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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis marcadores de fertilidade e a
associacdo com uma suplementacdo exogena de progesterona apos a inseminacao sobre
a taxa de concepcdo de fémeas bovinas da raca Nelore em programas de IATF. Assim,
avaliaram-se as implicacBes praticas do uso de marcadores de fertilidade para o
direcionamento da suplementacdo com progesterona exdgena apds a inseminagdo e
melhoria dos programas de IATF em bovinos de corte. Esta tese foi dividida em dois
capitulos. No primeiro capitulo, estudou-se o efeito da presenca ou ndo de CL no inicio
do protocolo, do indice de escore corporal (IEC), da expressdo do estro e do diametro
do foliculo pré-ovulatorio sobre a taxa de concepgdo de fémeas bovinas da raca Nelore
submetidas a um programa de IATF. Observou-se que ndo houve efeito da presenca ou
ndo de CL no inicio do protocolo e do IEC nas taxas de concepcdo. Entretanto, animais
que expressaram estro entre a retirada do implante intravaginal e a inseminacéo artificial
e tiveram maior didmetro do foliculo pré-ovulatério no momento da inseminacao,
tiveram maior taxa de concepcdo apds a IATF. O segundo capitulo estudou o efeito da
suplementacdo com acetato de melengestrol (MGA) apds a IATF sobre a taxa de
concepcdo de fémeas bovinas da raca Nelore de forma geral e de acordo com a
ciclicidade durante o protocolo, o didametro do foliculo pré-ovulatério no momento da
inseminacdo e a expressdo do estro entre a retirada do implante intravaginal e a
inseminacdo. Observou-se que houve efeito positivo do tratamento com MGA sobre a
taxa de concepcéo em relacdo aos animais ndo suplementados. O tratamento com MGA
melhorou a taxa de concepcdo dos animais em anestro, mas néo influenciou na taxa de
concepgdo dos animais que estavam ciclando. Melhorou a taxa de concepgéo
independente da expressdo ou ndo de estro, entretanto, em relacdo ao didmetro do
foliculo pré-ovulatério no momento da inseminagédo, apenas 0s animais com DFOL
>14mm tiveram efeito positivo da suplementacdo com MGA em relagdo a taxa de
concepgdo. Os resultados indicam que o didmetro do foliculo pré-ovulatorio no
momento da inseminagdo e a expressdo de estro apds o protocolo de sincronizagdo
foram associados a melhores taxas de concepgdo de fémeas bovinas da raca Nelore,
sendo importantes marcadores de fertilidade, podendo ser utilizados para escolha de

estratégias apds a IATF que melhorem as taxas de concepg¢do. Além disso, foi possivel



obter maiores taxas de concepcao através da suplementacdo com MGA ap6és a IATF em
fémeas bovinas da raca Nelore lactantes e a avaliagdo da ciclicidade ovariana
previamente ao protocolo de IATF mostrou ser um marcador importante na escolha dos
animais a serem suplementados com progestageno, assim como o marcador expressao
do estro.

Palavras- chave: Acetato de melengestrol, anestro, diametro folicular, estro, fertilidade



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate possible fertility markers and the
association with exogenous progesterone supplementation after insemination on the
design rate of Nelore cattle in TAI programs. Thus, the practical implications of the use
of fertility markers for the targeting of exogenous progesterone supplementation after
insemination and improvement of TAI programs in beef cattle. This thesis was divided
into two chapters. In the first chapter, the effect of the presence or not of CL at the
beginning of the protocol, the body condition score (BCS), the estrus expression and the
preovulatory follicle diameter on the conception rate of bovine Nelore breed submitted
to an TAI program. It was observed that there was no effect of the presence or not of CL
at the beginning of the protocol and of the BCS at conception rates. However, animals
that expressed estrus between intravaginal implant withdrawal and artificial
insemination and had a larger preovulatory follicle diameter at the time of insemination,
had a higher conception rate after TAI. The second chapter studied the effect of
supplementation with melengestrol acetate (MGA) after TAI on the conception rate of
Nelore cattle in general and according to the cyclicity during the protocol, the diameter
of the preovulatory follicle in the moment of insemination and estrus expression
between intravaginal implant withdrawal and insemination. It was observed that there
was a positive effect of MGA treatment on conception rate over non-supplemented
animals. MGA treatment improved the conception rate of animals in anestrous, but did
not influence the design rate of the animals that were cycling. However, in relation to
the diameter of the preovulatory follicle at the time of insemination, only animals with
DFOL> 14 mm had a positive effect of supplementation with MGA in relation to
conception rate. The results indicate that the diameter of the preovulatory follicle at the
time of insemination and the expression of estrus after the synchronization protocol
were associated with better conception rates of Nelore cattle, being important fertility
markers and could be used to choose of strategies after TAIl what improve conception
rates. In addition, it was possible to obtain higher conception rates through the
supplementation with MGA after the TAI in lactating Nelore cattle and the evaluation
of the ovarian cyclicity prior to the TAI protocol proved to be an important marker in

the choice of animals to be supplemented, as the expression marker of estrus.



Key-words: Melengestrol acetate, anestrous, follicular diameter, estrus, fertility.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil estd entre os maiores produtores e exportadores de carne bovina do
mundo, detém o maior rebanho comercial, com mais de 212 milhdes de cabecas, sendo
80% dos animais de racas zebuinas (Bos taurus indicus) (IBGE, 2015). Esse setor da
economia contribui para o continuo crescimento do setor agropecuario elevando o
agronegdcio como um dos principais pilares do desenvolvimento econdmico e base de
sustentacdo da balanca comercial do pais (ABIEC, 2016). Entretanto, apesar da posi¢do
de destaque no mercado mundial, o Brasil possui uma pecuaria bovina caracterizada por
baixos indices de produtividade e o melhoramento genético e a eficiéncia reprodutiva
s&0 metas perseguidas pela pecuéria de corte nacional (SA FILHO, 2012).

Diversas estratégias e biotecnologias da reproducdo estdo disponiveis para o
incremento dos indices reprodutivos na bovinocultura de corte (BARUSELLI et al.,
2004). Dentre elas, a inseminacdo artificial (IA) destaca-se como uma das ferramentas
de grande impacto no melhoramento genético, na produtividade e rentabilidade dos
rebanhos (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2012). Porém, a grande proporcdo de
animais em anestro no inicio da estacdo de monta e as limitacdes na detec¢do de cio sdo
entraves a disseminacao desta técnica em fémeas bovinas, principalmente as zebuinas
(BO et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004). Esses animais apresentam estro de menor
duracdo, quando comparadas as fémeas taurinas e de maior probabilidade de ocorréncia
noturna, iniciando-se durante a noite ou mesmo ocorrendo apenas durante o periodo
noturno (GALINA et al., 1996; PINHEIRO et al., 1998).

Para difundir o uso desta biotecnologia, diversos protocolos hormonais foram
desenvolvidos e aperfeicoados nos altimos anos. Estes tratamentos permitem a
manipulacdo da dinamica folicular, sincronizacao do estro, ovulacéo e a inseminagéo de
100% dos animais trabalhados em tempo pré-determinado, sem a necessidade de
observagdo do cio (Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo — IATF) (PURSLEY et al.,
1995; SA FILHO et al., 2009). Esses protocolos tém aumentado o uso da IA no
territério nacional e melhorado a eficiéncia reprodutiva em propriedades de corte
(MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009).

Além de permitir a sincronizacao do estro e da ovulacéo, a IATF concentra as
inseminacOes e 0s nascimentos em épocas programadas, reduzindo o intervalo entre

partos e proporcionando ao produtor uma maior flexibilidade no manejo da propriedade



(FURTADO et al., 2011). Estes protocolos evoluiram bastante e atualmente estdo
consolidados no Brasil e no mundo, todavia, os resultados ainda necessitam ser
melhorados (BARUSELLI et al., 2012). Muitos fatores podem interferir no sucesso dos
programas de IATF, como por exemplo: a condicdo corporal dos animais, 0 status
reprodutivo (ciclicidade), a categoria animal, o tipo de protocolo utilizado, o
inseminador, a fazenda, o tamanho do foliculo pré-ovulatério e a expressdo do estro
(RIBEIRO FILHO et al., 2013; SARAN JUNIOR et al., 2016; SILVA et al., 2016).

As taxas de gestacdo alcancadas em bovinos de corte com a utilizagdo dessa
tecnologia estdo em torno de 40 a 60%, indicando que grande proporcdo das fémeas
submetidas aos protocolos ndo atingem resultados satisfatérios com uma Unica
inseminacdo (MENEGHETTI et al., 2009; PERES et al., 2009). Considerando que a
taxa de fertilizacdo (odcito fertilizado/ovulagdo) é alta, atingindo cerca de 90 a 95%, em
bovinos de uma forma geral em condicGes favordveis, uma parte consideravel desta
falha pode ser atribuida as perdas embrionérias, ocorrendo principalmente, durante as
trés primeiras semanas de gestacdo (SARTORI et al., 2002; FERREIRA, 2010; DISKIN
etal., 2011).

Trabalhos recentes tém demonstrado elevadas taxas de mortalidade embrionaria
em fémeas bovinas, chegando a 30% até o 27° dia de gestagdo (WILTBANK et al.,
2016). Estes numeros refletem a complexidade do periodo de pré-implantacdo
embrionaria, compreendido entre a fertilizacdo do odcito e a implantacdo do concepto,
crucial para a determinacdo do sucesso ou nao de uma gestacao (DISKIN et al., 2011).

Durante este periodo o concepto estd sobre influéncia do endométrio uterino
para o seu desenvolvimento (BAZER et al., 2011). Toda regulacdo endometrial como
transcrigdo, secrecdo e composicao do leite uterino (secrecGes histotroficas) é altamente
influenciada pelas concentragGes de progesterona (P4) (FORDE et al., 2009). Niveis
ideais deste hormonio sdo fundamentais para a harmonia do ambiente uterino,
estabelecimento e manutencgéo da gestacdo (MANN et al., 2006).

A deficiéncia na concentracdo de P4 no inicio da gestacdo tem sido relacionada
com alteragfes na funcdo uterina e modificagdes na transcricdo de genes envolvidos
com a producdo e composicdo das secrecOes histotroficas (ATKINS et al., 2013;
MINTEN et al., 2013). Em contrapartida, concentracdes ideais de P4 apds as

inseminagdes, sdo benéficas em aumentar a receptividade uterina, melhorar o



desenvolvimento do concepto, favorecer a producdo de Interferon—tau (IFN-t) e,
consequentemente, incrementar 0 sucesso gestacional.

Portanto, manipular o ambiente enddcrino no inicio da gestacdo, alterando os
niveis séricos de P4, pode ser uma alternativa eficiente para melhoria dos indices
reprodutivos (SOUZA, 2015). Recentemente, Wiltbank et al. (2014) verificaram que
muitos grupos de pesquisa tentaram elevar as concentracdes de P4 apds as inseminagdes
em fémeas bovinas usando uma variedade de estratégias, como por exemplo, a
suplementacdo com fontes exdgenas deste hormonio. Em grande parte dos experimentos
0 sucesso na elevacgdo dos seus niveis séricos foi alcancado, entretanto, quando avaliado
o efeito na melhoria da fertilidade, os resultados séo bastante inconsistentes, apresentam
efeitos positivos, negativos ou nédo interferem nas taxas de concepcdo (MANN e
LAMMING, 1999; FUNSTON et al., 2005; WILTBANK et al., 2011; NASCIMENTO
etal., 2013).

Nestes trabalhos, a taxa de concepcéo foi avaliada de forma global, ndo levou
em consideracdo uma variedade de fatores existentes dentro de um mesmo grupo de
fémeas, que pode comprometer os niveis plasmaticos de P4 no inicio da gestacdo de
forma diferente, podendo existir ou ndo a necessidade de um suporte exdgeno deste
horménio dentro de um mesmo grupo de animais tratados, como por exemplo, a
ciclicidade das fémeas antes do protocolo, a categoria animal trabalhada, o indice de
escore corporal (IEC), o diametro do foliculo pré-ovulatério e a expressdo do estro
(RIBEIRO FILHO et al., 2013; BARUSELLI et al., 2004; BARREIROS et al., 2014;
WILTBANK et al., 2014; PLUGIESI et al., 2016)

Sendo assim, o conhecimento prévio desses marcadores de fertilidade em
programas de IATF e a categorizagdo dos animais de acordo com 0s mesmos antes do
tratamento com P4, apresenta-se como uma importante estratégia, pois permite um
direcionamento dos animais que realmente precisam ser suplementados e com isto

resultados mais fidedignos.



REVISAO DE LITERATURA

Fisiologia do ciclo estral em bovino

O ciclo estral é o periodo compreendido entre duas ovulacGes, de maneira mais
perceptivel, abrange o intervalo entre dois estros (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Durante
este ciclo, tem-se um conjunto de modificagcBes enddcrinas, regidas pela interagdo dos
horménios secretados pelo hipotalamo, hipdfise, ovarios e Utero, na qual possibilitam
alteracdes comportamentais e a nivel de érgdos genitais (FERREIRA, 2010).

Nesta espécie, o ciclo estral tem duracdo média de 21 dias, com uma
variabilidade de 16 a 25 dias, a depender do nimero de ondas foliculares que se
desenvolve durante o mesmo, apresenta normalmente duas a trés, e com menor
frequéncia, uma ou quatro ondas de desenvolvimento folicular (SIROIES e FORTUNE,
1988; ALVES et al., 2002). Neste sentido, Ginther et al. (1989) verificaram correlagdo
positiva entre 0 nimero de ondas e a extensdo do ciclo estral, visto que, as fémeas
bovinas com duas e trés ondas foliculares apresentavam 20,4 e 22,8 dias de duracdo do
ciclo, respectivamente.

As fémeas bovinas sdo classificadas como poliéstrica anual, dado que
apresentam estro durante todo ano (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Apesar da possibilidade de
ciclar durante todo ano, nas regides tropicais, um importante fator que limita esses
animais a reproducédo é a nutri¢do, visto que durante periodos de escassez de alimento,
se observa um alto indice de vacas em anestro (SHORT et al., 1990).

O ciclo estral pode ser dividido em duas fases distintas, a depender da estrutura
dominante que se encontra no ovario, caracterizando-se como fase folicular quando se
tem um foliculo pré-ovulatério e fase luteal, quando o corpo luteo estd presente
(FORDE et al., 2011).

A fase luteal ou progesterdnica consiste na etapa mais longa do ciclo, é definida
por alta concentracdo sanguinea de P4, estendendo-se da ovulagdo, considerada o dia
“0” do ciclo estral, até a lutedlise, que ocorre aproximadamente no 16° dia. Esta fase ¢
constituida pelos estagios de metaestro, periodo pds-ovulatério em que o CL inicia o

seu desenvolvimento, com duracdo média de dois a trés dias, e por fim, o estagio de



diestro, no qual observa-se um corpo lteo ja maduro e produzindo niveis significantes
de P4, com duracdo de 13 a 15 dias, em média (SENGER, 2003).

A fase folicular ou estrogénica é caracterizada por altas concentracfes de
estrdégeno (E2) produzido pelo foliculo dominante, iniciando com a lise do corpo luteo e
cessando no momento da ovulagdo, o que compreende em média do 17° ao 21° dia do
ciclo estral. O periodo estrogénico € caracterizado pelo proestro, com dura¢do media de
trés dias, inicia-se apds a regressao do CL e termina com o aparecimento do estro, que
possui duracdo de 14 horas em média (PETER et al., 2009).

Para manter uma constante ciclicidade, passando por todos o0s eventos que
compde o ciclo estral, € necessaria uma regulacdo na liberacdo de diversos horménios,
0S quais, agem por mecanismos de retroalimentacdo (feedback), desencadeando uma
cascata neuroenddcrina nas glandulas que compde o sistema reprodutivo (FERREIRA,
2010). O eixo hipotalamo-hiptfise gonadal é a unidade funcional de integracdo dos
sistemas nervoso central e enddcrino, que regula importantes funcGes metabdlicas, tais
como crescimento, lactacdo, reproducdo e equilibrio hidrico (GONZALEZ, 2002).

O principal hormonio produzido pelo hipotdlamo que regula a reproducédo, o
GnRH (hormdnio liberador de gonadotrofina), apresenta dois locais distintos de
producdo e secrec¢do: centros controladores de secrecdo tonica, que secretam o GnRH de
maneira continua e os centros controladores da onda pré-ovulatoria, que liberam
grandes quantidades deste horménio de uma s6 vez (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Uma vez secretado pelo hipotalamo, o GnRH é liberado no sistema porta-
hipotalamico-hipofisario, chegando até a hipofise e, desta maneira, estimula a producao
e liberacdo das gonadotrofinas: Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormonio
Luteinizante (LH) (RATHBONE et al., 2001).

Ao serem distribuidas na circulagdo sanguinea, as gonadotrofinas chegam até o
ovario, estimulando a gametogénese e a producdo de hormonios esteroides e proteicos.
O ovario participa de forma ativa, ao desenvolver glandulas acessorias transitorias:
foliculo, que produz o E2 e a inibina e, o corpo luteo, principal produtor de P4
(SENGER, 2003). Finalizando a cascata, 0 endométrio atua por meio da producdo e
liberacdo da prostaglandina (PGF2a) (TREVISOL et al., 2013).

Nos zebuinos, cerca de 30 a 50 foliculos sdo recrutados a cada onda de

desenvolvimento folicular, no entanto, normalmente apenas um foliculo da Gltima onda
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é ovulado (SARTORI et al., 2010). Cada onda tem duracdo média de 9 a 10 dias, sendo
caracterizada pela ocorréncia de cinco eventos: emergéncia, desvio, selecdo, dominancia
e atresia folicular (IRELAND et al., 2001)

No dia 0, logo apds a ovulacéo, inicia-se o ciclo estral. Nesse momento, hd uma
reorganizacdo das células da granulosa e da teca (que compBe o foliculo) para o
processo de luteinizagdo, formando um corpo lateo capaz de produzir altas
concentracdes de P4 a partir do terceiro ou quarto dia (FIELDS e FILEDS, 1996). Com
a ovulacdo, tem-se uma queda drastica de E2 e inibina, deste modo, o FSH que estava
sendo regulado negativamente por esses hormoénios, passa a ser significante na
circulacdo, levando a emergéncia da primeira onda de desenvolvimento folicular
(ADAMS et al, 1992).

Estes foliculos continuam a crescer igualmente sob estimulo do FSH até a fase
de desvio, quando atingem aproximadamente 6mm de didmetro, neste momento,
comegam a diminuir os niveis de FSH, devido a retroalimentacdo negativa do E2 e da
inibina, e ocorre a divergéncia no crescimento folicular, onde apenas alguns foliculos
continuam o crescimento, mesmo com a diminui¢do dos niveis de FSH (MIHM et al.,
2002). Apos a fase de desvio, tem-se a selecdo folicular, quando normalmente apenas
um unico foliculo torna-se dominante, ao adquirir didmetro aproximado de 9,5mm, com
isso, este foliculo continua a se desenvolver, pois é capaz de trocar a dependéncia da
gonadotrofina, de FSH para LH (GONG et al., 1996).

Com o desenvolvimento do foliculo dominante, verifica-se maior concentracédo
de E2 e inibina, o que leva a queda nos niveis de FSH e consequentemente atresia dos
foliculos subordinados (IRELAND et al, 2001). Com o corpo luteo ativo, existem altas
concentragdes de P4, que exercem retroalimentagdo negativa sobre a liberacdo de LH na
hipofise anterior, impedindo assim, o desenvolvimento e maturacdo do foliculo
dominante, que logo entra em regressao (MIHM et al., 2002).

Uma vez cessada a producéo de estrogeno e inibina pelo foliculo dominante que
entrou em regressdo, verifica-se novamente a liberacdo de FSH pela hipodfise,
promovendo a emergéncia de uma nova onda folicular, que ocorre por volta do décimo
dia no ciclo com duas ondas e, no nono dia do ciclo com trés ondas (SIROIES;
FORTUNE, 1988; GONG et al., 1996). Nas vacas que apresentam trés ondas durante o

ciclo estral, a terceira onda de desenvolvimento folicular surge aproximadamente no
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décimo sexto dia (GUINTHER et al., 1989). Cerca de 16 al8 dias ap6s a ovulacao,
quando o utero ndo identifica a presenca de um embrido, o endométrio secreta PGF2a,
causando a luteolise (TREVISOL et al., 2013).

Neste momento, com baixos niveis circulantes de P4, os pulsos de liberacdo do
LH ocorrerdo em alta frequéncia e baixa amplitude, 0 que promove o crescimento e
maturacdo do foliculo dominante, agora denominado de pré-ovulatorio (MIHM et al.,
2002). O foliculo pré-ovulatério possui didametro de aproximadamente 11 a 14mm,
produz E2 suficiente para induzir o comportamento de estro e posteriormente estimular
0s centros controladores da onda pré-ovulatério no hipotalamo, possibilitando um pico
de GnRH seguido de LH, e assim, promover a ovulacdo (SARTORI et al., 2010;
FORDE et al, 2011).

Os bovinos em estro sdo caracterizados por alteracbes comportamentais e
morfoldgicas, podendo-se evidenciar inquietacdo, vocalizacdo excessiva, inapeténcia,
vulva edemaciada e brilhante, secrecdo vaginal, comportamento homossexual de montar
e, principalmente, deixar ser montada por vacas e touros, demonstrando assim, a
receptividade para a realizacdo da cépula (FERREIRA, 2010). A identificacdo correta
do cio é muito importante para a realizacdo da IA, visto que estes sinais precedem o
momento da ovulacgdo, possibilitando a deposicdo do sémen na hora mais adequada
(NEBEL et al., 2000).

Controle da dinamica folicular e da ovulagdo em fémeas bovinas

A definicdo da dinamica folicular nos termos inicialmente propostos por Savio et
al. (1988) e Sirois e Fortune (1988) tornou possivel o embasamento para elaboracéo dos
atuais protocolos hormonais. Segundo Barros e Ereno (2004), a ampliacdo do
conhecimento sobre a fisiologia do ciclo estral e particularmente, ovariana ocorrido na
ultima década permitiu o desenvolvimento de diversos protocolos hormonais, capazes
de regular o crescimento folicular e 0 momento da ovulagéo, possibilitando a IATF
consolidar-se como uma ferramenta de melhoramento genético e da eficiéncia

reprodutiva no rebanho bovino.
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Para Ribeiro Filho (2001), os protocolos de sincronizacdo/indugédo do estro
visando a pratica da IATF devem ser empregados objetivando: sincronizar a emergéncia
de uma nova onda de crescimento folicular, terminar a fase luteinica de forma

sincronizada e sincronizar as ovulaces.

Sincronizag&o de uma nova onda de crescimento folicular

Os tratamentos visando o controle do ciclo estral inicialmente concentraram-se
sobre a sincronizagdo do comportamento do cio como base para a inseminagdo. Os
primeiros farmacos utilizados com esta finalidade foram progestagenos sintéticos
empregados com o objetivo de alongar o periodo do diestro, de maneira que a supressao
do tratamento resultava em sincronizacdo do comportamento estral (MACMILLAN,
2010).

Contudo, a necessidade de melhorar os indices de concepcdo utilizando estes
protocolos fez com que pesquisadores buscassem novas estratégias para 0s programas
de sincronizacdo existentes. Nesse sentido, um dos estudos precursores e que
provavelmente resultou em atresia e emergéncia de uma nova onda folicular surgiu do
trabalho de Wiltbank et al. (1965), que atribuiram as baixas taxas de fertilidade as altas
concentragOes de P4 e resolveram incluir o valerato de estradiol (VE) como um agente
luteolitico nos protocolos. A hipdtese dos autores quanto a regressdo luteal foi
confirmada, no entanto, a possivel regressdo do pool de foliculos com surgimento de
uma nova onda folicular subsequente ndo puderam ser observadas pela falta de
ferramentas tecnoldgicas.

Na década de 90, com o conhecimento sobre os padrbes de ondas foliculares e a
possibilidade da utilizacdo da ultrassonografia para acompanhamento da dindmica
folicular, foi possivel o entendimento do efeito dos protocolos que utilizavam P4 e
associavam seu uso aos estrogenos (MACMILLAN, 2010).

Desta forma, Bo et al. (1991) constataram que a administracdo do VE junto a
insercdo de um implante de P4 estava associado a uma reducdo no didmetro médio dos
maiores foliculos por um periodo de cinco dias; posteriormente, os foliculos maiores
tornavam a aparecer nas imagens ecograficas, possivelmente originados de uma nova

onda folicular.
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Posteriormente, uma série de experimentos buscou avaliar o efeito de diferentes
ésteres de estradiol sobre o surgimento de uma nova onda de desenvolvimento folicular.
Thundathil et al. (1998), ao iniciarem o tratamento em um estadio aleatorio do ciclo
estral, com a utilizacdo de 1mg de Cipionato de estradiol (CE) associado a um
dispositivo de P4, constataram uma limitada sincronia no surgimento da nova onda
folicular (3,4+2,1 dias). Fato semelhante foi observado por Colazo et al. (2003) ao
compararem o efeito de 5,0mg de 17p-estradiol ou 1,0mg de CE, empregados junto a
insercdo do dispositivo de P4, os autores concluiram que a meia vida prolongada do CE
resultava em uma menor sincronia da onda (4,1+0,4 dias), em relacdo a utilizacdo do 17
B-estradiol (3,3+0,1 dias).

Rhinehart et al. (2002) realizaram um experimento para comparar a eficacia do
17 B-estradiol, do benzoato de estradiol (BE) e do CE em induzir regresséo do foliculo
dominante e estimular o recrutamento de nova onda de crescimento folicular em
novilhas de corte. Os autores realizaram duas avaliagdes ultrassonogréficas, trés e um
dia antes da administracdo de 1,0mg dos E2 (considerado DO) para classifica-los nas
seguintes fases: em crescimento, estatico ou em regressao. Foi verificado que a atresia
do foliculo dominante trés dias ap6s o tratamento ocorreu em 60% das novilhas que
receberam o CE, em 80% das novilhas que receberam o 173-estradiol, e em 100% para
aquelas tratadas com BE. O nimero de dias para emergéncia de nova onda folicular
(presenca de varios foliculos com 5mm) tendeu a ser antecipado nas novilhas tratadas
com 17 B-estradiol (3,0+0,22 dias) e BE (3,2+0,2 dias), comparado aquelas que
receberam o CE (4,0 dias).

Estudos tém atribuido a meia-vida longa do CE e do VE a emergéncia de uma
onda com intervalo de tempo menos previsivel do que a determinada por farmacos de
acdo mais curta, como o 17B-estradiol (THUNDATHIL et al., 1998; COLAZO et al.,
2003) ou o0 BE (RHINEHART et al., 2002). Na presenca de P4, todos esses ésteres de
estradiol foram eficientes em causar a regressao dos foliculos antrais e a emergéncia de
uma nova onda de crescimento folicular, entretanto, o 17p-estradiol e o BE, por
apresentarem um tempo de meia vida curto, consegue sincronizar de forma mais
eficiente a emergéncia da nova onde de trés a quatro dias ap0s o tratamento, tanto em

fémeas Bos taurus taurus quanto em fémeas Bos taurus indicus (BO et al., 2002).
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Além dos E2 associado a P4, a emergéncia de uma nova onda pode ser obtida
pela administragdo de analogos do GnRH. Kittok et al. (1973) observaram que repetidas
ou a prolongada exposicéao a este hormonio podia mimetizar uma onda pré-ovulatoria de
LH em vacas, promovendo a retomada de ciclos estrais fisiologicos em fémeas
portadoras de cistos foliculares.

Macmillan e Thatcher (1991) puderam estabelecer que 0 GnRH quando utilizado
em um determinado momento do ciclo estral tem a capacidade de induzir a ovulacao de
foliculos com mais de 9,0 mm ou promover a atresia de foliculos menores; como
resultado, ocorre uma padronizacdo do tamanho folicular, predominando foliculos de
tamanhos intermediérios. Associado a esta padronizacdo, em animais que tinham o
crescimento da onda interrompida havia um recrutamento de uma nova onda folicular.

Estes resultados foram complementados pelos estudos de Twagiramungu et al.
(1995), os quais observaram que a administragdo de GnRH induzia o pico de LH,
resultando na ovulacéo do foliculo dominante ou atresia de foliculos menores, com uma
nova onda emergindo dentro de 3 a 4 dias apds o tratamento. Pursley et al. (1995)
desenvolvendo um esquema hormonal baseado no emprego do GnRH observaram que
uma nova onda folicular surgia em cerca de 2 a 3 dias em vacas leiteiras e tal evento era
observado em 1,5 dias apds o tratamento em novilhas.

Martinez et al. (1999) confirmaram que o tempo de emergéncia da onda esta
relacionado com a fase de crescimento em que se encontra o foliculo no momento do
tratamento, adicionalmente, puderam observar que a emergéncia somente € induzida
quando ocorre ovulacdo em resposta ao tratamento e que a probabilidade deste
acontecimento se torna maior quando os foliculos estdo em fase final de crescimento ou
na fase estatica de desenvolvimento. Além disso, de acordo com Baruselli et al (2004),
0 uso do GnRH para a inducdo da ovulacdo com a finalidade de sincronizar a
emergéncia de uma nova onda de desenvolvimento folicular, apresenta baixa eficiéncia
em fémeas Bos taurus indicus, principalmente aquelas em anestro pds-parto.

Estudos ainda demonstraram que a cauteriza¢do do foliculo dominante (KO et
al., 1991) ou a sua ablagdo guiada por ultra-sonografia (BERFELT et al., 1994; BO et
al., 1995) anula os efeitos de dominéncia, levando a uma descarga de FSH e induzindo a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em aproximadamente 2 dias
(BERFELT et al., 1994).
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Todavia, B et al. (2003) concluiram que apesar da eficiéncia desta técnica na
sincronizagdo da emergéncia folicular, € um meétodo que apresenta alto grau de

dificuldade de aplicacdo a campo, sendo pouco utilizada.

Controle da fase luteinica/progesterénica

Os primeiros trabalhos relatando a manipulacdo da fase luteinica surgiram na
década de 20 quando cobaias submetidas a histerectomia, durante a fase luteal,
apresentavam persisténcia do corpo lUteo, sendo os principais aspectos observados
nestes individuos, a inibicdo da ovulacdo e manutencdo do epitélio vaginal em um
estagio secretorio equivalente ao periodo de gestacdo (ROWLANDS e SHORT, 1959).

Posteriormente, conhecendo os efeitos de vasoconstricdo da prostaglandina e
que estava presente em abundancia no tecido uterino, Pharriss e Wyngarden (1969)
propuseram-na como um agente potencialmente envolvido com a regressdo do corpo
luteo.

Desta forma, a PGF2a se consolidou como o tratamento mais empregado na
sincronizacdo de estro em bovinos (ODDE, 1990). No entanto, existem algumas
limitacbes em seu emprego, pois 0 sucesso do tratamento depende da presenca de um
corpo luteo, ja que a acdo da luteolisina é provocar a regressao morfolégica e funcional
dessa estrutura, porém, a resposta a administragdo de PGF2a também ¢ influenciada
pela sua maturidade, logo, tratamentos realizados no inicio ou final do ciclo estral ndo
induzem efetivamente a lutedlise (WILTBANK, 2000). Para Odde (1990), a
responsividade do corpo liteo a PGF2a inicia-se no quinto dia do ciclo estral, aumenta
até 0 12° dia e permanece em fase de plat6 até o 17° dia; a partir deste momento, inicia-
se a regressdo esponténea causada pela liberagdo enddgena deste horménio.

Outra limitacdo é a grande variabilidade no periodo de manifestacdo do estro em
fémeas submetidas ao tratamento com PGF2a. Somente a partir do conhecimento dos
fatores associados a esta variacdo, foi possivel a inclusdo deste horménio nos atuais
protocolos para IATF. Sendo assim, Macmillan e Henderson (1984), ao administrarem
0,5 mg de PGF2a nos dias 6, 10 e 16 do ciclo estral (considerando a observagdo de cio
como dia zero), observaram que o tempo médio de retorno ao estro foi de,

respectivamente, 3,7; 4,9 e 3,4 dias. Esta taxa de retorno apresentou uma grande
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variabilidade: cerca de 70% dos animais tratados nos dias 6 e 16 apresentaram cio entre
48 a 72h apds o tratamento, e menos de 30% dos animais tratados no dia 10 retornaram
ao cio entre os dias 4 e 5 pos tratamento. Estes resultados mostraram claramente que a
inducdo da lutedlise ndo resultou em sincronizacdo do estro ou das ovulaces,
permanecendo a observacdo de cio um componente necessario nos protocolos.
Adicionalmente a resposta ao tratamento parecia ser fortemente influenciada pelo
estadio do ciclo estral.

Estas observacbes foram mais bem compreendidas a partir do trabalho de
Kastelic et al. (1990). Os autores observaram que novilhas tratadas com 25 mg de
PGF2a, quando apresentavam foliculos em fase final de crescimento ou no inicio da
fase estatica, retornavam ao estro 48 a 60 horas ap6s o tratamento. Animais que
apresentavam foliculos cujo processo de atresia ja havia iniciado, exibiam estro cinco a
sete dias depois da aplicacdo da prostaglandina, a este intervalo prolongado de retorno
ao estro foi atribuido ao tempo requerido para o foliculo originado da nova onda,
crescer e desenvolver-se até um estagio pré-ovulatorio.

Diante destes resultados e conhecendo os efeitos do GnRH e seus analogos sobre
a dinamica folicular, reportados por Macmillan e Thatcher (1991), diversos protocolos
passaram a ser empregados em programas de sincronizacdo de estro combinando a acao
da prostaglandina e do GnRH. Nesse sentido, a emprego do GnRH objetiva sincronizar
a luteinizacéo folicular para que a utilizacdo da PGF2a ocorra na presenca de um corpo
liteo responsivo a sua acao luteolitica.

Twagiramungu et al. (1992) avaliaram os efeitos de 8 ug de buserelina aplicados
6 dias antes de uma injecdo de 500 pg prostaglandina, em um programa de inseminagédo
artificial. As fémeas tiveram seu estro controlado do dia O (inicio do tratamento) ao dia
10, sendo inseminadas 12h apds a manifestacdo do cio. Durante o experimento, 0
numero de vacas em estro, taxas de concepcao e prenhez foram idénticas em relagéo ao
grupo controle (apenas prostaglandina). A proporcao de fémeas exibindo estro entre 0s
dias O e 6 foi inferior em relacdo ao grupo controle (GnRH: 4,2%; controle: 34,6%), no
entanto, a taxa de sincronizacédo foi superior apds o dia 6 para 0s animais tratados com
GnRH (83,3% para os animais do tratamento e 50,0% para 0s animais controle).

Através destes resultados, os pesquisadores sugeriram que o pré-tratamento com um
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analogo do GnRH para sincronizar a onda folicular e induzir a formacdo de um corpo
luteo, minimizavam a variabilidade das respostas ao tratamento com a prostaglandina.

Posteriormente, Pursley et al. (1995) propuseram um esquema hormonal que
tornou-se conhecido pelo nome de Ovsynch. No modelo apresentado, um grupo de
animais foram submetidos a aplicacdo do GnRH em um estédio aleatério do ciclo, com
a finalidade de promover a luteiniza¢do do foliculo dominante e recrutamento de uma
nova onda folicular. Se decorrente deste tratamento houvesse a formacdo de um corpo
luteo funcional, ficava estabelecida a fase de diestro, permitindo o desenvolvimento do
foliculo selecionado. Desta forma, o término da fase lUtea era realizado pela aplicacéo
de uma dose de prostaglandina 7 dias apds o primeiro tratamento (GnRH) e esperava-se
que neste intervalo, o foliculo ja tivesse ultrapassado a fase de divergéncia. Nas 48h
seguintes, uma segunda dose de GnRH era empregada com a finalidade de promover a
ovulacéo do foliculo dominante.

Da mesma forma que a utilizacdo do GnRH se faz eficiente em promover a
ovulagdo e induzir a formacdo de um corpo lGteo, a utilizacdo de
progesterona/progestagenos sao empregadas para simular a fase luteinica. Neste caso,
segundo Bo et al. (2002) e Baruselli, et al. (2006), o tratamento padrdo consiste na
inser¢do de um dispositivo impregnado de P4 e administracdo de estradiol (considerado
dia zero), utilizados com a finalidade de induzir a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular e controlar o seu crescimento até o estadio pré-ovulatorio. Devido
as limitacdes de alguns ésteres de estradiol em promover a regressao do corpo luteo, sdo
utilizados a prostaglandina junto com a remocao do dispositivo de P4 no dia 7, 8 ou 9,
para assegurar a lute6lise, caso haja um corpo luteo presente e finalizar a fase luteinica

de forma sincronizada.

Inducéo sincronizada da ovulagéo

O conhecimento e a precisdio do momento das ovulacbes & um evento
determinante sobre os resultados de fertilidade em programas de IATF (PURSLEY et
al., 1995; CIPRIANO et al., 2011). Diversos estudos tém demonstrado que o tempo para
realizacdo das inseminacOes artificiais deve estar em consonancia com a previsdo das
ovulagdes (ROELOFS et al., 2006; AYRES et al., 2008), desta maneira, pensando em
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sincronizar os eventos envolvidos com 0s mecanismos ovulatdrios, sdo empregados
indutores hormonais.

Segundo Driancourt (2001), a utilizacdo do GnRH e E2 estd entre as
possibilidades disponiveis para se induzir as ovulacGes, estes hormdnios passam a
estimular a secrecdo e liberacdo do LH, fazendo ovular os foliculos LH-dependentes.
Hafez e Hafez (2004) afirmaram que substancias que atuam diretamente sobre o
processo ovulatorio como o LH, ou hormonios cuja estrutura permitam interagir com
seus receptores (gonadotrofinas), também sdo alternativas para estimular as ovulagdes.

Ferreira (2010) resumiu a utilizagdo dos hormonios que estimulam a liberagéo
do LH baseado em seus respectivos mecanismo de agdo: O fato do GnRH estimular
diretamente o pico de LH faz com que sua aplicacao seja realizada mais tardiamente nos
protocolos (dois dias ap6s o término da fase progesterdnica). Os E2 por sua vez,
precisam estimular a liberacdo de GnRH a nivel hipotalamico, para entdo induzir o pico
de LH, o que certamente exige maior tempo e por isso sua aplicacdo deve ser antecipada
em um dia ou dois dias.

Diante do exposto, quando o GnRH foi aplicado 48h ap6s a administracdo da
prostaglandina no protocolo denominado Ovsynch, Pursley et al. (1995) observaram que
as ovulacdes ocorriam em média 32h depois. Posteriormente, seus resultados foram
confirmados por Bodensteiner et al. (1996) (32,0+0,0), Barros et al. (2000) (31,7+1,8) e
Fernandes et al. (2001) (32,8+1,6h). Baruselli et al. (2003) encontraram valores
semelhantes aos autores acima (28,5+9,6h), entretanto, o grupo que ndo recebeu GnRH
como indutor, apresentou ovulacdes mais dispersas (24,6+21,8h), salientando a
necessidade de agentes que sincronizem as ovulagdes em programas onde se planeja a
IATF.

Quando administrado na auséncia da P4, os E2 sdo capazes de estimular a
liberagdo de GnRH/LH e promover a ovulacdo do foliculo dominante (HAFEZ e
HAFEZ, 2004). Para Crepaldi (2009), esta caracteristica fez com que uma variedade de
compostos sintéticos com atividade similar aos esteroides naturais fossem sintetizados,
e atualmente seu uso tém sido frequentemente associado a programas reprodutivos.
Nesse sentido, 0s E2 mais utilizados como indutores da ovulagdo sdo o 17p-estradiol, o
BE, 0 CE e 0 VE (SOUZA et al., 2005).
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Souza (2008) salientou que diferengas relacionadas com a estrutura e polaridade
molecular entre os ésteres de estradiol resultam em diferentes padrfes de liberacdo da
molécula biologicamente ativa, o estradiol-17p. Ainda segundo este autor, a quantidade
de estradiol-17p disponivel nestes ésteres pode determinar a acdo farmacoldgica destes
compostos sobre o desenvolvimento folicular e o surgimento do pico pré-ovulatorio de
LH.

Sendo assim, a administracdo de BE induz a ocorréncia de pico de LH entre 16 a
24 horas e a ovulacéo sincronizada entre 44 e 45 horas apds o tratamento (HANLON et
al., 1997; SALES et al., 2012). O CE, quando administrado no momento da retirada do
dispositivo intravaginal, induz o pico de LH entre 45 a 49 horas e a ovulagdo entre 67 a
70 horas ap06s o tratamento (SALES et al., 2012). Dessa forma, o intervalo entre a
retirada da fonte de P4 e a ovulacdo é semelhante entre o protocolo que administra CE
no momento ou BE 24 horas apés a retirada do dispositivo de P4 (ANDRADE et al.,
2012).

Fertilizag&o e desenvolvimento embrionério em bovinos

As espécies domésticas diferem quanto ao local de deposi¢cdo de sémen no trato
reprodutivo feminino durante a copula. Em bovinos na monta natural, uma grande
quantidade de espermatozoides é ejaculado na porcdo cranial da vagina (HAFEZ e
HAZEZ, 2004). Entretanto, a utilizacdo da IA permite a deposicdo do sémen
diretamente no Utero, ultrapassando a cérvix e possibilitando o uso de um nimero
reduzido de espermatozoides (GONCALVES, 2002).

ApoOs a inseminacdo, o sémen é exposto a uma série de ambientes distintos que
alteram significativamente o nimero e a funcdo espermatica, tendo uma grande perda
pelo transporte retrogrado (MULLINS e SAACKE, 1989). Os espermatozoides viaveis
que sdo retidos no trato genital feminino devem atravessar o Utero, passar para a tuba
uterina pela jungdo Utero-tubérica, interagir com o seu epitélio e sofrer capacitacéo antes
de poder fertilizar o odcito (BERGER, 1996).

Em fémeas bovinas, ao inicio do estro, altas concentra¢des de LH desencadeadas

pelas elevadas concentragdes circulantes de E2 induzem o reinicio da meiose no odcito
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e iniciam uma sequéncia de eventos que levam a ovulacdo (SENGER, 2003). Quando o
foliculo se rompe, o odcito rodeado por células do cumulus é liberado na cavidade
peritoneal e capturado pelas células epiteliais ciliadas do infundibulo. O odcito é entdo
transportado através da ampola para a juncao istmo-ampolar, onde ocorre a fertilizacéo
(SARTORI e DODE, 2008).

Diversos estudos tém relatado uma alta taxa de fertilizacdo ap6s IA de novilhas
ou vacas de corte, através de estruturas colhidas da tuba uterina ou do (tero,
independente de idade ou raca (ROCHE et al., 1981; BREUEL et al., 1993; AHMAD et
al.,, 1995; DUNNE et al.,, 2000). De acordo com Diskin et al. (2011) a taxa de
fertilizacdo de novilhas e vacas de corte ou vacas de leite de produ¢do moderada excede
90%, ja vacas de leite de alta producédo apresentam taxas menores e com mais variacoes.

Em revisao efetuada por Santos et al. (2004) € citada uma média de 88,0% de
fertilizagdo (75-100%) em rebanhos leiteiros, enquanto Robinson et al. (2008) citam alta
taxa de fertilizacdo (90-95%) em condi¢des favoraveis como, sémen de boa qualidade,
correta inseminacdo e apropriada deteccdo do cio em bovinos leiteiros. Contudo,
resultados inferiores de taxa de fertilizacdo foram observados em circunstancias
especificas. Almeida (1995) observou em vacas leiteiras repetidoras de servigo (repeat-
breeders) taxa de fertilizagdo de 62 e 72% e Sartori et al. (2002) encontraram em vacas
de leite de alta producdo em lactagdo taxa de fertilizagdo variando de acordo com a
estacao do ano, com 55% no verao e 87,8% no inverno.

Apbs a fertilizacdo, o zigoto passa por uma série de divisdes celulares
(clivagem) e permanece na tuba uterina até o dia 3 ou 4, quando entdo entra no Utero
(HAFEZ e HAFEZ, 2004). Diversos estagios do desenvolvimento embrionario inicial
sdo importantes para o crescimento e sobrevivéncia do embrido. O embrido move-se da
tuba uterina para o Utero no estagio de oito a 16 células (GREALY et al., 1996).

Com cinco a seis dias de idade o embrido atinge o estagio de 16 a 32 células e
estas células comecam a se juntar para formar uma esfera compacta denominada
morula. A compactagdo celular e as jungOes intercelulares representam o primeiro
estagio critico em que o embrido comeca a atuar como um organismo individual. Nos
dias sete ou oito, uma cavidade se forma e as células do blastocisto inicial diferenciam-
se em massa celular interna, destinada a formar o feto, e trofoblasto, destinado a formar
0s anexos placentarios (PRESTES e ALVARENGA, 2006).
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Entre os dias nove e dez, o blastocisto expandido eclode da zona pellcida e
continua a se expandir antes de comegar a alongar por volta do dia 13. O alongamento
ocorre ao redor do momento do reconhecimento materno da gestacdo e é acompanhado
por um aumento na atividade metabdlica e secrecdo de IFN-t (MANN e LAMMING.,
1999; THATCHER et al., 2001). Contudo, o alongamento caracteristico do concepto
antes da implantagdo é dependente das secre¢des do Utero. Este alongamento ndo ocorre
in vitro (FLECHON et al., 1986) e ndo ocorre in vivo na auséncia das glandulas uterinas
(GRAY et al., 2002; SPENCER e GRAY, 2006). Varios autores tém tentado induzir o
alongamento in vitro pelo crescimento de blastocistos em espacos confinados
(BRANDAO et al., 2004; ZHAO et al., 2015), mas a medida que a expansdo lateral
ocorre, 0s eventos da forma como ocorrem in vivo ndo sdo reproduzidos, evidenciando a
necessidade da exposicao ao ambiente uterino para o alongamento do concepto.

A fixacdo do embrido ao endométrio comecga aproximadamente no dia 19
estando a implantagdo embrionéaria completa por volta do 42° dia de gestacdo. A
sobrevivéncia embrionaria e o estabelecimento da gestacdo envolve comunicacdo ativa
e passiva com o Utero, um Otimo dialogo entre o embrido em desenvolvimento e sua
mde € essencial para o sucesso do reconhecimento gestacional e a manutencdo da
prenhez durante o periodo critico de peri-implantacdo (HUE et al., 2012; SPENCER et
al., 2015).

A manutencdo do CL, como resultado dos sinais embrionarios para a mae,
garante a producdo continuada de P4, a qual é necessaria para preparar o endométrio
para implantacéo e nutricdo embrionaria. A presenca do embrido por volta do dia 16 do
ciclo inibe a sintese e liberagdo de PGF 2a do endométrio, prevenindo assim a lutedlise
e 0 consequente o declinio na producdo de P4 (MANN e LAMMING, 1999; SENGER,
2003).

Perdas embrionarias em bovinos

Embora falhas na fertilizacdo ap0s a inseminagcdo nao pareca ser um grande

problema para o estabelecimento da gestacdo em bovinos, a mortalidade embrionéria no

estagio inicial de desenvolvimento é apontada como a maior causa de problemas
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reprodutivos nestes animais e contribui negativamente com a eficiéncia reprodutiva e o
avanco genético dos rebanhos de corte e de leite, levando a perdas significativas
(HANSEN, 2002; PEREIRA et al., 2015). De acordo com Ferreira (2010) o termo
morte ou perdas embrionarias deve ser utilizado em casos de perdas gestacionais
ocorridas da concepgdo até o 45° dia de gestacdo, sendo denominada mortalidade
embrionéria precoce quando anterior a 24 dias e mortalidade embrionéria tardia quando
entre 24 a 45 dias de gestacdo.

Com visto anteriormente, o processo de fertilizacdo, em condi¢cbes favoraveis,
gera indices em torno de 90% (ROBINSON et al., 2008; DISKIN et al., 2011), ja as
perdas embriondarias em bovinos tem alcangado 29 a 39%, com maior incidéncia entre
os dias oito e dezesseis ap0s a inseminacdo ou cobertura e com numeros ainda maiores
em bovinos selecionados para a producéo de leite (DUNNE et al., 2000).

Muitos trabalhos foram realizados sobre perda embriondria em bovinos ha
muitos anos atrds (BOYD et al., 1969; AYALON et al., 1978; DISKIN e SREENAN,
1980; ROCHE et al., 1981; MAURER e CHENAULT, 1983). As condutas utilizadas
para estd avaliacdo tém sido abater animais em intervalos especificos apds a
inseminagdo e colher embriGes da tuba uterina ou Gtero, e mais recentemente, colher
embrides in vivo do Gtero utilizando-se lavados uterinos (SARTORI e DODE, 2008).

Diversos fatores que podem estar envolvidos com a mortalidade embrionaria em
bovinos, sdo causados por doencas infecciosas (BEARDEN e FUQUAY, 2000;
VANROOSE et al., 2000), ou infec¢des localizadas e restritas a 6rgaos especificos tais
como utero (NAKAO et al., 1992; LOEFFLER et al., 1999) ou glandula maméria
(MOORE et al., 1991; SANTOS et al., 2004).

Causas néo infecciosa, entretanto, provavelmente contribuem para a maioria das
perdas (THATCHER et al., 1994; VANROOSE et al., 2000). Algumas dessas causas
sdo anormalidades cromossomicas, fatores externos (estresse, produtos toxicos,
teratogénicos ou abortivos, e nutricdo) e fatores maternos (desbalan¢os hormonais,
lactacdo e idade). Aspectos técnicos ou relacionados a anatomia e fisiologia que estéo
associados a fertilidade reduzida em bovinos também foram estudados e incluem:
ambiente tubarico e/ou uterino inapropriados (WIEBOLD, 1988; BINELLI et al., 1999)
e fertilidade ovocitaria reduzida devido a anormalidades foliculares (EICKER et al.,
1996).
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Recentemente, Wiltbank et al. (2016) descreveram os periodos cruciais para a
perda da prenhez durante o primeiro trimestre de gestagdo em bovinos. Do Dia 8 ao 27,
concomitante com o alongamento embrionario e o reconhecimento materno da gestacéo,
as perdas médias sdo de aproximadamente 30%. Do Dia 28 ao 60, as perdas séo de
aproximadamente 12%, enquanto que, durante o terceiro més de gestacdo, as perdas
gestacionais sdo reduzidas (aproximadamente 2%), mas podem ser elevadas em
algumas vacas, particularmente naquelas que carregam gémeos no mMesmo Ccorno
uterino.

Essas perdas na fase inicial da gestacéo, ocorridas devido a problemas inerentes
ao préprio embrido ou ao ambiente uterino, estdo relacionadas, em sua grande maioria, &
ocorréncia de problemas de sinalizacdo concepto-maternal (SPENCER et al., 2004).
Estudos realizados por Thatcher et al. (2001) mostraram mais de 40% de mortalidade
embrionaria entre o oitavo e 17° dia de gestacdo, coincidindo com o periodo em que o
embrido necessita inibir a secre¢do de PGF 20, apontando a mortalidade embrionaria
precoce como a principal responsavel por perdas reprodutivas em bovinos.

Isto por que o periodo embrionario é considerado um dos principais desafios
bioldgicos para o estabelecimento da prenhez durante este periodo ocorre complexas
interacOes entre 0 ovario, o endométrio e o embrido, necessarias para que a gestacao se

estabeleca e o concepto permaneca viavel (GOFF, 2002).

Reconhecimento materno da gestagdo

O CL pode ser descrito como uma glandula temporaria, formada a partir da
ovulacdo de um foliculo, tendo como principal secrecdo a P4, um esterdide necessario
tanto para a ciclicidade ovariana quanto para o estabelecimento e manutencdo da
gestacdo na maioria dos mamiferos (MCCRACKEN et al., 1999). Sua manutencao €
necessaria para garantir a producdo continuada de P4 e consequentemente, preparar 0
endométrio para implantacdo e nutricdo embrionaria (BAZER et al., 2011).

O papel do utero na determinacdo do tempo de vida do CL foi primeiramente
demonstrado em cobaias, mostrando que o mesmo foi mantido apds a histerectomia

(LOEB, 1927). Em ruminantes, uma demonstracdo clara do papel do dtero na
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manutencdo ou regressdo desta glandula temporaria foi publicada em 1956 usando a
histerectomia em ovinos e bovinos (WILTBANK e CASIDA, 1956). Os ovinos e
bovinos que tiveram remocdo completa do Gtero ndo retornaram ao cio e a vida util do
CL foi prolongada.

Curiosamente, quando parte do Utero (ipsilateral ao CL) permaneceu apds a
histerectomia, ocorreu a sua regresséo e 0s animais voltaram ao estro. Logo se percebeu
que a luteolisina derivada do Utero responsavel pela regressdo foi capaz de chegar ao CL
ipsilateral através de um caminho de transferéncia local veno-arterial. A artéria ovariana
em ruminantes é extremamente enovelada e em estreita justaposicdo a veia uterina,
permitindo assim a transferéncia desta luteolisina uterina para a artéria ovariana
(GINTHER e DELCAMPO, 1974).

A possibilidade de que a PGF 2a fosse a responsavel pelos efeitos luteoliticos
foi sugerida em 1965, em um workshop reprodutivo e comprovada posteriormente com
sua utilizacdo levando a lutedlise em ratos e ovinos (GUTKNECHT et al., 1969;
MCCRACKEN, 1971). Atualmente diversas evidéncias demonstram convincentemente
sua acdo luteolitica em ruminantes (WILTBANK et al., 2016).

Dessa forma, a lutedlise pode ser definida como o processo responsavel pela lise
do CL, resultando em sua destruicdo funcional e estrutural, sendo causada pela secre¢édo
pulsatil episddica uterina de PGF 2a, que age localmente no CL, onde chega por um
mecanismo de circulacdo contracorrente (da veia Utero-ovéarica direto para a artéria
ovariana). A regressao luteal em cada ciclo estral propicia o desenvolvimento final e a
maturacdo de um novo foliculo e sua ovulagdo, criando uma nova oportunidade de
concepcao (SENGER, 2003; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Em bovinos, a lutedlise ocorre entre os dias 15 a 18 do ciclo estral, ou seja, um a
trés dias antes do fim da fase luteal e € caracterizado por mudancas funcionais e
estruturais das células esteroidogénicas e nao esteroidogénicas do CL, conduzindo a
uma gradual involucdo do mesmo, até formar uma pequena cicatriz composta de tecido
conectivo e colageno, conhecida como corpus albincans, que persiste no ovario por
varias semanas (FERREIRA, 2010).

Sendo assim, em fémeas ndo fertilizadas ou com o concepto (embrido e
membranas associadas) incapaz de bloquear a lutedlise ocorre a regressao funcional e

estrutural do CL, determinando o inicio de um novo ciclo estral. Entretanto, para a
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ocorréncia de uma gestacdo, deve ser estabelecido um dialogo bioquimico eficiente
entre o concepto e a unidade materna no microambiente uterino, o qual deve resultar no
bloqueio da lutedlise, na manutencdo da secrecdo de progesterona pelo CL e na
consequente manutencao da gestacdo (MARQUES et al., 2007). Esse processo, onde o
concepto sinaliza a sua presenca para a mde por meio de mecanismos bioguimicos,
morfolégicos e fisioldgicos, é definido por reconhecimento materno da gestagdo
(ANTONIAZZI et al., 2011).

Durante este processo, células mononucelares do trofoblasto do concepto
secretam uma proteina denominada IFN-t entre os dias 10 e 21-25 (SPENCER et al.,
2004), a qual apresenta atividade antiviral, inibe a proliferacéo celular, regula as células
do sistema imune e ativa fatores de transcricdo induzindo a expressdo de genes
(BINELLI et al., 2001).

No inicio da década de 80, essa proteina secretada pelo concepto ovino e que
expressava caracteristicas antiluteoliticas foi purificada. Inicialmente foi chamada de
proteina X e posteriormente definida como trofoblastina ovina (TP-1) e foi o principal
produto de conceptos ovinos em cultura entre os dias dez e 12 de gestacdo (GODKIN et
al., 1982). Em experimentos posteriores foi sequenciada e renomeada como proteina
interferon — tau ou IFN-t, tendo a sua funcédo antiluteolitica comprovada e associada ao
reconhecimento materno da gestacdo (ROBERTS et al.,1989; ROBERTS et al., 2008).

Em ruminantes a fase de reconhecimento materno da gestacéo ocorre entre o 12°
e 0 26° dia quando incide a secre¢do de IFN-t, com pico entre os dias 15 e 16 (FARIN
et al., 1989; ROBERTS, 1996). Nesta fase ha o alongamento do embrido, que coincide
com sua maxima producdo (ZARCO et al., 1988). O IFN-t, classificado como
interferon do tipo | e secretado em grandes quantidades pelas células trofoblasticas dos
ruminantes antes da implantacdo tem como principal funcdo evitar o retorno a
ciclicidade, preservando o funcionamento do corpo luteo durante a gestagdo (GRAY et
al., 2002; ROBERTS et al., 2008). Possui um efeito paracrino no Utero, inibindo a
expressao dos receptores de estrégeno e de ocitocina no epitélio luminal do endométrio,
evitando assim a liberagdo de PGF2a, hormonio responsavel pela lutedlise (SPENCER
e BAZER, 1996).

O IFN-t também tem o papel de estimular a producéo de prostaglandina E2, (um

agente luteotréfico), e de aumentar a producdo de diversas proteinas secretorias de
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origem uterina, que podem estar envolvidas na manutencdo da viabilidade do concepto.
Essa expressdo de IFN-t termina com a implantagéo, pois o contato do trofoblasto com
0 endomeétrio inibe a sua producdo (NAGAOKA et al., 2003). Dentre os varios fatores
que interferem na comunicacdo materno-fetal, a P4 é apontada como o principal
horménio que controla o processo de reconhecimento materno (MANN e LAMMING,
1999).

Importancia da progesterona para a sobrevivéncia do concepto

A P4 é um hormonio esteroide, lipossoluvel e derivado do colesterol sintetizado
no ovario pelo CL, na placenta e na cértex da glandula adrenal. Como a maioria dos
hormdnios esteroides presente no sangue esta ligado a proteinas como a globulina, uma
importante proteina transportadora. Além dos efeitos hormonais, ela atua como
precursora dos estrogénios, androgénios e esteroides do cértex da glandula adrenal
(SWENSON e REECE, 1996; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Sua producdo no CL é realizada pelas pequenas células luteais (SLC) e
principalmente, pelas grandes células luteais (LLC) (RIGOGLIO et al., 2013). Para isso,
as células luteais captam na corrente sanguinea o colesterol nas formas de lipoproteinas
de alta densidade (HDL), baixa densidade (LDL) e dos ésteres de colesterol (HWANG e
MENON, 1983). Quando o colesterol adentra as células luteais, a enzima P450scc o
converte em pregnenolona, que ao sofrer agdo da enzima 3B-HSD é convertida em P4
(NISWENDER et al., 2000).

A P4 induz a diferenciagdo do estroma uterino, estimula as secrecGes das
glandulas endometriais, 0 acimulo de vacuolos basais no epitélio glandular e modifica o
padréo de secrecdo de proteinas pelas células endometriais, proporcionando o ambiente
uterino apropriado para o desenvolvimento inicial do embrido (NISWENDER, 2002).
Dessa forma, atua na manutencdo da gestacdo, possibilitando a quiescéncia da
contratilidade uterina e estimulando as glandulas endometriais a produzirem secrecoes
histotréficas (leite uterino), consideradas a fonte de nutrientes disponiveis para o
concepto até a placentacdo (LONERGAN et al., 2013).
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Em bovinos, os niveis plasméaticos de P4 variam de acordo com o
desenvolvimento, a manutencao e a regressao do corpo luteo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).
MANN e LAMMING (2001) detectaram que o desenvolvimento embrionario é
prejudicado quando ha baixa exposicdo de P4 apds a concepcdo. Consequentemente,
houve pouca liberagdo de IFN-t e ocorreu transcrigdo de receptores de ocitocina no
epitélio luminal do endométrio, liberando PGF2a. Estudos realizados em fémeas
bovinas por DISKIN e MORRIS (2008) detectaram correlacdo positiva entre a elevada
concentracdo de P4 pos-concepgdo até o dia 7 e o aumento no alongamento do
concepto.

De acordo com Kenyon et al. (2013), um aumento mais rapido na concentracdo
de P4 durante o metaestro e inicio do diestro esta associado com o estabelecimento da
gestacdo apos a transferéncia de embrides, 0 que sugere que a concentracdo de P4 tem
um efeito indireto sobre o desenvolvimento do embrido através da modulacdo do
ambiente uterino e secre¢do de histotrofica.

Lonergam et al. (2007) compararam o desenvolvimento embrionario oriundo de
receptoras com altas concentracfes de P4, promovidas pela superovulacdo neste grupo,
e de receptoras com um Unico CL. Embries inovulados no dia 07 e colhidos 6 dias
apos a transferéncia, foram significativamente maiores no grupo com altos niveis de P4,
obtendo 4rea de 3,6mm? nos embrides oriundos de receptoras superovuladas e 1,6mm?
para embriBes colhidos das receptoras com ovulacdo simples.

Ao coletar embrides de 16 dias, em novilhas suplementadas com P4 apés a IA,
Carter et al. (2008) observaram um incremento no crescimento embrionario, medindo
14,06 +1,18 vs 5,97+1,18cm para embrides oriundos de novilhas com alta concentragao
de P4 e novilhas ndo suplementadas, respectivamente. Os autores também observaram
que essa suplementacdo sO elevou a concentracdo sanguinea de P4 no grupo
suplementado e mesmo com niveis diferentes de P4 no momento da transferéncia, 0s
trés dias em que a P4 foi maior no grupo suplementado possibilitou um melhor
ambiente uterino que resultou em maiores embrides.

Com as evidéncias da importancia da P4 sobre o desenvolvimento embrionario e
manutencdo da gestacdo, varios estudos comprovaram a correlacdo positiva entre
concentracdo de P4 e taxa de concepcdo, observando um maior nimero de prenhez nos

animais com maiores concentracdes deste horménio, seja adquirida de maneira exégena
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(implantes de liberacdo lenta; P4 injetavel de longa duracdo) ou utilizando hormonios
como hCG ou GnRH que possibilitam elevagdo na sua producdo pela inducdo da
ovulacdo e emergéncia de CL acessorio (LARSON et al., 2007; NASCIMENTO et al.,
2013; LOIOLA et al., 2014; PUGLIESI et al., 2015).

Neste sentido, ferramentas que possibilitem uma maior concentracdo sérica de
P4 no periodo inicial de gestagdo, podem contribuir para melhores resultados nos
programadas de IATF, por propiciar menor taxa de mortalidade embrionaria
(PUGLIESI et al., 2016).

Acetato de Melengestrol (MGA)

O Acetato de Melengestrol  (6a-methyl-6-dehydro-16-methylene-17-
acetoxyprogesterone, MGA) é um esteroide progestacional sintético de atividade oral,
desenvolvido em 1962, a partir da adi¢cdo de um radical metil a medroxiprogesterona
(MAP). Foi usado inicialmente em confinamentos de novilhas como promotor de
crescimento, aumentando a eficiéncia e ganho de peso dos animais (O’BRIEN et al.,
1968).

Devido a sua agdo semelhante a P4 foi bastante utilizado objetivando a
manutencgéo da gestacdo em fémeas bovinas. Zimbelman e Smith (1966) avaliaram essa
caracteristica em novilhas leiteiras ovariectomizadas bilateralmente aos 56 dias de
gestacdo, onde o MGA na dose de 4mg/dia foi eficiente em manter a gestacdo em 86%
dos animais suplementados até os 270 dias de gestacao.

Imwalle et al. (1998) avaliaram o efeito do tratamento com MGA por oito dias
sobre a liberacdo de LH, crescimento folicular e inducdo da puberdade de novilhas pre-
pUberes. Os animais tiveram as concentra¢fes de P4 e morfologia ovariana monitorada
durante 14 dias apds o tratamento. De acordo com esses autores 0s animais tratados com
MGA tiveram aumento nos pulsos de LH e todas as novilhas se tornaram puberes ao
término do tratamento, enquanto no grupo controle ndo houve mudanca na liberagdo do
LH e na inducdo da puberdade durante o periodo analisado.

As principais vantagens de se utilizar MGA como fonte de P4, consistem em
facil administracdo do produto, onde o0s animais ndo precisam ser manipulados

individualmente e o custo é relativamente baixo, quando comparado com outros
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progestagenos (PEREZ, 2005). Essas caracteristicas chamam a atencdo para a utilizacdo
deste farmaco apds a inseminacdo, como estratégia para melhorar os niveis séricos de
P4, melhorar o ambiente uterino e consequentemente diminuir as perdas embrionarias,
incrementando os indices destes animais em protocolos de IATF (SILVA JUNIOR et
al., 2014). Entretanto, a literatura ainda € escassa em relacdo a sua utilizacdo para este
propasito.
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OBJETIVOS

CAPITULO 1 - Marcadores associados a fertilidade de fémeas bovinas da raga

Nelore em programas de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

Avaliar a relacéo entre a presenca ou ndo de CL no inicio do protocolo e a taxa
de concepcao de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF;

Verificar o efeito do indice de escore corporal (IEC) sobre a taxa de concepc¢éo
de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um protocolo de sincronizacéo
da ovulagéo para IATF;

Verificar a taxa de concepcdo de fémeas bovinas da raca Nelore que
expressaram ou ndo o estro entre a retirada do dispositivo intravaginal de P4 e a
IATF;

Verificar a taxa de concepcdo, de acordo com o diametro do foliculo pre-
ovulatério no momento da inseminacdo de fémeas bovinas da raca Nelore

submetidas a um protocolo de sincronizagdo da ovulagéo para IATF.

CAPITULO 2 - Suplementacdo com uma fonte exdgena de progesterona apos

inseminagcdo como alternativa para incrementar a taxa de concepcédo de fémeas

bovinas da raca Nelore em programas de IATF.

Verificar o efeito da suplementacdo com progesterona ap6s IATF sobre a taxa de
concepgdo de fémeas bovinas da raca Nelore;

Avaliar o efeito da suplementagdo com progesterona apds IATF sobre a taxa de
concepgdo de fémeas bovinas da raca Nelore de acordo com a ciclicidade
ovariana durante o protocolo;

Avaliar o efeito da suplementacdo com progesterona apos IATF sobre a taxa de
concepcao das fémeas bovinas da raca Nelore de acordo com a expressdo do

estro;



31

Avaliar o efeito da suplementacdo com progesterona apds IATF sobre a taxa de
concepcao de fémeas bovinas da raca Nelore de acordo o diametro do foliculo

pré-ovulatorio no momento da inseminagéo.

HIPOTESES

CAPITULO 1 - Marcadores associados a fertilidade de fémeas bovinas da raca

Nelore em programas de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

Fémeas bovinas da raca Nelore que possuem CL no inicio do protocolo de
IATF apresentam melhores taxas de concepc¢do apds serem submetidas a um
protocolo de sincronizacao da ovulacdo para IATF;

Fémeas bovinas da raca Nelore com melhores condi¢des corporais tém maior
taxa de concepcdo apos IATF;

Fémeas bovinas da raca Nelore que expressam estro durante o protocolo de
sincronizacdo da ovulacao tém maior taxa de concepcado ap6s IATF;

Fémeas bovinas da raca Nelore que apresentam foliculo pré-ovulatério de maior
didmetro no momento da inseminacdo tém maiores taxas de concepcdo apés

serem submetidas a um protocolo de sincronizagéo da ovulagéo para IATF.

CAPITULO 2 - Suplementacdo com uma fonte exdgena de progesterona apos

inseminacdo como alternativa para incrementar a taxa de concepc¢do de fémeas

bovinas da raca Nelore em programas de IATF.

A suplementacdo com uma progesterona oral entre os dias 13 a 18 apos a IATF
melhora a taxa de concepgdo de fémeas zebuinas de corte;

O tratamento com progesterona oral entre os dias 13 a 18 ap0s as inseminacgdes
melhora a taxa de concepc¢éo, especialmente em animais que estdo em anestro no

inicio do protocolo de IATF;
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O tratamento com progesterona oral entre os dias 13 a 18 apds as inseminacgdes
melhora a taxa de concepcdo, especialmente em animais que nao apresentam
estro apds o protocolo de IATF;

O tratamento com progesterona oral entre os dias 13 a 18 ap0s as inseminacdes
melhora a taxa de concepcao, especialmente em animais que apresentam menor

foliculo pré-ovulatério no momento da IATF.
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CAPITULO 01

Marcadores associados a fertilidade de fémeas bovinas da raca Nelore em

programas de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
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Marcadores associados a fertilidade de fémeas bovinas da raca Nelore em

programas de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da presenca ou ndo de CL no inicio do protocolo,
indice de escore corporal (IEC), expressdo do estro e diametro do foliculo pré-
ovulatorio sobre a taxa de concepc¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a
um programa de IATF. Para tanto, 515 fémeas lactantes com 32 a 51 dias pds-parto
foram avaliadas e categorizadas em IEC <2,5 (n=56), 2,5 a 3,5 (n=176) e >3,5 (n=266).
Posteriormente, foram submetidas ao exame ginecoldgico, classificadas de acordo com
a presenca (C/CL — n=143) ou ndo de CL (S/CL — n=296) e ao seguinte protocolo de
sincronizagdo: em um dia aleatorio do ciclo estral (Dia -10) receberam um implante
intravaginal de progesterona (DIB®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) associado a 2mg de
Benzoato de Estradiol por via intramuscular (i.m.) (GONADIOL®, Zoetis, Sao Paulo,
Brasil). No dia -2 (D-2), foi removido o implante intravaginal e administrados 12,5mg
de Dinoprost Trometamina i.m. (LUTALYSE®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) seguido por
1,0mg de Cipionato de Estradiol i.m. (ECP®, Zoetis, S3o Paulo, Brasil) e 300Ul de eCG
i.m. (NOVORMON®, Zoetis, Sd0 Paulo, Brasil). Neste momento, os animais foram
pintados com bastdo marcador (RAIDEX®, GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha) na base
da cauda. No dia 0 (D0) os animais foram distribuidos em dois grupos de acordo com a
expressdao (C/ESTRO — n=247) ou ndo (S/ESTRO — n=105) do estro. Em seguida,
procedeu-se a mensuracdo do diametro do foliculo pré-ovulatério (DFOL) por
ultrassonografia transretal, a categorizagdo em DFOL<11 mm (n=174), 11 a 14 mm
(n=197) ou >14 mm (n=125) e realizou a inseminacdo artificial em todos os animais. O
diagnostico de gestacéo foi realizado por exame ultrassonografico 35 dias apés a IATF.
N&o houve efeito da presenca ou ndo de CL no inicio do protocolo (P=0,76) e do IEC
(P=0,411) nas taxas de concepcdo. Entretanto, os animais que expressaram estro entre a
retirada do implante intravaginal e a inseminacéo artificial tiveram maior (P<0,001)
taxa de concepcdo (59,51%) quando comparados aos animais que ndo expressaram estro

(39,05%). Assim como as fémeas que apresentaram DFOL entre 11 e 14mm e
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DFOL>14mm tiveram maiores (P=0,029) taxas de concepcdo (55,83% e 57,60%,
respectivamente) em relagdo aos animais com DFOL<11mm (44,83%). Os resultados
sugerem que, nas condicdes do presente estudo, o0 DFOL e a expressdo do estro foram
importantes marcadores de melhoria na fertilidade de fémeas bovinas da raca Nelore em

programas de IATF.

Palavras- chave: Concepcao, corpo luteo, diametro folicular, estro
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Factors associated with fertility of Nelore cows in artificial insemination programs at
fixed time (TAI)

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the presence or absence of CL at the
beginning of the protocol, body condition score (BCS), estrus expression and diameter
of the pre-ovulatory follicle on the conception rate of Nelore cows subjected to a TAI
program. Therefore, 515 lactating females from 32 to 51 days postpartum were
evaluated and categorized in BCS <2.5 (n=56), 2.5 to 3.5 (n=176) and > 3.5 (n=266).
Subsequently, they were subjected to gynecological examination, sorted according to
the presence (C/CL - n=143) or not of CL (S/CL - n=296) and subjected to the
following synchronization protocol: on a random day of the estrous cycle (Day -10) the
animals received an intravaginal progesterone implant (DIB®, Zoetis, Sdo Paulo,
Brazil) associated with 2mg of estradiol benzoate intramuscularly (im) (GONADIOL®,
Zoetis , S&o Paulo Brazil). On day 2 (D-2) the intravaginal transplant was removed and
12.5mg of Dinoprost Tromethamine was administered (i.m.) (Lutalyse®, Zoetis, Sdo
Paulo, Brazil), followed by 1.0mg of Estradiol Cypionate i.m. (ECP®, Zoetis, S&o
Paulo, Brazil) and 3001U of eCG i.m. (NOVORMON®, Zoetis, Sdo Paulo, Brazil). At
this point, the animals were painted with marker stick (RAIDEX®, GmbH, Dettingen /
Erms, Germany) at the base of the tail. On day 0 (DO) the animals were divided into two
groups according to the expression (W/ ESTRUS - n=247) or not ( W/O ESTRUS -
n=105) of estrus. Then proceeded to measure the of the preovulatory follicle diameter
(POFD) by transrectal ultrasound, categorize them into POFD <11mm (n=174), 11 to
14mm (n=197) or >14mm (n=125), and carried out artificial insemination in all animals.
The pregnancy diagnosis was performed by ultrasound examination 35 days after TAI.
There wasn’t effect related to the presence or absence of CL at the beginning of the
protocol (P=0.76) and BCS (P=0.411) in conception rates. However, animals that
express estrus between the intravaginal transplant withdraw and Artificial Insemination
had higher (P<0,001) pregnancy rate (59.51%) compared to animals that did not express
estrus (39.05%). As well as the females that had POFD between 11 and 14 mm and
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POFD >14 mm had higher (P=0.029) conception rates (55.83% and 57.60%,
respectively) compared to animals with POFD <11mm (44 , 83%). The results suggest
that under the conditions of this study, POFD and estrus expression were important

improvement indicators on the fertility of Nelore cows in TAI programs.

Key-words: Conception, Corpus luteum, follicular diameter, estrus
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INTRODUCAO

Diversas vantagens adaptativas, como a resisténcia climatica e a boa resposta as
gramineas tropicais, colocaram as ragas zebuinas como as de maior evidéncia em &reas
tropicais e subtropicais (SALES et al.,, 2011). O Brasil possui o maior rebanho
comercial do mundo, chegando a mais de 212 milhdes de animais, composto por cerca
de 80% de animais Bos taurus indicus (IBGE, 2015).

Técnicas como a inseminacdo artificial (IA) convencional trouxeram grandes
beneficios a pecuéaria de corte, porém, ainda ndo sdo largamente utilizadas
(BARREIROS et al., 2014). Para tanto, sdo apontadas algumas limitacbes como a
variacdo de ciclicidade, a observacao de estro constantemente, baixa taxa de servigo e
mé&o de obra desqualificada (SOUZA et al., 2016).

Os protocolos para a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) estdo bem
estabelecidos e sdo utilizados com praticidade no manejo reprodutivo da bovinocultura
de corte. Desta forma, a técnica que se baseia na sincronizacdo do estro/ovulacdo
transpds as barreiras da 1A convencional sendo aplicada em larga escala. Dentre as
vantagens, conseguiu-se melhorar o intervalo entre o parto e a concepgdo, garantindo
melhor eficiéncia reprodutiva, ganho genético e otimizacdo do manejo nas grandes
propriedades (MENEGHETTI et al., 2009; MARQUES et al., 2015; SALES et al.,
2015).

Um aspecto comum entre os protocolos utilizados em bovinos de corte esta
relacionado com a média dos resultados obtidos, aproximadamente 40-60% das fémeas
inseminadas concebem (LAMB et al., 2010). A estes indices sdo atribuidos fatores
como perdas embrionérias, categoria animal, indice de escore corporal (IEC), presenca
de corpo lateo (CL) no inicio do protocolo, manifestacdo de estro, localidade, racas e
tratamentos hormonais (BO et al., 2007; SA FILHO et al., 2009; LAMB et al., 2010).

Em vacas de corte, tanto a amamentacdo quanto o balango energético negativo
aumentam a duracdo do anestro, devido ao seu efeito negativo sobre a frequéncia de
pulsos de LH e desenvolvimento folicular, afetando os indices em programas de IATF
(WILTBANK et al., 2002).
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Outro fator relatado é o didmetro do foliculo pré-ovulatério ao fim dos
protocolos de IATF, tendo influéncia na ovulagéo e taxas de prenhez (PERRY et al.,
2007; SA FILHO et al., 2009). Esse mesmo pardmetro compara-se a manifestacio de
estro durante os protocolos, que alguns estudos mostraram elevar as chances de
concepcao em vacas lactantes de corte (RIBEIRO FILHO et al., 2012).

Trabalhos como o de Baruselli et al. (2004), relataram efeito da presenga de CL
no inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulacdo nas taxa de concepcdo de vacas
Nelore e mesticas de corte. Enquanto Sa Filho et al. (2010) observaram diferencas nas
taxas ovulacdo e de gestacdo de acordo com o tamanho do foliculo dominante no
momento da inseminag&o de fémeas zebuinas em programas de IATF.

Desta forma, a identificacdo dos fatores que influenciam na resposta aos
protocolos de sincronizacdo do estro/ovulacdo em vacas Nelore, principal raca criada no
Brasil, torna-se essencial para o desenvolvimento de novas estratégias que melhore os
indices reprodutivos em programas de IATF (SA FILHO et al., 2010).

Obijetivou-se avaliar no referido estudo o efeito da presenca de CL no inicio do
protocolo, IEC, expressdo do estro e diametro do foliculo pré-ovulatério sobre a taxa de
concepcdo de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo a base de progesterona e estradiol para IATF.

MATERIAL E METODOS

Local e animais experimentais

Este experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro de 2014, em
uma fazenda comercial na regido do recéncavo da Bahia, apresentando localizagédo
geografica de latitude 12° 21° 11”7 e longitude 38° 22’ 44>°. A regido apresenta
pluviosidade média anual de 1.400mm, esta inserida em uma area de clima tropical
umido com vegetacdo predominante de mata atlantica.

Foram utilizadas 515 fémeas da raca Nelore (Bos taurus indicus) lactantes, com
média para idade de 6,36 £ 3,10 anos, indice de escore corporal de 3,35 £ 0,35 (escala
delab5-AYRESetal., 2009) e 32 a 51 dias pds-parto. Os animais foram mantidos em
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piquetes com pastagem predominante de Brachiaria decumbens, com suplementagéo
mineral e 4gua ad libitum. A fazenda obedecia ao calendario sanitério oficial e todas as
fémeas foram imunizadas contra doencas da esfera reprodutiva. Dentre os animais
trabalhados, 17 perderam o implante intravaginal de P4 durante protocolo e foram

excluidas do experimento, permanecendo 498 animais.

Manejo reprodutivo e tratamento

Previamente ao inicio da sincronizagdo, esses animais foram submetidos ao
exame ginecoldgico com o auxilio da ultrassonografia transretal, utilizando-se um
transdutor linear com frequéncia de 6,0MHz (Mindray, DP 2200 VET, Séo Paulo,
Brasil), sendo consideradas aptas a participarem do experimento, fémeas que
apresentaram na avaliagdo auséncia de anormalidades no trato reprodutivo. Nesse
momento, as fémeas foram examinadas em relacdo ao status ovariano, presenca (C/CL)
ou ndo de CL (S/CL) no inicio do protocolo.

Os animais foram submetidos ao seguinte protocolo de sincronizagéo (Figura 1):
em um dia aleatério do ciclo estral (Dia -10) todos os animais receberam um dispositivo
intravaginal de P4 (DIB®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) associado a 2mg de Benzoato de
Estradiol por via intramuscular (i.m.) (GONADIOL®, Zoetis, S3o Paulo, Brasil). No dia
-2 (D-2), foi removido o dispositivo intravaginal de P4 e administrados 12,5mg de
Dinoprost Trometamina i.m. (LUTALYSE®, Zoetis, S&o Paulo, Brasil) seguido por
1,0mg de Cipionato de Estradiol i.m. (ECP®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 300U de eCG
i.m. (NOVORMON®, Zoetis, S30 Paulo, Brasil). No momento da remocgdo do
dispositivo intravaginal os animais foram pintados com bastdo marcador (RAIDEX®,
GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha) na base da cauda para detecc¢do do estro. No dia 0
(DO) foram realizadas as inseminacdes, 48 a 54h apds a remocdao do dispositivo de P4
utilizando sémen criopreservado de touros da raca Nelore com fertilidade previamente
comprovada. No momento da IATF, o sémen foi descongelado a 37°C por 30 segundos
e todos os procedimentos foram realizados por um mesmo técnico treinado e com

experiéncia comprovada.
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Figura 1 — Diagrama esquematico do desenho experimental

CE + eCG
+
BE PGF2au IATF
Y ¢
P4
D-10 D-2 DO D35
US + IEC PINTURA LEITURA US p/ DG
BASEDA ESTRO
CAUDA US DFOL

IEC= indice de Escore Corporal; US= Ultrassonografia; BE= Benzoato de estradiol; P4= Progesterona
oriunda do dispositivo; CE= Cipionato de estradiol; eCG= Gonadotrofina coridnica equina; PGF2a=
Prostaglandina F 2a; DFOL= Diametro do foliculo pré-ovulatério; DG= Diagnostico de gestacao.

Neste momento, previamente a realizacdo da IATF, foi realizada a mensuragédo
do diametro do foliculo pré-ovulatério (DFOL) por meio da ultrassonografia transretal,
utilizando-se transdutor linear com frequéncia de 6,0MHz (Mindray, DP 2200 VET,
Sao Paulo, Brasil). O DFOL foi calculado através da média do maior diametro e do
didametro perpendicular a ele e categorizado em < 11mm, 11 a 14mm ou > 14mm de
acordo com Pugliesi et al. (2016). A expressdo (C/ESTRO) ou ndo (S/ESTRO) do estro
foi verificada de acordo com a remocdo ou ndo da pintura na base da cauda
respectivamente, no momento da inseminag&o.

O diagnostico de gestacdo foi realizado por ultrassonografia transretal 35 dias
apos as inseminagdes. Foi considerado diagndstico de gestacdo positivo a presenca da
vesicula embrionaria com um embrido viavel (batimento cardiaco). A taxa de concepgéo

foi calculada dividindo-se o total de vacas gestantes pelo total de vacas inseminadas.
Analise estatistica
Informacgdes individuais das fémeas foram dispostas em uma Unica planilha para

analise estatistica. Os dados foram analisados por regressdo logistica multivariada

utilizando-se o Statistical Package for Social Science (SPSS, versdo 19), considerando
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nivel de significancia de 5%. Para a analise da taxa de concep¢do apds a IATF de todos
os animais foi incluido no modelo inicial o efeito do indice de escore corporal (<2,5, 2,5
a 3,5 e > 3,5), diametro do foliculo pré-ovulatério (< 11mm, 11 a 14mm ou > 14mm), a
presenca ou ndo de CL no inicio do protocolo e a expressdo ou ndo do estro entre a
retirada do dispositivo de P4 e as inseminacdes, além do efeito do sémen utilizado e dos
lotes de animais.. A média e desvio padrdo das variaveis foram obtidas por meio da
analise descritiva e a taxa de concepg¢do entre 0s grupos experimentais foi comparada

aplicando-se um estudo de dispersdo de frequéncias utilizando-se o teste do Qui-

quadrado (y?).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo a taxa de concepc¢do média foi de 52,4%, semelhante ao observado
por diversos outros autores que trabalharam com vacas zebuinas de corte em programas
de IATF (SA FILHO et al., 2012; RIBEIRO FILHO et al., 2013; MARQUES et al.,
2015). A presenca ou ndo de CL no inicio do protocolo, o IEC, o tipo de sémen
utilizado e os diferentes lotes de animais ndo impactaram a taxa de concepg¢do. Porém, o
diametro do foliculo pré-ovulatério no momento da inseminacéo e a expressao do estro
entre a retirada do implante intravaginal e a inseminacdo influenciaram
significativamente nas taxas de concepcao de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas

ao programa de IATF.
Presenca de CL no inicio do protocolo
O exame ginecoldgico no inicio do protocolo ndo foi realizado em 59 fémeas por

questdes referentes ao manejo da propriedade e as mesmas foram excluidas desta etapa

do experimento, sendo assim, 439 fémeas foram avaliadas em relagéo a presencga ou ndo
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de CL no inicio do protocolo e deste total, 67,43% ndo possuiam CL neste momento
(Tabela 1).

Tabela 1 — Taxa de concepgdo de fémeas bovinas da raga Nelore submetidas a um
programa de IATF de acordo com a presenca (C/CL) ou ndo (S/CL) de CL
no inicio do protocolo

Variaveis Numero de animais Taxa de concepcao
(%) % (n)
C/CL 143 (32,57) 51,05 (73)
S/ICL 296 (67,43) 52,37 (155)
Total 439 (100) 51,81 (228)
(P=0,796)

Similarmente, Rodrigues et al. (2015) observaram em fémeas Nelore multiparas
lactantes criadas a pasto, uma alta porcentagem (74,26%) de animais sem a presenca do
CL no inicio do protocolo. De acordo com Baruselli et al. (2004), vacas zebuinas
lactantes criadas em condicGes de pastagens tropicais apresentam alta incidéncia de
anestro pos-parto, o que aumenta o intervalo entre o parto e uma nova concepgao e
consequentemente, afeta negativamente o desempenho reprodutivo desses animais.
Sendo assim, neste experimento, o grande namero de fémeas sem a presenca de CL no
inicio do protocolo de sincronizacao é sugestivo de alta incidéncia de anestro pos-parto
nestes animais.

A taxa de concepgdo neste trabalho, ndo foi influenciada (P=0,796) pela
presenca ou auséncia de CL no inicio do protocolo (Tabela 1). Resultados semelhantes
foram descritos por Sa filho et al. (2009), esses autores ndo encontraram diferenca nas
taxas de ovulacdo, concepcdo e prenhez de vacas Nelore lactantes consideradas em
anestro ou ciclando no inicio da estagdo reprodutiva. Neste trabalho, foram
considerados em anestro os animais que ndo apresentaram CL em dois exames
ultrassonograficos sequenciais, no dia zero e dia sete do protocolo de sincronizacdo a
base de progesterona e estradiol.

Entretanto, Rodrigues et al. (2015) notaram melhores taxa de prenhez em fémeas
multiparas Nelore que apresentaram CL no inicio da sincronizacdo em relacdo aos

animais que ndo apresentaram esta estrutura. Os autores consideraram as primeiras com



44

maior capacidade de resposta a terapia hormonal e atribuiram a auséncia do CL em um
unico exame ultrassonografico a uma alta taxa de anestro pds-parto.

Fémeas bovinas em anestro pds-parto apresentam comprometimento da secrecéo
pulsatil de LH, determinando insuficientes niveis dessa gonadotrofina para apoiar o
desenvolvimento folicular e a ovulacdo (YAVAS e WALTON et al, 2000;
WILTBANK et al., 2002). Esses animais, quando submetidos a programas de
sincronizacdo, normalmente, apresentam baixa taxa de concepc¢do e elevada perda de
prenhez em comparacao a vacas ciclicas (SANTOS et al., 2004; 2009; BISINOTTO et
al., 2010).

Um aspecto importante que deve ser ressaltado no presente estudo, é que todos
0s animais utilizados foram tratados com eCG concomitantemente ao inicio do proestro,
ou seja, no momento da retirada do implante intravaginal. Segundo Murphy (2012) o
eCG oferece um suporte de gonadotrofinas, pois liga-se a receptores de FSH e LH no
foliculo e de LH no CL, aumentando o diametro e a capacidade esteroidogénica destas
estruturas.

De acordo com Barreiros et al. (2014) o tratamento com eCG no momento da
retirada do implante intravaginal, melhora a fertilidade de fémeas bovinas em anestro,
fornecendo taxas de crescimento folicular e tamanho de foliculos dominantes
semelhantes as vacas ciclicas. Dessa forma, a utilizacdo de eCG em todos os animais
neste experimento pode ter fornecido um suporte de gonadotrofina para o
desenvolvimento folicular final e com isso ter beneficiado principalmente, o grupo de
animais que ndo apresentavam CL no inicio do protocolo.

Além disso, o protocolo utilizado neste estudo, pode néo ter favorecido animais
com presenga de CL no inicio do tratamento, pois niveis mais elevados de progesterona
obtidos pela soma da P4 exdgena e endogena advindas, respectivamente, do implante
intravaginal e do CL, no inicio do proestro, podem impactar negativamente a modulacéo
da liberacdo do LH e consequentemente afetar de forma negativa a maturacgéo folicular
e ovulagdo (PERES et al., 2009).

indice de escore corporal (IEC)
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Neste trabalho, o IEC no inicio do protocolo ndo influenciou as taxas de
concepcao (P=0,411) de fémeas Nelore submetidas a um protocolo de sincronizacgdo da

ovulacdo para IATF (Tabela 2).

Tabela 2 — Taxa de concepgdo de fémeas bovinas da raga Nelore submetidas a um
protocolo de IATF de acordo com Indice de Escore Corporal (IEC)

IEC NUmero de animais Taxa de concepcao
% (n)
<25 56 55,36 (31)
25a35 176 55,68 (98)
>35 266 49,62 (132)
Total 498 52,41 (261)
(P=0,411)

Corroborando com os achados do presente estudo, Meneghetti et al. (2008),
trabalharam com fémeas primiparas Nelore e mesticas (Nelore x Red Angus) e ndo
detectaram efeito do IEC na taxa de concepg¢do dos animais efetivamente sincronizados.
Os autores atribuiram esses resultados a aplicacdo de estradiol no dia oito do protocolo.
Segundo os mesmos, elevando os niveis circulantes deste horménio, que estariam mais
baixo nas vacas de menor IEC devido a reduzida capacidade esteroidogénica de seus
foliculos pré-ovulatorio, resultaria em um efeito positivo sobre a motilidade uterina e o
transporte espermatico através do trato reprodutivo, explicando assim, a similaridade na
taxa de prenhez das vacas com diferentes IEC em seu experimento.

Contrastando com os resultados citados acima, Torres et al. (2015) avaliaram a
influéncia do escore corporal na probabilidade de prenhez de fémeas Nelore em
programas de IATF e observaram aumento na probabilidade de prenhez de acordo com
0 aumento no IEC. Segundo esses autores, o aumento em 0,5 unidades de IEC
implicaria em um aumento de 39 % na probabilidade de prenhez dos animais.

Sa Filho et al. (2009) avaliaram o efeito do IEC na taxa de concepcdo de fémeas
zebuinas de corte submetidas a IATF e perceberam uma associa¢do entre a menor
condicéo corporal no inicio do protocolo e os menores indices reprodutivos. Resultados
similares, foram reportados por Santos et al. (2009) e Sonohata et al. (2009) ao

observarem maior taxa de prenhez em fémeas bovinas de corte com maior IEC.



46

A maneira como o IEC interfere na reproducdo estad intimamente relacionada
com o balango energético negativo, afetando os niveis sisttémicos de IGF-I, insulina e
glicose, os quais podem alterar a frequéncia de liberagdo de hormonios gonadotroficos,
comprometendo, consequentemente, o crescimento folicular, a ovulacdo e a manutencgéo
de uma possivel gestacdo (GRIMARD et al., 1995; SARTORI et al., 2010).

No presente estudo, 88,76% (442/498) dos animais apresentavam IEC igual ou
maior a 3,0. De acordo com Baruselli et al. (2006) a condicéo corporal acima de 3,0 é
considerada satisfatoria, com pouco ou nenhum prejuizo no desenvolvimento folicular e
na ovulacdo. Portanto, a maior proporg¢ao de animais com boa condi¢do corporal neste
experimento, possivelmente ndo permitiu a atuacdo desta varidvel nas taxas de
concepcao. Dessa forma, a reducdo das perdas de peso no inicio da lactacdo e o melhor
suporte nutricional durante os periodos pré e pds-parto com a finalidade de melhorar o
IEC no inicio da estacdo reprodutiva devem ser metas importantes a serem buscadas
com o objetivo de incrementar os indices reprodutivos nos programas de IATF
(SARTORI et al., 2010; SA FILHO, 2012).

Além disso, o IEC encontrado nos animais deste experimento pode ter sido
beneficiado pelo periodo pds-parto em que os mesmos foram submetidos ao protocolo
de IATF. Normalmente, o pico de producéo de leite de vacas de corte é alcancado entre
8,8 e 11,1 semanas de lactacio (OLIVEIRA et al., 2007). E possivel uma melhor
condicdo corporal dos animais quando os protocolos de sincronizacdo para IATF
iniciam antes do periodo de maior exigéncia nutricional, ou seja, antes do pico de
producéo de leite (SA FILHO, 2012), como aconteceu nesta pesquisa, onde as fémeas
apresentavam 32 a 51 dias de paridas.

Expressao de estro

Para a variavel expressdo do estro, 146 fémeas ndo foram avaliadas, sendo
excluidas desta parte do experimento. Desta forma, foi avaliada a expressdo do estro em
352 animais dos 498 trabalhados no presente estudo. Os animais que expressaram estro

entre a retirada do implante intravaginal e a inseminacdo artificial tiveram maior
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(P<0,001) taxa de concepcdo (59,51%) quando comparados aos animais que nao

expressaram estro (39,05% - Tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF de acordo com a expressao do estro durante o protocolo

Variaveis NGmero de animais Taxa de concepgao
% (n)
C/ESTRO 247 59,51 (147)
SIESTRO 105 39,05 (41)°
Total 352 53,40 (188)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,001)

Resultados semelhantes foram encontrados por Sa Filho (2012) utilizando o
bastdo marcador para deteccdo do estro em fémeas Nelore e mesticas (Nelore x Angus).
Estes autores observaram maior taxa de concepgdo nos animais que expressaram estro
(61,9% - 258/417) em relagdo aos animais que ndo expressaram (41,4% - 128/309).
Reforcando esses achados, Pereira et al. (2012) observaram efeito positivo da
ocorréncia do estro na taxa de concepcao em vacas Nelore utilizando como método de
deteccdo, a marcacdo na base da cauda com o bastdo marcador (58,2% vs 41,8%,
respectivamente).

Sé& Filho et al. (2010) ao utilizarem um adesivo detector de estro (Estrotect®) em
programas de IATF, encontraram maiores taxas de concepcdo nos animais com
ocorréncia de estro (67,7%) em comparacdo aos animais que nao apresentaram esta
caracteristica (36,2%). Corroborando com este trabalho, Ribeiro Filho et al. (2012)
também ao utilizar o Estrotect® em vacas zebuinas verificaram diferenca na taxa de
concepcdo para fémeas que expressaram estro em comparagdo com as vacas que nao
expressaram estro (56,3% vs 26,9%, respectivamente).

Dessa forma, a expressdo do estro pode ser considerada um importante marcador
de fertilidade em fémeas Nelore submetidas a protocolos de sincronizacdo da ovulagédo
para IATF. A informacdo da expressao do estro no momento da inseminagdo pode ser
uma ferramenta interessante para identificar fémeas com maiores chances de ficarem

gestantes, possibilitando, por exemplo, maior seguranca na utilizacdo de sémen de
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maior valor agregado e permitindo a utilizacdo de estratégias apos a IATF para
melhorar as taxas de concepgdo de fémeas que ndo expressaram o estro (BARUSELLI
etal., 2011).

A ocorréncia do estro estd associada a elevados niveis séricos circulantes de
estrogeno (E2), estimulando regiGes especificas do centro comportamental (ROELOFS
et al., 2010). Altas concentragdes de E2 préximo a inseminacao artificial sdo apontadas
como principal responsavel pela melhoria na fertilidade dos animais que expressaram
estro. Isto por que, possibilitam uma modulacdo do pH uterino, levando a uma reducéo
no metabolismo espermatico e consequentemente, aumentando o tempo de viabilidade
dos espermatozoides no trato reprodutivo das vacas (PERRY e PERRY, 2008). Este
fato é de grande importancia ao se trabalhar com a IATF, pois nestes protocolos mais de
90% das vacas sdo inseminadas em um momento pré-ovulatorio, o que exige maior
viabilidade da célula espermatica no trato feminino (NEVES, 2010).

Os efeitos benéficos de maiores concentracbes de estradiol sdo também
associados a alteracGes nas secrec¢des do oviduto (BUHI, 2002) e modulacdo da acdo da
P4 via inducdo dos seus receptores no Utero e/ou aumentando sua secre¢do pelo corpo
luteo (ING e TORNESI, 1997; DICKINSON et al., 2016).

Segundo Perry et al. (2007), E, melhora nas taxas de concepgdo em fémeas que
expressam estro, pode ainda ser explicada pelo fato desses animais apresentarem uma
melhor sincronia no momento da ovulacdo associada a maiores taxas de ovulacdao em
comparacdo as fémeas que ndo expressam estro, sendo desencadeada pelo tamanho do
foliculo pré-ovulatério no momento da IATF e pela elevada concentracdo de estradiol

que favorece a uma maior taxa de concepgéo.

Diametro do foliculo pré-ovulatorio

A média do diametro folicular no momento da inseminacdo foi de 11,86 +
3,18mm. A distribuicdo das vacas de acordo com a classe de DFOL foi de 35,1%
<11mm, 39,7% entre 11 e 14mm, e 25,2% para >14mm de diametro. A mensuragdo do

DFOL de dois animais foi perdida e eles foram excluidos desta avaliagdo. Vacas
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categorizadas por apresentar DFOL entre 11 e 14 mm apresentaram taxa de concepgéo
similar daquelas vacas com DFOL >14mm, mas ambas as categorias foram melhores

(P<0,05) do que aquelas fémeas que apresentaram DFOL <11mm (Tabela 4).

Tabela 4 — Taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF de acordo com o didametro do foliculo pré-ovulatdrio no
momento da inseminacdo (DFOL)

DFOL Ndmero de animais Taxa de concepgdo
% (n/n)
<1lmm 174 44,83 (78)°
11 a 14mm 197 55,84 (110) ®
> 14mm 125 57,60 (72)°
Total 496 52,42 (260)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,005)

Estes resultados corroboram aos encontrados por Pugliesi et al. (2016) que
avaliaram a taxa de prenhez de vacas Nelore lactantes de acordo com o diametro do
maior foliculo no momento da inseminagdo e encontraram maiores taxas de concepcao
(56,9%) nos animais que tiveram maiores foliculos, em comparacdo aos animais com
foliculos menores (30,9%). Ainda neste estudo, os animais que apresentaram foliculos
maiores e mais irrigados no dia da inseminacdo, possuiam no dia sete do diestro
subsequente, CLs maiores e com mais irrigacdo, sugerindo assim uma maior capacidade
para secretar P4 e maiores chances de manutencdo da gestacdo, quando comparados
com os animais com foliculos menores. Apoiando essas informacdes, Peres (2008)
encontrou maiores concentracfes circulante de P4 sete dias apds a ovulacdo em vacas
gue tinham maior diametro folicular no dia da IATF.

Ribeiro Filho et al. (2013) avaliaram a probabilidade de concepcdo de fémeas
zebuinas categorizadas em trés grupos experimentais de acordo com o diametro
folicular. Como no presente estudo, os animais que apresentaram DFOL acima de
13,60mm, a probabilidade de concepcdo média foi de 78,83%, significativamente
superior aqueles que apresentavam diametros de até 11,20 mm e entre 11,20 e 13,60
mm, cujos valores foram respectivamente de 33,68% e 59,17%.

Sa filho (2012) verificou uma associacdo positiva e significativa entre o

diametro folicular e a taxa de concepcdo em fémeas Nelore submetidas em programas
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de IATF. Os foliculos nas categorias acima de 11 mm tiveram taxas de concep¢édo
similares, mas diferiram daqueles categorizados com menos de 11 mm de diametro,
assim como foi observado neste experimento. Os resultados positivos do maior
diametro folicular na probabilidade de concepcdo em novilhas Nelore sincronizadas
para IATF também foram confirmados por Dias et al. (2009) e Peres et al. (2009).

Pugliesi et al. (2016) atribuiram as menores taxas de concepg¢do encontradas em
vacas Nelore que apresentaram menor diametro do foliculo pré-ovulatério no momento
da IATF a diminuicdo na taxa de ovulacdo em relacdo aos animais com foliculos
maiores. No entanto, vacas com maiores foliculos no momento da inseminacéo, tiveram
melhores taxas de concepcdo, mesmo quando foram considerados apenas 0s animais
que ovularam, mostrando efeitos adicionais dos horménios esteroides (E2 e P4) no
ambiente uterino e na tuba uterina destes animais. Essas informacBes condiz com
resultados reportados anteriormente por Meneghetti et al. (2009) e S& Filho et al. (2014)
que observaram efeito positivo dos maiores foliculos pré-ovulatérios no momento da
IATF na taxa de concepcdo de fémeas zebuinas de corte, levando em consideracao
todos os animais sincronizados ou apenas 0s animais que ovularam.

A presenga de um maior foliculo pré-ovulatério no momento da IA esti
associado com uma elevada concentracdo de estradiol (ATKINS et al., 2010). Sa Filho
et al. (2009) verificaram uma proporcdo linear entre o diametro do foliculo pré-
ovulatoério e a concentracao de estradiol em vacas Nelore. Da mesma forma, Atkins et
al. (2010) verificaram uma correlacdo positiva e significativa entre a concentracdo de
estradiol e o didmetro do foliculo pré-ovulatério.

O estradiol aumenta a responsividade da hipdéfise ao GnRH pelo aumento de
seus receptores ou por acgdo direta estimulando a secrecdo de LH (BARATTA et al.,
2001; NETT et al., 2002). O aumento nos niveis de E2 durante o proestro e/ou estro esta
envolvido no controle de diversos processos fisiolégicos que contribuem para o
estabelecimento e manutengdo da gestacdo, incluindo efeitos sobre as células
foliculares, o odcito, o transporte de gametas e preparacdo do ambiente uterino
(POHLER et al., 2012).

Vasconcelos et al. (2001) observaram em fémeas de corte que ovularam
foliculos de menor didmetro baixa capacidade de produzir progesterona pelo corpo luteo

promovendo um efeito negativo na fertilidade destes animais devido o insuficiente
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desenvolvimento embrionario e menor producdo de IFN- t pelo embrido (MANN e
LAMMING, 2001). Sendo assim, essas maiores taxas de concepg¢do encontradas em
fémeas com maiores foliculos no momento da inseminacdo podem ser atribuidas as

acOes conjuntas das concentracdes de E2 pré-ovulatorio e de P4 pds-ovulatorio.

CONCLUSOES

Nas condicdes que foi realizado este experimento, a presenca ou ndo de CL e 0
IEC no inicio do protocolo ndo influenciou a taxa de concepcao de fémeas bovinas da
raca Nelore em programas de IATF.

Entretanto, o didametro do foliculo pré-ovulatério no momento da inseminacéao e
a expressao do estro foram associados a melhores taxas de concepcdo de fémeas
bovinas sincronizadas e inseminadas em tempo fixo, o que os confirma como
marcadores de fertilidade, podendo ser utilizada em situacdes especificas ou para

escolha de estratégias apds a IATF que melhorem as taxas de concepcao.
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CAPITULO 02

Suplementacdo com uma fonte exdgena de progesterona apos inseminacéo
como alternativa para incrementar a taxa de concepc¢éo de fémeas bovinas

da raca Nelore em programas de IATF
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Suplementacdo com uma fonte exdgena de progesterona apos inseminacédo
como alternativa para incrementar a taxa de concepc¢éo de fémeas bovinas
da raca Nelore em programas de IATF

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo com acetato de melengestrol
(MGA) apds a IATF sobre a taxa de concepcdo de fémeas bovinas da raca Nelore de
acordo com a ciclicidade durante o protocolo, o didmetro do foliculo pre-ovulatorio no
momento da inseminacdo e a expressdo do estro entre a retirada do implante
intravaginal e a inseminacdo. Para tanto, 598 fémeas zebuinas da raca Nelore lactantes
foram submetidas a dois exames ginecoldgicos ultrassonograficos com intervalo de oito
dias, a fim de identificar a ciclicidade ovariana, sendo consideradas em anestro as
fémeas que nao apresentaram tecido liteo em nenhum dos exames e ciclando 0s animais
que apresentaram tecido IUteo em pelo menos um exame. Posteriormente, foram
submetidas ao seguinte protocolo de sincronizacdo: em um dia aleatério do ciclo estral
(Dia -10) os animais receberam um implante intravaginal de progesterona (DIB®,
Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) associado a 2mg de Benzoato de Estradiol por via
intramuscular (i.m.) (GONADIOL®, Zoetis, Séo Paulo, Brasil). No dia -2 (D-2), foi
removido o implante intravaginal e administrado 12,5mg de Dinoprost Trometamina
i.m. (LUTALYSE®, Zoetis, S30 Paulo, Brasil) seguido por 1,0mg de Cipionato de
Estradiol i.m. (ECP®, Zoetis, S30 Paulo, Brasil) e 300Ul de eCG i.m. (NOVORMON®,
Zoetis, S&o Paulo, Brasil). Neste momento, os animais foram pintados com bastéo
marcador (RAIDEX®, GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha) na base da cauda. No dia 0
(D0) os animais foram analisados em relacdo a expressdo (C/ESTRO) ou néao
(S/ESTRO) do estro, de acordo com a remogdo da tinta na base da cauda. Em seguida,
procedeu-se a mensuracdo do diametro do foliculo pré-ovulatério (DFOL) por
ultrassonografia transretal, categorizando em DFOL <11mm; 11 a 14mm e >14mme a
inseminacdo artificial foi realizada em todos os animais. Apos a IATF, os animais foram
distribuidos em dois grupos experimentais: no grupo C/MGA (n=327) foram

suplementados por seis dias, 13° ao 18° dia apds IATF, com 0,50mg de Acetato de
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Melengestrol e no grupo S/IMGA (n=250) receberam apenas o suplemento mineral sem
a presenca do MGA. O diagnostico de gestacdo foi realizado por exame
ultrassonografico 35 dias ap6s a IATF. Houve um efeito positivo (P=0,004) do
tratamento com MGA sobre a taxa de concepcao em relagdo ao grupo controle (58,41%
vs 46,40%, respectivamente). O tratamento com MGA melhorou a taxa de concepgéo
dos animais em anestro e independente da expressdo ou ndo de estro. Em relacéo as
taxas de concepgdo nos animais tratados com MGA de acordo com o DFOL apenas 0s
animais com DFOL >14mm tiveram melhores taxas de concepcdo quando

suplementados com MGA em relacéo aos ndo suplementados.

Palavras- chave: Acetato de melengestrol, anestro, bovino, fertilidade, inseminacéo
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Supplementation with an exogenous source of progesterone after
insemination as an alternative to increase the conception rate of cows

Nelore in TAI programs

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of supplementation with melengestrol
acetate (MGA) after TAI on the conception rate of cows Nelore according to cyclicality
in the protocol, the diameter of the pre-ovulatory follicle at the time of insemination and
estrus expression of withdrawing the intravaginal implants and insemination. Therefore,
598 zebu females lactating breed Nelore were subjected to two gynecological exams
eight days apart in order to identify ovarian cyclicity, being considered in anestrus
females who did not have luteal tissue in any of the tests and cycling the animals luteum
tissue showed at least one test. Posteriorly, underwent the following synchronization
protocol: on a random day of the estrous cycle (Day -10) the animals received an
intravaginal progesterone implant (DIB®, Zoetis, Sdo Paulo, Brazil) associated with
2mg of estradiol benzoate intramuscularly (im) (GONADIOL®, Zoetis , Sdo Paulo
Brazil). On day 2 (D-2) the intravaginal transplant was removed and 12.5mg of
Dinoprost Tromethamine was administered (i.m.) (Lutalyse®, Zoetis, Sdo Paulo,
Brazil), followed by 1.0mg of Estradiol Cypionate i.m. (ECP®, Zoetis, S&o Paulo,
Brazil) and 3001U of eCG i.m. (NOVORMON®, Zoetis, Sdo Paulo, Brazil). At this
point, the animals were painted with marker stick (RAIDEX®, GmbH, Dettingen /
Erms, Germany) at the base of the tail. On day 0 (DO) the animals were analyzed for
expression (W/ ESTRUS) or not (W/O ESTRUS) of estrus. Then proceeded to measure
the of the preovulatory follicle diameter (POFD) by transrectal ultrasound, categorize
them into POFD <11mm, 11 to 14mm or > 14mm, and carried out artificial
insemination in all animals. After TAI, the animals were divided into two groups: the C
/ MGA group (n=327) were supplemented by six days, 13th to 18th day after TAI, with
0.50 mg of melengestrol acetate and Group S / MGA (n=250) received only mineral
supplement without the presence of MGA. Pregnancy diagnosis was performed by

ultrasound examination 35 days after TAI. There was a positive effect (P=0.004) of
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treatment with MGA on the conception rate in the control group (58.41% vs 46.40%,
respectively). Treatment with MGA improved conception rate of animals anestrous and
independent of the expression or absence of estrus. Regarding the conception rate in
animals treated with MGA according to POFD only animals with POFD >14mm had

better conception rates when supplemented with MGA compared to supplemented.

Key-words: melengestrol acetate, anestrus, cattle, fertility, insemination
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INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva é o fator que individualmente mais influencia a
produtividade e a lucratividade da exploracdo pecuéria de corte (MACHADO et al.,
2010). Entretanto, apesar de altas taxas de fertilizacdo (90 a 95%), a taxa de concepgéo
em programas de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) situa-se em torno de 40 a
60% em fémeas bovinas (MENEGHETTI et al., 2009; PERES et al., 2009; DISKIN et
al., 2011).

Entre os principais fatores que contribuem para estes baixos indices, destaca-se a
mortalidade no estagio inicial de desenvolvimento embrionario, em torno de 29 a 39%
dos embrides ndo conseguem desenvolver-se a termo, refletindo negativamente no
resultado final de programas reprodutivos (DISKIN e MORRIS, 2008; LONERGAN et
al., 2016; WILTBANK et al., 2016).

Estas perdas na fase inicial da gestacdo é um reflexo da complexidade do
periodo de pré-implantacdo embrionaria, o qual compreende o intervalo entre a
fecundacdo do odcito e a implantagdo do concepto. Ocorrem interacdes complexas entre
0 ovario, o endométrio e o embrido, durante esse periodo, que sdo necessarias para o
estabelecimento da gestacdo e para a consequente producdo de bezerros viaveis (GOFF,
2002).

Nesta fase gestacional o epitélio glandular do endométrio é estimulado a se
proliferar e produzir substratos, aminoacidos, fatores de crescimento, entre outras
secrecOes histotroficas (leite uterino) que irdo nutrir os embrides até o momento da
implantacdo. Estas secre¢Bes correspondem & primeira fonte de nutrientes disponiveis
para 0 concepto e sdo produzidas sob estimulos da progesterona (P4), sendo esta,
essencial para sua sobrevivéncia e seu crescimento até o final da gestagcdo (SPENCER et
al., 2004).

A P4 além de fundamental para a nutricio embrionéria até a placentacéo,
também se mostra indispensavel na prevencgéo da lutedlise e manutencéo da gestacédo a
termo (LIMA e SOUZA, 2009). Isto porque, em bovinos o reconhecimento materno da
gestacdo ocorre através da acdo de uma proteina sintetizada pelas células trofoblasticas
embrionarias, denominada interferon-tau (IFN- 1), secretada em grande quantidade entre
os dias 15 e 17 da gestacdo (SANTOS et al., 2004).
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O IFN- t age inibindo ou alterando os padrdes de sintese e secrecdo de
prostaglandina F2a (PGF2a) pelo endométrio, sendo esse efeito obtido através do
bloqueio da expressdao de receptores de ocitocina nas células endometriais, o qual
determina o impedimento da acdo da ocitocina no estimulo para a sintese e a liberacao
de PGF2a (DEMMERS et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que a producdo de IFN-t pelo concepto é
positivamente correlacionada com a concentracdo de P4 plasmatica materna,
evidenciando que quando seus niveis estdo baixos no inicio da gestacdo podem
influenciar o desenvolvimento embrionario, presumivelmente por causar alteracdo nas
secrecOes endometriais, a qual resulta em reducdo na secrecdo de IFN-t, sendo apontada
como um dos principais fatores que leva a mortalidade embrionaria precoce em bovinos
(LARSON et al., 2007).

Baixas concentracGes circulantes de P4 durante o periodo p6s ovulatério foram
associadas com embrides menores no dia 16 e menor secrecdo de IFN-t, ineficaz para
bloquear o processo luteolitico e para manter a gestacdo (MANN e LAMMING, 2001).
Por outro lado, o aumento em suas concentracdes apos a IATF foi associado com
alteracdo na expressdo de genes endometriais (FORDE et al., 2009), o que levou a um
progressivo alongamento do concepto (CARTER et al., 2008; O’HARA et al., 2014),
aumento na producdo de IFN-t (MANN e LAMMING, 1999) e maiores taxas de
prenhez em vacas de corte (DISKIN e MORRIS, 2008).

Com esta perspectiva, muitos trabalhos tém buscado estratégias para melhorar as
concentracOes plasmaticas de P4 ap6s a inseminacgdo e consequentemente, incrementar
os indices de fertilidade nos programas de IATF. A utilizacdo de hCG, GnRH ou seus
anélogos, objetivando a formagdo de um CL acessorio e a suplementacdo com diversas
fontes de P4 (oral, injetavel, intravaginal ou auricular) estdo entre as alternativas
(WILTBANK et al., 2011; LOIOLA et al., 2014; MONTEIRO JR et al., 2015). Dentre
as fontes de progesterona disponiveis no mercado, o acetato de melengestrol (MGA)
destaca-se por ser um esterdide progestacional sintético de administracdo oral,
apresentando como vantagem a praticidade e a ndo necessidade de manejo adicional do
rebanho para a sua administragédo (PEREZ, 2005).

O sucesso na elevacdo dos niveis plasmaticos de P4 tem sido alcangado por

grande parte dos pesquisadores. Entretanto, quando avaliado o efeito na melhoria da
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fertilidade, os resultados sdo bastante inconsistentes, apresentando efeitos positivos,
negativos ou ndo interferindo nas taxas de concep¢do (LARSON et al., 2007;
MONTEIRO JR et al., 2014; PARR et al., 2014).

Entre as justificativas para as controvérsias nos resultados alcancados, pode-se
destacar a avaliacdo da taxa de concepcdo de forma geral na maioria destas pesquisas,
ndo levando em consideracdo a variedade de fatores existentes dentro de um mesmo
grupo de fémeas, o que pode comprometer os niveis plasmaticos de P4 no inicio da
gestacdo de forma diferente, podendo existir ou ndo a necessidade de um suporte
exogeno deste horménio dentro de um mesmo grupo de animais tratados (PUGLIESI et
al., 2015).

Desta forma, este trabalho buscou avaliar o efeito da suplementacdo com MGA
apos a IATF sobre a taxa de concepcgdo de fémeas bovinas da raca Nelore de forma
geral e de acordo com a ciclicidade durante o protocolo, a expressdo do estro entre a
retirada do implante intravaginal e a inseminagdo e o diametro do foliculo pré-

ovulatério no momento da inseminacao.

MATERIAL E METODOS

Local e animais experimentais

Este experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro de 2015, em
uma fazenda comercial localizada na regido do recéncavo da Bahia, apresentando
localizacdo geografica de latitude 12° 21° 11" e longitude 38° 22’ 44°°. A regido
apresenta pluviosidade média anual de 1.400mm e esta inserida em uma area de clima
tropical imido com vegetacdo predominante de mata atlantica.

Para tanto, foram utilizadas 598 fémeas zebuinas da raca Nelore lactantes, com
média para idade de 6,74 + 3,25 anos, indice de escore corporal (IEC) de 3,29 + 0,48
(escalade 1 a5 - AYRES et al., 2009) e 31 a 58 dias pds-parto. Todos os animais foram
mantidos em piquete com pastagem predominante de Brachiaria decumbens com
suplementacdo mineral e 4gua ad libitum. A fazenda obedecia ao calendario sanitario

oficial e todas as fémeas foram imunizadas contra doencas da esfera reprodutiva. Dentre
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0s animais trabalhados, 21 perderam o implante intravaginal de P4 durante o protocolo

e foram excluidas do experimento, permanecendo 577 animais.
Manejo reprodutivo e tratamento

Previamente ao inicio da sincronizagdo, esses animais foram submetidos ao
exame ginecoldgico com o auxilio da ultrassonografia transretal utilizando-se um
transdutor linear com frequéncia de 6,0MHz (Mindray, DP 2200 VET, Séo Paulo,
Brasil), sendo consideradas aptas a participarem do experimento, fémeas que
apresentaram na avaliagdo auséncia de anormalidades no trato reprodutivo. Com o
intuito de avaliar a ciclicidade ovariana, esse exame foi repetido no oitavo dia do
protocolo, sendo consideradas em anestro as fémeas que ndo apresentaram tecido luteo
em nenhum dos dois exames ginecoldgicos e ciclando os animais que apresentaram
tecido luteo em pelo menos um dos exames.

Os animais foram submetidos ao seguinte protocolo de sincronizacdo (Figura 1):
em um dia aleatdrio do ciclo estral (Dia -10) receberam um dispositivo intravaginal de
P4 (DIB®, Zoetis, S&o Paulo, Brasil), associado a 2mg de Benzoato de estradiol por via
intramuscular (i.m.) (GONADIOL®, Zoetis, S&o Paulo, Brasil). No dia -2 (D-2) foi
removido o dispositivo intravaginal de P4 e administrados 12,5mg de Dinoprost
trometamina i.m. (LUTALYSE®, Zoetis, Sd0o Paulo, Brasil) seguido por 1,0mg de
Cipionato de Estradiol i.m. (ECP®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 300Ul de eCG i.m.
(NOVORMON®, Zoetis, S&o Paulo, Brasil). No momento da remocéo do dispositivo
intravaginal os animais foram pintados com bastdo marcador (RAIDEX®, GmbH,
Dettingen/Erms, Alemanha) na base da cauda para deteccéo do estro. No dia 0 (DO) foi
realizada as inseminagdes, 48 a 54h ap0s a remog¢do do dispositivo de P4 utilizando
sémen criopreservado de touros da raca Nelore com fertilidade previamente
comprovada. No momento da IATF, o sémen foi descongelado a 37°C por 30 segundos
e todos os procedimentos foram realizados por um mesmo técnico treinado e com
experiéncia comprovada.

Neste momento, previamente a realizacdo da IATF, foi realizada a mensuragéo
do didmetro do foliculo pré-ovulatério (DFOL) por meio da ultrassonografia transretal,
utilizando-se transdutor linear com frequéncia de 6,0MHz (Mindray, DP 2200 VET,
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Séo Paulo, Brasil). O DFOL foi calculado através da média do maior diametro e do
didametro perpendicular a ele e categorizado em < 11mm, 11 a 14mm ou > 14mm de
acordo com Pugliesi et al. (2016). A expressdo (C/ESTRO) ou ndo (S/ESTRO) do estro
foi verificada de acordo com a remocdo ou ndo da pintura na base da cauda

respectivamente, no momento da inseminag&o.

Figura 1 — Diagrama esquematico do desenho experimental

CE +eCG
+
BE PGF2e  IATF
¢ A 4
‘ P4 Suplementacio com P4 i
D-10 D2 Do D I3 PIA D18 P/IA D35
IEC PINTURA || LEITURA n . US p/DG
- TSI G 2,282 MGA por animal/dia ‘
CAUDA | USDFOL
Us Us
D CICLICIDADE D

IEC= indice de Escore Corporal; US= Ultrassonografia; BE= Benzoato de estradiol; P4= Progesterona
oriunda do dispositivo; CE= Cipionato de estradiol; eCG= Gonadotrofina coridnica equina; PGF2a=
Prostaglandina F 2a; DFOL= Didmetro do foliculo pré-ovulatério; MGA= Acetato de melengestrol; DG=
Diagnostico de gestagdo.

No dia da IATF, os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos
experimentais de acordo com a suplementacdo com uma fonte exdgena de P4. Os
animais do grupo C/MGA (n=327), foram suplementados por seis dias, 13° ao 18° dia
apos IATF, com 0,50mg de Acetato de Melengestrol, o que corresponde a
2,28g/animal/dia do MGA® Premix (MGA) fornecido no cocho, junto com o sal mineral
de acordo com Peixoto et al. (2005). Os animais do grupo S/IMGA (n=250) receberam o
mesmo tipo de sal mineral, entretanto, sem a presenca do MGA, nas mesmas condicfes
do grupo tratado.

O sal mineral utilizado durante o experimento ja vinha sendo fornecido para
esses animais desde o inicio da estagdo reprodutiva, sendo especifico para fémeas
bovinas de corte em reprodugdo e o consumo por animal era monitorado pela equipe

técnica da fazenda. Mesmo assim, a fim de precisar a quantidade exata de sal mineral
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consumida/lote/dia, foi realizada a leitura de cocho diariamente a partir do oitavo dia
apos a inseminacdo. Para isso, 0 consumo foi observado e registrado pela manha e pela
tarde, pesando as sobras caso fosse preciso, até ajustar a gquantidade necessaria por
lote/dia, de forma que, quando iniciou o tratamento com o MGA, o consumo médio
exato de sal mineral por animal j& estava definido em cada lote.

A quantidade de MGA correspondente ao consumo diério do lote foi adicionada
a quantidade diaria de sal mineral, estabelecida e ajustada pela leitura de cocho prévia,
homogeneizadas e distribuida. Com o objetivo de verificar a ingestdo do MGA, também
foi feita a leitura do cocho, pela manhé e pela tarde todos os dias durante o tratamento.
Ocorreu 0 consumo total da suplementacdo em todos os dias que foram ofertados. A
partir do 19° dia o consumo de MGA foi suspenso e 0s animais de ambos 0s grupos
passavam a consumir apenas o sal mineral.

O diagndstico de gestacdo foi realizado por ultrassonografia transretal 35 dias
apos as inseminagdes. Foi considerado diagndstico de gestacdo positivo a presenca da
vesicula embrionaria com um embrido vidvel (batimento cardiaco). A taxa de concepgéo

foi calculada dividindo-se o total de vacas gestantes pelo total de vacas inseminadas.

Analise estatistica

Informacdes individuais das fémeas foram dispostas em uma Unica planilha para
analise estatistica. Os dados foram analisados por regressdo logistica multivariada
utilizando-se o Statistical Package for Social Science (SPSS, versdo 19), considerando
nivel de significancia de 5%. Para a analise da taxa de concepc¢do apds a IATF de todos
os animais foi incluido no modelo inicial o efeito do indice de escore corporal, da
ciclicidade ovariana no inicio do protocolo (ciclando ou anestro), do diametro do
foliculo preé-ovulatério (DFOL < 11mm, 11 a 14mm ou > 14mm), da expressdo ou nao
do estro entre a retirada do implante intravaginal e a inseminacéo e da suplementacéo ou
ndo com MGA entre 0 13° ao 18° dia apds IATF, além do efeito do sémen utilizado e
dos lotes de animais. Posteriormente, a taxa de concepgao entre 0s grupos experimentais
foi comparada aplicando-se um estudo de disperséo de frequéncias utilizando-se o teste
do Qui-quadrado (y?). Na primeira fase das analises levou-se em consideracéo apenas a

aplicacdo ou ndo do MGA, em uma segunda etapa comparou-Se as variaveis,
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ciclicidade, didmetro do foliculo pré-ovulatério e expressdo ou ndo do estro, com o

tratamento ou ndo com MGA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Taxa de concepcao geral

Neste estudo a taxa de concepcdo média foi de 53,21% (307/577), semelhante ao
observado por diversos outros autores que trabalharam com vacas zebuinas de corte em
programas de IATF (SA FILHO et al., 2012; RIBEIRO FILHO et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2014). O tipo de sémen utilizado e os diferentes lotes de animais
ndo impactaram a taxa de concepcdo. Porém, a ciclicidade ovariana no inicio do
protocolo, o didmetro do foliculo pré-ovulatério, a expressdao ou ndo do estro entre a
retirada do implante intravaginal e a inseminacdo e o tratamento com MGA foram
associados a taxa de concepcao apoés a IATF.

Houve efeito positivo (P=0,004) do fornecimento de acetato de melengestrol
entre 0 13° e 18° dia ap0s a IATF sobre a taxa de concepc¢do de fémeas bovinas da raca
Nelore quando avaliadas de forma geral em relacdo aos animais do grupo controle
(58,41% vs 46,40%, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF e tratadas (C/MGA) ou nédo (S/MGA) com 2,28g de
MGA entre os dias 13 a 18 ap6s as inseminagoes

Tratamentos NUmero de animais Taxa de concepgao
% (n)
C/MGA 327 58,41 (191)a
SIMGA 250 46,40 (116)°
Total 577 53.21 (307)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P=0,004)

Os achados deste experimento corroboram aos de Silva Junior et al. (2014) que
conseguiram maior taxa de prenhez suplementando vacas multiparas da raca Nelore

com MGA entre 0 13° ao 17° dia ap0s protocolo de IATF. Seguindo esta mesma linha
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de pesquisa, os dados de 2.301 vacas multiparas lactantes da raca Nelore que receberam
0 mesmo tratamento deste experimento foram divulgados recentemente por Costa et al.
(2015), mostrando um efeito significativo (p<0,05) na taxa de prenhez (62,7%) dos
animais suplementados em relacéo ao controle (56,2%).

Em contrapartida, Rodrigues et al. (2014) avaliaram o efeito da suplementagéo
com progesterona na fertilidade de vacas da raca Nelore fornecendo 2,28g de MGA
entre 13° e 18° dia apds as inseminacdes e ndo observaram diferenca significativa na
taxa de concepcao dos animais tratados (50,00%) em relacéo ao controle (42,16%).

Utilizando outra fonte de P4, Monteiro Jr et al. (2015) avaliaram o efeito da
suplementacdo com um dispositivo intravaginal de P4 entre os dias trés a 20 apos a
ovulacdo de vacas de leite de alta producdo. Apesar de conseguirem aumento nos niveis
circulantes de P4 dos animais suplementados, nenhuma diferenca foi observada nas
taxas de concepcdo em relagdo a suplementacdo. Em compensacao, Larson et al. (2007)
utilizaram o mesmo tratamento em vacas leiteiras, entretanto, em periodo diferente (3°
ao 10° dia ap6s a IATF), e observaram efeito positivo na taxa de concep¢do dos animais
tratados (48%) em relacdo ao grupo controle (35%).

De acordo com a literatura, muitos fatores podem influenciar na taxa de
concepgdo de animais suplementados com P4. Larson et al. (2009) encontraram efeitos
positivos na fertilidade quando vacas de leite foram suplementadas com um dispositivo
intravaginal de P4, mas nenhuma melhoria foi visualizada em vacas de corte com o
mesmo tratamento e no mesmo momento, sugerindo uma diferenca na resposta ao
tratamento de acordo com o tipo de animal tratado (corte ou leite).

Para Mann e Lamming (1999), o momento da suplementagdo com P4 é outro
fator importante para a sobrevivéncia embrionaria. Analisando estudos retrospectivos
em vacas de leite, encontraram efeito benéfico da suplementacdo apenas quando
realizada na primeira semana apds a inseminacdo e nenhum beneficio foi visualizado
quando a suplementacdo ocorreu durante a segunda ou terceira semana.

De forma contraditoria, foi encontrado efeito satisfatorio na taxa de concepgéo
no presente estudo, onde a suplementagdo com o MGA ocorreu entre os dias 13 a 18
apos a inseminacdo. A diferenca no tipo de progestagenos utilizado (MGA) e nos
animais suplementados (vacas de corte) poderia justificar esses achados. De acordo com

Rodrigues et al. (2014), vacas de corte suplementadas com MGA mais cedo (5° ao 10°
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dia apo6s IA) tiveram piores taxas de concepcdo quando comparadas ao controle
(28,00% vs 47,87%, respectivamente).

Os autores supracitados justificaram que o fornecimento deste progestageno
precocemente, na primeira semana apés IATF, reduziu as taxas de concepgao em vacas
de corte devido ao seu modo de acdo, promovendo um ambiente enddcrino inadequado,
talvez por variacbes de pH uterino, ou outro fator que possa inviabilizar o
desenvolvimento e crescimento embrionario neste periodo, concordando com Shams-
Esfandabadi e Shirazi (2007) e Silva et al. (2015) que também observaram reducao na
taxa de concepcao em vacas que receberam o mesmo tratamento em periodo similar.

Buscando avaliar um melhor momento para a suplementagdo com MGA em
vacas de corte, Costa et al. (2015) testaram o efeito deste progestageno em dois periodos
distintos (5° ao 18° ou 13° ao 18° dia apds a inseminagdo) em vacas Nelore submetidas a
programas de IATF. Com este trabalho, concluiram que ambos os tratamentos tiveram
efeitos satisfatorios em relacdo a taxa de concepgdo quando comparados com o controle,
ndo diferindo entre si. Desta forma, os autores indicaram como melhor opcdo, o
tratamento similar ao deste estudo (13° ao 18° dia), devido ao menor custo e duracdo.
Diante dessas informagdes, a suplementacdo com MGA em vacas de corte aparenta
expressar melhores resultados quando realizada mais tarde no diestro.

Wiltbank et al. (2014) analisaram diversos trabalhos que tinham como objetivo,
melhorar os niveis circulantes de P4 em fémeas bovinas durante o periodo de pré-
implantacdo embrionaria e consequentemente, favorecer a taxa de concepcdo destes
animais em programas reprodutivos. Esses autores encontraram um cONsenso em
relacdo a elevacdo nos niveis séricos de P4, entretanto, quanto a fertilidade, mostravam
uma grande divergéncia em seus resultados, sugerindo a interferéncia de fatores outros
gue néo estariam sendo analisados nestes experimentos.

Com o objetivo de minimizar os efeitos destes fatores em rela¢do ao tratamento
com MGA na taxa de concepcdo e ciente da escassez na literatura de pesquisas que
tiveram essa preocupacgéo, buscou-se na segunda etapa deste trabalho avaliar o efeito do
tratamento com P4 de acordo com as seguintes variaveis: ciclicidade ovariana durante o
protocolo, expressao do estro e didmetro pré-ovulatorio no momento da IATF.

A hipoétese é que o tratamento com MGA atue de forma diferente em cada uma

destas varidveis, melhorando a taxa de concepcdo principalmente, dos animais que
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apresentaram comprometimento da fertilidade por deficiéncia da funcdo folicular ou
lUtea.

Ciclicidade ovariana

Animais em anestro no inicio do protocolo e que ndo foram suplementados com
MGA tiveram taxas de concep¢do significativamente inferiores aos demais grupos

experimentais (Tabela 2).

Tabela 2 — Taxa de concepgdo de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF e tratadas ou ndo com 2,289 de MGA entre os dias 13 a
18 ap06s as inseminacgdes de acordo com a ciclicidade durante o protocolo

Taxa de concepgéo

Tratamentos NUmero de animais % (n)
Ciclando com MGA 130 61,54 (80)
Ciclando sem MGA 75 58,67 (44)
Anestro com MGA 196 56,63 (111)*
Anestro sem MGA 133 36,84 (49)°

Total 534 53,18 (284)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05)

Sendo assim, a hipdtese proposta foi sustentada, visto que, o tratamento com
MGA teve efeito significativo apenas nos animais que estavam em anestro durante o
protocolo, mostrando um possivel comprometimento na fertilidade desses animais e
maior necessidade de um suporte exdgeno de P4 em relacdo aos animais que estavam
ciclando.

De acordo com a literatura, vacas de leite e de corte em anestro pds-parto no
inicio dos protocolos de IATF, ovulam foliculos menores, que resultam em CLs
menores ou menos funcional em relacdo a producao de P4 (MACMILLAN et al., 2003;
BARREIROS et al., 2004), justificando a melhor resposta dos animais em anestro no
inicio do protocolo a suplementacdo com MGA, quando comparados com 0s animais

ciclando.
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Essas informacOes foram reforcadas por Baruselli et al. (2004) que avaliaram a
taxa de concepcdo de acordo com as estruturas identificadas nos ovarios durante o
exame ginecologico prévio ao protocolo de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a
programas de IATF. De acordo com esses autores, 0s animais que possuiam CL no
inicio do protocolo tiveram maiores taxas de concepcao (55,5%) em relagdo aos animais
que possuiam apenas foliculos > 8mm (34,4%) ou aqueles que tinham apenas foliculos
< 8mm (29,4%), mostrando diferenca na resposta ao protocolo de sincronizacdo de
acordo com o status reprodutivo dos animais previamente ao protocolo.

Seguindo estd mesma linha de pesquisa, recentemente Pugliesi et al. (2016)
testaram uma suplementacdo com outra fonte de P4 (injetavel de longa agdo), quatro
dias apos a ovulacdo, sobre a taxa de concepg¢do de fémeas bovinas da raca Nelore em
programas de IATF. Esses autores ndo encontraram efeito significativo deste tratamento
quando foi aplicado em animais com o status reprodutivo desconhecido (anestro ou
ciclando), entretanto, quando o mesmo tratamento foi realizado apenas em vacas
lactantes que estavam em anestro no inicio do protocolo as taxas de concepcéo
melhoraram significativamente.

Muitos estudos tém apontado em rebanhos de fémeas zebuinas lactantes criadas
a pasto, uma alta porcentagem (74,26%) de animais em anestro no inicio do protocolo
(RODRIGUES et al., 2015). Marques et al. (2003) e Baruselli et al. (2002) verificaram
baixo percentual (24,3% e 14,0%) de vacas de corte lactantes ciclando entre 60 a 70
dias pos parto e de acordo com Wheaton et al. (2007) a taxa de anestro pode chegar até
90% em vacas de corte amamentando em sistemas de pastagem com 30 a 40 dias pos-
parto, momento em que séo incluidas em programas de IATF.

Portanto, o alto percentual de fémeas zebuinas de corte criadas a pasto em
anestro pos-parto no inicio da estacdo reprodutiva e a menor taxa de concepcéo, quando
comparadas com fémeas ciclicas em programas de IATF parece ser uma realidade em
grande parte da pecudria extensiva de corte no territorio nacional, sendo importante a
utilizacdo de estratégias que possibilitem melhores resultados neste grupo de animais.
Dessa forma, o aumento na taxa de concepcdo de fémeas em anestro que foram
suplementadas com P4 observado neste estudo, indica uma nova e interessante
alternativa para melhorar a fertilidade de vacas de corte nos grandes sistemas de criacdo

do Brasil. Essa alternativa se torna ainda mais expressiva, levando em consideracdo a
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praticidade na utilizacdo deste tratamento, o qual ndo exige nenhum manejo adicional

a0s animais.

Expressdo do estro e diametro do foliculo pré-ovulatério

Houve um efeito positivo do fornecimento do MGA entre o0 13° ao 18° dia apds a
IATF sobre a taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore independente da
expressao ou ndo de estro (Tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF e tratadas ou ndo com 2,28g de MGA entre os dias 13 a
18 apds as inseminacdes de acordo com a expressdo (C/ESTRO) ou ndo

(S/ESTRO) do estro
] o Taxa de concepgéo
Tratamentos Ndmero de animais % (n)
C/ESTRO com MGA 168 68,45 (115)°
C/ESTRO sem MGA 104 52,88 (55)"
S/ESTRO com MGA 158 48,10 (76)°
S/ESTRO sem MGA 104 36,54 (38)°
Total 534 53,18 (284)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05)

Em relacdo as taxas de concepcdo nos animais tratados com MGA de acordo
com o DFOL néo se observou efeito significativo do tratamento entre os animais com
DFOL<11mm. Os animais com DFOL11 a 14mm também nao foram beneficiados pelo
tratamento, entretanto, os animais com DFOL>14mm apresentaram melhores taxas de
concepgdo quando suplementados com MGA entre os dias 13 e 18 ap0s as inseminagdes
em relacédo aos ndo suplementados (Tabela 4).

De acordo com Peres et al. (2009), fémeas zebuinas submetidas a programas de
IATF que expressam estro durante o protocolo (entre a remoc¢do do dispositivo
intravaginal e 0 momento da inseminagéo) apresentam maior taxa de concepgéo, quando
comparadas com 0s animais que ndo sdo detectados em estro. De forma semelhante, 0s
animais com maior didmetro folicular no momento da inseminagdo tem maior
probabilidade de ficarem gestantes em relagdo aqueles com foliculos de menor diametro
(RIBEIRO FILHO et al., 2013).
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Tabela 4 — Taxa de concep¢do de fémeas bovinas da raca Nelore submetidas a um
protocolo de IATF e tratadas ou ndo com 2,28g de MGA entre os dias 13 e
18 apds as inseminacbes de acordo com o diametro do foliculo pré-
ovulatério no momento da IATF (DFOL)

Tratamentos Numero de Taxa d;e/concepgéo
animais 6 ()

DFOL <11mm com MGA 109 44,04 (48)°
DFOL <11mm sem MGA 79 40,51 (32)°
DFOL 11 a 14mm com MGA 124 62,90 (78)ab
DFOL 11 a 14mm sem MGA 85 50,59 (43)™
DFOL >14mm com MGA 93 69,89 (65)*
DFOL >14mm sem MGA 44 40,91 (18)°
Total 534 53,18 (284)

Valores seguidos de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05)

Esses resultados satisfatérios na taxa de concepcdo de animais que Sao
observados em estro durante o protocolo de sincronizagdo e que possuem maiores
foliculos no momento da IA estdo associados a maiores niveis circulantes de E2 durante
o proestro/estro (VASCONCELOS et al.,, 2001). Concentracdes adequadas de E2
durante o crescimento final do foliculo sdo necessarias para aumentar a responsividade
da hipofise aos estimulos de GnRH, modular o padrdo de liberacdo pulsatil de LH e
proporcionar um adequado ambiente tubérico e uterino, favorecendo o estabelecimento
e manutencdo da gestacdo (BARATTA et al., 2001; MANN e LAMMING, 2001; NETT
etal., 2002).

Além disso, Atkins et al. (2013) demonstraram associacdo positiva entre a
concentragdo circulante de E2 no momento da inseminagdo e os niveis séricos de P4
apos a ovulagdo, favorecendo as taxas de concepgdo. Sendo assim, a hipdtese que 0s
animais com menores foliculos pré-ovulatérios e/ou que ndo expressaram estro durante
o0 protocolo terdo um comprometimento de sua funcdo litea e consequentemente, seréo
mais beneficiados pelo tratamento com 0 MGA, quando comparados com aqueles que
expressaram estro ou possuiam foliculos pré-ovulatérios maiores ndao se confirmou.
Uma vez que o tratamento com MGA influenciou de forma significativa a taxa de
concepcao dos grupos independente da expresséo do estro e ndo foi efetivo nos animais

com foliculos pequenos (<11mm) ou medios (11 a 14mm).
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Mesmo assim, em condig¢des praticas especiais, como reducao dos custos com a
suplementacdo, 0 marcador expressao do estro pode Util no direcionamento de animais
para ser suplementados, pois 0s animais que ndo expressaram estro e foram
suplementados com MGA, melhoraram a taxa de concepcao e equipararam aos animais
que expressaram estro.

Possivelmente, a melhoria nas taxas de concepgdo ocorreu por uma acao
conjunta da P4 endogena e exogena, oriundas do CL e da suplementacdo com MGA,
respectivamente, o que favoreceu a regulacdo das secrecdes endometriais, producdo de
IFN- 1, bloqueio da lutedlise e consequentemente, melhorou as taxas de concepcéo dos
animais tratados (FORDE et al., 2009).

CONCLUSOES

Conclui-se que o tratamento com 2,28g de MGA entre 0 13° e 18° dia apds a
inseminacdo foi eficiente em melhorar a taxa de concepcdo de fémeas bovinas da raca
Nelore lactantes em programas de IATF. A avaliagdo da ciclicidade ovariana
previamente ao protocolo de IATF mostrou ser uma ferramenta importante na escolha
dos animais a serem suplementados, pois permite selecionar 0s animais que apresentam
inatividade ovariana e direciond-los para o tratamento, reduzindo assim, custos
desnecessarios com o tratamento dos animais que estdo ciclando. Observou-se também
que a variavel expressao do estro e diametro do foliculo pré-ovulatério em geral, nas
condi¢es do presente estudo, ndo foram eficientes como preditoras na escolha de
animais para serem suplementados com MGA. Entretanto, em situa¢fes préaticas
especiais 0 marcador expressao do estro pode ser util no direcionamento da utilizagéo

desta tecnologia.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Este estudo estabeleceu critérios para identificar fémeas com maiores chances de
ficarem gestantes em programas de IATF. O diametro do foliculo pré-ovulatério no
momento da inseminagdo e a expressdo de estro apds o protocolo de sincronizagdo
foram associados a melhores taxas de concepgdo de fémeas bovinas da raga Nelore em
programas de IATF. Esses procedimentos sdo faceis de serem aplicados e podem ser
incorporados ao manejo das propriedades de pecuaria de corte, permitindo, maior
seguranca na utilizacdo de sémen de maior valor agregado e a utilizacdo de estratégias
apos a IATF para melhoria nas taxas de concepcao.

A suplementacdo com acetato de melengestrol entre o 13° e 18° dia apés a IATF
mostrou ser uma eficiente estratégia para a melhoria nas taxas de concepcdo de fémeas
zebuinas de corte em programas de IATF. Seus beneficios podem contribuir bastante
para a pecudria bovina de corte brasileira, a qual € caracterizada por sistemas de criacdo
extensivos em pastagens tropicais, com um ndmero elevado de animais lactantes com
curto periodo poés-parto quando sdo submetidos aos programas reprodutivos,
apresentando, portanto, alto percentual de fémeas em anestro e comprometimento na
fertilidade e que com o tratamento com MGA podem ter seus indices melhorados. Além
disso, a praticidade na utilizacdo deste tratamento, o qual ndo exige nenhum manejo
adicional aos animais, € um importante quesito quando se pensa em pecudria de corte de
larga escala.

O mecanismo de acdo do acetato de melengestrol ainda ndo estd totalmente
esclarecido. Futuras pesquisas devem investigar sua interagdo com o0 ambiente
enddcrino e uterino dessas fémeas, além da utilizacdo em outros periodos e outras

categorias animal.
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