeno entre os grupos (P <
0,05), nas horas 24, 48 e 60. Os animais apresentaram niveis elevados de E2 ao longo da
exposicao a estrogenos, entretanto niveis similares de P4 aos obtidos no diestro pela producéo
enddgena do CL. A modulacdo génica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de
SERPINA14 sugerem que a prolongada exposicdo a estrogenos influencia o ambiente uterino
de vacas tratadas. A prolongada exposicdo a estrogenos nédo foi capaz de induzir modificacdes
no padrdo celular no endométrio de vacas no proestro depois do tratamento.

Palavras-chaves: Inducdo Artificial da Lactacdo, progesterona, estradiol, infertilidade,

bidpsia uterina.
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Introducéo

Hormonios esteroides como a progesterona (P4) e o estradiol (E2) sdo fundamentais
para 0 estabelecimento e manutencédo da gestacdo em bovinos (Binelli et al., 2014; Mann et
al., 2006). Vacas leiteiras de alta producdo possuem o metabolismo acelerado, metabolizando
rapidamente estes hormdnios (Sangsritavong et al., 2002), o que resulta em redugdo nos seus
niveis circulantes durante periodos criticos durante o ciclo estral e gestacdo, podendo se
refletir em aumento da ocorréncia de vacas repetidoras de cio.

Apb6s a fecundacgdo, niveis reduzidos de P4 tornam o ambiente uterino menos
apropriado para o desenvolvimento embrionario, em funcdo da menor secrecdo de Interferon-
tau pelo trofoblasto (revisado por (Katagiri e Moriyoshi, 2013)). Por outro lado, vacas que
ovulam foliculos maiores (com maiores niveis pré-ovulatorios de E2) tem maior expressao de
receptores de P4 e E2 no endométrio, o que provavelmente contribui para melhorar o
ambiente uterino, favorecendo o reconhecimento embrio-materno e a implantacdo do embrido
(revisado por (Binelli et al., 2014)). Em vacas ovariectomizadas submetidas a transferéncia de
embrides foi demonstrado que a administracdo exdgena de E2 no periodo pré-ovulatrio
diminuiu as perdas gestacionais, comparadas com animais que ndo receberam tratamento
(Madsen et al., 2015). Além disso, o0s niveis séricos de E2 e P4 modulam genes diretamente
relacionados a implantacdo e manutencdo da gestacdo. Diferentes perfis enddcrinos preé-
ovulatorios influenciam diretamente na expressdo de receptores de P4, E2 e ocitocina (OT),
aléem da expressdo de genes relacionados a manutencdo da gestacdo em bovinos (SLC2AL,
AKR1C4, LPL e SERPINA14) (Araujo et al., 2015).

A inducdo artificial da lactacdo (IAL) é uma técnica que faz com que vacas nao
gestantes produzam leite através da mimetizagcdo hormonal exdgena do periparto (Mellado et
al., 2014), ou seja, niveis elevados de estrogeno e progesterona. Os protocolos descritos na

literatura envolvem a administracdo de benzoato (BE) ou cipionato de estradiol (ECP) e P4
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injetavel por cerca de sete dias, seguido de aplicagdo de BE ou ECP isoladamente por mais
sete dias, possibilitando uma resposta em cerca de 80-90% dos animais e uma produgéo de
65-80% do volume de leite produzido em uma lactacdo natural (Freitas et al., 2010; Pestano et
al., 2017). Além de diminuir os prejuizos com o descarte de animais, ha relatos de que muitas
fémeas com problemas reprodutivos e infertilidade, se tornam capazes de conceber e levar a
gestacdo a termo apos o protocolo de 1AL ( Freitas et al., 2010; Jewell, 2002; Mellado et al.,
2011; Smith e Schanbacher, 1973). Entretanto, 0os mecanismos pelos quais estas vacas
retornam a fertilidade ainda ndo sdo completamente elucidados. Também ndo ha
conhecimento cientifico sobre os niveis hormonais alcancados durante estes protocolos,
tampouco sobre as alteracdes celulares e génicas em nivel de endométrio que possibilitam que
fémeas com problemas de infertilidade concebam apds a exposicdo aos protocolos.

Com base no acima exposto, este trabalho teve por objetivos: determinar os niveis
séricos de E2, P4 e cortisol em vacas submetidas a longos periodos de exposicdo ao
estrégeno; identificar as modulacdes génicas uterinas e alteracGes citologicas no endométrio

dos animais apds a exposicdo ao tratamento com estrdgeno.

Metodologia

Este estudo foi composto por dois experimentos. O Experimentos 1 foi conduzido no
Centro Agropecuario da Palma, Universidade Federal de Pelotas (UFPel) no municipio do
Capéo do Ledo (RS). O Experimento 2 foi conduzido na Estacdo Experimental Terras Baixas,
EMBRAPA Clima Temperado, no municipio do Capdo do Ledo (RS). Os animais utilizados
nos dois experimentos foram mantidos em campo nativo com agua ad libitum. Todos o0s
procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo  Animal (CEEA-UFPel, registros n° 23110.010524/2014-71 e

23110.007347/2016-15).
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Experimento 1: Expressdo de genes e rotas de sinalizacdo relacionados a fertilidade, em
vacas submetidas a longa exposicédo a P4 e E2

Dezessete dias antes do inicio do protocolo de IAL (D-17), sete vacas leiteiras ciclicas,
repetidoras de servigo, com peso médio de 576,7 + 31,8 kg, tiveram o estro previamente
sincronizado com a insergéo de dispositivos intravaginais (DIV) contendo 1,0 g de P4 (DIB® -
Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). Simultaneamente a inser¢do dos DIV, foram aplicados 2 mg de BE
(Gonadiol® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). Os DIV foram mantidos por nove dias. Apds a
remocdo dos DIV, foram administrados 150 pg de cloprostenol sédico (PGF) (Prolise® -
Tecnopec Ltda, S&o Paulo, Brasil) por via i.m., sendo avaliada a dindmica folicular. Dois dias
apos a retirada dos DIV (D-6), as vacas receberam 0,021 g de acetato de buserelina (GnRH)
(Gonaxal® Biogénesis Bag0, Parana, Brasil) e foi realizada citologia uterina seguida de
biopsia (técnicas que serdo descritas ao final dos experimentos) sob anestesia epidural. As
amostras de biopsia de endométrio foram armazenadas em nitrogénio liquido para andlise de
expressao génica.

Seis dias apds (D0), iniciou-se o protocolo de IAL, com a insercdo de dois DIV
inseridos juntos, cada um contendo 1,9 g de P4 (CIDR® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil), além de
aplicacBes diarias de 0,1 mg/kg de BE (Gonadiol® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil), por 7 dias (até
0 D6). No D6 foi feita a retirada dos DIVs. No D1 e no D7, foram aplicados 150 pg de
cloprostenol sodico (PGF) (Prolise® - Tecnopec Ltda, Sdo Paulo, Brasil), no D14 e no D21
foram aplicados 500 mg de somatotropina bovina recombinante via s.c. (bSTr) (Boostin® -
MSD Salde Animal, Sdo Paulo, Brasil). No D19, D20 e D21 foram feitas massagens no
Ubere, duas vezes ao dia durante 5 minutos, para estimular a liberacdo de prolactina endégena
(Freitas et al., 2010). No D21 iniciou-se a ordenha dos animais. Amostras de sangue foram
coletadas em D-6, DO, D2, D4, D6, D7, D8, D10, D13, D17 e D21. A dindmica folicular foi

avaliada durante o experimento para monitoramento da atividade ovariana. Cinguenta e cinco
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dias ap0s o inicio do protocolo e indugdo, as vacas foram novamente sincronizadas através da
insercdo de um DIV contendo 1,0 g de P4 (DIB® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e aplicacdo de 2
mg de BE (Gonadiol® - Zoetis, S&o Paulo, Brasil). Nove dias ap6s (D64), o DIV foi retirado e
os animais receberam 150 pg de cloprostenol sédico (PGF) (Prolise® - Tecnopec Ltda, S&o
Paulo, Brasil) por via i.m.. Dois dias apés (D66), foi realizada nova coleta para citologia
através de esfregaco das células do endométrio e também biopsia uterina. As amostras de
endométrio foram armazenadas em nitrogénio liquido para analise de expressdo génica. Os
procedimentos realizados estdo descritos na Fig. 1.
Experimento I1: Perfil enddcrino de vacas ap6s administracdo de diferentes sais de
estradiol

Foram utilizadas 10 vacas Jersey, com peso médio de 473,50 + 27,94 kg, ndo gestantes
e ndo lactantes, que receberam duas aplicagdes de 150 pg de cloprostenol sodico i.m. (PGF)
(Prolise® - Tecnopec Ltda, S&o Paulo, Brasil), em D-5 e D0. Ainda no DO, foliculos com
didmetro maior do que oito mm foram aspirados, para que as vacas iniciassem o estudo em
condicdes enddcrinas similares. No DO, as vacas foram alocadas a dois grupos, tratados com
fontes diferentes de estrégeno (n = 5 em ambos): um grupo recebeu uma aplicacdo de 0,1
mg/kg de BE (i.m); o outro recebeu uma aplicacdo de 0,075 mg/kg de cipionato de estradiol
i.m (ECP) (ECP® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No mesmo dia, nos dois grupos, de forma
aleatoria, as vacas receberam DIV por 24h contendo diferentes doses de P4: 1 DIV com 1,0 g
(DIB® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) (n = 3); 1 DIV com 1,9 g (CIDR® - Zoetis, S&o Paulo,
Brasil) (n = 4); ou 2 DIV com 3,8 g (CIDR® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) (n = 3) (Fig. 2).

Foram feitas coletas de sangue apds 0, 24, 48 e 60 h, para que se pudesse avaliar a
meia vida dos esteroides administrados. As amostras de sangue foram coletadas por pungéo

da veia caudal utilizando o sistema vacutainer®. As amostras foram centrifugadas a 6000 rpm,
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durante 5 minutos para separacdo do soro, sendo este armazenado em nitrogénio liquido (-
196°C) até o momento das analises.
Extracdo de RNA, transcricéo reversa, PCR em tempo real

Para investigar a expressdo de RNAm de genes relacionados a fertilidade apés a
prolongada exposicdo a estrdgenos, obtiveram-se amostras do corpo do Utero de vacas antes e
apoOs esta exposicdo. Para quantificagdo da expressdo génica, 0 RNA total das células
endometriais obtidas pelas biopsias foi extraido utilizando o protocolo Trizol (Life
Technologies, Burlington, ON, Canada) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Para
gerar o cDNA, quantificou-se 0 RNA (NanoDrop- Thermo Scientific - Waltham, USA),
observando a taxa de absor¢do da relagdo OD260/0D280, utilizando apenas amostras com
razdes acima de 1,8. O RNA total foi tratado com DNase (Amplification Grade, Life
Technologies) para digerir qualquer DNA contaminante. Apds a inativacdo da DNase (65°C
por 10 mim), a reacdo de transcricao reversa foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis
(BioRad Hercules, CA) conforme instrucfes do fabricante. A expressao relativa dos genes foi
realizada por PCR em tempo real (CFX384 real-time PCR; BioRad, Hercules, CA) utilizando
SYBR Green Supermix iQ (BioRad) e primers especificos para bovinos (Tab. 1).

De modo a otimizar a analise de expressao génica, diluicdes em série com 0s cDNAS
de todas as amostras foram utilizadas para gerar uma curva padrdo (5 pontos), que foi
construida através da representacdo grafica do logaritmo da quantidade de partida do fator de
diluicdo em relacdo ao valor de Cq obtidos durante a amplificacdo de cada diluicdo. As
reacdes com coeficiente de determinacdo (R2) superior a 0,98 e eficiéncia de 95-105% foram
considerados otimizadas. O método da curva padrdo relativa foi utilizado para avaliar a
quantidade de um transcrito particular, em cada amostra (Cikos et al., 2007). As amostras
foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos em relacéo aos valores médios

de Cq para GAPDH e Ciclofilina como genes de referéncia.
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Citologia uterina

As amostras foram coletadas pela técnica de escova endometrial (Cytobrush) adaptada
de Kasimanickam et al. (2004). Uma escova cervical ndo estéril (Labor Import®) foi adaptada
e inserida em um aplicador universal de sémen para passagem através da cérvix. Apos isso, a
escova foi exposta na ponta do aplicador, onde foi feita a coleta da amostra das células do
endométrio e realizado um esfregaco em lamina.

Os esfregagos foram corados com Panético Rapido (Bastos et al., 2015) para avaliagcdo
do padrdo das células do endométrio. As amostras foram avaliadas em microscopio 6tico
Olympus CX 41 (Olimpus Corporation, Tokyo, Japdo) em aumento de 1000x. A citologia foi
avaliada com base no padrdo celular: presenca de citoplasma, presenca de nicleo isolado,
tamanho do nucleo, forma da célula e do nlcleo e presenca de leucdcitos e eritrocitos. Foram
contadas 100 células e classificadas conforme padrdo de tipo celular em: superficiais (TI),
intermedidarias (TI1), basais (TI1I), neutrofilos (N) e linfécitos (L) (Brodzki et al., 2015).
Biopsia endometrial

As bidpsias de endométrio foram feitas apds a higienizacdo da regido perineal e da
administracdo de anestésico (4 ml de lidocaina 2%), pela via epidural baixa. As bidpsias
foram realizadas pela via transcervical, utilizando uma pinca para biopsia laparoscopica, na
porc¢do dorsal do corpo do Utero.

Dosagens hormonais

A partir das amostras de soro, foram determinados os niveis P4, E2 e cortisol através
da técnica de eletroquimioluminescéncia (Bossaert et al., 2008) em laborat6rio privado. Para
0s exames se considerou coeficientes de variacdo inter e intra-ensaio inferiores a 10%.

Analise estatistica
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As anélises estatisticas, e correlagdes foram conduzidas usando o software JMP (SAS
Institute Inc., Cary, NC). A distribuicdo dos dados foi testada com o teste Shapiro-Wilk,
sendo 0s mesmos normalizados quando necessario. Os dados continuos foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). Em todas as analises, o nivel de significncia utilizado foi de

5%.

Resultados
Experimento |

Das seis vacas expostas ao protocolo de 1AL, todas iniciaram a lactagcdo no D21. Trés
das seis vacas apresentaram estro (avaliado por observacao diaria), por trés dias apenas, apos
a retirada dos dispositivos de P4. Cinco vacas foram inseminadas novamente ap0s o protocolo
e quatro gestaram.

Nas avaliacOes da citologia uterina foram observadas: células superficiais (Fig. 3 A e
C), celulas intermediarias (Fig. 3 A e C), células basais (Fig. 3 C), neutrofilos (Fig. 3 B) e
linfocitos (Fig. 3 B). As médias das quantidades de cada tipo celular estdo listadas na Tab. 2.
N&o houve diferenga estatistica entre os tratamentos (P > 0,05) no padrdo de resposta
inflamatdria, tampouco nas células uterina antes e apos a exposicdo hormonal (Fig. 4).

A expressdo de RNAm para AQP4, CCND1, COL4Al, EGFR, ESR1, ESR2, GREB1,
PGRMC1, PGRMC2, PTCH2, e SLC2A1 no endométrio de vacas ndo diferiu (P > 0,05) antes
e apés a exposicdo a estrogenos (Fig. 5). Porém, apds o tratamento, o receptor OXTR
(ocitocina) apresentou menor expressdo (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e
0 gene SERPINA14 apresentaram aumento na expressao (P < 0,05) (Fig. 6).

Com relacdo ao perfil endocrino, no DO as fémeas apresentavam 51,4 + 11 pg/ml de
estradiol, mas apresentaram maiores niveis nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 (P < 0,05), atingindo até

4.000 pg/ml no D4 (Fig. 7A). Os niveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no DO,
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evidenciando a presenca de atividade luteal. Durante o periodo de aplicacdo hormonal (DO e
D6) as vacas induzidas mantiveram niveis acima de 6 ng/ml, retornando aos niveis basais no
D8, dois dias ap6s o término das injecOes de estradiol (Fig. 7B).
Experimento 11

No experimento I, os animais ndo manifestaram estro durante o periodo das coletas de
sangue. Os dois grupos que receberam diferentes formulacbes de E2 apresentaram um
aumento nos valores de estradiol em relacdo aos niveis basais, mostrando que o tratamento
teve efeito. O grupo BE apresentou um pico nos niveis séricos de E2, ultrapassando os 2000
pg/mL nas 24 horas apds inicio das aplicacdes, diminuindo para niveis proximos a 500 pg/mL
nas 60 horas. Ja o grupo ECP ndo apresentou este pico, mas aumento os niveis de E2 para
proximos de 500 pg/mL nas 24 horas, se mantendo constante até as 60 horas. Observou-se
gue os niveis de estrogeno foram superiores no grupo tratado com BE em relagcdo ao ECP (P <

0,05), nas horas 24, 48 e 60 (Fig. 8).

Discusséo

O presente estudo demonstrou as alteracbes no perfil de expressdo génica no
endométrio de vacas antes e ap0s a exposicdo prolongada a estrogenos, bem como as
modificacdes no perfil endocrino de vacas expostas a protocolo curto de IAL. Demonstrou
também o perfil enddcrino de vacas expostas a diferentes ésteres de estradiol e as alteracGes
no padrdo celular e de resposta inflamatoria no endométrio dos animais no proestro antes e
apos a exposicdo hormonal. No experimento I, as vacas submetidas a IAL lactaram apds a
conclusdo do protocolo, manifestando estro por trés dias apos o termino da exposicdo a P4,

atingindo taxa de prenhez de 66,6%.
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Um dos principais problemas dos protocolos de IAL é a manifestacdo de estro
exacerbada que pode predispor fraturas pélvicas nos animais (Chakriyarat et al., 1978). No
experimento I, as vacas manifestaram estro por apenas trés dias, provavelmente devido ao fato
de se ter utilizado um protocolo curto de IAL, sem as administracGes isoladas de E2 apds o
fim das aplicacGes de P4, como o0 que ocorre nos protocolos tradicionais de AL que utilizam
E2 por mais sete dias isoladamente (Freitas et al., 2010). Outro resultado importante foi a
ocorréncia de uma taxa de prenhez de 66,6% ap6s o protocolo de IAL no experimento I. Este
resultado corrobora com outros autores que relatam que vacas com problema de infertilidade
tornam-se gestante apos os protocolos de IAL (Freitas et al., 2010; Mellado et al., 2011;
Smith e Schanbacher, 1973), o que reforca a hipdtese de que a prolongada exposi¢do a
estrégenos module o ambiente uterino, favorecendo o retorno a fertilidade.

Vacas sob a influéncia de E2 apresentam maior fluxo sanguineo no utero (Rawy et al.,
2018) e maior grau de estimulo a divisdo e proliferacdo celular (Fraser et al., 2008). No
presente estudo, se observou grande quantidade de células em diferentes graus de degeneragéo
(principalmente células TI) e também algumas ceélulas epiteliais jovens (TIII), tanto antes
como apos a exposicao ao estrogeno, indicando que ocorreu renovacdo celular no endométrio.
Dados similares foram relatados por Brodzki et al. (2015), que encontraram maior quantidade
de células degeneradas Tl em vacas na fase folicular do ciclo estral. Entretanto, ndo houve
diferenca no padrdo celular do endométrio antes e depois do tratamento, sugerindo que
existam outros mecanismos envolvidos na retomada da fertilidade destas vacas. A avaliacéo
da quantidade de células de defesa, principalmente polimorfonucleares, é utilizada para
avaliacdo de endometrites clinicas (Sicsic et al., 2018) e subclinicas (Van Schyndel et al.,
2018), sendo diretamente relacionada a capacidade das vacas conceberem apds o parto. A
exposicdo a estrogenos ndo foi capaz de modular a resposta inflamatdria dos animais apds o

tratamento, o que pode ser relacionado ao pequeno nimero de vacas avaliadas.
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A prolongada exposi¢do a estrogenos modulou a expressao dos receptores de ocitocina
(OXTR) e P4 (PGR) e do gene SERPINA 14. A expressdo de OXTR no endométrio esta
relacionada com a sinalizagdo do parto e da lutedlise, regulada por horménios esteroides
(Revisado por (Bishop, 2013)). Ainda que o OXTR tenha apresentado menor expressao apos
exposicdo a estrogenos, estudos demostram que o OXTR apresenta menor expressdo no
diestro (Aradjo et al., 2015). Como no presente estudo as amostras foram coletadas no
proestro, ndo se pode afirmar que o tratamento influenciou na expressédo de OXTR de acordo
com a fase do ciclo estral. A maior expressdo de PGR no endométrio das vacas pés-
tratamento contradiz nossa hipétese, pois autores citam que a diminui¢do da expressdo de
PGR proporcionaria um melhor ambiente para a implantacdo do embrido (Bazer et al., 2009;
Spencer et al., 2006). Um fator que influencia diretamente na expressao génica do endométrio
é o local da coleta da amostra (Araujo et al., 2015), e poderia ser uma explicacdo para esta
diminuicdo de PGR. O gene SERPINA 14 esta relacionado com o transporte de proteinas e a
constituicdo do histotrofo responsavel pela nutricdo do concepto (Padua e Hansen, 2010). Sua
maior expressdo pode estar relacionada com a capacidade das vacas conceberem ap0s 0
tratamento.

A mensuracdo do perfil enddcrino de vacas submetidas a protocolos de IAL possibilita
nortear alternativas para os principais problemas da técnica, que sdo: manejo diario de
aplicacdo de grandes volumes de horménios e a manifestacdo de estro exacerbado pelas vacas
(revisado por (Pestano et al., 2017)). Sabendo os niveis séricos de P4 necessarios para 1AL
(dados ndo publicados) e que o corpo luteo (CL) produz, em média, 6 a 8 ng/ml de P4 (Mann,
2009), no experimento 1, foi possivel obter IAL com um protocolo de curta duracdo,
utilizando 2 DIVs de 1,9 g de P4, associados a presenca de CL funcionais e a aplicacdo de BE
por sete dias. Jewell (2002) mostrou que a IAL com protocolos curtos possibilitou cerca de

90% de sucesso e a producgéo de aproximadamente 70% de leite, em comparagdo com vacas
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em lactagdo fisioldgica, evidenciando que o uso de protocolos curtos € viavel, ja que reducao
na producdo de leite ndo é expressiva. A eficacia dos protocolos curtos de IAL quanto a
producéo de leite (ndo avaliada em nosso estudo) ainda precisa ser melhor investigada, pois
protocolos curtos baseados em aplicagdes de estradiol 178, ECP ou BE também foram
relatados (Jewell, 2002).

No experimento 2, os niveis de estradiol tiveram uma curva de meia vida semelhante a
descrita por (Vynckier et al., 1990), evidenciando meia vida mais prolongada do ECP. Assim,
se 0 ECP for a fonte de estrogeno escolhida para o protocolo de 1AL, sua aplicagdo podera

ocorrer em intervalos mais longos.

Conclustes

A modulagéo génica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de SERPINA14
sugerem que a prolongada exposicdo a estrogenos influencia o ambiente uterino de vacas
tratadas. A prolongada exposicdo a estrogenos ndo foi capaz de induzir modificacbes no

padrdo celular no endométrio de vacas no proestro depois do tratamento.
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Tabelas

Tabela 1. Genes e sequéncias de iniciadores

Gene ID Forward Reverse

AQP4 GTGTCTGTTGCAGTGAGAT CAAAGGGACCTGGGATTTAG
CCND1 AACTACCTGGACCGCTT AGTGTAAATGCACAGCTTCT
Ciclofilina GGTCATCGGTCTCTTTGGAA TCCTTGATCACACGATGGAA
COL4A1 CACGGCTACTCTTTGCTCTAC GAAGGGCATGGTACTGAACTT
EGFR CCGTGAGTTGATCCTTGAATTCTC GTCCGTAGGGCTTGGCAAAT
ESR1 CAGGCACATGAGCAACAAAG TCCAGCAGCAGGTCGTAGAG
ESR2 CAGCCGTCAGTTCTGTATGCA TCCTTTTCAATGTCTCCCTGTTC
GAPDH GATTGTCAGCAATGCCTCCT GGTCATAAGTCCCTCCACGA
GREB1 CACCTGCGTGCACAAGTTAC GCTGGAATCCGCGATTGAAC
OXTR GTCAGCAACGTCAAGCTCATCT AGACACTCCACATCTGCACGAA
PGR GCCGCAGGTCTACCAGCCCTA GTTATGCTGTCCTTCCATTGCCCTT
PGRMC1 AGGGGCCGTATGGAGTCTTT CCACATGATGGTACTTGAAAGTGAA
PGRMC2 CAGGGGAAGAACCGTCAGAA ATGAAGCCCCACCAGACATT
PTCH2 CATCCTGCTGCTGTGTACTT ATCGCCAGGACCAGTACTAT
SERPINA14 ATATCATCTTCTCCCCCATGG GTGCACATCCAACAGTTTGG
SLC2A1 ATCATCTTCACCGTGCTCCTGGTT TGTCACTTTGACTTGCTCCTCCCT

Tabela 2. Numero de células avaliadas por citologia endometrial antes e depois da

exposicdo a estrégenos (média * erro padrao)

Células observadas

TI(%)  TH (%) T (%) N (%) L (%)
Antes 730£51 173%53 58%28 30%22 0805
Depois 728+48 198+49 1004 26+13 36%19

51

Células superficiais (T1), células intermediarias (TII), células basais (TII1), neutréfilos (N) e

linfocitos (L)
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Figuras
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Figura 1: Desenho experimental do experimento 1. Protocolo de pré-sincronizacéo (D-17 a D-
6) e coleta de amostras de endométrio de vacas no proestro (D-6) antes da exposicdo a
estrégenos; Protocolo de inducdo da lactacdo (DO a D21); Protocolo de nova sincronizagéo
(D55 a D66) para coleta de amostras de endométrio no proestro (D66) pds-exposicdo ao
protocolo de inducéo.

*BE- Benzoato de estradiol (Gonadiol® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil);

*DIB- DIV de 1g de P4 (DIB® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil);

*PGF- Cloprostenol sédico (Prolise® - Tecnopec Ltda, Sdo Paulo, Brasil);

*GnRH- Hormdnio liberador de gonadotrofina (Gonaxal® Biogénesis Bagd, Parana, Brasil);
*CIDR- DIV de 1,99 de P4 CIDR® - Zoetis, Sao Paulo, Brasil;

*pST- Somatotropina bovina recombinante (Boostin®- MSD Salde Animal, S&o Paulo,

Brasil).
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Figura 2. Desenho experimental do experimento 2 conforme os tratamentos de sais de

estradiol e progesterona.

*BE- Benzoato de estradiol (Gonadiol® - Zoetis, Sdo Paulo, Brasil);

*ECP- Cipionato de estradiol (ECP® - Zoetis, S&o Paulo, Brasil)

*DIB- DIV de 1g de P4 (DIB® - Zoetis, S&o Paulo, Brasil);

*CIDR- DIV de 1,99 de P4 CIDR® - Zoetis, S&o Paulo, Brasil;

[

Figura 3: Padrédo celular encontrado na citologia uterina. Células superficiais (TI1) em A e C,

células intermediarias (TII) em A e C, células basais (T111) em C, neutrofilos (N) e linfocitos
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Figura 4: Porcentagem de células avaliadas no esfregaco feito a partir da citologia uterina nas
vacas antes (D-6) e apds tratamento (D66). Nos dois momentos as células foram coletadas no
proestro.

Células superficiais (TI), células intermediarias (TII), células basais (TIII), neutréfilos (N) e

linfocitos (L) (p > 0,05).
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Figura 5: Abundancia relativa de RNAm das células endometriais coletadas por biopsia de

vacas no proestro antes e depois da exposicéo aos estrogenos (p > 0,05).
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Figura 6: Abundancia relativa de RNAm das células endometriais coletadas por biopsia de
vacas no proestro antes e depois da exposicao aos estrogenos.

* Indica diferenca estatistica entre os momentos (p < 0,05).
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4 Consideracgdes Finais

Em resumo, se avaliou a utilizacdo da técnica de IAIF em bovinos e também
as alteracbes promovidas pela prolongada exposicdo a estrégenos no perfil
endocrino, na expressao génica e no padrdao das células do endométrio das vacas
expostas aos protocolos de IAL.

Inicialmente, observou-se que 0s espermatozoides incubados em FF ou em
ambiente folicular apresentaram uma baixa motilidade pds incubacéo, evidenciando
gue o FF e o ambiente folicular sdo prejudiciais aos espermatozoides. Portanto, a
utilizacdo da IAIF em bovinos ainda precisa ser melhor esclarecida para que a
técnica possa, de fato, auxiliar em casos de vacas com infertilidade.

Em um segundo momento, observou-se que animais expostos a prolongada
exposicdo a estrogenos atingiram niveis elevados de progesterona (6 ng/ml) e
estradiol (4.000 pg/ml), voltando a niveis basais apos o termino das aplicacbes
exdgenas. A modulacdo génica exercida sugere que a prolongada exposicdo a
estrogenos influencia o ambiente uterino de vacas submetidas a protocolos de 1AL,
com efeitos positivos sobre sua fertilidade subsequente, uma vez que 66,66% das
vacas gestaram apos o protocolo. Entretanto, a prolongada exposicao a estrogenos
nao foi capaz de induzir modificacbes no padréo celular do endométrio de vacas no
proestro depois do tratamento, indicando que provavelmente nao seja atraves
destas modulacfes os eventos envolvidos na retomada da fertilidade.

Estes dados fornecem subsidio para estudos futuros que objetivem avaliar
problemas de infertilidade em bovinos, especialmente bovinos leiteiros os quais

estes problemas impactam diretamente na lucratividade da atividade.
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Anexo | - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentagdo Animal (Artigo 1)

UFPel
Comeso (0 Ttoa om Egavneracdn Anrn

Pelotas, 10 de dezembro de 2015

De: M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissio de Ftica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof, Thomaz Lucia Jr

Departamento de Patologia Animal — Faewldade de Vererindria

Senhor Professar:

A CEEA analisou o projeto intiulada: “Inseminagfio intrafolicular em
bovines™, processo n"23110.008440:2013-58, que envolve a utilizagioc de animais
pertencentes ao filo Chordata. Sublily Vertebrata (cxceto o homem). para fins de
pesquisa cientifica, senido de parccer FAVORAVEL 1 sua oxecugdo, pois estd de
acorda com 08 preceitos du Lei n® 11,794, de & de outubro de 20408, ¢ com as normas
editadas pelo Conselho Nacianal de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA).

Solicitamos, apés tomar citocia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrada junio o
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadasto n” CRRA 8440-
2015).

Vigéncia do Prajelo: 150172016 a 132002619
Especie/linhagem: Bovina'SK1)

N¥ de animars: 40

leade: 2-12 anos

Sexa: Fémeas

Origem: Centro Agropecudrio da Palma - UFPe!

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidenie da C127A

Assinatur do Professor Responsivel: CC'. g = )



Anexo Il - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal (Artigo
2)

. e

Pelotas, |2 de sctembro de 2016

Certificado

Cernficamos que a proposta intitulada “Modulagiio génica, endécrina e celular
em vacas submetidas & prolongada exposiciv a estrogenn”, registruda sob o o’
2310007347201 6-135. sob a responsabilidade de Thomaz Lucia Janior que envoive
a produgdo, manutengde ou wilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo
Vertebrata (excelo humznos), para (ins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encentini-se
de acordo com os preceitos da Tei n® 11,794, de R de cutubro de 2008, i Decreio n®
6,899, de 13 de julho de 2009, & com as normaes editadas pelo Conselho Nacioral de
Contrale de Fxperimentagie Animal (CONCEA) ¢ reecbeu parceer FAVORAVEL a
sus execygdo pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal, em reuniio de
03:00:2016.

Finalidade _ | { X ) Pesquisa ([ ) liasing
Vigéncia da aulorizagio 13092006 4 11032019
Ispevielichagenvraga Bovina! Holandés. Jersey ¢ SRD
| N° de animais 40 -
Idade 3-8 anos
Sexo Fémeas
Origem Cenuo Agropecuane da Palma  UI'Pel e Propriedades
| Comenrciais da regido de Pelotas/RS .

Solicitamos. apos tomar ciéncia dn parecer, reenviar o processo a CERA.
Salientamos ambém a necessidade deste projeto ser cedastrodo junto ac COBALTG

para posterioy regisere na COUEPE (codipo paa cadastro n® CELA 7347-2016).

[ e feow

MLY. Dra. Ln{lizc de Oliveira Campello Felix

Presidente da CLEA

Assinaura do Professor Responsivel:




Anexo lll - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal (Artigo
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Comissto de foa em Egaimeniaci.

Pelotas, 14 de janeiro de 2015

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA)
Para: Professor Bernardo Garziera Gasperin

Faculdade de Veterindria

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto de extensdo intitulado: “Induciio da lactagiio em
fémeas bovinas: avaliagio do perfil endécrino e de marcadores de resposta
inflamatéria”, processo n°23110.010524/2014-71, sendo de parecer FAVORAVEL a
sua execugdo, considerando ser ¢ assunto pertinente € a metodologia compativel com os
principios éticos em experimentago animal e com os objetivos propostos.

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(cédigo para cadastro n° CEEA 10524-2014).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

el

Prof. Dr. Everfon Fagonde da Silva
Prestdente da CEEA

Ciente em: ()/5 / 01 12015

Assinatura do Professor Responsével:




