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Resumo 
 
 
 

VARGAS-JÚNIOR, Sergio Farias. Abordagens para reverter casos de 
infertilidade em vacas leiterias: Inseminação artificial intrafolicular e exposição 
prolongada a estrógenos. 2019. 69f. Tese (Doutorado em Ciências) - Programa de 
Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2019.  

 
 

Problemas de infertilidade são comuns em vacas leiteiras, principalmente naquelas 
com alta produtividade, que possuem um metabolismo acelerado metabolizam mais 
rapidamente hormônios esteroides, como estradiol (E2) e progesterona (P4). 
Técnicas como a inseminação artificial intrafolicular (IAIF) e a prolongada exposição 
a estrógenos em protocolos de indução artificial da lactação (IAL) tem demostrado 
resultados promissores como alternativas para reverter estes quadros. No primeiro 
estudo, objetivou-se avaliar a motilidade de espermatozoides após inseminação 
artificial intrafolicular (IAIF) in vivo ou após incubação em fluído folicular, in vitro. A 
recuperação do conteúdo folicular foi realizada 1 a 4 h após a IAIF, para avaliação 
da motilidade espermática in vivo.  Posteriormente, os espermatozoides de um pool 
de doses comerciais foram avaliados quanto à sua cinética após incubação in vitro, 
puros (em pool) ou em fluído folicular (FF), por até 3 h.  A motilidade dos 
espermatozoides foi reduzida, tanto in vitro como in vivo, permitindo concluir que o 
folículo ovariano e o FF não proporcionam um ambiente adequado para a 
manutenção da motilidade dos espermatozoides bovinos. O segundo estudo, teve 
como objetivo determinar os níveis séricos de E2 e P4 em vacas submetidas a 
longos períodos de exposição ao estrógeno, bem como identificar as alterações no 
perfil gênico 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 níveis 
maiores nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 após o tratamento (P < 0,05), atingindo até 4.000 
pg/ml no D4. Os níveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no D0 e, durante o período 
de aplicação hormonal, as vacas induzidas mantiveram níveis acima de 6 ng/ml, 
retornando aos níveis basais no D8. Após o tratamento, o receptor OXTR (ocitocina) 
apresentou menor expressão (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e 
o gene SERPINA14 apresentaram um leve aumento na expressão (P < 0,07). A 
modulação gênica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de 
SERPINA14 sugerem que a prolongada exposição a estrógenos influencia o 
ambiente uterino de vacas submetidas a protocolos de IAL, com efeitos positivos 
sobre sua fertilidade subsequente. A prolongada exposição a estrógenos não foi 
capaz de induzir modificações no padrão celular e na resposta imune no endométrio 
de vacas no proestro depois do tratamento. O presente estudo fornece informações 
a respeito da utilização de IAIF em bovinos para que futuros estudos sejam 
realizados. Ainda, fornece dados referentes ao perfil endócrino de vacas expostas a 
prolongada exposição a estrógenos, bem como as alterações promovidas por esta 
exposição na expressão gênica do endométrio e no seu perfil celular. 



 

Palavras-chave: fertilidade; bovinos leiteiros; indução artificial da lactação; 

espermatozoide; perfil endócrino.  



 

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 Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, 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 D0, 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 D0 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 Introdução  

 

Com o aumento acelerado da população mundial, a crescente procura por 

alimentos de origem animal, especialmente de bovinos, torna imprescindível 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 índices produtivos, especialmente em termos de eficiência 

reprodutiva, que é bastante impactada pela infertilidade das fêmeas. 

Diversos estudos sugerem possibilidades para as principais causas 

relacionadas aos problemas de infertilidade nas fêmeas bovinas. O estresse térmico 

(DE RENSIS et al., 2017), o diâmetro do folículo pré ovulatório (PERRY et al., 2007), 

baixos níveis de progesterona nas fases iniciais de gestação (Forde et al., 2011), 

níveis pré-ovulatórios inadequados de estradiol (MADSEN et al., 2015) e falhas na 

ovulação (SARTORI et al., 2001) são exemplos de fatores que influenciam 

diretamente na capacidade da vaca de conceber um bezerro por ano.  

Rebanhos voltados à produção de leite apresentam problemas recorrentes de 

infertilidade. Vacas leiteiras apresentam o metabolismo acelerado, fazendo com que 

os hormônios esteroides sejam mais rapidamente metabolizados 

(SANGSRITAVONG et al., 2002), o que possivelmente explica o motivo pelo qual 

bovinos de leite apresentam mais problemas de fertilidade (revisado por BERRY et 

al. (2014)). 

Alternativas para reverter problemas de infertilidades na fêmea bovina têm 

sido testadas com resultados variados. A utilização da inseminação artificial 

intrafolicular (IAIF), que consiste em depositar o sêmen diretamente no folículo pré 

ovulatório, foi testada com resultados promissores em vacas com problemas de 

infertilidade causados pelo estresse térmico (LÓPEZ-GATIUS e HUNTER, 2011). 

Também, a exposição prolongada a estrógenos, como ocorrem em vacas 

submetidas a protocolos de indução artificial da lactação (IAL) vem demostrando 

resultados positivos com relação ao retorno à fertilidade pós-exposição (FREITAS et 

al., 2010; MELLADO et al., 2011). Entretanto, existem poucos estudos relacionados 

à IAIF que possibilitem a comprovação da técnica como uma alternativa viável e
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eficiente para retomada da fertilidade em bovinos. Também, não há estudos 

evidenciando os mecanismos pelos quais vacas submetidas à prolongada exposição 

a estrógenos retomam a fertilidade. Portanto, existe a necessidade de aprofundar o 

conhecimentos a respeito dos mecanismos fisiológicos que fazem com que uma 

vaca não conceba um bezerro por ano, principalmente em relação aos eventos 

endócrinos, ovarianos e uterinos que propiciam a gestação.   

Assim, este trabalho tem por objetivos: 

Objetivo geral 

- Avaliar o uso de estrógeno em vacas com problemas reprodutivos e o uso 

da IAIF como alternativas para melhorar à infertilidade.  

 

Objetivos específicos 

- Avançar no entendimento dos efeitos do ambiente folicular e fluido folicular 

sobre a célula espermática através da incubação de espermatozoides in vitro e in 

vivo.  

- Determinar os níveis séricos de progesterona, estradiol e cortisol durante o 

proestro/estro e o diestro de vacas antes e após o tratamento com estrógeno; 

- Avaliar o efeito da exposição ao estrógeno sobre a resposta inflamatória 

uterina; 

- Avaliar a expressão de genes e as rotas de sinalização relacionados à 

fertilidade no útero de vacas submetidas a longos períodos de exposição ao 

estrógeno



 
 

. 

2 Revisão da Literatura 

 

2.1 Inseminação artificial intrafolicular (IAIF) 

A inseminação artificial intrafolicular (IAIF) é uma técnica desenvolvida e 

utilizada em humanos com problemas de infertilidade, que consiste na deposição de 

sêmen diretamente no interior de folículos pré-ovulatórios através da injeção 

intrafolicular guiada por ultrassonografia (LUCENA et al., 1991; ZBELLA et al., 

1992). A IAIF é uma alternativa às técnicas de reprodução assistida já usualmente 

utilizadas, como a inseminação intrauterina (IAIU), inseminação intraperitoneal, 

transferência do gameta masculino e feminino diretamente na tuba uterina (GIFT) e 

fertilização in vitro (FIV), que são técnicas caras e trabalhosas, enquanto a IAIF tem 

menor custo e tem realização relativamente mais simples.  

A primeira descrição da técnica de IAIF foi feita por LUCENA et al. (1991) 

relatando 14 casos em humanos, com quatro gestações concebidas. Em seguida, 

ZBELLA et al. (1992) descreveram um caso de gestação após longo período 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 útero como 

endometrites, potencializar o uso de doses de sêmen com menor concentração ou o 

uso de sêmen congelado. MEINJTES et al. (2001) relataram a primeira tentativa de 

IAIF com o objetivo de realizar a técnica em equinos e avaliar a sua eficácia em 

estabelecer a gestação. Neste estudo foram inseminadas dez éguas, mas nenhuma 

gestação foi concebida. Também trabalhando com éguas, Eilts et al. (2002) 

avaliaram se a IAIF seria prejudicial para o estabelecimento da gestação após a 

realização de IAIU. Nove éguas receberam 2.500 UI de hCG no momento da IAIU e 

foram submetidas à IAIF em até 34h depois. Neste trabalho foi relatada uma 

gestação, porém esta não pode ser associada à IAIF, pois a égua que concebeu 

teve ovulação dupla e apenas um folículo 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 cíclicas foram 

utilizadas para IAIF, com o objetivo de recuperação dos espermatozoides quatro 

horas após, para avaliação de sua viabilidade. Neste trabalho, as fêmeas que 

manifestaram estro (folículos maiores que 35 mm) receberam 2500UI de hCG e 

foram inseminadas com diferentes concentrações de espermatozoides: cinco éguas 

foram inseminadas com 50 x 106 espermatozoides; e cinco com 500 x 106 

espermatozoides. Foram observados poucos espermatozoides móveis em sete das 

10 amostras. Porém, após avaliação da integridade da membrana, cinco amostras 

apresentavam espermatozoides com membranas intactas. A porcentagem de 

recuperação de espermatozoides foi de 0,53% e 9,02% nas fêmeas inseminadas 

com 50 e 500 x 106 espermatozoides, respectivamente, sendo que todos os 

espermatozoides recuperados apresentavam reação acrossômica ou estavam em 

processo de reação. Leão et al. (2005) também avaliaram as causas da ineficiência 

da técnica, em três experimentos. No primeiro, foram feitas IAIF em 20 éguas, em 

momento próximo das ovulações sincronizadas com hCG, com 20 x 106 

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 sêmen descongelado, sem diluição ou diluído 1:1 

em fluído folicular, para avaliar a sobrevivência dos espermatozoides. Não houve 

nenhuma gestação confirmada no primeiro experimento. No segundo, cinco das dez 

éguas tiveram prenhez confirmada, após a realização conjunta de IA convencional e 

IAIF. No terceiro, somente foi observada diferença entre os grupos com e sem fluído 

folicular no momento inicial (0 h) de avaliações, em que foi observada maior 

motilidade espermática no grupo sem fluido, porém, não foram observadas 

diferenças 1, 2 e 3 h após a incubação entre os grupos.  

Devido a relatos anteriores de baixa taxa de recuperação espermática após 

IAIF (PARLEVLIET et al., 2005), Eilts et al. (2006) avaliaram se isto ocorreria pela 

ligação dos espermatozoides nas células da granulosa, realizando a IAIF como 

descrito por Parlevliet et al. (2005) com 500 x 106 espermatozoides, em uma égua 

em estro com folículo dominante com diâmetro maior que 35 mm. Quatro horas após 

a IAIF, a égua foi eutanasiada e o folículo injetado foi coletado. Através de 

microscopia eletrônica de transição, observou-se a ligação dos espermatozoides às 

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 períodos mais quentes do 

ano (LÓPEZ-GATIUS e HUNTER, 2011). Neste trabalho, foram utilizadas 50 vacas 

de alta produção de um rebanho com histórico de 10% de gestações após IAUI. As 

vacas tiveram o estro detectado por visualização de sinais de cio, confirmado por 

palpação retal. Dezessete vacas receberam IAIF e 33 receberam IAIU com 

aproximadamente 5 x 106 espermatozoides. As taxas de prenhez foram de 23,5% 

após IAIF e 9.0% após IAIU.    

Apesar de alguns resultados positivos com a utilização da IAIF em humanos, 

trabalhos com a utilização da técnica em animais de produção não comprovaram a 

hipótese de que a IAIF poderia ser utilizada em programas de IA enquanto que, em 

bovinos, resultados promissores foram obtidos no único estudo disponível. Portanto, 

justifica-se o melhor estudo da técnica, especialmente da interação entre as células 

espermáticas e o ambiente folicular da fêmea bovina. 

   

2.1.1 Cinética espermática 

A avaliação da cinética espermática pode ser utilizada como parâmetro de 

avaliação da qualidade dos espermatozoides. Um dos principais parâmetros 

avaliados na cinética espermática é a motilidade. A motilidade espermática se 

baseia na avaliação quantitativa do número de espermatozoides com movimento 

(CBRA, 2013). Sua avaliação é atribuída em percentagem (0-100%) e pode ser 

classificada em motilidade total e progressiva. A avaliação da motilidade 

espermática por microscopio óptico é considerada subjetiva (CBRA, 2013). 

Avaliações consideradas objetivas são realizadas através de sistemas 

computadorizados, como o CASA (AMANN e KATZ, 2004). Os sistemas 

computadorizados utilizam o movimento da cabeça do espermatozoide para 

mensuração de seu movimento. Embora o flagelo seja o responsável pela 

motilidade, sua movimentação não é utilizada como parâmetro, pois os movimentos 

flagelares são muito difíceis de serem avaliados (MATOS et. al., 2008).  

Os principais parâmetros avaliados pelo sistema CASA são: motilidade total 

(MT), total de espermatozoides com movimentos; motilidade progressiva (MP), total 

de espermatozoides vivos e com movimento unidirecional; velocidade curvilínea 

(VCL), velocidade da trajetória real do espermatozoide; velocidade linear progressiva 

(VSL), velocidade média em função da linha reta estabelecida entre o primeiro e o 
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último ponto da trajetória do espermatozoide; velocidade média da trajetória (VAP), 

velocidade da trajetória média do espermatozoide; amplitude de deslocamento 

lateral da cabeça (ALH), amplitude do deslocamento médio da cabeça do 

espermatozoide em sua trajetória real; frequência de batimento flagelar cruzado 

(BCF), número de vezes que a cabeça do espermatozoide cruza a direção do 

movimento; retilinearidade (STR), relação percentual entre VSL e VAP; e linearidade 

(LIN), relação percentual entre VSL e VCL (MATOS et. al., 2008). 

 

2.2 Associação entre os níveis de estrógeno e diâmetro folicular 

Sabe-se que o diâmetro do folículo pré-ovulatório está diretamente 

relacionado com a produção de E2 (VASCONCELOS et al., 2001) e com a taxa de 

prenhez subsequente (COLAZO et al., 2015). A indução da ovulação de folículos 

com diâmetro maior ou igual a 11 mm, com hormônio 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 embrionárias, quando comparados as 

vacas com folículos menores (PERRY et al., 2005). Esta queda na fertilidade estaria 

associada a baixas concentrações de E2 no momento da IA de vacas com folículos 

menores e com uma menor produção de P4 nos momentos seguintes à ovulação. 

Santos et al. (2010) avaliando a influência do período de dominância folicular, 

observaram que as vacas que ovularam folículos maiores tiveram maiores 

concentrações séricas de E2 comparadas as vacas que ovularam folículos de menor 

diâmetro.   

Avaliando a relação entre o tamanho do folículo pré-ovulatório, a produção de 

E2 e a taxa de prenhez, observou-se que novilhas que ovulam folículos com 12,8 

mm de diâmetro tiveram maiores taxas de prenhez quando comparadas às que 

ovularam folículos menores que 10,7 mm (PERRY et al., 2007). Entretanto, novilhas 

que ovularam folículos maiores que 15,7 mm também tiveram menores taxas de 

prenhez quando comparadas a novilhas que ovularam folículos de 12,8 mm. Neste 

estudo também se observou maior concentração circulante de E2 em novilhas que 

manifestaram estro, embora sem correlação com o diâmetro do folículo. Portanto, 

fica evidente que os níveis de estrógeno durante o proestro estão associados com a 

fertilidade em bovinos. 
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2.3 Ação dos hormônios esteroides sobre o desenvolvimento embrionário e o 

ambiente uterino 

Os níveis de esteroides interferem diretamente no ambiente uterino e no 

estabelecimento da gestação. Os elevados níveis de P4 nos períodos iniciais de 

gestação de bovinos contribuem para um maior desenvolvimento embrionário, e 

também para uma maior liberação de interferon-tau pelo embrião, facilitando o 

reconhecimento da prenhez e a implantação do embrião, em torno de 16-17 dias de 

gestação (KATAGIRI e MORIYOSHI, 2013). Além disso, alterações nos níveis de E2 

no proestro resultam em alterações na expressão de receptores para E2 e P4 no 

endométrio (BINELLI et al., 2014). Segundo Madsen et al. (2015), vacas 

ovariectomizadas que foram receptoras de embriões bovinos transferidos no D7, 

mas não receberam estradiol exógeno no período pré-ovulatório (para simular o 

estradiol que seria liberado naturalmente neste período), apresentaram perdas 

gestacionais, provavelmente devido a falhas no reconhecimento da gestação.  

Até o presente momento foram identificadas poucas rotas de sinalização 

envolvidas na mediação dos efeitos do E2 e P4 sobre o ambiente uterino. A rota do 

fator de crescimento epidermal (EGF) está relacionada com o crescimento do útero e 

da vagina e com a diferenciação das células endometriais (KATAGIRI e 

TAKAHASHI, 2004). Em vacas que não apresentam problemas reprodutivos, dois 

picos nos níveis de EGF no endométrio ocorrem durante o ciclo estral, entre os dias 

2-4 e 13-14, com menor concentração no D7. Por outro lado, vacas com baixa 

fertilidade apresentam alterações nas concentrações de EGF e não apresentam 

estes dois picos (KATAGIRI e TAKAHASHI, 2004). Rotas relacionadas ao fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) também podem estar envolvidas, 

associadas à atividade mitótica e à diferenciação celular, com possíveis ações de 

modulação em nível uterino. Em ratas, foi demonstrado que a elevação dos níveis 

de IGF-1 pode aumentar as perdas embrionárias (KATAGIRI et al. 1996).   

Araújo et al. (2015) avaliaram a expressão gênica de receptores para E2 

(ESR2), P4 (PGR) e ocitocina (OXTR) no endométrio de vacas submetidas a 

diferentes perfis endócrinos pré-ovulatórios. Além disso, determinaram a expressão 

de genes relacionados à manutenção da gestação em bovinos (SLC2A1, AKR1C4, 

LPL e SERPINA14) em diferentes porções do endométrio e da vagina, em vacas 

com ovulação de folículos grandes ou pequenos. Vacas com folículos maiores 

tiveram maior expressão de ESR2, AKR1C4, LPL, SLC2A1 e SERPINA14, mas 
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menor expressão de PGR e OXTR no endométrio (ARAÚJO et al., 2015). Forde et 

al. (2012), avaliando o efeito de baixa concentração de P4 no trascriptoma 

endometrial de vacas, relataram alteração na expressão de 498 genes, no sétimo 

dia do ciclo estral, e de 351 genes no dia 13° dia do ciclo. Portanto, os níveis de 

esteroides circulantes estão associados com o padrão de expressão gênica no 

endométrio.  Acredita-se que um proestro adequado seja importante para preparar o 

útero para o estabelecimento e manutenção da gestação.  

 

2.4 Perfil endócrino e imunidade do trato reprodutivo 

Os níveis de E2 e P4 também interferem na imunidade do trato reprodutivo de 

bovinos. Vacas são mais propensas a infecções uterinas no diestro, quando há 

predominância de P4, sendo que nesta fase do ciclo estral elas possuem mais 

agentes imunossupressores capazes de inibir a proliferação de linfócitos 

(SEGERSON et al., 1984). Entretanto, Chacin et al. (1990) não observaram 

diferença na atividade funcional de células de defesa (polimorfonucleares) no útero 

de vacas nas diferentes fases do ciclo estral, nem após tratamentos com esteroides, 

o que evidencia que a atividade de leucócitos no trato reprodutivo feminino ainda 

não é claramente elucidada.   

Vacas no proestro e no estro apresentam elevados níveis de E2, o que 

favorece uma maior motilidade uterina, estimulando a eliminação mecânica de 

microrganismos (AL-EKNAH e NOAKES, 1989). Em ratas, observou-se maior 

secreção de imunoglobulinas (IgG e IgF) durante o proestro e o estro do que no 

diestro (WIRA e SANDOE, 1977). Em porcas, há presença de maior número 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 

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

 

2.5 Exposição prolongada a esteroides em protocolos de Indução Artificial da 

Lactação (IAL) 

Hormônios esteroides como o E2 e P4 são fundamentais para o 

estabelecimento da gestação (SPENCER et al., 2007), sendo metabolizados de 

forma acelerada em vacas com alta produção leiteira (SANGSRITAVONG et al., 

2002). Com o decorrer da gestação, ocorre o desenvolvimento da glândula mamária. 

Fisiologicamente, o desenvolvimento final dos ductos e do sistema lóbulo-alveolar 
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das glândulas mamárias exige a presença simultânea de E2 e P4, os quais são 

liberados naturalmente pelos ovários e pela placenta na gestação (TUCKER, 1987). 

A administração exógena destes hormônios pode ocasionar IAL, o que é 

interessante no caso de vacas que não estejam gestando devido a problemas 

reprodutivos, mas que possuam alto potencial para produção de leite. Vacas com 

metabolismo acelerado frequentemente apresentam problemas reprodutivos, os 

quais podem resultar em seu descarte ou na sua venda por um preço aquém do seu 

real valor. Desta forma, a IAL em vacas com bom potencial de produção leiteira, a 

partir da administração exógena de hormônios esteroides, poderia evitar prejuízos 

com o seu descarte, reduzindo também despesas com a aquisição de novilhas para 

reposição (MAGLIARO et al., 2004). 

Estudos sobre a IAL em fêmeas bovinas são realizados desde a década de 

1940 (WALKER e STANLEY, 1941), sendo que os protocolos usados 

comercialmente podem induzir lactação em 80 a 90% das vacas tratadas. Os 

protocolos utilizados atualmente são similares ao proposto por Freitas et al. (2010), 

com aplicações de P4, E2, prostaglandina (PG) e corticoides, associados ou não a 

somatotropina bovina (bST), com aproximadamente 21 dias de duração. A 

exposição a estes hormônios é capaz de modular a função reprodutiva, permitindo 

que vacas submetidas à IAL retomem suas atividades reprodutivas em ciclos 

subsequentes (FREITAS et al., 2010; MELLADO et al., 2011). Entretanto, não há 

estudos que avaliem os mecanismos através dos quais os protocolos de IAL 

modulam as funções do eixo hipotálamo-hipófise-gônada e útero.  

Portanto, avaliar rotas de sinalização estrógeno-dependentes, padrão de 

células e resposta inflamatória uterina e perfil hormonal de animais submetidos à 

exposição prolongada a estrógenos é necessário para esclarecer possíveis 

mecanismos envolvidos na infertilidade bovina.  
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 9 

Abstract – The objective of this work was to evaluate sperm cells motility following 10 

intrafollicular insemination (IFAI) or after incubation in follicular fluid. In the in vivo 11 

experiment, IFAI was performed followed by follicular aspiration (1 to 4h after IFAI) to 12 

recover follicular content and evaluate sperm motility. In the in vitro experiment, the 13 

spermatozoa from a pool of frozen-thawed semen were evaluated for their kinetics after 14 

incubation pure (pool; control group) or in follicular fluid (FF) for 1 to 3h. A low motility of 15 

sperm cells after incubation in follicular fluid both in vitro and in vivo was observed. In vitro, 16 

the main negatively affected parameters in sperm incubated in FF, compared to the control 17 

group, were total motility (TM), progressive motility (PM), curvilinear distance (DCL) and 18 

straightness (STR), after 1h of incubation, and TM, PM, average path velocity (VAP) and 19 

curvilinear velocity (VCL) after 3h of incubation. In conclusion, the ovarian follicle and FF 20 

do not provide a suitable environment to maintain bovine sperm cell motility.      21 

Index terms: infertility, insemination, spermatozoa. 22 

 23 

Motilidade de espermatozoides bovinos após incubação em fluído folicular 24 

Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a motilidade de espermatozoides após 25 

inseminação artificial intrafolicular (IAIF) ou após incubação em fluído folicular. No 26 

experimento in vivo, a IAIF foi realizada com posterior recuperação do conteúdo folicular (1 a 27 
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4h após IAIF), para avaliação da motilidade espermática. No experimento in vitro, os 28 

espermatozoides de um pool de doses comerciais foram avaliados quanto à sua cinética após 29 

incubação in vitro, puros (pool) ou em fluído folicular (FF), por até 3h. Observou-se baixa 30 

taxa de sobrevivência dos espermatozoides, tanto in vitro como in vivo. In vitro, os principais 31 

parâmetros negativamente afetados nas células espermáticas incubadas em FF, em 32 

comparação ao grupo controle (pool), foram motilidade total (MT), motilidade progressiva 33 

(MP), distância curvilínea (DCL) e retilinearidade (STR), após 1h de incubação, e MT, MP, 34 

velocidade média da trajetória (VAP) e velocidade curvilínea (VCL), após 3h de incubação. 35 

Conclui-se que o folículo ovariano e o FF não proporcionam um ambiente adequado para a 36 

manutenção da motilidade dos espermatozoides bovinos.   37 

Termos para indexação: infertilidade, inseminação, espermatozoides. 38 

 39 

Intrafollicular artificial insemination (IFAI) is the introduction of sperm cells inside a 40 

pre-ovulatory follicle through transvaginal intrafollicular injection (Lucena et al., 1991). This 41 

assisted reproduction technique was first performed in women, as an alternative to infertility 42 

treatment, for couples that did not respond to in vitro fertilization (IVF) (Lucena et al., 1991; 43 

Lucchini et al., 2012). In domestic animals, IFAI was first performed in mares to overcome 44 

uterine abnormalities and potentiate the use of frozen-thawed semen (Eilts et al., 2002). In 45 

cattle, there is only one report in which an increase in pregnancy rate was obtained following 46 

IFAI in cows with low fertility records due to heat stress (López-Gatius & Hunter, 2011). 47 

Considering that this previous study did not investigate the interaction between bovine sperm 48 

cells and follicular fluid (FF) after IFAI, the hypothesis that sperm deposition inside pre-49 

ovulatory follicles allows the maintenance of sperm cell viability still needs confirmation. The 50 

objective of this work was to evaluate sperm motility after in vivo IFAI followed by follicular 51 

aspiration and after in vitro incubation in FF.  52 

 53 
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The in vivo experiment was performed in Pelotas, Rio Grande do Sul (RS), Brazil and 54 

was approved by the Experimental Animal Ethics Committee from Universidade Federal de 55 

Pelotas (UFPel). Six adult cyclic non-lactating Jersey cows grazing on natural pasture were 56 

submitted to a synchronization protocol as follows: Day 0: i.m. injection of 2mg estradiol 57 

benzoate (Gonadiol®, Zoetis, Guarulhos, São Paulo, Brazil) and insertion of an intravaginal 58 

device (IVD) containing 1g progesterone (DIB®, Zoetis, São Paulo, Brazil), which was kept 59 

for eight days. At the time of IVD withdrawal, all cows received 0.5 mg sodium cloprostenol 60 

i.m. (Ciosin®, Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA) and the evaluation of follicular 61 

dynamic was initiated. Follicle diameter was evaluated daily through transrectal 62 

ultrasonography until the largest, healthy, dominant follicles reached a diameter of at least 10 63 

mm. Then, pre-ovulatory follicles were injected with 100 µL of cooled semen from a bull 64 

collected at the same day of IFAI and diluted (1:1) in Tris-egg yolk extender. Semen was 65 

preheated at 37 °C prior to injection and 20x106 viable sperm cells were injected per follicle 66 

(initial motility/vigor: 60%/3; and final (at the end of the experiment) motility/vigor: 40%/2). 67 

All semen evaluations in the study were performed according to CBRA (2013) standards.           68 

The IFAI procedure was performed using a two-needle system (adapted from Gasperin 69 

et al., 2012). The inner needle (25G 3 ½”; BD, USA) was attached to an embryo transfer gun 70 

containing a 250µL semen straw. The inner system was introduced in a 35cm metal cannula 71 

attached to a 20G needle (0.8mm x 40mm; Becton, Dickinson and Company, USA). The two-72 

needle system was inserted in an ovum pick-up guide with a 5/7.5 MHz micro-convex 73 

transvaginal transducer attached to an AquilaVet Ultrassound (PieMedical). After caudal 74 

epidural anesthesia, the ovaries were handled through transrectal manipulation to introduce 75 

the external needle close to the target follicle through ovarian stroma. When the follicle was 76 

in adequate position, the outer needle was advanced until its tip became visible 2 mm away 77 

from the follicle wall. Then, a second operator pushed the inner needle forward and 78 
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performed the IFAI. Follicles were aspirated using the same equipment, but without the inner 79 

system, from 1 to 4h (2.5±0.8h) after IFAI and a 10µL aliquot of FF containing sperm cells 80 

was analyzed using an optic microscope (40x; Olympus CHK2-F-GS, São Paulo, Brazil) to 81 

assess sperm motility using a scale from 0 to 100% (CBRA, 2013). 82 

The in vitro experiment was performed with a pool from eight commercial semen 83 

straws from different bulls (Maya Genetics, Bagé, Brazil) that was incubated in its own 84 

extender (control group) or diluted in bovine FF obtained from five preovulatory follicles 85 

from cyclic cows that were grazing on natural pasture through follicular aspiration (Galli, et 86 

al., 2014). The pool was kept in micro-centrifuge tubes on a heated plate at 37 °C. Then, 87 

5x106 sperm cells were added to 400µL of FF in four-well dishes. The experiment was 88 

performed in quadruplicates. At each moment (0, 1 and 3h) four wells were evaluated for each 89 

treatment. Sperm kinetics was assessed through computer-assisted sperm analysis (CASA; 90 

SpermVision®3.5, Minitube, Tiefenbach, Germany) using an optic microscope (200x 91 

magnification; Axio Scope A1®, Zeiss, Jena, Germany). Data with normal distribution before 92 

or after arcsine transformation were compared by analysis of variance and Tukey’s test. For 93 

non-normal data, Kruskal–Wallis non-parametric analysis of variance was used. 94 

In the in vivo experiment, three cows had two follicles inseminated whereas the other 95 

three had only one follicle inseminated, totaling nine injected-follicles from six cows. 96 

Because it is impossible to take the CASA equipment to the animal handling facility, FF 97 

samples containing sperm cells were analyzed under an optic microscope. Furthermore, the 98 

presence of blood cells in FF recovered after intrafollicular insemination and follicular 99 

aspiration procedures would affect CASA evaluation. Live spermatozoa were obtained at all 100 

time-points, but in low concentration and with low motility. From nine samples, only five 101 

presented live sperm cells with at most 10% motility, whereas the semen kept in a thermal 102 

box diluted 1:1 in the extender had a final motility of 40%. Due to the reduced number of 103 
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recovered sperm cells, no statistical analysis was performed.   104 

In the in vitro experiment, sperm kinetics parameters were compared between control 105 

and FF groups after incubation for 1 or 3h. At the beginning of incubation period (0h), no 106 

statistical analysis was performed. After 1h of incubation, total motility (TM), progressive 107 

motility (PM), curvilinear distance (DCL) and straightness (STR) were lower (P<0.05) for 108 

sperm cells incubated in FF group (Table 1). After 3h, the FF group presented reduced TM, 109 

PM, average path velocity (VAP) and curvilinear velocity (VCL) compared to the control 110 

group. It is important to highlight that sperm cells incubated in FF presented less than 10% 111 

motility after just 1h, whereas cells from the pool still have motility greater that 20% after 3h 112 

of incubation in vitro. 113 

Despite 20x106 sperm cells were injected inside pre-ovulatory follicles in the in vivo 114 

experiment, a reduced number of cells was recovered after follicular aspiration. A possible 115 

explanation for the low cell recovery may be the phagocytic activity of cumulus oophorus 116 

cells, as it was previously demonstrated that spermatozoa phagocyted by corona cells were 117 

incorporated into digestion vacuoles (Pijnenborg et al., 1985). It is also possible that 118 

granulosa cells also have this phagocytic activity against spermatozoa, since under natural 119 

circumstances cells from the ejaculate do not come into contact with granulosa cells. In 120 

equine species, using electronic microscopy, spermatozoa have been observed to be bound to 121 

granulosa cells, suggesting phagocytosis (Eilts et al., 2006). 122 

The follicular environment of pre-ovulatory follicles does not allow sperm cell 123 

viability to be maintained for prolonged periods in cows. The exact reasons for this low 124 

viability after incubation in FF in vivo or in vitro are unknown, however, there are some 125 

possible explanations. Hamdi et al. (2010) demonstrated that high-density lipoprotein (HDL), 126 

a component of follicular fluid, triggers sperm hyperactivation as early as one minute after 127 

incubation. Although sperm capacitation is crucial for fertilization, premature capacitation can 128 
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induce sperm cell death before oocyte nuclear maturation. Also, the glycosaminoglycan 129 

hyaluronic acid, present in the expanded cumulus cells, specially before ovulation, induces 130 

sperm capacitation and acrosome reaction (Kim et al., 2013). Furthermore, it was previously 131 

demonstrated that FF has a detrimental effect on stallion sperm viability, which can be 132 

prevented by heat inactivation or filtration (Leemans et al., 2015). Accordingly, previously 133 

heated (56°C for 30 min) follicular fluid from women efficiently induced human sperm 134 

motility for up to 12h in vitro (Getpook and Wirotkarun, 2007). However, in the present study 135 

in both in vivo and in vitro experiments, FF samples were not submitted to any procedure.  136 

In disagreement with our results, studies conducted in humans demonstrate that IFAI 137 

is a promising tool to overcome primary infertility. Tocci & Luchini (2011), after performing 138 

IFAI, obtained four (44.4%; 4/9) pregnancies diagnosed on day 16 (tested positive for beta-139 

hCG), being three (33.3%; 3/9) later confirmed by ultrasonography (six weeks). In another 140 

study, greater pregnancy rates following IFAI (29%) in comparison to intrauterine 141 

insemination (11%) has been reported (Lucchini et al., 2012). However, in both studies, 142 

women were submitted to a stimulation protocol ensuring strict control of ovulation, 143 

performing IFAI 36h after hCG (immediately before ovulation). Based on our results, it is 144 

possible to infer that IFAI is suitable when performed just before ovulation, since the 145 

follicular environment and FF are not suitable for maintaining sperm viability for long 146 

periods.  147 
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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(1). 

Parameter Incubation period 

 0 h  1 h  3 h 

 Pool  Pool FF  Pool FF 

TM 38.4 ± 4.3  38.3 ± 3.7a 5.4 ± 3.7b  26.3 ± 3.7a 4.1 ± 3.7b 

PM 27.8 ± 4.2  28.7 ± 2.3a 2.4 ± 2.3b  20.9 ± 2.3a 2.7 ± 2.3b 

DAP 28.0 ± 3.1  25.1 ± 5.9 19.4 ± 5.9  28.1 ± 5.9 18.5 ± 5.9 

DCL 46.8 ± 6.6  42.2 ± 9.1a 28.6 ± 9.1b  48.3 ± 9.1 30.2 ± 9.1 

DSL 21.2 ± 2.7  17.4 ± 5.4 17.0 ± 5.4  19.6 ± 5.4 16.2 ± 5.4 

VAP 62.9 ± 6.4  57.8 ± 12.6 48.1 ± 12.6  64.5 ± 12.6a 39.8 ± 12.6b 

VCL 104.7 ± 13.7  96.8 ± 20.0 71.6 ± 20.0  110.2 ± 20.0a 65.1 ± 20.0b 

VSL 47.7 ± 5.6  40.2 ± 11.7 42.5 ± 11.7  44.9 ± 11.7 34.7 ± 11.7 

STR 0.8 ± 0.01  0.7 ± 0.2a 0.9 ± 0.2b  0.7 ± 0.2 0.6 ± 0.2 

LIN 0.4 ± 0.1  0.4 ± 0.1 0.6 ± 0.1  0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

WOB 0.6 ± 0.01  0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1  0.6 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

ALH 2.9 ± 0.2  3.4 ± 0.6 2.2 ± 0.6  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 24.2 ± 6.5 
 

(1)Means followed by different letters indicate significant differences by Tukey test at 5% probability.  217 
Total Motility (TM), Progressive Motility (PM), Distance of Average Path (DAP), Curvilinear Distance (DCL), 218 
Distance Straight Line (DSL), Average Path Velocity (VAP), Curvilinear Velocity (VCL), Straight-line Velocity 219 
(VSL), Straightness (STR), Linearity (LIN), Wobble (WOB), Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH), 220 
Beat Cross Frequency (BCF). The experiment was performed in four replicate221 
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 12 

Resumo: Este trabalho teve por objetivos: determinar os níveis séricos de E2, P4 e cortisol 13 

em vacas submetidas a longos períodos de exposição ao estrógeno; identificar as alteração de 14 

genes associados com a nutrição e manutenção da gestação, receptores de P4, E2 e ocitocina 15 

(OT) no útero e alterações citológicas no endométrio dos animais após a exposição ao 16 

tratamento com estrógeno. Para isto, foram delineados dois experimentos. No primeiro, foram 17 

coletadas amostras de vacas (n=7) (sangue, biopsia uterina e amostra para citologia) no 18 

proestro seis dias antes de um protocolo adaptado de indução artificial da lactação e 55 dias 19 

após. No segundo experimento, vacas (n=10) foram alocadas a dois grupos, tratados com 20 

fontes diferentes de estrógeno (n = 5 por grupos): um grupo recebeu uma aplicação de 21 

benzoato de estradiol, e o outro recebeu uma aplicação de cipionato de estradiol. No D0 22 

(início do protocolo de IAL) do primeiro experimento, as fêmeas apresentavam 51,4 ± 11 23 

pg/ml de estradiol, mas apresentaram maiores níveis nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 (P < 0,05), 24 

atingindo até 4.000 pg/ml no D4. Os níveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no D0 e durante 25 
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o período de aplicação hormonal as vacas induzidas mantiveram níveis acima de 6 ng/ml, 26 

retornando aos níveis basais no D8. Após o tratamento, o receptor OXTR (ocitocina) 27 

apresentou menor expressão (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e o gene 28 

SERPINA14 apresentaram aumento na expressão (P < 0,07) no endométrio das vacas. No 29 

segundo experimento observou-se diferença entre os níveis de estrógeno entre os grupos (P < 30 

0,05), nas horas 24, 48 e 60. Os animais apresentaram níveis elevados de E2 ao longo da 31 

exposição a estrógenos, entretanto níveis similares de P4 aos obtidos no diestro pela produção 32 

endógena do CL. A modulação gênica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de 33 

SERPINA14 sugerem que a prolongada exposição a estrógenos influencia o ambiente uterino 34 

de vacas tratadas. A prolongada exposição a estrógenos não foi capaz de induzir modificações 35 

no padrão celular no endométrio de vacas no proestro depois do tratamento. 36 

Palavras-chaves: Indução Artificial da Lactação, progesterona, estradiol, infertilidade, 37 

biópsia uterina. 38 

 39 

 40 

 41 

 42 

 43 

 44 

 45 

 46 

 47 

 48 

 49 

 50 
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Introdução 51 

Hormônios esteroides como a progesterona (P4) e o estradiol (E2) são fundamentais 52 

para o estabelecimento e manutenção da gestação em bovinos (Binelli et al., 2014; Mann et 53 

al., 2006). Vacas leiteiras de alta produção possuem o metabolismo acelerado, metabolizando 54 

rapidamente estes hormônios (Sangsritavong et al., 2002), o que resulta em redução nos seus 55 

níveis circulantes durante períodos críticos durante o ciclo estral e gestação, podendo se 56 

refletir em aumento da ocorrência de vacas repetidoras de cio.  57 

Após a fecundação, níveis reduzidos de P4 tornam o ambiente uterino menos 58 

apropriado para o desenvolvimento embrionário, em função da menor secreção de Interferon-59 

tau pelo trofoblasto (revisado por (Katagiri e Moriyoshi, 2013)). Por outro lado, vacas que 60 

ovulam folículos maiores (com maiores níveis pré-ovulatórios de E2) tem maior expressão de 61 

receptores de P4 e E2 no endométrio, o que provavelmente contribui para melhorar o 62 

ambiente uterino, favorecendo o reconhecimento embrio-materno e a implantação do embrião 63 

(revisado por (Binelli et al., 2014)). Em vacas ovariectomizadas submetidas a transferência de 64 

embriões foi demonstrado que a administração exógena de E2 no período pré-ovulatório 65 

diminuiu as perdas gestacionais, comparadas com animais que não receberam tratamento 66 

(Madsen et al., 2015). Além disso, os níveis séricos de E2 e P4 modulam genes diretamente 67 

relacionados a implantação e manutenção da gestação. Diferentes perfis endócrinos pré-68 

ovulatórios influenciam diretamente na expressão de receptores de P4, E2 e ocitocina (OT), 69 

além da expressão de genes relacionados à manutenção da gestação em bovinos (SLC2A1, 70 

AKR1C4, LPL e SERPINA14) (Araújo et al., 2015). 71 

A indução artificial da lactação (IAL) é uma técnica que faz com que vacas não 72 

gestantes produzam leite através da mimetização hormonal exógena do periparto (Mellado et 73 

al., 2014), ou seja, níveis elevados de estrógeno e progesterona. Os protocolos descritos na 74 

literatura envolvem a administração de benzoato (BE) ou cipionato de estradiol (ECP) e P4 75 
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injetável por cerca de sete dias, seguido de aplicação de BE ou ECP isoladamente por mais 76 

sete dias, possibilitando uma resposta em cerca de 80-90% dos animais e uma produção de 77 

65-80% do volume de leite produzido em uma lactação natural (Freitas et al., 2010; Pestano et 78 

al., 2017). Além de diminuir os prejuízos com o descarte de animais, há relatos de que muitas 79 

fêmeas com problemas reprodutivos e infertilidade, se tornam capazes de conceber e levar a 80 

gestação a termo após o protocolo de IAL ( Freitas et al., 2010; Jewell, 2002; Mellado et al., 81 

2011; Smith e Schanbacher, 1973). Entretanto, os mecanismos pelos quais estas vacas 82 

retornam à fertilidade ainda não são completamente elucidados. Também não há 83 

conhecimento científico sobre os níveis hormonais alcançados durante estes protocolos, 84 

tampouco sobre as alterações celulares e gênicas em nível de endométrio que possibilitam que 85 

fêmeas com problemas de infertilidade concebam após a exposição aos protocolos.  86 

Com base no acima exposto, este trabalho teve por objetivos: determinar os níveis 87 

séricos de E2, P4 e cortisol em vacas submetidas a longos períodos de exposição ao 88 

estrógeno; identificar as modulações gênicas uterinas e alterações citológicas no endométrio 89 

dos animais após a exposição ao tratamento com estrógeno.  90 

 91 

Metodologia 92 

Este estudo foi composto por dois experimentos. O Experimentos 1 foi conduzido no 93 

Centro Agropecuário da Palma, Universidade Federal de Pelotas (UFPel) no município do 94 

Capão do Leão (RS). O Experimento 2 foi conduzido na Estação Experimental Terras Baixas, 95 

EMBRAPA Clima Temperado, no município do Capão do Leão (RS).  Os animais utilizados 96 

nos dois experimentos foram mantidos em campo nativo com água ad libitum. Todos os 97 

procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pela Comissão de Ética em 98 

Experimentação Animal (CEEA-UFPel, registros nº 23110.010524/2014-71 e 99 

23110.007347/2016-15).  100 
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Experimento 1:  Expressão de genes e rotas de sinalização relacionados à fertilidade, em 101 

vacas submetidas a longa exposição a P4 e E2 102 

Dezessete dias antes do início do protocolo de IAL (D-17), sete vacas leiteiras cíclicas, 103 

repetidoras de serviço, com peso médio de 576,7 ± 31,8 kg, tiveram o estro previamente 104 

sincronizado com a inserção de dispositivos intravaginais (DIV) contendo 1,0 g de P4 (DIB® - 105 

Zoetis, São Paulo, Brasil). Simultaneamente à inserção dos DIV, foram aplicados 2 mg de BE 106 

(Gonadiol® - Zoetis, São Paulo, Brasil). Os DIV foram mantidos por nove dias. Após a 107 

remoção dos DIV, foram administrados 150 μg de cloprostenol sódico (PGF) (Prolise® - 108 

Tecnopec Ltda, São Paulo, Brasil) por via i.m., sendo avaliada a dinâmica folicular. Dois dias 109 

após a retirada dos DIV (D-6), as vacas receberam 0,021 g de acetato de buserelina (GnRH) 110 

(Gonaxal® Biogénesis Bagó, Paraná, Brasil) e foi realizada citologia uterina seguida de 111 

biopsia (técnicas que serão descritas ao final dos experimentos) sob anestesia epidural. As 112 

amostras de biopsia de endométrio foram armazenadas em nitrogênio líquido para análise de 113 

expressão gênica. 114 

 Seis dias após (D0), iniciou-se o protocolo de IAL, com a inserção de dois DIV 115 

inseridos juntos, cada um contendo 1,9 g de P4 (CIDR® - Zoetis, São Paulo, Brasil), além de 116 

aplicações diárias de 0,1 mg/kg de BE (Gonadiol® - Zoetis, São Paulo, Brasil), por 7 dias (até 117 

o D6). No D6 foi feita a retirada dos DIVs. No D1 e no D7, foram aplicados 150 μg de 118 

cloprostenol sódico (PGF) (Prolise® - Tecnopec Ltda, São Paulo, Brasil), no D14 e no D21 119 

foram aplicados 500 mg de somatotropina bovina recombinante via s.c. (bSTr) (Boostin® - 120 

MSD Saúde Animal, São Paulo, Brasil). No D19, D20 e D21 foram feitas massagens no 121 

úbere, duas vezes ao dia durante 5 minutos, para estimular a liberação de prolactina endógena 122 

(Freitas et al., 2010). No D21 iniciou-se a ordenha dos animais. Amostras de sangue foram 123 

coletadas em D-6, D0, D2, D4, D6, D7, D8, D10, D13, D17 e D21. A dinâmica folicular foi 124 

avaliada durante o experimento para monitoramento da atividade ovariana. Cinquenta e cinco 125 
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dias após o início do protocolo e indução, as vacas foram novamente sincronizadas através da 126 

inserção de um DIV contendo 1,0 g de P4 (DIB® - Zoetis, São Paulo, Brasil) e aplicação de 2 127 

mg de BE (Gonadiol® - Zoetis, São Paulo, Brasil). Nove dias após (D64), o DIV foi retirado e 128 

os animais receberam 150 μg de cloprostenol sódico (PGF) (Prolise® - Tecnopec Ltda, São 129 

Paulo, Brasil) por via i.m.. Dois dias após (D66), foi realizada nova coleta para citologia 130 

através de esfregaço das células do endométrio e também biopsia uterina. As amostras de 131 

endométrio foram armazenadas em nitrogênio líquido para análise de expressão gênica. Os 132 

procedimentos realizados estão descritos na Fig. 1. 133 

Experimento II: Perfil endócrino de vacas após administração de diferentes sais de 134 

estradiol  135 

Foram utilizadas 10 vacas Jersey, com peso médio de 473,50 ± 27,94 kg, não gestantes 136 

e não lactantes, que receberam duas aplicações de 150 μg de cloprostenol sódico i.m. (PGF) 137 

(Prolise® - Tecnopec Ltda, São Paulo, Brasil), em D-5 e D0. Ainda no D0, folículos com 138 

diâmetro maior do que oito mm foram aspirados, para que as vacas iniciassem o estudo em 139 

condições endócrinas similares. No D0, as vacas foram alocadas a dois grupos, tratados com 140 

fontes diferentes de estrógeno (n = 5 em ambos): um grupo recebeu uma aplicação de 0,1 141 

mg/kg de BE (i.m); o outro recebeu uma aplicação de 0,075 mg/kg de cipionato de estradiol 142 

i.m (ECP) (ECP® - Zoetis, São Paulo, Brasil). No mesmo dia, nos dois grupos, de forma 143 

aleatória, as vacas receberam DIV por 24h contendo diferentes doses de P4: 1 DIV com 1,0 g 144 

(DIB® - Zoetis, São Paulo, Brasil)  (n = 3); 1 DIV com 1,9 g (CIDR® - Zoetis, São Paulo, 145 

Brasil) (n = 4); ou 2 DIV com 3,8 g (CIDR® - Zoetis, São Paulo, Brasil) (n = 3) (Fig. 2).  146 

Foram feitas coletas de sangue após 0, 24, 48 e 60 h, para que se pudesse avaliar a 147 

meia vida dos esteroides administrados. As amostras de sangue foram coletadas por punção 148 

da veia caudal utilizando o sistema vacutainer®. As amostras foram centrifugadas a 6000 rpm, 149 
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durante 5 minutos para separação do soro, sendo este armazenado em nitrogênio líquido (-150 

196ºC) até o momento das análises. 151 

Extração de RNA, transcrição reversa, PCR em tempo real 152 

Para investigar a expressão de RNAm de genes relacionados a fertilidade após a 153 

prolongada exposição a estrógenos, obtiveram-se amostras do corpo do útero de vacas antes e 154 

após esta exposição. Para quantificação da expressão gênica, o RNA total das células 155 

endometriais obtidas pelas biopsias foi extraído utilizando o protocolo Trizol (Life 156 

Technologies, Burlington, ON, Canadá) de acordo com as recomendações do fabricante. Para 157 

gerar o cDNA, quantificou-se o RNA (NanoDrop- Thermo Scientific - Waltham, USA), 158 

observando a taxa de absorção da relação OD260/OD280, utilizando apenas amostras com 159 

razões acima de 1,8. O RNA total foi tratado com DNase (Amplification Grade, Life 160 

Technologies) para digerir qualquer DNA contaminante. Após a inativação da DNase (65°C 161 

por 10 mim), a reação de transcrição reversa foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis 162 

(BioRad Hercules, CA) conforme instruções do fabricante. A expressão relativa dos genes foi 163 

realizada por PCR em tempo real (CFX384 real-time PCR; BioRad, Hercules, CA) utilizando 164 

SYBR Green Supermix iQ (BioRad) e primers específicos para bovinos (Tab. 1). 165 

De modo a otimizar a análise de expressão gênica, diluições em série com os cDNAs 166 

de todas as amostras foram utilizadas para gerar uma curva padrão (5 pontos), que foi 167 

construída através da representação gráfica do logaritmo da quantidade de partida do fator de 168 

diluição em relação ao valor de Cq obtidos durante a amplificação de cada diluição. As 169 

reações com coeficiente de determinação (R2) superior a 0,98 e eficiência de 95-105% foram 170 

considerados otimizadas. O método da curva padrão relativa foi utilizado para avaliar a 171 

quantidade de um transcrito particular, em cada amostra (Čikoš et al., 2007). As amostras 172 

foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos em relação aos valores médios 173 

de Cq para GAPDH e Ciclofilina como genes de referência.  174 
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Citologia uterina 175 

As amostras foram coletadas pela técnica de escova endometrial (Cytobrush) adaptada 176 

de Kasimanickam et al. (2004). Uma escova cervical não estéril (Labor Import®) foi adaptada 177 

e inserida em um aplicador universal de sêmen para passagem através da cérvix. Após isso, a 178 

escova foi exposta na ponta do aplicador, onde foi feita a coleta da amostra das células do 179 

endométrio e realizado um esfregaço em lâmina. 180 

Os esfregaços foram corados com Panótico Rápido (Bastos et al., 2015) para avaliação 181 

do padrão das células do endométrio. As amostras foram avaliadas em microscópio ótico 182 

Olympus CX 41 (Olimpus Corporation, Tokyo, Japão) em aumento de 1000x. A citologia foi 183 

avaliada com base no padrão celular: presença de citoplasma, presença de núcleo isolado, 184 

tamanho do núcleo, forma da célula e do núcleo e presença de leucócitos e eritrócitos. Foram 185 

contadas 100 células e classificadas conforme padrão de tipo celular em: superficiais (TI), 186 

intermediárias (TII), basais (TIII), neutrófilos (N) e linfócitos (L) (Brodzki et al., 2015).  187 

Biopsia endometrial 188 

As biópsias de endométrio foram feitas após a higienização da região perineal e da 189 

administração de anestésico (4 ml de lidocaína 2%), pela via epidural baixa. As biópsias 190 

foram realizadas pela via transcervical, utilizando uma pinça para biópsia laparoscópica, na 191 

porção dorsal do corpo do útero.  192 

Dosagens hormonais  193 

A partir das amostras de soro, foram determinados os níveis P4, E2 e cortisol através 194 

da técnica de eletroquimioluminescência (Bossaert et al., 2008) em laboratório privado. Para 195 

os exames se considerou coeficientes de variação inter e intra-ensaio inferiores a 10%.  196 

Análise estatística 197 

 198 
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As análises estatísticas, e correlações foram conduzidas usando o software JMP (SAS 199 

Institute Inc., Cary, NC). A distribuição dos dados foi testada com o teste Shapiro-Wilk, 200 

sendo os mesmos normalizados quando necessário. Os dados contínuos foram submetidos a 201 

análise de variância (ANOVA). Em todas as análises, o nível de significância utilizado foi de 202 

5%. 203 

 204 

Resultados 205 

Experimento I 206 

Das seis vacas expostas ao protocolo de IAL, todas iniciaram a lactação no D21. Três 207 

das seis vacas apresentaram estro (avaliado por observação diária), por três dias apenas, após 208 

a retirada dos dispositivos de P4. Cinco vacas foram inseminadas novamente após o protocolo 209 

e quatro gestaram.   210 

Nas avaliações da citologia uterina foram observadas: células superficiais (Fig. 3 A e 211 

C), células intermediárias (Fig. 3 A e C), células basais (Fig. 3 C), neutrófilos (Fig. 3 B) e 212 

linfócitos (Fig. 3 B). As médias das quantidades de cada tipo celular estão listadas na Tab. 2. 213 

Não houve diferença estatística entre os tratamentos (P > 0,05) no padrão de resposta 214 

inflamatória, tampouco nas células uterina antes e após a exposição hormonal (Fig. 4).  215 

A expressão de RNAm para AQP4, CCND1, COL4A1, EGFR, ESR1, ESR2, GREB1, 216 

PGRMC1, PGRMC2, PTCH2, e SLC2A1 no endométrio de vacas não diferiu (P > 0,05) antes 217 

e após a exposição a estrógenos (Fig. 5). Porém, após o tratamento, o receptor OXTR 218 

(ocitocina) apresentou menor expressão (P < 0,05), enquanto o receptor PGR (progesterona) e 219 

o gene SERPINA14 apresentaram aumento na expressão (P < 0,05) (Fig. 6). 220 

Com relação ao perfil endócrino, no D0 as fêmeas apresentavam 51,4 ± 11 pg/ml de 221 

estradiol, mas apresentaram maiores níveis nos dias 2, 4, 8, 10 e 13 (P < 0,05), atingindo até 222 

4.000 pg/ml no D4 (Fig. 7A). Os níveis de P4 foram superiores a 6 ng/ml no D0, 223 
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evidenciando a presença de atividade luteal. Durante o período de aplicação hormonal (D0 e 224 

D6) as vacas induzidas mantiveram níveis acima de 6 ng/ml, retornando aos níveis basais no 225 

D8, dois dias após o término das injeções de estradiol (Fig. 7B). 226 

Experimento II 227 

No experimento II, os animais não manifestaram estro durante o período das coletas de 228 

sangue. Os dois grupos que receberam diferentes formulações de E2 apresentaram um 229 

aumento nos valores de estradiol em relação aos níveis basais, mostrando que o tratamento 230 

teve efeito. O grupo BE apresentou um pico nos níveis séricos de E2, ultrapassando os 2000 231 

pg/mL nas 24 horas após início das aplicações, diminuindo para níveis próximos a 500 pg/mL 232 

nas 60 horas. Já o grupo ECP não apresentou este pico, mas aumento os níveis de E2 para 233 

próximos de 500 pg/mL nas 24 horas, se mantendo constante até às 60 horas. Observou-se 234 

que os níveis de estrógeno foram superiores no grupo tratado com BE em relação ao ECP (P < 235 

0,05), nas horas 24, 48 e 60 (Fig. 8).  236 

 237 

Discussão 238 

 O presente estudo demonstrou as alterações no perfil de expressão gênica no 239 

endométrio de vacas antes e após a exposição prolongada a estrógenos, bem como as 240 

modificações no perfil endócrino de vacas expostas a protocolo curto de IAL. Demonstrou 241 

também o perfil endócrino de vacas expostas a diferentes ésteres de estradiol e as alterações 242 

no padrão celular e de resposta inflamatória no endométrio dos animais no proestro antes e 243 

após a exposição hormonal. No experimento I, as vacas submetidas a IAL lactaram após a 244 

conclusão do protocolo, manifestando estro por três dias após o termino da exposição a P4, 245 

atingindo taxa de prenhez de 66,6%. 246 

 247 
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Um dos principais problemas dos protocolos de IAL é a manifestação de estro 248 

exacerbada que pode predispor fraturas pélvicas nos animais (Chakriyarat et al., 1978). No 249 

experimento I, as vacas manifestaram estro por apenas três dias, provavelmente devido ao fato 250 

de se ter utilizado um protocolo curto de IAL, sem as administrações isoladas de E2 após o 251 

fim das aplicações de P4, como o que ocorre nos protocolos tradicionais de IAL que utilizam 252 

E2 por mais sete dias isoladamente (Freitas et al., 2010). Outro resultado importante foi a 253 

ocorrência de uma taxa de prenhez de 66,6% após o protocolo de IAL no experimento I. Este 254 

resultado corrobora com outros autores que relatam que vacas com problema de infertilidade 255 

tornam-se gestante após os protocolos de IAL (Freitas et al., 2010; Mellado et al., 2011; 256 

Smith e Schanbacher, 1973), o que reforça a hipótese de que a prolongada exposição a 257 

estrógenos module o ambiente uterino, favorecendo o retorno a fertilidade.   258 

Vacas sob a influência de E2 apresentam maior fluxo sanguíneo no útero (Rawy et al., 259 

2018) e maior grau de estímulo à divisão e proliferação celular (Fraser et al., 2008). No 260 

presente estudo, se observou grande quantidade de células em diferentes graus de degeneração 261 

(principalmente células TI) e também algumas células epiteliais jovens (TIII), tanto antes 262 

como após a exposição ao estrógeno, indicando que ocorreu renovação celular no endométrio. 263 

Dados similares foram relatados por Brodzki et al. (2015), que encontraram maior quantidade 264 

de células degeneradas TI em vacas na fase folicular do ciclo estral. Entretanto, não houve 265 

diferença no padrão celular do endométrio antes e depois do tratamento, sugerindo que 266 

existam outros mecanismos envolvidos na retomada da fertilidade destas vacas. A avaliação 267 

da quantidade de células de defesa, principalmente polimorfonucleares, é utilizada para 268 

avaliação de endometrites clínicas (Sicsic et al., 2018) e subclínicas (Van Schyndel et al., 269 

2018), sendo diretamente relacionada à capacidade das vacas conceberem após o parto. A 270 

exposição a estrógenos não foi capaz de modular a resposta inflamatória dos animais após o 271 

tratamento, o que pode ser relacionado ao pequeno número de vacas avaliadas.  272 
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A prolongada exposição a estrógenos modulou a expressão dos receptores de ocitocina 273 

(OXTR) e P4 (PGR) e do gene SERPINA 14. A expressão de OXTR no endométrio está 274 

relacionada com a sinalização do parto e da luteólise, regulada por hormônios esteroides 275 

(Revisado por (Bishop, 2013)). Ainda que o OXTR tenha apresentado menor expressão após 276 

exposição a estrógenos, estudos demostram que o OXTR apresenta menor expressão no 277 

diestro (Araújo et al., 2015). Como no presente estudo as amostras foram coletadas no 278 

proestro, não se pode afirmar que o tratamento influenciou na expressão de OXTR de acordo 279 

com a fase do ciclo estral. A maior expressão de PGR no endométrio das vacas pós-280 

tratamento contradiz nossa hipótese, pois autores citam que a diminuição da expressão de 281 

PGR proporcionaria um melhor ambiente para a implantação do embrião (Bazer et al., 2009; 282 

Spencer et al., 2006). Um fator que influencia diretamente na expressão gênica do endométrio 283 

é o local da coleta da amostra (Araújo et al., 2015), e poderia ser uma explicação para esta 284 

diminuição de PGR. O gene SERPINA 14 está relacionado com o transporte de proteínas e a 285 

constituição do histotrofo responsável pela nutrição do concepto (Padua e Hansen, 2010). Sua 286 

maior expressão pode estar relacionada com a capacidade das vacas conceberem após o 287 

tratamento.  288 

A mensuração do perfil endócrino de vacas submetidas a protocolos de IAL possibilita 289 

nortear alternativas para os principais problemas da técnica, que são: manejo diário de 290 

aplicação de grandes volumes de hormônios e a manifestação de estro exacerbado pelas vacas 291 

(revisado por (Pestano et al., 2017)). Sabendo os níveis séricos de P4 necessários para IAL 292 

(dados não publicados) e que o corpo lúteo (CL) produz, em média, 6 a 8 ng/ml de P4 (Mann, 293 

2009), no experimento 1, foi possível obter IAL com um protocolo de curta duração, 294 

utilizando 2 DIVs de 1,9 g de P4, associados a presença de CL funcionais e à aplicação de BE 295 

por sete dias. Jewell (2002) mostrou que a IAL com protocolos curtos possibilitou cerca de 296 

90% de sucesso e a produção de aproximadamente 70% de leite, em comparação com vacas 297 
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em lactação fisiológica, evidenciando que o uso de protocolos curtos é viável, já que redução 298 

na produção de leite não é expressiva. A eficácia dos protocolos curtos de IAL quanto à 299 

produção de leite (não avaliada em nosso estudo) ainda precisa ser melhor investigada, pois 300 

protocolos curtos baseados em aplicações de estradiol 17, ECP ou BE também foram 301 

relatados (Jewell, 2002).  302 

No experimento 2, os níveis de estradiol tiveram uma curva de meia vida semelhante à 303 

descrita por (Vynckier et al., 1990), evidenciando meia vida mais prolongada do ECP. Assim, 304 

se o ECP for a fonte de estrógeno escolhida para o protocolo de IAL, sua aplicação poderá 305 

ocorrer em intervalos mais longos.  306 

 307 

Conclusões 308 

 A modulação gênica exercida nos receptores de OXTR, PRG e no gene de SERPINA14 309 

sugerem que a prolongada exposição a estrógenos influencia o ambiente uterino de vacas 310 

tratadas. A prolongada exposição a estrógenos não foi capaz de induzir modificações no 311 

padrão celular no endométrio de vacas no proestro depois do tratamento. 312 

 313 

 314 

 315 

 316 

 317 

 318 

 319 

 320 

 321 

 322 
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Tabelas 419 

Tabela 1. Genes e sequências de iniciadores  420 

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 

 421 

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

exposição a estrógenos (média ± erro padrão) 

 

Células observadas 

TI (%) TII (%) TIII (%) N (%) L (%) 

Antes 73,0 ± 5,1 17,3 ± 5,3 5,8 ± 2,8 3,0 ± 2,2 0,8 ± 0,5 

Depois 72,8 ± 4,8 19,8 ± 4,9 1,0 ± 0,4 2,6 ± 1,3 3,6 ± 1,9 

 422 

Células superficiais (TI), células intermediárias (TII), células basais (TIII), neutrófilos (N) e 423 

linfócitos (L) 424 

 425 

 426 

 427 

 428 
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Figuras  429 

 430 

Figura 1: Desenho experimental do experimento 1. Protocolo de pré-sincronização (D-17 a D-431 

6) e coleta de amostras de endométrio de vacas no proestro (D-6) antes da exposição a 432 

estrógenos; Protocolo de indução da lactação (D0 a D21); Protocolo de nova sincronização 433 

(D55 a D66) para coleta de amostras de endométrio no proestro (D66) pós-exposição ao 434 

protocolo de indução. 435 

*BE- Benzoato de estradiol (Gonadiol® - Zoetis, São Paulo, Brasil); 436 

*DIB- DIV de 1g de P4 (DIB® - Zoetis, São Paulo, Brasil); 437 

*PGF- Cloprostenol sódico (Prolise® - Tecnopec Ltda, São Paulo, Brasil); 438 

*GnRH- Hormônio liberador de gonadotrofina (Gonaxal® Biogénesis Bagó, Paraná, Brasil); 439 

*CIDR- DIV de 1,9g de P4 CIDR® - Zoetis, São Paulo, Brasil; 440 

*bST- Somatotropina bovina recombinante (Boostin®- MSD Saúde Animal, São Paulo, 441 

Brasil). 442 
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1.  443 

Figura 2. Desenho experimental do experimento 2 conforme os tratamentos de sais de 444 

estradiol e progesterona.  445 

*BE- Benzoato de estradiol (Gonadiol® - Zoetis, São Paulo, Brasil); 446 

*ECP- Cipionato de estradiol (ECP® - Zoetis, São Paulo, Brasil) 447 

*DIB- DIV de 1g de P4 (DIB® - Zoetis, São Paulo, Brasil); 448 

*CIDR- DIV de 1,9g de P4 CIDR® - Zoetis, São Paulo, Brasil; 449 

 450 

Figura 3: Padrão celular encontrado na citologia uterina. Células superficiais (TI) em A e C, 451 

células intermediárias (TII) em A e C, células basais (TIII) em C, neutrófilos (N) e linfócitos  452 
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(L) e eritrócitos (E) em B. 453 

 454 

Figura 4: Porcentagem de células avaliadas no esfregaço feito a partir da citologia uterina nas 455 

vacas antes (D-6) e após tratamento (D66). Nos dois momentos as células foram coletadas no 456 

proestro.  457 

Células superficiais (TI), células intermediárias (TII), células basais (TIII), neutrófilos (N) e 458 

linfócitos (L) (p  0,05). 459 
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 460 

 461 

Figura 5: Abundância relativa de RNAm das células endometriais coletadas por biopsia de 462 

vacas no proestro antes e depois da exposição aos estrógenos (p  0,05).  463 

 464 

 465 

Figura 6: Abundância relativa de RNAm das células endometriais coletadas por biopsia de 466 

vacas no proestro antes e depois da exposição aos estrógenos.  467 

* Indica diferença estatística entre os momentos (p  0,05). 468 
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 469 

Figura 7: Níveis de estrógeno (A) e progesterona (B) em vacas submetidas a indução artificial 470 

da lactação. 471 

*Letras diferentes nos gráficos indicam diferença estatística entre os dias (p  0,05). 472 

 473 

 474 

Figura 8: Níveis de Estrógeno das vacas do experimento II. * Indica diferença estatística entre 475 

os grupos (p  0,05). 476 



 

4 Considerações Finais 

 

 Em resumo, se avaliou a utilização da técnica de IAIF em bovinos e também 

as alterações promovidas pela prolongada exposição a estrógenos no perfil 

endócrino, na expressão gênica e no padrão das células do endométrio das vacas 

expostas aos protocolos de IAL.  

 Inicialmente, observou-se que os espermatozoides incubados em FF ou em 

ambiente folicular apresentaram uma baixa motilidade pós incubação, evidenciando 

que o FF e o ambiente folicular são prejudiciais aos espermatozoides. Portanto, a 

utilização 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 

exposição a estrógenos atingiram níveis elevados de progesterona (6 ng/ml) e 

estradiol (4.000 pg/ml), voltando a níveis basais após o termino das aplicações 

exógenas. A modulação gênica exercida sugere que a prolongada exposição a 

estrógenos influencia o ambiente uterino de vacas submetidas a protocolos de IAL, 

com efeitos positivos sobre sua fertilidade subsequente, uma vez que 66,66% das 

vacas gestaram após o protocolo. Entretanto, a prolongada exposição a estrógenos 

não foi capaz de induzir modificações no padrão celular do endométrio de vacas no 

proestro depois do tratamento, indicando que provavelmente não seja através 

destas modulações os eventos envolvidos na retomada da fertilidade.   

 Estes dados fornecem subsídio 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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