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RESUMO
EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROGESTERONA SOBRE A
DINAMICA FOLICULAR EM NOVILHAS HOLANDESAS (Bos taurus)
SUBMETIDAS A SINCRONIZACAO DE ESTRO E OVULACAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentracfes de progesterona
(P4) sobre a dinamica folicular em novilhas Holandesas (Bos taurus) submetidas a
sincronizacao de estro e ovulacdo. O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de
Séo Bento do Una/PE do Instituto Agrondémico de Pernambuco/IPA, entre setembro e
dezembro de 2012. Foram utilizadas 19 novilhas puberes Holandesas, com ECC entre 3,0 e
3,5 e mantidas em sistema intensivo. Foram distribuidas em dois grupos, onde no DO,
receberam implantes intravaginal contendo 0,759 de P4 no G1 (n=10) e 1g de P, no G2
(n=9), associado a 2 mg de BE i.m. No D7, foram aplicados 530ug de cloprostenol sddico
e 300 Ul de eCG i.m. e no D8 os implantes intravaginais foram removidos. No D9, foi
aplicado 1mg de BE i.m. em ambos os grupos e no D10 a IATF. A atividade ovariana foi
acompanhada no DO, D4, D8, D10 e apds a IA de 6/6 horas até a ovulacdo. O diagndstico
de gestacdo, realizado 30 dias ap6s a IATF. Os dados foram analisados pelo SPSS 16.0,
empregando-se a andlise de variancia (ANOVA). Sendo evidenciada diferenca estatistica,
aplicou-se o teste de Turkey. As varidveis binominais foram analisadas pelo Qui-quadrado.
Né&o foi observado efeito significativo entre a sincronizacdo da onda (100 vs. 100%), taxa
de ovulacéo (70 vs. 89%), momento da ovulacdo (60,5+2,65 vs. 64,5+0,33 h) e taxa de
concepcao (40 vs. 44,4%) entre G1 e G2, respectivamente. O didmetro do foliculo
dominante no D9 (@FD) (13,5+0,1 vs. 10,8+1,7 mm) ndo diferiu entre os grupos, assim
como 0 @ méx. FD (14,315 vs. 11,9+0,86 mm) e do @ méx. FO (14,7+0,74 vs.
12,3+£1,37 mm), porém a taxa de crescimento diério dos foliculos foi significativamente
maior no G1 que no G2 (1,6+0,12 vs. 1,0+0,18 mm/dia). O diametro médio do foliculo
dominante no D9 entre as novilhas que ovularam do grupo G1 foi 14,8+0,6 mm e no G2
11,2+1,6 mm ndo se observando diferenca estatistica entre os tratamentos (P=0,07), da
mesma forma que também ndo se observou diferenca estatistica entre novilhas que néao
ovularam do G1 (9,6+0,7) e do G2 (7,7£0,03)(P=0,42). Ja ao se comparar 0s didmetros
médios dos foliculos dominantes no D9 entre as novilhas que ovularam (14,8+0,6 mm) e as
que ndo ovularam (9,6+0,7 mm) do G1, observou-se diferenca significativa (P<0,05),
assim como no G2 (11,216 vs. 7,7£0,03 mm. A taxa de ovulagdo aumentou
significativamente nos foliculos maiores de 11 mm, mensurados no D9, no entanto, as
taxas de concepc¢do foram maiores quando os foliculos se encontravam maiores que 8 mm,
no D9. No presente estudo ndo foi observado efeito significativo da concentracdo de P4 no
@FD, @FO, momento da ovulacdo, taxas de ovulagdo e concep¢do em novilhas puberes
Holandesas, porém os animais que receberam dispositivo com menor concentracdo de Py
no DO apresentaram maior taxa de crescimento folicular diario.

Palavras-chave: Progesterona, Dindmica Folicular, Novilhas Holandesas e IATF.



ABSTRACT
EFFECT OF DIFFERENT PROGESTERONE DEVICES OVER FOLLICULAR
THE DYNAMICS IN HOLSTEIN HEIFERS (Bos taurus) SUBMITTED TO
SYNCHRONIZATION OFESTRUS AND OVULATION

The aim of this study was to evaluate the effect of different progesterone concentrations
(P4) on follicular dynamics in Holstein heifers (Bos taurus) subjected to synchronization of
estrus and ovulation. The experiment was conducted at the Experimental Station of S&o
Bento do Una/PE Agronomic Institute of Pernambuco / IPA, between September and
December 2012. There were used 19 pubertal Holstein heifers presenting BSC between 3.0
and 3.5 and kept in intensive system. The heifers were divided into two groups, receiving
an intravaginal devices at DO containing 0.75 g of P4 in G1 (n = 10) and 1 g of P4, in G2
(n = 9) along with 2 mg BE im. At D7, there were applied 530ug of cloprostenol and 300
IU of eCG im, at D8 intravaginal devices were removed. At D9, heifers in both groups
received 1mg of EB im and at D10 TAI were preceded. The ovarian activity was
monitored at DO, D4, D8, D10 and at each 6 hours after TAI until ovulation. Pregnancy
diagnosis were performed 30 days after TAIl. The data were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and means were compared by the test of Turkey at 5% by the
statistical program SPSS 16 for Windows. Binomial variables were analyzed by chi-
square. No significant effect was observed between wave synchronization (100 vs. 100%),
ovulation rate (70 vs. 89%), time of ovulation (60.5 + 2.65 vs. 64.5 + 0.33 h) and
conception rate (40 vs. 44.4%) between G1 and G2, respectively. The dominant follicle
average diameter at D9 between heifers that ovulated from G1 was 14,8+0,6 mm and in G2
11,2+1,6mm presenting no statistical difference (P=0.07) the same way was not also
observed statistical difference between heifers that did not ovulate from G1 (9.6+0.7mm
and in G2 (7.7x0.03)(P=0.42). .) Already when comparing the average diameters of
dominant follicles in D9 between the heifers that ovulated (14.8 = 0.6 mm) and those that
did not ovulate (9.6 = 0.7 mm) from G1, it was observed significant difference (P < 0.05),
as well as from G2 (11,2 £ 1.6 vs. 7.7 £ 0.03 mm). The ovulation rate increased
significantly in the follicles larger than 11 mm, measured on D9 However, conception rates
were higher when the follicles were larger than 8 mm on D9. In the present study, no
significant effect was observed in DF@, OF@, time of ovulation, ovulation and conception
rates in pubertal Holstein heifers, but animals receiving device with lower concentrations
of P4 in DO showed higher daily rate growth follicular.

Keywords: Progesterone, Follicular Dynamics, Holstein Heifers and TAL.
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1. INTRODUCAO

Por apresentar dimensdes continentais e condicGes edafo-climaticas favoraveis, o
Brasil se destaca mundialmente na criacdo bovina (MUSTEFAGA & NOGUEIRA, 2004),
possuindo um rebanho de aproximadamente 172 milhGes de cabecas de gado (IBGE, 2010)
e a maior &rea, aproximadamente 20% da area agricultavel do planeta, destacando-se ndo
apenas pelo nimero de cabecas, mas também, pelo potencial de crescimento, sendo que no
ano de 2008 apresentou crescimento de aproximadamente 1,4% em relacdo a 2007
(CLARO JUNIOR, 2009). Costa (2006) apontou que 0 sucesso da pecudria nacional s6 foi
obtido apds investimentos em areas primordiais, as quais podem ser resumidas no
trinbmio: nutricdo, genética e sanidade.

O baixo custo de producdo, seja de leite ou carne, € o que torna o Brasil forte e
competitivo no mercado, quando comparado a paises onde a base da alimentacdo animal €
fundamentalmente em grdos (CLARO JUNIOR, 2009). Porém, os produtores devem ter
consciéncia de que para se manter na atividade pecuaria, seja ela de corte ou leite, obtendo
retorno econémico satisfatorio cada vez mais terdo que melhorar a eficiéncia produtiva e
reprodutiva (ANUALPEC, 2008).

Dados do IBGE (2010) mostram que a producao de leite nacional apresenta constante
crescimento, onde em 2009 a producdo aumentou 5,6% quando comparado a 2008. Com
um rebanho leiteiro de 22.435.289 animais, o Brasil produziu em 2009, 29,1 bilhdes de
litros de leite, obtendo um crescimento acumulado entre 2000 a 2009 de 47,3% (IBGE,
2010). Por outro lado, a produtividade média dos rebanhos leiteiros do pais é baixa,
evidenciando a pouca evolucdo no aspecto tecnoldgico nas propriedades leiteiras. O
aumento da producao de leite é mais resultado da expansdo do plantel, que cresceu 3,87%
em 2009, do que do aumento da produtividade dos rebanhos, que apresentou aumento de
apenas 1,69% (IBGE, 2010).

Em 2009, o Nordeste foi a regido brasileira com o maior crescimento relativo na
producdo de leite, com expressivo aumento de 10,4% em relacdo ao ano anterior (IBGE,
2010). A producdo, em 2009, do Nordeste foi de aproximadamente 3,8 bilhdes de litros,
representando 13,1% do montante nacional, sendo a quarta regido em volume produzido
(IBGE, 2010).

A pecuaria leiteira no Nordeste é caracterizada pela utilizagdo, em larga escala, de

bovinos mesticos, oriundos de cruzamentos de racas europeias e zebuinas, com ampla
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variedade de graus de sangue. Este fato ocorre certamente, em razdo das condigdes
biocliméticas da regido, onde a criagdo de racas europeias mostra-se muito exigente quanto
ao manejo. Dias Gonzalez (1991) observou, que a diferenca no desempenho reprodutivo
dos animais com graus distintos de sangue, em que aqueles que apresentaram maior fracdo
genética Bos indicus demonstraram maior eficiéncia na utilizacdo dos alimentos, maior
adaptabilidade as condi¢cbes adversas e tendéncia a apresentar melhores indices
reprodutivos em condi¢des tropicais. Contudo, essas observacdes mostram-se conflitantes
com as de outros estudos, em que animais com maior fragdo genética Bos taurus
demonstraram maior eficiéncia reprodutiva (ALVES et al., 2002).

A puberdade para as fémeas bovinas esta relacionada com o primeiro estro que seja
seguido de uma fase luteinica normal (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Apesar das mudancas na
liberacdo das gonadotrofinas nas fémeas serem semelhantes entre as espécies Bos taurus e
Bos indicus, geralmente as novilhas europeias atingem a puberdade e maturidade sexual
mais precocemente (RODRIGUES et al., 2002).

Diversas biotecnologias estdo disponiveis para aumentar os indices reprodutivos,
destacando-se a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), a qual visa sincronizar a
ovulagdo possibilitando inseminar os animais em dia e horario pré-determinado. Esta
técnica elimina a necessidade da deteccdo de estro, sendo este, o principal problema da
inseminacdo artificial (FERRAZ et al., 2008; GOTTSCHALL et al., 2008).

Os protocolos hormonais para IATF que tém sido mais usualmente utilizados no Brasil
para sincronizacdo do estro e ovulacdo, consistem na utilizacdo de dispositivos de P, ou
implantes contendo progestageno associados a tratamentos com estradiol para sincronizar a
emergéncia da onda de crescimento folicular (VASCONCELOS et al., 1994; BO et al.,
1995). Nesse sentido, diversos estudos sdo realizados visando melhorias dos indices
reprodutivos em fémeas submetidas a técnica da IATF, entre eles os efeitos da
concentracdo de progesterona durante o protocolo de IATF que ndo estdo muito bem
esclarecidos.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito de diferentes concentracfes de progesterona sobre a dinamica folicular

em novilhas puberes Holandesas submetidas a sincronizacdo do estro e ovulacao.

2.1 Objetivos Especificos

Pesquisar as variaveis foliculares como:

- Didametro do foliculo ovulatorio;

- Didmetro do foliculo pré-ovulatorio;
- Taxa de crescimento folicular diario;
- Relacéo entre @ do FD e ovulacéo;

- Relagéo entre @ do FD e concepgéo;
- Momento da ovulacéo,

- Taxa de ovulacao;

- Taxa de concepcao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dinamica Folicular

Com o uso da ultrassonografia em estudos em reproducdo animal, pode-se obter um
maior entendimento da dindmica dos processos ovarianos durante o ciclo estral.
Frequentemente utilizada nos estudos de avaliacdo de dinamica folicular, as informacdes
obtidas sdo importantes para o entendimento das particularidades da fisiologia reprodutiva,
de maneira que possam ser usadas para melhorar o desempenho reprodutivo dos animais
(BORGES et al., 2001).

Com o monitoramento e a avaliacdo das estruturas presentes nos OVArios,
possibilitou-se estabelecer que o crescimento folicular ocorre na forma de ondas e que essa
dinamica é verificada em diversas fases da vida de uma fémea desde duas semanas de vida
até a pré-puberdade (BOLAMBA et al., 1994), puberdade, gestacdo (GINTHER et al.,
1996) e no pos-parto (MURPHY et al., 1990; SAVIO et al., 1990).

A dinamica folicular é conhecida como o processo continuo de crescimento e
regressédo folicular (BORGES et al., 2004), o qual envolve a sincronia de desenvolvimento
de um grupo de foliculos, denominado onda folicular (GINTHER et al., 1989). O ciclo
estral dos bovinos tanto das racas zebuinas (Bos indicus) como taurinas (Bos taurus) dura
21 dias, em média, variando de 17 a 24 dias e apresenta, geralmente duas ou trés ondas
foliculares (GINTHER et al., 1996; SARTORELLLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007;
GIMENES et al., 2008), e em menor frequéncia uma ou quatro ondas.

Em uma onda folicular, trés fendbmenos sdao morfoldgica e fisiologicamente
caracterizados: emergéncia ou recrutamento, selecdo ou desvio e dominéncia folicular.

A emergéncia da onda folicular € caracterizada por um crescimento sincrénico de
mais de 20 pequenos foliculos com didametro a partir de 2 mm (GINTHER et al., 1989;
ALVAREZ et al., 2000; CARVALHO et al., 2008; ERENO, 2008) estimulados por um
aumento transitorio do FSH (ADAMS et al., 1992; FORTUNE, 2001). Aproximadamente
trés dias apds a emergéncia folicular (foliculos com 4 a 5 mm), quando o maior foliculo
atinge o diametro medio de 8,5 mm para Bos taurus (GINTHER et al., 1996) e cerca de 6,0
mm para Bos indicus (SARTORELLI et al., 2005; GIMENES et al., 2008; ERENO, 2008),
ocorre 0 evento denominado desvio ou selecdo folicular, momento em que ocorre a maior

diferenga na taxa de crescimento entre os dois maiores foliculos da onda (GINTHER et al.,
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1996). Destes, apenas um continua seu desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto os
outros entram em processo de atresia tornando-se foliculos subordinados (LUCY et al.,
1992), estabelecendo-se entdo, o fendmeno da dominancia folicular. Apos este periodo, e
na presenca de um corpo lateo funcional e alta concentracdo plasmatica de progesterona,
que promove reducdo da frequéncia da pulsatilidade do LH, o foliculo dominante torna-se
anovulatério. Logo ap6s, comega o0 processo de atresia e perda da dominancia, iniciando
uma nova onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989). No entanto, quando o
foliculo dominante esta presente no momento da regressao luteinica (17 a 20 dias ap6s a
ovulagdo), este resulta na ovulagio (FORTUNE et al., 2004). E sabido que para a
manifestacdo e manutencao destes eventos, as gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) séo
necessarias (GINTHER et al., 1996).

O FSH permite que os foliculos mantenham seu crescimento e proliferacédo celular,
aumentando gradualmente sua capacidade esteroidogénica (ADAMS et al., 1992), apds
atingir niveis méximas de concentracdo plasmatica, 0 FSH diminui até niveis basais. Essa
diminuicdo nos niveis de FSH, desde o inicio do declinio até o inicio da divergéncia, é
influenciada pela presenca dos foliculos (GINTHER et al., 2001). Estradiol e inibina sdo os
principais produtos foliculares responsaveis pela supressdo do FSH. A inibina produzida
pelos foliculos em crescimento da onda parece ser o supressor mais importante do FSH
durante os dois primeiros dias da onda emergente, dai em diante o estradiol secretado pelo
foliculo dominante assume a funcéo de supressor do FSH (ADAMS & JAISWAL, 2008).

Assim, a partir do momento da divergéncia, apenas o maior foliculo (dominante)
contribui para o decréscimo do FSH, mesmo sendo dependente deste hormonio para
continuar 0 seu crescimento. No inicio da divergéncia ocorrem modificagdes no
desenvolvimento do maior foliculo que o torna responsivo a baixas concentracdes de FSH,
porém para 0s outros essa quantidade € inadequada para o desenvolvimento (GINTHER et
al., 2001). De acordo com Mihm, et al. (1994), a diminuicdo transit6ria das concentragdes
do FSH, préximo a divergéncia, é considerada ponto chave do mecanismo de divergéncia
folicular.

Segundo Bao & Garverick (1998), a expressdo de receptores de LH em células da
granulosa estd relacionada a dominéncia folicular. Ja Beg et al. (2001) revelaram a
expressao de RNAm do receptor de LH em maior concentracdo em futuros foliculos
dominantes em relagdo aos foliculos subordinados antes do desvio folicular, onde sugeriu

que a expressdo precoce do receptor de LH em células da granulosa seria um evento
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importante para a selegéo folicular, embora ainda ndo esteja esclarecido se o aumento na
expressdo do receptor de LH é a causa ou a consequéncia do processo de dominancia
(ADAMS & JAISWAL, 2008).

Siqueira (2007) relata que o mecanismo exato que diferencia e capacita um foliculo
a ultrapassar o processo de divergéncia, tornando-o dominante, ndo estd completamente
compreendido. Porém, acredita-se que o sistema IGF (fator de crescimento semelhante a
insulina) exerca um importante papel no processo, “hipersensibilizando” o futuro foliculo
dominante as a¢des das gonadotrofinas e impossibilitando 0 mesmo com os subordinados.

Varios fatores afetam o desenvolvimento folicular, entre eles: o nivel nutricional, o
estresse cal6rico e o0 anestro lactacional, que podem alterar o padrdo de desenvolvimento
folicular (ANTONIOLLI, 2002).

A funcéo ovariana é influenciada pela nutricdo devido ao fato que a alta ingestdo de
matéria seca promove maior metabolismo dos horménios esterdides (VASCONCELOS et
al., 2003) e resultando em menores concentrages sanguineas dos hormonios. Além disso,
as concentragdes sanguineas de IGF-1 em bovinos sao diretamente influenciadas pelo nivel
nutricional dos animais (HOUSEKNECHT et al., 1988). Segundo GONG et al. (1997), o
IGF-1 e a insulina estimulam a proliferacdo e a esteroidogénese das células da granulosa
dos foliculos pequenos (2 a 5 mm) em sinergismo com as gonadotrofinas.

De acordo com Wilson et al. (1998), o estresse térmico causou mais ciclos estrais
caracterizados por 3 ondas, reduziu a concentracdo de estradiol 17 no sangue e aumentou
o ciclo estral. O aumento do ciclo estral foi creditado a reducdo da concentracdo de
estrogeno (E2) o qual participa do mecanismo uterino de lutedlise. Observaram também
que apos a interrupcdo do estresse térmico as vacas apresentaram lutedlise e re-inicio de
seu desenvolvimento folicular normal.

Sartori et al. (2004) observaram que o estado lactacional pode influenciar a funcéo
ovariana, visto que vacas lactantes de alta producdo tém maior metabolizacdo hormonal,
apresentando menor concentracdo de horménios esterdides (estradiol e progesterona) em

vacas Holandesas de alta producdo comparadas as novilhas Holandesas.

3.2 Sincronizacéo de estro, controle da emergéncia folicular e da ovulagdo

H& alguns anos vem se utilizando como solugdo para melhoraria dos indices

reprodutivos os protocolos de sincronizagdo do estro e da ovulagdo, onde se incluem a
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sincronizacao do estro em fémeas ciclicas e a inducdo do estro acompanhado de ovulagéo
em novilhas que ainda ndo atingiram a puberdade ou em vacas em anestro pos-parto
(LAMB, 2003).

Programas que empregam a IATF, sem a necessidade de deteccdo do estro,
auxiliam de forma direta no emprego das biotecnologias. Dentre os programas existentes,
destacam-se o0s protocolos que usam GnRH, LH e hCG e prostaglandinas e/ou
progesterona e estrogenos, todos sempre visando a IATF (BARUSELLI et al., 2004).

Um programa deste tipo, deve apresentar, a campo, caracteristicas desejaveis que
incluam alta taxa de resposta ao tratamento hormonal (independente do estagio do ciclo
estral em que o tratamento tenha inicio), sincronizacdo da ovulacdo, alta fertilidade da
ovulagdo, sincronizacdo e retorno ao estro com alta taxa de concepgdo nos Servicos
posteriores (BARTOLOMEU et al., 2003).

Assim, os protocolos hormonais de inducéo do estro e ovulagdo séo ferramentas
que servem para melhorar os indices reprodutivos. Como uma das principais vantagens,
destaca-se a possibilidade de viabilizar a 1A de vacas em lactacdo, reduzir o intervalo
parto/concepcdo, concentrar 0s partos, antecipar a prenhez na temporada de monta,
padronizar os lotes de bezerros e aumentar a eficiéncia no indice de desmame (peso ao
desmame e numero de animais desmamados), refletindo diretamente na racionalizacdo da
mao-de-obra e no custo/beneficio da pecuaria (BARTOLOMEU et al., 2003).

Porém, para obter sucesso e evitar problemas no uso da sincronizacdo do estro
algumas condicdes devem ser respeitadas nas fémeas selecionadas para este propdsito, as
quais sdo: intervalo de tempo adequado paricdo-sincronizacdo (minimo de 40 dias pos-
parto); vacas com escore de condi¢do corporal satisfatério (>3); auséncia de problemas
poOs-parto anteriores e novilhas apresentando peso corporal de, no minimo, 65% do peso
adulto final (PATTERSON et al., 1999 citado por COSTA, 2006).

De acordo com Day (2005), as novilhas sdo 6timas candidatas para a IA, tanto por
razBGes praticas quanto por raz@es fisioldgicas, ou seja, como ndo pariram anteriormente,
ndo apresentam complicacGes como 0 anestro pos-parto, ndo apresentam problemas
provocados por distorcia e remocdo de bezerro, assim, novilhas submetidas a um manejo
que ndo apresenta grandes variacfes na condicdo corporal facilitam o inicio de um
programa de IA. Além disso, do ponto de vista genético, as novilhas representam as
melhores fémeas do rebanho, as mais avancadas geneticamente, como resultado de

decisdes anteriores relativas a reproducéo.
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Na sincronizacdo do estro e ovulagdo, as substancias mais usadas sao 0s agentes
luteoliticos, tais como prostaglandina (PGF2a) e andlogos sintéticos que podem ser
associados a substancias que prolongam artificialmente o estado funcional do CL
(progesterona e/ou progestdgenos) ou que induzam a ovulagdo, como o horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), gonadotrofina coridnica humana (hCG) e estrdgenos
(BARUSELLLI, 2004). Sabe-se, ainda que, a utilizacdo de progesterona ou progestagenos
em dispositivos intravaginais ou auriculares é a forma mais eficiente de sincronizacdo de
estro em bovinos. Assim, varios protocolos foram desenvolvidos com este proposito
(GORDON, 1996 citado por COSTA, 2006).

A prostaglandina e seus analogos sintéticos sdao os farmacos mais usados na
sincronizacdo de estros (ODDE, 1990), sendo descoberta na década de 70
(MCCRACKEN, 1972) com poder de regular o ciclo estral da fémea por provocar a
regressdo do CL. O efeito desta substancia é desencadear a regressdao do CL maduro
(lutedlise), quando presente, ocasionando uma diminuicdo nos niveis sanguineos de
progesterona, resultando em estro e ovulagdo de dois a cinco dias ap6s o tratamento (DAY,
2005). Porém, quando se usa um tratamento de sincronizacéo do estro com prostaglandina,
exclusivamente, para IATF, as taxas de fertilidade sdo baixas. Este fato se deve ao estagio
variavel de crescimento folicular no animal tratado, ndo sincronizando a onda de
crescimento folicular.

A responsividade do CL & PGF2a tem inicio no 5° dia do ciclo estral, aumentando
até o 12° dia pds-ovulacdo e permanece em fase de platd até o 17° dia do ciclo estral,
guando se inicia a regressdo espontanea causada pela liberacdo enddgena desse horménio
(ODDE, 1990; LARSON & BALL, 1992).

Day (2005), estudando a responsividade do CL a aplicagdo PGF2a, observou que
fémeas tratadas entre os dias 5-9 do ciclo estral, obtiveram baixas taxas de luteolise (67%),
intermedidria para as tratadas entre dias 9-12 (77%) e maiores taxas em fémeas tratadas
apo6s o dia 12 do ciclo (91%), relatou também que, apds o dia 17 do ciclo estral, a PGF2a
parece ndo influenciar no momento do estro, mas como estas fémeas irdo apresentar cio
espontaneo nos proximos 2-6 dias, estardo automaticamente sincronizadas.

Objetivando melhorias da sincronizagao do estro com PGF2a, Jackson et al. (1979)
desenvolveram protocolos com duas aplicacdes sequenciais, com intervalos de 11-14 dias.
Outro sistema proposto para melhoria na eficiéncia da PGF2a é a observacao de estro por 5

dias, com a aplicacdo de PGF2a no dia 6, para evitar tratar animais com CL nao responsivo
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ao tratamento. Além disso, o estro e a ovulagdo ndo sdo precisamente sincronizados devido
a variacao do estagio de desenvolvimento folicular no momento da regresséo do CL, j& que
alguns animais apresentam atraso no desenvolvimento e na maturacdo do foliculo
ovulatorio. Assim, faz-se necessaria a detec¢do de estro apos a aplicagdo de PGF2a para a
realizacdo da IA e para a obtencdo de melhores taxas de concepgdo (STEVENSO et al.,
1999).

Outro horménio muito utilizado em protocolos de sincronizacdo é o GnRH, que
inicialmente, era indicado apenas para bovinos com cistos ovarianos (SEGUIN et al.,
1978). Posteriormente, foi descoberta a valiosa utilidade deste hormdnio para o controle da
dindmica folicular e luteal. Twagiramungu et al. (1992) fizeram o relato de que uma
injecdo de buserelina (agonista do GnRH), 6 dias antes da PGF2a aumentou a taxa de
sincronizacdo em bovinos de corte. Além disso, o uso de GnRH 7 dias antes da PGF2a
também melhorou a taxa de sincronizacdo em vacas leiteiras em lactagdo (THATCHER et
al., 1993).

As consequéncias do uso do GnRH em programas de reproducdo foram melhor
esclarecidas ap6s o desenvolvimento do protocolo de inseminacdo programada
“OVSYNCH”, onde se combinam tratamentos que visam o controle tanto da dindmica
folicular como luteal, fazendo com que o tempo de ovulacdo possa ser sincronizado com
exatiddo (PURSLEY et al., 1995). Ap0s a sua criacdo, este protocolo vem sendo utilizado
largamente na industria leiteira (WILTBANK & HAUGHIAN, 2003).

Mas, Thatcher et al. (2002) ressaltam que o sucesso do “OVSYNCH” depende do
estagio do ciclo estral em que a fémea se encontra no momento do inicio do protocolo.
Para esses autores, melhores resultados sdo obtidos quando o inicio se d& no quinto dia do
ciclo estral (inicio do diestro).

O PRESYNCH ¢ outro programa em que uma sincronizacdo de estro é realizada
previamente ao inicio do protocolo “OVSYNCH?”. Essa pré-sincronizacao é realizada com
a administracdo de duas doses de PGF2a intervaladas de 14 dias, iniciando-se 0
“OVSYNCH” 12 dias ap6s a segunda dose de PGF2a. Segundo Thatcher et al. (2002),
aquele programa eleva a taxa de prenhez do protocolo “OVSYNCH” em 12%. O
incremento na taxa de prenhez se deve a manipulacdo do ciclo estral, de forma que o
protocolo é iniciado em momento favoravel do ciclo estral, mais especificamente, na fase

inicial do diestro.
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Deve-se ressaltar, entretanto, que o protocolo “OVSYNCH” ndo ¢ indicado para
novilhas, uma vez que estas apresentam menor resposta ao tratamento, resultando em taxas
de ovulacdo, apds a primeira injecdo de GnRH, da ordem de 50% (MARTINEZ et al.,
2000), ao passo que em vacas esse indice varia de 64% (VASCONCELOS et al., 1999) a
90% (PURSLEY et al., 1995).

O tratamento consiste em uma injecdo de PGF2a nas vacas tratadas previamente
(seis a sete dias) com hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). O tratamento com
GnRH induz uma descarga hipofisaria de hormdnio luteinizante (LH), seguida da ovulacao
ou regressao (atresia) de um eventual foliculo dominante, resultando na emergéncia de
uma nova onda folicular dois a trés dias seguintes a injecdo do GnRH (WOLFENSON et
al., 1994; PURSLEY et al., 1995). A sincronia do estro e, particularmente, da ovulacéo,
pode ser aumentada consideravelmente (mais de 90%) administrando uma segunda injecao
de GnRH, 36 a 48 horas ap6s a PGF2a. A fertilidade dos animais inseminados em tempo
prefixado (16 a 24 horas ap6s a injecdo do GnRH) é semelhante a verificada em animais
inseminados no estro observado (PURSLEY et al., 1995).

Em estudo realizado por Alvarez et al. (2003), os autores obtiveram uma taxa de
concepgdo dos animais inseminados com tempo pré-fixado de 41,4% ndo foi diferente
(P>0,05) dos inseminados no estro induzido (53,1%) ou natural (49,1%).

Neste contexto, alguns autores relataram que a taxa de concepcdo de fémeas
bovinas de leite sincronizadas pelo protocolo “OVSYNCH” e inseminadas artificialmente
em tempo fixo varia de 26 a 55% (PURSLEY et al., 1995; VASCONCELOQOS et al., 1999).

Um método mais promissor é o uso do Ovsynch duplo, ou seja, submeter a vaca a
dois programas de Ovsynch e insemina-la somente ao final do segundo programa. Souza
et al. (2008) observaram que o0 uso desse programa melhorou a fertilidade de vacas de leite
qguando comparado com o programa de pré-sincronizacdo tradicional baseado em 2 doses
de PGF2a, obtendo 41,7% e 49,7% de concepgao, respectivamente. Em estudo recente,
Ribeiro et al. (2009) comparou a mesma estratégia em mais de 1.300 vacas em 3 rebanhos
em sistema de pastejo e ndo observou melhora geral na fertilidade. Entretanto, nas 162
vacas anovulares, o uso do Ovsynch duplo foi superior (P = 0,07) & pré-sincronizagdo com
PGF2a somente [40,0 (30/75) vs. 26,4% (23/87)].

A utilizacdo da P, com o objetivo de sincronizacdo de estros em bovinos provém
dos anos 50, sendo, de inicio, administrados por periodos de 11-14 dias. Com o passar do

tempo, este intervalo diminuiu para 7-9 dias, devido aos baixos indices de fertilizacdo apés
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a sincronizacdo e, deste modo, obtiveram-se melhores indices de gestagdo segundo
GORDON (1996) citado por COSTA (2006).

Fortune & Rivera (1999) esclarecem que periodos prolongados de utilizacdo de P4
levam a formacdo de foliculos persistentes. Além disso, 0s o0citos oriundos destas
ovulagdes ndo se desenvolviam plenamente em razdo da ativacdo precoce da meiose, a
qual em condi¢bes normais ocorre pela liberacdo pré-ovulatoria de LH.

Nos protocolos hormonais de sincronizacéo a base de P4, 0 mecanismo de acdo é
por meio da retroalimentacdo negativa que estas promovem sobre a secre¢do de LH, mas
ndo interfere na secre¢do de FSH, inibindo a ovulacdo. Ao retirar a fonte de P4, € na
auséncia de um CL funcional pela aplicacdo de uma prostaglandina, o animal apresentara
um foliculo ovulatério capaz de responder a inducdo da ovulagdo. Para tanto, associando-
se ao final do tratamento com o P, um GnRH ou estrégeno que ira promover a inducdo da
ovulagcdo em um tempo pré-determinado, independentemente, do momento em que se
iniciou o protocolo (BO et al., 1994).

Dentre as formas de controle do crescimento folicular, o tratamento com
progesterona e estradiol tem se mostrado eficaz na inducdo da atresia dos foliculos em
desenvolvimento e na emergéncia de uma nova onda folicular 3 a 5 dias depois (BO et al.,
1994; 1995). Desta maneira, 0 benzoato de estradiol (BE) no inicio do tratamento com
progesterona promove a atresia dos foliculos dominantes presentes e a emergéncia de uma
nova onda folicular (BRAGANCA et al., 2004).

A aplicagdo de PGF2a e seus anélogos sintéeticos 2 dias antes ou no momento de
retirada do implante intravaginal tem sido recomendada para assegurar a lutedlise, uma vez
que o benzoato de estradiol ndo se mostrou efetivo na inducédo da lutedlise (DISKIN et al.,
2002). Nos 7-8 dias em que o implante intravaginal permanece na vagina, a absorcéo da P4
ndo afeta a lutedlise espontanea, ou seja, supondo-se que todas as novilhas e vacas tém
ciclo estral de 21 dias, havera duas populacGes de fémeas apds 6 dias de tratamento com
P4, fémeas sem e com CL mais de 6 dias apds a ovulacdo. Deste modo, todas as fémeas
apresentariam CL, potencialmente, responsivo a PGF2a (LAMB, 2003).

O “CIDR®” é um dispositivo intravaginal que contém P, horménio natural,
utilizado junto com outros hormonios para a sincronia do estro em novilhas e vacas. Foi
desenvolvido na Nova Zelandia, sendo utilizado ha varios anos para adiantar o estro de

novilhas na puberdade e o primeiro estro de vacas no pés-parto. Trata-se de um dispositivo
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em forma de “Y” com abas flexiveis que dobram para formar uma haste que pode ser
inserida na vagina com o auxilio de um aplicador (LAMB, 2003).

Costa (2006), concluiu que o protocolo “CIDR®’ mostrou ser muito eficiente na
inducdo da puberdade em novilhas Girolandas com grau de sangue 3/8 Holandés x 5/8 Gir,
por ter permitido boas taxas de concepcdo e prenhez na primeira IA, reduzindo,

consequentemente, a idade ao primeiro parto.

3.3 Efeito da concentracdo de progesterona na fertilidade em protocolos de IATF

Vaérios estudos em vacas de leite e de corte relatam que altas concentracGes
circulantes de P4 podem diminuir a frequéncia dos pulsos de LH (IRELAND & ROCHE,
1982; ROBERSON et al., 1989; BERGFELD et al., 1995; BURKE et al., 1996; CALEJAS
et al., 2006), reduzindo assim, o crescimento do foliculo dominante e a eficiéncia dos
protocolos de IATF que utilizam a P, (BARUSELLI et al., 2001) e que concentracGes
inferiores ao produzido pelo corpo luteo de P4 tem sido associadas a um maior crescimento
folicular (SAVIO et al., 1993).

E sabido que durante o ciclo estral da fémea bovina, o foliculo dominante da
primeira onda tem uma maior taxa de crescimento que o foliculo dominante da onda
seguinte, ovulatéria (GINTHER et al., 1989), pois na fase luteal inicial as concentragdes de
P, sdo baixas e a frequéncia dos pulsos de LH mais elevada. J& durante a metade da fase
luteinica, as altas concentracdes de P, reduzem a frequéncia e aumentam a amplitude dos
pulsos de LH (RAHE et al., 1980).

Carvalho et al. (2008) em estudo utilizando novilha Bos indicus, Bos indicus x Bos
taurus e Bos taurus, observaram que o grupo que recebeu PGF no momento da inser¢ao do
dispositivo intravaginal (DO0), tiveram um aumento na taxa de crescimento do FD,
sugerindo que o resultado tenha sido pela redugdo dos niveis circulantes de P, e
consequentemente, pelo aumento dos pulsos de LH.

Em outro estudo realizado por Dias (2007) onde avaliou a influéncia da
concentracdo sérica da P, nos dias 0 e 7 do protocolo de IATF e da reutilizacdo de
implantes intravaginais de P, (CIDR, novo e previamente utilizado por 9 e 18 dias) em
novilhas Nelore ciclicas, e observou que houve efeito da pré-utilizagdo do CIDR na taxa de
concepcao (37,2%, 37,8% e 53,2%) e na taxa de prenhez (20,5%, 22,7% e 35,5%) para

dispositivos novo, 2° e 3° uso, respectivamente.
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Colazo et al. (2008) verificaram que novilhas com menor concentracdo de Py
apresentaram melhores taxas de ovulagdo (90% e 30% para baixa e alta Py,
respectivamente) e Cipriano (2007), avaliando a secrecdo de LH e FSH plasmatico em
novilhas expostas a diferentes concentracdes de P, concluiram que o excesso de P,
suprimiu a concentracdo de LH e interferiu na secrecdo de FSH, desenvolvimento folicular

e ovulagao.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROGESTERONA SOBRE A
DINAMICA FOLICULAR EM NOVILHAS HOLANDESAS (Bos taurus)
SUBMETIDAS A SINCRONIZACAO DE ESTRO E OVULACAO!

G.A. Veras®; P.F.M.P. Souto®; E.M. Cavalcante®; A.S. Santos Filho*; S.I. Guido*; C.C. Bartolomeu?®.

ABSTRACT. — The aim of this study was to evaluate the effect of different progesterone
concentrations (P4) on follicular dynamics in Holstein heifers (Bos taurus) subjected to
synchronization of estrus and ovulation. There were used 20 pubertal Holstein heifers
receiving an intravaginal devices at DO containing 0.75 g of P4 in G1 (n = 10) and 1 g of
P4, in G2 (n = 10) along with 2 mg BE im. At D7, there were applied 530ug of
cloprostenol and 300 IU of eCG im, at D8 intravaginal devices were removed. At D9,
heifers in both groups received 1mg of EB im and at D10 TAI were proceeded. The
ovarian activity was monitored at DO, D4, D8, D10 and at each 6 hours after TAI until
ovulation. No significant effect was observed between wave synchronization (100 vs.
100%), ovulation rate (70 vs. 89%), time of ovulation (60.5 + 2.65 vs. 64.5 + 0.33 h) and
conception rate (40 vs. 44.4%) between G1 and G2, respectively. The dominant follicle
average diameter at D9 between heifers that ovulated from G1 was 14,8+0,6 mm and in G2
11,2+1,6mm presenting no statistical difference (P=0.07) the same way was not also
observed difference between heifers that did not ovulate from G1 (9.6£0.7mm and in G2
(7.7£0.03)(P=0.42). .) Already when comparing the average diameters of dominant
follicles in D9 between the heifers that ovulated (14.8 + 0.6 mm) and those that did not
ovulate (9.6 + 0.7 mm) from G1, it was observed significant difference (P < 0.05), as well
as from G2 (11,2 + 1.6 vs. 7.7 £ 0.03 mm). The ovulation rate increased significantly in the
follicles larger than 11 mm, measured on D9 However, conception rates were higher when
the follicles were larger than 8 mm on D9. In the present study, no significant effect was
observed in DF@, OF@, time of ovulation, ovulation and conception rates in pubertal
Holstein heifers, but animals receiving device with lower concentrations of P4 in DO
showed higher daily rate growth follicular.

INDEX TERMS: Progesterone, follicular dynamics, Holstein heifers, TAL.
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RESUMO. - O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes de
progesterona (P4) sobre a dindmica folicular em novilhas Holandesas (Bos taurus)
submetidas a sincronizacdo de estro e ovulacdo. Foram utilizadas 20 novilhas Holandesas
puberes, onde no DO, G1 (n=10) receberam dispositivos intravaginais com 0,75 g de P4 e
G2 (n=10), 1g de P4 associado a 2 mg de BE i.m., no D7, 530 ug de cloprostenol sddico €
300 Ul de eCG i.m. e no D8, os dispositivos foram removidos. No D9, foi aplicado 1 mg
de BE i.m. e no D10, a IATF. As ultrassonografias dos ovarios foram realizadas no DO,
D4, D8, D10 e de 6/6 horas até a ovulacdo. Ndo houve efeito (P>0,05) entre a
sincronizacgdo da onda, taxa de ovulagdo, momento da ovulacéo e taxa de concepgéo entre
Gl e G2. O @FD no D9 (13,5+0,1 vs. 10,8+1,7 mm) n&o diferiu entre 0s grupos, assim
como o0 @ méx. FD (14,3 1,5 vs. 11,9+0,86 mm) e do @ max. FO (14,7+0,74 vs. 12,3+
mm), todavia a taxa de crescimento diario dos foliculos foi superior (P<0,05) no G1 que no
G2 (1,6%0,12 vs. 1,0+£0,18 mm/dia). O diametro médio do foliculo dominante no D9 entre
as novilhas que ovularam do grupo G1 foi 14,8+0,6 mm e no G2 11,2+1,6 mm n&o se
observando diferenca estatistica entre os tratamentos (P=0,07), da mesma forma que
também ndo se observou diferenca entre novilhas que ndo ovularam do G1 (9,6+0,7 mm) e
do G2 (7,7+0,03 mm)(P=0,42). J& ao se comparar os didmetros médios dos foliculos
dominantes no D9 entre as novilhas que ovularam (14,8+0,6 mm) e as que ndo ovularam
(9,6£0,7 mm) do G1, observou-se diferenga (P<0,05), assim como no G2 (11,2+1,6 vs.
7,7+£0,03 mm). A taxa de ovulacdo aumentou significativamente nos foliculos maiores de
11 mm, mensurados no D9, no entanto, as taxas de concep¢do foram maiores quando 0s
foliculos se encontravam maiores que 8 mm, no D9. No presente estudo ndo foi observado
efeito significativo no @FD, @FO, momento da ovulacéo, taxas de ovulacdo e concepcao
em novilhas puberes Holandesas, porém os animais que receberam dispositivo com menor
concentracdo de P, no DO apresentaram maior taxa de crescimento folicular diario.
TERMOS DE INDEXACAO: Progesterona, dinamica folicular, novilhas Holandesas,
IATF.

INTRODUCAO
A ultrassonografia transretal tem sido frequentemente utilizada nos estudos de avaliagdo de

dindmica folicular e as informacGes obtidas sdo importantes para o entendimento das
particularidades da fisiologia reprodutiva, de maneira que possam ser usadas para melhorar

0 desempenho reprodutivo dos animais (BORGES et al., 2001).
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Com o monitoramento e a avaliacdo das estruturas presentes nos ovarios (foliculos
e CL), possibilitou-se evidenciar que o crescimento folicular ocorre na forma de ondas e
que essa dinamica é verificada em diversas fases da vida de uma fémea desde duas
semanas de vida até a pré-puberdade (BOLAMBA et al., 1994), puberdade, gestacédo
(GINTHER et al., 1996) e no pos-parto (MURPHY et al., 1990, SAVIO et al., 1990).
Dessa forma, o conhecimento da dindmica folicular, através do comportamento das ondas
de crescimento folicular, favoreceu a execucdo de programas de superovulacao,
sincronizac@es do ciclo estral e da ovulacéo.

Os protocolos de IATF, largamente utilizados atualmente, onde se incluem a
sincronizacao do estro em fémeas ciclicas ou em vacas que ndo voltaram a apresentar estro
apos a paricao, além da inducdo do estro acompanhado de ovulacdo em novilhas que ainda
ndo atingiram a puberdade (LAMB, 2003), viabilizou as biotecnologias da reproducéo,
possibilitou melhoria nos indices reprodutivos e, consequentemente, avangos na evolucao
genética nos rebanhos de producdo de leite e carne no Brasil.

A associacdo hormonal mais usualmente utilizada no Brasil para IATF consiste na
utilizacdo de dispositivos de progesterona juntamente com o estradiol, com o objetivo de
sincronizar a emergéncia da onda de crescimento folicular (VASCONCELOS et al., 1994;
BO et al., 1995) uma dose de PGF,a para lisar o corpo liteo presente e um indutor de
ovulagéo, 30-36 horas antes da inseminagéo artificial.

Vérias pesquisas sdo realizadas com o intuito de criar novas estratégias para
melhorar indices reprodutivos em fémeas submetidas a protocolos de IATF. N&o € de hoje,
que estudos em bovinos sugerem que altas concentracdes de P, podem diminuir a
frequéncia dos pulsos de LH e o crescimento folicular (IRELAND & ROCHE, 1982;
ROBERSON et al., 1989; SAVIO et al., 1993).

Nesse contexto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de diferentes
dispositivos de progesterona sobre a dinamica folicular, em novilhas Holandesas (Bos

taurus) submetidas a sincronizacao de estro e ovulagao.

MATERIAL E METODOS
Localizacéo e animais

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Sdo Bento do Una (EESBU),
pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, localizada no municipio de
Sdo Bento do Una, Pernambuco, Brasil, latitude 08 31° 35, longitude 036 27 34,8” e
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indice de temperatura e umidade (ITU) médio de 63,5, durante os meses de setembro a
dezembro de 2012.

Foram utilizadas 19 novilhas puberes da raca Holandesa com peso médio de
409+20,0 kg no G1 e 422+22,0 kg no G2, apresentando escore de condicdo corporal entre
3-3,5, considerando uma escala de 1 a 5, segundo EDMONSON et al. (1989); BROSTER e
BROSTER (1998; Fig. 4). Os animais foram mantidos em sistema de criacdo intensivo,
conforme o regime da fazenda, consumindo durante o periodo experimental, silagem de
sorgo forrageiro (Sorghum bicolor), palma forrageira (Napolea cochenilifera), concentrado

com 24% PB, sal mineral e &gua ad libitum.

Grupos experimentais

As novilhas foram distribuidas em dois grupos experimentais, onde em dia aleatorio
do ciclo estral, dia 0 (DO) as fémeas do Grupo 1 (G1; n=10) e Grupo 2 (G2; n=9)
receberam dispositivos intravaginais contendo 0,75 g de P, (Prociclar®, Hertape Calier,
Minas Gerais, Brasil) e 1 g de P, (Primer®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) respectivamente,
associado & 2 mg de BE (Estrogin®, Farmavet, S&o Paulo, Brasil) intramuscular. No dia 7
(D7) do protocolo foi aplicado 530 pg de cloprostenol sodico (Ciosin®, Schering-Plough
Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de eCG (Novormon®, Schering-Plough Salde
Animal, S&o Paulo, Brasil), intramuscular e no dia 8 (D8), os dispositivos intravaginais
foram removidos. Apo6s 32 horas da retida dos dispositivos, dia 9 (D9), foi aplicado 1 mg
de BE (Estrogin®, Farmavet, Sd0 Paulo, Brasil) em ambos os grupos e realizada a

inseminacao artificial em tempo fixo 54 horas ap6s a remocao dos dispositivos (Fig. 1).

Colocaciodo FGF2o+
Implants +BE oCE Ret. Implante
' BE I4TF
P4 — 38 dias ' '
D0 - 8:00 D7-8:00 DE-8:00 D9—16:00 D10— 14:00

Fig. 1. Protocolo hormonal composto por P4, BE, eCG e PGF2aq, utilizado em novilhas holandesas
puberes submetidas a IATF, Sdo Bento do Una — PE, 2013.
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Ultrassonografia e dinamica folicular

Previamente ao inicio do protocolo, todas as fémeas foram submetidas a exame
ginecologico com auxilio da ultrassonografia transretal, utilizando aquelas fémeas com
presenca de corpo lateo. Alem do DO do protocolo, a atividade ovariana foi acompanhada
no D4 para avaliagdo da emergéncia da nova onda folicular, no D8 (mensurar o foliculo
dominante), D9 para mensurar o foliculo ovulatério e no dia da inseminagdo artificial
(D10) para mensurar o diametro do foliculo pré-ovulatorio. Apos a IA, as avaliacbes foram
realizadas a cada 6 horas até a confirmacdo do momento da ovulagdo, caracterizada pelo
tempo médio entre a ultima observacdo e o desaparecimento do foliculo dominante, na
imagem ultrassonografica, em exame subsequente. O diagnoéstico de gestacdo foi realizado
30 dias ap6s a IATF. Os exames ultrassonograficos foram feitos com auxilio do aparelho
DP 4900 Vet, Mindray®, acoplado ao transdutor linear com frequéncia de 6,0 MHz.
Durante 0 exame o transdutor era movimentado sobre a superficie dos ovarios, e ap6s a

localizacdo da imagem desejada, congelava-se para mensuragdo do diametro dos foliculos
(Fig. 2).

' ' us us
P4 — 8 dias ' ' uUs 6/6 horas
oo D4 D& D9 D10 ow

Fig. 2. Representacdo esquematica dos exames ultrassonogréficos de novilhas holandesas puberes
submetidas a IATF, Sdo Bento do Una — PE, 2013.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS 16.0 para testar a
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias, empregando-se a anélise de
variancia (ANOVA). Sendo evidenciada diferenca estatistica, foi aplicado o teste de Tukey
para 0s contrastes entre as medias. Os resultados foram descritos apresentando-se as
médias e erro padrdo das medias (média * erro padrdo da média), aplicando-se o nivel de
significancia para P de 5% (P>0,05) para rejei¢do da hipdtese nula.

As varidveis, sincronizagdo da onda, taxa de ovulagdo e taxa de concepcédo, que
apresentam uma resposta binomial — sim ou ndo — foram analisadas pelo teste Qui-
quadrado.
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RESULTADOS
Todos os animais submetidos & IATF apresentaram a sincronizacdo da nova onda de

emergéncia folicular (100% vs. 100%) avaliadas no D4 do protocolo, resultando numa taxa
de ovulacdo de 70% e 89% no G1 e G2, respectivamente (P>0,05). O tempo médio da
retirada do dispositivo intravaginal e a ovulacdo ndo diferiram entre 0s grupos
experimentais (P=0,17) sendo de 60,5+2,65 vs. 64,5+0,33 horas, assim como a taxa de
concepcao aos 30 dias que foi de 40% vs. 44,4% no G1 e G2, respectivamente (P>0,05;
Tabela 1).

Tabela 1. Efeito de diferentes concentra¢des de progesterona (0,75g ou 1g) sobre a sincronizacao
da onda, taxa de ovulagcdo, momento da ovulacdo e taxa de concepcdo de novilhas Holandesas
puberes submetidas a IATF, Sdo Bento do Una — PE, 2013.

Grupos N Sincronizagao Taxa de Momento da Taxa de Concepcdo
da onda (%) Ovulagdo (%)  Owvulacéo (horas) (%)
G1 10 100° 70° 60,5+2,65% 40°
G2 9 100° 89° 64,5+ 0,33 44.4°

@ letras idénticas na mesma coluna indicam nao haver diferenca estatistica (P>0,05)

O didmetro médio do foliculo dominante no D9 do G1 (13,5+0,1 mm) néo diferiu
(P=0,17) do G2 (10,8+£1,7 mm), assim como a meédia do diametro maximo do foliculo
dominante (14,3+ 1,5 mm vs. 11,9+0,86 mm) e do didmetro méaximo do foliculo ovulatério
(14,7+0,74 mm vs. 12,3+ mm), porém a taxa de crescimento médio diario dos foliculos nas
novilhas do G1 (1,6+£0,12 mm/dia) que receberam dispositivos intravaginais com menor
concentracdo de progesterona (0,75g) no inicio do tratamento hormonal, apresentaram
maior taxa de crescimento folicular em relacdo ao G2 (1,0+0,18 mm/dia; P=0,02) (Tabela
2).
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentraces de progesterona (0,759 ou 1g) sobre a dindmica
folicular (Média = EPM) de novilhas Holandesas puberes submetidas a IATF, Sdo Bento do Una —
PE, 2013.

Grupos N @ FD no D9 @ max. FD @ méx. FO Taxa de Crescimento
(mm) (mm) (mm) (mm/dia)
G1 10 13,5+0,1° 14,3+1,5% 14,740,74° 1,6+0,12°
G2 9 10,8+1,7° 11,9+0,86° 12,3+1,37° 1,0+0,18"

2 letras idénticas na mesma coluna indicam nao haver diferenca estatistica (P>0,05)

O diametro médio do foliculo dominante no D9 entre as novilhas que ovularam do
Gl foi 14,8+0,6 mm e no G2 11,2+1,6mm ndo se observando diferenca entre o0s
tratamentos (P=0,07), da mesma forma que também ndo se observou diferenca entre
novilhas que ndo ovularam do G1 (9,6+0,7 mm) e do G2 (7,7+0,03 mm)(P=0,42). Ja ao se
comparar os didmetros médios dos foliculos dominantes no D9 entre as novilhas que
ovularam (14,8£0,6 mm) e as que ndo ovularam (9,6£0,7 mm) do G1, observou-se
diferenca (P<0,05), assim como no G2 (11,2+1,6 vs. 7,7+£0,03 mm; Tabela 3).

Tabela 3. Efeito de diferentes concentra¢fes de progesterona (0,75g ou 1g) sobre o didmetro do
foliculo dominante (D9) nas novilhas Holandesas puberes que ovularam e que ndo ovularam
(Média £ EPM) submetidas a IATF, Sdo Bento do Una — PE, 2013.

Grupos n @ FD no D9 das novilhas que @ FD no D9 das novilhas que ndo
ovularam (mm) ovularam (mm)
Gl 10 14,8+0,8** 9,6+0,7*®
G2 9 11,2+2,1*4 7,7+0,03*®

@ letras mindsculas idénticas na mesma coluna indicam néo haver diferenca estatistica (P>0,05)

*letras maiUsculas idénticas na mesma linha indicam ndo haver diferenga estatistica (P>0,05)

Entre as novilhas que conceberam do G1 (15+1,4mm) e do G2 (13,2+1,4mm) nao
foi evidenciada diferenga sobre o didmetro médio dos foliculos dominantes no D9
(P>0,05), da mesma forma, ao se comparar o didmetro médio das novilhas que ndo

conceberam 12,1+2,4 vs 7,5+0,1 para G1 e G2, respectivamente também néo se observou
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diferenca (P=0,08). Mas, ao se comparar as novilhas que conceberam com as que néo
conceberam do G2 (13,2+1,4 mm vs. 7,5£0,1 mm) fica evidente o maior didmetro médio

do foliculo apresentado pelas novilhas que conceberam (P<0,05; Tabela 4).

Tabela 4. Efeito de diferentes concentracdes de progesterona (0,75g ou 1g) sobre o didmetro do
foliculo dominante (D9) nas novilhas holandesas puberes que conceberam e que ndo conceberam
(Média £ EPM) submetidas a IATF, Séo Bento do Una — PE, 2013.

Grupos N @ FD no D9 das novilhas que @ FD no D9 das novilhas que ndo
conceberam (mm) conceberam (mm)
Gl 10 15,0+1,4** 12,142,4*4
G2 9 13,2+1,4** 7,5+0,1*°

@ letras mindsculas idénticas na mesma coluna indicam nao haver diferenca estatistica (P>0,05)

*letras mailsculas idénticas na mesma linha indicam nao haver diferenca estatistica (P>0,05)

A taxa de ovulacdo aumentou significativamente (P<0,05) em foliculos maiores de
11 mm, mensurados no D9 (Fig. 3). No entanto, as taxas de concepcdo foram maiores
quando os foliculos se encontravam maiores que 8,1 mm, no D9. Foliculos com diametros
menores que 8 mm (mensurados no D9) apresentaram taxas de ovulacdo ao redor de 50%
porém n&do houve concepcao (Fig. 3).
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Figura 3. Taxas de ovulagdo e concepcao de acordo com o diametro do foliculo dominante no D9
em novilhas Holandesas plberes submetidas a IATF, Sdo Bento do Una — PE, 2013.

DISCUSSAO

No presente estudo, a utilizacdo de dispositivos intravaginais, contendo diferentes
concentragfes de P4 (0,75g vs 1,0g) no inicio do protocolo (DO0), ndo promoveu aumento
significativo do didametro do foliculo dominante e ovulatdrio, no entanto, o crescimento
diario do foliculo dos animais que receberam implante com menores niveis de P4 (0,759)
foram significativamente maiores. Estes tratamentos ndo alteraram significativamente as
taxas de sincronizacdo do ciclo estral e ovulacdo, momento da ovulacdo e taxa de
concepcdo, contrariando parcialmente a hipétese inicial deste trabalho. Por outro lado,
maiores taxas de ovulacdo foram nas novilhas que apresentaram no D9 foliculos maiores
que 11 mm.

Ambos os tratamentos mostraram ser eficientes na sincronizacdo da onda, ou seja, a
capacidade de induzir a emergéncia da nova onda de crescimento folicular em novilhas
Holandesas ciclicas. Tais achados corroboram aqueles relatados por outros estudos, nas
quais utilizaram o P4 e E, para sincronizar o desenvolvimento folicular em bovinos
(CARVALHO, 2004; PERES, 2008; SOUZA, 2008; PEGORER, 2009; ALBUQUERQUE
etal., 2013).
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As taxas de sincronizacgdo, ovulagdo e concepcdo observadas nesse estudo, ndo
foram influenciadas, de modo significativo, pelos dispositivos com diferentes
concentracdes de progesterona e estdo dentro do esperado e descrito na literatura quando se
trabalha com IATF, sendo superior ao encontrado por Pegorer (2009) em novilhas de corte
ciclicas, onde observou taxas de ovulacdo e concepgdo para 0s animais que receberam
implante intravaginal contendo 0,5 g e 1 g de P4, com 67,6% vs. 77,1% e 30,2% vs. 25,7%,
respectivamente. J& Souza (2008), em experimento com vacas Holandesas de alta producéo
observou taxa de ovulacdo de 84% nos animais tratados com eCG e 87,5% nos nao
tratados, e taxa de concepgéo de 29,1% 30,9%, respectivamente.

Por outro lado, Gimenes et al. (2009), estudando o efeito do tratamento com eCG
sobre a formacdo do corpo lGteo de novilhas Nelore e Holandesa, observaram taxas de
ovulacdo de 100% e 60% para novilhas Nelore com e sem eCG, respectivamente e de 80%
e 100% para novilhas Holandesas.

Girotto et al. (2013) avaliaram a taxa de concepgdo em vacas Bos indicus lactantes
com reutilizacdo de dispositivos intravaginais de P, de 1g e Unico uso com implante de
0,559 (monodose) onde, ndo observaram diferenca significativa na taxa de concepc¢éo entre
0s tratamentos, 56,2%, 64,1%, 59,2% e 60,8% para dispositivos de 1g. (novo, 2 uso e 3
uso) e monodose, respectivamente. Seguindo a mesma linha, Santin et al. (2013) avaliaram
as diferencas no desenvolvimento folicular de vacas ciclicas Nelore, tratadas com dois
dispositivos intravaginais 0,55g e 1g de P4, onde obtiveram taxa de ovulacdo de 80% em
ambos 0S grupos.

O resultado do estudo no que diz respeito a dindmica folicular, evidenciou que as
novilhas que receberam dispositivos intravaginais com menor concentragao de P4 (0,750),
apresentaram maiores crescimentos foliculares durante as avaliacbes em relacdo as
novilhas que receberam dispositivos intravaginais com maior concentracao de P4 (1g).

Apesar de ndo se observar efeito significativo nos didmetros médios dos foliculos
no D9, didametro maximo do FD e FO entre os grupos, fica evidente que os animais do G1
(0,75g) apresentaram maiores taxas de crescimento diario (1,6+0,12mm), sendo 62,5%
superior ao crescimento do G2. Tais achados sdo superiores aos encontrados por Pegorer
(2009) em novilhas Nelore, onde as fémeas que receberam dispositivos de P, com 0,559
apresentaram taxa de crescimento diario de 0,78+0,06 mm/dia, enquanto as que receberam

dispositivos com 1g tiveram um crescimento de 0,56+0,29 mm/dia.



46

Ja Utt et al. (2003) também obtiveram taxas de crescimento folicular diarios
menores (1,2 mm) em vacas Angus. Carvalho (2004) comparando os efeitos da aplicacdo
de prostaglandina no dia da insercdo do dispositivo intravaginal de P, (DO) com o grupo
controle em novilhas Gir, Girolando %2 Hol. e Holandesa, relatou crescimentos diarios
inferiores ao apresentado por este estudo, 1,0+0,2 vs. 0,6+0,2, 1,4+0,1 vs. 1,2+0,2 e
1,4+0,1 vs. 0,9+0,1, respectivamente, mostrando que as fémeas que foram expostas durante
o0 protocolo de IATF a menores doses de P, apresentaram maiores taxas de crescimentos
diarios.

Batista et al. (2013), avaliando a dindmica folicular em novilhas Holandesas e
Nelore, utilizando o protocolo E,/P4 e sem eCG, obtiveram taxa de crescimento folicular
diario de 1,4+0,1 vs 1,2+0,1 e 1,3+0,1 vs 1,1+0,1, para novilhas holandesas e Nelore sob a
ingestdo de alta e baixa matéria seca e energia, respectivamente.

A antecipacdo da aplicacdo no dia 7 da PGF,, nesse estudo pode ter contribuido
para 0 maior crescimento diario do foliculo dominante, devido a diminuigdo da
concentracdo de P, ao final do protocolo de IATF, pois altas concentracdes de P, podem
estar relacionadas a supressdo da pulsatilidade de LH (SAVIO et al., 1993; GINTHER et
al., 1996). Peres (2008) observou no seu estudo, que altas concentracfes de P, no fim do
protocolo prejudicaram os resultados de concepcéo, sincronizacdo e prenhez a IATF em
fémeas Nelore e alegou que apesar de implicar maior manejo a aplicagédo de PGF,, no dia
7, € importante em diminuir a concentracdo de P4 no fim do protocolo em vacas Nelore.

Ginther et al. (1996), observaram que quando ha diminuicdo na frequéncia dos
pulsos de LH, h&a também uma diminuicdo na concentracdo média de LH e
consequentemente, menor didmetro do foliculo dominante. Outro fato importante, foi a
aplicacdo de 300 Ul de eCG que pode ter contribuido para o bom crescimento diario dos
foliculos apresentados pelos animais desse estudo, pois 0 eCG exerce funcéo de indutor de
crescimento folicular se ligando a receptores de LH e FSH (MURPHY et al., 1991).

Outros estudos que utilizaram eCG no momento da retirada do implante
intravaginal, evidenciaram aumento no crescimento folicular e maiores diametros do
foliculo ovulatério (SA FILHO et al., 2004), aumento da capacidade esteroidogénica do
corpo lateo (MARQUES et al., 2005) e consequentemente, possuindo maiores
concentragdes de progesterona plasmaticas durante o diestro pds-sincronizacao de estro.

E notdrio no presente estudo uma relacio entre didmetro do FD no D9 e as taxas de

ovulacédo e concepgdo, corroborando os resultados da literatura em fémeas de corte e leite
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(CAVALIERI et al., 2003; CASTILHO et al., 2007; PERRY et al., 2007; PEREZ, 2008;
CARVALHO et al., 2008).

Foliculos com até 8 mm de diametro, mensurados no D9, apresentaram baixa taxa
de ovulacdo (50%) e nenhuma concepc¢do, foliculos com diametro entre 8-11 mm
apresentaram 25% de ovulacdo e 25% de concepcdo, por outro lado, os foliculos com
didmetro maior que 11 mm, mensurados no D9, resultaram em altas taxas de ovulagéo
(100%) e concepcéo (62,5%), corroborando Perry et al. (2007) que relataram que a inducao
da ovulacéo de foliculos imaturos é indesejavel em protocolos de IATF e que a capacidade
ovulatéria aumenta proporcionalmente com o aumento do didmetro do foliculo, até um
certo limite.

Nett et al. (2002) relataram que foliculos ovulatérios de maior didmetro produzem
maiores quantidades de estradiol que possibilitam o aumento da responsividade da hipéfise
ao GnRH pelo aumento de seus receptores ou por acgdo direta estimulando a secrecdo de
LH (BARATTA et al., 2001). Pegorer (2009) cita que os foliculos das fémeas Bos indicus,
adquirem capacidade ovulatéria com diametros inferiores a Bos taurus nesse sentido,
Carvalho (2004) constatou que novilhas Bos indicus apresentaram foliculos ovulatorios de
menor didmetro do que novilhas Bos indicus x Bos taurus e Bos taurus.

Em experimento realizado por Gimenes et al. (2008), com novilhas Nelore, Gir e
cruzadas (Nelore x Gir), relataram que as fémeas tratadas com LH quando o foliculo
dominante atingiu diametro de 7,0 a 8,4 mm; 85 e 10,0 mm e acima de 10 mm,
apresentaram taxas ovulatoria de 33, 80 e 90%, respectivamente. Ja Sartori et al. (2001),
com vacas holandesas, verificaram que a capacidade ovulatéria ocorre somente apo6s 0s
foliculos alcancarem 10 mm de didmetro.

Outra explicacdo plausivel para a relacdo positiva entre diametro do FD e as taxas
de ovulacdo e concepcao, seria a ocorréncia da lise prematura do corpo luteo, onde de
acordo com Vasconcelos et al. (2001), pequenos CL oriundos de pequenos foliculos,
possuem baixa capacidade de produzir progesterona, desta forma sendo incapazes de
bloquear a producdo de PGF,, pelo endométrio.

No presente estudo ndo foi observada diferenca (P>0,05) na taxa de sincronizacéo
da onda folicular, taxa de ovulagdo, taxa de concepcdo e momento da ovulacdo em
novilhas paberes Holandesas, porém os animais que receberam dispositivos intravaginais
com menor concentragdo de progesterona ovularam mais precocemente em comparagao as

fémeas que receberam dispositivos com maior concentracdo de P4, assim recomenda-se
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que os animais deverdo ser inseminados mais cedo em programas de IATF que utilizarem
esse protocolo.

O diametro do foliculo ovulatério e pré-ovulatorio ndo diferiu entre os grupos,
entretanto os animais que receberam dispositivo intravaginal com menor concentracao de
P, apresentaram maior taxa de crescimento folicular diério.

Em suma, a maioria dos resultados aponta um efeito benéfico da menor

concentracdo de P4 na IATF em novilhas Holandesas.
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6. APENDICE

Fig. 4. Grupo de novilhas holandesas puberes que participaram do estudo, Estacéo
Experimental do IPA, Sdo Bento do Una — PE.



