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RESUMO

PERERA, Jhonata Vieira Tavares do Nascimento. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2014variaveis morfométrica e hormonais ovariana e sanguinea de vacas
Nelore submetidas a diferentes protocolos de IATFOrientador: José Domingos
Guimaraes.

O objetivo desse estudo foi verificar os efeitos que diferentes protocolos de irducao
sincronizagao do estro e da ovulagéo, com utilizacdo de eCG, BE, CE ou GnRH associados
a um progestageno, podem ter sobre o crescimento e didmetro do foliculo pré-ovelatoério,
suas relacdes com a concentracdo, no fluido folicular, de progesterona, LH, insulina e
cortisol, e com a concentracdo sérica de progesterona, cortisol e insulina das vacas
submetidas aos protocolos. Foram utilizadas 90 vacas Nelore solteiras, com mais de nove
meses pos-parto, divididas em seis protocolos, sendo 15 vacas por protocolo. Todos o0s
protocolos consistiam na colocacdo e retirada de um dispositivo intravaginal de
progesterona (DIP) (0,75 gramas de progestg¢roma primeiro e no oitavo dia,
respectivamente; aplicagdo de prostaglandina (BJRQ oitavo dia; e exceto no protocolo

1, foi utilizado benzoato de estradiol (BE) no dia 1. As outras diferencas no esquema dos
protocolos foram: protocolo-1dia 1 e dia 8 (GnRH); protocolo-2Dia 6 (PGF2), dia 8

(PGF2y + cipionato de estradiol (CE)); protocole-3lia 8 (eCG + CE); protocolo-4dia 8

(eCG + BE); protocolo 5 dia 8 (eCG), dia 9 (BE); protocolo-6dia 9 (BE). Em geral,

93,3 % (84/90) de vacas responderam ao protocolo de sincronizacdo. Entretanto, foi
observado que 28,9 % das vacas (26/90) ndo apresentaram sincronizacao eficiente de uma
nova onda folicular, constatado pelo nimero de vacas que ndo desenvolveram foliculo
dominante (5/26), as vacas que ovularam precocemente (15/26), e as vacas que tiveram um
foliculo dominante que estava em processo de regressao (6/26). Nao houve diferenca
estatistica no crescimento e didametro do foliculo pré-ovulatorio entre os protocolos. Nao
houve efeito, entre os protocolos, na concentragao no fluido folicular de progesterpna, LH
insulina, cortisol, bem como na concentragdo sérica de cortisol e insulina. Contudo, no
protocolo 2, foi verificada menor concentragéo sérica (P < 0,05) de progesterona na retirada
do DIP. Foram recuperados 27 ovocitos, que foram classificados de acordo com a

qualidade em 1 (n=12), 2 (n=6), 3 (n=7) e 4 (n=2). A antecipacdo na aplicacdo de



prostaglandina, em dois dias da retirada do DIP, resulta em menor concentracdo de

progesterona circulante.
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ABSTRACT

PERERA, Jhonata Vieira Tavares do Nascimento. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February 2014 Morphometric variable and ovarian hormone and blood of cows
Nelore submitted to different protocols of TAI. Adviser: José Domingos Guimaraes.

This study was aimed to investigate the effects that different protocols for induction and
synchronization of estrus and ovulation, with the use of eCG, BE, CE or GnRH associated
with progestin could have on the follicle growth and pre-ovulatory follicle diameter.
Furthermore the relationship with progesterone, LH, insulin, cortisol in the follicular fluid
concentration and progesterone, cortisol, insulin serum concentrations of cows submitted to
protocols. Ninety Nelore suckled cows were divided into six groups, 15 cows per protocol.
The protocols consisted in the placement and removal of an intravaginal progesterone
device (IPD) (0.75g of progesterone) in the first and eighth day respectively; application of
prostaglandin (PGF2:) on the eighth day, and except in protocol 1 was used estradiol
benzoate (EB) on day 1. The other differences in the delineation of protocols were:
Protocol 1- day 1 and day 8 (GnRH); Protocol-2day 6 (PGF2x), day 8 (PGFax +
estradiol cypionate (EC)); Protocol-3ay 8 (eCG + EC); Protocol-4day 8 (eCG + EB);
Protocol 5- day 8 (eCG), day 9 (EB); Protocol-6day 9 (EB). Overall 93.3% (84/90) of
cows responded to synchronization protocol. However, it was observed that 28.9% of cows
(26/90) did not have a synchronization of a new follicular wave, checked by the number of
cows which have not developed a dominant follicle (5/26), cows with early ovulation
(15/26) and cows that had a dominant follicle in regression process (6/26). There was no
statistical difference in growth and diameter of the pre-ovulatory follicle between gsotoco
Progesterona, LH, insulina, cortisol concentrations on follicular fluid, as well as in cortisol
and insulin serum concentration did nor differ with the protocols used. Although, in
protocol 2, lower progesterone concentrations (P<0.05) were observed in the withdrawal of
IPD. Twenty seven oocytes were recovered, which were classified according tg: dualit
(n=12), 2 (n=6), 3 (n=7) e 4 (n=2). The antecipation in the prostaglandin application in two

days from IPD withdrawal result in lower progesterone concentrations.
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1. INTRODUCAO

A situacdo econdmica da pecuaria mundial exige dos produtores maxima
eficiéncia para ter retorno econémico. Desta forma, elevados indices de producéo,
associados a alta eficiéncia reprodutiva, devem ser metas que norteiam 0s técnicos e
criadores a alcancar melhor produtividade e satisfatério retorno econémico na atividade.
Neste contexto, a otimizagcdo da eficiéncia reprodutiva € um dos principais fatores que
contribuem para a melhora do desempenho produtivo e da lucratividade dos rebanhos
bovinos (BARUSELLI et al., 2002).

O Brasil tornouse 0 maior produtor e exportador mundial de carne bovina por
meio da aplicacdo de novas técnicas de biotecnologia, como a fertiliragéoo
(FIV), transferéncia de embribes, sexagem de sémen, inseminacdo artificial (IA),
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) entre outros (BARUSELLI et al., 2004).

No entanto, a IA, que é a principal biotecnologia de melhoramento genético,
devido aos problemas relacionados a detec¢do do estro, tem sido subutilizada, porque,
em alguns casos, pode ocorrer importante reducdo da taxa de prenhez (PEREIRA,
2006). Uma das formas para solucionar tais problemas é desenvolver e utilizar
protocolos de sincronizacdo do ciclo estral e ovulagdo que permitam realizar a 1A com
horario pré-determinado, ou seja, sem a necessidade da deteccdo do estro. Os protocolos
de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) objetivam induzir a emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular, controlar a duragdo do crescimento folicular até o
estagio pré-ovulatério, por meio da insercdo e retirada de uma fonte de progesterona
exdgena (dispositivo vaginal omplante auricular) ¢ endogena (prostaglandina F2a) e
induzir a ovulacdo sincronizada em todos os animais simultaneamente (BARUSELLI et
al., 2006).

Os protocolos hormonais, utilizados em vacas no pos-parto, possibilitam que a
maior parte das fémeas do rebanho retorne a ciclicidade e se tornem gestantes em um
periodo reduzido de tempo (BARUSELLI et al., 2004). Portanto, os programas de
inducéo e sincronizagdo de estros sdo métodos que precisam apresentar repetibilidade e
ser minimamente dependentes do ambiente. Com isso, possibilitam elevadas taxas de
prenhez, nas diferentes categorias de fémeas, regides e diferentes condicbes
edafoclimaticas. Quanto menor a necessidade de observagcdo de estro, maisepraticos
atrativos tornase&o os programas dA. Alguns autores propuseram que a IATF pode

ser uma estratégia de manejo capaz de eliminar a necessidade de detec¢cdocdmestro
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resultados iguais ou superiores a inseminacdo convencional pelo método de Trimberg
(DISKIN et al., 2002MAPLETOFT et al., 2002).

As principais vantagens desta técnica sdo: redugdo do custo com a méo de obra
para observacao do estro, além de eliminar possiveis erros de deteccdo (BARUSELLI et
al., 2004); reducdo do custo com manejo de outros animais, dispensando o uso de
rufides; concentra os trabalhos em dias pré-determinados; concentragdo dos partos em
um determinado periodo; aumento do numero de animais inseminados e
homogeneizacdo dos lotes (BARROS; FERNANDEZ, 1998); além de induzir a
ciclicidade em vacas em anestro, permitindo a inseminacao dessas fémeas e diminuindo
o investimento com touros (BARUSELLI et al., 2003).

Deste modo, no intuito de encurtar o periodo de servigco das vacas, diferentes
protocolos de sincronizacdo de estro e inducdo da ovulacdo tém sido precoaizados
largamente empregados na atividade da bovinocultura de corte. No ano de 2012
aproximadamente 2,5 milhdes de vacas foram inseminadas com a utlizacdo de
protocolos de IATF na Argentina e cerca de 6,5 milhdes no Brasil (BO et al., 2013).

Os programas mais comuns de IATF, utilizados em bovinos de corte, séo
baseados na utilizacdo de horménios como estradiol, GnRH exP&HK&Zluem o uso
de um dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona. As taxas de
concepcao reportadas com utilizacdo desses protocolos tém sido entre 40 e 50%,
variando de 27,8 a 75% (BO et al., 20BD et al., 2007).

Neste contexto, é provavel que os protocolos de IATF ocasionem diferentes
respostas entre os fatores que se relacionam ao crescimento folicular, taxa de ovulacéo,
qualidade do ovacito, entre outros, que podem interferir na viabilidade embrionéria e,

consequentemente, na taxa de prenhez.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF)

A inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) € uma técnica consagrada e viavel,
a qual consiste em sincronizar a ovulagdo em vacas por meio de aplicagbes de
horménios, para melhorar o manejo na propriedade (BARROS, 2007).

Para um rebanho comercial obter maximo desempenho reprodutivo seria desejavel

a producao de um bezerro/vaca/ano (THOMAS, 1992) e, para tal, as vacas deveriam
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conceber no maximo entre o 80° e o 85° dia do poés-parto, visto que, o periodo de
gestacdo € de aproximadamente 280 dias. Nas ragas zebuinas, essa meta é mais dificil
de ser alcancada em virtude do maior periodo de gestacdo, de aproximadamente, 10 dias
em relacdo as taurinas, devendo conceber entre o 70° e o 75° dia do pdés-parto
(MADUREIRA, 2004).

Com a IATF, toda reproducéo fica sob controle do produtor. Por meio desta
técnica, as vacas tratadas sdo inseminadas com data marcada e sem a necessidade de
observar o estro. Dessa forma, o criador pode inseminar mais vacas em menos tempo,
programar a inseminacdo e o nascimento dos bezerros, aumentando o namero de
bezerros de IAoinicio da estacdo de nascimento e obter um melhor aproveitamento da
mao de obra. A vantagem econémica da IATF € uma questdo importante e vai depender
do uso correto da técnica (CLIMENI; PICCININ, 2008).

Dentre as principais vantagens da IATF, destasaareducdo da mao de obra
e concentracdo das atividades; elimina a detec¢do do estro; reduz o periodo de servico e
intervalo de partos; permite a concentracdo da estacdo de inseminacéo e darparicéo e
épocas mais desejaveis, e com isso possibilita padronizar os lotes de bezerros e
aumentar a eficiéncia no indice de desmame (peso ao desmame e numero de animais
desmamados), refletindo diretamente no custo/beneficio da atividade (BARTOLOMEU
et al., 2003GONCALVES, 2004).

2.2. Ciclo estral e desenvolvimento folicular na vaca

O ciclo estral em bovinos apresenta duracdo média de 17 a 25 dias (SIROIS;
FORTUNE, 1988) e é regido por interacdes e antagonismos de horménios secretados
pelo hipotalamo, hipofise, gbnadas e Utero. Esse periodo pode ser dividido em duas
fases distintas: a folicular ou estrogénica, que se estende do pré-estro ao estro
culminando na ovulacao, e a luteinica ou progesterdnica, que compreende o metaestro e
o diestro culminando com a lutedlise (MACMILLAN; BURKE, 1996).

Durante um ciclo estral, ocorrem normalmente duas ou trés ondas de crescimento
folicular consecutivas, sendo apenas a Ultima, a onda ovulatéria. O foliculo ovulado
passa por mudancas funcionais e estruturais para dar origem ao corpo luteo (CL). O CL
desenvolve-se rapidamente, secretando quantidades crescentes de progé®ferona (
Entre os dias 16-18, ocorre o processo de lutedlise que causa a regressédo do CL e a
consequente queda das concentraces plasmatiPd{ABAM S; PIERSON, 1995).
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Cada onda de crescimento folicular é caracterizada pelas fases de recrutamento,
selecdo e dominancia. O foliculo dominante (FD) de uma onda tem dois destinos
possiveis. Na presenca Bd acima de 1ng/mL, o FD entra em regressao ou atresia.
Durante e ap0s o processo de lutedlise, o FD continua seu crescimento até a ovulacao.
Se ndo houver fertilizacdo do ovocito ovulado, o ciclo se repetira (BINELLI et al.,
2006).

As concentragcbes decrescentes de FSH limitam o crescimento folicular e a
maioria dos foliculos recrutados entra em atresia. A selecdo folicular € o ajuste do
namero de foliculos recrutados para o numero de foliculos ovulados normalmente, em
um ciclo estral. Assim, dentre os foliculos recrutados em cada onda, apenas um é
selecionado (diametro de 8-9 mm). Por meio de avaliacdes ultrassonograficas pode-se
definir a sele¢do pelo momento do “desvio” folicular, que é o momento no qual o
foliculo selecionado passa a ter uma taxa de crescimento (aumento diario de diametro)
maior que os outros foliculos recrutados na mesma onda (GINTHER et al., 2001).

Os mecanismos de selecdo sédo controversos, mas provavelmente o foliculo
selecionado apresenta mais precocemente a capacidade de responder ao estimulo
provido pelo horménio luteinizante LH (DRIANCOURT, 2001 SARTORI et al.,

2001). Em resposta ao LH, o foliculo selecionado continua a crescer e sua capacidade
de produzir E e inibina aumenta. Tal fato leva a queda das concentracdes de FSH a
concentracdes basais e o foliculo selecionado se torna dominante (GINTHER et al.,
1999).

Alternativamente, na fase folicular do ciclo, com a ausénci®P4ecorre
aumento na frequéncia de pulsos de LH que estimula a liberacdo de quantidades
crescentes deypelo FD. O kinduz mudancas de comportamento associadas ao estro e
induz a liberacdo de um pico pré-ovulatério de GnRH, seguido por um pico de liberacéo
de LH que causa a ovulacao do FD (HAFEZ, 1995).

2.3. Deteccao de estrdXTF

A deteccéo visual do estro depende de varios fatores como: conhecer os sinais do
animal em estro, tempo gasto para a observacao, horario para a observacéo, horario da
IA e especializacdo e dedicacdo da mao de obra destinada ao servico. O tempo gasto
para a observagdo do estro pode ser citado como um fator de extrema importancia,

portanto pode-se concluir que quanto mais vezes e por mais tempo se observar 0s
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animais, mais eficiente seria a deteccdo de estro. A deteccdo do estro € nilais dific
quanto menor for a duracdo do estro (BARUSELLI et al., 2002).

A deteccdo de estro pode ser facilitada por algumas medidas de manejo como: a
utilizacao de rufides com bucal marcador, maior frequéncia de observacéao e bonificacao
para os funcionarios. A deteccéo de estro ndo é tao facil quanto parece, € necessario um
entendimento da fisiologia e comportamento da vaca, exigindo uma mao-de-obra
treinada para esta fungdo. Deste modo, muitos sistemas foram desenvolvidos em busca
de melhorar eficiéncia na deteccéo de estro: utilizacdo de rufido com bucal marcador,
vaca androgenizada, “Kamar” (pastilha com tinta), “raspadinha” (se desgasta no ato da
monta), passagem de giz na cauda, pedometro, medidor de progestéfidoat e
Watch” (mede a pressdo exercida durante a monta). Porém, muitos destes métodos nao
possuem comprovacao de sua eficacia e outros sdo muito caros, o que inviabiliza sua
utilizacdo (BO et al., 2002b).

Com a evolucgdo e o estabelecimento da técnica de IA, os problemas, como detec¢do
de estros, baixo nimero de animais inseminados e principalmente a necessidade de mao
de obra em tempo integral, levaram a busca por alternativas, sem comprometer 0s
indices reprodutivos (BARUSELLI et al., 2004). Assim, surgiram as técnicas de
sincronizagao de estros e da ovulacdo que permitem a realizacdo da IATF e possibilitam
inseminar um grande numero de animais (até 400 insemina¢des/dia) no momento mais
apropriado aos técnicos e produtores, sem a necessidade de observar os estros (AYRES
et al., 2006 TORRES-JUNIOR et al., 2007).

Os programas de IATF seguem a ldgica de iniciar uma onda folicular sincronizada
em todos os animais, controlar a duracéo da fase luteal e o crescimento folicular com
um dispositivo de liberacdo de progesterona até o estagio pré-ovulatorio e depois
sincronizar a ovulacéo, retirando a progesterona exdgena (dispositivo) e enddgena
(prostaglandina k® e aplicando um indutor de ovulagédo (estradiol, eCG, hCG, GnRH
ou LHp) para definir o momento desta.

2.4. Funcgdo dos hormdnios utilizados na IATF
O controle farmacologico do ciclo estral e da ovulacdo de vacas depende

primeiramente do comportamento fisiolégico reprodutivo da vaca, o qual esta ligado

diretamente com seu estado ruitmal e condigcdo (parida ou solteira). Neste mesmo



sentido as interagcdes e funcbes de horménios aplicados para este fim, requerem
compreensao e andlise do seu funcionamento fisiolégico.

Muitos horménios tém sido usados como produtos farmacoldgicos para
sincronizar o estro e a ovulacdo de bovinos. Trés classes principais de horménios sao
usadas: 1- Prostaglandinas (PG) e seus analogos; 2- esteroides (progesterona e estradiol
17B); e 3- peptideos pequenos (horménio liberador de gonadotropinas-GnRH) e
glicoproteinas (gonadotropina coriénica humana - hCG, gonadotrdpina coridnica equina
- eCQG).

2.4.1 Prostaglandina

Foi Babbock em 196@® primeiro a sugerir que uma prostaglandina seria a
substancia secretada pelo Gtero e que provocaria a lutedlise. Posteriormente,
MCCracken et al., (1972) comprovaram que a prostaglandinéPEF,a) € um fator
luteolitico na ovelha. As PGs séo derivados de lipideos compostos de &acidos graxos
insaturados com 20 carbonos, a partir do acido araquidénico. AoaRGlntetizada
principalmente no Gtero, mas também €& produzida pelo prdfitioe € o mais
importante fator luteolitico. Sua acdo luteolitica principal € promover a vasoconstriccao
seguida de uma cascata apoptoética. Apds sua descoberta, esta substancia foi modificada
e deu origem aos seus analogos (Dinoprost tromethamina, cloprostenol sddico,
alfoprostol, fenprostalene, luprostiol e tiaprost) (LOPEZ, 2005). O sucesso da
sincronizagao do estro com P4fdepende da presenca de um CL, visto que, a acao da
mesma é desencadear a regressdo morfolégicaieriahdessa estrutura. A maturidade
do CL no momento da aplicagdo da R&nfluéncia a resposta luteolitica. Assim, a
PGFa ndo induz efetivamente a lutedlise durante os primeiros 5 ou 6 dias apds O estro
(RATHBONE et al., 2001) visto que, antes deste periodo o CL ndo possui receptores
para a acéo da PGk

Nas fémeas em que se verifica a lutedlise, a ocorréncia do estro € distribuida num
intervalo de cinco ou mais dias, o que tornam impraticAveis o0s programas de
inseminacao e transferéncia de embrides em tempo fixo (BO et al., 2002). Esta variacdo
no intervalo da aplicacdo da P4Fo estro ¢ a ovulagdo, ¢ decorrente do estadio de
desenvolvimento dos foliculos no momento do tratamento. Dessa forma, se o tratamento
é realizado quando o foliculo dominante esta na fase final do seu crescimento, ou no

inicio da sua fase estatica, a ovulacéo ira ocorrer dentro de 2 a 3 dias. Por outro lado, se
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a PGhka for aplicada quando o foliculo dominante estiver no meio ou no final da sua
fase estética, a ovulagéo ird ocorrer 5 a 7 dias mais tarde, apos o crescimento do foliculo
dominante da préxima onda folicular (KASTELIC; GINTHER, 1991).

As grandes variacfes no intervalo de tempo do tratamento a ovulacdo, além do
manejo da deteccdo de estro, reforcam a necessidade de protocolos destinados a
controlar tanto o estado luteal quanto o crescimento folicular e a ovulagcdo. Assim,
quando a lutedlise é induzida por tratamento com ,RGE comeco do estr@
distribuido por um periodo de seis dias. Essa variacdo é devida ao status folicular dos

ovarios no momento em que € administrado a,B@HAPLETOFT et al., 2009).

2.4.2. Progestagenos

O nome progestageno € utilizado para substancias farmacoldgicas de efeitos
similares a progesterona. Comegaram a ser desenvolvidos nos anos 50 por via oral e a
partir dos anos 60 comecaram a ser utilizados na sincronizagdo do estro de bovinos.
Porém, tratamentos com progestagenos foram realizados por periodos prolongados, e 0s
resultados ap0s as sincronizacdes, resultavam em baixa taxa de prenhez (MADUREIRA
et al., 2006). Desde entdo, os progestagenos foram utilizados com o objetivo de simular
uma fase luteal por periodos que permitam a regressao espontanea do CL, o que leva a
uma sincronizacdo do estro de aproximadamente 4 dias apdés a remocdo do agente
progestacional (RATHBONE et al., 2001).

A liberagéo de LH pela hipofise € primariamente controladaReéapelo estradiol
(E2) (KINDER et al., 1996). No inicio da fase luteal (2 a 3 dias ap0s a ovulagéo, quando
o CL ainda nédo esta completamente formado) as concentracBds@e menores e 0s
pulsos de LH ocorrem numa frequéncia maior do que no meio da fase luteal (PETERS
et al., 2000). O mesmo ocorre apos a lutedlise, quando ha maior concentracdo e
frequéncia dos pulsos de LH, em consequéncia de uma concentraédeicmilante
mais baixa. AP4inibe o estro, a ovulacao e altera a dindmica folicular, atuando sobre o
hipotdlamo e regulando a liberacio de GnRH (PETERS et al, 2600)
consequentemente LH. Assim, a administracdo de progestagenos por um periodo
suficiente para permitir a regressao natural do CL (ou seja, 14 dias ou mais) pode
induzir o estro sincronizado, uma vez que a supresséao do tratamento progestacional leva

a ocorréncia do pico de LH e & ovulagéo.



A exposicao prolongada aos progestagenos leva a maturacdo ovocitaria anormal,
transporte de gametas e do embrido angripaixa taxa de concepg¢do, ou uma
preparacdo inadequada do Utero para receber o embrido, levando a um aumento da
mortalidade embrionaria (WEHRMAN et al., 1993). Além disso, é fundamental que
uma onda folicular se inicie durante o periodo de exposi¢cado ao progestageno. Com esta
finalidade, a associacdo entre progestagenos e estradiol é o tratamento para indugéo e/ou
sincronizagao de estro mais utilizado em bovinos.

Um dos progestagenos sintéticos mais utilizados em bovinos é o acetato de
medroxiprogesterona (MAP), mas também pode se encontrar no mercado o acetato
chlormadiona (CAP), o acetato de melengestrol (MGA) e o norgestomet. Os
dispositivos intravaginais contendo MAP tarma-se uma alternativa interessante,
atingindo bons resultados com custo inferior aos outros dispositivos com progestagenos
disponiveis no mercado (SIQUEIRA et al., 2008).

Uma das vantagens dos tratamentos baseados no emprego de progesterona e/ou
progestagenos, além de permitir a sincronizacdo de estro em fémeas ciclando, é a
possibilidade de induzir a retomada da ciclicidade em vacas em anestro. O tratamento
de fémeas amamentando, no periodo do pos-parto com progestageno mantém o foliculo
dominante para que o mesmo alcance sua maturacgdo final e ovule apds a retirada do
horméno (YAVAS; WALTON, 2000).

2.4.3.17p estradiol

Como visto anteriormente a concentracaoesteadiol 17 (E,) flutua durante o
ciclo estral, exercendo uma importante influéncia na dinamica folicular e na atividade
folicular. O estrégeno atua nos vasos sanguineos, crescimento glandular e crescimento
epitelial, preparando a fémea para a receptividade sexual. Altas concentrages de E
também influenciam no comportamento da fémea e eventos copulatérios (GINTHER et
al., 1999).

A utilizacdo do E em programas de sincronizacdo de estro e ovulacdo esti
relacionada com sua habilidade em induzir o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH,
lutedlise durante a fase folicular e atresia folicular (WILTBANK et al., 1881 et al.,

1993 LAMMOGLIA et al., 1998). A aplicacéo de estroOgenos causa, inicialmente, uma
supressdo na secrec¢do tanto de FSH quanto de LH (MARTINEZ et al., 2003) levando a

atresia dos foliculos. Segue a liberagdo de um pico de FSH e, consequentemente, 0
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recrutamento de uma nova onda (BINELLI et al., 2006). O intervalo da aplicacéo do
estrodgeno ao recrutamento da nova onda depende da dose administrada e da natureza do
estrogeno, variando em torno de 36 a 72 horas (MARTINEZ et al., 2005). O
desenvolvimento de uma nova onda folicular situa-se em torno de quatro dias apos a
aplicacdo do e depende do reaparecimento do pico de FSH (BO et al.,, 1993). Na
auséncia de progesterona, oififluz liberacdo de GnRH e LH e ovulagcéo do FD em 36

a 72 horas, dependendo do éster de estradiol empregado.

Diferentes ésteres de, Eém sendo utilizados para a sincronizacdo do estro. A
maioria € utilizada como solugdes injetaveis, como o valerato de estradiol, benzoato de
estradiol, cipionato de estradiol ¢ (BO et al., 1994MURRAY et al., 1998). A maior
diferenca entre estes compostos € a meia-vida ap6s a administracédo, a duracdo da meia-
vida é maior em ordem ctente: estradiol 17P, benzoato de estradiol, valerato de
estradiol e cipionato de estradiol. Cada um deles apresenta um metabolismo diferente.
Por exemplo, a administracdo de uma Unica injecdo de valerato de estradiol (5mgQ)
resulta na elevagéo da concentracao plasmatica de estradiol por um periodo de 5 a 7 dias
(BO et al., 1993), sendo que uma unica injecdo gé5mg) resulta na elevacao
plasmatica de estradiol por apenas 42 horas (BO et al.,, 1994). Estas diferencas
promovem mudancas referentes ao protocolo de sincronizacdo estabelecido (LOPEZ,
2005). Os estrégenos de longa duracdo promovem um surgimento de onda folicular
muito variavel e ainda podem estar ativos no momento de induzir a ovulacdo durante o

protocolo de IATF.

2.4.4. Gonadotropina coridnica equina (eCG)

A gonadotropina coriénica equina (eCG), € um farmaco de meia vida longa (até
trés dias), conhecida também como PMSG (gonadotropina do soro da égua prenhe), é
produzida nos calices endometriais pelas células sinciciotrofoblastica da placenta equina
e, similarmente ao hCG, atua primariamente como FSH luteotropico promovendo
estimulo para manutencdo de CL e formacdo de corpos Iiteos acessoérios na égua
(SENGER, 2003).

Diversos estudos mostram a ocorréncia de efeitos deletérios no desenvolvimento
embrionario inicial e no reconhecimento materno da gestacéo, relacionados a baixa

concentracdo de progesterona (MANN; HARESIGN, 2001). Sendo assim, uma possivel



solucéo para evitar baixas concentracée®4laeo diestro, seria aumentar a producao
desse hormonio nesta fase.

O eCG também cria condi¢cdes de crescimento folicular e de ovulagdo. Diante
disso, pesquisadores tem incorporado o eCG em protocolos de IATF e relatam aumento
na fertilidade. O eCG possui atividade de FSH e LH, por isso é capaz de promover o
crescimento de um ou varios foliculos quando administrado, dependendo da dose
(BARUSELLI et al., 2004). O eCG esta sendo usado para estimular o desenvolvimento
folicular em vacas em anestro ou de baixa ciclicidade e em vacas recém paridas
(periodo pés-parto menor que 60 dias).

O eCG administrado no final da fase de crescimento do foliculo dominante, é
capaz de induzir a ovulagéo e/ou luteinizagéo devido sua atividade LH (BARUSELLI et
al., 2004). Por possuir acdo foliculo estimulante e luteinizante, em fémeas bovinas
(MURPHY, B.D.; MARTINUK, S.D., 1991), é capaz de aumentar as concentracoes
plasmaticas deP4, principalmente quando administrado ap6s a fase de divergéncia
folicular. Com isso, ocorre um aumento da taxa de crescimento folicular, culminando
com um maior foliculo dominante e, consequentemente, radipgue pode resultar
em aumento na taxa de concepcdo e de prenhez, em relacdo as fémeas quer ndo fora
tratadas com eCG (BARUSELLI et al., 2003).

2.5. Acao de hormonios e metabdlitos sobre a reproducéo

2.5.1. Progesterona e estradiol

As concentracdes de progesterona atingem valores maximos cerca de duas
semanas apds a ovulacdo e assim permanecem até pouco antes do parto. Durante a
gestacdo de vacas da raca Nelore foram registradas concentracdes de progiesterona
11,5 ng/mL até os 270 dias e no pds-parto, estes valores cairam para 0,1 ng/mL
(MUCCIOLO; BARBEIRO, 1983).

O estradiol influéncia a neurotransmissédo do cérebro no controle da secre¢éo
pulséatil de GnRH (SMITH; JENNES, 2001) pelo aumento de receptores de GnRH nas
células basofilas na hipoéfise anterior (SCHOENEMANN et al., 1985).

As concentracdes plasmaticas de estrogeno aumentam rapidamente apds o parto
(WETTEMANN, 1980). Porém durante o periodo anovulatorio poés-parto, as

concentracdes de estradiol no plasma podem aumentar por curta duragdo, mas esses
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aumentos podem nao estar associado ao crescimento e maturacao folicular (STAGG et
al., 1995). A ovulacdo no pés-parto € dependente da producdo suficiente de estradiol
pelo foliculo dominante para estimular a sintese e liberacdo da gonadotrofina pré-

ovulatoria DAY, 2004).

2.5.2. Insulina

A insulina estimula a liberacdo de GnRH dos nucleos hipotalarmcasro
quando a glicose esta disponivel (ARIAS et al.,, 1992) e quando infundida nos
ventriculos cerebrais de ovelhas desnutridas aumenta a secrecao de LH (DANIEL et al.,
2000). A insulina também estimula a esteroidogénese pelas células ovarianas bovinas
(SPICER; ECHTERNKAMP, 1995) e em vacas sistematicamente tratadas com insulina
podem aumentar o desenvolvimento folicular (HARRISON; RANDEL, 1986) e a
producdo de estradiol pelos foliculos maiores (SIMPSON et al., .109dy (2002)
verificou que as concentra¢des sanguineas de insulina e IGF-1 diminuem imediatamente

apos o parto, aumentando progressivamente a seguir.

2.6. Quimioluminescéncia

Na medicina veterinaria, e particularmente na pesquisa animal, deve-se considerar
a utilizacdo da quimioluminescéncia, pois esta € uma técnica analitica ecologicamente
mais correta comparada ao radioimunoensaio (RIA). Além de oferecer maior seguranca
ao operador, por ndo utilizar material radioativo, diminuindo o risco de acidentes com
materiais biolégicos ou reagentes, a quimioluminescéncia pode proporcionar resultados
mais apurados do ponto de vista do coeficiente de variacao intraen$ep se tratar
de um método automatizado, em que ndo ha manuseio de amostras e reagentes,
evitandose assim, 0s erros de pipetagem e trocas de reagentes, as transferéncias de
liguidos e pipetagens sédo feitas de maneira precisa, permitindo seguranca para a
execucdo dos testes em uniplicata, além de possibilitar a execucdo de varios testes
diferentes em uma mesma amostra de uma Unica vez, oferecendo maior rapidez para a
obtencéo dos resultados (CIARLINI et al., 2002).

Entretanto, alguns resultados ainda tornam a quimioluminescéncia vulneravel.
Richardson et al. (1985) por exemplo, obtiveram uma boa correlacdo da
guimioluminescéncia com o RIA (r = 0,93) utilizando antigeno marcado com éster de

acridio para mensurar a progesterona extraida do plasma de mulheres. A sensibilidade,
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ou seja, a quantidade minima do horménio possivel de ser dosado na amostra foi de
0,64 + 0,2 nmol/L. Para testar a acuracia da dosagem por quimioluminescéncia,
amostras dosadas por RIA receberam dosagens crescentes de progesterona e foram
dosadas novamente com RIA e quimioluminescéncia. Os resultados tiveram uma
variacdo de -2,2% a -9,5%. Para estimar a variacao intraensaio, dez amostras foram
mensuradas em duplicata dentro de um Unico ensaio (CV% 7,2 a 12,5%). Para estimar a
variagao entre-ensaio, cinco ensaios foram feitos trés vezes separadamente (CV% 12,4 a
23,3%).

Lee et al. (2010), descrevendo um método primario de mensuracdo de
progesterona para certificacdo de materiais de referéncia, distribuiram amostras
previamente dosadas para laboratérios de andlises clinicas comerciais, que utilizam os
métodos de quimioluminescéncia. Os resultados mostraram grande variacdo entre 0s
laboratorios clinicos, por causa da baixa concentracdo de progesterona das amostras. Os
resultados dos laboratérios clinicos ndo concordaram com a do método propasto, vist
que, embora o método de quimioluminescéncia tenha uma sensibilidade analitica de
0,21 ng mL-1, a variancia entre laboratorios clinicos era grande. O valor de um
laboratorio era quase 16 vezes maior do que o de outro laboratério. Portanto,
recomenda-se que a certificacdo dos valores atribuidos aos calibradores ou materiais de
controle deve ser assegurada por meio de procedimentos disponiveis de mensuracao de

referéncia.
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CAPITULO 1: Variaveis morfométrica e hormonais ovariana e sanguinea de vacas
Nelore submetidas a diferentes protocolos de IATF
RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar os efeitos que diferentes protocolos de
inducdo e sincronizacdo do estro e da ovulacédo, associando ou ndo o eCG, BE, CE ou
GnRH com progestageno sobre o crescimento e didmetro do foliculo pré-ovuéatorio,
suas relagdes com a concentracdo no fluido do foliculo pré-ovulatério de progesterona,
LH, insulina, cortisol, e com a concentracdo sérica de progesterona, cortisol e insulina
das vacas submetidas aos protocolos. Foram utilizadas 90 vacas da raca Nelore solteiras,
com mais de nove meses poés-parto, divididas em 6 grupos, sendo 15 vacas por
protocolo. Todos os protocolos consistiam na colocacéo e retirada de um dispositivo
intravaginal de progesterona (DIP) (0,75 gramas de Progesteronarimeiro e no
oitavo dia respectivamente; aplicacao de prostaglandina( @& oitavo dia; e exceto
no protocolo 1, foi utilizado benzoato de estradiol (BE) no dia 1. As outras diferencas
no delineamento dos protocolos foram: protocolodia 1 e dia 8 (GnRH); protocolo 2
— Dia 6 (PGF&), dia 8 (PGF& + cipionato de estradiol (CE)); protocolo-3dia 8
(eCG + CE); protocolo 4 dia 8 (eCG + BE); protocolo 5 dia 8 (eCG), dia 9 (BE);
protocolo 6- dia 9 (BE). No geral, 93,3 % (84/90) de vacas responderam ao protocolo
de sincronizacéo. Entretanto, foi observado que 28,9 % das vacas (26/90) nédo tiveram
uma eficiente sincronizacdo de uma nova onda folicular, constatado pelo niamero de
vacas que nao desenvolveram um foliculo dominante (5/26), com as vacas que
ovularam precocemente (15/26), e as vacas que tiveram um foliculo dominante que
estava em processo de regressao (6/26). Nao houve diferenca estatistica no crescimento
e diametro do foliculo pré-ovulatério entre os protocolos. Nao houve efeito entre os
protocolos na concentracdo no fluido folicular de progesterona, LH, insulina, cortisol,
assim como na concentracdo sérica de cortisol e insulina. Contudo, no protocolo 2,
foram verificadas menores concentracdes (P < 0,05) de progesterona na retirada do DIP.
Foram recuperados 27 ovécitos, que foram classificados de acordo com a qualidade em
1 (n=12), 2 (n=6), 3 (n=7) e 4 (n=2). A antecipacao na aplicacdo de prostaglandina em
dois dias da retirada do DIP resulta em menores concentracbes de progesterona
circulantes.

Palavras chavefluido folicular; inseminacgéo artificial; sincronizagéo do estro;
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ABSTRACT

This study was aimed to investigate the effects that different protocols for induction and
synchronization of estrus and ovulation, either use of eCG, BE, CE or GnRH associated
with progestin could have on the follicle growth and pre-ovulatory follicle diameter.
Furthermore the relationship with progesterone, LH, insulin, cortisol in the follicular
fluid concentration and progesterone, cortisol, insulin serum concentrations of cows
submitted to protocols. Ninety Nelore suckled cows were used divided into 6 groups, 15
cows per protocol. All of the protocols consisted in the placement and removal of an
intravaginal progesterone device (IPD) (0.75g of progesterone) in the first and eighth
day respectively; application of prostagland?®©F2 o) on the eighth day, and except in
protocol 1 was used estradiol benzoate (EB) on day 1. The other differences in the
delineation of protocols were: ProtocolHay 1 and day 8 (GnRH); Protocol-2lay 6
(PGF2y), day 8 (PGF2 + estradiol cypionate (EC)); Protocol-3day 8 (eCG + EC);
Protocol 4- day 8 (eCG + EB); Protocol-5day 8 (eCG), day 9 (EB); Protocol-&lay

9 (EB). Overall 93.3% (84/90) of cows responded to synchronization protocol.
However, it was observed that 28.9% of cows (26/90) were not efficient
synchronization of a new follicular wave, verified by the number of cows which have
not developed a dominant follicle (5/2@pws with early ovulation (15/26) and cows
that had a dominant follicle in regression process (6/26). There was no statistical
difference in growth and diameter of the pre-ovulatory follicle between protocols. There
was not effect between protocols of progesterona, LH, insulina, cortisol concentrations
on follicular fluid, as well as in cortisol and insulin serum concentration. Although, in
protocol 2, lower progesterone concentrations (P<0.05) were observed in the
withdrawal of IPD. Twenty seven oocytes were recovered, which were classified
according to qualityl (n=12), 2 (n=6), 3 (n=7) e 4 (n=2). The antecipation in the
prostaglandin application two days to withdrawal IPD results in lower circulating
progesterone concentrations.

Keywords : follicular fluid , artificial insemination , estrus synchronization; beef cows
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INTRODUCAO

Os programas mais comuns de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF),
utilizados em bovinos de corte, sdo baseados na utilizacdo de horménios como estradiol,
o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnR&onadotropin-Releasing Hormone), a
prostaglandina Je. (PGRa), e incluem o uso de um dispositivo intravaginal de
liberacdo lenta de progesterona. As taxas de concepcao reportadas com utilizacdo desses
protocolos tém sido entre 40 e 50%, variando de 27,8 a 75% (BO et al.BZberal.,

2007). Diferentes programas de IATF foram comparados recentemente em um grande
estudo, em que as taxas de concepcado foram de, aproximadamente, 55% em vacas no
pos-parto (BUSCH et al., 2008).

Vérios fatores como composicao e consumo de energia da dieta, manejo de vacas
secas, estresse térmico, producao de leite, incidéncia de doencas, bem-estar geral, entre
outros, podem afetar a reproducédo, de forma independente ou correlacionada, tanto a
curto (dias) como a médio (meses) prazo (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2088). A
mudancas enddcrinas e metabdlicas sdo acompanhadas por alteracdo na composi¢cao do
fluido folicular, que podem comprometer a capacidade de desenvolvimento dos
ovOcitos, visto que estes sdo altamente sujeitos a qualquer distarbio no seu
microambiente (LEROY et al., 2008). Entretanto, os fatores mais importantes que
interferem nas taxas de prenhez sdo o escore de condicéo corporal (ECC) e a ciclicidade
das vacas (BO et al., 2020 et al., 2007).

Os protocolos de IATF tém a fungcédo primordial de induzir e sincronizar a
emergéncia e o crescimento de uma nova onda folicular, acompanhada da ovulacéo de
um foliculo dominante, em um curto espaco de tempo, que permita a inseminacdo de
todos os animais em horéarios pré-determinados (BARUSELLI et al.; 3206ILHO
et al., 2010). Entretanto, podem existir falhas nessas e em outras etapas, que,
consequentemente, poderdo afetar a taxa de prenhez.

Assim, o objetivo desse estudo foi verificar os efeitos que diferentes protocolos de
inducdo e sincronizacdo do estro e da ovulagdo, com utilizacdo de um progestageno
associado ou néo a eCG, BE, CE ou GnRH, sobre o crescimento e didmetro do foliculo
pré-ovulatorio, e suas relagcdes com a concentracdo no fluido folicular de progesterona
LH, insulina, cortisol, e com a concentracdo sérica de progesterona, cortisol e insulina

das vacas submetidas aos protocolos.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso
de Animais da Universidade Federal de Vicosa.

O experimento foi conduzido no municipio de Carlos Chagas, estado de Minas
Gerais, Brasil, durante a estacdo de monta, no periodo de 15 de novembro a 6 de
dezembro de 2013. Foram utilizadas 90 vacas da raga Nelore, multiparas ndo lactantes
com mais de nove meses poés-paesxr,ore de condicdo corporal (ECC) entre 2,5 e 4,0
na escala de 1 a 5 (DIAS, 1991), criadas em condicbes de manejo extensivo, em
pastagens d@rachiaria decumbens e Brachiaria brizanta, suplementadas com sal
mineral e 4guad libitum, distribuidas em seis grupos de 15 animais por protocolo de
IATF.

Protocolos
e Protocolo 1:

Dia 1 - Colocacédo de dispositivo intravaginal com 0,75 g de
progestageno (Procicfyr Hertape Calier) e aplicacdo por via
intramuscular, de 0,008 mg de acetato de buserelina
(GnRH:; Sincrofort&; Ouro Fino);

Dia 8 - Retirada do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (LutalyseZoetis) por via intramuscular;

Dia 9 - Aplicacdo de 0,008 mg de acetato de buserelina
(GnRH:; Sincrofort€; Ouro Fino) por via intramuscular;

e Protocolo 2:

Dia 1 -Colocacéo do Procicl&r(Hertape Calier) e aplicacdo por
via intramuscular de 2 mgle benzoato de estradiol (Estroin
Farmavet);

Dia 6 - Aplicacgdo de 10 mg de Dinoprost Trometamina
(Lutalysé€, Zoetis) por via intramuscular;

Dia 8 - Retirada do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (LutalyseZoetis) e 1 mgle cipionato

de estradiol (ECP Zoetis)por via intramuscular;
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Protocolo 3:

Dia 1 - Colocacdo do ProcicfatHertape Calier) e aplicacdo de 2
mg de benzoato de estradiol (Estrdgifarmavet) por via intramuscular;

Dia 8 - Retirada do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (Lutaly§eZoetis) por via intramuscular,
1 mg de cipionato de estradiol (E&RZoetis)e 400 Ul de PMSG (eCG;
Sincro eC@: Ouro Fino) por via intramuscular;
Protocolo 4:

Dia 1 - Colocacdo do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 2
mg de benzoato de estradiol (Estrdgifarmavet) por via intramuscular;

Dia 8 - Retirada do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (Lutaly$eZoetis), 1 mg de benzoato de
estradiol (Estrogifi Farmavet)e 400 Ulde PMSG (eCG; Sincro eCt
Ouro Fino) por via intramuscular;
Protocolo 5:

Dia 1 - Colocacéo do ProcicfatHertape Calier) e aplicacdo de 2
mg de benzoato de estradiol (Estrdgifarmavet) por via intramuscular;

Dia 8 - Retirada do implante de progesterona e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (Lutaly8eZoetis) e 400 Ul de PMSG
(eCG; Sincro eC& Ouro Fino) por via intramuscular;

Dia 9— Aplicacdo de 1 mg de benzoato de estradiol (Estfogin
Farmavet) por via intramuscular;
Protocolo 6:

Dia 1 - Colocacdo do Procicfa(Hertape Calier) e aplicacdo de 2
mg de benzoato de estradiol (Estrdgifarmavet) por via intramuscular;

Dia 8 - Retirada do implante de progesterona e aplicacdo de 10
mg de Dinoprost Trometamina (LutalyseZoetis);

Dia 9— Aplicacdo de 1 mg de benzoato de estradiol (EstPogin
Farmavet) por via intramuscular.

Avaliacao reprodutiva

No primeiro dia do protocolo, sendo o dia da colocacéo do DIP, foi realizada uma

avaliacdo reprodutiva, com auxilio de um ultrassom (Chison D600 VET), acoplado a

uma probe linear transretal de setidz. Os animais foram avaliados quanto a presenca
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ou auséncia de corpo luteBL() e, no caso da auséncia, foi mensurado o maior foliculo
de cada ovario. Apenas vacas com auséncia de patologias uterinas e ovarianas foram

utilizadas para este estudo.

Mensuracédo do crescimento folicular e diametro do foliculo pré-ovulatério

O didmetro médio dos foliculos foi mensurado no dia da retirada do DIP com
auxilio de um ultrassom da marca Chison D600 VET, com uma probe linear transretal
de setemHz, e no dia da aspiracao folicular com um ultrassom da marca DPS Mindray
DP-2200VET, com uma probe microconvexa de oito MHz, acoplada a uma guia de
aspiracdo folicular. Para estipular o crescimento do foliculo dominante, foram
mensurados e mapeados os dois ou trés maiores foliculos de cada ovario no dia da
retirada do DIP, e mensurado o maior foliculo, ou os dois maiores foliculos, no dia da
aspiracao folicular. A partir da diferenca de tamanho pelo nimero de horas entre as duas
avaliacdes, foi obtido um valor, que foi multiplicado por 24 e, assim, foi calculado o
crescimento médio do foliculo dominante por dia.

Foram consideradas como vacas que responderam ao protocolo quando havia a
presenca de foliculo com diametro maior que oito mm ou que ja haviam ovulado no dia
da aspiracéo folicular.

Foi considerada como ovulagao precoce as vacas que ovularam antes do momento
da aspiracao folicular, que seria 0 momento da IA. Os foliculos dominantes foram
considerados como em fase de regressdo quando apresentaram uma reducdo maior que
1,5 mm no tamanho, comparando as mensuracoes realizadas no dia da retirada do DIP e
no dia da aspiracgao folicular.

Aspiracéo do foliculo pré-ovulatoério

Entre 48 e 60 horas apos a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona
(DIP), foi realizada a aspiragdo do foliculo dominante. Para realizacdo da aspiragéo
folicular, as vacas foram contidas em troncos individuais. Foi &ettecotomia da
regido sacro-cocgéna e higienizacdo com alcool iodado, seguidas por anestesia
peridural intercoccigea com 3 mL de lidocaina a 2%. Para a aspiragaolifadati
aparelho de ultrassom (DPS Mindray DP-2200VET), equipado com transdutor
microconvexo, ajustado para oito mHz de frequéncia, e acoplado a uma guia de sonda
intravaginal. Foram utilizadas agulhas 40x9 (20 G) e bomba de vacuo com pressao de

vacuo de 80 mmHg, correspondente a um fluxo de 14 mL de agua/min.
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Imediatamente apds as aspiracdes, o fluido recuperado foi rastreado, com auxilio
de um microscépio estereoscopico, para identificacdo, isolamento e classificacao
morfolégica dos ovocitos, que foi realizada de acordo com Loss et al., .(1989)
Posteriormente, o fluido folicular foi centrifugado por seis minutos a 1509 G para que
as células foliculares fossem peletizadas e separadas. ApOs a centrifugacdo, o
sobrenadante foi aspirado, acondicionado em tubo plastico de 1,5 mL (ependorph®) e
estocad@ -20 °C para posterior dosagem de progesterona, LH, insulina e cortisol.

Coleta de sangue e dosagem hormonal

Foram coletadas amostras de sangue, por pun¢do da veia coccigena, em tubos sem
anti-coagulante, para dosagem da concentracdo sérica de progesterona, nos dias da
colocacao e retirada do DIP, e para dosagem de progesterona, insulina e cortisol no dia
da aspiracéo folicular. No protocolo 2, ainda foi obtida mais uma amostra de sangue, no
dia da primeira aplicacao de P& Fpara dosagem de progesterona.

Apés as coletas, os tubos foram deixados a temperatura ambiente até a formacéo
do coagulo. Posteriormente, foram centrifugados a 1509 G pumifos. Em seguida,
o soro foi removido e armazenado em tubo plastico de 1,5 mL (ependaptd)°C,
até o momento das analises.

A dosagem de progesterona, LH, insulina, e cortisol foi realizada pelo método
guimioluminescente, técnica imunoenzimatica com kits Access® (Beckman Ceulter)

os procedimentos realizados de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Analises Estatisticas
Para andlise dos dados, foi utilizado o programa SAEG (SAEG-UFV, 2007).

Foi realizada estatistica descritiva (média e desvio padrao) para todas as variaveis.

Para variaveis qualitativas (taxa de sincronizacao, qualidade ovocitaria), os dados
foram arranjados em tabela de contingéncia e analisados pelo teste de qui-quadrado,
com 5% de probabilidade de erro.

Para as variaveis quantitativas (estudo hormonal, diametro folicular) foram
efetuados o teste de Lilliefors e Cochran e Bartlett, para verificar a normalidade da
distribuicio dos dados e a homogeneidade das variancias, respectivamente.
Posteriormente, foi realizada analise de variancia para verificar os efeitos dos
tratamentos e, com o valor de F significativo, foi feita comparacdo de média pelo teste

de Tukey, com 5 % de probabilidade de erro. Quando ndo atenderam as premissas da
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ANOVA, os dados foram analisados por andalise ndo paramétrica e as médias
comparadas pelo teste de Kruskal Wallis. Correlagcbes Simples de Person foram
realizadas entre todas as caracteristicas quantitativas e a Correlacdo de Spermann foi

realizada para as caracteristicas quantitativas com as caracteristicas categoricas.

RESULTADOS
No dia da insercdo do DIP, foi verificada a presenca de corpo luteo em 82%

(74/90) dos animais, sendo 73% (11/15) dos animais nos protocolos 1 e 2, 87% (13/15)
dos animais nos protocolos 3 e 5, 80% (12/15) dos animais no protocolo 4 e 93%
(14/15) dos animais no protocolo 6.

No geral, desconsiderando os efeitos dos protocolos, foi observado que 28,9 %
das vacas (26/90) ndo tiveram uma eficiente sincronizacdo de uma nova onda folicular.
Este resultado € a soma das vacas que ndo desenvolveram um foliculo dominante
(5/26), com as vacas que ovularam precocemente (15/26), e as vacas que tiveram um
foliculo dominante que estava em processo de regressao (6/26) e que por isso poderiam
nao resultar em ovulacao.

Foi verificado que todas as ovulagdes precoces foram de foliculos que tinham
didmetro maior que 10 mm no dia da retirada do DIP, exceto uma vaca no protocolo 3,
gue ovulou precocemente um foliculo de 8,7 mm de diametro. Portanto, para estudar as
ovulacBes precoces, foi considerado o numero de vacas que tinham ovulado
precocemente, em relacdo ao namero total de vacas que tinham foliculo com diametro
maior que 10 mm no dia da retirada do DIP. Assim, foram observadas as seguintes
proporc¢ées 4/7, 2/11, 3/9, 3/7, 1/7 e 1/9 nos protocolos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente.
Entretanto, também no dia da retirada do DIP, foi avaliada a frequéncia de foliculos
com tamanho superior a 10 mm que nao ovularam precocemente ou que néo regrediram
e continuaram o seu crescimento até o0 momento da aspiracéo, que foi de sete vacas nos
protocolos 2, 3 e 6, quatro vacas no protocolo 5 e trés vacas nos protocolos 1 e 4.

N&o houve a indugéo do crescimento de nenhum foliculo maior que oito mm no
momento da retirada do DIP ou no momento da aspiragao folicular, em duas vacas do
protocolo 1 e, nos protocolos 2, 3 e 4, apenas em uma vaca de cada protocolo. Nesse
caso, foi considerada como falha do protocolo, por ndo induzir a formagdo de um
foliculo dominante.

Os resultados das dosagens das meédias da concentragdo sérica de progesterona

estdo sumarizados na Tabela 1. Os resultados das dosagens de cortisol, insulina, LH e
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progesterona no fluido folicular estdo na Tabela 2. E na Tabela 3, constam os resultados
referentes aos dados de numero e crescimento de foliculos, tamanho e classificacdo dos

ovocitos.
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Tabela 1: Concentracdo média* de progesterona sérica (ng/mL) de vacas da raca Nelore, multipaegmse soiidas extensivamente e
submetidas a diferentes protocolos de IATF.

Manejo Geral Protocolo1  Protocolo 2  Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo5  Protocolo 6

Colocacéo do dispositivo de P4 24,0+15,3 26,0+16,4ab 27,3+13,8ab 24,3t15,9ab 34,0+11,9a 21,2+16,1bc 12,8+10,9c

Antecipagdo da aplicacdo (  -------- = —eeeeee- 12,7413,6 e e e e
prostaglandina

Retirada do dispositivo de P4 11,5£12,0 17,2+11,7a 4,4+3,6b 11,0£13,8a 9,5+10,7a 11,1+124a 16,2+13,6a
Aspiracao folicular 4,848,2 5,319,9a 4,3+4,3a 7,6£10,9a 1,8+1,8a 2,312,6a 5,4+10,0a

*P<0,05; Protocolo 1:D1= inserir DIP e aplicar GhnRH; D8= retirar DIP e aplicar RGIP9= aplicar GhnRH;Protocolo 2: D1= inserir DIP e aplicar BE; D6= aplicar P£sf D8= retirar DIP,
aplicar CE e PGJe; Protocolo 3 D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar CE, eCG e JagIFrotocolo 4: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar BE, eCG e
PGko; Protocolo 5: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar eCG e RGB9= aplicar BE;Protocolo 6: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar B&R9=
aplicar BE. Em todos os protocolos a aspiragdo folicular foi realizada enti@048aas apds a retirada do DIP.

Tabela 2: Concentracbes médias* de cortisol, insulina, LH e progesterona do liquido folicular de vacas da racenigfmams e solteiras,
criadas extensivamente e submetidas a diferentes protocolos de IATF.

Protocolos
Fluido folicular Geral 1 2 3 4 5 6
Progesterona 39,2+4,9 40+0,0 40+0,0 40+0,0 40+0,0 37,4+9,8 39,3+2,5
LH 1,3+3,5 1,2+0,8 3,5+7,8 1,0+2,5 0,5+0,7 1,242,3 0,6+1,1
Insulina 0,5+0,6 0,3+0,3 0,4+0,3 0,5+0,7 0,4+0,3 0,6+1,0 0,5+0,6
Cortisol 61,6+55,0 42,8+#19,4 110,9+103,5 60,5+36,2 34,5+17,9 51,9+29,0 51,8+33,8

*P>0,05; Protocolo 1: D1= inserir DIP e aplicar GnRH; D8= retirar DIP e aplicar RGP9= aplicar GnRHProtocolo 2: D1= inserir DIP e aplicar BE; D6= aplicar P£sk-D8= retirar DIP,
aplicar CE e PGJe; Protocolo 3 D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar CE, eCG e JagGFrotocolo 4: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar BE, eCG e
PGFRa; Protocolo 5: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar eCG e RGB9= aplicar BE;Protocolo 6: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar B&GFD9=
aplicar BE. Em todos os protocolos a aspiracéo folicular foi realizada ent@04®@eas apos a retirada do DIP.
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Tabela 3: Dados referentes ao numero e crescimento de foliculos*, tamanho e classificacdo dos ovacitos de vadéslale, ravatiparas e
solteiras, criadas extensivamente e submetidas a diferentes protocolos de IATF.

Protocolos

Geral 1 2 3 4 5 6
Numero de foliculos
Dia 0 9,7¢7,6 10,1+4,6B 13,4+9,6B 6,4+4,3B 10,1+11,7B 10,31+9,1B 8,3+5,0B
Dia 8 26,1+14,9 18,5£14,1A 30,3x13,0A 25,1+16,2A 24,7+12,3A 32,6t14,8A 25,3+16,6A
Diferenca do numero de foliculos entre o dia0eodia8 16,4 8,4 16,9 18,7 14,6 22,3 17,0
Numero de vacas que responderam ao protocolc 84/90 14/15 14/15 14/15 12/15 15/15 15/15
sincronizagao (93,3%) (93,3 %) (93,3 %) (93,3 %) (80,0%) (100,0%)  (100,0%)
Frequéncia de vacas com foliculos em regresséo, some
gue nao tiveram foliculo dominante, e as que tive 26/90 6/15 4/15 5/15 6/15 3/15 2/15
ovulagéo precoce
Crescimento do foliculo dominante (mm/dia) 1,1+0,9 0,46%£0,4 1,0+0,8 1,0£0,7 1,0+£0,9 1,8+1,2 1,0+0,8
Diametro médio do maior foliculo no dia da retiradado [ 11,1+3,1 10,8+3,2 11,1+3,3 11,6+3,8 11,143 11,0+3,2 11,1+2,6
Diametro médio do foliculo pré ovulat6rio (mm) 11,5¢3,5 10,1+2,6 12,6+2,22 12,3+2,6 11,243 12,4+2.,8 12,2+2,8
Frgquenua_de vacas com foliculos de diametro > 10 m 8/15 10/15 10/15 7/15 7/15 9/15
retirada do implante de P4
Tamanho do Ovécito (mm) 0,7+0,2 0,7+0,1 0,7+1,4 0,7+1,9 0,7+0,5 0,6+0,2 0,7+0,2
Classificacao do ovdcito
1 12/27 2/2 2/4 1/5 1/4 2/3 4/9
2 6/27 0/2 2/4 1/5 1/4 0/3 2/9
3 7127 0/2 0/4 3/5 14 1/3 2/9
4 2127 0/2 0/4 0/5 1/4 0/3 1/9

*P<0,05; Protocolo 1: D1= inserir DIP e aplicar GnRH; D8= retirar DIP e aplicar RGP9= aplicar GnRHProtocolo 2: D1= inserir DIP e aplicar BE; D6= aplicar Pssk-D8= retirar DIP,
aplicar CE e PGJe; Protocolo 3 D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar CE, eCG e ja&3Frotocolo 4: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar BE, eCG e
PGFRao; Protocolo 5: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP, aplicar eCG e RGB9= aplicar BE;Protocolo 6: D1= inserir DIP e aplicar BE; D8= retirar DIP e aplicar B&GFD9=
aplicar BE. Em todos os protocolos a aspiracdo folicular foi realizada enti&04®aas apos a retirada do DIP.
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DISCUSSAO

Na avaliacdo geral, 93,3% (84/90) de vacas responderam ao protocolo de
sincronizagdo. Esse resultado € igual ao reportado por Sales et al. (2012) (93,3 %) e similar
aos resultados de sincronizacdo obtidos em outros estudos, 93,8% (BO et alg 1995)
95,3% (MARTINEZ et al., 2005). Portanto, em condi¢cdes normais, protocolos baseados no
uso de progesterona e estradiol sdo eficientes em sincronizar uma nova onda de
crescimento folicular. No presente estudo, verificou-se que ndo houve diferenca no nimero
de vacas que responderam ao protocolo, quando foi utilizada a associac¢do de progesterona e
GnRH no inicio do protocolo (P>0,05), porém, o uso do estradiol pode ser vantajoso por
ser um hormaonio de menor custo em relagdo ao GnRH.

Souza et al. (2009) estudaram a sincronizacdo da emergéncia de uma nova onda
folicular em protocolos de IATF, e observaram que 84,4% (38/45) das vacas tiveram uma
eficiente emergéncia da onda folicular entre um a cinco dias apds o tratamento com
progesterona e BE. Esses autores detectaram que as principais causas de falhas foram a ndo
emergéncia de uma nova onda folicular (n=2), falta de regressdo do foliculo dominante
(n=3) e a emergéncia tardia (mais que cinco dias apés aplicacdo de progesterona e BE) da
nova onda folicular (n=2). No presente estudo, verificou-se que houve aumento (P<0,05) do
namero de foliculos, entre o dia da colocacéo do DIP (9,7+7,6), e o dia da retirada do DIP
(26,1+14,9), sendo semelhantes aos valores obtidos por Alvarez et al., (2000) que
avaliaram o numero de foliculos ap6s a emergéncia da onda folicular, em vacassdas raca
Brahman (39+4), Senepol (331£4) e em mesticas Angus (21+4).

Apesar da alta taxa de vacas que responderam aos protocolos de IATF, a soma das
vacas que nao responderam 6/90 (6,7 %), com as vacas que tiveram ovulagcéo precoce 15/90
(16,7%) ou regressao do foliculo dominante no final do protocolo 6/90 (6,7 %), juntas,
foram responsaveis por 28,9 % (26/90) das falhas dos protocolos utilizados nesse estudo. O
primeiro passo a ser avaliado é que, no presente estudo, foram utilizados diferentes
indutores de ovulacéo, em diferentes momentos.

No protocolo 1, foi utilizado o GnRH e, nos protocolos 5 e 6, 0 benzoato de estradiol
(BE), todos aplicados 24 horas ap6s a retirada do DIP. Nos protocolos 2 e 3, foi utilizado o
cipionato de estradiol (CE) e, no protocolo 4, foi utilizado o BE, todos aplicados no

momento da retirada do DIP. Duas importantes diferencas da utilizacdo desses hormonios
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indutores de ovulacéo relacionam-se a taxa e ao intervalo de ovulac¢des. Entretanto, neste
estudo, foi possivel mensurar somente a taxa de ovulagdo precoce, pois, N0 momento em
que seria realizada a inseminacado artificial (IA), todos os foliculos dominantes foram
aspirados para estudos do fluido folicular e qualidade ovocitaria.

Foi verificada maior proporcao de ovulacéo precoce nas vacas dos protocolos 1 (4/8)

e 4 (3/7), comparados aos demais protocolos. Avaliando os efeitos dos diferentes
hormonios utilizados nos protocolos desse estudo, foi verificado que a utilizacdo do GnRH
como indutor de ovulacdo, administrado 24 horas apos a retirada do DIP (protocolo 1),
resultou na ovulacdo precoce em quatro de oito vacas que estavam com foliculo maior que
10 mm no dia da retirada do DIP. Isso pode acontecer porque a administracdo de GnRH
induz a ovulacdo ou regressao, dependendo do estadgio do desenvolvimento folicular
(STEVENSON et al., 1993'WAGIRAMUNGU et al., 1994 TWAGIRAMUNGU et al.,

1995). Além disso, 0 momento em que esse hormoénio é aplicado durante a execucdo do
protocolo de IATF também € importante, porque conforme observado no estudo de Dias et
al. (2010), a concentragdo de LH € maior uma e duas horas, comparada as concentragdes
observadas nos tempos 0, trés e quatro horas apés a aplicacdo de GnRH, indicando rapida
acao desse hormonio, logo apds sua administracdo. Portanto, 0 momento em que o GnRH é
aplicado esta relacionado ao momento da ovulagéo.

Em geral, o intervalo do pico de LH a ovulacdo tem sido de 22 a 26 horas
(MIKESKA; WILLIAMS, 1988; DUCHENS et al., 1994). No entanto, a ovulacao depende,
também, da aquisicdo de receptores de LH no foliculo dominante (XU et al., 1995), que
ocorre quando os foliculos dominantes alcancam o diametro de, aproximadamente, 8,5 mm
(GINTHER et al., 2001). De acordo com Gimenes (2008), a capacidade ovulatoria do
foliculo, em um protocolo hormonal de IATF, depende do tamanho folicular quando o
indutor da ovulagéo é aplicado, sendo essa uma das causas da grande variacdo da resposta
aos protocolos hormonais. Em vacas da espgas¢aurus indicus, os foliculos adquirem
capacidade de ovular quando atingem o diametro de, aproximadamente, 10 mm
(GIMENES et al., 2008). Silcox et al. (1993) reportaram que o GnRH induziu a ovulacao
em 100% de foliculos em crescimento com tamanho maior que 10 mm.

Quando o GnRH é administrado 24 horas ap0s a remocao do DIP, pode ocorrer maior

taxa de ovulagéo precoce. Por isso, tradicionalmente, 0 GnRH € administrado 48 horas apods
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a inducao da lutedlise e a retirada do DIP, com a IA 16 horas apoés a aplicacdo do GnRH.
Outros estudos tém indicado que a aplicacdo do GnRH pode ser realizada no momento da
IA, resultando em taxas de fertilidade aceitaveis (GEARY et al., 2001). Todavia, no
protocolo 1 do presente estudo, foi utilizado o GnRH 24 horas apés a retirada do DIP,
como indutor de ovulacdo, porque esse procedimento tem sido recomendado com o
objetivo de melhorar a sincronia da ovulacéo e garantir a existéncia de um foliculo sensivel
a LH (BO et al., 2006BORGES et al., 2008).

Portanto, para um melhor aproveitamento da acdo do GnRH, a recomendacédo do
momento mais adequado para a sua aplicacéo no final de um protocolo de IATF deve estar
relacionada com o tamanho do foliculo no momento em que for administrado esse
horménio. Para vacas da raca Nelore, que tiverem foliculos maiores que 10 mm de
didmetro no dia da retirada do DIP, o GnRH pode ser aplicado apés 48 horas, e quando os
foliculos forem menores que 10 mm de didametro no dia da retirada do DIP, o GnRH pode
ser aplicado apos 24 horas. No entanto, podem ocorrer variagcbes em funcdo de outros
fatores que também podem afetar a reproducéo e que podem interferir na recomendacao do
melhor momento da aplicacdo do GnRH, como por exemplo, em noBbsataurus
indicus, nos quais os foliculos dominantes adquirem capacidade ovulatéria quando
alcangam o tamanho entre 7,0 e 8,4 mm (média de 7,6 mm) (GIMENES et al., 2008).

Em outros estudos com protocolos de IATF, baseados no uso de GnRH sem
associacdo com progesterona, utilizados em bovinos de corte, tem-se observado resultados
inconsistentes, principalmente por falhas na inducdo da emergéncia de uma nova onda
folicular apds a aplicacdo da primeira dose de GnRH, nos protocolos Ovsynch (GEARY et
al., 1998 MARTINEZ et al., 1999BARUSELLI et al., 2000BO et al., 2003COLAZO et
al., 2009). Essa situagcdo acontece, principalmente, em vacas em anestro, mas, com 0S
resultados do presente estudo, com vacas da raga Nelore ciclicas, no protocolo 1, em que
foi utilizado o GnRH associado a progesterona, no inicio do protocolo, apesar de que duas
vacas nao tiveram foliculo dominante, a maior causa do insucesso na sincroniza¢ao do estro
foi a ovulacéo precoce do foliculo dominante. Contudo, conforme abordado anteriormente,
a causa da ovulacdo precoce nesse protocolo ndo esti associada a utilizagdo de GnRH no
inicio do protocolo.
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Assim como o GnRH, o BE é outro hormonio que pode ser aplicado em diferentes
momentos, quando for utilizado como indutor de ovulagdo, em protocolos de IATF. O BE
normalmente é aplicado no momento da retirada do DIP (BEO) ou 24 horas apos a retirada
(BE24). O resultado de maior proporcdo de ovulacdo precoce, também observado no
protocolo 4, pode ter ocorrido devido a aplicacdo do BEO. Isso acontece porque 0s picos de
LH (SALES et al., 2012) e a ovulacdo (HANLON et al., 1997) ocorrem aproximadamente
19,6 e 40 horas, respectivamente, apds a aplicacdo do BE enBesitaas usindicus. Este
fato também explica a menor proporcédo de ovulacdes precoces nos protocolos 5 (1/7) e 6
(1/9), em que foi utilizado BE24. Além disso, Cutaia (2001) observou maior variagdo no
intervalo das ovulagbes em protocolos que utilizaram BEO, comparados a protocolos que
utilizaram BE24, em vacas de corte que estavam ciclando.

No presente estudo, os protocolos 4 e 5 diferiram apenas pela aplicacdo de BEO e
BE24, respectivamente. Os resultados da média do diametro dos foliculos pré-ovulatorios
foram de 11,2 e 12,4 mm respectivamente, nos protocolos 4 e 5. Entretanto, ndo houve
diferenca nesses valores, mas houve tendéncia dos didmetros dos foliculos pré-ovulatérios
se mostrarem maiores com a aplicacdo de BE24 (protocolos 4 e 5) ou CE (protocolos 2 e 3)
(P = 0,09). Este comportamento também foi observado por Ross et al. (2004), com maior
didametro do foliculo ovulatério com a aplicacdo de BE24 (10,6+0,9 mm) comparada a
aplicacado de BEO (8,4+0,4 mm), em novilhas da raca Angus em anestro (P=0,09), e ndo
observaram diferenca na taxa de prenhez 51,4% e 52,9%, respectivamente. Em outro
estudo, Ayres et al. (2008) observaram que a administracdo de BEO resultou em foliculos
pré-ovulatorios de menor didmetro e menor taxa de prenhez, em vacas da raca Nelore
inseminadas 54 horas apés a remocéao do DIP.

No presente estudo, duas vacas apresentaram regressao do foliculo dominante e uma
vaca nao apresentou foliculo dominante no dia da aspiragdo folicular. QuadiEce o
administrado no momento da remocéao do progestageno, € possivel que as concentracdes de
progestageno ainda estejam elewa@a na presenca de concentracbes elevadas de
progesterona, o BE pode induzir um declinio na concentragdo de gonadotrofinas e,
consequentetemente, pode causar atresia folicular (BO et al., 1995) e reducdo do
crescimento e didmetro do foliculo dominante (SIROIS; FORTUNE, ;138010 et al.,

1993).
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Portanto, a aplicacdo do BE 24 horas apos a retirada do DIP e entre 30 e 36 horas
antes do momento da IA, pode ser o momento mais adequado para utilizacdo desse
horménio como indutor de ovulagdo, em protocolos de IATF (PURSLEY et al.,,1995)
considerando que, em algumas situacdes, o BE24 apresenta melhores resultados comparado
ao BEO. Adicionalmente, na literatura consultada, ndo houve nenhum estudo apresentando
melhores resultados com uso do BEO quanto ao didmetro do foliculo pré-ovulatorio ou taxa
de prenhez, apesar que o BEO tem como vantagem, a reducéo de um manejo dos animais no
curral durante a execuc¢éo do protocolo, comparado ao BE24.

As proporcdes de ovulacdo precoce das vacas dos protocolos 2 (2/11) e 3 (3/9), que
utilizaram o CE no momento da retirada do DIP, também foram menores, comparada
aquelas dos protocolos 1 (4/7) e 4 (3/7). Diferentemente do BE, com a aplicacdo do CE no
momento da retirada do DIP, os picos de LH e a ovulac&do ocorrem apos 20,4 (MARTINEZ
et al., 2007) e 54,6 horas (COLAZO et al., 2003), respectivamente, em novilhas mesticas.
Isso se deve a diferenca na farmacocinética desses dois ésteres de estradiol. O CE é
formado pela esterificacdo do acido propiénico ciclopentano, resultando em baixa
solubilidade em agua e, consequentemente, liberacdo mais lenta no local de administracdo e
prolongada atividade biologica, comparada a do BE (VYNCKIER et al., 1990).

O conhecimento dessas diferencas é importante para determinar 0 momento mais
adequado para administracao desses dois ésteres do estradiol como indutores de ovulacgéo,
em protocolos de IATF, pois a utilizagcdo de um ou outro pode ser estratégica, dentro de um
programa de IATF, e pode resultar em semelhante crescimento e diametro do foliculo
dominante, conforme verificado no presente estudo, além de semelhantes taxas de
ovulagao, 77,8% com BE e 82,8% com CE, e taxas de prenhez (MENEGHETTI et al.,
2009 SALES et al., 2012).

Embora ndo tenha ocorrido diferenca nos resultados de didmetro entre os foliculos
pré-ovulatorios, no dia da aspiracao folicular, entre os diferentes protocolos de IATF do
presente estudo (Tabeld, pode haver significancia quando forem observados foliculos
pré-ovulatorios de tamanho semelhante aos valores médios de 10,1 e 11,2 mm, observados
nos protocolos 1 e 4, respectivamente. Isso porque, diferente do GnRH, nos protocolos que
utilizam como indutor de ovulagcdo o BE ou CE, é importante que os foliculos dominantes

alcancem maior diametro, pois, apesar dos foliculos adquirirem capacidade de ovulagéo

34



com, aproximadamente, 10 mm de diametro (GIMENES et al., 2008), melhores taxas de
ovulagdo sdo observadas com foliculos de maior diametro (MENEGHETTI et al. S2Z009
FILHO, O. G. et al., 2009). Provavelmente, a auséncia de diferenca estatisticédimiade
reduzido numero de animais utilizados e ao alto coeficiente de variacdo observado no
presente estudo para essa variavel.

Corroborando com essas informacdes, nos dados de um estudo com rigaglhas
taurus taurus x Bos taurus indicus, foi verificado que os animais com foliculos pré-
ovulatorios entre 7 e 10 mm tiveram taxa de concepcao de 11,1%, aqueles com foliculos de
10 a 13 mm alcancaram taxa de concepc¢ao de 63gh@anto naqueles com foliculos de
13 a 19 mm, foi verificada taxa de concepc¢ao de 88,2% (BORSATO et al., 2004). Os
resultados do estudo de SA Filho et al. (2010) também confirmam a informacdo de que
existe relacdo entre o diametro do foliculo pré-ovulatorio e a probabilidade de concepcao
em fémeas zebuinas submetidas a protocolos de IATF.

Entretanto, em um estudo em que a ovulacéo foi induzida com GnRH, vesicou-
que nao houve efeito do didmetro do foliculo na concepcdo de vacas que exibiram
comportamento de estro (MENEGHETTI et al.,, 2009). Isso indica que alcancar maior
diametro do foliculo pré-ovulatério € mais importante quando for utilizado BE ou CE como
indutor de ovulacéo, pelo fato de serem observadas maiores taxas de ovulagcdo nessa
situacao. No entanto, isso ndo é necessario quando for utilizado o GnRH na presenca de
foliculos maiores que 10 mm de diametro, pois, normalmente, nessa situacdo, ja sao
observadas altas taxas de ovulacdo (SILCOX et al., 1993).

Portanto, quando ocorrer uma alta frequéncia de foliculos maiores que 10 mm de
diametro, no momento da retirada do DIP, pode-se ter maiores taxas de ovulacéo precoce
com a aplicacdo do GnRH 24 horas apos a retirada do DIP. Assim, nessas circunstancias,
GnRH deve ser aplicado 48 horas ap0s a retirada do DIP ou no momento da IA, ou ainda,
pode-se utilizar o CE ou BE24 como indutores de ovulagéo. Porém, quando no momento da
retirada do DIP, for observada alta frequéncia de foliculos com didmetro menor que 10 mm,
pode ser indicada a utilizagcdo de GnRH para melhorar a sincronia da ovulagcdo e aumentar a
possibilidade de existéncia de um foliculo sensivel a LH (BO et al.; BAWGES et al.,

2008).
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Outro aspecto a ser levado em consideracéo é que, mesmo em protocolos com GnRH,
pode haver efeitos benéficos quando os foliculos alcangam um maior didmetro, porque
alguns estudos reportaram que a ovulacdo de pequenos foliculos tiveram correlacdo com
menores concentracdes séricas pré-ovulatorias de es(MABCONCELOS et al., 2001
ATKINS et al., 2010). Adequada concentracao pré-ovulatéria de estradiol € necesséria para
melhorar a responsividade da hipofise aos estimulos do GnRH (NETT et al.,, 2002) e,
assim, melhorar a secre¢do pré-ovulatoria de LH (BARATTA et al., 2001), promover um
ambiente da tuba uterina e do utero mais adequados (MANN; LAMMING, 2000), e para
gue ocorram mudancas fisiolégicas nas células da granulosa (PARROTT; SKINNER,
1998), que podem ter influéncia na subsequente funcéo luteal. A presenca de foliculos de
maior diametro também € importante no momento da remocao do DIP, em protocolos de
IATF, pois esta associada com uma alta ocorréncia de estro, além de uma alta capacidade
ovulatoria e uma elevada probabilidade de prenhez em vacas zebuinas (SA FILHO et al.,
2011).

No presente estudo, o uso do eCG na retirada do protocolo, ndo foi eficaz em
aumentar o diametro do foliculo pré-ovulatério, quando comparado ao emprego do BE e
CE, ou mesmo GnRH (tabela 3). Entretanto, em outros estudos, o mesmo mostrou-se
vantajoso em relacdo aos demais horménios empregados nos protocolos para induzir o
crescimento e a ovulacdo. Estudos em bovinos de corte evidenciam que a utilizacao de
eCG em protocolos de IATF a base de progesterona, melhoram o crescimento folicular,
consequentemente resultam no aumento do didametro do foliculo dominante e na
responsividade a ovulacédo (PERES et al., 280QUEIRA et al., 2000VASCONCELOS
et al., 2009). Por isso, 0 eCG pode aumentar a porcentagem de vacas que ovulam ao final
do protocolo (SARTORI et al.,, 200IGIMENES et al., 2008), além de aumentar a
circulacao de P4 no diestro (VASCONCELOQOS et al., 2BNRUSELLI et al., 2004) e a
fertilidade apos a IA (BARUSELLI et al., 200RERES et al., 2009). Isso ocorre pelo fato
do eCG ter a capacidade de se ligar a receptores de FSH e LH (MURPHY, B. D,
MARTINUK, S. D., 1991) e, por isso, pode estimular as células da teca e da granulosa do
foliculo dominante (CAMERON; BATT, 199KURAN et al., 1996).

No presente estudo os protocolos 5 e 6 diferiram apenas pelo uso ou ndo do eCG no

momento da retirada do DIP, e os resultados de crescimento e didmetro do foliculo
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dominante ndo diferiram estatisticamente nos dois protocolos, corroborando com os dados
de Souza et al. (2009). Entretanto, os valores médios de crescimento do foliculo dominante,
de 1,84 e 1,05 mm por dia, nos protocolos 5 e 6 respectivamente (Tabela 3), poderiam ter
importancia, pois seria equivalente a uma diferenca maior que 1,5 mm no diametro do
foliculo pré-ovulatério no momento da IA. Porém, ndo houve diferenca também nos valores
médios do didmetro do foliculo dominante observados no dia da retirada do DIP e no dia da
aspiracao folicular nos protocolos 5 e 6, indicando que esses dois protocolos tiveram
resultados absolutamente iguais.

Por outro lado, quando se faz a mesma analogia entre os protocolos 1 e 6, em que nao
foi utilizado o eCG, com os protocolos 3 e 5 em que foi utilizado o eCG, observou-se que,
no protocolo 1, ndo apenas o valor de 0,45 mm na taxa de crescimento, mas, também a
diferenca do tamanho da média dos foliculos dominantes, de 10,8 mm de diametro, no dia
da retirada do DIP, e 10,1 mm de didametro, no dia da aspiracao folicular, indicam que,
fisiologicamente foi importante o menor valor médio de crescimento do foliculo apos a
retirada do DIP, conforme discutido anteriormente. A reducdo na média do diametro do
foliculo dominante, observada no protocolo 1, deve-se ao fato de que ocorreu a ovulacéo
precoce de alguns foliculos observados no dia da retirada do DIP, que ovularam antes da
aspiracéao folicular. Apesar disso, houve foliculos menores que continuaram o crescimento
até o momento da aspiracao folicular. Entretanto, a diferenca observada no protocolo 1 ndo
esta relacionada a utilizacdo de eCG, porque os resultados do protocolo 6 ndo foram
diferentes dos protocolos 3 e 5. Assim, essa diferenca pode ser relacionada a utilizacdo do
GnRH, aplicado 24 horas apoés a retirada do DIP. Os resultados do protocolo 4, em que
também foi utilizado eCG, foram excluidos dessa analise, pois as diferencas observadas
foram relacionadas a utilizacdo de BEO, e ndo a utilizacdo de eCG, conforme discutido
anteriormente.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e de outros estudos (SA
FILHO et al., 2004 MARANA et al., 2006), os protocolos empregando eCG apresentam
diferentes resultados, e seu uso em animais ciclando resultam em pouco ou nenhum
beneficio. Corroborando com Baruselli et al. (2003; 2004), a utilizacdo desse horménio é

mais recomendada para animais que nao estejam ciclando.
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Com o mesmo objetivo da utilizacdo do eCG, uma estratégia alternativa pode ser
antecipar a aplicacdo de prostaglandina, para que o crescimento do foliculo dominante
aconteca em menores concentracdes circulantes de P4 e que, assim, resulte em maior
crescimento e diametro do foliculo pré-ovulatério. Conforme verificado em outros estudos,
maiores concentracdes de P4 circulante, durante o tratamento com implante de P4, causam
reduzida pulsatilidade de LH (IRELAND; ROCHE, 19820OBERSON et al., 1989)
reduzido crescimento folicular (SIROIS; FORTUNE, 19%AVIO et al.,, 1993), e
Kasimanickam et al. (2009) observaram uma diferenca de, aproximadamente, 15% na taxa
de prenhez em vacas que receberam duas doses de prostaglandina, sendo a primeira dose
aplicada no momento da remocéo do DIP (dia cinco do protocolo), e a segunda sete horas
apos. Por isso, no presente estudo, no protocolo 2, foram realizadas duas aplicacbes de
prostaglandina, sendo a primeira dois dias antes e a segunda no momento da retirada do
DIP, com o intuito de avaliar as diferencas em relacdo aos demais protocolos.

Foi observado que, apds a aplicacdo da primeira dose de prostaglandina, no protocolo
2, houve uma menor concentracdo de progesterona (P<0,05) no dia da retirada do DIP em
relacdo aos demais protocolos. Em outro estudo, foi observado que novilhas tratadas com
prostaglandina dois dias antes da retirada do DIP tiveram menores concentracdes
circulantes de progesterona (MANTOVANI et al.,, 2004). Entretanto, ao contrario dos
resultados do protocolo 2, no estudo de Mantovani et al. (2004) foi observado maior
crescimento folicular, além de maior taxa de ovulacdo nos animais que tiveram a
antecipacao na aplicacao de prostaglandina.

A reducao da concentracdo de P4 circulante € importante para que se dé o inicio ao
pré-estro (MENEGHETTI et al., 2009). De acordo com Carvalho (2008), menores
concentracbes de P4, no pré-estro, estdo relacionadas com maior desenvolvimento e
didmetro dos foliculos vacas que, no pré-estro, apresentaram concentracdo sérica de P4
entre 1 e 2 ng/mL desenvolveram foliculos com maior diametro, comparadas as vacas que
tinham concentracdo de P4 de 5 a 6 ng/mL. Além disso, a concentracdo de progesterona
sub-luteal estd associada com aumento da frequéncia de pulsos de LH (IRELAND;
ROCHE, 1982 ROBERSON et al.,, 1989). No presente estudo, ndo foi mensurada a
frequéncia de pulsos de LH, mas, observou-se que nao houve diferenca (P>0,05) entre os
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protocolos na concentracdo de LH do fluido folicular dos foliculos dominantes, aspirados
no momento em que seria realizada a IA (Tabela 3).

N&o houve diferenca também (P>0,05) entre todos os protocolos, nas concentracfes
séricas de progesterona no dia da aspiracdo folicular e nas concentracdes de progesterona
do fluido folicular. Apenas uma vaca, no protocolo 5, e uma, no protocolo 6, tiveram
valores de progesterona no fluido folicular menor que 40 ng/mL, sendo 3,5 e 30,5 ng/mL,
respectivamente. Altas concentracbes de progesterona no fluido sdo esperadas, porque,
apos 18 horas do pico de LH, a progesterona constitui, aproximadamente, 90% do contetdo
de esterdides no fluido folicular (SILVA; KNIGHT, 2000). Assim, os valores de
progesterona foram superiores aos observados em um estudo em que foram aspirados
foliculos pos-divergéncia, em vacas das ragas Holandesa (21,9 ng/mL) e Gir (15,4 ng/mL),
pré-sincronizadas com DIP e BE (ARASHIRO, 2012). No entanto, ressalta-se que 0s
autores empregaram o método de radioimunoensaio para a determinacdo da concentracdo
de progesterona, sendo diferente do método de quimioluminescéncia, empregado no
presente estudo. Adequada concentracdo pré-ovulatéria de progesterona € de grande
importancia, pois esta envolvida em importantes processos fisiologicos, relacionados a
expressao génica dos ovocitos, além de que a progesterona e o estrogeno estdo envolvidos
no processo de interrup¢do e retomada da meiose no ovocito (MCEVOY et al., 1995).

Entretanto, os valores de algumas concentracdes de progesterona, dosadas por
guimioluminescéncia neste estudo, estdo acima das concentracbes observadas em outros
estudos. Se forem consideradas as médias obtidas, haveria uma grande importancia
fisiologica relacionada ao crescimento, diametro do foliculo ovulatério e,
consequentemente, na taxa de ovulacédo desses animais se fossem inseminados.

Contudo, em outros estudos, foi verificado que a técnica de quimioluminescéncia é
um meétodo confiavel para mensurar a concentracdo de progesterona plasmaéatiozs
(LIMA, 2012) e em bovinos (ARASHIRO, 2012). Todavia, para que se tenha uma maior
confiabilidade, recomendse que os resultados do presente estudo sejam confirmados por
radioimunoensaio, que é a técnica utilizada em outros estudos. Assim, os valores absolutos,
obtidos nas dosagens de progesterona, ndo foram discutidos no presente estudo. As
discussbes sobre progesterona foram feitas baseando-se na comparagdo entre maiores e

menores resultados, e essas comparacdes estdo em conformidade com resultados de outros
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estudos e de acordo com a fisiologia normal. Por exemplo, esperava-se que, apés a
aplicacdo de prostaglandina, houvesse reducdo da concentracdo sanguinea de progesterona,

e assim avaliando os resultados, de modo que 0s mesmos mostraram-se consistentes.

A qualidade do ovocito pode estar relacionada a varios fatores (FAIR,, 2010)
incluindo o emprego de protocolos de IATF (KINDER et al., 1996). Em geral, no presente
estudo, verificou-se que, dos 27 ovdcitos recuperados pela técnica de aspiracao folicular
(Tabela 3), sete foram classificados como ruins (classificacdo 3) e 2 como degenerados
(classificacao 4). Apenas um baixo percentual de ovdcitos foi considerado normal (66,7%),
sendo doze ovacitos de classificacdo 1 e seis de classificacdo 2.

No protocolo 2, em que foi realizada a antecipacdo da prostaglandina, observou-se
que o crescimento do foliculo dominante aconteceu em menor concentracdo de P4,
comparada a dos demais protocolos, mas resultou em crescimento e diametro do foliculo
dominante iguais aos protocolos 3, 5 e 6, que tinham em comum a utilizacdo do eCG.
Entretanto, ndo foi recuperado nenhum ovocito ruim ou degenerado, no protocolo 2.
Diferente dos resultados de classificacdo dos ovdcitos recuperados nos protocolos 3, 4, 5 e
6, nos quais foram recuperados 0s sete ovacitos ruins, dois degenerados e apenas seis de
classificacdo 1 e quatro de classificacao 2.

No protocolo 1, assim como no protocolo 2, ndo foi recuperado nenhum ovdécito
classificado como ruim ou degenerado. O que diferencia o protocolo 1 dos demais
protocolos é que ndo houve a utilizacdo de estrégeno ou eCG. E, por isso, nesse protocolo,
foi verificado que os foliculos tinham didmetro de 10,1 mm, em média no momento da
aspiracao. Os unicos dois ovocitos que foram recuperados, no grupo de vacas do protocolo
1, coincidentemente, foram aspirados de foliculos com diametro de 10,5 mm e foram
classificados como normais ou bons (classificagcéo 1).

Perante essa andlise, os resultados do protocolo 1 corroboram com a inexisténcia de
correlagcdo (P>0,16) entre o diametro do foliculo pré-ovulatério e a classificagcdo dos
ovocitos, verificada a partir da analise dos 27 ovaocitos recuperados. Entretanto, Filho et al.
(2013) sugeriram que 0 sucesso dos protocolos de IATF depende do crescimento e
desenvolvimento do foliculo dominante, e complementaram que, quanto maior o didmetro
do foliculo pré-ovulatério, maior a probabilidade desse foliculo ovular, o que pode

justificar a maior taxa de concepcao em fémeas com maior diametro folicular. Perry et al.,
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(2005) e Perry et al., (2007) reportaram que a taxa de concepcao foi menacande
corte que ovularam pequenos foliculos.

Todavia, conforme discutido anteriormente, alcancar maior diametro do foliculo pré-
ovulatorio pode ser importante em protocolos de IATF que utilizam BE ou CE como
indutores de ovulacéo, pois, nesse caso, normalmente sdo observadas maiores taxas de
ovulacdo com foliculos maiores. No estudo de Colazo et al. (2008), também nao foi
observada correlagdo do tamanho do foliculo com a taxa de ovulagdo, em um protocolo de
IATF em que foi utilizado GnRH como indutor de ovulacdo. Os mesmos autores ainda
observaram que quase todos os animais com baixa concentracdo de P4 ovularam em
resposta ao GnRH, e que menores taxas de ovulagdo foram correlacionadas com maiores
concentragbes de P4 circulantes, independente do tamanho do foliculo. Outros autores
também corroboram com os dados relatados acima. Silcox (1993) reportaram que apos a
aplicacdo de GnRH, ocorreu a ovulacdo em 100 % dos animais que tinham foliculos em
fase de crescimento com didmetro maior que 10 mm. Mantovani et al. (2010) verificaram
que, apesar do maior diametro do foliculo dominante em novilhas com menor concentracéo
de P4 no plasma, ndo houve diferenca estatistica entre as taxas de ovulacdo. E, ainda,
Meneghtti et al. (2009) constataram que ndo houve efeito do didametro do foliculo
dominante na taxa de concepc¢ao. Assim, pode-se concluir que ndo é fundamental que o
didametro do foliculo ovulatério seja superior a 10 mm, e que menores foliculos podem
resultar na ovulacéo de um ovdcito de boa qualidade, conforme observado no protocolo 1.

A ovulacdo de um foliculo muito grande pode também estar associada com reducéo
da fertilidade, possivelmente devido a uma excessiva duracdo do desenvolvimento do
foliculo dominante (TOWNSON et al., 200BLEACH et al., 2004CERRI et al., 2009).

Em geral, uma desvantagem com o uso de progestagenos é que a fertilidade da ovulacéo
sincronizada é reduzida devido a extensdo do tempo de vida do foliculo dominante e da
ovulacédo de ovocitos subféerteis (AHMAD et al., 1988NDER et al., 1996). Portanto,
embora o maior diametro do foliculo ovulatorio possa resultar em maior circulagédo de P4
apoés a IA (DEMETRIO et al., 200FORRO et al., 20z2WILTBANK et al., 2012), no

estudo de Vasconcelos et al. (2013) vacas que ovularam foliculos maiores (> 17 mm)
tiveram maior concentracdo de P4 no dia 7, porém, menor taxa de prenhez aos 60 dias,

comparadas as vacas que ovularam foliculos entre 11 a 17 mm.

41



Portanto, ndo basta apenas induzir maior crescimento do foliculo. Todos os fatores
discutidos tém que atuar com sincronia para que esse complexo sistema reprodutivo
desenvolva suas fungdes regularmente (SARTORI et al., 2013). Vasconcelos et al. (2013)
concluiram que a otimizacdo do tamanho do foliculo, em programas de IATF, é claramente
um equilibrio complicado entre a qualidade do ovocito, a circulacdo adequada de estrégeno,
proximo ao momento da IA, e a circulacdo adequad@4dgois a IA. Esses fatores ajudam
a explicar porque em alguns casos ocorrem baixas taxas de concepg¢do em animais
submetidos a protocolos de IATF.

A avaliacdo proposta no presente estudo foi verificar alguns dos diversos fatores
relacionados a eficiéncia de protocolos de IATF ou a utilizagdo de eCG, BE, CE ou GnRH
sobre os aspectos relacionados ao crescimento folicular até o estadio pré-ovulatorio. Assim,
poderiam ajudar a explicar porque, em meédia, mais de 90% das vacas respondem aos
protocolos de IATF e apenas 50% ficam gestantes. Verifica-se que as maiores falhas foram
relacionadas a ovulacao precoce (28,9%) e a qualidade do ovécito, que somando os valores
de ovacitos classificados como ruins e degenerados resultaram em 33,3%. Além disso,
fatores como falha de ovulacdo, mortalidade embrionaria precoce, entre outros, também
estdo relacionados as falhas nos protocolos de IATF.

Entre os outros fatores que podem interferir na reproducao, no presente estudo foram
verificadas algumas tendéncias e correlacfes importantes, referentes as dosagens de
progesterona, cortisol e insulina no soro sanguineo, e cortisol, insulina e LH no fluido
folicular. Houve correlacdo negativa (r=- 0,28) entre a concentracdo de P4 e o numero de
foliculos, corroborando com o estudo de Dias et al. (2009), que reportaram que altas
concentragdes de P4 causam efeitos negativos no desenvolvimento dos foliculos. Verificou-
se gque houve correlagdo negativa (r=- 0,58), também da concentracdo de cortisol sérico
com a classificagdo dos ovacitos, e correlacdo positiva (r=0,15) do cortisol sérico com a
concentracdo de P4 sérica, no dia da aspiracéo folicular. A concentracdo dsoR3} no
dia da aspiracéao folicular, teve tendéncia (P=0,055) negativa (r=- 0,31) com a classificacéo
dos ovdcitos.

Observou-se, também, que houve correlagdo positiva (r=0,60) da concentracdo de
cortisol no soro com a concentracao de cortisol no fluido folicular. A composi¢ao do fluido

folicular € resultado da atividade secretora das células da teca e da granulosa, e da
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transferéncia de constituintes do plasma sanguineo que extravasam dos capilares foliculares
(GOSDEN et al., 1988).

Adicionalmente, os resultados das concentracbes de cortisol e insulina no fluido
folicular, ndo foram diferentes (P>0,05) entre os protocolos de IATF utilizados no presente
estudo (Tabela 2), indicando que os protocolos de IATF ndo interferem nas concentracoes
desses dois hormonios no fluido folicular.

No presente estudo, foi verificada correlagéo positiva (r=0,58) da concentracdo de
insulina no soro e LH no fluido folicular, e correlacdo positiva (r=0,74) das concentracdes
de insulina no soro e no fluido folicular. Tais correlacdes estdo de acordo com a dinamica
de crescimento folicular, em que a concentracéo de insulina, no fluido folicular, juntamente
com a IGF-1, estimulam a proliferacao das células foliculares e a esteroidog@HEEER(S
et al., 1993 SPICER; STEWART, 1996). Deste modo, a capacidade dos foliculos de
produzir estradiol suficiente para desencadear a onda pré-ovulatéria de LH e a ovulacao,
depende da disponibilidade de insulina e de IGF-1 circulantes (BUTLER, 2003).

Assim, o aumento de insulina pode ser benéfico para a retomada dos ciclos estrais
pds-parto, mas ha evidéncias de que a alta concentracdo de insulina no plasma pode ter
efeitos prejudiciais sobre a funcédo ovariana (BOLAND et al., 2WHEBB et al., 2004
GARNSWORTHY et al., 2008) e na competéncia e desenvolvimento do ovocito
(FOULADI-NASHTA et al., 2005). Esses dados sao corroborados com os resultados do
presente estudo, em que foi verificada tendéncia (P=0,06) negativa (r=- 0,33) da
concentracdo de insulina no fluido folicular com o diametro ovocitario.

Além disso, quando se agruparam os diametros dos foliculos dominantes mensurados
no dia da aspiracdo folicular em quatro classes, sendo classe 1 foliculos com diametro
maior que 12 mm, classe 2 entre 10 e 12 mm, classe 3 entre 8 e 9,9 mm e classe 4 menor
que 8 mm, verificou-se que houve correlagéo positiva, porém baixa (r=0,24) da classe dos
foliculos com a concentragcéo de insulina no fluido folicular. Houve, também, tendéncia
(P=0,053) negativa (r=- 0,32) da concentracao sérica de insulina com o ECC da vacas, e 0
ECC teve correlagdo positiva (r=0,20) com o diametro do foliculo dominante. Contudo,
essas correlacdes mostram-se baixas. Isso pode ser devido ao fato de que foram utilizadas
vacas solteiras no presente estudo, e com ECC médio de 3,15, com variacdo de 2,5 a 4,0.

Vérios estudos com vacas de corte relataram que animais com baixos ECC, no inicio dos
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protocolos de IATF, tém menor fertilidade (MENEGHETTI et al., 2% FILHO, O.G.

et al.,, 2009SA FILHO et al., 2011). Assim, técnicas de manejo com o objetivo de manter
ou melhorar o ECC antes e, principalmente, peri-parto sdo importantes para a garantia do
futuro da fertilidade de rebanhos bovinos.

Portanto, o sucesso dos protocolos de IATF esta associado a diversos fatores, e de
acordo com cada situagéo, pode ser indicado o uso de um ou outro hormonio, em diferentes
momentos. Mas, em geral, para que se tenham bons resultados de prenhez, qualquer
protocolo de IATF precisa induzir a ovulacdo de um foliculo saudavel, com um ovaécito de
boa qualidade, e que resulte na formacdo de um corpo lateo funcional, que produza
adequadas concentracdes de P4 durante o diestro, para que haja estimulo das secrecdes
endometriais favorecendo assim o desenvolvimento embrionério normal para que ocorra o

reconhecimento materno e manutencéo da prenhez (TORTORELLA et al., 2013).

CONCLUSOES

Os diferentes hormonios utilizados em protocolos de IATF, e suas associagles,
resultam em diferente crescimento médio do foliculo dominante e, consequentemente,
interferem no didmetro do foliculo no momento da inseminacao artificial.

A antecipacdo na aplicacdo da prostaglandina, em dois dias da retirada do DIP,
resulta em menor concentracdo de progesterona circulante até o dia da retirada do DIP,
guando comparado aos protocolos em que a primeira aplicacdo da prostaglandina é feita no
mesmo momento da retirada do DIP. No protocolo 2, em que ha a antecipacdo na aplicacéo
de prostaglandina, e por nao utilizar GnRH ou eCG € o protocolo de menor custo, pode ser
utilizado para vacas Nelore ciclicas com bons resultados de sincronizacao e com a ovulagao

de um ovdcito de boa qualidade.
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