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RESUMO

SA FILHO, M. F. de. Importancia da ocorréncia de estro e do didmetro folicular no
momento da inseminag¢@o em protocolos de sincronizagdo da ovulagdo para inseminacao
artificial em tempo fixo em fémeas zebuinas de corte. [Importance of occurrence of estrus
and the ovarian follicle diameter at insemination in synchronization of ovulation protocols for
timed artificial insemination in zebu beef cows]. 2012. 124 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2012.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as associacGes entre a ocorréncia de estro ap0s 0S
protocolos de sincronizacdo da ovulacdo e diametro folicular no momento da inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF) nas respostas ovarianas e na taxa de concepcdo apos IATF em
fémeas zebuinas de corte. Assim, avaliaram-se as possiveis implica¢cdes praticas do uso dessas
informacdes para a melhoria dos programas de IATF em fémeas zebuinas lactantes. Essa tese
é dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo, estudou-se a associacao entre o diametro
folicular no momento da IATF com as respostas das fémeas apds sincronizacdo da ovulagao e
IATF. Observou-se que o aumento do didmetro folicular no momento da IATF aumenta tanto
a taxa de ovulacdo, quanto a taxa de concepcdo apds IATF. O segundo capitulo relata a
realizacdo de quatro estudos onde foram avaliadas as associacGes da ocorréncia de estro no
intervalo entre o final do protocolo de sincronizagdo e o0 momento da IATF na resposta
ovariana e a taxa de concepcao apés a IATF. Foi observado que a ocorréncia de estro apds o
protocolo de sincronizacdo esta associada a melhores respostas ovarianas, melhor funcéo
luteinica no ciclo subsequente e melhor taxa de concepc¢do ap6s IATF. Por fim, o terceiro
capitulo trata da utilizacdo das informacdes supracitadas para a selecdo de fémeas com maior
probabilidade de gestacdo apds IATF para receberem sémen sexado. Os resultados sdo
indicativos de que € possivel obter maiores taxas de concepcao ap6s uso de sémen sexado ou
convencional nas fémeas selecionadas pela ocorréncia de estro ou pela presenca de foliculo de
maior didmetro no momento da IATF. Portanto, estratégias para melhorar a ocorréncia de
estro e o didmetro folicular no momento da IATF sdo importantes para 0 sucesso dos
programas de sincronizacdo da ovulacéo para IATF de fémeas zebuinas, e tais critérios podem

ser utilizados na selecdo de fémeas de melhor resposta para receberem sémen sexado.

Palavras-chave: Reproducao. Bovino. Vacas lactantes. Ovario. Concepcao.



ABSTRACT

SA FILHO, M. F. de. Importance of occurrence of estrus and the ovarian follicle
diameter at insemination in synchronization of ovulation protocols for timed artificial
insemination in zebu beef cows. [Importancia da ocorréncia de estro e do didametro folicular
no momento da inseminagdo em protocolos de sincronizacdo da ovulagdo para inseminagéo
artificial em tempo fixo em fémeas zebuinas de corte]. 2012. 124 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2012,

The objective of the present thesis was to evaluate the associations between the occurrence of
estrus after synchronization of ovulation protocols and ovarian follicle diameter at the timed
artificial insemination (TAI) on ovarian responses and conception rates after TAI in Zebu beef
females. Finally, there were evaluated some practical tools using established information to
select cows to receive great value semen during TAI program. This thesis was divided into
three chapters. In the first chapter, it was evaluated the association between ovarian follicle
diameter at the TAl moment on ovarian responses and pregnancy per TAI. It was observed
that the increase in the ovarian follicle diameter at TAI increases both the ovulation and
conception rates following the TAI synchronization protocol. In the second chapter, there
were four studies in which was analyzed the effect of occurrence of estrus between the end of
the synchronization protocol and the IATF. It was observed that the occurrence of estrus after
synchronization protocol is associated with higher ovarian responses, greater luteal function
on subsequent estrous cycle and higher pregnancy per TAI. Finally, the third chapter, the
established information were used to select females with greater odds of pregnancy to receive
sex-sorted sperm. It was possible to obtain higher conception rates following the selection of
females through the occurrence of estrus or the presence of larger ovarian follicle at the time
of TAI after the use either sex-sorted or non sex-sorted sperm. Therefore strategies to improve
the occurrence of estrus and the ovarian follicle diameter at TAI moment are important to
improve the reproductive outcomes following synchronization of ovulation protocols for TAI
in lactating zebu cows. Besides, such selection criteria can be used to select females with

greater odds of pregnancy to receive sex-sorted sperm.

Keywords: Reproduction. Bovine. Suckled cows. Ovarian. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos maiores produtores e exportadores mundiais de carne
apresentando um continuo crescimento na agroindustria (FAO, 2011). Nesse contexto, o
melhoramento genético e a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos tém sido metas que norteiam o
sistema produtivo de fazendas produtoras de bovinos de corte.

Dentre as estratégias de manejo reprodutivo, a inseminacéo artificial (1A) se apresenta
como uma das ferramentas de maior impacto no melhoramento genético, no aumento da
produtividade e da rentabilidade dos rebanhos bovinos (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2012;
SA FILHO et al., 2012). Programas de sincronizagio da ovulacio para IA em tempo fixo
(IATF) aumentam o uso da IA, bem como da eficiéncia reprodutiva de rebanhos de corte (BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; BARUSELLI et al., 2004; MENEGHETTI et al., 2009;
SA FILHO et al., 2009a).

Diversos fatores podem influenciar o sucesso dos programas de sincronizacdo da
ovulagio para IATF em fémeas bovinas de corte ou leite (PERRY et al., 2006; GALVAO;
SANTOS, 2008; MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009a; BARUSELLI et al.,
2012). Dentre eles, a condicdo corporal das fémeas no primeiro dia do protocolo de
sincronizacdo, a categoria animal (nulipara, primipara ou pluripara), a fazenda, o inseminador,
a partida do sémen e o touro utilizado para a IATF apresentam grande influéncia na taxa de
concepcdo apds a IATF (SA FILHO et al., 2009a). Fatores como o tamanho do foliculo
ovulatorio, a duracdo do proestro e a ocorréncia de estro ap6s o protocolo de sincronizacao
também tem sido relacionados a resposta positiva aos protocolos em fémeas taurinas.
(PERRY et al., 2005a; MUSSARD et al., 2006, 2007; PERRY et al., 2007; GALVAO;
SANTOS, 2008; BRIDGES et al., 2010).

Entretanto, informagdes sobre a ocorréncia de estro ou do didmetro folicular no
momento da inseminacdo de fémeas submetidas a protocolos de sincronizacdo da ovulagéo
para IATF no Brasil sdo escassas. Além disso, a maior parte das fémeas bovinas criadas no
pais apresenta sangue zebuino, o que lhes confere algumas diferencas referentes ao
comportamento reprodutivo e a resposta aos programas de sincronizacdo em relagdo as
fémeas taurinas (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; BARUSELLI et al., 2004). Nesse

sentido, é de grande importancia identificar os fatores que podem influenciar a resposta aos
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programas de sincronizacdo da ovulacdo em fémeas zebuinas. Assim estabelecendo
associacdes é possivel o desenvolvimento de estratégias especificas para melhoria dos
protocolos de sincronizagdo da ovulagdo e o desempenho reprodutivo nesse grupo genético.

O presente estudo tem como principal objetivo estudar a importancia da ocorréncia de
estro e do diametro folicular no momento da inseminacdo na resposta de fémeas zebuinas
lactantes de corte submetidas a protocolo de sincronizacdo da ovulacdo e IATF. Visa também,
estabelecer estratégias praticas na utilizacdo dessas informacGes para melhorar a resposta ao
uso do sémen sexado em programas de IATF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTROLE DA DINAMICA FOLICULAR E DA OVULACAO EM FEMEAS
BOVINAS

Na manipulacdo hormonal da dindmica folicular, manipulac&o luteinica e manipulacdo
da ovulacdo em programas de sincronizacdo da ovulacdo, sdo utilizados trés principios
basicos: 1) Sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular pela
inducdo de ovulacdo do foliculo dominante presente no momento do tratamento (GnRH, LH
ou hCG), ou por inducdo de atresia folicular (associagédo entre P4 e E2); 2) Controle da
duracdo da fase progestacional, ou pelo uso de agentes luteoliticos (prostaglandina F2a e
estrogenos) ou administracdo exdgena de P4 por meio de dispositivos/implantes de liberacdo
lenta; 3) Inducéo da ovulagdo sincronizada do foliculo dominante ao final do tratamento com

GnRH, LH, hCG ou estrégenos (benzoato ou cipionato de E2).

2.1.1 Sincronizagdo da emergéncia da nova onda de crescimento folicular

A sincronizagdo da emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular pode ser
realizada pela inducédo da ovulacao do foliculo dominante presente no momento do tratamento
(GnRH, LH ou hCG) ou por indugéo de atresia folicular (associagéo entre P4 e E2).

Diversos métodos foram propostos para a indugdo da emergéncia sincronizada de uma
nova onda, dentre esses, podem-se citar a sincronizacdo por métodos mecanicos (ablacéo
folicular) ou métodos farmacologicos.

No caso de métodos mecénicos, a ablacdo do foliculo dominante guiada por
ultrassonografia, leva a uma descarga de FSH induzindo a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular em aproximadamente 1,5 dias (BERGFELT; LIGHTFOOT; ADAMS,
1994). No entanto, apesar de sua satisfatdria eficiéncia, estes métodos apresentam alto grau de

dificuldade de aplicagdo em larga escala (BO et al., 2002).
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Na sincronizacao por métodos farmacologicos, 0s estrégenos quando administrados na
presenca de P4 enddgena (produzido pelo CL) ou exdgena (liberado pelos
dispositivos/implantes de P4), causam a diminuicdo dos niveis circulantes de FSH e LH,
provocando regressdo dos foliculos dependentes de gonadotrofinas (BO et al., 1993;
MACKEY et al., 2000; BO et al., 2002) e ap6s a metabolizacdo e a diminuicio das
concentracdes plasmaticas do E2, verificam-se aumento subsequente das concentracbes de
FSH enddgeno e emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular (MARTINEZ et al.,
2005).

Existem trés diferentes tipos ésteres de E2: o benzoato (BE), o valerato (VE) e o
cipionato (CE). O valerato de E2 (VE) (BO et al., 1993) e o cipionato de E2 (CE) (COLAZO;
KASTELIC; MAPLETOFT, 2003) na presenca de P4, causam a regressao dos foliculos
antrais (BO et al., 2002). Porém, estes ésteres de E2 apresentam um tempo de meia vida
longo, 0 que leva a atrasos e dispersdo no momento da emergéncia da nova onda de
crescimento folicular. J4 BE (SA FILHO et al., 2011a) e o proprio E2-17p (CACCIA; BO,
2008) apresentam um tempo de meia vida curto, induzindo eficazmente a emergéncia da nova
onda de crescimento folicular, de 3 a 4 dias apds o tratamento, tanto em fémeas Bos taurus
quanto em fémeas Bos indicus (BO et al., 1996; BO et al., 2002; SA FILHO et al., 2011a).

A ovulacéo do foliculo dominante e a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular estdo estreitamente relacionadas (THATCHER et al., 1989; WOLFENSON et al.,
1994; TWAGIRAMUNGU; GUILBAULT; DUFOUR, 1995). Assim, outra possibilidade para
a sincronizacao da emergéncia é por meio da inducdo da ovulacdo. Esta inducdo da ovulacao
pode ser feita diretamente pela administracdo de farmacos que se ligam aos receptores de LH
do foliculo dominante (LH e hCG) ou pela indugdo do pico do hormdnio luteinizante pela
administracdo de GnRH e/ou seus analogos. Durante o processo de inducdo da ovulacéo,
verificam-se redugdes nas concentracdes circulantes de E2 e inibina, responsaveis pelo
bloqueio da secrecdo de FSH na hipofise. Como consequéncia, ocorre uma subsequente
descarga de FSH (ADAMS et al., 1992, 2008), responsavel pela emergéncia e
desenvolvimento de uma nova onda de crescimento folicular entre 1 e 2 dias apds o
tratamento. E importante ressaltar que a efetiva indugio de uma nova onda de crescimento
folicular somente ira ocorrer caso ocorra a ovulagdo (MARTINEZ et al., 1999). Além disso, 0
uso do GnRH para a indugéo de ovulacdo com finalidade de sincronizar a emergéncia de uma

nova onda de crescimento folicular, apresenta baixa eficiéncia em fémeas Bos indicus,
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principalmente aquelas em anestro pés-parto (BARROS et al., 2000; BARUSELLI et al.,
2000, 2004).

2.1.2 Controle da fase luteinica/progesterdnica

2.1.2.1 Estrégenos

Os estrogenos, principalmente 0s que possuem longa duracdo na corrente circulatéria
(VE), sdo capazes de induzir a lutedlise pela sua capacidade de estimular a secrecdo enddgena
de PGF,,. (PETERSON; HUHN; KESLER, 2000). No entanto, no estudo realizado por
Martinez et al (2004), demonstrou-se 27,6% de lutedlise, com consequente manifestacdo de
cio e ovulacdo em novilhas de corte que receberam 2 mg de BE durante o inicio do diestro
com intuito de sincronizar a emergéncia folicular (MARTINEZ; KASTELIC; MAPLETOFT,
2004). Contudo, esse efeito luteolitico é superior quando o E2 de meia vida longa é
incorporado no inicio dos protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para IATF, com o objetivo
de induzir a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular e de eliminar a
administracdo de PGF,, (PETERSON; HUHN; KESLER, 2000).

2.1.2.2 Prostaglandina F,,

E preconizada a aplicacio de PGF,, juntamente com os tratamentos a base de
P4/progestagenos, para inducdo da lutedlise e queda abrupta dos niveis enddgenos de P4,
simulando as condic¢des fisiologicas encontradas no final do diestro. Recomenda-se a
administracdo de prostaglandina no momento da retirada dos dispositivos de P4, garantindo
que a concentragio de P4 ndo permaneca elevada (provinda de CL) e bloqueie a ovulagio (BO
etal., 2002).
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2.1.2.3 Progesterona/progestagenos

O tratamento com P4 exdgena modula a frequéncia pulsatil de LH (STOCK;
FORTUNE, 1993; KINDER et al., 1996), evitando a maturacdo folicular final, estro e a
ovulacdo do foliculo dominante, consequentemente. A P4 e os progestagenos sdo substancias
que podem ser administradas por via oral, por implantes subcutaneos ou por dispositivos
intravaginais, embora também existam formula¢6es comerciais injetaveis. Esses compostos
quando associado ao tratamento com E2 para sincroniza¢do da nova onda de crescimento
folicular e a PGF,, como agente luteolitico proporcionam adequadas taxas de sincronizacao
do cio (80 a90 % dos estros ocorrendo entre 24 a 28 horas apds a remocéao do dispositivo de
P4).

2.1.3 Inducéo sincronizada da ovulagéo

Os farmacos utilizados para a inducao da ovulacdo agem por retroalimentacdo positiva
na liberacdo pulsatil de LH (estrégenos e GnRH) ou agem diretamente no foliculo (hCG e
LH) (RAY, 1965; BUTTREY; BURNS; STEVENSON, 2010). Cada um dos farmacos
apresenta um intervalo especifico entre sua administracdo e a ocorréncia das ovulagdes. O
GnRH, guando administrado intramuscularmente, induz a uma onda de LH semelhante a pré-
ovulatoria em 2 horas e ovulacdo entre 26 a 30 horas, respectivamente (THATCHER et al.,
1989; TWAGIRAMUNGU; GUILBAULT; DUFOUR, 1995; SCHMITT et al., 1996). Ja a
administracdo de BE induz a ocorréncia de pico de LH entre 16 a 24 horas e a ovulacéo
sincronizada entre 44 a 45 horas ap6s o tratamento (HANLON et al., 1997; SALES et al.,
2012). O CE, quando administrado no momento da retirada do dispositivo intravaginal, induz
0 pico de LH entre 45 a 49 horas (SALES et al., 2012) e a ovulacéo entre 67 a 70 horas ap0s 0

tratamento (SALES et al., 2012). Dessa forma, o intervalo entre a retirada da fonte de P4 e a
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ovulacdo é semelhante entre o protocolo que administra CE no momento ou BE 24 horas ap0s
a retirada do dispositivo de P4 (SALES et al., 2012).

2.2 PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA INSEMINACAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

A incorporacdo de programas de manejo reprodutivo na rotina de fazendas é uma
estratégia eficiente para melhorar os resultados reprodutivos e econdmicos de fazendas de
cria. A 1A promove ganhos genéticos e econdmicos pela utilizacdo de touros de mérito
genético superior. Apesar dos avancos tecnologicos dos programas de IA, a implantacéo
desses programas de forma tradicional é dificultada principalmente pelo anestro pés-parto e
pelas falhas na deteccdo de estro (SENGER, 1994; BO et al., 2007). Essas dificuldades sdo
agravadas quando se trabalha com racas zebuinas que apresentam elevada incidéncia de estros
noturnos e de curta duracdo (FIGUEIREDO et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998; BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003).

Para evitar tais problemas associados aos programas de IA baseados na deteccdo de
estro, diversos grupos de pesquisa tém desenvolvido diferentes estratégias para inseminar
fémeas bovinas em tempo pré-determinado, eliminando a necessidade de deteccdo de estro.
No meio da década de 90 foi desenvolvido o protocolo “Ovsynch” (GnRH 7 dias antes;
PGF,4; GNnRH 48h; IATF 16 h) (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). A partir disso, varios
protocolos foram desenvolvidos para controlar tanto a funcdo luteinica, quanto a funcgéo
folicular permitindo satisfatdrias taxas de concepcao a IATF (semelhante aquelas obtidas ap6s
IA baseado na deteccdo de estro). Atualmente, os programas de IATF sdo aplicados
rotineiramente tanto em rebanhos de leite como em rebanhos de corte (MACMILLAN;
SEGWAGWE; PINO, 2003; STEVENSON et al., 2003; BARUSELLLI et al., 2004; CHEBEL
et al., 2004; LUCY; MCDOUGALL; NATION, 2004; SANTOS et al., 2004; THATCHER et
al., 2006; BO et al., 2007; GALVAO; SANTOS, 2008; MENEGHETTI et al., 2009; SA
FILHO et al., 2009a; BISINOTTO; SANTOS, 2012; WILTBANK et al., 2012).

Diversos protocolos foram desenvolvidos com o objetivo de estabelecer tratamentos
especificos para as diferentes categorias de animais e minimizar o0 manejo com as fémeas,

eliminando a necessidade de deteccdo de cio.
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2.2.1 Protocolos de sincronizagdo a base de GnRH e prostaglandina

A administracdo de GnRH induz o aparecimento de uma nova onda folicular apos a
inducdo da ovulagdo (MACMILLAN; THATCHER, 1991; TWAGIRAMUNGU et al., 1992a;
WOLFENSON et al., 1994; TWAGIRAMUNGU; GUILBAULT; DUFOUR, 1995;
SCHMITT et al., 1996). Posteriormente, estudos demonstraram que 0 uso de um tratamento
com PGF,, é realizado sete dias ap0s o tratamento com GnRH, o que ndo reduz a fertilidade
do estro induzido (THATCHER et al., 1989; TWAGIRAMUNGU et al., 1992b). Tal
informacdo se tornou a base para o desenvolvimento do protocolo Ovsynch (PURSLEY;
MEE; WILTBANK, 1995). AplGs esse primeiro relato, indmeros protocolos tém sido
propostos e aplicados rotineiramente principalmente em vacas leiteiras de alta producéo
(WILTBANK et al., 2011).

A resposta ovariana e a taxa de concepg¢do ap6s o uso do protocolo Ovsynch é afetada
de acordo com a fase do ciclo estral (MARTINEZ et al., 1999; VASCONCELOS et al., 1999;
MOREIRA et al., 2000) ou a ciclicidade da fémea (BISINOTTO; CHEBEL; SANTOS, 2010)
no momento do primeiro GnRH do protocolo. Estudos demonstraram que a melhor fase do
ciclo estral para se iniciar o protocolo Ovsynch é entre os dias 5 a 12 do ciclo estral
(VASCONCELOS et al., 1999; MOREIRA et al., 2000). Para aumentar a proporcao de vacas
nessa fase do ciclo estral para a adminstracdo do primeiro GnRH do protocolo Ovsynch,
diversos estudos desenvolveram diferentes estratégias de pré-sincronizacdo (MOREIRA et al.,
2000; GALVAO; SA FILHO; SANTOS, 2007; SOUZA et al., 2008; KASIMANICKAM et
al., 2009; CHEBEL; SANTOS, 2010). Tais protocolos de pré-sincronizacdo melhoram a
resposta ovariana e a fertilidade das fémeas submetidas aos protocolos a base de GnRH e
PGF,,.

O uso de protocolos a base de GnRH e PGF2a tem sido associado com inconsistentes
resultados quando aplicados em bovinos de corte. Tais variacbes nos resultados s&o
decorrentes principalmente em falhas na inducéo da nova onda de crescimento folicular apos
administracdo de GnRH (GEARY et al., 1998; MARTINEZ et al., 1999; BARUSELLI et al.,
2000; COLAZO et al., 2009). Em vacas zebuinas lactantes, os protocolos a base de GnRH e
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PGF2a ja foram avaliados (BARROS et al., 2000; FERNANDES et al., 2001; BARUSELLI
et al., 2002; WILLIAMS et al., 2002; SA FILHO et al., 2009b), sendo os resultados
satisfatorios somente quando as fémeas estdo ciclando no inicio do protocolo (FERNANDES
et al., 2001) ou quando s&o submetidas a sucessivos periodos de desmame temporario (SA
FILHO et al., 2009b). Entretanto, os resultados ainda séo inferiores aos alcangados apds
tratamentos a base de P4 e E2 (BARUSELLI et al., 2002). Portanto, coletivamente, as
pesquisas demonstram que o protocolo Ovsynch apresenta baixa eficiéncia quando aplicados
em fémeas zebuinas amamentando mantidas em condi¢des de pastejo em gramineas tropicais,
que sao frequentemente associadas a elevada incidéncia de anestro pos-parto (BARROS et al.,
2000; FERNANDES et al., 2001; BARUSELLI et al., 2002).

2.2.2 Protocolos de sincronizacéo a base de estradiol e progesterona

A suplementacdo exdgena com P4 reduz a liberacdo de LH, altera a fungdo ovariana,
inibe a ocorréncia do estro e evita a ocorréncia de ovulacdo durante o tratamento em bovinos
(ADAMS et al., 1992; SAVIO et al., 1993; LOOPER et al.,, 2003; FIKE et al., 2004;
COLAZO et al., 2008). Os primeiros estudos nos quais foram utilizadas fontes exdgenas de
P4 ou progestanos para o controle do ciclo estral de bovinos, empregaram tais horménios por
via oral, tal como o acetato de melengestrol (PATTERSON et al., 1989; HIERS et al., 2003;
PERRY et al., 2005b). Posteriormente foram desenvolvidos diversos tipos de dispositivos
tanto intravaginais ou implantes auriculares com a finalidade de controlar o desenvolvimento
folicular e o ciclo estral de bovinos (ODDE, 1990; MARTINEZ et al., 2000; BO et al., 2002;
CAVALIERI et al., 2006).

Inicialmente a suplementagdo exdgena com P4 foi realizada durante longos periodos,
simulando a duragédo da fase progesterdnica durante o ciclo estral. Esses longos periodos de
tratamentos, foram associados com satisfatorio grau de sincronizagdo dos estros ap0s 0
término da suplementacdo, no entanto, a fertilidade desse estro induzido era reduzida (SAVIO
et al., 1993; KINDER et al., 1996; REVAH; BUTLER, 1996). Para contornar tais efeitos
negativos, foram incorporados aos tratamentos de sincronizagdo os indutores de emergéncia

da nova onda de crescimento folicular no inicio do tratamento de sincronizacdo. Além disso, o
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periodo de permanéncia da suplementacdo exdgena foi reduzida, e hoje, € normalmente de 7,
8 ou 9 dias (BO et al., 2002; BARUSELLI et al., 2004; MENEGHETTI et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2009). Devido a ocorréncia de nova emergéncia da onda de
crescimento folicular durante o protocolo e a menor duragdo do tratamento com P4, a
incidéncia de foliculos persistentes (foliculos que contem odcitos envelhecidos com baixa
competéncia de desenvolvimento embrionério) € baixa e a fertilidade apés IATF é proxima
aquela obtida ap6s 1A pds-deteccio de estro (BO et al., 2002; SANTOS; RUTIGLIANO; SA
FILHO, 2009).

Semelhantemente ao descrito para tratamento com GnRH, a associacdo de P4 e E2 foi
introduzida aos protocolos de sincronizacdo para controlar a dinamica folicular tanto em
fémeas taurinas (BO; PIERSON; MAPLETOFT, 1991; MARTINEZ et al., 2000; COLAZO;
KASTELIC; MAPLETOFT, 2003) quanto em fémeas zebuinas (BARUSELLI et al., 2006;
CARVALHO et al., 2008; SA FILHO et al., 2011a). A combinacéo entre E2 e P4 tem sido
muito utilizada em paises da América Central e América do Sul (BO et al., 2002; SA FILHO
et al., 2009a, 2011a), permitindo a obtencdo de taxas de concepcdo semelhantes aquelas
obtidas apds IA depois da detecgdo de estro em bovinos (MARTINEZ et al., 2000; BO et al.,
2002; MACMILLAN; SEGWAGWE; PINO, 2003; BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et
al., 2009a; SOUZA et al., 2009).

O mecanismo responsavel por tal supressao do crescimento parece envolver a reducao
dos niveis circulantes de FSH (BO; PIERSON; MAPLETOFT, 1991; BO et al., 1993, 2002
O'ROURKE et al., 2000) e LH (BURKE; MACMILLAN; BOLAND, 1996). A administracdo
de 5 ou 2,5 mg de 17p-E2 (BO et al., 2002) ou 2,5 mg de BE (CACCIA; BO, 2008) em
fémeas durante fases aleatdrias do ciclo estral promove a emergéncia da uma nova onda de
crescimento folicular cerca de 4 dias apds. Além disso, o efeito do BE sobre a inducdo de
nova onda folicular ocorre independentemente da raga (zebuinas, taurinas ou cruzadas) ou
aptiddo produtiva para carne ou leite (CARVALHO et al., 2008).

O VE, outro éster de E2, tem uma meia-vida de circulagdo longa, o que promove um
efeito de supressdo prolongada sobre FSH e consequentemente no desenvolvimento folicular
quando comparado ao tratamento com 17p-E2 ou BE (BO et al., 1993; MARTINEZ et al.,
2005; SA FILHO et al., 2011a). Em fémeas zebuinas, a administracdo de diferentes doses de
VE (2,5 ou 5,0 mg) associado a insercdo de implante auricular contendo norgestomet atrasou

o0 dia da emergéncia da nova onda de crescimento folicular em comparagdo com o tratamento
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com 2,0 mg de BE (SA FILHO et al., 2011a). Além disso, esse intervalo foi maior e
apresentou maior dispersdo quando o tratamento foi realizado em novilhas ciclando do que em
vacas lactantes. Dessa forma, o tratamento com VE em novilhas zebuinas ciclando nédo é
recomendado (SA FILHO et al., 2011a).

Apesar de tais diferencas farmacologicas entre os ésteres de E2, tanto o VE quanto o
BE tém sido aplicados com sucesso durante os protocolos de sincronizacdo da emergéncia da
nova onda de crescimento folicular em fémeas taurinas (ODDE, 1990; GEARY et al., 1998) e
zebuinas (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009a, 2010c, 2011a; SALES et al.,
2012).

Apobs a luteodlise, os protocolos de sincronizagdo para IATF devem utilizar indutores de
ovulagdo para induzir uma ovulagdo sincronizada. Em protocolos que utilizam a associagéo
entre P4 e E2, uma dose baixa dose de E2 é normalmente administrada entre zero e 24 horas
apos a retirada da fonte exdgena de P4 para induzir o pico de LH sincronizado. Apesar das
diferencas farmacologicas, tanto o BE quanto o CE sdo eficazes para induzir o pico de LH,
gerando taxas de concep¢do semelhantes em vacas zebuinas lactantes apos IATF (BE=57,5%);
277/482 vs. CE=61,8%; 291/471) (SALES et al., 2012). Além disso, como o CE ¢
administrado no momento da remocao do dispositivo de P4, isso reduz o nimero de manejos

necessarios para a realizacdo do protocolo de IATF, sem reduzir a fertilidade.

2.2.3 Uso do tratamento com eCG (gonadotrofina coribénica equina) ou do desmame

temporario em programas de sincronizacdo da ovulagdo para IATF

A gonadotrofina sérica de éguas prenhes (eCG) é um hormdnio glicoprotéico que é
secretado pelos calices endometriais de fémeas equinas gestantes. A eCG é composta por duas
subunidades (o — composta por 96 aminoacidos; e p — composta por 149 aminoacidos) e tem
acdo de LH e FSH na mesma molécula (MURPHY; MARTINUK, 1991). Uma caracteristica
importante da molécula de eCG é a existéncia de grande quantidade de carboidratos
(aproximadamente 45% de sua massa celular) principalmente N-acetil neuramina (&cido
sialico), primordialmente presente na subunidade J da molécula, o que proporciona uma

grande meia vida a esse composto quimico (MURPHY; MARTINUK, 1991).
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Vacas em anestro pos-parto apresentam comprometimento da secrecdo pulsatil de LH,
determinando insuficientes niveis dessa gonadotrofina para apoiar o desenvolvimento
folicular e a ovulagdo (YAVAS; WALTON, 2000; WILTBANK; GUMEN; SARTORI,
2002). Essa condicdo anovulatéria limita a eficacia de protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo para IATF (BARUSELLI et al.,, 2004). O tratamento com eCG aumenta o
desenvolvimento final do foliculo dominante e a taxa de concepcdo apos IATF,
principalmente em fémeas em anestro ou com baixo escore de condi¢do corporal, tanto de
corte (BARUSELLI et al., 2004; BO et al.,, 2007; SALES et al., 2011a) quanto de leite
(SOUZA et al., 2009; GARCIA-ISPIERTO et al., 2012). Portanto, em vacas apresentando
insuficientes padrbes de liberacdo pulsatil de LH para apoiar o crescimento do foliculo
dominante, o tratamento com eCG pode melhorar a resposta ovulatéria e a taxa de concepgdo
apos os protocolos de sincronizagdo da ovulagdo seguido de IATF.

Um importante aspecto pode estar relacionado a reacdo imunoldgica contra a molécula
da eCG, uma vez que tal glicoproteina heter6loga € produzida pelos calices endometriais da
égua prenhe (MURPHY; MARTINUK, 1991; DRION et al., 2001). Em um trabalho recente,
a autora avaliou os possiveis efeitos adversos do uso sucessivo da eCG em fémeas bovinas
(MANTOVANI, 2010). Os resultados comprovam que a producéo de anticorpos contra eCG
ndo é afetada pelo nimero de tratamentos sucessivos com a glicoproteina. Elevada producéo
de anticorpos foi observada somente quando as fémeas receberam doses bem acima daquelas
utilizadas em programas de IATF (2000 Ul de eCG). Além disso, foi observado nesse estudo
gue a memdria imunolégica humoral das novilhas ndo foi alterada apds tratamento tanto com
400 quanto 2000 Ul de eCG, independentemente do numero de tratamentos anteriores. Dessa
forma, sugere-se que a utilizacdo da eCG nos protocolos de sincronizagdo da ovulagédo para
IATF apresenta baixo risco de causar efeitos adversos nos tratamentos posteriores
(MANTOVANI, 2010).

Uma alternativa para melhorar a secrecdo endogena de gonadotrofinas e a resposta
ovarianas das fémeas em anestro pos-parto aos programas de sincronizagdo da ovulacdo para
IATF ¢ a utilizacdo de periodos de desmame temporario. O desmame temporario aumenta a
frequéncia de pulsos de LH, estimulando a ovulacdo de vacas com mais de 30 dias pos-parto
(MACKEY et al., 2000; YAVAS; WALTON, 2000). Neste sentido, diversos estudos tém
demonstrado que o manejo de desmame temporario em protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo para IATF, baseados tanto na utilizacdo de GnRH e PGF,, (GEARY et al., 2001,
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WILLIAMS et al., 2002; SA FILHO et al., 2009b) quanto no uso da associa¢io entre E2 mais
P4 (BARREIROS et al., 2003; PENTEADO et al., 2004) melhoram a taxa de concepc¢éo de
vacas lactantes ap6s IATF. Os resultados demonstram que o uso de eCG ou do desmame
temporario apresentam efeito semelhante sobre a taxa de concepcdo apdés IATF de vacas
zebuinas lactantes, ndo havendo efeito adicional do uso de ambas as estratégias (PENTEADO
et al., 2004).

2.3 IMPORTANCIA DO ESTRADIOL NA REPRODUCAO DA FEMEA BOVINA

O E2 modula, em uma sequencia fisiologica, a pulsatilidade de GnRH e
consequentemente LH, expressdo do comportamento de estro e onda pré-ovulatéria de LH,

exercendo assim um papel fundamental na ciclicidade e fertilidade da fémea.

2.3.1 Papel do estradiol na secrecdo pulsatil de GhRH/LH

Em bovinos e ovinos, as elevadas concentracdes de E2 durante o final do ciclo estral,
estimulam, principalmente de forma indireta, os neurbnios da &rea pré-Optica (POA)
hipotalamica a liberar GnRH. Entretanto, em outras fases do ciclo estral, o E2 exerce efeito
supressor sobre a secrecdo de gonadotrofinas. Assim, existem distintos mecanismos pelos
quais 0 E2 pode modular de maneira positiva (feedback positivo) ou negativa (feedback
negativo) a secrecdo de GnRH.

O primeiro possivel mecanismo que o E2 poderia realizar a modulacdo da secregédo
pulsatil de GnRH poderia ser por via direta clssica transcricional pela ativacdo do receptor
beta de E2 (ER-B; roedores) ou a via ndo gendmica (HERBISON, 2006). De forma indireta, o
estrégeno pode agir na modulacdo das celulas da Glia, promovendo modificacbes nos
neurdnios produtores de GnRH. Uma segunda possibilidade e mais aceita para ruminantes,
seria através de uma modulagdo indireta, via receptor alfa de E2 (ER-0). Dessa forma o E2

estimula neurdnios aferentes aos neurénios produtores de GnRH. Por ultimo, pode ser citada a
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modulacéo via endotélio vascular, no qual o E2 poderia atuar de maneira paracrina, regulando
a funcao terminal dos neurdnios produtores de GnRH (HERBISON, 1998).

Um possivel modelo de acdo direta do E2 na liberacdo de GnRH é justificavel pela
presenca de ER-B nos neurdnios produtores de GnRH (roedor) (HERBISON, 2006). Tal acéo
poderia ocorrer de maneira ndo classica, diretamente no neurénio de GnRH via fosforilagcdo
do AMP ciclico (KWAKOWSKY; HERBISON; ABRAHAM, 2012). Entretanto, ainda n&o é
bem estabelecido em ruminantes a natureza funcional do ER-f na despolariza¢do do neurdnio
de GnRH.(HERBISON, 2006).

Como citado anteriormente, a acdo do E2 pode ocorrer de maneira indireta, via
estimulos de neurbnios aferentes presentes no hipotdlamo. Diversos neurotransmissores tem
capacidade de regular (estimular ou inibir) a exocitose de GnRH na eminéncia média. Dentre
eles, pode-se citar o glutamato, acido gama-aminobutirico, noroepinefrina, neuropeptideo Y
(NPY), opiddies e Kkispeptina (KP) (HERBISON, 1998; SMITH; JENNES, 2001;
CLARKSON et al., 2008; CLARKSON; HERBISON, 2009). Os neurdnios contendo essas
substancias, expressam ERa, desta forma mediando retroalimentagdo positiva e/ou negativa
do E2 na liberacdo pulsatil de GnRH. Um exemplo cléssico sdo os neurdnios de NPY que
inibem a liberacdo de GnRH em presenca de E2 e baixa condicdo corporal. Embora estudos
neuroendocrinologicos ainda ndo expliguem o papel de cada substancia mediando a
informacdo estrogénica ao hipotalamo, estudos recentes demonstram que as retroalimentagdes
positiva e negativa ao E2 séo predominantemente sinalizadas pelos neurdnios que contem KP.
O positivo, por aqueles neurdnios de KP localizados na POA e na parte caudal do nucleo
arqueado (ARC), enquanto o feedback negativo é mediado por neurdnios KP localizados no
ARC anterior e médio (ESTRADA et al., 2006; CLARKE, 2011).

Além dos mecanismos citados anteriormente, existem evidencias de que a a¢do do E2
na liberacdo de GnRH possa ser modulada pelas células da Glia (HERBISON, 2006). As
células da Glia fornecem aos neurénios suporte fisico, metabdlico, sintetizam diversos fatores
de crescimento e estimulam o estabelecimento de diferentes sinapses axosomaticas em
neurdnios especificos (GALBIATI; SAREDI; MELCANGI, 2003). Os astrocitos expresséo
receptores de E2 tanto para a acdo na via classica e ndo-classica (GALBIATI; MARTINI;
MELCANGI, 2003; GARCIA-SEGURA; MCCARTHY, 2004). Dessa forma o E2 pode atuar
nas células da Glia alterando a intima relacdo dessas células com os neurénios de GnRH ou

mesmo alterando a secrecdo de outros fatores de crescimento, como por exemplo, os dos
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sistemas IGF ou TGF, que podem modular a secre¢do de GnRH (GALBIATI; MARTINI;
MELCANGI, 2003; GARCIA-SEGURA; LORENZ; DONCARLOS, 2008).

Por fim as células endoteliais podem atuar na modulacgao dos receptores de GnRH. Em
ratos, o Oxido nitrico das células epiteliais localizadas na eminéncia meédia promovem
significativa modulacdo nos neurdnios de GnRH. Tais células também expressao receptores
de E2, podendo atuar na modulacdo do E2 sobre os neurénios de GhRH (HERBISON, 2006).

2.3.2 Papel do estradiol na fisiologia do estro

A palavra estro é derivada de relatos antigos de pessoas que trabalhavam com
rebanhos bovinos, no entanto, ndo estd precisamente relacionada ao acasalamento ou
aceitacdo de monta. Ela vem da palavra grega “oistros”, mosca (“‘gadfly”’) da familia
Oestridae, cujo zumbido durante os meses do verdo causa hiperatividade nas vacas
(ROELOFS et al., 2010).

O E2 ndo tem apenas efeito local sobre o desenvolvimento folicular, mas também tem
papel sistémico por estimulos positivos no hipotdlamo e na hipofise (FORDE et al., 2011).
Apos o processo de lutedlise, a P4 circulante alcanga niveis basais, possibilitando um aumento
da pulsatilidade de LH, com consequente aumento do crescimento folicular e da producdo de
E2. Quando o E2 circulante atinge uma determinada concentragdo (“a threshold”) sao
desencadeadas duas principais vias de sinalizacdo em areas especificas do cérebro da fémea.
Na primeira, o E2 estimula centros comportamentais especificos no cérebro bovino,
provocando a resposta comportamental, ou seja, o estro (MOENTER; CARATY; KARSCH,
1990). Ja na segunda, o E2 estimula o desencadeamento do pico pré-ovulatério de GnRH/LH.
O pico de LH (ou onda pré-ovulatéria) é resultado do aumento da amplitude e da frequéncia
de liberagdo dessa gonadotrofina, suficiente para estimular a maturacdo final do foliculo
dominante e a ovulacdo (FORDE et al., 2011). O intervalo entre o inicio do estro e a ovulagéo
é de aproximadamente 28 horas (WALKER; NEBEL; MCGILLIARD, 1996).

Como comentado anteriormente, o E2 é o sinal priméario para o cérebro induzir a
expressdo do estro. Tal comportamento tem duracdo variavel, e sua intensidade e duracdo esta
relacionada a concentracdo circulante de E2 e P4 (ALLRICH, 1994; LYIMO et al., 2000). Em
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vacas leiteiras, a duracdo media do estro é de 8,1 a 14 h (FORDE et al., 2011), no entanto, esta
duracdo pode ser severamente reduzida conforme o aumento da producéo de leite (14,7 € 2,8 h
em vacas produzindo 25 ou 55 kg de leite, respectivamente) (LOPEZ; SATTER,
WILTBANK, 2004). Em fémeas zebuinas, a duracdo do estro € menor do que a observada em
fémeas taurinas (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). A duracdo média do estro em
fémeas zebuinas é de cerca de 10 horas (PINHEIRO et al., 1998). Em um estudo utilizando o
sistema computadorizado de radiotelemetria para detectar o estro (Heat-Watch) a média +
desvio padrdo da duracdo do estro foi de 10,4 £ 5,7 h (MEMBRIVE, 2000). Além disso,
fémeas zebuinas tendem a apresentar sinais de comportamento de estro durante a noite
(PINHEIRO et al., 1998), sendo que grande parte das fémeas zebuinas comecou e terminou o

estro durante 0 mesmo periodo a noite.

2.3.3 Papel do estradiol no pico préovulatorio de GnRH

Para que ocorra a ovulacdo é necessario o aumento das concentracdes circulantes de
E2 durante a fase de desenvolvimento final do foliculo dominante. A partir disso, €
desencadeada uma cascata de eventos neuroendocrinos similar ao estimulo pulsatil (item
2.3.1) (GOODMAN, 1993). Na hipdfise, o E2 age em diferentes gonadotrofos, induzindo a
sintese de receptores de GnRH (GREGG; NETT, 1989), enquanto no hipotalamo, a acdo do
E2 esta relacionada ao estimulo e liberacdo de GhRH (HAMERNIK et al., 1995). Em ovelhas,
o efeito estimulatério do E2 na liberacdo de GnRH e LH s&o potencializados apds a exposi¢do
prévia a P4 (CARATY; SKINNER, 1999).

Em um modelo de ovelhas ovariectomizadas simulando a fase folicular e luteal o
tratamento com E2 promove uma rapida diminuicdo inicial na pulsatilidade de GnRH, seguido
de pico entre 15 a 20 horas apés (EVANS et al., 1995a, 1995b). Em roedores, a regido area
anteroventralperiventricular (AVPV) ¢ a regido relacionada a a¢do do E2 na inducdo do pico
de GnRH (HERBISON, 1998). Nessa regido existe grande quantidade de ER-a e ER-B,
sugerindo a modulagdo neuronal local sobre os neurénios de GnRH (HERBISON, 2006).
Além disso, outros neurdnios da AVPV (que ndo os que produzem GnRH) apresentam ER-a,

influenciando a secrecdo de GnRH. Dentre eles, podem-se citar os neurénios produtores de
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glutamato, GABA, dinorfina, neurokinina B, KP e neurotensina (SMITH; JENNES, 2001;
HERBISON, 2006; KRSMANOVIC et al., 2009). Nesse sentido, um estimulo nos neurdnios
liberadores de glutamato é necesséario para inducdo do pico de GnRH. A reducédo da inibicdo
GABAégica é necessaria para a secre¢do do pico de GnRH. Por fim, a neurotensina aumenta a
amplitude dos picos de GnRH, sendo que o0s neurdnios secretores de neurotensina séo
estimulados pelo E2 via ER-a (HERBISON, 2006),

Em ovelhas, as regiGes em que o estrdégeno atua para a indugdo do pico pré ovulatorio
de GnRH sdao a ventromedial, POA e ARC (HERBISON, 2006). No entanto,
independentemente da regido estimulada pelo E2, a acdo estimulatéria do estrégeno sobre
secrecdo de GnRH apresenta um padrdo de estimulo transsinaptico (HERBISON, 2006).
Dessa forma, o estimulo do E2 para o pico pré-ovulatorio de GnRH ocorre pela regulagédo
génica da expressdéo de ER-o nos neurdnios, localizados na regido ventromedial do
hipotdlamo, que projetam seus neurénios até os neurénios de GnRH. Portanto, de maneira
transsinaptica, os neurénios de GnRH sdo estimulados, aumentando sua atividade secretéria
tanto da forma de producdo pulsétil quanto na forma de liberacdo continua. Esses padrdes de
producdo e liberacdo alterado promovem a indugdo do pico pré-ovulatério de GnRH
(HERBISON, 2006).

Por fim, o neurbnios secretores de GnRH recebem estimulo nos dendritos e corpos
celulares localizados na POA. Este GnRH € ventrocaudalmente transportado por seu axonio
neuronal e liberado nos capilares do plexo primario do sistema porta da eminéncia média.
Posteriormente, este decapeptideo é transportado até o plexo secundario do sistema porta na
adeno-hipofise. Neste ponto o GnRH ¢é liberado no meio extracelular ligando-se a seus
receptores de membrana nos gonadotrofos hipofisarios, estimulando a sintese/liberacdo de
gonadotrofinas.. Importante salientar, os gonadotrofos liberam LH e FSH de forma basal,
independente do estimulo de GnRH; porém, a liberagdo pulsatil de LH é dependente dos
pulsos de GnRH (PAWSON; MCNEILLY, 2005). O E2 influencia a sintese de RNAm
responsavel pela producéo tanto de FSH quanto de LH. Em células da hipofise de ratas, o E2
estimula a transcricdo do gene para LHf e a sintese e o acimulo de LH. Nas células da
hipofise de ovelhas, o E2 pode suprimir a taxa de transcrigdo e a atividade do gene promotor
da atividade do FSH (HERBISON, 2006). Além disso, em culturas de células da hipoéfise, o
E2 aumenta o nimero de receptores de GhnRH (LAWS; WEBSTER; MILLER, 1990).
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2.3.4 Papel do estradiol no ambiente uterino

O inicio do estro é associado ao aumento das concentracfes circulantes de E2
(ALLRICH, 1994). As concentracdes de E2 no momento da inseminacdo podem influenciar a
taxa de fertilizacdo devido a mudangas no ambiente uterino (HAWK, 1983, 1987). Apds o
inicio do estro, o ambiente uterino ¢ alterado de forma a facilitar e aumentar a motilidade e a
longevidade dos espermatozoides (ACOTT; CARR, 1984; HAWK, 1987; JONES;
BAVISTER, 2000).

O estrogeno também apresenta receptores no endométrio. Como citado anteriormente,
ha dois subtipos de receptores de E2 (a ¢ f) no endométrio (ROSENFELD; ROBERTS;
LUBAHN, 2001). Assim como para as atividades hipotalamico-hipofisarias, o subtipo a ¢é o
mais importante na regulacdo das atividades uterinas (MURAMATSU; INOUE, 2000). A
expressdo dos receptores de E2 no Utero apresenta alteragdes temporais e espaciais ao longo
do ciclo estral (ROBINSON et al., 2001). A expressdo de tais receptores no utero é
diretamente proporcional as concentracGes circulantes de E2 e inversamente proporcional as
concentracgdes circulantes de P4, estando, portanto, mais expressos durante o pro-estro e estro
do que durante a fase luteinica (ROBINSON et al., 2001; MARTIN et al., 2008). Além disso,
elevadas concentracbes de E2 durante o pré-estro, resultam na reducdo da concentracdo
endometrial dos receptores de ocitocina e da secre¢do de PGF,, apds desafio com ocitocina
(LAMMING; MANN, 1995; MANN; LAMMING, 1995).

Elevadas concentracBes pré-ovulatérias de E2 causam aumento no peso uterino e na
sintese proteica no utero de ovelhas (JOHNSON; REDMER; REYNOLDS, 1997a, b). O E2
inicialmente induz hiperplasia e, em seguida, hipertrofia do epitélio glandular, assim como
aumento das organelas citoplasmaticas sintetizadoras de proteinas, aumento do complexo de
Golgi, aumento do reticulo endoplasmatico rugoso e dispersdo da cromatina no nucleo das
células, indicativos de elevacdo da sintese proteica (JOHNSON; REDMER; REYNOLDS,
1997a, b; BAZER et al., 2009).

Em vacas de corte durante o periodo pds-parto, concentracfes elevadas de E2 durante
0 proestro, induzem mudangas durante o ciclo estral subsequente na expressdéo de RNA

mensageiro para receptores de E2 e P4 no Gtero (ERS1 e PGR, respectivamente), além de
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receptores de ocitocina, e de diversas proteinas tais como ciclooxigenase-2 subunidade beta A
inibina e SERPINA 14. Tais mudancas sdo reduzidas quando as fémeas apresentam menores
concentracdes de E2 durante o proestro (MOORE, 1985; POHLER et al., 2012). Além disso,
novilhas de corte expostas a um maior tempo ao E2 durante o pro-estro apresentam diferencas
significativas no padrdo de expressdo de receptores e outras proteinas associadas a
receptividade uterina a gestacdo do que novilhas expostas a um reduzido periodo ao E2
(BRIDGES et al., 2012). Dessa forma, o E2 parece regular a expressdo de diversos genes
envolvidos com a remodelacdo da matrix extracelular, a secrecdo de glicoproteinas e a
diferenciacdo temporal da biologia uterina (BAUERSACHS et al., 2005; SHIMIZU et al.,
2010). Portanto, o ambiente enddcrino pré-ovulatério podem regular a expressdo génica do
endométrio, e consequentemente, a receptividade do micro-ambiente uterino ao concepto

durante o periodo de gestacao inicial, alterando a sobrevivéncia embrionaria.

2.3.5 Importéncia do proestro sobre a fertilidade da fémea

A duracdo do proestro (intervalo entre a queda da P4 e pico de LH) pode alterar o
tamanho do foliculo ovulatério (quantidade de estrogeno durante o proestro), a funcdo
luteinica subsequente, e as taxas de gestacdo em vacas lactantes (VASCONCELOS et al.,
2001; PETERS; PURSLEY, 2003). Além disso, vacas com proestro reduzido podem
aumentar a ocorréncia de ciclos curtos devido a menor exposi¢cdo ao E2 antes da ovulacéo
(PERRY et al., 2005a, 2007; MUSSARD et al., 2007). Perry et al. (2005), obtiveram menor
taxa de concepcdo quando as fémeas apresentavam foliculos menores que 11mm no momento
da inducdo da ovulagdo com GnRH. Mussard et al. (2007) demonstraram que a reducdo do
foliculo ovulatério também reduz a funcdo Iluteinica e a fertilidade do ciclo
subsequente. Foliculos maiores apresentam maior capacidade de producdo de esteroides,
sendo que a producdo de E2 durante o proestro tem efeito positivo sobre a fase luteinica
subsequente e sobre a sobrevivéncia embrionaria (MANN; LAMMING, 2000; SANTOS et
al., 2004). Portanto, além do aumento na taxa de ovulacdo, outros fatores como a producéo de

E2 endogeno, a competéncia de oocitos, o didmetro do CL e da concentracdo de P4 no ciclo
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estral subsequente também determinam os beneficios na fertilidade de fémeas que ovulam
foliculos de tamanhos maiores.

Outro ponto interessante € que fémeas que ovulam foliculos menores apresentam
menor taxa de expressao de estro apos o tratamento, podendo apresentar inadequada produgéo
de estrégeno durante o proestro. Essa menor exposi¢cdo ao E2 durante o proestro resulta em
aumento da resposta do endométrio a ocitocina e maior liberacdo de PGF,, no ciclo
subsequente (LAMMING; MANN, 1995; MANN; LAMMING, 2000). Em fémeas Bos
taurus, a ocorréncia do estro ap0s tratamentos de sincronizacdo € associada a maior taxa de
ovulacdo, maior concentracdo de P4 no ciclo subsequente e maior taxa de concepcao apos 1A
(CERRI et al., 2004; HILLEGASS et al., 2008; PERRY; PERRY, 2008; FIELDS et al., 2012;
POHLER et al.). Portanto, aumentar a taxa de expressdo de estro em programas reprodutivos,
pode melhorar a sobrevivéncia embrionéaria e a fertilidade das fémeas, devido a maior
exposicdo ao E2 durante o proestro, melhor preparo do Gtero para a fase luteinica subsequente
e para reduzir a ocorréncia de lutedlise prematura (KIEBORZ-LOOS et al., 2003; CERRI et
al., 2011).

2.4 USO DE SEMEN SEXADO EM PROGRAMAS REPRODUTIVOS

Durante anos, os pesquisadores vém buscando manipular o sexo da prole antes da
concepgdo (GARNER; SEIDEL JR, 2008). Essa determinacdo do sexo em bovinocultura de
corte e de leite pode ser um dos fatores determinantes para melhorar o desempenho produtivo
e econdmico da atividade. A definicdo do sexo anteriormente a concepgdo permite que a
industria pecuaria produza melhor proporcéo entre machos e fémeas, para obter vantagens
sobre a influéncia do sexo na producdo de carne e de leite, proporcionando préaticas
economicamente flexiveis de manejo ao produtor (DE VRIES et al., 2008; GARNER,;
SEIDEL JR, 2008; CHEBEL et al., 2010).

O sexagem do sémen é uma biotecnologia ja disponivel comercialmente no Brasil e no
mundo. A separacdo dos espermatozoides que carregam 0 cromossomo Y dos
espermatozoides que carregam o cromossomo X é possivel devido as diferengas no contetdo

do DNA dessas células espermaticas, sendo realizada por citometria de fluxo. Atualmente,
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este € 0 método mais eficiente de separacdo dos espermatozoides X e Y em larga escala
(GARNER; SEIDEL JR, 2008). Dessa forma o sémen sexado tem sido aplicado em diversas
biotecnologias, tais como, IA com deteccdo de estro, IATF ou producdo in vivo e in vitro de

embrides.

2.4.1 Historico e metodologia para sexagem do sémen

Na primeira metade do século XX, numerosas descobertas, incluindo a identificacdo
dos cromossomos sexuais formam realizadas. Os gametas contém metade dos cromossomos
das células sométicas. Assim, dos 60 cromossomos presentes na célula somatica de bovinos, o
espermatozoide (hapl6ide) possui 29 cromossomos autossémicos, mais 0S Cromossomo
sexuais X nas fémeas ou Y nos machos (GARNER; SEIDEL JR, 2008).

O conteudo de DNA do espermatozoide pode ser determinado pelo uso de sondas
fluorescentes, sendo o corante Hoechst 33342 o mais utilizado por apresentar menor
toxicidade entre os corantes de DNA com potencial de penetracdo na membrana plasmatica de
células vivas (JOHNSON, 2000). Sua acdo é ligar-se, seletivamente, a regides ricas em DNA,
permitindo a deteccdo de pequenas diferencas em seu contetdo. Assim, o espermatozoide
com cromossomo X recebe cerca de 4% mais corante vinculado ao seu DNA, do que o
espermatozoide com cromossomo Y. Tal corante fluoresce quando exposto ao raio laser de
comprimento de onda especifico. A fluorescéncia é detectada e analisada pelo aparelho,
fornecendo medida da quantidade de DNA da célula analisada (JOHNSON, 2000; GARNER,;
SEIDEL JR, 2008).

A eficacia da sexagem dos espermatozoides ndo depende somente das relativas
diferencas na quantidade de DNA, mas também da capacidade de orientagdo precisa desses
gametas pelo citbmetro de fluxo (GARNER; SEIDEL JR, 2008). Para tanto, o processo de
sexagem se inicia com a separacdo do fluxo em gotas, por um cristal piezoelétrico que vibra,
formando cerca de 70.000 a 80.000 gotas por segundo. Cerca de um terco dessas goticulas
contém um espermatozoide, cerca de dois tercos estdo vazias e algumas gotas contém dois ou
mais espermatozoides. A goticula que contém o espermatozoide com o cromossomo X recebe

uma carga elétrica positiva. A goticula que contém o espermatozoide com o cromossomo Y
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recebe uma carga negativa. Se a gota ndo contém nenhum espermatozoide, espermatozoides
danificados, ou espermatozoides indistinguiveis em relacdo ao conteddo de DNA, nenhuma
carga é acrescentada (SEIDEL JR, 2007).

As goticulas passam pelo aparelho a uma velocidade de cerca de 80 km por hora, e sdo
submetidas a campos elétricos com direcionamento positivo e negativo. Dessa forma, as
goticulas positivamente carregadas e contendo o espermatozoide com cromossomo X,
avancam em direcdo ao campo negativo e as goticulas com os espermatozoides com
cromossomo Y, negativamente carregados, avangam em dire¢do ao campo positivo. Aquelas
com nenhuma carga seguem em uma terceira direcdo. Deste modo, trés fluxos de goticulas
sdo produzidos e direcionados para diferentes tubos. Ao final do processamento, em média,
obtém-se 20% de espermatozoides com cromossomo X, 20% de espermatozoides com
cromossomo Y e 60% danificados ou n&o sexados por alguma razdo (SEIDEL JR, 2007).

2.4.2 Principais limitag¢Ges para o uso do sémen sexado

O método de sexagem pelo citbmetro de fluxo apresenta limitacdes, pois o0s
espermatozoides sdo sexados um de cada vez, tornando o processo lento (GARNER; SEIDEL
JR, 2008). Atualmente, a producdo de uma palheta de sémen sexado bovino demora cerca de
9 minutos, que se traduz em aproximadamente sete palhetas por hora na concentracdo de 2 x
10° espermatozoides por dose (JOHNSON, 2000; GARNER; SEIDEL JR, 2008). A
velocidade de separacdo dos espermatozoides X e Y é relativamente lenta (aproximadamente
300.000 a 400.000 células por minuto para cada sexo). Desta forma, o nimero de células
espermaticas comercialmente utilizadas é de 2,1 x 10° células/dose de sémen sexado. Nesse
sentido, muitos estudos foram realizados para estabelecer a melhor concentracdo por palheta
considerando 0s aspectos comerciais. Recentemente, os efeitos das doses de 2,1 vs. 10
milhdes de espermatozoides por palheta, tanto no sémen convencional quanto sexado sobre as
taxas de concepgdo de novilhas Holandesas (n = 9.172) foram avaliadas (DEJARNETTE et
al., 2011). Os autores observaram que houve aumento da taxa de concepgdo conforme
aumento na concentracdo de espermatozoides por dose, no entanto 0 sémen sexado promoveu

menor taxa de concepcao do que o sémen convencional, independente da dose utilizada.
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Além da reduzida concentracio, a longevidade dos espermatozoides (MOCE;
GRAHAM; SCHENK, 2006) e sua criotolerancia podem ser alteradas pelo processo de
sexagem (HOLLINSHEAD et al., 2003). Esses danos ao sémen ocorrem devido ao estresse
quimico e fisico aos quais 0s espermatozoides sdo expostos durante a sexagem (SEIDEL JR,
2007). A avaliacdo da viabilidade espermatica revelou que alguns danos mecéanicos
provocados nos espermatozoides levam a menor capacidade de fecundacao apos a 1A (in vivo)
ou fecundagdo in vitro (GARNER; SEIDEL JR, 2008), com menores taxas de
desenvolvimento embrionario (SCHENK; SUH; SEIDEL, 2006; SOARES et al., 2011). Além
disso, este processo pode levar a reducdo da vida util do sémen sexado comparado ao
convencional (MAXWELL et al., 2004), podendo causar mudancas na membrana do
espermatozoide, pré-capacitacdo e um numero reduzido de espermatozoides viaveis na IA
(VAZQUEZ et al., 2003; SCHENK et al., 2009).

2.4.3 Uso de sémen sexado em programas de IATF

Avancos no processo de sexagem de espermatozoides por citometria de fluxo
permitiram sua incorporacdo no manejo reprodutivo de fazendas comerciais. No entanto,
apesar do aumento do uso de sémen sexado, a concepcao ainda é menor do que quando se
utiliza sémen convencional (DEJARNETTE; NEBEL; MARSHALL, 2009).

Como descrito anteriormente, o sémen sexado apresenta menor periodo de viabilidade
intra-uterina do que o sémen ndo sexado (MAXWELL et al., 2004; GOSALVEZ et al., 2011).
Dessa forma uma possivel estratégia para aumentar as taxas de concep¢do p6s IA poderia ser
0 atraso do momento da IA em relacdo ao inicio do estro (ou seja, proximo a ovulagéo).
Estudos demonstram que o atraso na IA (mais de 12h apds o inicio do estro) tende a resultar
em melhores taxas de fecundagéo, porem diminui a qualidade embrionaria quando comparada
com inseminacgOes realizadas proximas ao inicio do estro (DALTON et al., 2001; SAACKE,
2008). Portanto, a identificacdo do melhor momento para a realizacdo da IATF utilizando
sémen sexado pode representar aumento da fertilidade (SA FILHO et al., 2010b).

Atualmente, sdo raras as publica¢es que tentam relacionar taxas de concepgdo apos o

uso de sémen sexado em vacas de corte e de leite inseminadas em tempo fixo. Dessa forma,
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uma das possibilidades de diminuir a variagdo do momento da ovulacdo é o emprego de
técnicas de sincronizacgéo, o que poderia colaborar na eficiéncia de programas de inseminacao
artificial com sémen sexado.

Em programas de IATF que empregam a associagdo entre estradiol e P4, utilizando
benzoato de estradiol como indutor de ovulacdo, as mesmas ocorrem em médias 72 horas apés
a retirada do dispositivo de P4 (SALES et al., 2012). Nesse sentido, diversos experimentos
foram realizados e demonstraram que o atraso de 6 horas no momento da realizagdo da IATF
(54 h vs. 60 h) em relagdo a retirada da fonte de P4 melhora os resultados de IATF utilizando

sémen sexado (SALES et al., 2011b) tanto em novilhas de leite como em vacas de corte.
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3 CAPITULO I - INFLUENCIA DO DIAMETRO FOLICULAR NO MOMENTO
DA IATF SOBRE A RESPOSTA OVARIANA E A TAXA DE CONCEPCAO
APOS PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO EM FEMEAS

ZEBUINAS

3.1 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O tamanho do foliculo ovulatorio esta diretamente relacionado a sua capacidade
ovulatoria. Além disso, existe variacdo do diametro folicular entre as fémeas submetidas a
diferentes protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para IATF. Dessa forma, é justificavel a
associacdo positiva entre o diametro folicular ao final do protocolo de sincronizagcdo da
ovulacdo e a resposta individual das fémeas. Para tanto, esse estudo testou a hipdtese de que
fémeas zebuinas de corte que apresentam foliculo de maior didmetro no momento da
inseminacdo tém maiores taxas de ovulacdo e de concepcdo apds serem submetidas a

diferentes protocolos de sincronizagdo da ovulagdo para IATF.

3.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar as associagdes entre o didmetro folicular ao final do protocolo de
sincronizacdo, ou seja, no momento da retirada da fonte de progesterona e no momento da
inseminacao, e a resposta ovariana e a taxa de concepcdo de vacas zebuinas lactantes apds

serem submetidas ao protocolo de sincronizagdo da ovulagdo para IATF.
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Objetivos especificos

Verificar a taxa de ovulacao de acordo com o diametro folicular no momento da IATF
em vacas zebuinas lactantes submetidas a diferentes protocolos de sincronizagéo de
ovulacdo;

Verificar a taxa de concepc¢ado de vacas zebuinas lactantes, de acordo com o diametro
folicular no momento da inseminacao;

Verificar a taxa de concepc¢do das vacas zebuinas lactantes, de acordo com o didmetro
folicular no momento da inseminagdo, considerando somente aquelas vacas que

ovularam ap06s o protocolo de sincronizacao da ovulacdo.
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3.3 RESPOSTA OVARIANA E TAXA DE CONCEPCAO DE ACORDO COM O
DIAMETRO FOLICULAR NO MOMENTO DA IATF DE VACAS
ZEBUINAS SUBMETIDAS A DIFERENTES PROTOCOLOS DE
SINCRONIZACAO DA OVULACAO A BASE DE ESTRADIOL E
PROGESTERONA/PROGESTAGENO.

3.3.1 Material e métodos

3.3.1.1 Animais e local do experimento

Neste estudo, foram utilizadas 2388 vacas zebuinas lactantes [Nelore (Bos indicus; n
= 1869) e cruzadas (Bos taurus x indicus; n = 519)] oriundas de 10 fazendas comerciais dos
estados do Mato Grosso do Sul e Parana. As vacas foram mantidas sob pastejo em pastagem
de Brachiaria brizantha ou de Brachiaria decumbens, tendo livre acesso a agua e
suplementacdo mineral.

Os dados foram coletados nas estacOes reprodutivas dos anos de 2006/2007 e de
2007/2008 entre os meses de Outubro e Fevereiro, e informacdes como raca da vaca e do
touro, ordem de partos, escore de condicao corporal (ECC), més de paricdo, més no qual as
fémeas foram inseminadas e o protocolo de sincronizagdo utilizado foram colhidas de cada
fémea individualmente.

O ECC de cada fémea foi determinado no primeiro dia do protocolo de sincronizagdo
da ovulacdo usando a escala de 1 a 5, onde 1 corresponde a um animal caquético e 5
corresponde a um animal obeso (AYRES et al., 2009). Para a anélise das associacGes entre o
ECC, as respostas ovarianas e a taxa de concepcdo, foi utilizada a seguinte classificagéo:
baixo ECC (< 2, 50), moderado ECC (entre 2,75 e 3,25), e bom ECC (> 3,50).
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3.3.1.2 Manejo reprodutivo e tratamentos de sincronizagéo

Apos o parto, as vacas lactantes foram distribuidas em lotes de acordo com o més de
paricdo. As vacas tiveram a ovulagdo sincronizada ap6s o uso de protocolos de sincronizacéo
da ovulacdo a base de estradiol (E2) e progesterona (P4).

No inicio do protocolo as vacas apresentavam entre 30 e 60 dias pos-parto. As fémeas
receberam um de dois protocolos de sincronizagcdo da ovulagdo. O primeiro protocolo de
sincronizacao, consistiu na insercdo de um implante auricular contendo 3 mg de norgestomet
mais a administracdo intramuscular de 5,0 mg de valerato de estradiol (VE) associado a 3,0
mg de norgestomet injetavel (Crestar®, Intervet-Schering Plough, Boxmeer, Paises Baixos). O
segundo protocolo, consistiu na insercdo de um dispositivo intravaginal de P4 (CIDR®, Pfizer
Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil) novos e reutilizados e mais a administracdo de 2,0 mg
intramuscular de benzoato de estradiol (BE; Estrogin®, Farmavet, Sdo Paulo, Brasil) no inicio
do tratamento. Em ambos os protocolos de sincronizagéo, as vacas receberam a administracao
intramuscular de 300 Ul de gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG, Folligon®, Intervet-
Schering Plough, Boxmeer) na retirada do dispositivo intravaginal/implante auricular. As
vacas tratadas com CIDR mais BE do primeiro protocolo receberam tratamento adicional com
0,6 mg de CE (ECP®, Pfizer Salde Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 25 mg de dinoprost
(Lutalyse®, Pfizer Salde Animal, Sdo Paulo, Brasil) via intramuscular, no momento da
retirada do dispositivo intravaginal de P4. O periodo de permanéncia do dispositivo
intravaginal ou do implante auricular foi de 8 ou 9 dias, respectivamente.

As vacas foram inseminadas entre 48 e 60 horas apds a remocdo do dispositivo
intravaginal/implante auricular. As informacGes sobre o protocolo empregado em cada fémea

foram individualmente registradas (Figura 2).

3.3.1.3 Ultrassonografia ovariana e categorizagdo dos foliculos
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Os ovarios foram examinados com auxilio de um aparelho de ultrassom munido de
sonda transretal de 5 MHz (Aloka-SSD 500, Tokyo, Japan). Foram realizados exames no
momento da retirada do dispositivo intravaginal/implante auricular (n = 813), no momento da
IATF (n = 2.388) e 48 horas ap6s a IATF (n = 813). O didmetro do maior foliculo (FD)
presente em cada momento descrito anteriormente foi identificado, mensurado e categorizado
em<75mm,75al11,0 mm, 11,1 a 14,4 mm, ou > 14,4 mm (média £ um ou dois desvios
padrdes acima e abaixo) no momento da IATF. A diferenca entre o didmetro do FD na IATF e
o FD no momento da retirada do dispositivo intravaginal/implante auricular foi calculada,
sendo que os foliculos foram posteriormente classificados como: foliculo em desenvolvimento
(diferenca > 0) ou foliculo em regressdo (diferenca < 0). A ovulacdo foi definida como a
auséncia de um FD (> 8,0 mm), previamente detectado em dois exames ultrassonograficos
consecutivos. A ovulacdo foi considerada como ocorrida antes da IATF (entre a retirada do
dispositivo /implante auricular e a IATF), depois da IATF (48 horas ap06s a IATF) ou ausente

(presenca do mesmo FD nos trés exames consecutivos).

Figura 2 - Diagrama esquematico dos protocolos utilizados para sincronizacdo da ovulagdo e IATF em

vacas zebuinas lactantes no experimento
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eCG= 300 Ul gonadotrofina coriénica equina

ECP = 0,6 mg de cipionato de estradiol

P4 = dispositivo intravaginal de P4 (1,9 g de P4)

Norgestomet = implante auricular contendo Norgestomet

IATF = inseminacdo artificial em tempo fixo

US = ultrassonografia transretal

US* = somente em uma parcela das fémeas (avaliacdo da taxa de ovulacéo)

3.3.1.4 Diagnostico de gestagdo

Todas as vacas foram examinadas por ultrassonografica transretal 30 dias apés a IATF.
As fémeas que apresentavam embrido vivo foram consideradas como gestantes. A taxa de
concepcao foi calculada pela proporcdo de fémeas gestantes 30 dias apos a IATF dividida

pelo total de vacas inseminadas.

3.3.1.5 Anadlise estatistica

Informagdes individuais das fémeas de cada uma das fazendas foram dispostas em
uma unica planilha para a analise estatistica. Os dados foram analisados por regressdo
logistica multivariada usando o procedimento LOGISTIC do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
Para as andlises, foi utilizado o modelo “backward stepwise regression”, e as varivaveis
explanatorias foram sequencialmente removidas do modelo estatistico seguindo o critério de
Wald se P > 0,10. Valores de P < 0,05 foram considerados como significantes.

Para a analise da taxa de concepcédo 30 dias ap6s a IATF de todas as vacas (n = 2388)
foi incluido no modelo inicial os efeitos de fazenda (1 to 10), raca (Nelore ou Cruzada), raga
do touro (taurino ou zebuino), ordem de partos (pluriparas ou primiparas), categoria de ECC
(baixo, moderado ou alto), intervalo entre retirada da fonte exogena de P4 e a IATF (48-53 ou
54-60 horas), e o tipo do protocolo de sincronizagdo utilizado para a sincronizacdo da
ovulacao (CIDR® ou Crestar®), e a categoria do FD (< 7,5 mm, 7,5 to 11,0 mm, 11,1 to 14,4
mm, ou > 14,4 mm) na IATF. No modelo final para analise da concep¢éo aos 30 dias foram

mantidos os efeitos de fazenda, categoria do ECC, e categoria do FD.
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O efeito das categorias do diametro do maior foliculo no momento da IATF e sobre a
taxa de ovulacdo e concepcdo somente nas vacas que ovularam ap0s o protocolo se
sincronizacdo foram analisadas pelo PROC GLIMMIX do SAS. A taxa de ovulacdo antes da
IATF foi analisada pelo teste de Qui-quadrado. Além disso, as associa¢Bes entre o didmetro
do maior foliculo na IATF e as taxas de ovulacdo, concep¢do e concepcdo somente nas
fémeas ovuladas foram determinadas, sendo que curvas de regressdo logistica foram obtidas
utilizando os coeficientes gerados pelo artificio “interactive data analyses” do programa
estatistico SAS e da formula y = exp (a0 x x + b) / [l + exp (a X X + b)], onde: y =
probabilidade de sucesso de concepcao; exp = exponencial, o = inclinagdo da equagdo
logistica; b = intercepto da equacao logistica; x = didmetro do maior foliculo no da IATF em
milimetros.

Os valores relacionados ao didmetro folicular serdo descritos na forma de média

observada e erro padrdo da média.

3.3.2 Resultados

A média do didmetro folicular no momento da IATF foi de 11,1 £ 0,3 mm. A
distribuicéo das vacas de acordo com a classe de FD no dia da IATF foi de 12,4% < 7,5 mm,
29,5% entre 7,5 e 11 mm, 46,8% entre 11,1 e 14,4 mm, e 11,3% para >14,4 mm de diametro.

A taxa de concepcdo geral apds a IATF foi de 51,4%. A raca da vaca, ordem de
partos, raca do touro, intervalo entre a retirada do dispositivo e o tipo do protocolo ndo foram
associados (P > 0,10) com a taxa de concepcéo. As vacas com maior ECC no primeiro dia do
protocolo de sincronizagdo apresentaram maior taxa de concepcdo apos a IATF (Tabela 1). As
fémeas que apresentavam foliculo de maior didmetro no momento da IATF tiveram maior
risco se tornarem gestante apés IATF (Figura 3). Além disso, associacédo similar foi observada
quando somente as vacas que ovularam apds o protocolo de sincronizacéo da ovulacdo foram
avaliadas (Figura 4). Entretanto, o foliculo ovulatério deve apresentar no minimo 11,1 mm de
didmetro para alcancar o méximo de concepgdo 30 dias apds a IATF (Tabela 2). Vacas
categorizadas por apresentar foliculo ovulatério entre 11,1 e 14,4 mm apresentaram taxa de

concepcao similar daquelas vacas que apresentaram foliculo >14,4 mm, mas ambas as
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categorias foram melhores (P = 0,004) do que aquelas fémeas que apresentaram FD < 11,1
mm. Por fim, vacas que apresentaram FD em crescimento entre a retirada da fonte de P4 e a
IATF tiveram maior taxa de concepg¢do do que aquelas fémeas que tiveram FD classificados
como em regressédo (Tabela 1).

A taxa de ovulacéo geral apds o protocolo de sincronizacao foi de 84.9% (Tabela 2).
O diametro do FD no momento da inseminagdo apresentou associacdo positiva (P < 0.001)
com a taxa de ovulagdo. A taxa de ovulacao foi maior na vacas que apresentavam foliculos de
maior tamanho no momento da IATF, e tal taxa de ovulacdo alcancou um platd apods as
fémeas apresentarem foliculo entre 11,5 e 12,5 mm (Figura 5). As vacas categorizadas como
tendo FD < 7,5 mm no momento da IATF apresentaram maior propor¢éao (79.4%) de ovulacao

antes da inseminacao (Tabela 2) em relagdo as outras categorias.



Tabela 1- Fatores associados a taxa de concepcao apds IATF em vacas Bos indicus lactantes

Risco Ajustado (95%

Variavel Concepcéo, % (n/n) )t Valor de P

Raca Nelore 50,5 (944/1869) Referéncia 0,50
Cruzada 54,7 (284/519) 1,10 (0,84-1,43)

Ordem de partos  Primiparas 51,1 (210/411) Referéncia 0,91
Pluriparas 51,5 (1018/1977) 1,02 (0,71 -1,48)

Condicdo Corporal < 2,75 48,9 (714/1460)" Referéncia 0,03
2,752a3,25 54,7 (353/645) 1,36 (1,07 - 1,96)
> 3,25 56,4 (145/257)° 1,45 (1,11 - 1,68)

Diametro folicularno < 7,5 mm 27,5 (81/295)° Referéncia <0,0001

momento da IATF 75311 mm 46,6 (328/705)" 2,47 (1,79 - 3,29)
11,1a 14,4 mm 57,9 (647/1118)* 3,94 (2,94 - 5,28)
> 14,4 mm 63,3 (171/270) 4,90 (3,39 - 7,07)

Mudanca do foliculo® Regressio 38,5 (35/91) Referéncia 0,04

Crescimento

49,7 (370/745)

1,89 (1,02 - 3,33)

' IC = intervalo de confianca; © Mudanca do diametro folicular entre a retirada do dispositivo de P4 e a IATF.

46
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Figura 3 - Probabilidade de concepcdo apds IATF em vacas Bos indicus (n = 2388) de acordo
com o tamanho do maior foliculo no momento da IATF [Probabilidade de concepgéo apds IATF
= exp (-1,3282 + 0,1256* Diametro folicular / 1+exp (-1,3282+0,1256* Diametro folicular); P <
0,0001)]
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Figura 4 - Probabilidade de concepgdo em vacas zebuinas (n = 690) que ovularam apéds
protocolo de sincronizagdo da ovulagdo de acordo com o tamanho do maior foliculo no
momento da IATF [Probabilidade de concepcdo nas ovuladas = exp (-1,3282+0,1256*Diametro
folicular na IATF / 1 + exp (-1,3282+0,1256*Didmetro folicular na IATF); P < 0,0001)]
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Figura 5 - Probabilidade de ovulacdo apds o protocolo de sincronizacdo para IATF em vacas
Bos indicus (n = 813) de acordo com o tamanho do maior foliculo no momento da IATF
[Probabilidade de ovulagdo = exp (-1,5536+0,3201* Diametro folicular na IATF / 1 + exp (-
1,5536+0,3201* Diametro folicular na IATF); P < 0,0001)]
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Tabela 2 - Associacdo entre diametro do maior foliculo no momento da IATF e as taxas de
ovulacdo e de concepcao das vacas que ovularam apds o protocolo de sincronizagao.

Diametro do maior foliculo na IATF, mm

Variaveis <75

> 14,4 P

42,5°

Taxa de ovulagédo, % (n/n)
(34/80)

Ovulacdo antes da IATF, %  79,4°
(n/n) (27/34)

Concepcao somente nas 32,4°
vacas ovuladas, % (n/n) (11/34)

97,8°

< 0,001
(88/90)

0,0°

< 0,001
(0/88)

68,2°
(60/88)




51

3.4 DISCUSSAO

Os programas de IATF tém sido aplicados com sucesso em bovinos taurinos e
zebuinos. Tais programas proporcionam uma abordagem organizada para aperfeigoar o
uso da IA e melhorar a eficiéncia reprodutiva em bovinos (BO et al., 2007; SA FILHO
et al., 2012). Varios fatores tém sido associados ao sucesso de tais programas
reprodutivos em fémeas Bos taurus (PERRY et al., 2005a, 2007; GALVAO; SANTOS,
2008). Dentre eles o diametro do foliculo no momento do segundo GnRH do protocolo
a base de GnRH e PGF,, tem influenciado a resposta ovulatoria e a taxa de concepgéo
de vacas de leite (GALVAO; SANTOS, 2008), e novilhas (PERRY et al., 2007) ou
vacas de corte (PERRY et al., 2005a).

Neste estudo a taxa de concepc¢do média foi de 51,4%, semelhante ao observado
por diversos outros autores que trabalharam com vacas zebuinas de corte lactantes (BO
et al., 2007; MENEGHETT] et al., 2009; SA FILHO et al., 2009a). Esse resultado foi
influenciado pelo ECC no inicio do protocolo de sincronizacdo. A menor condicao
corporal no inicio da sincronizacdo tem sido associada com menores indices
reprodutivos em vacas Bos indicus (BO et al., 2007; MENEGHETTI et al., 2009; SA
FILHO et al., 2009a). Dessa forma, a reducdo das perdas de peso no inicio da lactacdo e
o melhor suporte nutricional durante os periodos pré e pés-parto com a finalidade de
melhorar o ECC no inicio da estacdo reprodutiva devem ser metas importantes a serem
buscadas com o objetivo de melhorar os indices reprodutivos nos programas de IATF.

A raca das vacas e a ordem de partos ndo foram associadas ao risco de
concepcao apos a IATF. Normalmente, vacas primiparas mantidas em sistema de
pastejo apresentam longos periodos de anestro pos-parto (WILTBANK, 1970) e menor
taxa de concepcdo tanto apos a IATF (SA FILHO et al., 2009a; SA FILHO et al., 2012)
quanto ao término da estacdo reprodutiva (SA FILHO et al., 2012), em comparag&o com
vacas pluriparas. No entanto, essa resposta ndo tem sido consistente em vacas Nelore
(MENEGHETTI et al., 2009). Meneghetti et al. (2009) ndo relataram diferenca na
fertilidade de vacas primiparas e pluriparas da raca Nelore submetidas a programas de
IATF. Além disso, em rebanhos de leite onde o suporte nutricional é adequado, fémeas
primiparas sdo associadas a maior risco de se tornarem gestantes a primeira inseminacao
e ao final da lactagdo quando comparadas as fémeas pluriparas (SANTOS;
RUTIGLIANO; SA FILHO, 2009).
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Um aspecto importante que deve ser ressaltado, é que todas as vacas do presente
estudo foram tratadas com eCG concomitantemente ao inicio do proestro, ou seja, no
momento da remocdo do dispositivo de P4/implante auricular e da administracdo de
PGF,,. O tratamento com eCG fornece o suporte de gonadotrofina para o
desenvolvimento folicular final e esse efeito positivo é especialmente benéfico quando
tal farmaco é administrado em vacas com baixo escore de condigdo corporal (SOUZA et
al., 2009), em anestro (BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al., 2010a) ou em vacas
primiparas (SMALL et al., 2009).

Outro fator que pode ter melhorado a fertilidade das fémeas primiparas neste
estudo foi o periodo pos-parto no qual as fémeas foram submetidas ao protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo. Normalmente, o pico da producao de leite de vacas de corte
Bos taurus ou Bos indicus € alcangado entre 8,8 a 11,1 semanas de lactacdo (JENKINS;
FERRELL, 1992; OLIVEIRA et al., 2007), e vacas primiparas tendem a atingir o pico
mais tarde do que vacas pluriparas. E possivel que, a fertilidade das vacas possa ser
melhorada quando os programas de sincronizacdo para IATF sdo iniciados antes do
periodo de maior exigéncia nutricional, ou seja, antes do pico de producéo de leite. I1sso
pode ser particularmente importante em vacas primiparas em condic¢Ges de pastejo, ndo
sO porque elas tém que manter a producdo de leite para o aleitamento, mas também por
apresentarem maiores necessidades nutricionais para suporte de seu crescimento. Por
conseguinte, o intervalo entre o parto e o inicio do protocolo de IATF combinado com o
suporte gonadotrofico para o crescimento final do foliculo dominante, promovido pelo
tratamento com eCG, podem ter melhorado a fertilidade das vacas primiparas,
reduzindo as diferencas na taxa de concepcao apos IATF entre as categorias.

No presente estudo, as vacas que apresentavam foliculo de maior tamanho no
momento da IATF foram associadas a maiores taxas de ovulacdo e de concepcdo. Esses
resultados concordam com outros trabalhos ja realizados em fémeas Bos taurus
(VASCONCELOS et al., 1999; BURKE et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2001;
MUSSARD et al., 2007) e Bos indicus (MENEGHETT] et al., 2009; SA FILHO et al.,
2009a). Além disso, em fémeas zebuinas, a capacidade ovulatoria é de 33%, 80%, e
90% em foliculos de 7 a 8,4 mm, 8,5 a 10 mm, e >10 mm, respectivamente (GIMENES
et al., 2008). Burke et al. (2001) relatam que a inducdo da ovulacdo de foliculos
pequenos e “imaturos” em vacas em anestro, leva a reducao da taxa de ovulagdo, menor
didmetro do corpo lateo formado e a reduzida concentragdo de P4 no ciclo subsequente,

quando comparado a vacas que ovularam foliculos maiores e maduros.
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Vasconcelos et al. (2001) relataram que a reducdo do didmetro do foliculo
ovulatorio pela aspiracéo folicular no meio do protocolo de sincronizagdo da ovulago
de vacas Holandesas, reduziu as concentracdes de E2 no momento da inducdo da
ovulacdo com GnRH, diminuiu também a concentracdo de P4 no diestro subsequente,
bem como reduziu a taxa de concepgdo. Mussard et al. (2007) demonstraram que a
ovulagdo prematura de um foliculo dominante induzida pelo GnRH reduz o didmetro do
foliculo ovulatorio, diminui a funcéo luteinica no ciclo subsequente e a fertilidade das
fémeas. Nos programas de sincronizacdo da ovulacdo a base de GnRH e PGF,,, a
inducdo da ovulacdo de foliculos pequenos reduz a taxa de concepgdo e aumenta as
perdas gestacionais (LAMB et al., 2001; PERRY et al., 2005a, 2007). Portanto, em
programas de sincronizacdo da ovulacao, tanto a base de GnRH e PGF,,, quanto a base
de E2 e P4, a taxa de concepc¢do apos IATF é melhorada quando as fémeas apresentam
um foliculo de maior tamanho no momento da inseminacéo.

A maneira pela qual a presenga de um foliculo de maior tamanho no momento
da IATF aumenta a taxa de concepcdo em fémeas zebuinas poderia estar associada
exclusivamente a maior taxa de ovulacdo. No entanto, foi demonstrada a associacdo
entre o tamanho do foliculo no momento da IATF e a taxa de concep¢do mesmo quando
foram consideradas somente as fémeas que ovularam ap6s o protocolo de sincronizagao
da ovulacdo. Durante o crescimento e desenvolvimento dos foliculos, os odcitos
armazenam quantidades crescentes de RNAm e proteinas (BREVINI-GANDOLFI et
al., 1999; BREVINI GANDOLFI; GANDOLFI, 2001; BREVINI et al.,, 2002), e a
competéncia oocitaria continua a aumentar com o aumento de diametro folicular em
bovinos (ARLOTTO et al., 1996). Adicionalmente, a producdo de E2 durante proestro
tem efeito positivo sobre a fase luteinica subsequente, bem como sobre a sobrevivéncia
embrionaria (MANN; LAMMING, 2000; SANTOS et al., 2004). Portanto, além de
aumentar a taxa de ovulagdo, outros fatores tais como a producdo de E2 enddgena, a
competéncia do odcito, o diametro CL e a concentracdo de P4 no ciclo estral
subsequente podem estar envolvidos com a maior fertilidade de fémeas que apresentam
um foliculo de maior tamanho no momento da IATF.

A taxa de ovulacdo geral foi de 84,9%. A presenca de foliculos < 7,5 mm de
didmetro no dia da IATF resultou em reduzidas taxas de ovulagdo e de concepgdo. No
entanto, quando se levou em consideracdo o momento da ovulacdo, a maioria das
fémeas que apresentavam foliculos < 7,5 mm de diametro no momento da IATF

(79,4%) tinham apresentado ovulagdes antecipadas, ou seja, antes do dia da IATF. Em
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bovinos, a inseminagdo quando realizada em momentos préximos da ovulagdo (24 horas
apos o inicio do estro) apresentam melhores taxas de fertilizacdo, no entanto, o embrido
formado apresenta pior qualidade quando comparado aquelas inseminacGes realizadas
no inicio do estro (SAACKE et al., 2000; DALTON et al., 2001; SAACKE, 2008).
Além disso, as inseminagdes realizadas com mais de 24 horas ap6s o inicio do cio
resultam em severa reducdo na taxa de concepcao quando comparadas as inseminagdes
realizadas entre 12 e 18 horas apds o inicio do estro (NEBEL et al., 1994; MAATIJE;
LOEFFLER; ENGEL, 1997; DRANSFIELD et al., 1998).

Portanto, a presenca de foliculo de maior didmetro no momento da IATF é
associada a maiores taxas de ovulacdo, concepcdo, bem como de concepcdo somente
nas vacas que ovularam ap6s o protocolo de sincronizacdo. Portanto, programas de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF em vacas zebuinas que utilizam a associacao entre
P4 e E2, tais como os utilizados no presente estudo, devem visar o aumento do diametro
folicular no momento da IATF para melhorar as respostas ovarianas e a fertilidade das

fémeas submetidas ao programa de IATF.
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4 CAPITULO Il - AVALIACAO DA OCORRENCIA DE ESTRO APOS 0OS
PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

4.1 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Durante o ciclo estral, o comportamento de aceitacdo de monta sinaliza a
presenca de foliculo dominante produzindo elevadas concentracbes de estradiol, bem
como determina 0 momento da coberta. Em protocolos de sincronizagdo para IATF,
apesar das fémeas apresentarem ovulacdo sincronizada, nem todas aceitam monta.
Dessa maneira, a ocorréncia de estro pode sinalizar a eficiente resposta das fémeas ao
protocolo de sincronizagao da ovulagao.

Portanto, foram testadas as hipdteses de que: 1) Fémeas zebuinas lactantes que
apresentam estro apds o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo tém uma melhor
resposta ovariana e maior taxa de concepcdo apo6s IATF do que as fémeas que ndo
apresentam estro (Experimento 1 e 2); 2) O tratamento adicional com GnRH no
momento da IATF melhora a taxa de concepcédo, especialmente naquelas fémeas que
ndo apresentam estro ap6s o protocolo de sincronizacdo (Experimento 3) e; 3) Né&o
existe diferenca nas taxas de ocorréncia de estro e de concep¢do apos a utilizagdo de
diferentes ésteres de estradiol (benzoato ou cipionato de estradiol) para a indugdo da
ovulagdo de vacas zebuinas lactantes (Experimento 4).

4.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre a ocorréncia de estro, e as respostas ovarianas e de
taxa de concepcéo de vacas zebuinas lactantes submetidas a protocolos de sincronizacéo

da ovulagéo para IATF.
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4.2.1 Objetivos especificos

= Verificar as associacdes entre a ocorréncia de estro e o didmetro folicular no
momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 e no momento da IATF;

= Verificar as associagOes entre a ocorréncia de estro, a taxa de ovulacdo e a
formacéo do corpo luteo no ciclo subsequente a IATF;

= Verificar a taxa de concepcdo de fémeas zebuinas lactantes que apresentam ou néo
0 estro entre a retirada do dispositivo intravaginal e a IATF;

= Verificar o uso do tratamento adicional com GnRH no momento da IATF sobre a
taxa de concepcdo das fémeas de acordo com a manifestacdo de estro.

= Verificar o efeito de diferentes ésteres de estradiol na ocorréncia de estro e

consequentemente, na taxa de concepgéo apés a IATF.



57

4.3 EXPERIMENTO 1 — INFLUENCIA DA OCORRENCIA DE ESTRO NO
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR, A TAXA DE OVULACAO E A
FORMACAO DO CORPO LUTEO NO DIESTRO SUBSEQUENTE DE
FEMEAS ZEBUINAS LACTANTES SUBMETIDAS A PROTOCOLO
DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO.

4.3.1 Material e métodos

4.3.1.1 Animais e local do experimento

Este experimento foi realizado durante a estacdo de monta do ano de 2009/2010.
Foram utilizadas 53 vacas Nelore (Bos indicus) lactantes oriundas de uma fazenda
comercial localizada no municipio de Jacarezinho-PR. Os animais foram mantidos em
regime de pastejo em Brachiaria decumbens com livre acesso a agua e suplementacao
mineral. No inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulacdo, as fémeas foram
classificadas de acordo com sua condicdo corporal (escala de 1 a 5, onde 1 = caquética e
5 = obesa) (AYRES et al., 2009) e a ordem de partos (primipara ou pluripara).

4.3.1.2 Manejo reprodutivo e tratamento

Apds o parto, as vacas foram agrupadas em lotes de cobertura conforme o més
de paricdo. Trinta dias apds a ocorréncia do ultimo parto (intervalo entre 30 e 60 dias
pos-parto) as fémeas tiveram o estro e a ovulagdo sincronizados utilizando protocolo de
sincronizacao a base de E2 e P4. Esse protocolo consistiu na inser¢do de um dispositivo
intravaginal de P4 (Sincrogest®, Ouro Fino Satde Animal, So Paulo, SP, Brasil) mais a
administracéo intramuscular de 2,0 mg de BE (Sincrodiol®, Ouro Fino Satde Animal).

Oito dias ap6ds, os dispositivos foram removidos e administrados de maneira
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intramuscular 0,25 mg de cloprostenol sédico (Sincrocio®, Ouro Fino Satide Animal),
300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG, Folligon®, Intervet-Shering Plough,
Boxmeer, Holanda) e 0,5 mg de ECP (ECP; Pfizer Saude Animal, Sdo Paulo, SP). Para
a analise, as vacas foram agrupadas retrospectivamente de acordo com a ocorréncia ou

ndo de estro durante as primeiras 48 horas apds a retirada do dispositivo (Figura 3).

Figura 3 - Diagrama esquematico do desenho experimental utilizado no experimento 1.
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BE = 2 mg benzoato de estradiol

eCG = 300 Ul gonadotrofina coridnica equina

ECP = 0,5 mg de cipionato de estradiol

P4 = dispositivo intravaginal de progesterona (P4)

US = ultrassonografia transretal

Sangue (P4) = amostra de sangue para mensuracdo da concentracdo sérica de P4.

4.3.1.3 Deteccdo do estro

No momento da remocédo do dispositivo intravaginal, as fémeas tiveram a base
da cauda pintada com bastdo marcador (Raidl-Maxi, RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms,
Alemanha). O estro foi considerado quando as fémeas ndo apresentavam a base

marcada 48 horas apds a remocéo do dispositivo de P4.
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4.3.1.4 Exames ultrassonograficos

As vacas tiveram seus ovarios examinados com auxilio de ultrassom durante trés
diferentes momentos (no momento da retirada do dispositivo de P4, 48 horas apés e 9
dias apos a remocdo do dispositivo intravaginal de P4). Para os exames foi utilizado
aparelho de ultrassom munido de transdutor linear transretal de 7,5 MHz (CTS-3300V,
SIUI, China). O diametro do maior foliculo presente no momento da retirada e 48 horas
apos a retirada do dispositivo de P4 foi identificado e mensurado. Nove dias apos a
retirada do dispositivo de P4 foi identificado e mensurado o diametro do corpo luteo
(CL) formado. A ovulacdo foi considerada quando as fémeas apresentavam um CL do
lado correspondente ao foliculo previamente identificado nos dois exames

ultrassonograficos anteriores.

4.3.1.5 Colheita de sangue e anélise de progesterona

As amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia ou artéria coccigea
mediana usando tubos a vacuo, nove dias ap6s a remogdo do dispositivo intravaginal de
P4. As amostras foram refrigeradas entre 4 a 10 °C durante as primeiras 4 horas e
posteriormente centrifugadas a 3000 RPM por 15 minutos e armazenadas a -20°C até o
momento da anélise da concentracdo de P4. A concentragdo sérica de P4 foi mensurada
usando kit de radioimunoensaio (Coat-A-Count®, Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA). O coeficiente de variacdo intraensaio foi de 2,6% e a sensibilidade

do ensaio foi de 0.006 ng/ml.



60

4.3.1.6 Andlise estatistica

Informacdes sobre cada fémea foram compiladas em uma unica planilha para
analise estatistica. Os dados foram analisados com auxilio do procedimento GLIMMIX
do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). As variaveis explanatorias foram sequencialmente
removidas pelo critério estatistico de Wald quando apresentavam P > 0,20.

No experimento foi incluida no modelo somente a variavel independente
ocorréncia de estro. As variaveis resposta analisadas foram o diametro do maior foliculo
no momento da retirada do dispositivo de P4, o didametro do maior foliculo 48 horas
apos a remocao do dispositivo de P4, a taxa de ovulacdo, o diametro do CL 9 dias apds
a remocao do dispositivo e a concentracdo sérica de P4 nesse Gltimo momento (foram
incluidas para essa andlise somente as vacas que ovularam ap6s o protocolo de
sincronizacgdo da ovulagdo). As variaveis foram previamente testadas de acordo com sua
homegenecidade e normalidade utilizando o Guide Data Analysis do SAS. As
concentracdes de P4 foram transformadas utilizando a raiz quadrada da varidvel. Os

resultados foram apresentados como média + erro padrao.

4.3.2 Resultados

A taxa de ocorréncia de estro foi de 67,9% (36/53). Vacas que apresentaram
estro tiveram foliculo de maior didmetro no momento da retirada do dispositivo de P4, e
48 horas ap0s a retirada, maior taxa de ovulagdo, maior didametro do corpo luteo, e
maior concentracdo de P4 no ciclo subsequente ao protocolo de sincronizagdo do que as

vacas que néo apresentaram estro (Tabela 1).
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Tabela 1 - Ocorréncia de estro apds protocolo de sincronizacdo da ovulacdo a base de E2 e P4
sobre a resposta folicular, taxa de ovulacéo e formagédo do corpo llteo no ciclo subsequente de
vacas zebuinas lactantes

Sem Estro Com Estro p

Numero de fémeas 17 36

Diametro do maior foliculo no momento
] ] . 8,1+0,8 11,9+0,3 <0,0001
da retirada do dispositivo de P4 (mm)

Diametro do maior foliculo 48 horas apos
_ _ - 9,5+1,0 13,9405  <0,0001
a retirada do dispositivo de P4 (mm)

70,6 100,0
Taxa de ovulagao (%) (12/17) (36/36) 0,02

Diametro do corpo luteo nove dias apés a
) _ - 20,3+1,1  22,9+0,5 0,02
retirada do dispositivo de P4 (mm)

Concentracdo de P4 nove dias apos a
) L 3,0+0,3 4,2+0,3 <0,0001
retirada do dispositivo de P4 (ng/mL)*

*Somente vacas que ovularam apds o protocolo de sincronizagéo da ovulag&o.
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4.4 EXPERIMENTO 2 — ASSOCIACAO ENTRE A OCORRENCIA DE
ESTRO E A TAXA DE CONCEPCAO APOS IATF DE VACAS
ZEBUINAS LACTANTES SUBMETIDAS A PROTOCOLOS DE
SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA IATF.

4.4.1 Material e métodos

4.4.1.1 Animais e local do experimento

Um total de 445 vacas de corte lactantes (259 Nelore; Bos indicus e 186
cruzadas; Bos taurus x Bos indicus) oriundas de quatro fazendas comerciais localizadas
nos estados do Mato Grosso do Sul (MS; 1 fazenda) e do Parana (PR; 3 fazendas) foram
utilizadas nesse estudo durante a estacdo reprodutiva de 2008 e 2009. As vacas foram
mantidas sob pastejo em Brachiaria decumbens (Fazenda MS) ou Cynodon ssp. e

Panicum maximum (Fazendas PR) com suplementacdo mineral e livre acesso a agua.

4.4.1.2 Manejo reprodutivo e tratamento

Apds o parto, as vacas foram alocadas em lotes conforme a data da pari¢do. As
fémeas tiveram o estro e a ovulacdo sincronizados com protocolo de sincronizagao a
base de E2 e P4. No primeiro dia do protocolo as fémeas receberam um dispositivo
intravaginal contendo 1,9 g de P4 (CIDR, Pfizer Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil)
novos ou previamente utilizados durante 8 ou 16 dias e associado & administragdo
intramuscular de 2 mg de BE (Estrogin®, Farmavet, Sdo Paulo, Brasil). Oito dias ap6s,
os dispositivos foram removidos e administrado de maneira intramuscular 0,6 mg de
ECP (Pfizer Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), 25 mg de dinoprost (Lutalyse, Pfizer

Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG,
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Folligon®, Intervet-Schering Plough, Boxmeer, Holanda). As fémeas foram inseminadas
em tempo fixo entre 54-58 horas ap6s a remocdo do dispositivo intravaginal de P4
(Figura 4).

Figura 4 - Diagrama esquematico do desenho experimental utilizado no experimento 2
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BE = 2 mg benzoato de estradiol

eCG = 300 Ul gonadotrofina coridnica equina
ECP = 0,6 mg de cipionato de estradiol

P4 = dispositivo intravaginal de P4

IATF = inseminacdo artificial em tempo fixo
US = ultrassonografia transretal

4.4.1.3 Deteccdo do estro

O estro foi determinado pelo uso de adesivos especificos para detec¢do de cio
(Estrotect®, IVP, Spring Valley, Wisconsin, EUA). No momento da retirada do
dispositivo intravaginal as vacas receberam um adesivo que foi colado na base da cauda.
A ativagdo (remogéo da tinta cinza) do adesivo marcador foi avaliada no momento da
IATF. As fémeas que apresentavam o adesivo ativado nesse momento foram

consideradas como tendo aceitado monta e, portanto, manifestado estro.
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4.4.1.4 Exame ultrassonogréafico e categorizacgéo folicular

No momento da IATF os ovarios foram examinados com auxilio do ultrassom
munido com transdutor linear transretal de 5 MHz (Aloka-SSD 500, Tokio, Japéo). O
didmetro do maior foliculo presente em ambos os ovarios foi identificado, mesurado e,
posteriormente, categorizado de acordo com a média e o desvio padrdo da amostra [ 1)
<75 mm; 2) 7,5 a 11,0 mm; 3) 11,1 a 14,4 mm; ou 4) > 14.4 mm], conforme
metodologia descrita no Capitulo 1.

4.4.1.5 Diagndstico de gestacao

Todas as vacas foram examinadas por ultrassonografia transretal 30 dias apés a
IATF. As fémeas que apresentavam embrido vivo foram consideradas como gestantes.
A taxa de concepcdo foi calculada pela proporcdo de fémeas gestantes 30 dias apos a

IATF dividida pelo total de vacas inseminadas.

4.4.1.6 Andlise estatistica

Informacdes sobre cada fémea de cada fazenda foram compiladas em uma Gnica
planilha para analise estatistica. Os dados foram analisados por regressdo logistica
utilizando o procedimento LOGISTIC do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). O modelo de
“backward stepwise regression” foi utilizado, no qual as varidveis explanatérias foram
sequencialmente removidas pelo critério estatistico de Wald quando apresentavam P >
0,10. Diferencas com P < 0,05 foram consideradas como significativas.

Para a analise da ocorréncia de estro, as variaveis inicialmente incluidas no

modelo estatistico foram fazenda (1 a 4), ordem de partos (primiparas e pluripara), raca
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da vaca (Nelore ou cruzada), escore de condicdo corporal e a categoria do maior
foliculo (FD) no momento da IATF. No modelo final ficaram retidas somente as
varidveis ocorréncia de estro e a categoria do FD. A razao de risco ajustado (RRA) e 0
intervalo de confianca a 95% (IC) foram gerados durante a regressao logistica, sendo os
resultados apresentados em proporcdo e RRA.

A associagéo entre o diametro folicular e a probabilidade da ocorréncia de estro
foi determinada. A curva de regressao logistica foi criada utilizando os coeficientes
gerados pelo recurso “interactive data analysis” do SAS e aformulay = EXP (o * x +
b)/ [1 + EXP (o * x + b)], onde: y= probabilidade de ocorréncia de estro;
exp=exponencial; a = inclinagdo (“slope”) da curva de regressao logistica; b= intercept

da equacao logistica; x = diametro do maior foliculo no momento da IATF (mm).

4.4.2 Resultados

A taxa de ocorréncia de estro foi de 57,8% (257/445). Vacas que apresentaram
estro tiveram 3,3 vezes mais chance de se tornarem gestantes (RRA =3,33elC=2,16a
5,14; P < 0,001) 30 dias apds a IATF do que fémeas que ndo se tornaram gestantes
(Figura 5). Além disso, o diametro folicular foi associado a maior taxa de ocorréncia de
estro (Figura 6), entretanto, houve interacdo entre o didmetro folicular e a ocorréncia de

estro sobre a taxa de concepcao apés a IATF (P = 0,05; Figura 7).
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Figura 5 - Taxa de concepcdo de acordo com a ocorréncia de estro ap6s protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo a base de E2 e P4 sobre taxa de concepcdo de vacas zebuinas
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Figura 6 - Probabilidade de ocorréncia de estro entre a retirada do dispositivo intravaginal de P4
e a IATF de vacas zebuinas lactantes (n = 445) de acordo com o didmetro do maior foliculo
(FD) no momento da IATF [Probabilidade da ocorréncia de estro = exp (- 0,6097 + 0,0924*FD
na IATF /1 +exp (- 0,6097 + 0,0924*FD na IATF); P =0,0002)]
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Figura 7 — Taxa de concepcdo de acordo com a ocorréncia do estro apds o protocolo de
sincronizagdo da ovulacdo e o didmetro folicular no momento da IATF. Houve efeito
significativo do didmetro folicular no momento da IATF (P < 0,0001), da ocorréncia de estro (P
< 0,0001) e também da interacdo entre didmetro folicular e ocorréncia de estro (P = 0,05)
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45 EXPERIMENTO 3- USO DO GNRH NO MOMENTO DA IATF COMO
TRATAMENTO  ADICIONAL PARA  VACAS  ZEBUINAS
LACTANTES QUE NAO APRESENTAM ESTRO ENTRE A
RETIRADA DO DISPOSITIVO E A IATF.

45.1 Material e métodos

4.5.1.1 Animais e local do experimento

Um total de 726 vacas zebuinas lactantes [495 Nelore (Bos indicus) and 231
cruzadas (Bos indicus x Bos taurus)] oriundas de quatro fazendas comerciais (272, 161,
106, e 187 para as fazendas de 1 a 4, respectivamente) localizadas no estado do Parana,
Brasil, foram utilizadas neste estudo. Todas as vacas foram mantidas em pastagem de
Brachiaria brizantha e tiveram livre acesso a agua e suplementagdo mineral. O
experimento foi conduzido durante a estacdo reprodutiva de 2008/2009. Informacdes de
cada vaca tais como raca, categoria de ECC no inicio do protocolo de sincronizagdo, a

ordem de partos (primiparas vs. pluriparas) foram colhidas.

4.5.1.2 Manejo reprodutivo e tratamento

Apos o parto, as vacas foram alocadas em lotes conforme a data da pari¢do. As
fémeas tiveram o estro e a ovulacdo sincronizados apds protocolo de sincronizacdo a
base de E2 e P4. No primeiro dia do protocolo as fémeas receberam um dispositivo
intravaginal contendo 1,9 g de P4 (CIDR, Pfizer Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil)
associado a administracdo de 2 mg de BE (Estrogin®, Farmavet, Sdo Paulo, Brasil).
Oito dias apo6s, os dispositivos foram removidos e administrado de maneira

intramuscular 0,6 mg de CE (ECP, Pfizer Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), 25 mg de
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dinoprost (Lutalyse, Pfizer Saide Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul de gonadotrofina
corionica equina (eCG, Folligon®, Intervet-Schering Plough, Boxmeer, Holanda). As
fémeas foram inseminadas em tempo fixo entre 48-52 horas ap0s a remocdo do
dispositivo intravaginal de P4. No momento da IATF as vacas foram distribuidas
homogeneamente de acordo com a ocorréncia de estro e a adminstracdo de GnRH (10
ug de buserelina, Sincroforte®, Ouro Fino Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil) (Fatorial 2
X 2: sem estro — sem GnRH, sem estro — com GnRH, com estro — sem GnRH, e Com

estro — com GnRH; Figura 8).

Figura 8 - Diagrama esquematico do experimento
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4.5.1.3 Deteccdo do estro

No momento da remogéo do dispositivo intravaginal as fémeas tiveram a base da
cauda pintada com bastdo marcador (Raidl-Maxi, RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms,
Alemanha). O estro foi considerado quando as fémeas ndo apresentavam a base da

cauda marcada no momento da IATF.

4.5.1.4 Diagndstico de gestacao

Todas as vacas foram examinadas por ultrassonografia transretal (Aloka-SSD
500, Tokyo, Japan) 30 dias apds a IATF. As fémeas que apresentavam embrido vivo
foram consideradas como gestantes. A taxa de concepc¢éo foi calculada pela proporgéo

de fémeas gestantes 30 dias apds a IATF dividida pelo total de vacas inseminadas.

45.1.5 Andlise estatistica

As variaveis respostas binomiais foram assumidas como variaveis categoricas. A
ocorréncia de estro e a taxa de concep¢do foram analisadas utilizando o procedimento
GLIMMIX de SAS, sendo as fémeas consideradas como efeito aleatorio. As variaveis
inicialmente incluidas no modelo estatistico foram fazenda (1 a 4), raca [Nelore (Bos
indicus) e mesticas (Bos indicus x Bos taurus)], a ordem de partos (primiparas ou
pluriparas), ECC no primeiro dia do protocolo de sincronizagdo, o tratamento com
GnRH, a ocorréncia de estro, e suas interagdes. Variaveis que permaneceram no modelo
final para a analise da taxa de concepcao foram: a ocorréncia de estro, tratamento com

GnRH, e a interagdo entre a ocorréncia de estro e o tratamento com GnRH.



45.2 Resultados

72

A taxa de ocorréncia de estro média foi de 57,4% (417/726). Ndo houve

interacdo entre a ocorréncia de estro e o tratamento com GnRH no momento da IATF

sobre a taxa de concepcao (P=0,21). Também néo foi obervado efeito de fazenda sobre
a taxa de concepcdo (P=0,19). A taxa de concepgéo foi maior (P<0,0001) nas fémeas
que apresentaram estro (61,9%; 258/417) entre a retirada do dispositivo intravaginal de

P4 e a IATF, quando comparadas aquelas que ndo apresentaram estro (41,4%; 128/309).

Entretanto, a taxa de concepc¢éo ndo foi alterada apds o tratamento adicional com GnRH

(P=0,55; Figura 9).

Figura 9 - Taxa de concep¢do de vacas zebuinas lactantes de acordo com a ocorréncia de estro e

o tratamento com GnRH no momento da IATF
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46 EXPERIMENTO 4 - USO DE DIFERENTES ESTERES DE
ESTRADIOL PARA INDUCAO DA OVULAGCAO EM PROTOCOLOS
DE IATF SOBRE AS TAXAS DE OCORRENCIA DE ESTRO E DE
CONCEPCAO EM FEMEAS ZEBUINAS.

4.6.1 Material e métodos

4.6.1.1 Animais e local do experimento

Um total de 479 fémeas Nelore lactantes oriundas de quatro fazendas comerciais
localizadas no estado do Mato Grosso e Pard, Brasil, foram utilizadas no presente
estudo. Todas as vacas foram mantidas em pastagem de Brachiaria ssp. e tiveram livre
acesso a agua e suplementacdo mineral. O experimento foi conduzido durante a estacdo
reprodutiva de 2011/2012. InformagOes de cada vaca tais como fazenda e escore de
condicédo corporal (ECC; escala de 1 a 5, onde 1 = caquética e 5 = obesa) no inicio do

protocolo de sincronizacdo, foram colhidas.

4.6.1.2 Tratamento

Todas as fémeas receberam no inicio da sincronizacdo um dispositivo
intravaginal de 0,6g de P4 (P4, Cronipress Monodose®, Biogenesis-Bag6) mais 2 mg
de BE i.m. (Bioestrogen®; Biogénesis). Oito dias apos, o dispositivo foi removido e
administraram-se 0,075 mg de D-Cloprostenol (Croniben®; Biogénesis-Bago), 300 Ul
de eCG i.m. (Novormon®, MSD Saude Animal). No momento da retirada do
dispositivo as fémeas foram distribuidas homogeneamente, de acordo com a categoria
animal, em dois grupos experimentais (CE ou BE). As fémeas do grupo CE receberam
1mg de CE (ECP®, Pfizer Saude Animal) no momento da retirada, enquanto as fémeas
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do grupo BE, receberam 1mg de BE 24 horas ap0s a remocao do dispositivo. Todas as
fémeas foram inseminadas em tempo fixo 48 horas apds a retirada dos dispositivos de
P4 (Figura 10).

Figura 10 - Diagrama esquematico do experimento
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BE = benzoato de estradiol (D-10 = 2mg e D-1 = 1mg)
eCG = 300 Ul gonadotrofina coridnica equina

ECP = 1 mg de cipionato de estradiol

P4 = dispositivo intravaginal de P4 (contendo 0.6 g de P4)
IATF = inseminacdo artificial em tempo fixo

US = ultrassonografia transretal (diagnostico de gestagao)

4.6.1.3 Deteccdo do estro

No momento da remog&o do dispositivo intravaginal as fémeas tiveram a base da
cauda pintada com bastdo marcador (Raidl-Maxi, RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms,
Alemanha). O estro foi considerado quando as fémeas ndo apresentavam a base

marcada no momento da IATF.
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4.6.1.4 Diagndstico de gestacao

Todas as vacas foram examinadas por ultrassonografia transretal 30 dias apds a
IATF. As fémeas que apresentavam embrido vivo foram consideradas como gestantes.
A taxa de concepcao foi calculada pela proporcdo de fémeas gestantes 30 dias apos a

IATF dividida pelo total de vacas inseminadas.

4.6.1.5 Andlise estatistica

As variaveis binomiais foram assumidas como varidveis categdricas. A
ocorréncia de estro e a taxa de concepcdo foram analisadas utilizando o procedimento
GLIMMIX do SAS. Para a analise da taxa de ocorréncia de estro e concepcao aos 30
dias apds IATF, as variaveis inicialmente incluidas no modelo estatistico para analise de
ocorréncia do estro foram: fazenda (1 a 4), ECC no primeiro dia do protocolo de
sincronizacdo, tratamento (CE ou BE), e suas interacBes. As variaveis que
permaneceram no modelo final para a analise da taxa de concepc¢édo foram fazenda ECC

e tratamento.

4.6.2 Resultados

N&o foram encontradas diferencas conforme o tipo do éster de E2 utilizado
como indutor de ovulacdo (BE vs. CE) na ocorréncia de estro (P = 0,99) e na taxa de
concepgdo apds IATF (P = 0,12; Figura 11). No entanto, foi observado efeito positivo
do ECC tanto na taxa de ocorréncia de estro (P = 0,0004), quanto na taxa de concepcao
(P =0,001).
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Figura 11 - Efeito do éster de estradiol (BE=benzoato de estradiol vs. CE=cipionato de
estradiol) utilizado como indutor de ovulagéo sobre a taxa de ocorréncia de estro e a taxa de
concepcao apds IATF de fémeas zebuinas. Nao foi observado diferenga entre os tipos de ésteres
de E2 na ocorréncia de estro (P=0,99) e na taxa de concepc¢édo (P=0,12)
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4.7 DISCUSSAO

A ocorréncia de estro foi um importante sinalizador para a melhor resposta
ovariana e a fertilidade de fémeas zebuinas lactantes submetidas a protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF a base de E2 e P4. Além disso, a informacédo da
ocorréncia do estro pode ser utilizada como ferramenta para identificar fémeas com
maiores chances de se tornarem gestantes, justificando a utilizagdo de sémen de maior
valor agregado como o sémen sexado em programas de IATF. Vacas que apresentaram
estro apds o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo ja apresentavam um foliculo de
maior didmetro no momento da retirada do dispositivo. Além disso, fémeas que
apresentaram estro apresentaram foliculo de maior tamanho no momento da IATF,
maior taxa de ovulacgdo, e maior funcéo luteinica no ciclo subsequente a IATF. Por fim,
0 uso do tratamento adicional com GnRH no momento da IATF foi ineficiente em
aumentar a taxa de concepg¢do ap0s inseminagdo, tanto nas vacas que apresentaram,
quanto nas que ndo apresentaram estro, rejeitando a hipdtese inicial desse estudo.

O inicio do estro tem sido associado com o pico das concentragbes de E2
circulantes (ALLRICH, 1994), estimulando regiGes especificas do centro
comportamental (ROELOFS et al., 2010). As concentracdes de E2 proximas ao periodo
da inseminacdo podem influenciar a fertilizacdo pelas modificagdes no transporte dos
espermatozoides ou alterando o ambiente uterino (HAWK, 1983, 1987). A influéncia da
ocorréncia de estro apos programas de sincronizacdo para IATF tem sido descrita por
outros autores, tanto em fémeas taurinas (CERRI et al., 2004; HILLEGASS et al., 2008;
PERRY; PERRY, 2008) quanto em fémeas zebuinas (MENEGHETTI et al., 2009;
PERES et al., 2009). Da mesma maneira que o observado no presente estudo, 0s outros
autores também demonstraram que a presenca de maiores foliculos no final do
protocolo de sincronizacdo esta associada a maior ocorréncia de estro, maior taxa de
ovulacdo e maior risco de gestacdo em fémeas bovinas submetidas a IATF
(MENEGHETTI et al., 2009; PERES et al., 2009).

Estudos anteriores reportam taxas de concepgdo médias de 49,6% apds IATF em
fémeas zebuinas criadas a pasto (SA FILHO et al., 2009a). Essa resposta parece ser
influenciada por diversos fatores como, por exemplo, fazenda, raga, categoria animal
(nuliparas, primiparas ou pluriparas), e o escore de condi¢do corporal no inicio do

protocolo de sincronizagdo (SA FILHO et al., 2009a). Além desses fatores associados
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ao sucesso dos programas de IATF, o tratamento com eCG no momento da remocdo da
fonte de P4 ou progestageno tem melhorado significativamente a resposta ovariana e as
taxas de concepc¢do de vacas zebuinas lactantes submetidas a protocolo de sincronizacéo
da ovulagdo para IATF (BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al., 2010a, 2010d). O
tratamento com eCG promove um suporte gonadotréfico de FSH e LH (MURPHY;
MARTINUK, 1991), aumentando o crescimento final do foliculo dominante (SA
FILHO et al., 2009a; SA FILHO et al., 2010a, 2010d) e a funco luteinica no ciclo
subsequente (SA FILHO et al., 2010d). Apesar do tratamento com eCG, apenas 57,8%
das fémeas avaliadas no presente estudo apresentaram estro entre a remocgdo do
dispositivo de P4 e a IATF (Experimento 2). Isso refor¢a a importancia de outros fatores
associados a ocorréncia do estro bem como ao sucesso da gestacdo em fémea zebuinas
submetidas a programas de IATF.

No presente estudo, vacas zebuinas lactantes que apresentaram estro apds o
protocolo de sincronizagdo tiveram maior funcdo luteinica no ciclo subsequente, maior
didametro do corpo luteo formado e maiores concentraces séricas de P4. Resultados
semelhantes sdo descritos em fémeas leiteiras de alta producdo (HILLEGASS et al.,
2008). Vacas que ndo apresentam estro ap0s o protocolo de sincronizagdo devido a
presenca de foliculos dominantes de menor didmetro podem também apresentar
concentracdes menores de E2 durante o proestro (PERRY et al., 2005a, 2007; FIELDS
et al., 2012), o que pode resultar em um menor pico de LH. Por conseguinte, a formacéo
do corpo luteo e as concentragcBes de P4 no ciclo subsequente podem ser reduzidos
(FIELDS et al., 2012). Além disso, concentra¢Oes reduzidas de E2 podem resultar em
maior risco de lutedlise prematura no ciclo estral subsequente (ocorréncia de ciclos de
curta duracdo) (MANN; LAMMING, 2000), o que poderia diminuir as taxas de
sobrevivéncia embrionaria (SANTOS et al., 2004). Reforcando essa ideia, quando
receptoras de embrido foram submetidas a sincronizacdo da ovulacéo para transferéncia
de embrides em tempo fixo, novilhas que apresentaram estro apés a inducédo da lutedlise
tiveram maior diametro do corpo lateo, maior concentracdo de P4 durante o diestro
subsequente, bem como maior taxa de concepcdo apos transferéncia de embrido
(BARUSELLLI et al., 2003). Portanto, a falta de ocorréncia de estro antes da IATF, pode
estar associada a menores concentracdes de E2 durante o proestro, reduzindo a fungéo
luteinica no ciclo subsequente, alterando a incidéncia de ciclos de curta duracdo, ou

diminuindo a sobrevivéncia embrionaria apés a IATF de vaca zebuinas lactantes.
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5 CAPITULO Il - SELECAO DE FEMEAS A PARTIR DA OCORRENCIA
DE ESTRO E DO DIAMETRO FOLICULAR PARA RECEBEREM SEMEN
CONVENCIONAL OU SEXADO EM PROGRAMAS DE INSEMINACAO

ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

5.1 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Fémeas que apresentam foliculo de maior didmetro no momento da IATF ou
aquelas que apresentam estro apés o protocolo de sincronizacdo da ovulagdo tém maior
taxa de concepcdo ap6s inseminacdo com sémen convencional. Dessa forma, tais
critérios podem ser empregados para a selecdo de fémeas com maior probabilidade de
concepcdo para o uso de sémen sexado em programas de IATF. Além disso, fémeas que
apresentam estro ou aquelas que apresentam um foliculo de maior diametro no
momento da IATF apresentam melhores taxas de concepc¢édo; independentemente do

tipo do sémen utilizado na IATF.

5.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0 uso da informacdo sobre a ocorréncia de estro entre a retirada do
dispositivo e a IATF e do diametro folicular no momento da IATF como critérios de

selecdo para a utilizacdo de sémen sexado ou convencional em programas de IATF.

5.2.1 Obijetivos especificos

=  Verificar o efeito do didametro folicular no momento da IATF sobre a taxa de

concepgdo apos IATF utilizando sémen convencional ou sexado (Experimento 1);
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Verificar o efeito da ocorréncia de estro sobre a taxa de concepc¢do apds uso de
sémen convencional ou sexado em programas de IATF (Experimento 2);
Verificar o efeito do didametro folicular sobre a ocorréncia de estro entre a retirada

do dispositivo e 0 momento da IATF (Experimento 2).
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5.3 EXPERIMENTO 1- SELECAO DE FEMEAS ZEBUINAS LACTANTES
A PARTIR DO DIAMETRO FOLICULAR NO MOMENTO DA IATF
PARA O USO DE SEMEN SEXADO OU CONVENCIONAL.

5.3.1 Material e métodos

5.3.1.1 Animais e local do experimento

Um total de 853 vacas Nelore Bos indicus pluriparas oriundas de duas fazendas
comerciais (Fazenda 1 = Jacarezinho, PR, e Fazenda 2 = Campo Grande, MS) foram
utilizadas no presente estudo. As fémeas foram mantidas sob regime de pastejo em
pastagem Brachiaria brizantha com livre acesso a agua e suplementacdo mineral. Os
dados foram coletados entre setembro e dezembro da estacdo reprodutiva de 2009.

Informacdo do ECC cada vaca no inicio do protocolo de sincronizacao foi colhida.

5.3.1.2 Manejo reprodutivo e tratamento

As vacas ap6s o parto foram distribuidas em lotes conforme o periodo de
nascimento. No inicio do tratamento as fémeas apresentavam entre 30 e 60 dias pos-
parto. As fémeas receberam um protocolo de sincronizacao da ovulacdo a base de E2 e
P4. As fémeas receberam um dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de P4 (P4; DIB,
Intervet-Shering Plough, Boxmeer, Holanda) mais 2,0 mg de BE intramuscularmente
(BE; Gonadiol, Intervet-Shering Plough). Oito dias ap6s, o dispositivo foi removido, e
as fémeas receberam i.m. PGF,, (112,5 pg de D-cloprostenol, Preloban, Intervet-
Shering Plough) mais 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG; Folligon,
Intervet-Shering Plough). Um segundo tratamento com 1 mg de BE para induzir a

ovulacédo foi realizado 24 horas ap6s a remocdo do dispositivo intravaginal de P4. As
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fémeas foram inseminadas entre 60 e 64 horas ap6s a remoc¢do dos dispositivos
intravaginais de P4, com sémen convencional ou sexado. Foi utilizado sémen congelado
para todas as inseminacdes, sendo essas realizadas por um unico inseminador.

As fémeas tiveram seu escore de condicao corporal (ECC) avaliado, utilizando

uma escala de 1 a 5, onde 1 = caquética e 5 = obesa (AYRES et al., 2009).

5.3.1.3 Delineamento experimental

Imediatamente antes da IATF, as fémeas tiveram o maior foliculo ovariano
presente identificado, mensurado e classificado em <9 mm ou > 9 mm (FD <9 mm ou
> 9 mm, Figura 1). Esse didmetro folicular (9 mm) havia sido previamente determinado
utilizando a analise de “receiver operating characteristic (ROC)” que determina a
precisdo pela qual o tamanho folicular prevé a ocorréncia de concepcdo apds
inseminacdo, baseado na sensibilidade e especificidade. A sensibilidade da curva contra
falso positivo (100 — especificidade) encontra a melhor combinacdo de sensitividade e
especificidade para o didametro folicular e a taxa de concepc¢do. Para essa analise foram
utilizadas 4656 inseminagdes no qual as fémeas tiveram no momento da IATF o maior
foliculo identificado e mensurado. A area sob a curva foi de 0,621, com erro padréo de
0,00816 e 95% de intervalo de confianca de 0,607 a 0,635. Maior sensibilidade
combinada (78,7%, intervalo de confianca de 95% = 77,0 a 80,4) e especificidade
(42,7%, intervalo de confianca de 95% = 40,7 a 44,8%) foram detectadas com o foliculo

a partir de 9 mm (Figura 2).



Figura 1 - Diagrama esquematico do experimento 1
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As vacas de cada categoria de diametro folicular foram distribuidas
aleatoriamente para serem inseminadas utilizando sémen sexado (minimo de 2 x 10°
células/dose inseminante) ou sémen convencional (minimo 20 x 10° células/dose
inseminante), em fatorial 2 por 2. Vacas apresentando DF < 9 mm na IATF receberam
sémen convencional (n = 214) ou sexado (n = 189), e vacas com DF > 9 mm foram
inseminadas com sémen convencional (n = 214) ou sexado (n = 236).

Para o estudo foi utilizado sémen oriundo de dois touros que tiveram suas doses
distribuidas de acordo com a fazenda e o lote de fémeas. Ambos os touros foram
selecionados por apresentarem boa fertilidade em programas de IATF tanto para sémen
convencional quanto para sémen sexado. Os ejaculados foram coletados por vagina
artificial e continham > 65% de motilidade progressiva e > 85% de espermatozoides
com morfologia normal (< 15% de defeitos primarios e < 15% defeitos morfoldgicos
secundarios). Os ejaculados foram proporcionalmente distribuidos para produzir a

mesma quantidade de doses inseminantes de sémen convencional e sexado.

5.3.1.4 Exames ultrassonograficos

Todos os exames ultrassonogréaficos foram realizados com aparelho de ultrassom
munido com transdutor linear transretal de 7,5 MHz (CTS-3300V, SIUI, China). O

didmetro do maior foliculo presente no momento da IATF foi identificado e mensurado.

5.3.1.5 Descricdo do procedimento de sexagem

Os procedimentos de sexagem foram realizados nas instalagbes da Sexing
Technologies do Brasil, localizadas no municipio de Sertdozinho, SP, Brasil. As doses
de sémen sexado utilizadas apresentavam de 85 a 90% de pureza de células carreando o
cromossomo X. Foi utilizado para a selecdo, aparelho de citometria de fluxo SX MoFlo
(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA), operado sob pressdo de 35 psi e cerca de 40.000
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procedimentos por segundo, 0 que resultou em taxa de separagéo entre 5.000 a 8.000
espermatozdides por segundo. Os espermatozoOides foram corados com 112,5 mM
Hoechst 33342 e classificados apos filtragem em filtro descartavel CellTrics (# 04-
0042-2317; Partec GmbH, Munster, Alemanha). Os espermatozdides foram
inspecionados com luz laser de 150 mW.

O sémen foi congelado em meio contendo 20% gema de ovo-Tris (6% de
glicerol; Technologies sexagem, Navasota, TX) e envasado em palhetas de 0,25 mL de
cloreto de polivinil (sémen sexado = 2,1 x 10° e sémen convencional = 20 x 10°

espermatozdides / palheta).

5.3.1.6 Diagnostico de gestacdo

Os diagndsticos de gestacdo foram realizados com auxilio do ultrassom entre 30
a 42 dias apds a IATF. A deteccdo de embrido vivo foi utilizada como um indicador
positivo da gestacdo. A taxa de concepcdo foi definida como o numero de fémeas

gestantes ap6s a IATF, dividido pelo nimero total de fémeas inseminadas.

5.3.1.7 Andlise estatistica

As varidveis foram analisadas pelo procedimento Glimmix do SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC). Varidveis explanatérias como animal, lote de inseminacéo,
ECC no inicio do protocolo de sincronizacdo, tratamento, touro utilizado e suas
interacdes foram incluidos no modelo estatistico inicial. Posteriormente as variaveis
foram removidas uma a uma seguindo o critério de Wald quando o P > 0,10.

O modelo estatistico para avaliar a taxa de concepc¢ao incluiu as variaveis tipo de
sémen (sexado ou convencional), classe folicular (< 9 mm ou > 9 mm), e intera¢do entre

tipo de sémen e classe folicular.
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5.4 Resultados

Né&o foi observado efeito ECC (P = 0,60) sobre a taxa de concep¢do. Também
n&o foi observado efeito de interagdo entre ECC e tipo de sémen (P = 0,59) ou classe de
diametro folicular (P = 0,56) sobre a taxa de concepcéo.

Houve efeito significativo de interacdo (P = 0,02) entre o tipo de sémen e a
classe de diametro folicular (< 9 mm ou > 9 mm; Figura 3) sobre a taxa de concepgao.
Vacas com foliculos < 9 mm apresentaram maior taxa (P = 0,0002) de concepcéo
quando inseminadas com sémen convencional quando comparado aquelas inseminadas
com sémen sexado (49,5% vs. 31,2%, respectivamente). No entanto, ndo houve
diferenca (P = 0,65) nas fémeas inseminadas com sémen convencional ou sexado
quando as fémeas apresentaram foliculo > 9 mm no momento da IATF (58,9% e 56,8%,

respectivamente).
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Figura 3 - Taxa de concepcdo em fémeas zebuinas lactantes de acordo com o tipo do sémen
utilizado (Convencional ou Sexado) e o didmetro do maior foliculo (DF; <9 mm ou > 9 mm)
identificado e mesurado por ultrassom no momento da IATF. Foi observada interacéo entre o
tipo de sémen e o0 DF (P = 0,02). Letras a, b significam diferenca (P <0,05). Os nUmeros nas
caixas indicam o nimero de fémeas inseminadas
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5.5 EXPERIMENTO 2 — SELECAO DE FEMEAS ZEBUINAS LACTANTES
A PARTIR DA OCORRENCIA DE ESTRO ENTRE A RETIRADA DO
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL DE P4 E A IATF PARA USO DE
SEMEN CONVENCIONAL OU SEXADO.

5.5.1 Material e métodos

5.5.1.1 Animais e local do experimento

Um total de 491 vacas Nelore pluriparas oriundas de uma fazenda comercial no
municipio de Ananas, TO, Brasil foram utilizadas no presente estudo. Todas as fémeas
foram mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha, tendo livre acesso a agua e
suplementacdo mineral. Os dados foram coletados durante os meses de novembro a
marco da estacdo reprodutiva dos anos de 2010/2011. Informacdo de ECC de cada vaca

no inicio do protocolo de sincronizacao foi colhida.

5.5.1.2 Manejo reprodutivo e tratamento

Empregou-se tanto o manejo reprodutivo quanto o protocolo de sincronizacéo
semelhantes ao descrito no Experimento 1. No entanto, os produtos apresentaram
marcas diferentes. O dispositivo intravaginal contendo 1,0 g de P4 (Sincrogest, Ouro
Fino Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), o BE (Sincrodiol, Ouro Fino Saude Animal) a

PGF,, (375.0 pg of cloprostenol sédico, Sincrocio, Ouro Fino Saude Animal).
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5.5.1.3 Detecc¢do do estro

O estro foi determinado pelo uso de adesivos especificos para deteccdo de cio
(Estrotect, IVP, Spring Valley, Wisconsin, EUA). No momento da retirada do
dispositivo intravaginal as vacas receberam um adesivo que foi colado na base da cauda.
A ativacdo do adesivo marcador foi avaliada no momento da IATF. As fémeas que
apresentavam o adesivo ativado nesse momento foram consideradas como tendo

aceitado monta e, portanto, manifestado estro.

5.5.1.4 Delineamento experimental

Imediatamente antes da IATF, as vacas foram classificadas de acordo com a
ocorréncia ou ndo de estro (com ou sem estro). Ap0s essa classificagdo as vacas foram
aleatoriamente distribuidas para serem inseminadas utilizando sémen sexado (minimo
de 2 x 10° células/dose inseminante) ou sémen convencional (minimo de 20 x 10°
celulas /dose inseminante), em modelo experimental fatorial 2 por 2 (Figura 4). As
vacas que apresentaram estro receberam sémen convencional (n = 183) ou sémen
sexado (n = 184), e as vacas que ndo apresentaram estro foram inseminadas com sémen

convencional (n = 62) ou sémen sexado (n = 62).
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Figura 4 - Diagrama esquematico do experimento 2
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Para o estudo foi utilizado sémen oriundo de dois touros que tiveram suas doses
distribuidas de acordo com a fazenda e o lote de fémeas. Ambos os touros foram
selecionados por apresentarem satisfatdria fertilidade em programas de IATF tanto para
sémen convencional quanto para sémen sexado. Os ejaculados foram coletados por
vagina artificial e continha > 65% de motilidade progressiva e > 85% de
espermatozoides com morfologia normal (< 15% de defeitos primarios e < 15% defeitos
morfoldgicos secundarios). Os ejaculados foram proporcionalmente distribuidos para

produzir a mesma gquantidade de doses inseminante de sémen convencional e sexado.

5.5.1.5 Descricdo do procedimento de sexagem

Os procedimentos de sexagem foram realizados nas instalagdes da Sexing

Technologies do Brasil, localizadas no municipio de Sertdozinho, SP, Brasil. As doses
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de sémen sexado utilizadas apresentavam de 85 a 90% de pureza de células carreando o
cromossomo X. Foi utilizado para a selecdo, aparelho de citometria de fluxo SX MoFlo
(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA), operado sob pressdo de 35 psi e cerca de 40.000
procedimentos por segundo, 0 que resultou em taxa de separacdo entre 5.000 a 8.000
espermatozéides por segundo. Os espermatozoOides foram corados com 112,5 mM
Hoechst 33342 e classificados apos filtragem em filtro descartavel CellTrics (# 04-
0042-2317; Partec GmbH, Munster, Alemanha). Os espermatozdides foram
inspecionados com luz laser de 150 mW.

O sémen foi congelado em meio contendo 20% gema de ovo-Tris (6% de
glicerol; Technologies sexagem, Navasota, TX) e envasado em palhetas de 0,25 mL de
cloreto de polivinila (sémen sexado = 2,1 x 10° e sémen convencional = 20 x 10°

espermatozdides / palheta).

5.5.1.6 Diagnostico de gestacdo

Os diagnosticos de gestacdo foram realizados com auxilio do ultrassom entre 30
a 42 apds a IATF. A deteccdo de embrido vivo foi utilizada como um indicador positivo
da gestacdo. A taxa de concepcao foi definida como o nimero de fémeas gestantes apds

a IATF, dividido pelo numero total de fémeas inseminadas.

5.5.1.7 Andlise estatistica

As varidveis foram analisadas pelo procedimento Glimmix do SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC). Varidveis explanatorias como animal, lotes de inseminagéo,
ECC no inicio do protocolo de sincronizagdo, tratamento, touro utilizado e suas
interacbes foram incluidos no modelo estatistico inicial. Posteriormente as variaveis
foram removidas uma a uma seguindo o critério de Wald quando o P > 0,10.

O modelo estatistico final para avaliar a taxa de concepcdo incluiu o tipo de

sémen (sexado ou convencional) e a ocorréncia do estro. A associacao entre o diametro
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do DF no momento da IATF e a probabilidade de ocorréncia de estro foi determinada.
As informacg0es individuais de cada fémea foram agrupadas em uma Unica planilha para
essa analise. As curvas de regressdo foram obtidas utilizando os coeficientes gerados
pelo artificio “interactive data analyses” do programa estatistico SAS e da formula 'y =
exp (a x x +b)/[1 + exp (a x x + b)], onde: y = probabilidade de ocorréncia de estro;
exp = exponencial, o = inclinacdo da equacdo logistica; b = intercepto da equagdo

logistica; x = diametro do maior foliculo no da IATF em milimetros.

5.5.2 Resultados

A ocorréncia de estro apés o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo foi de
74,7% (367/491). As vacas que apresentaram cio tinha maior didmetro folicular (média
* erro padrdo) no momento da IATF (11,4 + 0,19) do que as vacas que nao apresentam
estro (10,0 + 0,34, P = 0,006). Além disso, o aumento do didmetro folicular no
momento da IATF foi associado a maior ocorréncia de estro (P <0,001; Figura 5). N&o
foi observado interacdo (P = 0,87) entre o tipo de sémen e a ocorréncia de estro. O uso
de sémen sexado (45,9%, 113/246) resultou em menor (P = 0,05) taxa de concepcdo do
que a utilizacdo de sémen convencional (54,7%; 134/245). Além disso, as vacas que
apresentaram estro entre a remocéo do dispositivo de P4 e a IATF apresentaram maior
(P = 0,003) taxa de concepcdo (54,2%; 199/367) do que as fémeas que nao
apresentaram estro (38,7%, 48/124), independentemente do tipo de sémen utilizado
(Figura 6). Ndo houve efeito do ECC no inicio do protocolo de sincronizacdo da
ovulacdo (P = 0,24) sobre a taxa de concepcdo. Além disso, ndo houve efeitos de
interacdo entre o ECC e a ocorréncia de estro (P = 0,86) ou entre 0 ECC e o tipo do
sémen e a ocorréncia de estro (P = 0,21) sobre a taxa de concepgao.

Agrupando os dados oriundos dos experimentos 1 e 2, foi possivel observar uma
associacao positiva (P <0,001) entre o maior foliculo ovariano no momento da IATF e a
probabilidade de concepcéo, tanto quando se usa 0 sémen convencional quanto apds o
uso de sémen sexado (Figura 7). Alem disso, a taxa de concepg¢do ap6s o uso de sémen
sexado (45,6%; 306/671) foi significativamente inferior (P = 0,0003) aquela obtida apds
uso de sémen convencional (54,4%; 366/673), independentemente do diametro do FD

no momento da IATF. A relacdo entre a taxa de concepcao obtida apds 0 uso de sémen
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sexado em relacéo a taxa de concepcédo obtida apds o uso de sémen convencional foi de
83,8%.
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Figura 5 - Probabilidade de ocorréncia de estro entre a remog¢do do dispositivo intravaginal de
P4 e a IATF em vacas zebuinas lactantes (n = 491) de acordo com o diametro do maior foliculo
(DF), identificado e medido por ultrassom no momento da IATF [ocorréncia de estro = exp (-
2,9013 + 0,2601 x didmetro do DF no momento da IATF / 1 + exp (-2,9013 + 0,2601 x
didmetro do DF no momento da IATF); P <0,0001)]
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Figura 6 - Taxa de concepcdo de vacas zebuinas lactantes apos IATF de acordo com a
ocorréncia de estro (com ou sem estro) entre a retirada do dispositivo de P4 e 0 momento da
IATF, utilizando sémen convencional ou sexado. Ndo houve intera¢do entre a ocorréncia de
estro e o tipo do sémen utilizado (P = 0,87). Foi observado efeito significativo da ocorréncia do
estro (P = 0,003) e do tipo do sémen (P = 0,05) sobre a taxa de concepcao apés IATF. Os
numeros dentro das caixas indicam o nimero de fémeas inseminadas por tratamento
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Figura 7 - Probabilidade de concepcdo apds IATF de vacas zebuinas lactantes (n = 1344) de
acordo com o tipo de sémen utilizado [sémen convencional (n = 673) ou sexado (n = 671) e 0
didmetro do maior foliculo (FD), identificado e mensurado por ultrassom no momento da IATF
[Sémen convencional=exp (-0,6018 + 0,0850*didmetro do FD na IATF/1+exp (-0,6018 +
0,0850*diametro do FD na IATF); P <0,0001) ou sémen sexado=exp (-1,2449 0,1107*diametro
do FD na IATF /1 + exp (-1,2449 + 0,1107*didmetro do FD na IATF); P <0,0001)]
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5.6 DISCUSSAO

Duas estratégias praticas para melhorar o uso do sémen sexado em programas
comerciais de IATF em vacas zebuinas lactantes foram estabelecidas. No Experimento
1, maiores taxas de concepg¢do foram obtidas quando as vacas apresentavam um foliculo
maior didmetro no momento da IATF. A queda na taxa de concep¢do quando se
emprega sémen sexado em fémeas com foliculo de menor didmetro no momento da
IATF é superior do que quando se utiliza sémen convencional. No Experimento 2, as
fémeas que apresentaram estro entre a retirada do dispositivo de P4 e a IATF
apresentaram maiores taxas de concep¢do do que aquelas que ndo apresentaram estro,
independente do tipo do sémen utilizado (sexado ou convencional).

O diametro do FD no momento da IATF influencia a resposta ovariana e a taxa
de concepcdo apds protocolos de sincronizacdo da ovulacdo e IATF em fémeas taurinas
e zebuinas (PERRY et al., 2005a; PERRY et al., 2007; GALVAO; SANTOS, 2008;
MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2010c). Como demonstrado acima,
fémeas zebuinas que apresentaram um foliculo > 9 mm no momento da IATF
apresentaram taxa de concep¢do semelhante ap6s o uso de sémen convencional ou
sexado. Vacas da raca Holandesa que ovulam foliculos menores, desenvolvem corpos
luteos de menor tamanho, que secreta menos P4 no diestro subsequente, quando
comparadas com as vacas que ovularam foliculos maiores (VASCONCELOS et al.,
2001). Em outro estudo com novilhas Bos taurus de corte, os autores relataram que
fémeas que ovulam foliculos menores do que 10,7 mm tém menor risco de manter a
gestacdo até 60 dias, quando comparadas as novilhas que ovulam foliculos maiores de
15,7 mm (PERRY et al., 2007). Em vacas zebuinas, tal efeito positivo do aumento do
FD no momento da IATF sobre a taxa de ovulacdo e de concep¢do também tem sido
relatada (MENEGHETT] et al., 2009; SA FILHO et al., 2010c).

Verificou-se que a amplitude da diferenca na taxa de concepcao entre as vacas
inseminadas que apresentaram foliculo > 9 mm ou < 9 mm no momento da IATF foi
maior nas fémeas que receberam sémen sexado, demonstrado pela interacdo observada
entre tipo do sémen e categoria folicular (Experimento 1). Estudos anteriores
demonstraram que a taxa de concepc¢do € melhorada quando a inseminagéo € realizada
mais proxima do momento da ovulacdo (HOCKEY et al., 2010), especialmente quando
touros de menor fertilidade s&o utilizados (MACMILLAN; WATSON, 1975). De forma
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semelhante, a taxa de concepcdo de fémeas inseminadas com sémen sexado €
aumentada quando a inseminacéo é realizada mais proxima da ocorréncia da ovulacgéo
(SCHENK et al., 2009; SA FILHO et al., 2010b; SALES et al., 2011b). Apesar da
previsibilidade do momento da ovulacdo apos o protocolo de sincronizacdo da ovulacao
utilizando BE, 24 horas ap6s a remocao do dispositivo de P4, como estimulo ovulatoério
(média de 66 a 72 horas apds a remocdo do dispositivo intravaginal de P4), o momento
da ovulacdo é influenciado pelo diametro do foliculo dominante no momento da
administracdo do indutor de ovulagdo (NEVES, 2010). O referido autor avaliou o
momento da ovulacdo apds protocolo de sincronizagdo da ovulacdo utilizando BE,
administrado 24 horas ap6s a remocao do dispositivo de P4, como indutor de ovulagao
em um grande numero de vacas zebuinas lactantes (n = 312). Verificou-se média de
71,8 =+ 7,7 horas de intervalo entre a retirada do dispositivo de P4 e a ovulacdo. No
entanto, 0 momento da ovulagdo foi alterado pelo diametro do foliculo ovulatério no
momento da administragdo do indutor de ovulacdo. As vacas com ovulacdo prematura,
ou seja, com ovulacdo 48-59 h apos a remocgdo do dispositivo P4, apresentam foliculo
de maior diametro (14,0 £ 2,2 mm) do que vacas com ovulacdo atrasada (11,4 + 2,2
mm; 73-96 h ap6s P4 remogdo do dispositivo). Além disso, as vacas que ovularam no
momento esperado, ou seja, 60 a 72 h apds a remocdo do dispositivo de P4
apresentaram diametro folicular intermediario (13,6 £ 2,1 mm). Dessa forma, a maior
taxa de concepgao observada apos o uso de sémen sexado em vacas com foliculos > 9
mm no momento da IATF pode ser decorrente de maiores respostas ovarianas e,
também devido ao menor intervalo entre a IATF e a ovulacdo das fémeas que
apresentaram maior diametro folicular no momento da IATF.

Uma atencdo especial deve ser dada entre as diferencas na fisiologia reprodutiva
de fémeas taurinas e zebuinas no que diz respeito ao tamanho em que o foliculo
dominante adquire capacidade ovulatéria (SARTORI et al., 2001; GIMENES et al.,
2008). Em fémeas zebuinas, a resposta ovulatoria ap6s a administracdo de LH porcino
(pLH) ocorre em 33%, 80%, e 90% em foliculos de 7 a 8,4 mm, 8,5 a 10 mm, e > 10
mm de didmetro, respectivamente (GIMENES et al., 2008). No entanto, vacas da raca
Holandesa (Bos taurus), a aquisicdo da capacidade ovulatéria apos desafio com pLH
ocorre apenas em tamanhos > 10 mm (SARTORI et al., 2001). Portanto, é necessaria
uma adaptacdo do tamanho folicular para a selecdo de vacas taurinas para receberem
sémen sexado ou convencional com base no didmetro do foliculo no momento da IATF.

Outros estudos sdo necessarios para avaliar esta estratégia de manejo reprodutivo.
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No presente estudo, fémeas que apresentaram estro apds o protocolo de
sincronizacdo da ovulagédo tiveram maior taxa de concepg¢do do que as fémeas que néo
apresentaram estro, independente do tipo de sémen utilizado. Além disso, as fémeas que
tiveram maior diametro folicular no momento da IATF apresentam maior probabilidade
de apresentarem estro. Da mesma forma, estudos anteriores demonstraram que vacas
que apresentam estro tém maior diametro folicular na IATF, melhores respostas
ovarianas, melhor funcéo luteinica no diestro subsequente e maior risco de se tornarem
gestantes do que aquelas fémeas que ndo apresentam estro ap6s o protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo (PERRY et al., 2005a; PERRY et al., 2007; HILLEGASS et
al., 2008; SA FILHO et al., 2011b). Portanto, a ocorréncia de estro pode ser utilizada
para selecionar as fémeas com maior probabilidade de se tornarem gestantes para
receberem sémen sexado, assim, melhorando o uso comercial do sémen sexado em

programas de IATF.
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6 CONCLUSOES

O diametro folicular no momento da IATF foi associado a melhores respostas
ovarianas e melhor taxa de concepcao das fémeas zebuinas sincronizadas e inseminadas
em tempo fixo. Além disso, o aumento do didmetro folicular aumenta a taxa de
ovulacdo apds o protocolo de sincronizacdo, aumenta a taxa de concepg¢do, bem como a
taxa de concepcdo daquelas vacas que ovularam apds o protocolo de sincronizacdo da
ovulagéo para IATF.

A ocorréncia de estro foi associada a melhor resposta ovariana e melhor taxa de
concepcao de vacas zebuinas lactantes submetidas a protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo para IATF. Além disso, fémeas que apresentam estro apresentam maior
didmetro folicular no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 e no
momento da IATF, maior taxa de ovulacdo e melhor fungdo luteinica no ciclo
subsequente, bem como, maior taxa de concepc¢do ap6és IATF. No entanto, o tratamento
adicional com GnRH ndo melhora a taxa de concepc¢do de fémeas que ndo apresentam
estro apds o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo, bem como o tipo de éster de
estradiol ndo influencia as taxas de ocorréncia de estro e de concepcdo apos a IATF.

Por fim, a ocorréncia de estro apds o protocolo de sincronizacdo e o diametro
folicular no momento da IATF podem ser utilizados como critérios de selecdo para
identificar fémeas com maior probabilidade de resposta ao protocolo e de se tornarem
gestantes para, assim, receberem sémen de maior valor agregado como o sémen sexado
(Figura 1).



101

Figura 1 - Diagrama esquematicos sobre a importancia da ocorréncia de estro e do diametro folicular no momento da inseminacéo em protocolos
de sincronizacéo da ovulagdo para inseminacdo artificial em tempo fixo em fémeas zebuinas de corte
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7 IMPLICACOES

Esse estudo estabeleceu critérios de selecdo de fémeas zebuinas que apresentam
maior probabilidade de se tornarem gestantes em programas de IATF. O didmetro do
maior foliculo no momento da IATF e a ocorréncia de estro ap6s o tratamento de
sincronizacdo sdo relacionados a melhor resposta aos protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo para IATF. Tais procedimentos sdo facilmente aplicados e podem ser
incorporados na rotina das fazendas comerciais com o intuito de melhorar a eficiéncia
do uso de sémen de maior valor agregado.

De maneira geral, o didmetro do maior foliculo no momento da inseminacéo e a
ocorréncia do estro influenciam positivamente a taxa de ovulagéo, a funcédo luteinica no
ciclo subsequente e a taxa de concepcdo a IATF.

Os mecanismos fisioldgicos associados a melhor resposta das fémeas aos
protocolos de sincronizacdo da ovulacdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Futuras pesquisas devem investigar as bases enddcrinas, bioquimicas e moleculares
associadas aos periodos periovulatorios e diestro. A fertilidade das fémeas com foliculo
de maior diametro na IATF ou que apresentam estro ao final do protocolo poderia ser
explicada pela melhor qualidade oocitaria, pelas condi¢bes mais favoraveis para o
transporte de gametas e fertilizacdo e pelo adequado ambiente uterino para o

desenvolvimento embrionério.
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