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RESUMO
EFEITO DO DIAMETRO FOLICULAR E MANIFESTACAO DE ESTRO
SOBRE O DESEMPENHO REPRODUTIVO DE VACAS NELORE SUBMETIDAS A
IATF

O objetivo do estudo, foi avaliar o desempenho reprodutivo de vacas Nelore lactantes
submetidas a IATF a partir do didmetro folicular e manifestacdo de estro. Avaliaram-se as
possiveis implicacdes préaticas do uso dessas informacdes para a melhoria dos programas de
IATF em fémeas Nelore lactantes. Esse estudo € dividida em 2 partes: Na primeira parte,
estudou-se as associagdes entre o didmetro folicular ao final do protocolo de sincronizagao, na
ocorréncia de estro e taxa de concepcdo de vacas nelore lactantes submetidas a IATF.
Observou-se que vacas com foliculo de maior didmetro, mensurado no momento da IATF,
foram mais propensas a manifestar estro e de se tornarem gestantes. Na segunda parte, avaliou-
se a importancia da ocorréncia de estro e da administracdo de GnRH no momento da IATF e
observou-se que a ocorréncia de estro, avaliada pela remocao da tinta na base da cauda, foi um
fator importante associado a melhorias na taxa de concepcdo em vacas Nelore lactantes, assim
como, a administracdo de GnRH, em vacas que ndo exibiram estro, favoreceu o aumento da
taxa de concepcéo. Foi observado que a ocorréncia de estro, foi um fator importante associado
a melhorias na TC em vacas Nelore lactantes, assim como, a administracdo de GnRH, em vacas
que ndo exibiram estro, favoreceu o aumento da TC. O ECC influenciou a TC no grupo controle,
mas ndo em vacas que receberam GnRH. O nimero de usos do dispositivo de P4 afetou a

ocorréncia de estro, assim como, a TC. Houve influéncia do touro sobre a TC.

Palavras-chave: Ovario, Dinamica folicular, Bos indicus, Ovulacdo, Concepcéo.



ABSTRACT

EFFECT OF THE FOLICULAR DIAMETER AND ESTRO MANIFESTATION ON
THE REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF NELORE COWS SUBMITTED TO
TAI

The objective of the present study was to evaluate the reproductive performance of lactating
Nelore cows submitted to TAI considering the follicular diameter and estrus manifestation.
Thus, the possible practical implications of the use of this information for the improvement of
TAI programs in lactating zebu females were evaluated. This study is divided into 2 parts. In
the first part, it was evaluated the associations between the follicular diameter at the end of the
synchronization protocol, in the occurrence of estrus and concepyion rate ofNelore cows
submited to TAI. It was observed that cows with larger follicles diameter, measured at the time
of TAI, were more likely to show estrus and become pregnant. The second part, it was evaluated
the importance of the occurrence of estrus and the administration of GnRH at the time of TAI
and it was observed that the occurrence of estrus, evaluated by the removal of the ink at the
base of the tail, was an important factor associated with improvements in conception rate of
lactating Nelore cows, as well as administration of GnRH in cows that did not show estrus,
favored an increase in conception rate. ECC influenced conception rate in the control group,
but not in cows receiving GNnRH. The number of uses of the P4 device affected the occurrence
of estrus, as well as the rate of conception. Bull also influenced conception rate. Thus,
alternatives should be adopted with the aim of increasing the diameter of the ovulatory follicle,

favoring the efficiency of the protocols of artificial insemination at fixed time.

Key words: Ovary, Follicular dynamics, Bos indicus, Ovulation, Conception.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avancos nas biotecnologias da reproducdo animal, a eficiéncia reprodutiva
permanece caracterizada por baixa taxa de concepcdo. Desta forma, melhorias na genética e no
desempenho reprodutivo sdo essenciais para garantir o retorno econémico satisfatorio dos
rebanhos bovinos de corte no Brasil.

Dentre as biotecnologias disponiveis estd a Inseminacdo Artificial (1A), uma das
ferramentas de maior impacto para promover a evolucdo genética do gado bovino
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al, 2012). No entanto, a puberdade tardia, anestro pds-parto e
a falha na detecgéo de estro sdo os principais gargalos que limitam o sucesso reprodutivo dos
programas de IA em rebanhos zebuinos (BARUSELLI et al., 2004). Detec¢cdo de estro em
fémeas Bos indicus é particularmente dificil devido a curta duragdo e alta incidéncia de estros
noturnos (PINHEIRO et al., 1998), tornando dificil a utilizagdo dessa técnica em rebanhos
bovinos de corte.

A Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) possibilitou o uso de protocolos
hormonais que promovem a sincronizacao de estro e ovulacéo, permitindo que grupos de vacas
sejam inseminadas em dia e horario pré-determinado e sem a necessidade de observacgédo de
estro (BO et al., 2007; HILL et al., 2016). Uma variedade de protocolos foram desenvolvidos
para garantir tratamentos especificos em diferentes categorias de animais e otimizar tempo e
trabalho, resultando em satisfatdrias taxas de concep¢do (BARUSELLI et al., 2012).

No Brasil, os protocolos mais empregados para IATF sdo 0s que associam estrégeno e
progesterona, no inicio do protocolo hormonal, e prostaglandina (PGF2a), estradiol e
gonadotrofina coribnica equina (eCG), no momento da retirada da fonte de P4 (SA FILHO et
al., 2011), permitindo a obtencdo de taxas de concepcdo semelhantes a IA convencional
(SOUZA et al., 2009; BARUSELLI et al., 2012).

Apesar disso, nas ultimas 2 décadas o desempenho reprodutivo de vacas submetidas a IATF
se mantém estabilizado, apresentando resultados de taxa de concepcdo entre 40 e 60%
(MENEGUETTI et al., 2009, SOUZA et al., 2016). Varios sdo os fatores que podem influénciar
a fertidade de fémeas bovinas de corte submetidas a IATF (KINDER et al., 1996; SA FILHO
et al., 2011), entre eles, o diametro do foliculo ovulatério no momento da inseminacao artificial
(BO et al., 1994). A presenca de um foliculo ovulatério de maior diametro ao final do protocolo
de IATF, é responsavel por maior concentracdo de estradiol e consequentemente, maior a

possibilidade de ocorréncia de estro entre a retirada do dispositivo intravaginal e a IATF,
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resultando em maior taxa de concepcdo (KINDER et al., 1996; MENEGUETTI et al., 2009;
SOUZA et al., 2016).

A manifestacdo de estro € um importante sinalizador para a melhor resposta ovariana
(MARTINEZ et al., 2005) e esta associado com o pico das concentracfes circulantes de E2, e
0 pico pré-ovulatorio de LH (ALLRICH, 1994). Vacas que apresentam estro, apresentam maior
taxa de ovulacdo e maior funcdo luteinica, produzindo altas concentragdes de P4, no ciclo
subsequente a IATF (SA FILHO et al., 2011).

Dada a escassez de informagdes correlacionando taxa de concepgdo, didmetro folicular,
ocorréncia de estro e administracdo de GnRH no momento da IATF, o objetivo do presente
estudo, foi avaliar o desempenho reprodutivo de vacas Nelore lactantes submetidas a IATF a

partir do diametro folicular e manifestagéo de estro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica folicular em fémeas bovinas

Estudos endocrinolégicos e ultrassonograficos, possibilitaram estabelecer que o
crescimento folicular ocorre na forma de ondas e que essa dindmica 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 pés-parto (MURPHY et al., 1990,
SAVIO et al, 1990). Dessa forma, o conhecimento da dindmica folicular, através do
comportamento das ondas de crescimento folicular, favorece a execucdo de programas de
superovulacéo, sincronizagdes do ciclo estral e da ovulagéo (SILVA et al., 2001).

A dinamica folicular é conhecida como o processo continuo de crescimento e regressdo
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 e apresenta, geralmente duas ou trés ondas foliculares (GINTHER, et al.
1996, SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008), e em menor
frequéncia uma ou quatro ondas (VIANA, et al., 2000).

Em uma onda folicular, trés fenémenos sdo morfoldgica e fisiologicamente caracterizados:
emergéncia ou recrutamento, selecdo ou desvio e dominancia folicular.

A emergéncia da onda folicular, consiste na emergéncia simultdnea no ovario de um grupo
de foliculos com didmetro de aproximadamente 4 a 5 mm por cerca de 3 dias (GINTHER et al.,
1996), estimulados por um aumento transitorio do FSH (ADAMS et al., 1992; FORTUNE,
2001). Aproximadamente trés dias apos a emergéncia folicular, quando o maior foliculo atinge
o0 diametro médio de 8,5 mm para Bos taurus (GINTHER, et al., 1996; SARTORI, et al., 2001)
e cerca de 6,0 mm para Bos indicus (SARTORELLI et al., 2005; GIMENES et al., 2008;
ERENO, 2008) ocorre o evento denominado desvio ou sele¢do folicular, momento em que
ocorre a maior diferenca na taxa de crescimento entre os dois maiores foliculos da onda
(GINTHER et al., 1996).

Destes, apenas um continua seu desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto os outros
entram em processo de atresia, foliculos subordinados (LUCY et al. 1992), estabelecendo-se
entdo, o fendmeno da dominancia folicular. Apds este periodo, e na presenca de um corpo ldteo
funcional e altas concentracfes plasmética de progesterona, que promove reducdo da frequéncia

na pulsatilidade do Hormonio Luteinizante (LH), o foliculo dominante torna-se anovulatério.



13

Logo ap6s, comega 0 processo de atresia e perda da dominéncia, 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 ovulacdo), este resulta na
ovulacdo (FORTUNE et al., 2004).

E sabido que para a manifestagdo, manutencdo e suspencdo destes eventos, as
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) séo necessarias (GINTHER et al., 1996)

O FSH permite que os foliculos mantenham seu crescimento e proliferacdo celular,
aumentando gradualmente sua capacidade esteroidogénica (ADAMS, et al. 1992), ap0s atingir
niveis maximos de concentragdo plasmaticas, o0 FSH diminui até niveis basais. Essa diminui¢cdo
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 séo 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
fungdo de supressor do FSH (ADAMS & JAISWAL, 2008).

Assim, a partir do momento da divergéncia, apenas o maior foliculo (dominante) contribui
para 0 decréscimo do FSH, mesmo sendo dependente deste hormdnio para continuar o seu
crescimento. No inicio da divergéncia ocorrem modificacdes no desenvolvimento do maior
foliculo que o torna responsivo a baixas concentracfes de FSH, porém para 0s outros, essa
quantidade é inadequada para o desenvolvimento (GINTHER, et al., 2001). De acordo com
Mihm, et al. (1994) a diminuic&o transitoria das concentracdes do FSH, proximo 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
esta relacionada a dominancia folicular. Beg et al. (2001) e Simdes et al. (2012), revelaram a
expressdo de RNAm do receptor de LH em maior concentracao em futuros foliculos dominantes
em relacdo aos foliculos subordinados antes do desvio folicular, onde sugeriu que a expressao
precoce do receptor de LH em células da granulosa seria um evento importante para a selecéo
folicular, embora ainda ndo esteja esclarecido se 0 aumento na expressao do receptor de LH é
a causa ou a consequéncia do processo de dominancia (ADAMS & JAISWAL, 2008).

O mecanismo exato que diferencia e capacita um foliculo a ultrapassar o processo de
divergéncia, tornando-o dominante, é complexo e ndo estd completamente compreendido
(SIQUEIRA, 2007; SIMOES et al., 2012). Porém, acredita-se que o sistema fator de

crescimento semelhante a insulina (IGF) exerca um importante papel no processo,
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“hipersensibilizando” o futuro foliculo dominante as acbes das gonadotrofinas e
impossibilitando o0 mesmo com os subordinados.

Vérios fatores afetam o desenvolvimento folicular entre eles: o nivel nutricional, o estresse
caldrico e o anestro lactacional, além do estimulo da mamada (MENEGHETT] et al, 2001) que
podem alterar o padréo de desenvolvimento folicular.

A funcdo 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 concentracdes sanguineas circulantes dos hormdnios. Além disso, as
concentragdes sanguineas de IGF-1 em bovinos sdo 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.

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

Na sincronizacdo do estro e ovulacdo, os farmacos mais usados sdo os agentes luteoliticos,
tais como prostaglandina (PGF2a) e analogos sintéticos que podem ser associados a substancias
que prolongam artificialmente o estado funcional do corpo luteo (CL), progesterona e/ou
progestagenos, ou que induzam a ovulacdo, como o horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), gonadotrofina coriénica humana (hCG) e estrogenos (BARUSELLI, 2004; SA FILHO
et al., 2011; BINELLI et al., 2014; WILTBANK & PURSLEY, 2014). Sabe-se, ainda que, a
utilizacdo de progesterona ou progestagenos em dispositivos intravaginais ou auriculares é a
forma mais eficiente de sincronizagdo do estro em bovinos.

A utilizacdo da progesterona com o objetivo de sincronizacdo do 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, obtiveram melhores indices de gestacdo (COSTA 2006).

Fortune & Rivera (1999) esclarecem que periodos prolongados de utilizacdo de P4 levam a
formacdo de foliculos persistentes. Além disso, 0s 06citos oriundos destas ovulacdes ndo se
desenvolviam plenamente em razdo da ativacdo precoce da meiose, a qual em condicdes
normais ocorre pela liberacéo pré-ovulatéria de LH.

Dentre as diversas alternativas, os protocolos mais empregados para IATF na américa do
sul sdo os que associam estrogeno e progesterona, no inicio do protocolo hormonal, e
prostaglandina (PGF2a), estrégeno e gonadotrofina corionica equina (eCG), no momento da

retirada da fonte de P4 (BO et al., 1995; MACMILLAN & BURKE, 1996; SA FILHO et al.,
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2011, VERAS et al., 2017), permitindo a obtencdo de taxas de concepcdo semelhantes a 1A
convencional (BO et al., 2002; BARUSELLI et al., 2004; BARUSELLI et al., 2012).

Nesses protocolos hormonais de sincronizacéo, a associagdo entre estrogenos e P4 (liberado
pelos dispositivos de P4), promovem a diminuicdo dos niveis circulantes de FSH e LH,
promovendo regressdo dos foliculos dependentes de gonadotrofinas (BO et al., 2002), apés a
metabolizacdo e diminuigdo dos niveis plasméticos do E2, ocorre aumento subsequente das
concentragdes de FSH enddgeno e consequente emergéncia de uma onda de crescimento
folicular (MARTINEZ et al., 2005).

O mecanismo de acdo é por meio da retroalimentacdo negativa que promove sobre a
secrecdo de LH, modulando a frequéncia pulsatil (STOCK & FORTUNE, 1993; KINDER et
al., 1996), mas ndo interfere na secrecéo de FSH, evitando a maturacéo folicular final, estro e a
ovulagdo do foliculo dominante (SA FILHO et al., 2011). Ao retirar a fonte de P4, e na auséncia
de um CL funcional pela aplicacdo de uma prostaglandina, o animal apresentara um foliculo
ovulatorio capaz de responder a indugdo da ovulagdo. Portanto, associando-se ao final do
tratamento com o P4 um GnRH ou estrégeno que ira promover a inducdo da ovulacdo em um
tempo pré-determinado, independentemente, do momento em que se iniciou o protocolo (BO
et al., 1994).

Esses protocolos permitem sincronizar a emergéncia da onda folicular, terminar a fase
luteinica de forma uniforme e induzir a ovulacdo sincronizada do foliculo dominante ao final
do tratamento hormonal (MENEGUETTI et al., 2009), proporcionando adequadas taxas de
sincronizacdo de cio, entre 80 a 90% dos estros ocorrendo entre 24 e 28 horas apds a remocao
do dispositivo de P4 (SA FILHO et al., 2011; PEREIRA et al., 2015).

Nesse sentido, as pesquisas atuais, tém sido conduzidas sobre os fatores associados a
resposta ovariana e a fertilidade de vacas de corte submetidas a esses protocolos
(MENEGHETTI et al., 2009; PERES et al., 2009).

2.3 Diametro do foliculo ovulatério e importancia do estro em programas de IATF

Um fator importante que pode influenciar nas taxas de concepcéo e na eficiéncia reprodutiva
dos programas de sincronizacdo para IATF é o didmetro do foliculo ovulatério no final do
programa (VERAS et al., 2017), sendo um importante indicador de fertilidade em fémeas
zebuinas submetidas ao protocolo de sincronizacio de estro e ovulagio (SIMOES et al., 2012;

RIBEIRO FILHO et al., 2013). O diametro do foliculo ovulatério esta relacionado com maiores
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concentragdes de estradiol, maior probabilidade de ovulacdo e concepgdo (SA FILHO et al.,
2011).

Os requisitos maternos para o estabelecimento de uma gestacao normal incluem, a ovulagéo
de um odcito competente, uma producéo adequada de P4 e a promog¢do de um ambiente tubo-
uterino apropriado (PERES et al., 2009). S6 dessa forma, e através de uma sincronia perfeita
entre o embrido e o Utero, € que o mesmo pode encontrar as condi¢des ideais para poder se
desenvolver (PERRY et al., 2014).

Durante a fase final do crescimento folicular e durante o estro, fecundacgéo e fase inicial do
desenvolvimento embrionario, o oviduto, sob controle hormonal especifico, contribui para a
secrecdo de determinadas macromoléculas (oestrogen dependent glycoproteins — OGPs) que
otimizam o microambiente uterino para a maturacao e transporte de gametas, para a fertilizagao
e para o desenvolvimento embrionario. Estas fungfes complexas sdo dependentes da atividade
do epitelio secretor, que reveste as pregas mucosas longitudinais do oviduto, e que é controlada
por esteroides ovaricos: E2 e P4 (BUHI, 2002).

Sob acdo do E2, o epitelio tubarico sintetiza e secreta OGPs. Estas macromoléculas, ao
interagirem com o0s espermatozdides, aumentam a viabilidade espermatica, participando
também na capacitacdo e na reacdo acrossomica. Quanto aos 0dcitos, os seus efeitos incluem a
otimizacdo da capacidade de penetracdo do espermatozdide, a melhoria da taxa de fertilizacéo
e a diminuicdo da polispermia (BUHI, 2002).

Observa-se também, uma diminuicdo do pH uterino. Esta alteracdo no pH se assemelha a
do plasma seminal (EROLD & BUTLER, 1993). Assim, a reducdo do pH uterino conduz a uma
diminuicdo da motilidade espermatica e do metabolismo, o que aumenta sua viabilidade e
permanéncia no trato reprodutivo da fémea até a ovulagéo, favorecendo a fertilizacdo (JONES
& BOVISTER, 2000; RICHARDSON et al., 2016).

Dados atuais indicam que um maior diametro do foliculo ovulatério e uma maior duragédo
do pré-estro, bem como concentracdes mais elevadas de E2 antes da ovulacdo e, de P4 apds a
ovulacdo, tém efeitos benéficos sobre a fertilidade de bovinos de corte (PERRY et al., 2005,
2007; RAMOS et al., 2015). Concentracdes adequadas de P4 ap0s a ovulacdo sdo necessarias
para estimular a secrecdo endometrial, o desenvolvimento embrionario, o reconhecimento
materno e a manutencdo da gestacdo (PERES et al., 2009; LONERGAN et al., 2013).

O E2 desempenha um papel importante no estabelecimento da receptividade uterina
(PERRY et al., 2014). O controle do ambiente uterino, por parte dos esterdides sexuais, parece
estar envolvido no processo de receptividade uterina (RAMOS et al., 2015). No seu estudo,

estes autores concluiram que o ambiente intra-uterino de vacas pertencentes ao grupo LF-LCL
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(grande foliculo — grande CL) exibiu maior atividade antioxidante do que o de vacas
pertencentes ao grupo SF-SCL (pequeno foliculo — pequeno CL). Sugerindo que a receptividade
uterina e a fertilidade estavam associadas a um ambiente 6timo, tal como o evidenciado nos
animais do grupo LF-LCL.

Ainda segundo esses autores, a regulacdo da capacidade de reducdo, fornecida
principalmente por enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), e a glutationa peroxidase (GPx), desempenha um papel importante, pois os metabdlitos
do processo oxidativo participam em diversos processos celulares, tais como a fosforilacéo
proteica, a hidrolise de fosfolipidos, a ativacdo de fatores de transcricdo e a inibicdo das
fosfatases. Estudos com E2 e P4 tém demonstrado que estes dois esterdides ovaricos regulam a
atividade e os niveis da GPx em ratos, bem como a actividade da SOD, CAT e GPx em ovinos
(RAMOS et al., 2015).

Elevadas concentragdes de E2 na fase pré-ovulatoria, promovem aumento no peso uterino
e na sintese protéica no utero de ovelhas. Ocorre inicialmente uma hipoplasia seguido por
hiperplasia do epitélio glandular, assim como aumento das organelas citoplasmaticas
produtoras de proteinas, aumento do complexo de Golgi, além do aumento do reticulo
endoplasmatico rugoso e dispersdo da cromatina no nucleo das células, indicativos de elevacao
da sintese protéica (JOHNSON et al., 1997a, b).

Além do efeito sobre o desenvolvimento folicular e uterino, o E2 tem papel sistémico,
estimulando positivamente o hipotalamo e hipdfise (FORDE et al., 2011). Com a reducdo da
P4 a niveis basais, apds a luteolise, possibilita aumento da pulsatilidade de LH, seguido do
crescimento folicular e a producdo de E2, que ao atingir determinada concentracdo sao
desencadeadas duas principais vias de sinalizacdo em areas especificas no cérebro. Na primeira,
o0 E2 estimula centros comportamentais provocando o estro (MOENTER et al., 1990), enquanto
na segunda, o E2 estimula o pico pré-ovulatério de GnRH/LH. A onda pré-ovulatoria é
resultado do aumento da amplitude e da frequéncia da liberacdo dessa gonadotrofina, suficiente
para estimular a maturacdo final do foliculo dominante e ovulacdo (FORDE et al., 2011).
Aproximadamente 28 horas € o intervalo entre o inicio do estro e ovulacdo (WALKER et al.,
1996).

Ferraz et al. (2017), em estudo recente, mostrou que a intensidade da expressdo do estro
entre a remocdo do dispositivo de progesterona e 0 momento da IATF foi um indicador
importante do aumento do didmetro folicular em fémeas Nelore, associados a concentracfes
elevadas de estradiol e consequentemente uma alta incidéncia de expressao de estro. Com base

em seus resultados, houve diferencas significativas na taxa de concepcdo entre os diferentes
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grupos experimentais: ndo expressao de estro (32,1 %), baixa intensidade de expressao de estro
(37,9 %) e alta intensidade de expressao do estro (62,2 %).

Sa Filho et al. (2011), relataram que vacas submetidas a IATF e que apresentaram estro
entre a retirada do dispositivo de P4 e 0 momento da inseminag&o, resulta em maior taxa de
concepcdo, 3,3 vezes mais chance de se tornar gestante, em compara¢do com as que nédo
expressaram estro. Além disso, vacas que demonstraram estro apresentaram maior taxa de
ovulacdo e maior funcionalidade do corpo luteo (mensurada pela concentracdo plasmatica de

progesterona).

2.4 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

O Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) € produzido no hipotalamo e atua na
hipofise sobre a sintese e secrecdo dos principais horménios gonadotroficos, o LH (Hormdnio
Luteinizante) e FSH (Hormonio Foliculo Estimulante), que nas fémeas, agem no controle da
fisiologia ovariana.

O GnRH é um hormanio protéico decapeptideo (JEONG & KAISER, 2006), e atualmente
0s principais agonistas sintéticos sdo a Buserelina e Deslorelina, sendo um horménio muito
utilizado em protocolos de sincronizacdo de estro e ovulacdo. Inicialmente, era indicado apenas
para bovinos com cistos ovarianos (SEGUIN et al., 1978). Posteriormente, foi descoberta a
valiosa utilidade deste horménio para o controle da dindmica folicular e luteal.

Twagiramungu et al. (1992) relataram que uma injecdo de buserelina (agonista do GnRH),
6 dias antes da PGF2o. 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 lactacdo (THATCHER et al., 1993).

As consequéncias do uso do GnRH em programas de reproducéo foram melhor esclarecidas
apos o desenvolvimento do protocolo de inseminagdo programada “OVSYNCH”, onde se
combinam tratamentos que visam o controle tanto da dinamica folicular como luteal, fazendo
com que o tempo de ovulacdo possa ser sincronizado com exatiddo (PURSLEY et al., 1995).
Apo6s a sua criacdo, este protocolo vem sendo utilizado largamente (WILTBANK &
HAUGHIAN, 2003).

Os analogos sintéticos ao GnRH quando administrados nas fémeas, exerce uma funcédo
fisiologica, induzindo o pico pré-ovulatorio de LH e consequentemente a ovulacdo e/ou a
luteinizacdo do foliculo, induzindo uma nova onda de crescimento folicular (GOTTSCHALL

et al., 2008). Segundo Lucy e Stevenson (1986), o0 GnRH aplicado antes da inseminagdo pode



19

aumentar fertilidade por sua agdo direta ou indireta (por secre¢do de LH) agindo sobre o foliculo
ovulatério, resultando em uma acdo semelhante a que ocorre depois do estro espontaneo.

Estudos prévios tém demonstrado que a administracdo do GnRH por ocasido da IATF pode
melhorar a taxa de concepcao em vacas de corte e leite (KAIM et al., 2003; SA FILHO et al.,
2011; GOTTSCHALL et al., 2012; HILL et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2017) enquanto outros ndo encontraram efeitos favordveis (PERRY & PERRY, 2009;
CAMPOS et al., 2016).
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Resumo

O objetivo foi avaliar as associacdes entre o didmetro folicular, na ocorréncia de estro e taxa de concepgéo de
vacas Nelore submetidas a IATF. Foram utilizadas 203 vacas Nelore que, no dia 0, receberam um dispositivo
intravaginal contendo 1,0 g de P., associado a 2 mg de benzoato de estradiol im. No dia 8, os dispositivos foram
removidos e administrado 150 g de D-Cloprostenol, 300 Ul de eCG e 1 mg de cipionato de estradiol im.,
inseminadas em tempo fixo entre 48 - 52 h. As fémeas tiveram a base da cauda pintada no momento da remogao
do dispositivo intravaginal, com bastdo marcador e foram consideradas em estro quando ndo apresentaram a base
da cauda marcadas no momento da IA. A atividade ovariana foi avaliada por ultrassonografia, no momento da
retirada do dispositivo intravaginal, na IATF e 30 dias apds para diagnostico de gestagdo. A taxa de ocorréncia de
estro foi de 58% e a taxa de concepg¢do de 51%. O didmetro médio do foliculo dominante, no momento da IATF,
foi maior (P<0,05) nas vacas que apresentaram estro (11,70 + 0,19 mm) em compara¢do com as que ndo
apresentaram estro (10,31 + 0,23 mm). O diametro folicular médio, das vacas gestantes foi maior (P<0,05) que as
vacas ndo gestantes, tanto no momento da remogao do dispositivo de P4 (9,62 + 0,24 versus 8,15 + 0,22 mm),
guanto no momento da IATF (12,21 £ 0,22 versus 10,31 + 0,22 mm). Vacas categorizadas por apresentar foliculo
ovulatorio entre 11,1 e 14 mm, apresentaram taxa de concepcéo similar daquelas com foliculos > 14,1 mm, mas
ambas foram melhores do que aquelas que apresentaram didmetro folicular < 11,1 mm. A média do didmetro
folicular no momento da IATF foi de 11,4 mm. Vacas Nelore lactantes submetidas a IATF com foliculo de maior
didmetro, no momento da IATF, foram mais propensas a manifestarem estro e de se tornarem gestantes.

Palavras chave: Estro; Ovulagdo; Bos indicus; Dinamica folicular; Reproducéo.

Artigo formatado segundo as normas da Theriogenology
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1. Introducéo

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) é uma biotecnologia difundida e bastante
utilizada na bovinocultura de corte no Brasil. O surgimento da IATF possibilitou o uso de
protocolos hormonais que promovem a sincronizacdo do estro e ovulagdo, permitindo que
grupos de vacas sejam inseminadas em dia e horario pré-determinado e sem a necessidade de
observacdo de estro [1,2].

Esses tratamentos permitem sincronizar a emergéncia da nova onda folicular, terminar a
fase luteinica de forma uniforme e induzir a ovulacdo sincronizada do foliculo dominante ao
final do protocolo hormonal [3]. Resultando em adequadas taxas de sincronizacdo de estro,
entre 80 a 90% destes ocorrendo entre 24 e 28 horas ap6s a remoc¢ao do dispositivo de P4 [4] e
taxas de concepgao entre 40 e 60%, semelhantes a 1A convencional [5,6].

Porém, nos ultimos 20 anos, a taxa de concep¢éo de vacas submetidas a IATF parece ter
estabilizado [3], havendo necessidade substancial de pesquisas para melhorar a eficacia desses
protocolos [7].

Um dos fatores que pode influenciar a fertilidade de fémeas bovinas leiteiras [8,9] e de
corte [10,4] submetidas a IATF, € o diametro do foliculo ovulatério no momento da
inseminacao [11]. A presenca de um foliculo ovulatdrio de maior diametro ao final do protocolo
de IATF, é responsavel por maior concentracdo de estradiol e consequentemente, maior a
possibilidade de ocorréncia de estro entre a retirada do dispositivo intravaginal e a IATF,
resultando em maior taxa de concepcéo [10,12,13].

A ocorréncia de estro € um importante sinalizador para a melhor resposta ovariana [14] e
estd associado com o pico das concentracdes circulantes de E2, e o pico pré-ovulatério de LH
[15]. Vacas que manifestam estro, apresentam maior taxa de ovulacdo e maior funcéo luteinica,
produzindo altas concentracdes de P4, no ciclo subsequente a IATF [4].

Nesse contexto, o objetivo foi avaliar as associacdes entre o diametro folicular ao final do
protocolo de sincronizacdo, na ocorréncia de estro e taxa de concep¢do de vacas Nelore

lactantes submetidas a IATF.
2. Material e métodos
2.1. Animais e local do experimento

Esse experimento foi realizado em uma fazenda comercial, localizada no estado de Sergipe,
Brasil (09° 38' 31" S 37° 47' 16" O). Foram utilizadas 203 vacas primiparas e multiparas da
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raca Nelore (Bos indicus) lactantes, em agosto de 2016. Foram mantidas conforme manejo da
fazenda, sob pastejo em pastagem de Brachiaria decumbens, com livre acesso a agua e
suplementac&o mineral. Esse estudo obteve parecer favoravel da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licenga n° 082/2017
CEPE/UFRPE.

O Escore de Condicdo Corporal (ECC) foi avaliado no primeiro dia do protocolo de
sincronizacao da ovulacéo usando a escala de 1 a 5, onde 1 corresponde a um animal caquético
e 5 aum animal obeso [17].

Previamente ao inicio do protocolo, todas as fémeas foram submetidas ao exame clinico-
ginecoldgico e ultrassonografia transretal, com auxilio do aparelho DP 2200 Vet, Mindray®,
acoplado ao transdutor linear com frequéncia de 6,0 MHz, sendo consideradas aptas a participar
do experimento as fémeas que ndo apresentaram, no momento da avaliacdo, anormalidades do

trato reprodutivo.

2.2. Tratamento hormonal

Em um dia aleatério do ciclo estral denominado dia 0 (DO), as vacas receberam um
dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de P4+ (CRONIPRES Mono Dose M-24, Biogénesis
Bag6 Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), associado a 2 mg de benzoato de estradiol
intramuscular (BIOESTROGEN, Biogénesis Bago, Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil). No dia
8 (D8), o dispositivo intravaginal foi removido e administrados 150 pg de D-Cloprostenol
intramuscular (CRONIBEN, Biogénesis Bagd Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), aplicado 300
Ul de eCG intramuscular (ECEGON, Biogénesis Bagd Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), além
da aplicacdo de 1 mg de cipionato de estradiol intramuscular (CRONI-CIP, Biogénesis Bago
Salde Animal, Sdo Paulo, Brasil). As fémeas foram inseminadas em tempo fixo entre 48 - 52
horas ap0s a retirada do dispositivo intravaginal, utilizando sémen criopreservado em central de

inseminacao artificial.
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Fig. 1. Diagrama esquematico do tratamento hormonal para sincronizacdo do estro e ovulacdo e avaliagOes
ultrassonogréaficas em vacas Nelore lactantes. BE = 2 mg de benzoato de estradiol; PGF = 150 pg D-Cloprostenaol;
eCG = 300 Ul de eCG; CE = 1 mg de cipionato de estradiol; Bastdo marcador = base da cauda pintada (entre a
tuberosidade sacral e a insercdo da cauda) na remogdo do dispositivo de P4; IATF = realizada entre 48-52 h apds

a remogdo do dispositivo de P4; US = Ultrassonografia ovariana.

2.3 Expressao do estro

As fémeas tiveram a base da cauda pintada (entre a tuberosidade sacral e a inser¢do da
cauda) no momento da remocao do dispositivo intravaginal, com bastdo marcador (Raidl-Maxi,
RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha). Foram consideradas em estro as fémeas que néo

apresentaram a base da cauda marcadas 48 horas apds a remocao do dispositivo de P4.

2.4 Ultrassonografia ovariana e diagndstico de gestacao

A atividade ovariana foi avaliada por ultrassonografia, com auxilio do aparelho DP 2200
Vet, Mindray®, acoplado ao transdutor linear com frequéncia de 6,0 MHz. Foram realizados
exames No momento da retirada do dispositivo intravaginal e no momento da IATF. O diametro
do maior foliculo presente no momento da IATF foi identificado, mensurado e categorizado
entre <8 mm, > 8,1 a 11 mm, > 11,1 a 14 mm, ou > 14,1 mm (média £ erro padrdo da média).
Durante o0 exame, o transdutor foi movimentado sobre a superficie dos ovarios e ap6s a
localizacdo da imagem desejada, congelava-se para mensuracdo (VERAS et al., 2017). O

diagndstico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a IA.
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2.5 Anélise estatistica

Os dados gerados foram analisados usando os procedimentos do pacote computacional
SPSS 20.0 [25], Anélise de Variancia (ANOVA), Teste T e F para analises das variaveis
paramétrica, e qui-quadrado para varidveis ndo paramétricas, sendo as diferengas entre 0s
grupos consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P foi menor ou igual a
0,05 (P <0,05).

3. Resultados

A taxa de ocorréncia de estro geral foi de 58% (118/203) e a taxa de concepcao, apos a
IATF, de 51% (103/203).

Nesse estudo o diametro folicular influenciou a ocorréncia de estro. O didmetro médio do
foliculo dominante, no momento da remocéo do dispositivo de P4, foi de 9,23 £ 0,29 mm nas
vacas que ndo apresentaram estro, e 9,24 £ 0,20 mm nas vacas que apresentaram estro. Ja no
momento da IATF, o didmetro médio do foliculo foi maior nas vacas que apresentaram estro
(11,70 £ 0,19 mm, P<0,05) em comparacdo com as que nao apresentaram estro (10,31 = 0,23

mm, tabela 1).

Tabela 1
Ocorréncia de estro ap6s o protocolo de sincronizacdo baseado em estradiol/progesterona na resposta folicular
ovariana em vacas Nelore lactantes.

Ocorréncia de estro

N&o Sim valor de p
Vacas (n) 84/203 119/203
Diametro médio do foliculo na remogdo do 9,23 + 0,29 9,24 +0,20 0,993

dispositivo intravaginal (mm)
Diametro médio do foliculo na IATF (mm) 10,31 +0,23 11,70+ 0,19 <0,0001

O diametro folicular médio, das vacas gestantes foi significativamente maior que as vacas
ndo gestantes (P<0,05), tanto no momento da remocao do dispositivo de P4 (9,62 + 0,24 versus
8,15 £ 0,22 mm), quanto no momento da IATF (12,21 + 0,22 versus 10,31 £ 0,22 mm),

respectivamente.
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Tabela 2
Condicdo reprodutiva apds o protocolo de sincronizacdo baseado em estradiol/progesterona na resposta folicular

ovariana em vacas Nelore lactantes.

Concepcao
Né&o Sim valor de p
Vacas (n) 100/203 103/203
Diametro médio do foliculo na remogao 8,15+ 0,22 9,62+0,24 <0,0001
do dispositivo intravaginal (mm)
Diametro médio do foliculo na IATF (mm) 10,31 + 0,22 12,21 +0,22 <0,0001

As fémeas que apresentaram foliculo de maior didmetro no momento da IATF, tiveram
maior ocorréncia de estro e de concepcdo. O foliculo ovulatério deve apresentar no minimo
11,1 mm de didmetro para alcangar o maximo de concep¢do 30 dias ap6s a IATF (Figura 2).
Vacas categorizadas por apresentar foliculo ovulatorio entre 11,1 e 14 mm, apresentaram taxa
de concepcdo similar daquelas vacas que apresentaram foliculos > 14,1 mm, mas ambas as
categorias foram melhores (P<0,05) do que aquelas fémeas que apresentaram diametro folicular
< 11,1 mm. A média do diametro folicular no momento da IATF foi de 11,4 mm. A distribuicéo
das vacas de acordo com a classe de foliculo dominante no dia da IATF foide 11,3% <8 mm,

36% entre 8,1 e 11 mm, 37% entre 11,1 e 14 mm, e 15,8% para > 14,1mm.

Fig. 2. Taxa de concepg¢ao de acordo com a ocorréncia de estro apds protocolo de sincronizagdao baseado em

estradiol/progesterona e o didmetro folicular ovulatdrio no momento da IATF em vacas Nelore lactantes.

80 75,0c

n =203
70 66,7bc s s, 63,5b
60 54,8 b
50

40,0 a A .
< 40 M Ocorréncia de estro
30 25,0a Taxa de concepgao
18,2a
20
0
<8 mm >8,1-11 mm >11,1-14 mm >14,1 mm

Didametro folicular no momento da IATF (mm)

abc | etras minusculas iguais ndo diferem pelo teste de x? (P>0,05).
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O ECC, avaliado no inicio do protocolo de IATF e categorizado entre < 3 e¢ >3, ndo
influenciou o didmetro médio do foliculo dominante (P > 0,05), mensurado no dia da IATF. O
didmetro folicular médio nas vacas ndo gestantes foi de 10,03 + 0,41, ECC < 3,0 versus 10,07
+ 0,26, ECC > 3,0, e gestantes de 12,65 + 0,35, ECC < 3,0 versus 11,79 + 0,26, ECC > 3,0
(Tabela 3).

Tabela 3
Condicdo reprodutiva ap6s o protocolo de sincronizacéo baseado em estradiol/progesterona em relacéo ao escore

de condicdo corporal e didametro do foliculo ovulatério em vacas Nelore lactantes.

Diametro folicular ovulatério (mm)

ECC N&o gestantes Gestantes
<3,0 10,03 + 0,41 (38/80)aa 12,65 + 0,35 (42/80)bA
> 3,0 10,07 + 0,26 (62/123)aA 11,79 £ 0,26 (61/123)bA

Letras diferentes, mintdsculas na mesma linha e maidscula na mesma coluna diferem pelo teste de ANOVA (P<0,05)

4. Discussao

O estudo demonstrou que o diametro folicular influenciou a ocorréncia de estro e a
concepcao, confirmando a hipdtese de que a presenca de foliculo com maior didmetro ao final
do protocolo de IATF, apresenta alta ocorréncia de estro e maior taxa de concepgéo.

Esses resultados concordam com outros experimentos realizados em fémeas Bos indicus,
onde foliculos ovulatérios maiores no momento da Al foram associados a concentracfes
elevadas de estradiol e consequentemente uma alta incidéncia de expressao do estro [18,4,10].
Da mesma forma, Atkins et al. [19] relataram uma correlacdo positiva entre a concentracdo de
estradiol e o didametro folicular.

Forde et al. [20] relataram que, além do efeito local sobre o desenvolvimento folicular, o
E2 possui um papel sistémico por estimulos positivos no hipotdlomo e hipdfise. Em altas
concentracgdes circulantes, estimula os centros comportamentais especificos no cérebro bovino,
provocando o estro [21], e o desencadeamento do pico pré-ovulatorio de GnRH/LH [20].

Com base nos resultados, houve associacdo positiva entre o diametro folicular ovulatério e
taxa de concepcao, corroborando relatados de outros estudos em Bos indicus [3,4,22].

Perry et al. [23] observaram que novilhas de corte (Bos taurus) que ovularam foliculos <
10,7 mm de didmetro, tiveram uma menor taxa de concepcdo comparada com novilhas que
ovularam foliculos > 12,8 mm. Assim como S& Filho et al. [18], em vacas Bos indicus,

verificaram que o didmetro do foliculo afetou positivamente a taxa de concepgao, mostrando



38

que as vacas que apresentaram um maior foliculo dominante no momento da inseminag&o
artificial eram mais propensas a se tornarem gestantes.

O maior diametro do foliculo ovulatério promove a formacao de um corpo liteo de maior
didmetro com elevada habilidade em manter a gestacdo por produzir elevados niveis de
progesterona [24]. Por outro lado, Mussard et al. [25] demonstraram que a ovulagdo prematura
de um foliculo dominante reduz o didmetro do foliculo ovulatério, diminui a funcéo luteinica
no ciclo subsequente. Além disso, promove reducdo na taxa de concepcao e aumento das perdas
gestacionais [26,23].

Ribeiro Filho et al. [22], também observaram que, do total de 348 fémeas, 200 ficaram
gestantes, perfazendo uma taxa de concepcao de 57,5 %. Os autores relataram que a média geral
do didmetro folicular foi de 12,43 + 2,84 mm e que as vacas que ficaram gestantes apresentaram
foliculos com diametro de 13,33 + 2,40 mm, valores significativamente superiores aos
encontrados nas fémeas ndo gestantes (11,27 £ 2,75 mm).

Em nosso estudo, observamos que o foliculo ovulatorio deve apresentar no minimo 11,1
mm de diametro para alcancar 0 maximo de concepcdo 30 dias apos a IATF. Vacas
categorizadas por apresentar foliculo ovulatorio entre 11,1 e 14 mm, apresentaram taxa de
concepcao similar daquelas vacas que apresentaram foliculos > 14,1 mm, mas ambas as
categorias foram melhores do que aquelas fémeas que apresentaram diametro folicular < 11,1
mm.

Resultados similares [27], verificaram que a capacidade ovulatoria é adquirida quando
o foliculo dominante atinge entre 7,0 a 8,4 mm de diametro em novilhas Bos indicus e aumenta
significativamente quando o foliculo alcanca 8,5 mm de diametro. Confirmando que a
capacidade ovulatoria do foliculo em um protocolo hormonal de IATF, depende do tamanho
folicular quando o indutor da ovulacdo é aplicado, sendo essa uma das causas da grande
variacdo de resposta aos protocolos hormonais.

Em complemento, Dias et al. [28] confirmaram o efeito positivo do didmetro do maior
foliculo na probabilidade de concepcdo em novilhas Nelore sincronizadas para IATF, e
justificaram tal achado ao aumento dos receptores de LH, melhor resposta a gonadotrofina e
maturidade folicular, podendo elevar os indices de fertilidade em novilhas Bos indicus.

A expressdo génica de receptores de LH nas células da granulosa em vacas zebuinas
ocorre quando o foliculo atinge didmetro maior ou igual a 7,0 mm, além disso, o0 namero desses
receptores aumenta concomitantemente com o aumento do diametro folicular [29].

Um estudo que reuniu dados de 22 experimentos (10.116 fémeas), indicaram que vacas

e novilhas submetidas a protocolos de IATF e detectadas em estro antes da IA, tiveram uma
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melhoria de 27% na taxa de concepg¢do em comparacao as que ndo foram detectadas em estro
[13].

Os niveis de estradiol na inseminacao parecem favorecer a fertilizacdo ao influenciar o
transporte espermatico [30,31] e promover mudancgas positivas no ambiente uterino [32]. Sob
a influéncia do estradiol, observa-se uma diminuicdo do pH uterino. Esta alteragéo no pH se
assemelha a do plasma seminal [33]. Assim, a reducdo do pH uterino leva a uma diminuigdo da
motilidade espermaética e do metabolismo, 0 que aumenta sua viabilidade e permanéncia no
trato reprodutivo da fémea até a ovulacéo [34].

O ECC, ndo influenciou o diametro folicular entre vacas gestantes e ndo gestantes, no
estudo. E provavel que essa relagio ndo tenha sido evidenciada, pois haviam poucas vacas com
ECC entre 2,0 e 2,5 categorizadas como < 3. O menor ECC no inicio do protocolo de IATF tem
sido associado a reducgéo da reposta reprodutiva nas vacas Bos indicus [2,3].

Portanto, minimizar o balanco energético negativo no inicio da lactacdo, melhorando a
nutricdo durante os periodos pré e pos-parto objetivando maiores ECC, ira favorecer a taxa de
concepcao em programas de IATF de vacas Nelore [35].

5. Conclusodes

Vacas Nelore lactantes submetidas a IATF com foliculo de maior diametro, mensurado no
momento da IATF, foram mais propensas a manifestar estro e de se tornarem gestantes. Assim,
devem ser adotadas alternativas com o objetivo de aumentar o didmetro do foliculo ovulatorio,

favorecendo a eficiéncia dos protocolos de sincronizagao.
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Resumo

O objetivo foi avaliar a importancia da ocorréncia de estro e da administragdo de GnRH no momento da IATF
em vacas Nelore. Foram utilizadas 1.036 vacas, que no dia 0 receberam um dispositivo intravaginal com 1,9g de
P4 novos e reutilizados e 2 mg de benzoato de estradiol im. No dia 7 receberam 12,5 mg de dinoprost im, no dia 9
os dispositivos intravaginal foram removidos e administrado 300 Ul de eCG e 1 mg de cipionato de estradiol im,
e inseminadas em tempo fixo apds 48 - 52 horas. No momento da IATF, foram distribuidas homogeneamente de
acordo com a ocorréncia de estro e administrado 10,5 mcg de Acetato de Buserelina, GhRH: sem estro — sem
GnRH, sem estro — com GnRH, com estro — sem GhnRH e com estro — com GhnRH. A base da cauda foi pintada
com bastdo marcador no momento da remocdo do dispositivo, e foram consideradas em estro quando nédo
apresentaram a base da cauda marcadas no momento da IA. O diagnoéstico de gestacdo foi realizado 30 dias apds
a IATF. A taxa de ocorréncia de estro e taxa de concepcédo (TC) foi 60 % e 50,2 %, respectivamente. Vacas que
apresentaram estro tiveram maior TC em comparacdo as que ndo apresentaram (P < 0,05). Vacas tratadas com
GnRH e que ndo apresentaram estro (46,1 %) apresentaram maior TC (P < 0,05) do que vacas controle (37,4). O
ECC influenciou a TC (P < 0,05) no grupo controle (<2,5 42 % e >2,5 54,6 %). O N° de usos do dispositivo de P4
afetou a manifestacéo de estro (P < 0,05), diferenciando o 2° uso (65,7 %) do 3° (57,7 %) e 4° (53,1 %), e a taxa
de concepc¢do. Vacas que ndo receberam GnRH apresentaram diferenca (P < 0,05) entre 3° (58,1 %) e 4° usos (41,8
%). Houve influéncia do sémen sobre a TC, no grupo controle o touro C (44,4 %) apresentou TC inferior (P <
0,05) aos touros A (54,0 %) e B (61,5 %), ja no grupo GnRH o touro B (62,1 %) apresentou TC (P < 0,05) superior
ao touro C (47,4 %). A ocorréncia de estro foi fator importante associado a melhorias na TC em vacas Nelore
lactantes, assim como, a administracdo de GnRH, em vacas que ndo exibiram estro.
Palavras chave: Estro; Ovulagdo; Bos indicus; Horménio liberador de gonadotrofinas; Reproducao.

Artigo formatado segundo as normas da Theriogenology
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1. Introducéo

Apesar da adaptabilidade dos zebuinos as condigdes tropicais, na grande maioria dos
rebanhos brasileiros observa-se comprometimento nos indices reprodutivos, mesmo com
avancos nas biotecnologias de reproducdo animal. Portanto, a melhoria genética do rebanho e
0 aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva, sdo necessarios para aumentar 0 retorno
econdmico da industria bovina de corte no Brasil.

Deteccdo de estro € um dos fatores limitantes para o sucesso da inseminacdo artificial (1A),
pois requer tempo e pessoa treinada, além disso, é particularmente dificil nos zebuinos, devido
a curta duracdo e alta incidéncia de estros noturno [1]. Nesse sentido, protocolos hormonais que
controlam a dindmica folicular e litea para sincronizacdo do estro e ovulacdo, foram
desenvolvidos para permitir inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), possibilitando que
grupos de vacas sejam inseminadas em horario pré-determinado sem a necessidade de
observacdo de estro [2,3].

Os protocolos mais empregados para IATF na América do Sul s8o 0s que associam
estrégeno e progesterona, no inicio do protocolo hormonal, e prostaglandina (PGF2a), estradiol
e gonadotrofina coriénica equina (eCG), no momento da retirada da fonte de P4 [4], permitindo
a obtencdo de taxas de concepc¢do semelhantes a IA convencional [5,6].

Nesses protocolos hormonais de sincronizacao, a associacéo entre estrogenos e P4 (liberado
pelos dispositivos de P4), promovem a diminui¢cdo dos niveis circulantes de FSH e LH,
promovendo regressao dos foliculos dependentes de gonadotrofinas [7], ap6s a metabolizacdo
e diminuicdo dos niveis plasmaticos do E2, ocorre aumento subsequente das concentracdes de
FSH enddgeno e consequente emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular [8].

O mecanismo de acdo é por meio da retroalimentacdo negativa que esta promove sobre a
secrecdo de LH, modulando a frequéncia pulsatil [9,10], mas néo interfere na secrecao de FSH,
evitando a maturacdo folicular final, estro e a ovulagédo do foliculo dominante [4]. Ao retirar a
fonte de P, e na auséncia de um CL funcional pela aplicagdo de uma prostaglandina, o animal
apresentara um foliculo ovulatério capaz de responder a inducdo da ovulacdo. Para tanto,
associando-se ao final do tratamento com o P4 um horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) ou estrdgeno que ira promover a indu¢do da ovulagdo em um tempo pré-determinado,
independentemente, do momento em que se iniciou o protocolo [11].

Esses protocolos permitem sincronizar a emergéncia da onda folicular, terminar a fase

luteinica de forma uniforme e induzir a ovulacdo sincronizada do foliculo dominante ao final
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do tratamento hormonal [12], proporcionando adequadas taxas de sincronizagao de estro, entre
80 a 90% dos estros ocorrendo entre 24 e 28 horas ap0s a remogao do dispositivo de P4 [13].

Varios fatores influenciam a eficiéncia do protocolo de IATF em vacas de corte lactantes
[12,14], entre eles o diametro do foliculo ovulatério (DFO), importante indicador de fertilidade
em fémeas zebu [15], a presenca de um foliculo ovulatério de maior didmetro, aumenta a
ocorréncia de estro entre a retirada do dispositivo intravaginal e a IATF, resultando em maior
taxa de concepgéo (TC) [16]. Estudos recentes demonstraram que vacas que apresentam estro
ao final do protocolo de IATF, possuem maior concentracdo de estradiol e consequentemente,
maior possibilidade em conceber do que aquelas sem ocorréncia de estro [17,18,19].

Porém, mensurar o DFO no momento da IA requer auxilio da ultrassonografia [20]. Nesse
cenario, métodos auxiliares foram desenvolvidos para aumentar a eficiéncia da deteccdo de
estro em vacas, entre eles o bastdo marcador que pode ser usado como uma ferramenta
alternativa, pratica e acessivel para a detecgéo de estro entre a remocao da fonte de P4 e IATF,
substituindo assim, metodos mais onerosos de dificil aplicabilidade em rebanhos bovinos de
corte [19].

A administracdo do GnRH no momento da IATF pode ser uma opcao para aumentar a TC
em vacas de corte [2,21], especialmente em vacas que ndao apresentam estro entre a retirada do
dispositivo de P4 e a 1A [4]. O GnRH induz o pico pré-ovulatério do hormonio luteinizante
(LH) sincronizando o momento da ovulacdo e auxiliando na fecundacao do odcito [22, 23].

No entanto, sdo raros os relatos que tentam correlacionar taxas de concepgdo com
ocorréncia de estro, escore de condicdo corporal e administracdo de GnRH em vacas Nelore.
Nesse contexto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar a importancia da ocorréncia de estro e

da administracdo de GnRH no momento da IATF em vacas Nelore lactantes.

2. Material e métodos

2.1. Animais e local do experimento

Esse experimento foi realizado em 3 fazendas comerciais, localizadas nos estados do
Maranhdo 01° 50' 38" S 46° 05' 31" O), Paraiba (06° 54' 54" S 35° 15' 07" O) e Sergipe (09°
38' 31" S 37° 47' 16" O), Brasil. Foram utilizadas 1.036 vacas primiparas e multiparas da raca
Nelore (Bos indicus) lactantes, entre os meses de agosto de 2016 a abril de 2017. Mantidas
conforme manejo da fazenda, sob pastejo em pastagem de Brachiaria decumbens, tendo livre

acesso a agua e suplementacdo mineral. Esse estudo obteve parecer favordvel da Comissao de


https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Junco_do_Maranh%C3%A3o&params=01_50_38_S_46_05_31_W_type:city_region:BR_scale:75000
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Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licenga
n° 082/2017 CEPE/UFRPE.

O Escore de Condicdo Corporal (ECC) de cada vaca foi avaliado no primeiro dia do
protocolo de sincronizacdo da ovulagdo usando a escala de 1 a 5, onde 1 corresponde a um
animal caquético e 5 a um animal obeso [24].

Previamente ao inicio do protocolo, todas as fémeas foram submetidas a exame clinico-
ginecoldgico e ultrassonografia transretal, com auxilio do aparelho DP 2200 Vet, Mindray®,
acoplado ao transdutor linear com frequéncia de 6,0 MHz, sendo consideradas aptas a participar
do experimento as fémeas que ndo apresentaram, no momento da avaliacdo, anormalidades do

trato reprodutivo.

2.2. Tratamento hormonal

As vacas foram distribuidas em lotes de acordo com o més de pari¢do, onde no inicio do
protocolo as vacas apresentavam entre 40 e 150 dias pos-parto.

Em um dia aleatério do ciclo estral denominado dia 0 (DO), as vacas receberam um
dispositivo intravaginal contendo 1,99 de P4 (CIDR, Zoetis Saude Animal, S&o Paulo, Brasil)
novos ou reutilizados (durante 9, 18 ou 27 dias), associado a 2 mg de benzoato de estradiol
intramuscular (Gonadiol, Zoetis Satude Animal, Sdo Paulo, Brasil). No dia 7 (D7), receberam
12,5 mg de dinoprost intramuscular (Lutalyse, Zoetis Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e no
dia 9 (D9) o dispositivo intravaginal foi removido e administrados 300 Ul de eCG
intramuscular, aléem da aplicacdo de 1 mg de cipionato de estradiol intramuscular (ECP, Zoetis
Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil). As fémeas foram inseminadas em tempo fixo entre 48 - 52
horas apos a retirada do dispositivo intravaginal com sémen criopreservado em central de
inseminacao artificial.

No momento da IATF as fémeas foram distribuidas homogeneamente de acordo com a
ocorréncia de estro e a administracdo de 10,5 mcg de Acetato de Buserelina, GnRH (Gonaxal,
Biogénesis Bagd Salde Animal, Parana, Brasil): sem estro — sem GnRH, sem estro — com

GnRH, com estro — sem GnRH e com estro — com GnRH.
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eCG IATF
+
ECP !
+ Sem estro/sem GnRH
BE PGF Bastdo marcador n=174
48-52 h —— Sem estro/com GnRH
n=241
Ocorréncia de estro
Dia 0 7 9 —— Com estro/sem GnRH
ECC n =368
us

L Com estro/com GnRH
11 n=253

Fig. 1. Diagrama esquematico do tratamento hormonal para sincronizacéo do estro e ovulagdo em vacas Nelore
lactantes. BE = 2 mg de benzoato de estradiol; PGF = 12,5 mg de dinoprost; eCG = 300 Ul de eCG; ECP =1 mg
de cipionato de estradiol; Bastdo marcador = base da cauda pintada (entre a tuberosidade sacral e a insercdo da
cauda) na remocdo do dispositivo de P4; GnRH = 10,5 mcg de Acetato de Buserelina; IATF = realizada entre 48-

52 h ap6s a remocao do dispositivo de P4.

2.3 Expressao do estro e diagnostico de gestacéo

As fémeas tiveram a base da cauda pintada (entre a tuberosidade sacral e a inser¢do da
cauda) no momento da remocao do dispositivo intravaginal, com bastdo marcador (Raidl-Maxi,
RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha). Foram consideradas em estro as fémeas que nao
apresentaram a base da cauda marcadas 48 horas apds a remocao do dispositivo de P4. O
diagnostico de gestacao foi realizado aos 30 dias apos a IATF, por ultrassonografia transretal,
com auxilio do aparelho DP 2200 Vet, Mindray®, acoplado ao transdutor linear com frequéncia
de 6,0 MHz.

2.4 Analise estatistica

Os dados gerados foram analisados usando os procedimentos do pacote computacional
SPSS 20.0 [25], Andlise de Variancia (ANOVA), Teste T e F para analises das variaveis
paramétrica, e qui-quadrado para variaveis ndo paramétricas, sendo as diferencas entre o0s
grupos consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P for menor ou igual a
0,05 (P < 0,05).
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3. Resultados

Nesse estudo, a taxa de ocorréncia de estro e concepgao apos a IATF foi de 60 % (621/1036)
e 50,2 % (520/1036), respectivamente. As vacas que receberam GnRH no momento da IA, ndo
apresentaram maiores TC (51 %; 252/494) do que as vacas que ndo receberam (49,8 %;
267/542).

Vacas que apresentaram estro apos protocolo de sincronizacdo tiveram maior TC quando
comparadas as que ndo apresentaram estro (P < 0,05), no grupo controle (estro 55,7 %; 205/368
e nédo estro 37,4 %; 65/174) e no grupo GnRH (estro 54,9 %; 139/253 e ndo estro 46,1 %);
111/241). Vacas tratada com GnRH e que ndo apresentaram estro (46,1 %; 111/241) também
tiveram maior TC (P < 0,05) do que vacas do grupo controle (37,4 %; 65/174, figura 2).

60 55,7 ¢
54,9 c
>0 46,1b
X
o 40 37,4a
U0
O
Q.
8 30
S
o n=368 =253
Q
T 20
r>t<: n=241
°
10 n=174

Sem estro/sem GnRH Sem estro/com GnRH Com estro/sem GhnRH Com estro/com GnRH

Letras mindsculas diferentes diferem pelo teste de x? (P<0,05); n = nimero de vacas.

Fig.2. Taxa de concepgdo por IATF de acordo com a ocorréncia de estro e o tratamento com GnRH no momento
da IA em vacas Nelore lactantes.

O escore de condicdo corporal (ECC) influenciou a TC (P < 0,05) no grupo controle (< 2,5
42 %; 87/207 e > 2,5 54,6 %; 183/335), com associacdo positiva entre o incremento do ECC e

a TC, mas ndo influenciou a TC das vacas que receberam GnRH, conforme descrito na tabela
1.
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Tabela 1
Taxa de concepcéo por IATF de acordo com o tratamento com GnRH e o escore de condigéo corporal em vacas
Nelore lactantes.

Escore de condigéo corporal

Taxa de Concepcéo, % <2,5 >2,5
Controle 42,0 (87/207)a 54,6 (183/335)b
GnRH 48,4 (120/248)a 52,8 (130/246)a
Total 45,5 (207/455)a 53,9 (313/581)

Letras diferentes, mintsculas na mesma linha diferem pelo teste de »? (P<0,05)

Na tabela 2 constam os dados referentes ao nimero de usos do dispositivo intravaginal de
P4, sendo possivel observar que afetou a manifestacéo de estro (P < 0,05), diferenciando o 2°
uso (65,7 %; 299/455) do 3° (57,7 %; 169/293) e 4° (53,1 %; 139/262), assim como, 0 nimero
de usos do dispositivo também afetou a TC. Vacas que ndo receberam GnRH apresentaram
diferenca (P < 0,05) entre 0 3° (58,1 %; 68/117) e 4° usos (41,8 %; 51/122).

Tabela 2
Taxa de ocorréncia de estro e concepcao de acordo com ndmero de usos do dispositivo intravaginal e o tratamento
com GnRH entre a remocao do dispositivo intravaginal e 1A em vacas Nelore lactantes.

Taxa de concepgdo %

N° de usos Taxa ocorréncia de estro % Controle GnRH
1° 53,8 (14/26)a 50,0 (6/12)aa 42,9 (6/14)aa
20 65,7 (299/455)A8 49,8 (145/291)an 47,0 (77/164)an
30 57,7 (169/293)Ac 58,1 (68/117)ane 52,8 (93/176)an
40 53,1 (139/262)Ap 41,8 (51/122)aac 52,9 (74/140)aa

Letras diferentes, minusculas na mesma linha e maidscula na mesma coluna diferem pelo teste de %2 (P>0,05)

Na avaliacdo de dias pos-parto, ndo foi evidenciado diferenca significativa entre os grupos

analisados em relacdo a taxa de ocorréncia de estro e concepcdo (controle e GnRH, tabela 3).

Tabela 3
Taxa de ocorréncia de estro e concepg¢do de acordo com dias pds-parto (DPP) e o tratamento com GnRH entre a
remogcao do dispositivo intravaginal e |A em vacas Nelore lactantes.

Taxa de concepcdo %

DPP Taxa ocorréncia de estro % Controle GnRH
<60 59,8 (259/433)a 46,0 (103/224)an 48,8 (102/209)aa
>60 60,0 (362/603)A 52,5 (167/318)an 51,9 (148/285)an

Letras diferentes, minisculas na mesma linha e maitiscula na mesma coluna diferem pelo teste de y? (P<0,05).

Podemos observar na tabela 4 que houve influéncia do touro sobre a taxa de concepgéo, no
grupo controle o touro C (44,4 %; 118/266) apresentou taxa de concepcdo inferior (P < 0,05)
aos touros A (54 %; 128/237) e B (61,5 %; 24/39). Ja no grupo GnRH o touro B (62,1 %; 59/95)
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apresentou taxa de concepgéo significativamente (P < 0,05) superior ao touro C (47,4 %j;
153/323).

Tabela 4
Taxa de concepcéo por touro de acordo com o tratamento com GnRH entre a remocéo do dispositivo intravaginal
e 1A em vacas Nelore lactantes.

Taxa de concepgéo %

Touro Controle GnRH
A 54,0 (128/237)an 50,0 (38/76)aa
B 61,5 (24/39)ans 62,1 (59/95)a8
C 44,4 (118/266)ac 47,4 (153/323)aAc

Letras diferentes, mindsculas na mesma linha e maiuscula na mesma coluna diferem pelo teste de ¥ (P<0,05)
4. Discussao

Nosso estudo demonstrou que a administragdo de GnRH, pode ser importante para obtencéo
de melhores taxas de concepcdo em vacas Nelore lactantes submetidas a IATF, baseado em
estradiol/progesterona, e que ndo demonstraram estro entre a retirada do dispositivo de P4 e o
momento da IA. Porém, em vacas com expressdo de estro o GnRH n&o promoveu melhorias na
taxa de concepcdo. E provavel que vacas observadas em estro tenham sido expostas ao pico
pré-ovulatorio de LH induzido por GnRH enddgeno, ovulando espontaneamente [26].

Em vacas de corte ndo lactantes que apresentam estro espontéaneo, a ovulagdo ocorreu 31 h
apos o inicio do estro [26]. Administrando GnRH préximo do inicio do estro, pode induzir ou
aumentar a magnitude do pico pré-ovulatério de LH [27], no entanto as concentracOes
circulantes de LH sdo apenas minimamente influenciadas pelo GnRH exdgeno, apds o aumento
espontaneo de LH em vacas leiteiras [27,28].

O resultado desse experimento foi semelhante aos relatados na literatura em vacas de corte,
Bos indicus [29] e cruzadas (Bos indicus x Bos taurus) [2], e outros relatos ndo evidenciaram
melhorias na TC [4,23].

A ocorréncia de estro determinado pela remoc¢do do bastdo marcador na base da calda no
momento da IA, como demonstrado acima, foi um indicador importante de fertilidade,
corroborando outros trabalhos [2,4,19]. Em estudo retrospectivo Richardson, et al. [18], reuniu
dados de 22 experimentos (10.116 fémeas), indicaram que vacas e novilhas submetidas a
protocolos de IATF e detectadas em estro antes da IA tiveram uma melhoria de 27 % na taxa
de concepcdo em comparacao as que nao foram detectadas em estro.

A melhoria da fertilidade esta relacionada com as altera¢fes ocorridas no trato reprodutivo

promovido pelo aumento nas concentragdes circulantes do estradiol, que na auséncia de
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progesterona atua sobre o hipotalamo desencadeando 0 comportamento de estro e promovendo
0 pico pré-ovulatorio de LH [30]. O estro influencia positivamente no transporte espermatico,
alterando a composicéo e a quantidade de muco cervical secretado e aumentando as contragdes
da musculatura lisa na parede uterina [31]. Ha relatos que o pH uterino diminui sob a influéncia
do estradiol no estro, de cerca de 7,0 para 6,7 e € revertido para 7,0 antes da ovulacdo, 0 que
leva a uma potencial diminuicdo da motilidade espermatica, aumentando assim a vida util até
0 momento da ovulacdo [32,33].

O ECC influenciou a TC no grupo controle, com associa¢do positiva entre o incremento do
ECC e a TC. A secrec¢do pulsatil de LH esta comprometida em vacas em anestro pos-parto,
determinando insuficientes niveis dessa gonadotrofina para apoiar o desenvolvimento folicular
e a ovulagdo [33,34]. Essa condicdo anovulatoria limita a eficiéncia de protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF [35].

Portanto, a administracdo de GnRH nas vacas com ECC < 2,5, pode ter favorecido a
melhoria numérica na TC observada nesse estudo, e ndo diferenciando os animais com ECC <
2,5 dos que apresentaram ECC > 2,5. Hall, et al. [36], relataram ndo haver influéncia do ECC
sobre a TC em vacas de corte Bos taurus cruzadas (Angus x Hereford), o que difere dos
resultados aqui encontrados.

O grau de balango energético negativo (BEN) é um fator que pode influenciar o intervalo
entre o tratamento com progesterona/estradiol e o inicio da nova onda de emergéncia folicular,
determinando menor taxa de sincronizacao [37], interferindo negativamente nos resultados da
IATF.

Meneghetti, et al. [12], relataram que as taxas de concepg¢édo foram semelhantes entre vacas
recebendo CIDR novos ou reutilizados. As concentracdes séricas de progesterona foram
superiores a 1,0 ng/mL em vacas sem CL, tratadas com CIDR reutilizados por até 4 vezes (9
dias cada uso). No entanto, a literatura disponivel comparando tratamentos com CIDR usados
anteriormente 3 ou 4 vezes € escassa. Desta forma, hd preocupacéo sobre 0 4° uso do CIDR, se
fornece P4 suficiente para prevenir problemas com lutedlise prematura em vacas em anestro
poOs-parto, apds a primeira ovulacdo, podendo explicar a diminui¢do na TC das vacas do grupo
controle e com CIDR de 4° uso no nosso estudo.

Em contraste aos nossos resultados Colazo, et al. [38], observaram que vacas Bos taurus
tratados com CIDR de terceiro uso tiveram menor taxa de concepcdo do que aquelas tratadas
com novo ou usado pela 2° vez. Uma possivel explicacdo para essa diferenca, seria devido a
diferencas fisiologicas entre fémeas Bos indicus e Bos taurus. Em outro estudo que comparou

Bos indicus, Bos taurus e novilhas mesticas, verificaram que o tratamento com o CIDR nas
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novilhas Bos indicus resultaram em maiores concentracfes circulantes de progesterona e
menores taxas de crescimento folicular e ovulagdo do que as outras racas [39].

No estudo néo foi evidenciado efeito do DPP sobre a TC, corroborando outros estudos
[14,36,37,40] que também ndo encontraram beneficios dos dias pos-parto sobre a TC em vacas
de corte submetidas a IATF.

Quando programas de IATF sdo adotados, ha a necessidade do uso de sémen criopreservado
de vérios reprodutores e ainda de varias partidas de sémen, assim a ndo avaliacdo ou mesmo a
falta de critérios na avaliacdo das partidas podera afetar sobremaneira a fertilidade de todo o
lote de fémeas, trazendo prejuizos econdmicos [41].

As modificacOes geradas nas membranas espermaticas, durante as etapas de congelagédo do
sémen, promovem uma “criocapacitagdo’ do espermatozoide [42], frequentemente citada como
um fator associado a reducdo da longevidade do espermatozoide criopreservado no trato
reprodutivo da fémea [43,44].

Em semelhanca ao estudo, Hall, et al. [36], utilizaram vacas cruzadas (Bos taurus)
submetidas a IATF, e tambem evidenciaram diferencas significativas na TC por touro, em
acréscimo, sugeriram que diferencas mais aparentes na fertilidade entre os touros podem ser,
na verdade, resultado de fatores relacionados a vaca, inseminadores ou do ambiente, em vez de
verdadeiras questdes de fertilidade do touro. E que para examinar e classificar os impactos
induzidos pela fertilidade do touro, seria necessario experimento a campo em grande escala

além de andlises laboratoriais de preciséo.

5. Conclusoes

A ocorréncia de estro, foi um fator importante associado a melhorias na TC em vacas Nelore
lactantes, assim como, a administracdo de GnRH, em vacas que ndo exibiram estro, favoreceu
0 aumento da TC. O ECC influenciou a TC no grupo controle, mas ndo em vacas que receberam
GnRH. O numero de usos do dispositivo de P4 afetou a ocorréncia de estro, assim como, a TC.

Houve influéncia do touro sobre a TC.
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