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RESUMO

ROSADO, Marcelo Milagres, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de
2010. Uso de protocolo de sincronizacdo de estro em receptoras mesticas
inovuladas com embrides in vitro. Orientador: José Domingos Guimaraes;
Coorientadores: Eduardo Paulino da Costa e Jodo Henrique Moreira Viana.

Com o objetivo de estudar o efeito de diferentes protocolos de
sincronizagao de estro (Uso de cloprostenol no momento da colocagdo do
implante intravaginal e sua permanéncia por periodo de oito e nove dias) sobre a
taxa de prenhez em receptoras bovinas Bos taurus indicus x Bos taurus taurus,
inovuladas com embrides de PIV, o presente estudo utilizou 1933 receptoras
(3.649 tratamentos) divididas em 6 protocolos. No protocolo 1, as receptoras
receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol (BE) e 500 ug de cloprostenol, e um
dispositivo intravaginal (1,9 g de Progesterona) que permaneceu por 8 dias. No
momento da retirada do dispositivo intravaginal cada receptora recebeu uma dose
unica de 0,5 mg de Cipionato de estradiol (CE), 500 pg de Cloprostenol e 400 Ul
de gonadotrofina coridnica equina (eCG). No protocolo 2, as receptoras receberam
o0 mesmo tratamento que o primeiro grupo, porém sem a dose de 500 ug de
Cloprostenol na colocagao do dispositivo intravaginal de progesterona. No
protocolo 3, as receptoras receberam no momento da colocagcdo do dispositivo
intravaginal de progesterona uma dose unica de 500 ug de Cloprostenol e 2,0 mg
de BE, sendo que o dispositivo permaneceu por 9 dias. Dois dias antes da retirada
do dispositivo intravaginal (dia 7) as fémeas receberam uma dose unica de 500 ug
de Cloprostenol, e no momento da retirada do implante, receberam uma dose
unica de 0,5 mg de CE e 400 Ul de eCG. No protocolo 4, as receptoras receberam
o0 mesmo tratamento que o protocolo 3, porém sem Cloprostenol na colocacéo do
dispositivo intravaginal de progesterona. No protocolo 5, as receptoras receberam
2,0 mg de Benzoato de estradiol, e um dispositivo intravaginal de progesterona por
9 dias. Dois dias antes da retirada, no dia 7, receberam 500 ug de Cloprostenol e
no momento da retirada do implante 0,5mg de CE e 300 Ul de eCG. No protocolo
6, as receptoras receberam 2,0 mg de BE, e um dispositivo intravaginal de

progesterona que permaneceu por 8 dias. No momento da retirada do dispositivo
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intravaginal, cada receptora recebeu 0,5 mg de CE, 500 ug de Cloprostenol e 300
Ul de eCG. Todas as receptoras que apresentaram corpo luteo foram inovuladas
em meédia 10 dias apos a retirada do dispositivo, ou seja, por volta de 8 dias apos
estro; e avaliadas por meio de ultrassonografia aos 58 dias apds inovulagao para o
diagnéstico de gestagdo. Os dados foram submetidos a analises estatisticas
descritivas (distribuicdo de frequéncia) e os dados qualitativos foram arranjados
em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de qui-quadrado a 5 % de
probabilidade de erro. As receptoras do quarto protocolo apresentaram as
melhores (p<0,05) taxas de aproveitamento (84,9%). No entanto, o numero de
tratamentos realizados (n=86) para o protocolo 4 foi reduzido em relagdo aos
demais protocolos, mais estudos tornam-se necessarios para confirmar a eficacia
desse protocolo. Receptoras que receberam PGF2a 48 horas antes da retirada do
dispositivo apresentaram melhores indices de aproveitamento de receptoras
(p<0,05) e as fémeas do protocolo 4 apresentaram melhores indices de prenhez
(p<0,05). As receptoras que apresentaram estro em periodo superior a 91 dias
antes da colocacédo do dispositivo apresentaram piores taxas de aproveitamento
que receptoras que apresentaram estro mais recente (p<0,05). Apesar de algumas
particularidades das receptoras que apresentaram estro em periodo inferior a 16
dias, o intervalo dia do estro a colocacdo do implante n&o influenciou
positivamente nessas avaliagbes (p>0,05). O utero classificado como normal no
protocolo 4 foi o que apresentou melhores valores percentuais de taxa de
aproveitamento e de prenhez em relagdo aos valores dos demais protocolos
(p<0,05). Entretanto, comparando todos os protocolos, o utero classificado como
flacido apresentou melhores respostas de aproveitamento de receptoras (p>0,05)
e a classificagdo uterina ndo influenciou a taxa de prenhez (p>0,05). Quanto a
atividade ovariana, a presenca do CL influenciou na taxa de aproveitamento de
receptoras (p<0,05), ja a presenca de foliculos sé interferiu na taxa de prenhez
dos animais do protocolo 4 (p<0,05). O numero de utilizagao do dispositivo nao
influenciou na taxa de aproveitamento de receptoras e na taxa de prenhez
(p>0,05). O status reprodutivo e o numero de protocolo no histérico nao

interferiram na taxa de aproveitamento de receptoras (p>0,05). No entanto,
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receptoras que né&o receberam PGF2a antes da colocagdo do dispositivo
intravaginal, apresentaram melhores resultados que as receptoras que receberam
PGF2a (p<0,05). As receptoras que foram inovuladas com blastocisto expandido
apresentaram melhores taxas de prenhez do que as receptoras que foram
inovuladas com blastocisto (p<0,05). Ndo houve diferenga nas categorias vacas e
novilhas na sincronia do estro receptora doadora, em relagao a taxa de prenhez
(P>0,05). Nao houve influéncia da época experimental sobre a taxa de prenhez
(p>0,05). Os protocolos que empregaram PGF2a 48 horas antes da retirada
apresentaram melhores taxas de aproveitamento de receptoras do que os
protocolos em que as aplicacbes foram feitas no momento da retirada do
dispositivo intravaginal (p<0,05). As receptoras do protocolo 4 apresentaram
melhores taxas de prenhez, embora tenha sido um grupo de baixo numero de
animais. Os protocolos utilizados interferiram na taxa de aproveitamento de
receptoras, sendo que, as aplicagbes de PGF2a 48 horas antes da retirada do
dispositivo intravaginal, resultaram em melhores respostas de sincronizagao de
estro, sendo a resposta mais acentuada quando as fémeas estavam ciclicas na
ocasiao do inicio das sincronizacdes; Os intervalos do ultimo estro a colocacéo do
dispositivo intravaginal superiores a 90 dias (anestro) influenciam negativamente
as respostas aos protocolos de sincronizagcédo de estro de ovulacdo. No entanto,
as classes de intervalo do estro a colocagdo do dispositivo intravaginal
(CLAPROQOT), as co-variaveis estudadas ndo apresentaram efeito marcante sobre a
resposta de aproveitamento de receptoras; As categorias de fémeas (vacas e
novilhas) nao influenciam a respostas aos tratamentos de sincronizagéo de estro
(p>0,05), embora novilhas na fase pré-puberal sdo menos responsivas a aplicagao
de PGF2a no inicio do protocolo. Independente da categoria de fémeas, a
presencga do corpo luteo e tonicidade uterina flacida no momento da colocag¢ao do
dispositivo intravaginal mostraram-se positivamente relacionado a resposta de
aproveitamento de receptoras; A reutilizagdo de dispositivo intravaginal n&o
apresenta influencia sobre a taxa de aproveitamento e prenhez em receptoras de
embrides; Fémeas com histéricos prévios de uso de protocolos de sincronizagao

com uso de PGF2a a apresentam-se menos responsiveis a novos protocolos de
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sincronizagao, embora ndo apresentam o mesmo comportamento com relagcéo aos

protocolos com progestagenos associado a PGF2a.

Palavras-chaves: Bovinos, Transferéncia de Embrides, PIV, CIDR
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ABSTRACT

ROSADO, Marcelo Milagres, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April , 2010.
Use of estrus synchronization protocol in crossbred recipients ovulated with
embryos in vitro. Adviser: José Domingos Guimaraes; Co- Adviser: Eduardo
Paulino da Costa e Jodo Henrique Moreira Viana.

Aiming to study the effect of different estrus synchronization protocols on the
pregnancy rate in Bos taurus indicus x Bos taurus taurus recipient cattles,
transferred with in vitro produced embryos, this study used 1,933 recipients (3,649
treatments) divided into 6 groups. In the first group, recipients received 2.0 mg of
estradiol benzoate (EB) and 500 mg of cloprostenol, in addiction to an intravaginal
device (1.9 g of progesterone) that remained for 8 days. Upon withdrawal of the
intravaginal device each recipient received a single dose of 0.5 mg of estradiol
cypionate (EC), 500 mg of cloprostenol and 400 IU of equine chorionic
gonadotropin (eCG). In the second group, recipients received the same treatment
as the first group, but without the 500 mg dose of cloprostenol at the placement of
the progesterone intravaginal device. In the third group, recipients received at the
time of intravaginal progesterone device placement a single dose of 500 mg
cloprostenol and 2.0 mg of EB, and the device remained for 9 days. Two days
before the intravaginal device removal (day 7) females received a single dose of
500 mg cloprostenol, and at the time of device removal, received a single dose of
0.5 mg of EC and 400 IU of eCG. In the fourth group, the recipients received the
same treatment as the third group, but without cloprostenol in the intravaginal
progesterone device placement. In the fifth group, recipients received 2.0 mg of
EB, and an intravaginal progesterone device that remained for 8 days. Upon
withdrawal of the intravaginal device, each recipient received 0.5 mg of EC, 500
mg of cloprostenol and 300 IU of eCG. In the sixth group, recipients received 2.0
mg of EB and an intravaginal progesterone device for 9 days. Two days before the
withdrawal, (day 7), received 500 mg of cloprostenol and at the time of device
removal received 0.5 mg of EC and 300 IU of eCG. All recipients that had corpus
luteum were transferred on average 10 days after implant removal, in other words,

about 8 days after estrus, and evaluated by ultrasonography 58 days after embryo
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transfer to pregnancy diagnosis. Data were subjected to descriptive statistics
analysis (means, standard deviations and frequency distribution) and qualitative
data were arranged in contingency tables and analyzed by chi-square at 5% of
probability. Fourth group showed the best recovery rates (84.9%). However, the
number of treatments performed (n=86) in group 4 was reduced in comparison with
other protocols. Recipients who received Prostaglandin F2a (PGF2a) 48 hours
before device removal showed better recovery rates than others and protocol 4
females had better pregnancy rates. The recipients that were in estrus longer than
91 days before device placing had worse recovery rates than recipients in estrus
earlier (p<0.05), although did not influence pregnancy rate (p>0.05) . Despite some
recipients peculiarities who presented estrus less than 16 days, the interval form
estrus day to device placement did not influence positively these assessments
(p>0.05). The uterus classified as normal in protocol 4 showed the best
percentages of recovering and pregnancy rates (p<0.05) compared to the values of
other protocols. However, comparing all protocols, the uterus classified as flaccid
showed better recovery responses and classification did not influence uterine
pregnancy rate. As the ovarian activity, the presence of corpus luteum influenced
recipients recovery rates (p<0.05), whereas the follicles presence only interfered
with the pregnancy rate of protocol 4 animals (p<0.05). The number of uses of the
device did not influence the recipients recovery pregnancy rates (p>0.05). The
reproductive status and protocol number in the history did not affect the recipients
recovery rate (p>0.05). However, recipients who did not received PGF2a before
intravaginal device placing, had better results than those who received (p<0.05).
The recipients which were transferred with expanded blastocyst had better
pregnancy rates than they which were transferred with blastocyst (p<0.05). No
differences were found in the cow and heifer categories in recipient donor estrus
synchrony in relation to pregnancy rate (p>0.05). No influence of the time trial on
the pregnancy rate (p>0.05). The protocols which employed PGF2a 48 hours
before the withdrawal had better recipients recovery rates than the protocols that
applications were made on intravaginal device removal (p<0.05). Protocol 4

recipients had higher pregnancy rates, although it was a group of low numbers of
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animals. The used protocols interfered with the recipients recovery rate, and the
applications of PGF2a 48 hours before intravaginal device removal, resulted in
improved estrus synchronization responses, so the answer was more pronounced
when females were cyclical in occasion of the beginning of synchronization;
intervals from the last estrus to intravaginal device placement over 90 days
(anestrus) influence negatively the responses to estrus and ovulation
synchronization protocols. However, the classes of interval from estrus to
intravaginal device placement (CLAPROT), the covariates showed no marked
effect on the recipients recovery response; The female categories (cows and
heifers) did not influence the responses to estrus synchronization treatments,
although heifers in the pre-puberty are less responsive to PGF2a application in the
beginning of the protocol. Regardless of the females category, the presence of the
corpus luteum and flaccid uterine tone at the time of intravaginal device placement
proved to be positively related to the recipients recovery response; Reusing
intravaginal device has no influence on the recovery and pregnancy rates in
embryo recipients; Females with histories of prior use of synchronization protocols
with the use of PGF2a become less responsive to new synchronization protocols,
while not presenting the same behavior with respect to protocols with progesterone
associated with PGF2a.

Keywords: Cattle, CIDR®, embryo transfer, in vitro fertilization
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INTRODUGAO GERAL

Em todo o mundo, mais de 670.000 embrides produzidos in vivo foram
inovulados, sendo que a metade foi inovulados a fresco e metade pos-
descongelados. Adicionalmente, cerca de 292.000 embrides produzidos in vitro
(PIV) foram transferidos no mesmo ano, dos quais a maioria (75%) foi
transferida a fresco (THIBIER, 2005).

Entre os paises que empregam esta biotecnologia nos ultimos anos, o
Brasil tem se destacado pelo grande numero de transferéncias de embrides
produzidos tanto in vivo (TE) quanto in vitro (P1V), contribuindo com quase 50%
do total de embrides produzidos no mundo. No Brasil e em outros paises
tropicais existe uma demanda crescente para multiplicar material genético,
tanto de fémeas zebuinas quanto de taurinas. Entretanto, existem importantes
diferencas na fisiologia e no comportamento reprodutivo entre estas
subespécies, as quais podem interferir na eficiéncia dos programas de
superovulacao e transferéncia de embrides.

A taxa de aproveitamento de receptoras (protocoladas/inovuladas) e taxa de
prenhez (prenhez/inovuladas) com embrides de PIV varia de 61,3 a 70% e 36,9
a 41%, respectivamente (BO et al.2004; BORSATO et al, 2005b). Alguns
estudos tém demonstrado a importancia da selecédo e estatus reprodutivo das
fémeas nesse processo e dos varios protocolos, tanto para IATF (MARTINS et
al. 2005; PENTEADO et al, 2005) quanto para TETF (BO et al, 2004;
FERREIRA et al, 2006). Estudos recentes tém sido desenvolvidos para avaliar
o taxa de prenhez nas receptoras inovuladas por PIV e a influéncia da
receptora no processo.

O objetivo desse estudo foi verificar a taxa de aproveitamento de receptoras
e a taxa de prenhez de fémeas com estro sincronizado com protocolos de 8 e 9
dias de exposicdo a progesterona exdgena e diferentes momentos da

aplicagao de prostaglandina e doses de eCG.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo estral

Segundo Gonsalves (2001) a duragdo média do ciclo estral de vacas é
de 21 dias quando mantidas em condicdes ambientais adequadas, sendo o
mesmo dividido em proestro (3 dias), estro (18 horas), metaestro (2-3 dias) e
diestro, (14 dias).

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos,
principalmente por horménios hipotalamicos, gonadotrofinas hipofisarias e os

esteroides secretados pelas células foliculares dos ovarios.

2.1.1. Dinamica Folicular Ovariana

O processo continuo de crescimento e regressao de foliculos antrais que
leva ao desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério no ovario € conhecido como
dinamica folicular ovariana. O crescimento folicular envolve o desenvolvimento
sincrénico de um grupo de foliculos, denominado onda folicular (GINTHER et
al, 1996). Normalmente, podem ocorrer de uma a quatro ondas foliculares
durante o ciclo estral (LUCY et al, 1992).

Cada onda de crescimento folicular é dividida em quatro fases:
recrutamento, selecdo, dominéncia e atresia ou ovulacédo (REIS, 2004). O
GnRH (Horménio Liberador de Gonadotrofina) € secretado pelo hipotalamo
através do sistema porta hipotalamico-hipofisario, alcangcando a hipodfise e
estimulando a liberacdo das gonadotrofinas: o FSH (Horménio Foliculo
Estimulante) e o LH (Horménio Luteinizante). Via circulagdo sanguinea, as
gonadotrofinas alcangam os ovarios, e estimulam o desenvolvimento (FSH) e a
maturacgao dos foliculos (LH) (ANTONIOLLI, 2002).

Segundo Fortune e colaboradores (2004), o recrutamento de cada onda
€ iniciado por meio de um pequeno aumento de FSH circulante. A sintese de
receptores para FSH nas células da granulosa e para LH nas células da teca é
necessaria para os foliculos entrarem na fase dependente de horménio. A
necessidade de FSH nos foliculos dependentes é a caracteristica que distingue
os foliculos responsivos a gonadotrofinas dos foliculos ovulatérios (MORAES
et. al, 2001). A emergéncia da primeira onda folicular é observada em torno de

1,5 dias apds a ovulagao; quando um conjunto de foliculos antrais dependentes
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de FSH comeca a se desenvolver, observa-se entdo um aumento na
concentracao plasmatica de FSH que antecede 1 a 2 dias a emergéncia de
cada onda folicular (RENESTO, 2004).

As concentracdes tdnicas de LH e FSH sao controladas por meio de um
mecanismo de retro alimentagdo realizada pelos hormdnios esteroidais
(GONSALVES, 2001). A concentragao de FSH atinge seu pico maximo quando
o maior foliculo denominado dominante (FD) atinge o tamanho de 4 a 5 mm
(Bos taurus indicus) (NASSER, 2006). Em torno de 3 a 4 dias, apos a
emergéncia da onda, o FSH reduz para concentragbes basais, devido a
producao de estrégeno (E2) e inibina, sobretudo pelas células da granulosa do
FD, que continua seu crescimento, enquanto o restante dos foliculos, os
chamados subordinados iniciam o processo de atresia.

A onda pré-ovulatéria de LH se inicia em média 24 horas antes da
ovulacdo na fémea bovina e resulta na liberacdo do oécito. O efeito do pico de
LH sobre as células da granulosa € estimular o processo de luteinizagéo que
transforma as células produtoras de E2 em produtoras de progesterona (P4),
induzindo o aumento na produgao de P4 e declinio na concentragcao de E2.
(GONSALVES, 2001).

A dindmica folicular em animais de origem zebuina tem-se mostrado
diferente das fémeas de racas européias, de modo que o didmetro dos FD e a
area do CL sdo menores nas fémeas zebuinas (BORGES et al, 2004). Em
zebuinos, ha estudos que indicam maior incidéncia de trés ondas, sendo
relatado a presenca de até quatro ondas de crescimento folicular por ciclo
estral (BARUSELLI et al, 2007) onde a emergéncia da 3? e a 4® onda folicular

estdo associadas a uma fase luteinica mais prolongada (RASI, 2005).

2.1.2. Atividade do Corpo Luteo

O corpo luteo (CL) é uma glandula enddcrina transitéria formada a partir
da proliferacado e diferenciagcao das células foliculares apds a ovulagdo. Esta
glandula é requerida para que uma gestacao tenha sucesso, fato identificado
pela primeira vez em 1903 por Frankel (apud NISWENDER & NETT, 1994),
que demostraram que a gestagcao em coelhos era interrompida apds remogao
do CL.



O corpo Luteo funcional é arredondado com um didmetro de 20 a 25 mm
e pesando em meédia 5g. Metade da massa do corpo Iuteo pode sobressair da
superficie do ovario, sendo mais notério em vacas Bos taurus taurus do que em
vacas Bos taurus indicus. A cor amarela do corpo luteo € devida aos carotenos
(GONZALEZ, 2002).

O corpo luteo é uma glandula enddcrina transitéria, cujo principal
hormdnio secretado, a progesterona, € necessario para o estabelecimento e
manutencdo da gestagdo. A produgdo ineficiente de progesterona é a maior
causa de infertilidade e perda embrionaria, assim a progesterona € necessaria
tanto para estimular a atividade endometrial, como a sobrevivéncia embrionaria
(NISWENDER, 1994; JUENGEL 1999). As concentracbes de progesterona
plasmatica s&o virtualmente indetectaveis logo depois da ovulagéo (nas vacas
0,4 ng/mL), mas aumentam gradualmente a partir do 3° dia do ciclo até
alcancar concentragdes elevadas em torno do sétimo ou nono dia,
permanecendo até o 14° ou 17° dia do ciclo estral (nas vacas- 6ng/mL)
(GONZALEZ, 2002). Veronesi e colaboradores (2002) observaram alta
correlagao entre o tamanho do CL (ndo detectavel, didametro menor que 20 mm
e maior que 20 mm) e a concentragado de P4 (< 1 ng/mL, de 1 a4 ng/ mL e
>4ng/ mL), indicando que a mensuracado ultrassonografica € o meio mais
confidvel para avaliagdo do diametro da massa luteal.

Segundo Reynold e Redmer (1999), o crescimento e o desenvolvimento
do corpo luteo sdo extremamente rapidos, associada a alta taxa de mitose
célular, o corpo luteo recebe mais suplemento sanguineos por unidade de
tecido que qualquer 6rgado, e também exibe uma taxa metabdlica relativamente
alta. O mais importante para o crescimento e desenvolvimento do corpo luteo é
o crescimento vascular, que é regulado primeiramente pelos fatores de
crescimento angiogénicos, fator de crescimento do fibroblasto e fator de
crescimento endotelial. O corpo luteo € um tecido complexo composto de
células do parénquima (células esteroidogénicas pequenas e grandes) e néo
parenquimais (por exemplo, fibroblasto, vascular, e endoteliais). Estudos
recentes encontraram a expressao, localizagcéo e regulagao de jungdes gaps
nos corpo luteo indicando a importancia do papel da comunicacao intercelular
por meio das jung¢des gap na coordenagdo das fungdes desses varios tipos

celulares durante o crescimento e desenvolvimento luteal. Esse estudo
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esclarece ndao s6 o conhecimento da funcido luteal, mas do crescimento e
desenvolvimento dos tecidos em geral (REYNOLD; REDMER, 1999).
Adicionalmente, o sistema de IGF, fatores angiogénicos e células imunes como
a MCP-1, apresentam papel chave dentro do CL. Isso € indicativo que varios
hormdnios enddécrinos sado indispensaveis para a funcao luteal e o controle do
mecanismo local € essencial para o desenvolvimento, manutengao e regressao
do corpo luteo (WEBB et al, 2002).

As células da teca interna e da granulosa sofrem mudangas morfo-
funcionais no processo chamado luteinizacdo, como consequéncia do aumento
de LH no periodo pré-ovulatério. Se ndo houver a gestagdo, o corpo luteo
regride e um novo ciclo estral recomeca (GONZALEZ, 2002).

O principal agente luteotrofico e luteolitico nas fémeas bovinas s&o
horménios LH e o PGF2q, respectivamente (JUENGEL, 1999). No entanto, é
cada vez mais evidente o numero de fatores locais modulando a resposta do
CL para essa resposta enddécrina. O CL estd associado com um aumento
acelerado do numero de vasos sanguineos. As células endoteliais sdo os
maiores componentes do CL maduro, com aproximadamente metade de todos
os tipos celulares (REYNOLDS; REDMER, 1999). A regressao do CL esta
associada ao influxo de células imunoldgicas, o processo € regulado pela
producdo de uma variedade de quimiocinas e essas células produzem uma
variedade de citoquininas que afetam profundamente a fungdo das células
luteais. (PENNY, 2000). O conhecimento total da regulacéo do crescimento e
regressao luteal € necessario para se entender como esses varios aspectos da
funcao letal sdo controlados e como eles interagem com os outros fatores para
regular a extensdo da remodelagdo do tecido que ocorre durante a meia vida
do CL (IVELL, 1999; REYNOLDS; REDMER, 1999; SMITH et al, 1999)

A regressao do corpo luteo ocorre 48 horas depois da liberagdo de
PGF2a do utero. A queda da progesterona junto com presenga do estrogeno
de origem folicular sdo fatores que estimulam a sintese e liberagdo da PGF2a
(GONZALEZ, 2002).

A regressao do CL nos ruminantes é induzida pela PGF2a, que € um
fator luteolitico, e que chega aos ovarios pelo mecanismo de contra-corrente,
passando da veia utero-ovariana para a artéria ovariana, evitando que o
horménio seja inativado (GONSALVES, 2001).



A lutedlise pode ser bloqueada naturalmente pela acido de uma proteina
produzida pelo concepto chamada trofoblastina ou interferon Tau, proximo a
implantacdo do embrido (GONSALVES, 2001). Caso o concepto esteja
presente no utero entre os dias 14° e 17° do ciclo, e ocorra secre¢cdo adequada
de interferon Tau, n&o ocorrera a liberacdo de PGF2a e a P4 continuara sendo
secretada pelas células luteinicas para a manutencdo da prenhez (REIS,
2004).

O corpo luteo também secreta ocitocina que esta envolvida no processo
de lutedlise na maioria dos mamiferos. A ocitocina de origem luteal, que é
secretada sem neurofisina, tem receptores no endométrio e sua acao estimula
a biossintese de PGF2a. A sintese dos receptores de ocitocina no endométrio
é estimulada por 1783- estradiol (KOTWICA et al, 1998).

2.1.3. Formacgao de corpo luteo acessorio

Atualmente, existem varios protocolos de sincronizagao eficientes, que além
de sincronizar melhor o estro da receptora com o estro da doadora, ainda
ajudam na formacédo de um corpo luteo acessorio, que pode fazer com que
aumente a concentragdo de progesterona circulante e provavelmente
melhorem a taxa de concepcdo. Mas antes de se iniciar um protocolo de
sincronizagdo deve-se avaliar muito bem o custo beneficio do mesmo (VIEL
JUNIOR, 2007).

Baruselli (2004 e 2005) demonstrou correlagdes positivas entre numero de
corpos luteos, da concentragao plasmatica de P4 e da taxa de concepgao apos
a transferéncia de embrides em receptoras sincronizadas pelo método de
Inseminacdo em Tempo Fixo (IATF). Esses estudos indicaram que o
tratamento com eCG no momento esperado da emergéncia da nova onda de
crescimento folicular foi eficaz para induzir superovulagdo ou aumentar o
diametro do foliculo dominante. Esses efeitos determinam, além de maior
numero de corpos luteos (ou corpo luteo unico maior), maior concentragao
plasmatica de P4 e maiores taxas de aproveitamento, concepcado e prenhez
comparados aos tratamentos tradicionais com prostaglandina seguido de

deteccdo do estro. Além disso, possibilitam a inovulagdo em tempo fixo, sem a



necessidade de deteccdo do estro, e com programagao prévia do dia mais
adequado para a inovulagao dos embrides.

Em sintese, a PGF2a causa diminuicdo do fluxo sanguineo no ovario,
acarretando queda de producdo de progesterona. Provavelmente, o processo
de lutedlise pode ser primeiramente iniciado pela interagdo da PGF2a com
receptores especificos localizados na membrana plasmatica das grandes
células (via proteina quinase com o segundo mensageiro que diminuira a
esteroidogénese). Adicionalmente, as agbes combinadas da PGF2a, a
liberagdo de ocitocina local, bem como a Endotelina-1 (ET-1), podem levar a
vasoconstricdo, isquemia, hipdxia, quimiotaxia de células imunoldgicas e, a
seguir, a reducdo das concentragcdes de progesterona, mas também a
apoptose das células nao luteais, primeiramente em células endoteliais, depois
no parénquima e por ultimo nos fibroblastos (CEMBRANELLI, 2005).

2.1.4. Esteroidogénese

O odcito tem um papel ativo na coordenagao da proliferagao e diferenciacao
das células da granulosa ao seu redor (BURATINI et al, 2005). Comunicacao
intercelular € proporcionada por processos citoplasmaticos trans-zonais (TZP),
sendo sugerido que concentragdes reduzidas de BMP-15 em ovelhas
heterozigotas potencializam o desenvolvimento folicular devido a um aumento
na sensibilidade ao FSH. De fato, demonstrou-se que a BMP-15 suprime a
expressao de receptores para FSH (FSHR) e de genes responsivos ao FSH,
incluindo a StAR (proteina reguladora aguda da esteroidogénese), P450scc
(P450 clivadora de cadeia lateral), 3HSD (3 —hidroxiesterdide desidrogenase),
LHR (receptores de LH) e inibina (OTSUKA et al, 2001 e SHIMASAKI et al,
2003).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) também parece
contribuir para a regulagdo do crescimento folicular pré-antral por meio de
mecanismos enddcrinos. A importancia dos IGFs para os estagios iniciais do
desenvolvimento folicular foi claramente demonstrada por experimentos em
que o nocaute do gene resultou em comprometimento severo da foliculogénese

pré-antral e antral inicial em camundongos (ELVIN et al, 2000).



Diferentemente do estagio pré-antral, o desenvolvimento folicular antral é
criticamente dependente do suporte das gonadotrofinas. Em varias espécies
domeésticas, os foliculos antrais sdo recrutados e crescem simultaneamente em
uma onda folicular sob o controle das gonadotrofinas. (FORTUNE et al, 2001;
GINTHER et al, 2003). Entretanto, se tornou evidente que fatores de
crescimento produzidos localmente constituem moléculas estimuladoras e/ou
reguladoras chave para os foliculos antrais, atuando por meio de mecanismos
paracrinos e enddcrinos (GINTHER et al, 2003, WEBB et al, 2003, FORTUNE
et al, 2004). Uma elevacéo nas concentragdes plasmaticas de FSH estimula o
recrutamento folicular e a emergéncia da onda folicular (ADAMS et al, 1992 e
FORTUNE et al, 1994).

Em espécies monovulatérias, um foliculo é selecionado do grupo de
recrutados e adquire capacidade ovulatoria, enquanto os foliculos
subordinados entram em atresia. O foliculo selecionado é conhecido como
foliculo dominante e desempenha um papel ativo na supressao do crescimento
dos subordinados pela secrecdo de estradiol e inibina (FORTUNE, 1994 e
GINTHER et al, 1996). Em bovinos, os foliculos podem atingir o diametro de
8 mm independente do suporte do LH, mas o crescimento além de 9 mm
requer LH enddgeno. Portanto, os foliculos sao considerados dependentes de
FSH até a ocorréncia da domindncia, quando entdo, eles se tornam
dependentes de LH (FORTUNE et al, 2001).

Receptores de FSH (FSHR) podem ser detectados em foliculos
primarios bovinos, entretanto, considera-se que o FSH desempenha um papel
permissivo ao invés de regulador neste estagio de desenvolvimento
(BURATINI, 2005).

Os receptores de LH (LHR) das células da granulosa parecem estar
relacionados a dominancia folicular. A comparagao dos padrées de expressao
génica observados por hibridizagdo in situ em foliculos antrais bovinos
recrutados e selecionados indicou que a selecido esta associada ao inicio da
expressao do gene LHR em células da granulosa (BAO; GARVERICK, 1998).
Isto € apoiado pelo aumento da concentragdo de RNAm do LHR detectado por
RT-PCR (Reagdo em cadeia polimerase em tempo real) em células da

granulosa de futuros foliculos dominantes comparados com seus subordinados,



que ocorre no momento ou imediatamente antes do ponto de divergéncia (BEG
et al, 2002).

Os IGFs séo sinérgicos ao FSH na promogao de crescimento folicular e
producao de estradiol (FORTUNE et al, 2004). Apesar da expressao génica do
IGF-l e Il terem sido localizadas em células da granulosa e da teca,
respectivamente, o IGF-Il tem sido apontado como o principal IGF
intraovariano, enquanto que o IGF-l atuaria de uma maneira enddcrina
(ARMSTRONG et al,1998; YUAN et al, 1998; WEBB et al, 2003). O IGF-Il e Il
ativam os receptores de IGF tipo | e |l, ambos presentes em células da
granulosa e da teca (SPICER et al, 2004). A concentracao de IGF total nao foi
diferente no fluido folicular de foliculos dominantes em relagdo a foliculos
subordinados, mas a concentracado de IGF-I livre foi maior no fluido folicular do
maior foliculo comparado ao segundo maior da mesma onda, antes da
observagéao de diferengas na concentragao de estradiol ou didmetro (BEG et al,
2002).

Alguns autores relataram que o numero de foliculos em uma emergéncia
de onda folicular possui uma correlagdo positiva com o IGF-1 circulante, e o
tratamento com o horménio do crescimento (estimuladores de IGF-1)
aumentam a quantidade de foliculos durante a emergéncia folicular em
bovinos. Adicionalmente, algumas evidéncias indicam que os animais Bos
taurus indicus possuem maior circulacdo de IGF-1, demonstrando que a maior
concentracdo de IGF-1 confere maior responsividade aos foliculos maiores de
2 mm durante a emergéncia da onda folicular (ALVARES et al, 2000).

Varios autores afirmaram que concentragdes fisiologicas de LH
aumentam a secregdo de progesterona das Células Luteinicas Pequenas
(SLC), mas o LH ndo aumenta a secregdo nas Células Luteinicas Grandes
(LLC), embora se saiba que os dois tipos celulares apresentam receptores para
este horménio (CHEGINI et al, 1991). Em células de tecidos luteais bovinos, a
adesao do LH ao seu receptor das SLCs ativa a adenilato-ciclase, conduzindo
ao aumento das concentragdes de AMPc (HANSEL et al, 1996) que finalmente
ativa a PKA (proteina quinase A). Esta proteina, por sua vez, aumenta a
quantidade de StAR fosforilada, proporcionando aumento do transporte de
colesterol para o interior da membrana mitocondrial para futura sintese de

progesterona. Entretanto, a ativagdo da PKA nas SLCs aumenta a liberagao do
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colesterol, mas nao influencia nas concentracbes de RNAmM ou nas atividades
da P450s.. ou 38 — HSD. Portanto, os efeitos esteroidogénicos agudos do LH
nao parecem modular as trés principais enzimas envolvidas na sintese de
progesterona, mas sugere-se que o LH aumenta a produgdo de P4
(progesterona) pela facilitagdo do transporte do colesterol por meio da célula
para o interior da membrana mitocondrial (WILTBANK et al, 1993). Este
processo parece ser 0 passo chave na estimulacdo hormonal aguda da sintese
de progesterona (MURPHY, 2000) pelas SLC.

A proteina Endotelina (ET-1) atua como um potente vasoconstritor,
inibindo a atividade esteroidogénica, reduz o fluxo sanguineo durante a
lutedlise inicial pela constricdo arteriolar, leva a hipdxia, e, por conseguinte a
apoptose das células (MILVAE et al,1996; MILVAE, 2000; PATE; KEYES,
2001).

A PGF2a atua pela ligagdo a receptores especificos localizados nas
LLCs (ANDERSON et al, 2001) onde se unem a proteina G estimulatoria
induzindo a ativacdo da PLC que, por sua vez, cataliza a hidrolise do PIP
(Fosfatidil Inositol Bifosfato) em IP; e do diacilglicerol (DAG). O aumento das
concentracodes citosolicas de IP3 resultam na liberagao de calcio livre do reticulo
endoplasmatico liso para o compartimento citoplasmatico. Este aumento de
calcio e do DAG (localizado na membrana plasmatica) estimula a atividade
catalitica da enzima Ca™ — dependente proteina quinase C (PKC, também
localizada na membrana plasmatica). Acredita-se que a PKC modulam muitas
acdes anti-esteroidogénicas da PGF2a nas LLCs (NISWENDER, 2000).
Recentes estudos tém demonstrado que as células endoteliais e seus
produtos, como a endotelina-1 (ET-1) sédo requeridos para a manifestagdo dos
efeitos luteoliticos da PGF2a (MILVAE, 2000; PATE; KEYES, 2001).

2.2. Sincronizagao de estro e ovulagao em receptoras Bovinas

Em termos praticos, é importante diferenciar sincronizacado de inducéo de
estros. A sincronizagao consiste em encurtar ou prolongar o ciclo estral por
meio da utilizacdo de hormdnios ou associagdes hormonais que induzam a
lutedlise ou prolonguem a vida do corpo luteo. Ao contrario, a indugao de estros

consiste em induzir o estro em fémeas que estejam em anestro, também pelo
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uso de hormdnios ou praticas de manejo. Assim, sao processos distintos e
aplicaveis a diferentes categorias de animais (MORAES et al, 2001).

Para que ocorra uma boa implantacdo do embrido no utero da receptora, é
necessario que esta esteja numa fase do ciclo estral que a doadora estava
quando o embriao foi coletado. Quanto mais sincronizadas, melhores serao as
taxas de concepg¢ao. Ha uma margem aceitavel de diferenca entre o ciclo da
doadora com o da receptora, esta margem € de 24 horas, porém, o melhor
seria menor de 12 horas (VIEL JUNIOR, 2007).

Em bovinos, protocolos hormonais que controlam o desenvolvimento
folicular e a funcéo Ilutea permitem inseminacgéo artificial (IA) em momento pré-
determinado e sincronizagao de receptoras para inovulagao de embrides (TE),
potencializando a eficiéncia reprodutiva (BO et al, 2004; BURATINI et al, 2005).

2.2.1. Uso de PGF2a na sincronizagao de estro

O procedimento mais comumente utilizado para sincronizagao de estro,
por apresentar menor custo, é a aplicagdo de uma dose de agente luteolitico
durante a fase luteal da receptora, por meio da lise precoce do CL, e fazendo
com que ele ocorra sincronizado com o estro da doadora. Com a utilizacao
desse protocolo, o estro € iniciado em média 36 a 72 horas apos a aplicagao do
agente luteolitico. Porém, esse tratamento fica limitado as fémeas que
apresentarem corpo luteo, isto é, do 6° ao 17° dia do ciclo estral (VIEL JUNIOR,
2007).

Broadbent (1991) verificou que o protocolo com PGF2a geralmente
usado para a sincronizacao de receptora consiste na administracdo de duas
doses de PGF2a em intervalos de 11 a 14 dias. Se todas as receptoras
estiverem ciclando, em torno de 80% delas apresentarao sinais de estro até
cinco dias apods o tratamento. Entretanto, devido a baixa acuracia na detecgao
do estro, apenas 50% das receptoras tratadas sido detectadas em cio,
apresentam CL e s&o inovuladas apés o estro (BO, 2002).

Os programas de TE comerciais apresentam, em geral, baixas taxas de
aproveitamento (Total de receptoras aptas a inovulacdo/Total de receptoras
tratadas x 100). Normalmente, em um lote de receptoras tratadas com
prostaglandina associada a detec¢do de estro, somente 40 a 50% dos animais

sao aproveitados para a inovulagdo. Considerando-se uma taxa de concepcéao
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de 50% do total de animais aproveitados, obtém-se apenas 20 a 25% de
gestacdes ao final do tratamento (BARUSELLI, 2005).

2.2.1.1. Aplicagao de PGF2a no momento da retirada do dispositivo
intravaginal

Mantovani e colaboradores (2004) compararam protocolo de 8 dias com
protocolos com implante de progesterona por mais tempo. O protocolo de
8 dias foi o grupo 1, nos demais grupos, o implante permaneceu por 14 dias: no
grupo 2 aplicou PGF2a no dia 0 e 5, no grupo 3 aplicou PGF2a somente no
dia 5 e o grupo 4 no dia 0 e 14. O tratamento com CIDR® por 14 dias na
auséncia de um CL induz a formagao de um foliculo persistente resultando em
um CL maior, com produg¢ao de maior quantidade de P4 que o CL desenvolvido
pelo tratamento convencional de 8 dias. No entanto, a inducdo do foliculo
persistente reduz a taxa de concepgao dos embrides transferidos.

Sa Filho e colaboradores (2005) utilizando implante de progesterona
(CIDR®) novo e usado por 9 dias, compararam o efeito da aplicacao do PGF2a
no momento da retirada ou 2 dias antes (no D7). No experimento foi utilizado
BE um dia apds a retirada do implante (D10). Os autores constataram que a
antecipacao da aplicacao de PGF2a tende a aumentar a taxa de prenhez.

Melo e colaboradores (2008) concluiram que a antecipagdo na
administragcdo de PGF2a, dois dias antes da retirada do implante (D7) em
relacdo a aplicagdo no momento da retirada (D9) nao influenciou na taxa de
concepgao das vacas da raga Nelore para IATF. Fato este, intrigante ja que
considera que o aumento da secrecao pulsatil de LH durante o periodo entre a
luteolise induzida pela PGF2a a remog¢ado do progestageno permita um
crescimento mais uniforme do foliculo ovulatério em animais tratados do que
fémeas que apresentam corpo Iuteo na fase do diestro.

Recentemente, Binelli e colaboradores (2009) sincronizando ovulagéo de
vacas da raga Nelore utilizando um dispositivo intravaginal de progesterona por
9 dias, associado a aplicacdo de PGF2a no dia ou dois dias antes da retirada
do implante, verificaram que a ovulagdo foi induzida em todas vacas por uma
injecao de cipionato de estradiol no dia da remogao do dispositivo intravaginal
de P4. A taxa de prenhez foi maior para vacas que recebiam PGF2a mais cedo

no protocolo de sincronizagdo em comparagao ao controle.
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2.2.2 Eficiéncia do protocolo com PGF.a x Implante de P4

Borsato (2005a) utilizando receptoras mesticas (Bos taurus indicus x Bos
taurus taurus) comparou a taxa de prenhez de fémeas sincronizadas por meio
da aplicacdo de PGF2a e por meio do uso associado de progesterona
exdgena, benzoato de estradiol e PGF2 a, ndo observou diferenga significativa
em funcdo do protocolo utilizado e tdo pouco sobre a classificacdo do corpo
luteo (cavitario x compacto). Corroborando, Leal e colaboradores (2005)
verificaram que os diametros do CL e da cavidade cistica n&o interferiram na
taxa de prenhez. Além disso, ndo observaram diferenga nas concentracdes de
progesterona e estradiol entre as receptoras gestantes ou ndo gestantes.

Tribulo e colaboradores (2000) comparando protocolo de PGF2a versus
implante de progesterona (CIDR®) por sete dias e BE na colocacdo e um dia
ap6s a retirada do dispositivo intravaginal (D8) também n&o verificaram
diferenga com relagdo a taxa de prenhez, sendo corroborado por dois estudos
subseqiientes. Primeiro comparando a permanencia do CIDR® por sete ou oito
dias e DIB por sete dias, no qual, ndo foi observado diferenca entre as
receptoras inovuladas. Posteriormente comparou com o uso de 500 pg de
cloprostenol e inovulagdo no sétimo dia apos o estro, onde ndo se constatou
correlacdo entre o volume luteal e a concentragdo de progesterona. (BO et al,
2001).

Varios estudos véem sendo desenvolvidos, com o objetivo de melhorar o
aproveitamento de receptoras para programas de TE sem o uso da deteccéo
de cio. Tribulo e demais colaboradores (2000) sugerem a aplicagdo de CIDR®,
combinado com 2mg de BE e 50 mg de P4, no dia 0 e uma aplicagao de
PGF2a no dia sete, ou seja, no momento da retirada do CIDR, e mais uma
dose de 1mg de BE no D8, sendo que para todas vacas foram consideradas
que o D9 era o dia do estro.

Pfeifer e colaboradores (2009) verificaram que o efeito do PGF2a na
ovulagao inclui o aumento na resposta da hipofise ao GnRH, aumentando a
liberacdo de LH em vacas pés-parto e novilhas pré-puberes. Assim, o PGF.a
pode aumentar o efeito da progesterona exdégena no hipotdlamo apds a
retirada da progesterona, aumentando a responsividade das células basais da

hipéfise ao GnRH e induzindo a ovulagcdo em ovelhas e vacas. Os autores,
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baseando-se em experimentos anteriores constataram que o tratamento com
CIDR®, resolve os problemas de ciclos curtos apds a primeira ovulagdo de
novilhas sincronizadas com P4 e P4 + PGF2a. Adicionalmente, os CLs (sete
dias apds a ovulagdo) foram maiores e produzem mais progesterona em
receptoras que receberam progesterona quando comparados ao grupo
controle, resultando numa duragao normal do ciclo apos a primeira ovulagao.

O estudo de Carvalho e colaboradores (2008) corroboram com outros
trabalhos realizados onde verificaram que foliculos ovulatérios de maior
tamanho em vacas de corte ciclando que receberam PGF2a no momento da
colocagao do implante de progesterona, devido ao aumento na pulsatilidade de
LH, como observado por Cupp e colaboradores (1993) em vacas com baixas
concentragdes de progesterona (1-2 ng/mL) desenvolvem foliculos com maior
didmetro mais rapidamente que vaca com altas concentragdes de progesterona
(5-6 ng/ mL).

Outros estudos (MANTOVANI et al, 2004) verificaram que novilhas Bos
taurus indicus x Bos taurus taurus tratadas com PGF2a no quinto dia apds a
inser¢cao do CIDR possuem menores concentragdes de progesterona, maiores
taxas de crescimento folicular e ovulagdo, comprovando que uma maior taxa no
crescimento folicular sob maior frequéncia no pulso de LH, como resultado da
baixa concentracdo de progesterona, devido a diferenca genética ou
manipulagdo hormonal. Assim, a taxa de ovulagdo nas novilhas Bos taurus
indicus tratadas com PGF2a foi menor que os outros dois grupos (mestigos e
Bos taurus taurus), outros fatores podem estar correlacionados com aumento
no desenvolvimento folicular e subsequente taxa de ovulagdo nas racas
zebuinas.

Estudos em novilhas da raga Nelore demonstraram que o tratamento
com PGF2a no momento da insercdo do CIDR® ndo aumentou a taxa de
prenhez quando empregado em protocolos de IATF. No entanto, esse estudo
verificou uma alta porcentagem (30%) de animais sem CL no dia da insergéo
do CIDR®. Assim, embora este estudo tenha mostrado um aumento na taxa de
ovulagdo em fémeas tratadas com PGF2a, novos estudos sdo necessarios
para determinar se a taxa de prenhez pode ser aumentada (MARQUES et al,
2005).
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Rezende e colaboradores (2005) comparando a aplicagao de PGF2a no
inicio de protocolo de sincronizagado e diferentes doses de eCG em novilhas
Bos taurus taurus x Bos taurus indicus para inovulagdo com embrido de PIV,
nao verificaram diferenga entre os valores dos grupos com ou sem PGF2a na
taxa de aproveitamento, concepgao, prenhez e para as dosagens de 300 Ul de
eCG comparada a de 400 Ul. Esses resultados nao corroboram com os
estudos de Ayres e colaboradores (2009) que observou efeito positivo na
aplicagcado do PGF2a na colocacgéo do dispositivo intravaginal.

Carvalho e colaboradores (2008) verificaram que a diminuicdo da
concentragao de progesterona circulante com uso da PGF2a no primeiro dia de
tratamento com progesterona, parece aumentar o desempenho dos protocolos
de progesterona para IATF em novilhas. Geralmente, tratamento com PGF2a
no primeiro dia da colocagdo do dispositivo intravaginal de P4, reduz a
concentracgao circulante de progesterona durante o tratamento e aumenta tanto

o diametro maximo do foliculo dominante, quanto a taxa de ovulacgao.

2.2.3. Uso de Benzoato de Estradiol (BE) associado ao Dispositivo

Intravaginal de Progesterona (P4)

A acéo potencializadora do estrogeno junto a progesterona, aliado ao
surgimento também da prostaglandina e, posteriormente, de seus analogos
como potentes agentes luteoliticos, condicionou a formacdo de meétodos de
sincronizagcao de estros que combinam um curto periodo de exposicdo a
progestagenos (< 14 dias) com drogas luteoliticas (BEAL,1996). Esses
tratamentos procuraram sincronizar o crescimento folicular, de maneira que
todos os animais apresentassem um foliculo em crescimento e com
capacidade de ovular no momento da administracdo da prostaglandina ou da
remocao da fonte de progesterona (BO, 2000).

No caso de fémeas em anestro € possivel induzir artificialmente a
atividade sexual ciclica, tendo-se a precaucdo quanto a sua utilizacdo, pois
normalmente os primeiros cios e ovulagdes, tanto no pds-parto quanto no
periodo peripuberal, apresentam taxas de concepcdes baixas, provavelmente

pela baixa qualidade do ovécito e ou baixa taxa de progesterona, necessaria
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para manter o ambiente uterino apropriado para uma possivel gestacao
(PIMENTEL 2002).

Lemon e colaboradores (1975) analisaram a agao do uso de estrogenos,
sozinhos ou em associagdo com progestagenos, na formacgéo e regressao do
corpo luteo da fémea ciclica. Para isto, ele comparou o desempenho do
benzoato de estradiol junto ao do valerato de estradiol. O efeito luteolitico
ocorreu em quase todas as fémeas que receberam a aplicagdo de benzoato de
estradiol nos dias 9, 12, e 15 do ciclo estral. A regressao luteal aconteceu, em
media, trés dias antes do que o observado fisiologicamente. Resultados
similares foram obtidos nos animais que receberam valerato de estradiol no dia
9, e em menor extensdo nos dias 6, 12 e 15 do ciclo estral. Estes estudos
sugerem que o benzoato de estradiol € um agente luteolitico mais eficiente por
um periodo maior do ciclo do que o valerato de estradiol. A consequéncia dos
efeitos da aplicagdo de estrégenos é que a duragao de vida do corpo luteo é
diminuida quando comparada a de um ciclo fisiolégico (LEMON, 1975).

Programas de IATF em novilhas Bos taurus indicus tém obtidos
resultados insatisfatorios. Altas concentragbes de progesterona circulante
diminuem a frequéncia do pulso de LH e suprimem o crescimento dos foliculos
nas vacas. Animais tratados com associacdo de estrogeno no inicio do
tratamento com progesterona intravaginal, possuem menores concentragoes
de progesterona circulante durante o protocolo de sincronizagdo que somente a
base de progesterona, aumentando o crescimento folicular durante o periodo
de sincronizagdo, com maior aproveitamento nas taxas de ovulagdo e
concepgao (CARVALHO et al, 2008).

Apesar do cipionato de estradiol ter sido descrito como menos eficiente
na sincronizagao da emergéncia folicular por ter uma meia vida e um clearance
sanguineo mais longo comparado com outros ésteres de estradiol (MARTINEZ,
2004), essa diferenga n&o foi observado por Melo e colaboradores (2008) ao
comparar o cipionato de estradiol (1mg) com o benzoato de estradiol (2 mg) no
momento da colocacédo do implante, onde a taxa de concepcao foi semelhante
em vacas da raca Nelore para IATF. Este fato se deve a similaridade desses
ésteres de estradiol em inibirem a pulsatilidade de FSH e induzirem atresia

folicular, concordando com os estudos de Meneghetti e colaboradores (2006).
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A maior proporc¢éao de foliculos dominantes nao ovulados nos Bos taurus
indicus, provavelmente se deve a maior porcentagem de foliculos imaturos na
ovulagdo (induzidos pelo estrogeno) ao final do tratamento hormonal. Este fato
sugere o baixo crescimento folicular nas novilhas Bos taurus indicus é devido a
correlagdo entre a concentragdo de progesterona durante o tratamento
hormonal e essa racga. Isso mostra que animais Bos taurus indicus podem
manter concentragdes de progesterona tao altas quanto Bos taurus taurus e
animais cruzados (CARVALHO et al, 2008). Os autores afirmaram que altas
concentragbes médias de progesterona circulante levam a diminuicdo da
frequéncia de pulsos de LH e, consequentemente, diminuicdo da presenca de
receptores de LH nos foliculos de novilhas Bos taurus indicus, e que os
tamanhos dos foliculos ndo diferem entre os gendtipos de novilhas até o oitavo
dia, isso se deve ao aumento da eficiéncia no protocolo em novilhas Bos taurus
indicus.

Carvalho e colaboradores (2008) verificaram que o tratamento com
CIDR associado com BE s&o efetivos para IATF em novilhas de origem taurina
e cruzadas. Os seus resultados indicam que a maior concentragao circulante
de progesterona observada em novilhas pode causar uma menor taxa de
crescimento folicular durante o tratamento com CIDR, diminuindo a resposta

ovulatoria.

2.2.4. Uso de Benzoato de estradiol (BE) ou Cipionato de estradiol (CE) no

momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4

Colazo e colaboradores (2003) observaram que a utilizagdo de baixas
doses de ECP® (0,5mg de Cipionato de estradiol) no momento da retirada do
CIDR ou 24 horas apds sua retirada sincronizou a ovulagao e promoveu taxas
de concepcao similares a utilizacdo de BE, 24 horas apds a retirada de
dispositivo de progesterona. Martins e colaboradores (2005) demonstraram que
o0 momento da ovulagdo nos animais que receberam CE no momento da
retirada do implante de P4 ou BE 24 horas apds a retirada do dispositivo foram
iguais. Penteado e demais coladoradores (2005) testaram 0,5mg ou 1mg de
Cipionato de estradiol na retirada do implante ou 1mg benzoato de estradiol 24
horas apds a retirada do implante. Todas receberam 2mg de BE na colocagao

e uma dose (500ug) de PGF2a no dia 8. O uso de 1mg de CE proporcionou
17



melhores indices de concepg¢ao que os demais na IATF, além de facilitar o

manejo.

2.2.5. Uso do Dispositivo Intravaginal associado ao uso de eCG

Quanto ao Horménio eCG se sabe que ele é€ uma glicoproteina
produzida pelos calices endometriais e € sintetizada entre os dias 35 e 140 da
gestacao da égua. A relagao FSH/LH deste hormdnio varia durante os estagios
da prenhez. O eCG permite que se consiga uma resposta superovulatéria com
apenas uma dose entre os dias 8 e 12 do ciclo estral. O eCG também induz
uma resposta imunoldgica, com produgdao de anticorpos anti-eCG, o que
determina para tratamentos superovulatorios subsequentes, um aumento na
dose para que se obtenha o mesmo efeito (PFEIFER et al, 2005).

Reis (2008) utilizou novilhas ciclicas da raga Bos taurus indicus x Bos
taurus taurus, divididas em quatro grupos, sendo comum para todos grupos, o
protocolo com BE e implante de P4, e no momento da retirada do dispositivo
intravaginal, a aplicacdo de uma dose de 500 pg/mL de Cloprostenol e 0,5 mg
de cipionato de estradiol. Porém, nos grupos tratamentos, no momento da
retirada do implante (D8), aplicou-se 10ug de FSH no grupo 2, no grupo 3
aplicou-se 20ug de FSH e no grupo 4 aplicou-se 400 Ul de eCG. Todas as
receptoras foram inovuladas com embrides de PIV e a prenhez confirmada com
ultrassom 23 dias apdés a TE. O autor verificou taxas de gestacao similares
entre o grupo de maior dosagem de FSH e o grupo eCG.

Em alguns estudos foi empregado o eCG (400 Ul) na ocasiao da retirada
do tratamento com progesterona para estimular o crescimento folicular e
aumentar o tamanho folicular (SA FILHO et al, 2004) e a capacidade
esteroidogénica do corpo luteo em vacas de corte (BARUSELLI et al, 2004a).

Estes autores verificaram que animais tratados com eCG tiveram
maiores concentragdes sanguineas de P4 no diestro subsequente a IATF.
Estes resultados estdo de acordo com outros estudos realizados (BARUSELLI
et al, 2003; PENTEADO et al, 2005) que relataram aumentos na taxa de
concepgao em vacas e novilhas de corte. Além disso, outros estudos utilizando
receptoras de embrido, também relataram o efeito luteotréfico da eCG
resultando no aumento da taxa de concepcdo apods utilizagdo em associagao

ao protocolo de sincronizagao de receptora de corte (BARUSELLI et al, 2003).
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O tratamento com eCG na dose de 400 Ul é altamente recomendado
quando uma grande proporgdo de animais se encontram em anestro
(BARUSELLI et al, 2004a). Existem muitos relatos de aumentos na fertilidade
apés a incorporacdo da eCG em protocolos para IATF, principalmente em
vacas de corte (BARUSELLI et al, 2004). A melhora na taxa de concepg¢ao em
animais que recebem a eCG na retirada do dispositivo intravaginal de P4,
provavelmente, esta relacionada ao aumento da taxa de ovulagdo dos animais
em anestro e aos maiores concentragado de progesterona circulante no diestro
(BARUSELLI et al, 2004a), minimizando falhas no reconhecimento materno-
fetal da gestacdo (MANN; HARESIGN, 2001).

Bo6 e colaboradores (2004) realizaram varios experimentos comparando
a aplicagdo de PGF2a no dia 4 (dia da emergéncia da nova onda de
crescimento folicular) em relagdo ao dia 8 (dia da retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona), onde o primeiro aumentou o0 numero de
receptoras selecionadas para TE e a concentracdo de P4 nesse momento. Os
autores em outro experimento aplicando eCG no dia 5 ou no dia 8, verificaram
que a aplicacdo no dia 5 aumentou a taxa de prenhez, e ndo houve diferenca
entre diferentes dosagens de eCG (400 Ul, 500 Ul, 600 Ul).

Entretanto, Ferreira e colaboradores (2006) estudaram trés diferentes
tipos de protocolos de sincronizagdo em novilhas Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus inovuladas com embrides de PIV. Em todos os grupos no dia 0
receberam implante auricular (norgestomet) mais BE. No grupo 1, as
receptoras receberam eCG mais PGF2a no dia 5 e BE um dia apds a retirada
(no D9); No grupo 2, as receptoras receberam eCG e PGF2a no momento da
retirada (D8) e BE um dia apds (D9) e no grupo 3, as receptoras receberam
eCG e CE no dia (8). O grupo 3, além de eliminar a mao de obra de mais
passagens pelo curral apresentou melhores resultados na taxa de prenhez. Os
autores comentam que esse mudanca pra 8 dias s6 produz efeito no uso de
Norgestomet, e com esse implante, o PGF2a na colocagdo n&o apresentou
diferenca.

O eCG quando administrado em vacas em anestro cria condi¢gdes para
estimular o crescimento folicular e a ovulagdo, mesmo em vacas que tenham
comprometimento na liberagdo de gonadotrofinas. Seu uso tem apresentado

efeito positivo em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade (anestro), em
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animais recém-paridos (periodo pos-parto inferior a dois meses), em animais
com condicao corporal comprometida < 2,5 na escala de 1 a 5; (BARUSELLI et
al, 2004) e em animais que apresentam comprometimento no crescimento do
foliculo dominante e ovulagéo devido a altas concentragdes de progesterona ao
final do tratamento de sincronizacdo (BARUSELLI et al, 2004) e aumenta a
taxa de prenhez (MARQUES et al, 2005) . Adicionalmente, devido sua agao de
LH e FSH e longa meia vida, a eCG pode ser utilizada em dose unica em
protocolos para superovulacdo em bovinos. Receptoras que recebem eCG
durante o tratamento de sincronizacdo apresentam aumento da taxa de
ovulacdo e de aproveitamento, além de possuirem maiores niveis de
progesterona circulante no diestro, minimizando falhas no reconhecimento da
gestagdo e aumentando a eficiéncia da transferéncia de embrides (BARUSELLI
et al, 2008).

Rodrigues e colaboradores (2004) verificaram que apenas o0s animais
em anestro responderam positivamente ao tratamento com eCG. Nos animais
ciclando nao foi verificado aumento da taxa de concepgéo apos o tratamento
com eCG. Adicionalmente, fémeas ciclando apresentam aumento nas
concentragdes circulantes de progesterona durante o tratamento, o que pode
comprometer a pulsatilidade de LH e o crescimento final do foliculo dominante
(CARVALHO et al, 2008).

Os resultados obtidos nos estudos anteriores demonstram que o uso de
eCG tem efeito positivo somente em animais em anestro. Pela acéao
prolongada (+ 3 dias) de FSH e LH apdés o tratamento com eCG, o
comprometimento na liberacdo de LH seria minimizado e o foliculo dominante
teria condicbes de crescer e de ovular.

O uso do eCG em protocolos de inovulagdo de embrides em tempo fixo
tem aumentado a taxa de aproveitamento de receptoras e induzindo a
formagdo de um corpo luteo que produz mais progesterona no dia da
inovulacdo dos embrides (BO et al, 2002; BARUSELLI et al, 2008).

De acordo com Vasconcelos e colaboradores (2001), quanto maior o
volume do corpo luteo, maior sera a concentragdo de progesterona, e,
consequentemente, maior taxa de concepgcdao sera obtida em vacas
inseminadas em tempo fixo. Corroborando, Reis (2004) observou que

receptoras com menores concentragdes de progesterona no dia da inovulagao

20



apresentaram menores taxas de concepcdo. No entanto, o efeito positivo da
progesterona se verifica somente até determinadas concentragdes. O aumento
das concentragdes plasmaticas de progesterona no diestro foi correlacionado
com o crescimento embrionario, pelo maior aporte de nutrientes no lumen
uterino (BINELLI et al, 2001; GEISERT et al,1992), e com sua capacidade de
secretar interferon-t (MANN et al, 1999; MANN et al, 2001). A secrecao de
interferon-t esta correlacionada a diminuicdo da secrecdo de PGF2a pelo
endométrio uterino e bloqueio da lutedlise (MANN et al, 1995, 1999), sendo
associado ao aumento das taxas de concepgédo em bovinos (MACMILLAN et al,
1993; BARUSELLI et al, 2000). No entanto, alguns pesquisadores nao
observaram esse efeito (SPELL, et al, 2001;NOGUEIRA et al, 2004).

2.2.6. Numero de Uso do Dispositivo Intravaginal de P4

Colazo e colaboradores (2004) nao verificaram nenhuma diferenca na
taxa de concepgao quando utilizou em novilha de corte um CIDR novo (48,3%)
e CIDR usado (46,2%). Ja em um segundo experimento, utilizando vacas e
novilhas de corte obtiveram maiores taxa de concepcdo em animais tratados
com dispositivos reutilizados por duas vezes (CIDR reutilizado uma vez =
48,4% vs CIDR reutilizado duas vezes = 62,4%). Em um terceiro experimento,
os autores compararam o uso de CIDR novo, um CIDR reutilizado por uma vez,
um CIDR reutilizado por duas vezes, e dois CIDRs reutilizados por duas vezes,
e nao verificaram diferenca entre os grupos em termos de taxa de concepgéao
apos a IATF. Quando utilizaram CIDR reutilizado e CIDR novo, porém, valores
menores taxas de prenhez foi registrada quando utilizaram CIDR reutilizados
por 2 vezes.

Cerri e colaboradores (2005) utilizando vacas de leite de alta produgéo
compararam a concentragdo de progesterona circulante em animais tratados
com dispositivos intravaginais novos ou usados e observaram um efeito do tipo
de dispositivo, sendo que os animais tratados com dispositivos reutilizados
apresentaram menores concentragdes circulantes de P4 a partir do segundo
dia apos a insergcao dos dispositivos intravaginais, de modo que, as diferentes
concentragbes de P4 circulantes podem ter afetado a dinamica folicular,
provavelmente, segundo Carvalho e colaboradores (2008) devido a

modificacdo do padrao de liberacdo de LH durante o periodo de permanéncia
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do dispositivo de P4. Neste sentido, muitos autores descreveram o aumento da
pulsatilidade do LH em animais com menores concentragdes circulantes de P4
(KINDER et al, 1996; KIM et al, 2003).

O protocolo, que tem sido usado para controlar o desenvolvimento
folicular € a combinagédo de estrégenos com progestagenos, que consiste em
induzir a atresia de foliculos antrais presentes, fazendo com que ocorra uma
emergéncia folicular 4,3 dias ap6s o tratamento (BO et al. 2006). O DIB
apresentou mais embrides viaveis que o CIDR, provavelmente pelo fato de
possuir menos P4, causando menos supressao na liberagao pulsatil de LH
levando a um numero maior de ovocitos viaveis (NOGUEIRA et al., 2007).
Peres et al. (2005) comparando protocolo de sincronizagao de receptoras Bos
taurus indicus x Bos taurus taurus com dispositivos intravaginais de diferentes
concentragdes de progesterona (0,5 e 1 g) ndo observaram diferenga na taxa
de prenhez.

Martins e colaboradores (2005) trabalhando com fémeas novilhas e
vacas da raga Nelore utilizaram protocolo com implante de P4 e BE no
momento da colocagdo do implante intravaginal, e aplicacdo de PGF2a no
momento da retirada do dispositivo no oitavo dia e BE no dia seguinte (D9). O
que diferiu entre os grupos analisados foi que o implante DIB de terceiro uso +
P4 atrasou a emergéncia da onda, sendo essa mais sincronizada que nos
outros grupos. O DIB de 3° uso apresentou o mesmo resultado na
sincronizacao de ovulagao de vacas e novilhas.

Maio e colaboradores (2009) usaram novilhas ovariotectomizada e
verificaram a concentragao de progesterona a cada 24 horas apos a colocagao
de dispositivos de 1, 2 e 3 usos*. O padrao de liberagdo de progesterona em
todos os usos se manteve em torno de 2 ng/mL até 196 horas de uso,
indicando que o numero de uso nao influenciou a taxa de aproveitamento de

fémeas sincronizadas.

2.3. Selecao de Receptoras para TE de PIV

2.3.1 A selecao das receptoras

Para selecdo de receptoras, se devem selecionar animais sadios,

submetidos a exames clinicos e avaliagdo da capacidade reprodutiva. A
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receptora ideal deve ser um animal jovem, saudavel, com fertilidade
comprovada, habilidade materna e um histérico de partos faceis. Vacas acima
de sete a oito anos de idade ndo devem ser empregadas porque as suas
habilidades em manter a gestagdo s&o menores. Animais indoceis também sao
indesejaveis tanto pela dificuldade no manejo, quanto para manter a gestacao
(VIEL JUNIOR, 2007).

Alguns outros fatores devem ser levados em consideragao, em relagao a
prenhez da receptora. Fatores como a sincronia da receptora com a doadora, a
reutilizagdo de receptoras, o tamanho e a localizagdo do corpo luteo (se esta
no ovario esquerdo ou no direito), a quantidade de corpos luteos, as condigdes
de manejo e de nutrigcao, etc. (VIEL JUNIOR, 2007).

Um dos pontos que mais interferem no resultado final de um programa
de PIV é a qualidade da receptora no momento da transferéncia dos embrides.
Para que a receptora esteja em condigao ideal, alguns pontos devem ser
seguidos: 1) Um eficiente controle sanitario deve ser estruturado procurando
evitar a entrada e estabelecimento de diversas doengas infecto-contagiosas,
tais como, brucelose, tuberculose, leptospirose, IBR, BVD e clostridiose. 2)
Adequada estratégia de mineralizagdo e alimentagdo, principalmente nas
épocas de seca (QUEIROZ et al, 2005).

De acordo com Viel Junior (2007) pensar que somente a doadora € o
foco principal de um trabalho com transferéncia de embrides pode ser um
engano. A doadora e a receptora devem ser sempre trabalhadas com a mesma
importancia, pois se ndo forem tomados os devidos cuidados com as
receptoras, a taxa de gestagcédo deve cair, aumentando assim o custo unitario

de cada produto.

2.3.2 Sincronizagao das receptoras

Para que ocorra uma boa implantagdo do embrido no utero da receptora,
€ necessario que esta esteja numa fase do ciclo estral que a doadora estava
quando o embrido foi coletado. Quanto mais sincronizada estiver a condicao
uterina, melhores serdo as taxas de concepg¢ado. Ha uma margem aceitavel de
diferenca entre o ciclo da doadora com o da receptora, esta margem é de 24

horas, porém, o melhor seria menor de 12 horas. (VIEL JUNIOR, 2007).
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Existem varios métodos de sincronizacido para que o ciclo da receptora
coincida com o ciclo da doadora. O procedimento mais comumente utilizado,
por ter custos mais baixos, é a aplicacdo de uma dose de luteolitico durante a
fase luteal da receptora, antecipando assim o préximo estro e fazendo com que
ele ocorra junto com o estro da doadora. Em média, o estro ocorre de 36 a 72
horas apds a aplicagao do luteolitico. Porém, esse tratamento fica limitado as
fémeas que no momento da sincronizagao se encontrar entre o0 6° e 0 17° dia
do ciclo, pois € s6 durante essa fase do ciclo estral que obtem-se a acéao
luteolitica (VIEL JUNIOR, 2007).

Atualmente, existem varios protocolos de sincronizagao eficientes, que
além de sincronizar melhor o estro da receptora com o estro da doadora, ainda
ajudam na formacdo de um corpo luteo acessorio, que pode fazer com que
aumente a concentragdo de progesterona circulante e provavelmente
melhorem a taxa de concepcdo. Mas antes de se iniciar um protocolo de
sincronizagao deve-se avaliar muito bem o custo beneficio do mesmo (VIEL
JUNIOR, 2007).

O incremento das taxas de aproveitamento e de concepcdo das
receptoras é fundamental para maximizar a taxa de prenhez, e elevar o retorno
zootécnico e econdbmico da TE, determinando, além de maior niumero de
bezerros/ano, redugdo dos custos com receptoras nao gestantes.
(BARUSELLLI, 2005)

Baruselli (2004, 2005) demonstrou correlagdes positivas entre numero
de corpos luteos, da concentracdo plasmatica de P4 e da taxa de concepcgéao
apods a transferéncia de embrides em receptoras sincronizadas pelo método de
Inseminacdo em Tempo Fixo (IATF). Esses estudos indicaram que o
tratamento com eCG no momento esperado da emergéncia da nova onda de
crescimento folicular foi eficaz para induzir superovulagdo ou aumentar o
diametro do foliculo dominante. Esses efeitos determinam, além de maior
numero de corpos luteos (ou corpo luteo unico maior), maior concentragao
plasmatica de P4 e maiores taxas de aproveitamento, concepcado e prenhez
comparados aos tratamentos tradicionais com prostaglandina seguido de
deteccdo do estro. Além disso, possibilitam a inovulagdo em tempo fixo, sem a
necessidade de deteccdo do estro, e com programagao prévia do dia mais

adequado para a transferéncia dos embrides.
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Capitulo I: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de
embrides produzidos in vitro (PIV) submetidas a diferentes
protocolos de sincronizagao de estro.

Resumo:

Com o objetivo de estudar o efeito de diferentes protocolos de
sincronizagdo de estro (Uso de cloprostenol no momento da colocagcdo do
implante intravaginal e sua permanéncia por periodo de oito e nove dias) sobre
a taxa de prenhez em receptoras bovinas Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus, inovuladas com embrides de PIV, utilizou 1933 receptoras (3.649
sincronizagdes) divididas em seis protocolos. No primeiro protocolo, as
receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol (BE) e 500 pg de
cloprostenol, e um dispositivo intravaginal (1,9 g de Progesterona) que
permaneceu por oito dias. No momento da retirada do dispositivo intravaginal
cada receptora recebeu uma dose unica de 0,5 mg de Cipionato de estradiol
(CE), 500 pg de Cloprostenol e 400 Ul de gonadotrofina coribnica equina
(eCG). No segundo protocolo, as receptoras receberam o mesmo tratamento
que o primeiro protocolo, porém sem a dose de 500 ug de Cloprostenol na
colocacgao do dispositivo intravaginal de progesterona. No terceiro protocolo,
as receptoras receberam no momento da colocagao do dispositivo intravaginal
de progesterona uma dose unica de 500 ug de Cloprostenol e 2,0 mg de BE,
sendo que o dispositivo permaneceu por nove dias. Dois dias antes da retirada
do dispositivo intravaginal (dia sete) as fémeas receberam uma dose unica de
500 ug de Cloprostenol, e no momento da retirada do implante, receberam uma
dose unica de 0,5 mg de CE e 400 Ul de eCG. No quarto protocolo, as
receptoras receberam o mesmo tratamento que o terceiro protocolo, porém
sem Cloprostenol na colocagéo do dispositivo intravaginal de progesterona. No
quinto protocolo, as receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol, e
um dispositivo intravaginal de progesterona por nove dias. Dois dias antes da
retirada, no dia sete, receberam 500 ug de Cloprostenol e no momento da
retirada do implante 0,5mg de CE e 300 Ul de eCG. No sexto protocolo, as
receptoras receberam 2,0 mg de BE, via intramuscular e um dispositivo
intravaginal de progesterona que permaneceu por oito dias. No momento da

retirada do dispositivo intravaginal, cada receptora recebeu 0,5 mg de CE, 500
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pg de Cloprostenol e 300 Ul de eCG. Os dados foram submetidos a analises
estatisticas descritivas (distribuicdo de frequéncia) e os dados qualitativos
foram arranjados em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de qui-
quadrado a 5 % de probabilidade de erro. Receptoras que receberam PGF2a
48 horas antes da retirada do implante apresentaram melhores indices de
aproveitamento de receptoras (protocolo 3, 4, 5) (p<0,05). Sendo melhor nas
fémeas submetidas ao protocolo 4 (84,9%) (p<0,05). As receptoras que
apresentaram estro em periodo superior a 91 dias antes da colocagdo do
implante apresentaram piores taxas de aproveitamento que receptoras que
apresentaram cio mais recente, inclusive para fémeas ciclicas (p<0,05), de
modo que, a presenca do CL influenciou na taxa de aproveitamento de
receptoras (p<0,05). O utero classificado como flacido apresentou melhores
respostas de aproveitamento. O numero de utilizacdo do dispositivo nao
influenciou na taxa de aproveitamento de receptoras (p>0,05). O status
reprodutivo e o numero de protocolo no histérico nao interferiram na taxa de
aproveitamento de receptoras (p>0,05). No entanto, receptoras que n&o
receberam PGF2a antes da colocagao do dispositivo intravaginal apresentaram
melhores resultados que as que receberam (p<0,05). As categorias de fémeas
(vacas e novilhas) nao influenciaram a respostas aos tratamentos de
sincronizagcdo de estro, embora novilhas na fase pré-puberal sdo menos
responsivas a aplicacdo de PGF2a no inicio do protocolo. Independente da
categoria de fémeas, a presenga do corpo luteo e tonicidade uterina flacida no
momento da colocagao do dispositivo intravaginal mostraram-se positivamente
relacionado a resposta de aproveitamento de receptoras (p<0,05). A
reutilizagdo de dispositivo intravaginal néo influenciou sobre a taxa de
aproveitamento em receptoras de embrides (p>0,05). Fémeas com histéricos
prévios de uso de protocolos de sincronizagdo com uso de PGF2a mostraram-
se menos responsiveis a novos protocolos de sincronizagdo, embora nao
apresentaram o mesmo comportamento com relacdo aos protocolos com
progestagenos associado a PGF2a. Nas condi¢cbes estudadas, receptoras que
receberam PGF2a 48 horas antes da retirada do implante apresentaram
melhores indices de aproveitamento com maior numero de animais aptos para
a inovulacado do embrido.

Palavras-chaves: Bovinos, Embrides, CIDR, Sincronizacéo do estro
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Recovery rate in bovine recipients of embryos produced in vitro (IVP)
submitted to different estrus synchronization protocols

Abstract:

Aiming to study the effect of different estrus synchronization protocols on
the pregnancy rate in Bos taurus indicus x Bos taurus taurus recipient cattles,
transferred with in vitro produced embryos, this study used 1,933 recipients
(3,649 synchronizations) divided into 6 groups. In group 1, recipients received
2.0 mg of estradiol benzoate (EB) and 500 mg of cloprostenol, in addiction to an
intravaginal device (1.9 g of progesterone) that remained for eight days. Upon
withdrawal of the intravaginal device each recipient received a single dose of
0.5 mg of estradiol cypionate (EC), 500 mg of cloprostenol and 400 IU of equine
chorionic gonadotropin (eCG). In group 2, recipients received the same
treatment as the first group, but without the 500 mg dose of cloprostenol at the
placement of the progesterone intravaginal device. In group 3, recipients
received at the time of intravaginal progesterone device placement a single
dose of 500 mg cloprostenol and 2.0 mg of EB, and the device remained for
nine days. Two days before the intravaginal device removal (day seven)
females received a single dose of 500 mg cloprostenol, and at the time of
device removal, received a single dose of 0.5 mg of EC and 400 IU of eCG. In
group 4, the recipients received the same treatment as group 3, but without
cloprostenol in the intravaginal progesterone device placement. In group 5,
recipients received 2.0 mg of EB, and an intravaginal progesterone device that
remained for eight days. Upon withdrawal of the intravaginal device, each
recipient received 0.5 mg of EC, 500 mg of cloprostenol and 300 IU of eCG. In
group 6, recipients received 2.0 mg of EB and an intravaginal progesterone
device for nine days. Two days before the withdrawal, (day seven), received
500 mg of cloprostenol and at the time of device removal received 0.5 mg of EC
and 300 IU of eCG. All recipients that had corpus luteum were transferred on
average 10 days after implant removal, about eight days after estrus, and
evaluated by ultrasonography 58 days after embryo transfer to pregnancy
diagnosis. Data were subjected to descriptive statistics analysis (frequency
distribution) and qualitative data were arranged in contingency tables and

analyzed by chi-square at 5% of probability. Recipients that received PGF2a 48
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hours prior to the removal of the implants had better recovery rates (protocols
3,4,5) (p<0.05). Being better in animals under Protocol 4 (84.9%) (p<0.05). The
recipients that were in estrus longer than 91 days before placing the implant
had worse recovery rates than recipients in estrus later, including cyclic females
(p<0.05), so that the presence of CL influenced recovery rate in recipients
(p<0.05). the uterus classified as flaccid showed better recovery responses The
number of uses of the device did not influence the recipients recovery
pregnancy rates (p>0.05). The reproductive status and protocol number in the
history did not affect the recipients recovery rate (p>0.05). However, recipients
who did not received PGF2a before intravaginal device placing, had better
results than those who received (p<0.05). The female categories (cows and
heifers) did not influence the responses to estrus synchronization treatments,
although heifers in the pre-puberty are less responsive to PGF2a application in
the beginning of the protocol. Regardless of the female category, the presence
of the corpus luteum and flaccid uterine tone at the time of intravaginal device
placement proved to be positively related to the recovery rates response of
recipients (p>0.05). Reuse of intravaginal device did not influence the recovery
rate in embryo recipients (p>0.05). Females with histories of prior use of
synchronization protocols with the use of PGF2a to become less responsive to
new synchronization protocols, while not having the same behavior with respect
to protocols with progesterone associated with PGF2a. The studied recipients
that received PGF2a 48 hours before removal of the implant showed better
recovery rates, and hence a larger number of animals suitable for embryo

transfer.

Keywords: Cattle, CIDR®, embryos, estrus synchronization
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1. Introdugao:

No sistema convencional protocolando apenas com PGF2a e
observacao de estro, se todas receptoras estiverem ciclando previamente, a
taxa de aproveitamento ndo chega aos 50% e consequentemente a taxa de
prenhez se aproxima dos 25 % (BO et al 2004). Sabe-se que o custo de
manutencdo da receptora no sistema € um dos pontos mais onerosos da TE.
Desta forma, o incremento das taxas de aproveitamento e de concepcgao das
receptoras é fundamental para maximizar a taxa de prenhez e, com isso, elevar
o retorno zootécnico e econémico da TE, determinando, além de maior numero
de bezerros/ano, redugdo dos custos com receptoras ndo gestantes.
(BARUSELLI et al, 2000).

Atualmente, diferentes protocolos de sincronizacédo de cio de receptoras
sdo utilizados com objetivos distintos. Dependendo da disponibilidade de
receptoras e da frequéncia de sessdes de PIV, pode-se optar pelas seguintes
metodologias: a) Aplicagao de uma dose de prostaglandina que apresenta uma
taxa de sincronizagao de cio de 40%, entretanto, possui um custo baixo; b)
dispositivo intravaginal de progestageno associado a estrogeno e
prostaglandina, possui indice de sincronizagéo de estro de 65%; c) dispositivo
de progestageno associado com estroégeno, prostaglandina e eCG, apresenta
a maior taxa de sincronizagao de estro, com maior custo, sendo indicado em
receptoras de programas sequenciados ou em fazenda com restricdo de
receptoras. (QUEIROZ et al., 2005).

Assim, se tem utilizado protocolos com implantes de progesterona e
outras variagdes na aplicagcdo de horménios objetivando melhores resultados,
principalmente em novilhas mesticas (CARVALHO et al., 2008) aumentando o
numero de receptoras aptas a inovulagao. Portanto, os novos protocolos visam
a obtencao de corpos luteos maiores e que apresentem maior concentragao de
progesterona apos a ovulagdo (BORSATO et al., 2005).

O objetivo desse estudo foi verificar a taxa de aproveitamento de
receptoras sincronizadas com protocolos de oito e nove dias de exposi¢cao a
progesterona exdégena e diferentes momentos da aplicagao de prostaglandina e

doses diferentes de eCG.
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2. Material e Métodos:
2.1. Local e selegao das Receptoras

Este experimento foi realizado no municipio de Pedro Leopoldo-MG,
latitude -19° 37’ 05”, longitude 44° 02’ 35", altitude de 698 metros, pluviosidade
media de 1267 mm e temperatura media de 21°C, no periodo de julho de 2008
a Julho de 2009.

Total de 1933 receptoras mesticas Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus foram utilizadas no presente experimento, totalizando 3649 tratamentos
de sincronizagcdo. As receptoras eram avaliadas previamente quanto a
condigao uterina, atividade ovariana, status reprodutivo e ultimo estro antes da
colocacgao do dispositivo intravaginal (este ultima dividida em duas variaveis:
IEPROT- intervalo do estro a colocacdo do dispositivo intravaginal e
CLAPROT- classe de intervalo do estro a colocagdo do dispositivo
intravaginal). As receptoras foram classificadas ainda quanto a categoria vaca
ou novilha.

As fémeas foram criadas em regime semi-intensivo, onde receberam
cana-de-agucar picada, concentrado de soja ou sorgo e carogo de algodéo,
complexo mineral reprodugédo associado a complexo vitaminico e balanceado
segundo valores contidos na tabela de exigéncia do NRC (2001) e agua ad
libitum, durante todo periodo experimental.

Em relacdo ao Programa de Sanidade, somente compuseram o grupo
experimental as fémeas que apresentaram certificado negativo para as

doencas IBR, BVD, Leptospirose, Tuberculose, Brucelose, Tricomonose.

2.2. Tratamentos

O Protocolo de sincronizacéo foi iniciado em fase aleatdria do ciclo estral
das fémeas bovinas. Total de 3.649 tratamentos, divididos em 6 protocolos de
sincronizagdo. No Protocolo 1 foram realizados 974 tratamentos em 818
animais, média de 1,2 protocolos por animal. As receptoras receberam 2,0 mg
de Benzoato de estradiol (Estrogin®Famavet) e 500 pg de cloprostenol
(sincrosin, Vallée) via intramuscular, e um dispositivo intravaginal
(CIDR®,Pfizer, 1,9 g de Progesterona) que permaneceu por 8 dias. No

momento da retirada do dispositivo intravaginal cada receptora recebeu uma
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dose Unica de 1,0 mg de Cipionato de estradiol (ECP® Pfizer), 500 ug de
Cloprostenol e 400 Ul de eCG (Novormon®, Syntex S.A), via intramuscular. No
Protocolo 2 foram realizados 457 tratamentos em 414 animais, média de 1,1
protocolos por animal. As receptoras receberam o mesmo tratamento que o
primeiro grupo, porém sem a dose de 500 ug de Cloprostenol na colocagéao do
dispositivo intravaginal de progesterona. No Protocolo 3 foram realizados 751
tratamentos em 670 animais, média de 1,1 protocolos por animal. As
receptoras receberam no momento da colocagdo do dispositivo intravaginal
(1,9 g de Progesterona) uma dose unica de 500 pg de Cloprostenol e 2,0 mg
de Benzoato de estradiol (BE), via intramuscular, sendo que o dispositivo
permaneceu por 9 dias. Dois dias antes da retirada do dispositivo intravaginal
(dia 7) as fémeas receberam uma dose unica de 500 pg de Cloprostenol, via
intramuscular, e no momento da retirada do implante, receberam uma dose
unica de 1,0 mg de Cipionato de estradiol (CE) e 400 Ul de eCG. No Protocolo
4 foram realizadas 86 tratamentos em 86 animais. As fémeas receberam o
mesmo tratamento que o Protocolo 3, porém sem Cloprostenol na colocacao
do dispositivo intravaginal de progesterona. No Protocolo 5 foram realizados
525 tratamentos em 435 animais, média de 1,2 protocolos por animal. As
receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol, via intramuscular e um
dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g de Progesterona) que
permaneceu por 9 dias. Dois dias antes da retirada, no dia 7, receberam 500
pg de Cloprostenol e no momento da retirada do implante 0,5mg de Cipionato
de estradiol e 300 Ul de eCG, por via intramuscular. No Protocolo 6 foram
realizados 856 tratamentos em 662 animais, média de 1,3 protocolos por
animal. As receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol, via
intramuscular e um dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g de
Progesterona) que permaneceu por 8 dias. No momento da retirada do
dispositivo intravaginal, cada receptora recebeu 1,0 mg de Cipionato de
estradiol, 500 ug de Cloprostenol e 300 Ul de eCG via intramuscular. Todas as
receptoras foram avaliadas em média 10 dias apds a retirada do dispositivo
intravaginal de P4, ou seja, por volta de 8 dias apos estro, quanto a presencga
do corpo luteo e classificadas como aptas ou n&o a serem inovuladas (Fig. 1).
O estro era observado por uma pessoa devidamente treinada para observacao

do mesmo no periodo da manha e tarde por pelo menos 30 minutos.
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As receptoras foram avaliadas quanto a resposta ao protocolo no
histérico (seja ele apenas com prostaglandina ou com dispositivo intravaginal
de P4) e o quanto esse influenciou na taxa de aproveitamento do dispositivo
intravaginal de P4 analisado. Esse dispositivo intravaginal foi identificado
quanto ao numero de utilizagao do CIDR.

Na central Serandy, no periodo da seca, a dieta dos animais foi
composta por cana-de-agucar picada fresca, 20 kg/cabecga/dia, farelo de soja
(800g/cabegal/dia), Megalac (100g/cabega/dia) e sal mineral (100 g/cabeca/dia).
No periodo das aguas com farelo de soja (100g/cabecga/dia), milho moido
(100g/cabegal/dia), Megalac (100g/cabecga/dia) e sal mineral (80g/cabega/dia).

Ja na central Rural Par no periodo da seca a dieta das receptoras foi
composta por cana-de-agucar picada Ad libitum, suplementada com farelo de
soja (800g/animal/dia). Apds o més de setembro (periodo das aguas), a dieta
passou a ser feita fornecendo-se farelo de sorgo (600g/animal/dia), carogo de
algodao  (800g/animal/dia), nucleo vitaminico mineral (Bovigold®,

30g/animal/dia) e suplemento mineral Ad libitum Tortuga Reprodugao.

2.3. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva (distribuicdo
de frequéncia) empregando o programa SAEG (SAEG-UFV, 2007)

Os dados qualitativos foram arranjados em tabelas de contingéncia e
analisados pelo teste de qui-quadrado a 5 % de probabilidade de erro, para
avaliar a taxa de aproveitamento nos diferentes protocolos e os efeitos do
intervalo do ultimo estro a colocagdo do dispositivo intravaginal de P4,
condic¢des uterinas e atividade ovariana na ocasiao da colocagao do dispositivo

intravaginal de P4, numero de utilizagdo do CIDR e status reprodutivo.
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Protocolo 1

DO Permanéncia do Implante de P4 D8
500 ug Cloprostenol, IM + 1,0 mg CE, IM
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 2
DO Permanéncia do Implante de P4 D8
2 mg de BE, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 3
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
v D7 v
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM 400 Ul eCG, IM
Protocolo 4
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
v D7 v
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 5
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
¢ D7 ¢
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
300 Ul eCG, IM
Protocolo 6
DO Permanéncia do Implante de P4 D8
2 mg de BE, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM
300 Ul eCG, IM

Figura 1: esquemas dos diferentes protocolos de sincronizagao do estro.
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3. Resultados e discussao:

No presente estudo a taxa de acuracia de deteccdo do estro e de
aproveitamento de receptoras (corpo luteo presente) (755% e 72%,
respectivamente) apresentaram-se melhores que os relatados por Broadbent
(1991) e B6 (2002) utilizando apenas aplicagéo de prostaglandina em intervalos
de 11 a 14 dias.

Os valores obtidos para a taxa de aproveitamento em receptoras de
acordo com os tipos de protocolos de sincronizacdo de estro estdo sumariados

na tabela 1.

Tabela 1: Taxa de aproveitamento de corpo Iuteo em receptoras bovinas de embrides de PIV,

de acordo com o tipo de protocolo de sincronizagao de estro

Protocolo Com CL Total

1 698/974 (71,7) 974 (24,9)
2 306/457 (67,0)°° 457 (11,7)
3 567/751 (75,5) 751 (19,2)
4 73/86 (84,9)*% 86 (2,2)
5 644/856 (75,2)*" 856 (21,9)
6 345/525 (65,7)" 525 (13,4)
Geral 2633/3649 (72,2) 3649 (100)

2P = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néao diferem entre si (X2 et = 3,84; P =0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Protocolo 1: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagédo de 2 mg de BE no
momento da insergdo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da
insercdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Os valores percentuais do protocolo 1 foram iguais aos valores dos
protocolos 2, 3 e 5 (p>0,05), e diferiram dos valores percentuais do protocolo 4
e 6 (p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 2 foram iguais aos valores
dos protocolos 1 e 6 (p>0,05), e diferiram dos valores percentuais do protocolo
3, 4 e 5 (p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 3 foram iguais aos
valores dos protocolos 1, 4 e 5 (p>0,05), e diferiram dos valores percentuais do

protocolo 2 e 6 (p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 4 foram iguais

aos valores do protocolo 3 (p>0,05) e diferiram dos valores dos protocolos 1, 2,
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5 e 6 (p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 5 foram iguais aos valores
dos protocolos 1, 3 e 6 (p>0,05), e diferiram dos valores percentuais do
protocolo 2 e 4 (p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 6 foram iguais
aos valores do protocolo 2 (p>0,05), e diferiram dos valores percentuais dos
protocolos 1, 3, 4 e 5 (p<0,05).

O objetivo dos protocolos € mimetizar a fisiologia onde a regressao do
corpo luteo ocorre 48 horas depois da liberacdo de PGF2a do utero. A
auséncia do CL leva a diminuicdo da progesterona, essa diminuigdo associada
ao estrégeno de origem folicular sdo fatores que estimulam a sintese e
liberagdo da PGF2a (GONZALEZ, 2002). No protocolo, o PGF2 a é aplicado no
momento da retirada do implante para levar a queda da progesterona e uma
dose extra de estrégeno € aplicada.

A escolha do benzoato de estradiol na colocacdo do dispositivo de
progesterona, no presente estudo, estd em consonéncia com os estudos
prévios de Lemon e colaboradores (1975) que analisaram a agao do uso de
estrogenos, sozinhos ou em associagao com progestagenos, na formagéo e
regressao do corpo luteo da fémea ciclica. Para isto, eles compararam o
desempenho do benzoato de estradiol junto ao do valerato de estradiol. O
efeito luteolitico ocorreu em quase todas as fémeas que receberam a aplicagéo
de benzoato de estradiol nos dias 9, 12, e 15 do ciclo estral. A regressao luteal
aconteceu, em média, trés dias antes do que o observado fisiologicamente.
Resultados similares foram obtidos nos animais que receberam valerato de
estradiol no dia 9, e em menor extensdo nos dias 6, 12 e 15 do ciclo estral.
Estes estudos sugerem que o benzoato de estradiol € um agente luteolitico
mais eficiente por um periodo maior do ciclo do que o valerato de estradiol. A
consequéncia dos efeitos da aplicagao de estrégenos é que a duragao de vida
do corpo luteo é diminuida quando comparada a de um ciclo fisiolégico
(LEMON et al., 1975).

No presente estudo, os protocolos 2 e 6 apresentaram os menores taxas
de aproveitamento de receptoras (p<0,05), embora ndo tenha observado
diferenca entre os valores do protocolo 2 e 1 (p>0,05). Os dois primeiros
protocolos diferiram dos demais protocolos, e o primeiro mostrou valor
intermediario entre os protocolos estudados. Entretanto, verifica-se que os trés

protocolos diferem dos demais por ndo ter a antecipacdo de dois dias na
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aplicagao da PGF2a da retirada do dispositivo intravaginal e a permanéncia do
dispositivo intravaginal por oito dias contra os nove dias dos demais protocolos.
Provavelmente, a antecipagdo da aplicacdo da PGF,a faz com que apos a
retirada do dispositivo intravaginal ndo haja concentracées de P4 elevadas,
permitindo o crescimento folicular sem acao inibitéria da P4. Adicionalmente,
ha ainda a acao estimulatéria exercida pelo horménio eCG exdgeno aplicado
no momento da retirada do dispositivo intravaginal. Corroborando com estudos
anteriores, que evidenciaram os efeitos benéficos do tratamento com eCG
sobre a taxa de prenhez, estando relacionado ao aumento do didmetro do
foliculo ovulatério, da concentragdo de progesterona que pode estimular a
capacidade do concepto de secretar Interferon- T e facilitar o reconhecimento
materno da gestacdo (MANN et al.,, 1999) e aos estudos de Renesto (2004)
que observou um aumento na concentracdo plasmatica de FSH que antecede
1 a 2 dias a emergéncia de cada onda folicular, efeito esse mimetizado pelo
eCG.

Alguns estudos usando eCG (400 Ul) no momento da retirada do
dispositivo intravaginal conseguiram estimular o crescimento folicular e
aumentar o tamanho do foliculo ovulatério (SA FILHO et al, 2004). Assim, a
administragdo de eCG aumenta a capacidade esteroidogénica do CL
(MARQUES et al., 2005; SOUZA et al., 2009). Isso sugere que vacas tratadas
com eCG podem possuir maior concentragdo plasmatica de progesterona
durante o diestro apds a sincronizacio do estro. O uso do eCG em protocolos
de inovulacdo de embrides em tempo fixo tem aumentado a taxa de
aproveitamento de receptoras e induzindo a formacao de um corpo luteo que
produz mais progesterona no dia da inovulacdo dos embrides (BO et al., 2002;
BARUSELLI, 2008) como observado no presente estudo (tabela 1).

O numero satisfatério de fémeas apresentando corpo luteo indica melhor
aproveitamento de receptoras a inovulagdo (tabela 1) corroborando com
Borsato (2005) que utilizou 203 receptoras mestigas em dois grupos, um
recebendo PGF,a nas fémeas com presenca de CL e o outro recebendo
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) com aplicagdo de 500 mg
cloprostenol (PGF,a) no momento de sua colocagao e retirada (apos 8 dias),
associado a 2mg BE no D9. Todas receptoras com presenga de corpo luteo

foram inovuladas com embrides produzidos in vitro. Foram observadas
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diferengas nos dois grupos quanto a taxa de aproveitamento de receptoras,
embora nao tenha ocorrido diferenca nas taxas de prenhez. Entretanto, os
autores ressaltam o aumento percentual de receptoras com corpos luteos
maiores quando protocoladas com progesterona para inovulagdo de embrides
em tempo fixo, em comparacido as protocoladas de forma convencional com
PGFQG.

Um protocolo semelhante ao protocolo 4 do presente estudo, que
alcancou também boa taxa de aproveitamento de receptoras foi relatado por
Siqueira et al (2006) que utilizou 30 novilhas mesticas que foram submetidas
ao protocolo CIDR-Heatsych (dia 0- GNRH +CIDR; dia 7- PGF2a e retirada do
CIDR; no dia 8 IATF) nas fémeas que nao apresentaram cio até 30 horas apos
a retirada do dispositivo intravaginal foi aplicado benzoato de estradiol. N&o
houve diferenga no percentual de animais apresentando corpos luteos no
momento da inovulacio entre as fémeas com ovulagao espontanea ou induzida
pelo BE. A area total do corpo luteo e a area de tecido luteal, contudo, foram
maiores nos animais com ovulagao espontanea que naqueles tratados com BE.

As receptoras com melhores caracteristicas nos critérios convencionais
de selecao de receptoras sao aquelas que apresentam maior tamanho de area
luteal, manifestagao de estro e ovulagédo espontanea apds o protocolo. De fato,
a manifestacdo de estro s6 ocorre quando foliculos atingem um estadio de
maturagdo associado a um maior diametro e, consequentemente, associados a
um maior tamanho luteal. Contudo, apesar da inducdo da ovulacdo pelo BE
resultar na formacao de corpos luteos menores, um numero maior de animais
pode ser utilizado como receptoras, minimizando o descarte de embrides ou os
inconvenientes da criopreservacao dos embrides excedentes.

Resultados diferentes aos obtidos no presente estudo, que visa a
utilizacdo de um protocolo com manejo reduzido das receptoras sem perder na
qualidade da resposta, foram descritos por Mollo et al. (2006) cujo objetivo foi
comparar dois protocolos de sincronizacdo de cio/ovulagcdo em receptoras de
embrido. Um protocolo com mais manejo e outro com menos. Nao houve
diferenca no diametro maximo do foliculo ovulatério ou no volume luteal entre
0S grupos, embora os autores verificassem que o grupo com menos manejo (3

vezes) ndo se mostrou vantajoso em relagdo ao grupo com mais manejo (5
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vezes) devido ao fato de ter promovido um menor grau de sincronia de
ovulacédo, além de uma possivel queda na taxa de prenhez.

No presente estudo analisou se o intervalo do ultimo cio até momento da
colocagao do dispositivo intravaginal de progesterona (IEPROT) influencia na
taxa de aproveitamento de receptoras em resposta aos protocolos empregados
(Tabela 2).

Tabela 2: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embriées de PIV, de acordo com
intervalo da observacao do estro anterior até 0 momento da colocagédo do dispositivo
intravaginal (IEPROT).

IEPROT (dias) Com CL Total

0 (0 dias) 845/1199 (70,5) 1199 (32,9)
1 (< 16 dias) 919/1244(73,9)° 1244 (34,1)
2 (17-30 dias) 323/447 (72,3)° 4447 (12,2)
3 (31-45 dias) 298/407 (73,2)° 407 (11,1)
4 (46-65 dias) 138/189 (73,0)* 189 (5,2)
5 (66-90 dias) 88/115 (76,5)° 115 (3,1)
6 (> 90 dias) 22/48 (45,8)° 48 (1,3)
Geral 2633/3649 (72,2) 3649 (100)

f’b = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (xz o1 = 3,84; P =0,05).
n/N (%)= nimero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha.

Os animais que estdo no grupo 6 (com mais de 90 dias de estro até a
colocagao do dispositivo intravaginal) onde se encontra parte dos animais em
anestro, apresentaram uma taxa de aproveitamento pior que os animais dos
demais grupos (p<0,05), ndo sendo observado diferenca entre as demais
classes de intervalo de estro. Tais observagdes demonstram a importancia da
selecdo de animais que estejam ciclando. Pois mesmo que as utilizagbes de
hormdnios déem o suporte enddcrino necessario para a ovulacdo da nova onda
folicular, a taxa de aproveitamento de receptoras com CL estara comprometida.

O resultado observado nesse estudo esta em conformidade com o
estudo de Pimentel (2002) ao afirmar que no caso de fémeas em anestro é
possivel induzir artificialmente a atividade sexual ciclica, tendo-se a precaucao
quanto a sua utilizagdo, pois normalmente os primeiros cios e ovulagdes, tanto
no pos-parto quanto no periodo peripuberal, apresentam taxas de concepgdes

baixas, provavelmente pela baixa qualidade do ovécito e ou baixa taxa de
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progesterona, necessaria para manter o ambiente uterino apropriado para uma
possivel gestagcao (PIMENTEL 2002), explicando assim em parte a baixa taxa
de aproveitamento desse grupo.

O eCG quando administrado em vacas em anestro cria condi¢gdes para
estimular o crescimento folicular e a ovulagdo, mesmo em vacas que tenham
comprometimento na liberacdo de gonadotrofinas. Seu uso tem apresentado
efeito positivo em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade (anestro), em
animais recém paridos (periodo pds parto inferior a 2 meses), em animais com
condigdo corporal comprometida < 2,5 na escala de 1 a 5; (BARUSELLI et al.,
2004) e em animais que apresentam comprometimento no crescimento do
foliculo dominante e ovulagao devido a altas concentragcdes de progesterona ao
final do tratamento de sincronizacdo (BARUSELLI et al., 2005) e aumenta a
taxa de prenhez; (MARQUES et al., 2005) . Por isso a utilizagdo do eCG e a
resposta deste grupo onde se concentra as fémeas em anestro.

Entretanto, ao se agrupar os intervalos do estro a colocagédo do
dispositivo intravaginal em classes com maiores amplitudes (CLAPROT) essa

diferenca nao foi observada (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides, de acordo com as

classes de intervalo do estro anterior até o0 momento da colocagédo do implante

(CLAPROT).
CLAPROT (dias) Com CL Total
0 (0 dias) 845/1199 (70,5) 1199 (32,9)
1 (< 16 dias) 919/1244 (73,9) 12244 (34,1)
2 (17-65 dias) 637/874 (72,9) 874 (23,9)
3 (> 65 dias) 232/332 (69,9) 332 (9,1)
Geral 2633/3649 (72,2) 3649 (100)

p> 0,05 pelo teste de qui-quadrado (XZ et = 3,84; p = 0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha.

Quando considerado a categoria de fémeas (novilhas e vacas) também

nao se observou efeito do intervalo do ultimo estro a colocagao do dispositivo

sobre a taxa de aproveitamento de receptoras (p>0,05) (tabela 4).
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Tabela 4: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV de acordo com
as classes de intervalo do estro anterior até 0 momento da colocagao do implante

(CLAPROT) e nas categorias novilhas e vacas.

Categorias de Fémeas

Novilha Vaca
Claprot Com CL Geral Com CL Geral
0 794/1135 (70,0) 1135 (32,9) 51/64 (79,7) 64 (31,7)
1 870/1184 (73,5) 1184 (34,3) 49/60 (81,7) 60 (29,7)
2 586/803 (73,0) 803 (23,3) 51/71 (71,8) 71(35,1)
3 228/325 (70,1) 325 (9,4) 4/7 (57,1) 7 (3,5)
Geral 2478/3447 (71,9)* 3447 (100) 155/202 (76,7)" 202 (100)

p> 0,05 pelo teste de qui-quadrado (x’ L1 = 3,84; p = 0,05).(%” L1 = 3,84; P = 0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha

Os resultados do presente estudo mostram que o uso de dispositivo de
progesterona (CIDR- 1,9 g de progesterona) nao interferiu negativamente no
grupo de novilhas frente ao grupo de vacas, diferindo dos estudos de Carvalho
e colaboradores (2008) onde verificaram que o tratamento com CIDR
associado com BE sao efetivos para IATF em novilhas de origem taurina e
cruzadas. Os seus resultados indicam que a maior concentracéo circulante de
progesterona observada em novilhas pode causar uma menor taxa de
crescimento folicular durante o tratamento com CIDR, diminuindo a resposta
ovulatoria.

Na tabela 5 estdo sumariados os valores percentuais da taxa de
aproveitamento de receptoras de acordo com a classe de intervalo de estro a
colocagao do dispositivo intravaginal (CLAPROT) e os diferentes protocolos de
sincronizagao.

Na classe de intervalo de estro igual a 0 (sem estro no historico antes da
colocagao do dispositivo intravaginal) os valores do protocolo 1 foram iguais
aos valores dos protocolos 2 e 6 (p>0,05), diferindo dos valores percentuais
dos protocolos 3, 4 e 5 (p<0,05). Na classe 1 (estro no histérico em periodo
anterior a 16 dias antes da colocagdo do dispositivo intravaginal) os valores
percentuais dos diferentes protocolos estudados foram semelhantes (p>0,05)
com excegao dos valores do protocolo 6 que diferiu (p<0,05).

Na classe 2 (estro no histérico em periodo de 16 a 65 dias antes da

colocacao do dispositivo intravaginal) os valores percentuais do protocolo 1
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foram semelhantes aos demais protocolos (p>0,05). Os valores percentuais do
protocolo 2 foram diferentes dos demais protocolos (p<0,05) exceto ao valores
percentuais do protocolo 1 (p>0,05). Ja, os valores percentuais do protocolo 3
foram semelhantes aos valores dos protocolos 1, 2, 4 e 6 (p>0,05) e diferiram

dos valores percentuais do protocolo 5 (p<0,05).
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Tabela 5- Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV de acordo com a classe de intervalo do estro a colocagéo do implante

(CLAPROT), e tipo de protocolo de sincronizagao de estro.

CLAPROT
Protocolo 0 (sem histérico) 1 (< 16 dias) 2 (17-65 dias) 3 (> 65 dias) Geral
1 270/403 (67,0)* 221/287 (77,0)*¢ 163/220 (74,1)*° 44/64 (68,7)*° 698/974 (71,7)
2 133/199 (66,8)* 78/104 (75,0 78/123 (63,4)™® 17131 (54,8)*°¢ 306/457 (67,0)
3 203/270 (75,2)"* 205/271 (75,6)* 111/143 (77,6)**% 48/67 (71,6)** 567/751 (75,5)
4 27/30 (90,0)** 20/25 (80,0)** 14/15 (93,3)%** 12/16 (75,0)** 73/86 (84,9)
5 141/185 (76,2)** 242/320 (76,6)™ 190/262 (72,5)*" 71/89 (80,0)* 644/856 (75,2)
6 71/112 (63,4)™ 153/237 (64,6)™ 81/111 (73,0)*%* 40/65 (61,5)** 345/525 (65,7)
Geral 845/1199 (70,5)* 919/1244 (73,9)* 637/874 (72,9)" 232/332 (69,9)" 2633/3649 (72,2)

b= Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna nao diferem entre si (X2 et = 3,84; P > 0,05).
f"B = Valores seguidos de letras maiusculas semelhantes na mesma linha n&o diferem entre si (xz o1 = 3,84; P > 0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.
Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 yg de PGF2a no momento da insergdo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 yg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicacédo de
2 mg de BE e 500 pug de PGF2a no momento da insergao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagcdo de 2 mg de BE no momento da inser¢éo do dispositivo, 500 pg de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergédo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:

Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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Os valores percentuais do protocolo 4 foram semelhantes aos valores
dos protocolos 1, 3 e 6 (p>0,05) e diferiram dos valores dos protocolos 2 € 5
(p<0,05). Os valores percentuais do protocolo 5 foram semelhantes aos valores
dos protocolos 1 e 6 (p>0,05) diferindo dos demais protocolos (p<0,05). Ja os
valores percentuais do protocolo 6 mostraram-se semelhantes a todos os
valores percentuais dos demais protocolos (p>0,05), exceto ao valores do
protocolo 2 (p<0,05).

Na classe 3 (estro no historico com periodo 2 66 dias dias antes da
colocacao do dispositivo intravaginal) os valores percentuais do protocolo 1
foram semelhantes aos demais protocolos (p>0,05). O mesmo comportamento
foi observado para os valores percentuais dos protocolos 2, 3, 4 e 6 em relagao
aos demais protocolos. Ja, os valores percentuais do protocolo 5 diferiram de
todos os protocolos (p<0,05) exceto ao valores percentuais do protocolo 1
(p>0,05).

Quando se analisou as classes de intervalo de estro por protocolo,
verificou-se efeito das classes de intervalo somente nos protocolos 1 e 2
(p<0,05) onde as fémeas da classe 0 apresentaram valores piores que o0s
valores da classe 1 (p<0,05), ndo diferindo das classes 2 e 3 (p>0,05). Nao
houve diferenga entre as classes 1, 2 e 3 (p>0,05). No protocolo 2, a classe 3
diferiu das classes 1 e 2 (p<0,05), ndo sendo observado diferenga entre as
demais classes de intervalo de estro (p>0,05). Esses resultados mostram que
para alguns protocolos de sincronizagao, que fémeas que estejam ciclando na
ocasiao da colocacdo do dispositivo intravaginal, apresentam melhor
aproveitamento de receptoras que animais que nao estejam ciclando. No
entanto, quando os dados foram analisados sem considerar os diferentes
protocolos de sincronizagao, nao se observou efeito das classes de intervalo do
estro a colocacao do dispositivo intravaginal (p>0,05), indicando que todos os
protocolos empregados, independentes da atividade ciclica prévia das
receptoras, mostraram-se capazes de sincronizar as receptoras.

Quando se empregou a PGF2a no momento da colocagao e 400 Ul de
eCG na retirada do dispositivo (protocolos 1 e 3) a taxa de aproveitamento
mostrou-se satisfatoria(71,7 e 75,5%). Mesmo sendo inferiores aos observados
por Rezende e colaboradores (2005), os valores obtidos no presente estudo,

corroboram ao estudo realizado pelos autores, que compararam a aplicacao de
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PGF2a no inicio de protocolo de sincronizacado e diferentes doses de eCG.
Todas as fémeas foram previamente diagnosticadas como ciclicas (presenca
de CL). Ao comparar o grupo que recebeu o PGF2a com o que néo recebeu,
nao obtiveram diferenga na taxa de aproveitamento, concepgéo, prenhez
(Grupos com vs. sem PGF2a no dia 0 e 300 vs. 400 Ul de eCG no dia 8. A
dosagem de 300 Ul comparada a de 400 Ul de eCG apresentou resultados
semelhantes, podendo ser usada a primeira dosagem em protocolo de TETF
em novilhas no que diz respeito a taxa de aproveitamento de receptoras.

No presente estudo, a dosagem de 400 Ul de eCG, ndo apresentou
melhor resultado que 300 Ul de eCG, indicando que esta ultima é suficiente
para uma resposta satisfatéria de aproveitamento de receptoras. Segundo
Baruselli e colaboradores (2000) e B6 e colaboradores (2002) ha um efeito
positivo do uso de eCG em protocolos de transferéncia de embrides em tempo
fixo, por aumentar a taxa de aproveitamento das receptoras e induzir a
formagdo de um corpo luteo que produz mais progesterona no dia da
inovulagdo dos embrides. Portanto, pode-se economizar 2 da dose empregada
nos protocolos 1, 3.

Os valores percentuais para taxa de aproveitamento de receptoras de
acordo com a classificacdo uterina antes da colocacdo do dispositivo
intravaginal estdo sumariados na tabela 6.

Na classificagédo uterina O (uteros n&o avaliados), ndo se observou efeito
da condicao uterina e dos diferentes protocolos de sincronizagao sobre a taxa
de aproveitamento de receptoras (p>0,05) exceto aos protocolos 3 e 6 que
diferiram entre si (p<0,05). Entre os dois protocolos chama ateng¢do a uso da
PGF2a no dia da insercédo e dois dias antes da retirada do dispositivo
intravaginal no protocolo 3 e no protocolo 6 a PGF2a é utilizada somente no
momento da retirada do protocolo (figura 1).

A PGF2a propicia que na ocasidao da retirada do dispositivo, ocorra
queda da concentragdo de progesterona de forma abrupta, permitindo maior
crescimento folicular e conseqliente formacéo do corpo Iuteo com maior massa
corpérea. Provavelmente, grande parte das fémeas que compuseram esta
classe de condigdo uterina estaria ciclica na ocasido da colocagdo do

dispositivo intravaginal, embora ndo tenham sido avaliadas nesta ocasido.
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Nas classificagcdes uterina 1 e 2 ndo foram analisadas por apresentar
baixo numero de fémeas no classe experimental.

Nas classificagdes uterina 3 (utero normal) observou-se diferengas nos
valores percentuais entre os protocolos. Os valores percentuais do protocolo 1
diferiram dos valores dos protocolos 4 e 5 (p<0,05), sendo semelhantes aos
valores dos protocolos 2, 3 e 6 (p>0,05). No protocolo 2, os valores
percentuais diferiram dos valores dos protocolos 3, 4 e 5 (p<0,05), sendo
semelhantes aos valores dos protocolos 1, e 6 (p>0,05). No protocolo 3, os
valores percentuais diferiram dos valores dos protocolos 2, 4 e 5 (p<0,05),
sendo semelhantes aos valores dos protocolos 1 e 6 (p>0,05). No protocolo 4,
os valores percentuais diferiram dos valores dos protocolos 1, 3 e 6 (p<0,05),
sendo semelhantes aos valores dos protocolos 2, e 5 (p>0,05). No protocolo 5,

os valores percentuais diferiram dos valores dos protocolos 1, 2, 3 e 6
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Tabela 6: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a classificagao uterina, e o tipo de protocolo de sincronizagéo

de estro.
Classificagao uterina

Protocolo 0 2 3 4 5 Geral
1 59/83 (71,1)** 10/16 (62,5)" 203/298 (68,1)*® 65/100 (65,0)*® 361/477 (75,7)*° 698/974 (71,7)
2 17/25 (68,0)** 9/9 (100)* 108/172 (62,8)°* 21/40 (52,5)°*® 151/211 (71,6)*° 306/457 (67,0)
3 82/107 (76,6)™" 9/9 (100)* 187/247 (75,77 55/80 (68,7)" 234/308 (76,0)™ 697/751 (75,5)
4 35/41 (85,4)** - 19/21 (90,5)** 2/2 (100)* 17122 (77,3)%* 73/86 (84,9)
5 174/248 (70,2)** 8/8 (100)* 147/183 (80,3)*® 51/66 (77,3 264/358 (75,2)™ 644/856 (75,2)
6 92/147 (62,6)** - 46/71 (64,8)** 35/41 (85,4)**® 172/266 (64,7)°* 345/525 (65,7)
Geral 459/651 (70,5)" 36/42 (85,7)"%° 710/992 (71,6)*° 229/329 (69,6)"° 1199/1635 (73,3)"° 2633/3649 (72,2)

2P = valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (3% .1 = 3,84; P > 0,05).

f’B = Valores seguidos de letras maiusculas semelhantes na mesma linha n&o diferem entre si (XZ o1 = 3,84; P >0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Classificagdo uterina = 0: animais com o Utero ndo avaliado; Classificagdo uterina = 2 Utero pouco flacido ; Classificagdo uterina = 3 Utero normal; Classificagdo uterina = 4 Utero pouco turgido;
Classificagao uterina = 5 Utero turgido

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 uyg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 uyg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicacéo de
2 mg de BE e 500 pug de PGF2a no momento da insergao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagcdo de 2 mg de BE no momento da inser¢éo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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(p<0,05), sendo semelhantes aos valores do protocolo 4 (p>0,05) e no
protocolo 6, os valores percentuais diferiram dos valores dos protocolos 4 € 5
(p<0,05), sendo semelhantes aos valores dos protocolos 1, 2 e 3 (p>0,05).

Na classificagdo uterina 4 (utero pouco turgido) houve diferenga dos
valores dos protocolos 5 e 6 com os valores dos protocolos 1, 2, 3 (p<0,05) e
nao foi observado diferenca entre os protocolos 5 e 6 (p>0,05) e nem entre os
protocolos 1, 2 e 3 (p>0,05). O protocolo 4 nao foi avaliado por possuir numero
de fémeas pequeno. Ja na classificacdo uterina igual a 5 (utero turgido)
somente houve diferenga do protocolo 6 com os demais protocolos (p<0,05)
com excegao ao protocolo 4 que foi semelhante (p>0,05).

Quando se avalia o efeito da condigéo uterina na ocasido da colocagao
do dispositivo intravaginal por protocolo, no protocolo 1, somente o utero
turgido (classe 5) diferiu das classes uterina 3 (utero normal) e 4 (utero pouco
turgido)(p<0,05). No protocolo 2, observou-se diferengca somente entre as
classes de condigao uterina 4 e 5 (p<0,05). Nos protocolos 3 e 4, ndo houve
diferenca entre os valores percentuais das classes uterinas (p>0,05). No
protocolo 5, os valores percentuais da classe uterina 3 (utero normal) diferiu
das demais classes de condi¢ao uterina (0, 4 e 5) (p<0,05). No protocolo 6,
somente a classe uterina igual a 4 (pouco turgido) diferiu dos demais classes
de condicao uterina (p<0,05).

Quando se avalia o efeito da condi¢cao uterina na ocasido da colocacao
do dispositivo intravaginal somente por classe de condicdo uterina, sem
considerar os protocolos de sincronizacdo, verificou-se efeito somente da
classe uterina 2 (utero pouco flacido) que apresentou valores percentuais
maiores que as demais classes uterinas (p<0,05).

Os valores percentuais nos protocolos 1 e 2 sdo um indicativo que
animais que se encontram proximo ao cio ou que tenha ovulado a pouco
tempo, cujo utero ainda se apresenta sobre efeito estrogénico apresentam
melhores resultados de aproveitamento de receptoras em relagdo aos animais
que estao na fase de diestro. No entanto, ressalta-se que em todas as classes
de condicdo uterina houve resposta satisfatéria, sugerindo que esta
caracteristica provavelmente deve influenciar em baixa magnitude a taxa de

aproveitamento de receptoras em programa de transferéncia de embrides.
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Esses resultados mostram o quanto € importante avaliar ndo somente a
atividade ovariana para a posterior colocagao do dispositivo intravaginal, mas
também o utero, ja que este também influéncia na taxa de aproveitamento de
receptoras. Provavelmente, o utero flacido se encontra sobre efeito de baixa
concentragcdo de progesterona, oriunda de um corpo Iluteo fracamente
luteinizado, afetando precocemente os pulsos de PGF2a liberados pelo
endométrio. Em uma fémea ciclica, a progesterona liberada pelo corpo luteo,
estimula a proliferagcdo endometrial (criando um ambiente uterino mais
adequado ao embrido) e também diminui o numero de receptores a ocitocina e
estrégeno, evitando que o endométrio produza picos de PGF2a antes do dia 16
do ciclo estral, dessa forma, os ciclos estrais subsequentes sao de duracéo
normal. Ja o utero turgido se encontra sobre efeito do estrogeno, que aumenta
os receptores endometriais para ocitocina e consequentemente favorece o pico
de PGF2a lisando o CL que estiver responsivo (sete a dezesseis dias)
favorecendo a resposta do protocolo.

Os valores percentuais para taxa de aproveitamento de receptoras de
acordo com a classificacdo ovariana antes da colocagcdo do dispositivo
intravaginal estdo sumariados na Tabela 7.

A classificagao ovariana 0 (ovarios nao avaliados) influenciou somente a
resposta a sincronizagdo de estro nos protocolos 4 e 6, onde os valores
percentuais do protocolo 4 foi semelhante somente ao protocolo 3 (p>0,05)
diferindo dos valores dos demais protocolos (p<0,05) e os valores percentuais
do protocolo 6 diferiu dos valores percentuais dos protocolos 3 e 4 (p<0,05).
Nao houve diferenga entre os valores dos demais protocolos empregados
(p>0,05).

A classe de atividade ovariana 1 (ovarios pequenos) nao foram
identificados no presente estudo.

Na classificagdo ovariana igual a 2 (ovarios com nenhuma estrutura
palpavel) observou-se efeito da atividade ovariana sobre protocolo 5, no qual
apresentou diferenca dos valores percentuais dos demais protocolos (p<0,05).

Os valores percentuais de aproveitamento de receptoras nao diferiram

entre os demais protocolos de sincronizagéo (p>0,05).
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Tabela 7: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a classificagdo ovariana antes da inser¢ao e o tipo de

protocolo de sincronizagéo de estro.

Classificagao ovariana

Protocolo 0 1 2 3 4 Geral

1 51/75 (68,0)* 1/1 (100)* 14/26 (53,8)*® 481/663 (72,5)™° 151/209 (72,2)** 698/974 (71,7)
2 15/22 (68,2)** 2/2 (100)* 9/15 (60,0)** 236/357 (66,1)** 44/61 (72,1)%* 306/457 (67,0)
3 82/107 (76,6)** - 15/26 (57,7)**° 367/494 (74,3)*® 103/124 (83,1)>°%¢ 567/751 (75,5)
4 35/41 (85,4)°" -+ > 35/42 (83,3 3/3 (100)* 73/86 (84,9)

5 163/231 (70,6)™ - 22/25 (88,0)° 381/504 (75,6)*° 78196 (81,2)°°%%¢ 644/856 (75,2)
6 83/132 (62,9 > 6/7 (85,7)* 212/329 (64,4)** 44/57 (77,2)%% 345/525 (65,7)
Geral 429/608 (70,6)" 3/3 (100) 66/99 (66,7)" 1712/2389 (71,7 423/550 (76,9)° 2633/3649 (72,2)

2P = valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (3% .1 = 3,84; P > 0,05).
AB = Valores seguidos de letras maiusculas semelhantes na mesma linha néo diferem entre si (XZ o1 = 3,84; P >0,05).

n/N (%)= ntimero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Classificagdo ovariana = 0: ovario n&o foi avaliado; Classificagdo ovariana = 1 ovarios classificados como pequenos ; Classificagdo ovariana = 2 ovario onde nao foi observado nada digno de nota ;

Classificagao ovariana = 3 Ovarios com atividade (foliculos); Classificagdo ovariana = 4 presenca de corpo luteo

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 uyg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 uyg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicacéo de
2 mg de BE e 500 pug de PGF2a no momento da insergao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagcdo de 2 mg de BE no momento da inser¢éo do dispositivo, 500 pg de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicagcdo de 2 mg de BE no momento da insercdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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Na classificagao ovariana 3 (ovarios apresentando crescimento folicular)
somente os protocolos 2 e 6 mostraram-se influenciados pela atividade
ovariana, onde seus valores percentuais diferiram dos valores dos demais
protocolos (p<0,05), ndo sendo observado diferengca entre dois protocolos
(p>0,05).

Na classificagdo ovariana igual a 4 (ovarios apresentando corpo luteo)
somente observou diferenca entre os valores percentuais entre os protocolos 1
e 3 (p<0,05).

Quando se avaliou as classificagdes ovarianas por protocolo, esta
caracteristica influenciou apenas alguns protocolos de sincronizagdo. No
protocolo 1, observou-se diferenca somente entre os valores percentuais
obtidos nas classes 2 e 3 (ovarios com nenhuma estrutura palpavel e ovarios
apresentando foliculos)(p<0,05). Os valores percentuais dos protocolos 2, 4 e 6
resultaram em valores percentuais semelhantes entre as classes de atividade
ovariana (p>0,05). No protocolo 3, observou-se diferenca dos valores
percentuais da classe 4 (ovarios com corpo luteo) dos valores obtidos nas
classes 2 e 3 (p<0,05). e no protocolo 5, houve diferenga somente entre os
valores percentuais das classes 0 e 4 (ovarios ndo avaliados e ovarios com
corpo luteo)(p<0,05). A antecipacao da aplicagcdo da PGF2a dois dias antes da
retirada do dispositivo intravaginal antecipou a lise do corpo luteo presente na
ocasiao da colocacdo do dispositivo e apds a retirada do dispositivo, este
procedimento permite o crescimento folicular sem nenhuma acao inibitéria de
concentragcdes de progesterona endogenas, propiciando o surgimento de uma
nova onda de crescimento folicular precocemente e de maior didmetro do
foliculo dominante e consequente maior formacéao de tecido luteal.

O protocolo 3 é o que provavelmente, possui uma menor concentracao
de progesterona, visto que utiliza-se uma dose de PGF,, no dia da colocagéao
do dispositivo intravaginal e no dia sete do protocolo, e a dosagem de eCG foi
de 400 Ul. Ou seja, essa baixa concentracdo de progesterona, favorece o
aumento no pico de LH pre-ovulatorio nas receptoras apds a retirada do
dispositivo, e uma melhor resposta na produc¢ao de tecido luteal melhor que os
outros grupos.

Esses dados sao indicativos que a presencga do corpo luteo antes da

colocagao do dispositivo intravaginal apresenta melhor resultado que os que
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nao apresentam corpo luteo. Fato esse confirmado por Rodrigues e
colaboradores (2010) ao determinarem nos seus estudos que a auséncia de CL
no dia 0 do protocolo resulta em uma diminuicdo de 14% na taxa de receptoras
inovuladas e reduzida taxa de prenhez aos 30 dias em programa de TETF.
Entretanto, segundo os autores, a presenca de CL antes de iniciar o protocolo
hormonal parece nao afetar a taxa de prenhez aos 30 e 60 dias de gestacéo.

No presente estudo quando se avaliou o efeito da atividade ovariana
sobre a taxa de aproveitamento de receptoras, independente dos protocolos
empregados, observou-se efeito somente da classe 4 (ovarios com corpo luteo)
que diferiu dos valores percentuais das demais classificagcbes ovariana
(p<0,05).

Entretanto, no presente estudo as receptoras sem CL ao iniciar o
protocolo de sincronizacdo apresentam taxas de prenhez similar as fémeas
com CL no inicio do protocolo. No entanto, a taxa de receptoras inovuladas é
maior no grupo de fémeas que apresentam CL ao iniciar o protocolo.

Dias e colaboradores (2006) utilizaram novilhas ciclando (ciclicidade
avaliada pela presenga de CL) divididas em dois grupos: grupo controle:
PGF2a no dia 0 e grupo sincronizado com CIDR. Nos dois grupos somente
foram inovuladas novilhas que apresentaram comportamento de estro e CL a
palpacdo retal. Nos animais dos grupos controle e com CIDR® que
apresentaram estro, nao foi detectado efeito de protocolos na presenca de CL
no dia 6, no numero de animais inovulados, na taxa de concepg¢ao, e na
concentracao de progesterona. Segundo Dias e seus colaboradores (2006) a
utilizacdo do protocolo com CIDR® em animais ciclando n&o altera a taxa de
prenhez em animais que apresentaram estro e que se pode maximizar o
aproveitamento de receptoras, independente de terem ou ndo apresentado
estro sincronizado, pois a concentragdo de progesterona no dia 6 apds o0 uso
do protocolo nao foi alterada.

As taxas de aproveitamento em receptoras de acordo com numero de
utilizagdo do dispositivo intravaginal estdo sumariadas na tabela 8. A
reutilizacdo do dispositivo ndo influenciou a respostas das fémeas aos
protocolos de sincronizacdo, em todas as classes de numero de utilizacdo do
dispositivo, houve uma resposta satisfatoria de sincronizagao de estro (73,1%).

No geral ndo houve diferenca (p>0,05) quando se utilizou o dispositivo apenas
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uma, duas, trés ou quatro vezes (73,1; 70,0; 75,4 e 74,8%, respectivamente).
Com excecgao de duas para duas vezes de uso que se mostraram diferentes
(p< 0,05). Em consonancia com os estudos de Dias e colaboradores (2009)
onde a taxa de ovulagao apresentou melhores resultados no dispositivo de trés.

Com uso do dispositivo novo somente quando se utilizou o protocolo 6,
houve diferenga entre os valores percentuais de aproveitamento de
receptoras(p<0,05). Na classe 2 (utilizado duas vezes) observou-se diferenca
somente entre os valores dos protocolos 4 e 6 (p<0,05). Com o dispositivo
utilizado trés vezes registrou-se os melhores resultados quando empregado no
protocolo 4 (95,8% p<0,05) e observou diferenga entre os valores obtidos no
protocolo 3 e 6 (77,5 vs 68,5%; p< 0,05). Com dispositivo utilizado por 4 vezes
houve diferenga somente entre os valores dos protocolos 5 e 6 (p<0,05).

Quando avaliado o numero de utilizagdo do dispositivo intravaginal por
protocolo, somente observou efeito quando se empregou os protocolos 4 e 6
(p<0,05), sendo que no protocolo 4, os valores percentuais de aproveitamento
de receptoras da classe 3 diferiram (p<0,05) de todas as classes, exceto da
classe 2 (p>0,05). Ja, no protocolo 6, os valores percentuais do dispositivo
novo diferiram dos valores do utilizados trés e quatro vezes (p<0,05) e os
valores percentuais dos utilizados duas vezes foram semelhantes as todas as
classes (p<0,05).

O dispositivo intravaginal de primeiro uso apresentou resultado igual ao
dispositivo intravaginal de segundo uso, o que € também foi verificado em um
estudo com protocolo semelhante realizado por Sa Filho e colaboradores
(2009) que reutilizou o dispositivo intravaginal por diferentes vezes. Todas as
novilhas com CL no dia da TE receberam embrides PIV frescos (Graus 1 e 2).
Nao houve efeito dos protocolos no diametro do foliculo ovulatério, taxa de
sincronizacgao, didmetro do CL e concentragao sérica de P4.

Comparando entre os numeros independentes do protocolo (Geral) o
protocolo de terceiro uso apresenta melhor resultado que o segundo uso
(p<0,05). Mesmo usando outro tipo de dispositivo intravaginal, o resultado do
presente estudo ndo corroboram aos estudos de Peres e colaboradores (2005)
que comparando protocolos de sincronizacdo de estro em receptoras Bos
taurus indicus x Bos taurus taurus com implantes intravaginais de diferentes

concentragbes de progesterona (0,5 Triu- B monodose e 1 g Triu B) ambas
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recebendo 150 mg de cloprostenol e 400 Ul de eCG no D5, retirada no D8 e
aplicacdo de 2 mg de BE no D9, n&o observaram diferenca na taxa de

aproveitamento de receptoras.
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Tabela 8: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com numero de utilizacdo do dispositivo

protocolo de sincronizagao de estro.

intravaginal e o tipo de

Protocolo

Numero de utilizagao do dispositivo intravaginal

Novo

Segundo uso

Terceiro uso

Quarto uso

Geral

1

2
3
4
5
6

1781244 (72,97
182/237 (76,8)*
8/11 (72,7
133/169 (78,7)™
39/78 (50,0)*

67/92 (72,8
33/43 (76,7)"
79/115 (68,7)™
37/45 (82,2)°4°
188/275 (68,4)*°
65/100 (65,0°°

20/28 (71,4
190/245 (77,55
23/24 (95,8)°5¢
191/252 (75,8)*°°
102/149 (68,5)°*®

1/3 (33,3)*
26/35 (74,3
5/6 (83,3)*
79/92 (85,9)*AF
139/198 (70,2)*®

266/367 (72,5)
33/43 (76,7)
4771632 (75,5)
73/86 (84,9)
591/788 (75,0)
345/525 (65,7)

Geral

540/739 (73,1)*

469/670 (70,0)*®

526/698 (75,4)"°

250/334 (74,8)"

1785/2441 (73,1)

b= Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néo diferem entre si (X2 GL1
AB = Valores seguidos de letras maitsculas semelhantes na mesma linha n3o diferem entre si (x° o1 = 3,84; P > 0,05)

n/N (%)= ntimero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.
Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergédo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 yg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;

Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicagéo de
2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da inserc¢éo do dispositivo , 500 pg de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢do do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insergao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢éo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

3,84; P >0,05).

i
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Os valores percentuais da taxa de aproveitamento de receptoras de
acordo com o status reprodutivo antes da insercdo do dispositivo de
progesterona e tipo de protocolo de sincronizagédo de estro estdo sumariados
na tabela 9.

Quando se avaliou os valores percentuais de forma geral, independentes
dos protocolos empregados, nao foi observada diferenca entre os diferentes
status reprodutivos (p>0,05) demostrando nenhum efeito do status reprodutivo
na ocasido da sincronizacdo de estro sobre a taxa de aproveitamento de
receptoras e sim sobre o protocolo de sincronizagdo empregado.

Na classe 1 do status reprodutivo (fémeas apresentando ciclos estrais
regulares) ndo se observou diferenca entre os valores percentuais das classes
1, 2, 3 e 4 (p>0,05) e os valores percentuais das classes 1 mostram-se
diferentes dos valores percentuais das classes 5 e 6 (p<0,05) ndo sendo
observado diferenga entre os demais protocolos (p<0,05).

Na classe 2 do status reprodutivo (fémeas apresentando ciclos estrais
irregulares) os valores percentuais dos protocolos 1 e 2 foram semelhantes
entre si (p>0,05) e diferiram dos valores percentuais dos demais protocolos de
sincronizagao (p<0,05). Os valores percentuais dos demais protocolos diferiram
entre si (p<0,05) exceto os valores do protocolo 5 que é semelhante aos
valores percentuais obtidos no protocolo 4 (p>0,05).

Na classe 3 do status reprodutivo (fémeas protocoladas anteriormente e
diagnosticadas como nao gestantes) nao se observou diferengca entre os
valores percentuais dos diferentes protocolos de sincronizagao (p>0,05) exceto
pela diferenga entre os protocolos 4 e 5 (p<0,05).

Quando se analisou as diferentes classes de status reprodutivo dentro
de um mesmo protocolo, foi observado efeito do status reprodutivo sobre a taxa
de aproveitamento de receptoras (p<0,05). Nos protocolos 1, 4, 5 e 6 os
valores percentuais da classe 1 (fémeas com ciclos regulares) diferiram
(p<0,05) dos valores da classe 2 (fémeas com ciclos irregulares) e classe 3
(fémeas protocoladas anteriormente e diagnosticadas como n&o gestantes),
exceto os valores da classe 3 que foram semelhantes aos valores da classe 1
(p>0,05). Nos protocolos 2 e 3 n&o se observou diferenga entre os valores
percentuais das classes de status reprodutivo das receptoras no momento da

colocacgao do dispositivo intravaginal (p>0,05).
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Tabela 9: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com
o estado reprodutivo antes da inser¢ao do dispositivo de progesterona e tipo de
protocolo de sincronizagao de estro.

Status reprodutivo

Protocolo 1 2 3 Geral

1 103/126 (81,7)** 553/794 (69,6)*%¢ 42/54 (77,8)*¢ 698/974 (71,7)
2 23/29 (79,3 269/408 (65,9)™ 14/20 (70,0)** 306/457 (67,0)
3 49/65 (75,4)** 415/549 (75,6)°* 103/137 (75,2)™ 567/751 (75,5)
4 5/9 (55,6)°* 40/45 (88,9)® 28/32 (87,5 73/86 (84,9)

5 771117 (65,6)°" 385/483 (79,7)™° 182/256 (71,1)°® 644/856 (75,2)
6 57/82 (69,5)"* 224/391 (62,1)*™® 64/82 (78,1)** 345/525 (65,7)
Geral 314/428 (73,4)* 1886/2640 (71,4)" 433/581 (74,5)* 2633/3649 (72,2)

2P = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néao diferem entre si (X2 et = 3,84; P > 0,05).
f’B= Valores seguidos de letras mailsculas semelhantes na mesma linha nao diferem entre si (X2 o1 = 3,84; P > 0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Classificagdo do status reprodutivo= 1: estro regular; Classificagdo do status reprodutivo=2:estro irregular;
Classificacéo do status reprodutivo= 3: Fémea protocolada anteriomente e diagnosticada como n&o gestante.
Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergédo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no
momento da insercao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 yg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicagcdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da inser¢édo do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagéo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da
insercao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insercéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Os valores percentuais da taxa de aproveitamento em receptoras de
acordo com o numero de aplicagdes de PGF2a no histérico, e tipo de protocolo
de sincronizagao de estro estdo sumariados na tabela 10.

Analisando os valores percentuais sem considerar os diferentes
protocolos empregados no presente estudo, o uso ou ndo PGF2a previamente
ao momento da colocagao do dispositivo intravaginal influenciou o resultado de
taxa de aproveitamento de receptoras. A classe igual a 0 (fémeas sem historico
de aplicagdo de PGF2a) apresentou os maiores valores percentuais de taxa de
aproveitamento de receptoras que as classes 1 (fmeas com uma aplicagéo
de PGF2a no historico) e da classe 2 (fmeas com duas aplicagbes de PGF2a

no historico).

66



Tabela 10: Taxa de aproveitamento em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com
0 numero de aplicagdes de PGF2a no histérico, e tipo de protocolo de sincronizagao

de estro.
Numero de aplicagées de PGF2a

Protocolo 0 1 2 Geral
1 487/659 (73,9)* 187/274 (68,3)** 24/41 (58,5)%® 698/974 (71,7)
2 135/207 (65,2)°* 155/224 (69,2)* 16/26 (61,5)** 306/457 (67,0)
3 549/728 (75,4)*** 18/23 (78,3)** - 567/751 (75,5)
4 73/86 (84,9)™* - - 73/86 (84,9)
5 644/856 (75,2)™ - - 644/856 (75,2)
6 332/500 (66,4)"™ 12/23 (52,2)® 1/2 (50,0) * 345/525 (65,7)
Geral 2220/3036 (73,1)* 372/544 (68,4)° 41/69 (59,4)° 2633/3649 (72,2)

2P = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néao diferem entre si (X2 et = 3,84; P > 0,05).
f\’B= Valores seguidos de letras mailsculas semelhantes na mesma linha nao diferem entre si (X2 o1 = 3,84; P > 0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Aplicacéo de PGF2a = 0: sem aplicagdes de PGF2a no histérico antes da colocagéo do dispositivo intravaginal;
Aplicacdo de PGF2a = 1: com uma aplicagdo de PGF2a no histérico antes da colocagédo do dispositivo intravaginal;
Aplicagéo de PGF2a = 2: com duas aplicagdes de PGF2a no histérico antes da colocagao do implante.

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 yg de PGF2a no momento da insergédo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no
momento da inser¢éo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da inser¢do do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagéo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da
insercédo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Quando se analisou as taxas de aproveitamento de receptoras de
acordo com as classes e protocolos, ndo foi observado diferenga entre os
valores percentuais dos protocolos na classe 1 e 2. O presente estudo nao
registrou animais com uso de uma ou duas vezes de PGF2a no historico, nos
protocolos 4 e 5 e na classe 2 do protocolo 3.

Analisando o histérico das receptoras quanto a aplicacdo de PGF2a
antes da colocagdo do dispositivo intravaginal, as receptoras que néo
receberam PGF2a antes da colocagao do dispositivo intravaginal (Classe 0) ,as
receptoras apresentaram respostas diferentes nos diferentes protocolos
empregado. Na classe 0 os valores percentuais do protocolo 1 diferiram dos
valores percentuais dos protocolos 2, 4 e 6 (p<0,05) sendo semelhantes aos
valores dos protocolos 3 e 5 (p>0,05). No protocolo 2, os valores percentuais
obtidos para classe 0, diferiram dos protocolos 1, 3, 4 e 5 (p<0,05) sendo
semelhante aos valores percentuais do protocolo 6 (p>0,05). No protocolo 3, os
valores percentuais para a classe 0 diferiram apenas dos valores percentuais
dos protocolos 2 e 6 (p<0,05). No protocolo 4, os valores percentuais para a

classe diferiram dos valores percentuais dos protocolos 1 2, e 6 (p<0,05),
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sendo semelhantes aos valores percentuais dos protocolos 3 e 5 (p>0,05). No
protocolo 5, os valores percentuais para a classe 0 (fémeas sem historico de
aplicacdo de PGF2a) diferiram dos valores percentuais dos protocolos 2 e 6
(p<0,05) sendo semelhantes aos valores percentuais dos protocolos 1, 3 e 4
(p>0,05). No protocolo 6, os valores percentuais para a classe 0 (fémeas sem
histérico de aplicacdo de PGF2a) diferiram dos valores percentuais dos
protocolos 1, 3 4 e 5 (p<0,05) sendo semelhantes aos valores percentuais dos
protocolos 2 (p>0,05).

Na Classe 1 (fémeas com uma aplicacédo de PGF2a no histérico) e na
Classe 2 (fémeas com duas aplicagdo de PGF2a no histdrico) ndo se observou
diferencas nos valores percentuais das taxas de aproveitamento de receptoras
nos diferentes protocolos empregados (p>0,05).

Quando analisado o efeito do uso ou ndo da PGF2a previamente a
colocagao do dispositivo intravaginal sobre o tipo de protocolo, verificou-se o
efeito desta caracteristica na taxa de aproveitamento nos protocolos 1 e 6. No
protocolo 1, os valores percentuais da classe 2 diferiram dos valores da classe
0 e 1 (p<0,05) nédo sendo observado diferenca entre os dois ultimos (p>0,05).
No protocolo 6, os valores percentuais da classe 0 diferiram dos valores das
classes 1 e 2 (p<0,05) nao sendo observado diferenga entre os dois ultimos
(p>0,05).

Os valores percentuais da taxa de aproveitamento de receptoras, de
acordo com a resposta ao uso de protocolos de sincronizacdo de estro no
histérico das fémeas estdo sumariados na tabela 11.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a resposta a
protocolos de sincronizacdo nao sao influenciados por tratamentos prévios de
sincronizacao de estro ou aqueles tratamentos em que ocorreram perdas dos
dispositivos intravaginais (p>0,05). Esses resultados indicam que fémeas que
nao responderam a protocolos de sincronizagao, fémeas inovuladas e que nao
ficaram gestantes podem ser submetidas a programas de sincronizagdo de

estro para transferéncias de embrides em tempo fixo (TETF).
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Tabela 11: Taxa de aproveitamento em receptoras de embrides de PIV, de acordo com a

resposta ao uso de protocolos de sincronizagao de estro no histoérico das fémeas.

Taxa de aproveitamento

Protocolo no Resposta ao protocolo
histérico no histérico Com CL Geral
; Sem CL 130/196 (66,3)° 196 (27,8)
Com CL 341/508 (67,1)° 508 (72,2)
Sem CL 14/19 (73,7)° 19 (73,1)
? Com CL 3/7 (42,9)° 7(26,9)

b = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néo diferem entre si (XZ o1 = 3,84; P =0,05).

n/N (%)= nuimero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha.

Classificagao do protocolo no histérico = 1: protocolo completo; Classificagdo do protocolo no histérico = 2: protocolo

que perdeu o implante.
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4. Conclusoes:

Os protocolos utilizados interferiram na taxa de aproveitamento de
receptoras, sendo que, quando se realizou aplicacdo de PGF2a 48 horas antes
da retirada do dispositivo intravaginal, obtiveram-se melhores respostas de
sincronizacao de estro, sendo a resposta mais acentuada quando as fémeas
estavam ciclicas na ocasiao do inicio das sincronizagdes;

Os intervalos do ultimo estro a colocagdo do dispositivo intravaginal
superiores a 90 dias influenciam negativamente as respostas aos protocolos de
sincronizacao de estro de ovulagao.

No entanto, as classes de intervalo do estro a colocagao do dispositivo
intravaginal, as co-variaveis estudadas ndo apresentaram efeito marcante
sobre a resposta de aproveitamento de receptoras;

As categorias de fémeas (vacas e novilhas) nao influenciaram a
respostas aos tratamentos de sincronizacdo de estro. Independente da
categoria de fémeas, a presenga do corpo luteo e tonicidade uterina flacida no
momento da colocagao do dispositivo intravaginal mostraram-se positivamente
relacionado a resposta de aproveitamento de receptoras;

A reutilizagao por até 4 vezes do dispositivo intravaginal ndo apresenta
influencia sobre a taxa de aproveitamento em receptoras de embrides;

Fémeas com histéricos prévios de uso de protocolos de sincronizagao
com uso de PGF2a a apresentam-se menos responsiveis a novos protocolos
de sincronizacdo, embora ndo apresentem o mesmo comportamento com
relacdo aos protocolos com progestagenos associado a PGF2a. Nas condi¢cdes
estudadas, receptoras que receberam PGF2a 48 horas antes da retirada do
implante apresentaram melhores indices de aproveitamento com maior numero

de animais aptos para a inovulagao do embrijo.
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Capitulo Il: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrido
produzido in vitro (PIV), submetidas a diferentes protocolos de
sincronizagao de estro.

Resumo:

Com o objetivo de estudar o efeito de diferentes protocolos de
sincronizacao de estro sobre a taxa de prenhez em receptoras bovinas Bos
taurus indicus x Bos taurus taurus, inovuladas com embrides de produgao in
vitro, empregou 1933 receptoras (3.649 sincronizagdes) divididas em seis
grupos. Protocolo 1: as receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol
(BE) e 500 ug de cloprostenol, e um dispositivo intravaginal (1,9 g de
Progesterona) que permaneceu por oito dias. No momento da retirada do
dispositivo intravaginal cada receptora recebeu uma dose unica de 1,0 mg de
Cipionato de estradiol (CE), 500 ug de Cloprostenol e 400 Ul de gonadotrofina
coribnica equina (eCG). Protocolo 2: semelhante ao protocolo 1, porém sem a
dose de 500 ug de Cloprostenol na colocagdo do dispositivo intravaginal de
progesterona.  Protocolo 3: as receptoras receberam no momento da
colocagao do dispositivo intravaginal de progesterona uma dose unica de 500
Mg de Cloprostenol e 2,0 mg de BE, sendo que o dispositivo permaneceu por
nove dias. Dois dias antes da retirada do dispositivo intravaginal (dia sete) as
fémeas receberam uma dose unica de 500 pg de Cloprostenol, e no momento
da retirada do implante, receberam uma dose unica de 1,0 mg de CE e 400 Ul
de eCG. Protocolo 4: semelhante ao protocolo 3, porém sem a dose de 500 ug
de Cloprostenol na colocagdo do dispositivo intravaginal de progesterona.
Protocolo 5: as receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de estradiol, via
intramuscular e um dispositivo intravaginal de progesterona que permaneceu
por 9 dias. Dois dias antes da retirada, no dia sete, receberam 500 ug de
Cloprostenol e no momento da retirada do implante 1,0 mg de CE e 300 Ul de
eCG. Protocolo 6: as receptoras receberam 2,0 mg de BE, e um dispositivo
intravaginal de progesterona que permaneceu por 8 dias. No momento da
retirada do dispositivo intravaginal, cada receptora recebeu 1,0 mg de CE, 500
pg de Cloprostenol e 300 Ul de eCG. Todas as receptoras que apresentaram
corpo luteo foram inovuladas em média dez dias apods a retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona, ou seja, por volta de oitavo dia apds estro; e

avaliadas por meio de ultrassonografia aos 58 dias apos a fertilizagao in vitro
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para o diagnéstico de gestagdo. Os dados qualitativos foram arranjados em
tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de qui-quadrado a 5 % de
probabilidade de erro. As fémeas do protocolo 4 foram as que apresentaram
melhores resultados na taxa de prenhez (66,7%), ndo sendo observado
diferenca entre as taxas obtidas pelas fémeas dos demais protocolos. Quando
empregou o dispositivo de segunda utilizacdo, as fémeas do protocolo 4
obtiveram o melhor resultado (p<0,05), porém, ndo houve diferenga na taxa de
prenhez quanto ao numero de reutilizagdes dos dispositivos dentro de cada
protocolo ou quando ndo se considerou os diferentes protocolos (p>0,05). As
receptoras com sincronia de estro de -1 e 0 em relacdo a doadora
apresentaram melhores resultados de prenhez que as demais classes de
sincronia (p<0,05). Nao houve diferenga entre as categorias de vacas e novilha
de mesma classe de sincronia com relacdo a taxa de prenhez (p>0,05). Tanto
na condicdo uterina normal e atividade ovariana com presenca de foliculo, os
valores percentuais obtidas pelas receptoras do protocolo 4 resultaram nas
melhores taxa de prenhez (p<0,05). Receptoras que ndo apresentaram estro
ou manifestaram estro a menos de 16 dias da colocagdo do dispositivo
intravaginal apresentaram os melhores resultados no protocolo 4 (p<0,05) e as
receptoras sem histérico de estro no inicio do experimento (s/c) tenderam a
apresentar as piores taxas de prenhez, independente do protocolo empregado.
As receptoras inovuladas com embrides em estadio de desenvolvimento
blastocisto expandido resultaram em melhores taxas de prenhez que fémeas
inovuladas com embrides em estadio de desenvolvimento blastocistos, sendo
que as receptoras do protocolo 4 apresentaram melhores valores de taxa de
prenhez (p<0,05). Conclui-se que a sincronia de estro entre doadora e
receptora, categoria de fémeas, condi¢cao uterina e atividade ovariana e classes
e/ou intervalo de estros e estadio de desenvolvimento embrionario n&o
influenciaram a resposta de sincronizagdo e a taxa de prenhez em receptoras
de embrides, independentes dos protocolos empregados, exceto o protocolo 4

(sem Cloprostenol na colocagéo do dispositivo).

Palavras-chaves: Bovinos, Embrides, PIV, CIDR
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Pregnancy rate in bovine recipients of embryos produced in vitro (IVP)
submitted to different estrus synchronization protocols

Abstract:

Aiming to study the effect of different estrus synchronization protocols on
the pregnancy rate in Bos taurus indicus x Bos taurus taurus recipient cattles,
transferred with in vitro produced embryos, this study used 1,933 recipients
(3,649 synchronizations) divided into 6 groups. In group 1, recipients received
2.0 mg of estradiol benzoate (EB) and 500 mg of cloprostenol, in addiction to an
intravaginal device (1.9 g of progesterone) that remained for eight days. Upon
withdrawal of the intravaginal device each recipient received a single dose of
1,0 mg of estradiol cypionate (EC), 500 mg of cloprostenol and 400 IU of equine
chorionic gonadotropin (eCG). In group 2, recipients received the same
treatment as the first group, but without the 500 mg dose of cloprostenol at the
placement of the progesterone intravaginal device. In group 3, recipients
received at the time of intravaginal progesterone device placement a single
dose of 500 mg cloprostenol and 2.0 mg of EB, and the device remained for
nine days. Two days before the intravaginal device removal (day seven)
females received a single dose of 500 mg cloprostenol, and at the time of
device removal, received a single dose of 1,0 mg of EC and 400 IU of eCG. In
group 4, the recipients received the same treatment as group 3, but without
cloprostenol in the intravaginal progesterone device placement. In group 5,
recipients received 2.0 mg of EB, and an intravaginal progesterone device that
remained for eight days. Upon withdrawal of the intravaginal device, each
recipient received 1,0 mg of EC, 500 mg of cloprostenol and 300 IU of eCG. In
group 6, recipients received 2.0 mg of EB and an intravaginal progesterone
device for nine days. Two days before the withdrawal, (day seven), received
500 mg of cloprostenol and at the time of device removal received 1,0 mg of EC
and 300 IU of eCG. All recipients that had corpus luteum were transferred on
average 10 days after implant removal, about eight days after estrus, and
evaluated by ultrasonography 58 days after embryo transfer to pregnancy
diagnosis. Qualitative data were arranged in contingency tables and analyzed
by chi-square at 5% of probability. Protocol 4 females showed the best

pregnancy rates (66.7%), without difference between the other groups. In the

76



second device using the protocol 4 showed the best result (p<0.05), but There
was no difference between the number of uses of the devices within each
protocol and overall (p>0.05). The recipients of -1 and 0 synchrony in relation to
the donor, the females have better results than the other protocols (p<0.05).
There was no difference between the categories of cows and heifer from the
same synchrony in relation to pregnancy rate (p<0.05). Both in the normal
uterine classification and ovarian activity in the presence of follicles, the
percentages of Protocol 4 resulted the best pregnancy rate (p<0.05). recipients
who have not expresses estrus or expressed estrus less than 16 days of
intravaginal device placement, showed the best results in protocol 4 compared
to other synchronization protocols (p<0,05). There was no difference between
the used protocols in relation to pregnancy rates (p>0.05), except to percentual
values of protocol 4 that differed from protocols 5 and 6 (p<0.05), indicating that
the difference is related to the protocols used in occasion of the season.
Transferred females with embryos at expanded blastocyst stage of
development resulted in better pregnancy rates than females with embryos
transferred at blastocyst stage of development, so protocol 4 yielded better
values of pregnancy rate (p<0.05). In general, protocol, stage of embryo
development, estrus synchrony between donor and recipient, female category,
uterine and ovarian classification and classes and/or estrus interval did not
influence markedly the synchronization response and pregnancy rate in embryo
recipients, independent of the employed protocols, except in group 4 (without

cloprostenol at the device placement).

Keywords: Cattle, CIDR®, embryos, IVP
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1. Introdugao:

Novos protocolos estdo sendo utilizados com o objetivo de melhorar o
indice de prenhez de novilhas e vacas mesticas, mantendo o nivel de
progesterona mais baixo durante o momento que antecede o pico pré
ovulatério de LH, por meio da antecipacéo da aplicagdo de prostaglandinas
(PFEIFER et al, 2009) e procura-se aumentar a dosagem de prostaglandina
ao final do dispositivo associado ao uso de eCG (BARUSELLI, 2004).

O sucesso do estabelecimento da prenhez depende de um delicado
balanco entre o mecanismo luteolitico inerente ao endométrio no fim do
diestro e mecanismos anti-luteoliticos, modulados pelo concepto para
alterar as fungdes endometriais e bloquear a lutedlise (BINELLI et al, 2009).

Os novos protocolos visam obter uma resposta que resultem em
melhores condi¢cdes para que o embrido inovulado encontre um ambiente
uterino mais propicio a gestagao, e resulte em uma melhor taxa de prenhez
independente da técnica de transferéncia de producdo do embrido
(BORSATO et al, 2005).

Alguns estudos recentes comentam da importédncia do protocolo
adequado e a influéncia do mesmo sobre determinada raga, além de
importancia da lutedlise no momento adequado e como a concentragao de
progesterona do dispositivo influencia a taxa de prenhez (CARVALHO et al,
2008)

O objetivo desse estudo foi verificar a taxa de prenhez de fémeas
sincronizadas com protocolos de oito e nove dias de exposicdo a
progesterona exdgena e diferentes momentos da aplicagdo de

prostaglandina e doses de eCG.

78



2. Material e métodos:
2.1 Local e selegao das doadoras

Este experimento foi realizado no municipio de Pedro Leopoldo-MG,
latitude -19° 37’ 05”, longitude 44° 02’ 35", altitude de 698 metros, pluviosidade
media de 1267 mm e temperatura media de 21°C, no periodo de julho de 2008
a Julho de 2009.

Total de 1933 receptoras mesticas Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus foram utilizadas no presente experimento, totalizando 3649 tratamentos
de sincronizagcdo. As receptoras eram avaliadas previamente quanto a
condigdo uterina, atividade ovariana e ultimo estro antes da colocagdo do
dispositivo intravaginal (este ultima dividida em duas variaveis: |IEPROT-
intervalo do estro a colocagéo do dispositivo intravaginal e CLAPROT- classe
de intervalo do estro a colocagao do dispositivo intravaginal). As receptoras
foram classificadas ainda quanto a categoria vaca ou novilha.

As fémeas foram criadas em regime semi-intensivo, onde receberam
cana-de-agucar picada, concentrado de soja ou sorgo e carogo de algodao,
complexo mineral reprodugao associado a complexo vitaminico e balanceado
segundo valores contidos na tabela de exigéncia do NRC (2001) e agua ad
libitum, durante todo periodo experimental.

Em relacdo ao Programa de Sanidade, somente compuseram o grupo
experimental as fémeas que apresentaram certificado negativo para as

doencas IBR, BVD, Leptospirose, Tuberculose, Brucelose, Tricomonose.

2.2. Tratamentos

O Protocolo de sincronizacéao foi iniciado em fase aleatdria do ciclo estral
das fémeas bovinas. Total de 3.649 tratamentos, subdivididos em 6 protocolos
de sincronizagao. No Protocolo 1 foram realizados 974 tratamentos em 818
animais, média de 1,2 protocolos por animal. As receptoras receberam 2,0 mg
de Benzoato de estradiol (Estrogin®Famavet) e 500 pg de cloprostenol
(sincrosin, Vallée) via intramuscular, e um dispositivo intravaginal
(CIDR®,Pfizer, 1,9 g de Progesterona) que permaneceu por 8 dias. No
momento da retirada do dispositivo intravaginal cada receptora recebeu uma

dose uUnica de 1,0 mg de Cipionato de estradiol (ECP® Pfizer), 500 pg de
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Cloprostenol e 400 Ul de eCG (Novormon®, Syntex S.A), via intramuscular. No
Protocolo 2 foram realizados 457 tratamentos em 414 animais, média de 1,1
protocolos por animal. As receptoras receberam o mesmo tratamento que o
primeiro grupo, porém sem a dose de 500 pug de Cloprostenol na colocagéo do
dispositivo intravaginal de progesterona. No Protocolo 3 foram realizados 751
tratamentos em 670 animais, média de 1,1 protocolos por animal. As
receptoras receberam no momento da colocagdo do dispositivo intravaginal
(1,9 g de Progesterona) uma dose unica de 500 pg de Cloprostenol e 2,0 mg
de Benzoato de estradiol, via intramuscular, sendo que o dispositivo
permaneceu por 9 dias. Dois dias antes da retirada, no dia 7, receberam 500
pg de Cloprostenol, via intramuscular, e no momento da retirada do implante,
receberam uma dose unica de 1,0 mg de Cipionato de estradiol (CE) e 400 Ul
de eCG. No Protocolo 4 foram realizadas 86 tratamentos em 86 animais. As
fémeas receberam o mesmo tratamento que o Protocolo 3, porém sem
Cloprostenol na colocagao do dispositivo intravaginal de progesterona. No
Protocolo 5 foram realizados 525 tratamentos em 435 animais, média de 1,2
protocolos por animal. As receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de
estradiol, via intramuscular e um dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g
de Progesterona) que permaneceu por 9 dias. Dois dias antes da retirada, no
dia 7, receberam 500 pg de Cloprostenol e no momento da retirada do
dispositivo intravaginal, 1,0 mg de CE e 300 Ul de eCG, por via intramuscular.
No Protocolo 6 foram realizados 856 tratamentos em 662 animais, média de
1,3 protocolos por animal. As receptoras receberam 2,0 mg de Benzoato de
estradiol, via intramuscular e um dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g
de Progesterona) que permaneceu por 8 dias. No momento da retirada do
dispositivo intravaginal, cada receptora recebeu 1,0 mg de CE, 500 ug de
Cloprostenol e 300 Ul de eCG via intramuscular.

Todas as receptoras que apresentaram corpo luteo foram inovuladas em
média 10 dias apds a retirada do implante, ou seja, por volta de 8 dias apés
estro; e avaliadas por meio de ultrasonografia aos 58 dias apés a fertilizagéo in
vitro para o diagndstico de gestagao. O estro era observado por uma pessoa
devidamente treinada para observagdo do mesmo no periodo da manha e
tarde por pelo menos 30 minutos. As receptoras foram avaliadas quanto a

sincronia do estro em relagdo a doadora, bem como a categoria da receptora
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(novilha ou vaca). O dispositivo intravaginal foi identificado quanto ao numero
de utilizacdo do CIDR.

Na central Serandy, no periodo da seca, a dieta dos animais foi
composta por cana-de-agucar picada fresca, 20 kg/cabega/dia, farelo de soja
(800g/cabegal/dia), Megalac (100g/cabecga/dia) e sal mineral (100 g/cabeca/dia).
No periodo das aguas com farelo de soja (100g/cabecga/dia), milho moido
(100g/cabegal/dia), Megalac (100g/cabeca/dia) e sal mineral (80g/cabeca/dia).

Ja na central Rural Par no periodo da seca a dieta das receptoras foi
composta por cana-de-agucar triturada Ad libitum, suplementada com farelo de
soja (800g/animal/dia). Apds 0 més de setembro, a dieta passou a ser feita
fornecendo-se farelo de sorgo (600g/animal/dia), caroco de algodao
(800g/animal/dia), nucleo vitaminico mineral (Bovigold®, 30g/animal/dia) e
suplemento mineral Tortuga Reprodugéo de forma Ad libitum. No periodo das
aguas (dezembro a maio) a dieta foi estritamente a pasto suplementada com
mineral. As receptoras também estavam em boas condi¢bes de sombreamento
e conforto. Nas duas centrais, os animais eram distribuidos em baias

respeitando-se uma lotacdo nunca superior a 1 animal para cada 16 m?.

2.3. Preparacgao da receptora e inovulagao do embriao

Por volta do décimo sétimo dia apds o inicio do protocolo de
sincronizagao, as fémeas foram contidas individualmente em tronco apropriado
e posteriormente submetidas a tricotomia entre a primeira e segunda vértebra
coccigea (C1 e C2) para aplicagédo de anestesia epidural baixa com 5 mL de
lidocaina 2% (Anestésico L Pearson — Pearson Saude Animal Ltda) e para
exame ultrassonografico dos ovarios, identificando a presenga do corpo luteo,
bem como a classificacdo deste. Posteriormente, realizou-se o esvaziamento
do reto e a higienizagao da regido perineal com agua, sabao e alcool iodato.

Apoés a preparagao da receptora, procedeu-se a inovulacdo dos
embrides pela técnica nao cirurgica. Para isso o embrido devidamente
acondicionado em uma caixa térmica a 37° C, onde é retirado o lacre com a
identificacdo quanto ao numero do embrido e qualidade, sendo este afixado

numa régua de silicone numerada. A paleta com o embrido foi colocada na
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bainha de Cassou e em seguida encaixada no aplicador evitando
contaminacao.

Apos essa etapa, a bainha foi colocada na bainha sanitaria.
Posteriormente introduz o aplicador na vagina da receptora e apos passar o
primeiro anel da cérvice rompe-se a camisa sanitaria, encaminhando a ponta
do aplicador até a extremidade do corno ipslateral ao corpo luteo, quando
entdo o embrido € inovulado e a receptora é mantida num lote em boas
condigdes de alimentagéo.

. As receptoras permaneceram sob manejo nutricional semi-intensivo até
o diagnostico de sexagem por volta do 58° dia de gestagdo e posteriormente
manejados em piquetes com pastagem predominante de Brachiaria

Decumbens.
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Protocolo 1

DO Permanéncia do Implante de P4 D8
500 ug Cloprostenol, IM + 1,0 mg CE, IM
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 2
DO Permanéncia do Implante de P4 D8
2 mg de BE, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 3
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
¢ D7 ¢
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM 400 Ul eCG, IM
Protocolo 4
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
¢ D7 ¢
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
400 Ul eCG, IM
Protocolo 5
DO Permanéncia do Implante de P4 D9
v D7 v
2 mg de BE, IM 500ug cloprostenol, IM 1,0 mg CE, IM
300 Ul eCG, IM
Protocolo 6
DO Permanéncia do Implante de P4 D8
2 mg de BE, IM 1,0 mg CE, IM
500ug cloprostenol, IM
300 Ul eCG, IM

Figura 1: esquemas dos diferentes protocolos de sincronizagao do estro.
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2.4. Classificagdo embrionaria:

Antes da inovulacdo dos embrides, os mesmos foram avaliados e
classificados de acordo com a classificacdo preconizados pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides — IETS (1998), sendo utilizados
somente embrides classificados como embrides | (Excelente) e Il (Regular).

EXCELENTE ou BOM — GRAU | — estagio de desenvolvimento que
corresponde ao esperado; massa embrionaria simétrica e esférica com
blastdmeros individuais que sao uniformes em tamanho, cor e densidade;
forma regular, a ZP n&o deve apresentar superficie concava ou plana, deve ser
lisa e, preferencialmente intacta; menos de 15% de células extrusadas.

REGULAR — GRAU Il - estagio de desenvolvimento que corresponde ao
esperado; forma regular, ZP intacta ou nao, irregularidades moderadas na
forma geral da massa embrionaria ou no tamanho; pelo menos de 50% das
células compdem massa embrionaria viavel;, menos de 15% de células
extrusadas.

POBRE — GRAU lll - estagio de desenvolvimento ndao corresponde ao
esperado; irregularidades maiores na forma geral da massa embrionaria ou no
tamanho; menos de 75% das células degeneradas; pelo menos 25% das
células compdem massa embrionaria viavel.

MORTO OU DEGENERADO — GRAU |V - estagio de desenvolvimento
que nao corresponde ao esperado, embrido em degeneragdo; massa
embrionaria de menos de 25% de todo material celular presente no interior da
ZP.

No presente estudo foram avaliados os embrides Blastocistos expadidos

e Blatocisto de grau | e Il.

2.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva (distribuicao

de frequéncia) empregando o programa SAEG (SAEG-UFV, 2007)
Os dados qualitativos foram arranjados em tabelas de contingéncia e
analisados pelo teste de qui-quadrado a 5 % de probabilidade de erro, para
avaliar a taxa de prenhez nos diferentes protocolos e os efeitos do intervalo do

ultimo estro a colocagéo do dispositivo intravaginal de P4, condigbes uterina e
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atividade ovariana na ocasido da colocagao do dispositivo intravaginal de P4,
numero de utilizacdo do CIDR, sincronia do estro da receptora em relagéo a
doadora, a categoria da receptora (novilha ou vaca), periodo experimental e

classificagdo embrionaria.

3. Resultado e discussao

No presente estudo 44 (1,9%) das 2262 das fémeas bovinas que foram
inovuladas perderam o dispositivo intravaginal de progesterona. Os animais so
foram inovulados porque apresentaram corpo luteo na avaliagdo para a
transferéncia de embrido. Entretanto, esses animais foram excluidos da analise
estatistica. Outro grupo de 63 (2,7%) das 2369 fémeas bovinas ndo recebeu
PGF.a no momento da retirada do dispositivo intravaginal de progesterona.
Portanto, também foi desconsiderado para analise estatistica. Resultando num
total de 2262 fémeas inovuladas (Tabela 1).

Os resultados no presente estudo ndo diferiram quanto as taxas de
prenhez obtidas quando empregou-se os diferentes protocolos (p<0,05), a
excegao do protocolo 4 que apresentou uma excelente taxa de prenhez (66,7)
dentre as inovuladas, embora o numero de animais nesse protocolo seja
considerado pequeno. Na tabela 1, é apresentada a taxa de prenhez das
fémeas inovuladas e protocoladas onde se encontra uma média de 39,2% e

24,3%, respectivamente.

Tabela 1: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, em relagéo ao total de
fémeas inovuladas e protocoladas, de acordo com tipo de protocolo de sincronizagao

de estro.

Protocolo Fémeas inovuladas Fémeas protocoladas
1 249/641 (38,8)° 249/974 (25,6)°

2 102/274 (37,2)° 102/457 (22,3)*

3 171/483 (35,4)° 171/751 (22,8)°

4 48/72 (66,7)" 48/86 (55,8)°

5 203/527 (38,5)° 203/856 (23,7)*

6 113/265 (42,6)° 113/525 (21,5)°
Geral 886/2262 (39,2) 886/3649 (24,3)

i‘b = Valores seguidos de letras mintisculas semelhantes na mesma coluna nao diferem entre si (x° o1 = 3,84; P > 0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha.
Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no
momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicacéo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da
insercdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
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retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicagao de 2 mg de BE no momento da insergédo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

As fémeas que receberam o protocolo sem PGF2a no momento da
colocagdo do dispositivo intravaginal de progesterona, cujos dispositivos
intravaginais permaneceram por 9 dias e com uma aplicagado de 400Ul de eCG
no momento da retirada do protocolo (protocolo 4) apresentaram melhores
taxas de prenhez em relagdo aos demais protocolos estudados (p<0,05),
estando em consonancia com estudos utilizando receptoras de embrido, que
também relataram o efeito luteotrofico da eCG, resultando no aumento da taxa
de concepcao apds utilizagdo em associagao ao protocolo de sincronizagao de
receptora de corte (BARUSELLI et al., 2003). Quanto a dosagem, o tratamento
com eCG na dose de 400 Ul é altamente recomendado quando uma grande
propor¢cao de animais se encontram em anestro por aumentar a fertilidade das
fémeas (BARUSELLI et al., 2004). Existem muitos relatos de aumentos na
fertiidade apds a incorporacdo da eCG em protocolos para IATF,
principalmente em vacas de corte (BARUSELLI et al., 2008). A melhora na taxa
de concepcao em animais que recebem a eCG na retirada do dispositivo
intravaginal de P4, provavelmente, esta relacionada ao aumento da taxa de
ovulagdo dos animais em anestro e aos maiores concentragao de progesterona
circulante no diestro (BARUSELLI et al., 2004), minimizando falhas no
reconhecimento materno-fetal da gestacdo (MANN; HARESIGN, 2001).

Entretanto, Melo e colaboradores (2008) concluiram que a antecipagao
na administragédo de PGF,a (10mg de dinoprost, Lutalise®) dois dias antes da
retirada do dispositivo intravaginal (1,9 g de P4 CIDR®, Pfizer) no dia 7 em
relacdo a aplicagdo no momento da retirada (D9) nao influenciou na taxa de
concepgao em vacas da ragca Nelore, submetidas a um programa de IATF.
Fato este intrigante, j& que o aumento da secrecdo pulsatil de LH durante o
periodo entre a lutedlise induzida pela PGF,a a remogédo do progestageno,
permitindo o crescimento mais uniforme do foliculo ovulatério em animais
tratados do que fémeas que apresentam corpo luteo na fase do diestro.

Os resultados obtidos no presente estudo, nos protocolos 1 vs 3, e 5vs
6, corroboram com os estudos de Melo e colaboradores (2008) que né&o

verificaram diferenca quanto a antecipacdo em 48 horas da aplicacdo do
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PGF2a em relagcdo a retirada do dispositivo. Mas n&o explica o fato do
protocolo 4 apresentar melhor resultado de prenhez frente aos demais.

Entretanto, Sa Filho e colaboradores (2005) utilizando novilhas mestigas
pra TETF de PIV, obtiveram resultados melhores na taxa de prenhez de
receptoras que receberam PGF2a, 48 horas da retirada do dispositivo
intravaginal, quando comparado as receptoras que receberam aplicacao de
PGF2a no momento de retirada do dispositivo intravaginal de progesterona. O
mesmo foi observado no presente estudo no protocolo 4, mas essa diferenca
nao foi notada nos protocolos 3 e 5.

Os melhores resultados percentuais do protocolo 4 no presente estudo
(66,7%) corroboram aos estudo de Peres e colaboradores (2008) que
sincronizaram a ovulagcdo de vacas da raga Nelore usando um liberador de
progesterona por 9 dias para IATF. As vacas receberam injegao de PGF2a no
dia da retirada do dispositivo intravaginal ou 2 dias antes da remocgao. As
concentracbes de progesterona foram mensuradas no dia de remogao do
dispositivo intravaginal para vacas que recebiam PGF2a mais cedo em
comparagao ao controle (3,05 vs 4.58 ng/mL), respectivamente. A taxa de
prenhez foi maior para vacas que receberam PGF2a mais cedo no protocolo de
sincronizagdo em comparagao ao controle (52,0 vs 36,4%, respectivamente).

No presente estudo optou-se por usar o Cipionato de estradiol no
momento da retirada do implante, diferindo dos estudos de Sa e colaboradores
(2005) que verificaram resultados favoraveis a utilizacado de BE um dia apds a
retirada do implante. Entretanto, Penteado e colaboradores (2005) testando,
em 299 fémeas paridas (60-90 dias) a dosagem de 0,5 ou 1mg de Cipionato de
estradiol na retirada do dispositivo intravaginal ou 1mg benzoato de estradiol 24
horas apds a retirada, observaram que o uso de 1mg de CE proporcionou
melhores indices de concepc¢ao na IATF (55%) comparando com 0,5 mg de CE
(41%) e 1 mg de BE (38,4%), além de facilitar o manejo.

Essa escolha pelo cipionato de estradiol é ainda respaldada pelos
estudos de Martinez e colaboradores (2002) e os de Melo e colaboradores
(2008). Apesar do cipionato de estradiol ter sido descrito como menos eficiente
na sincronizagcdo da emergéncia folicular por ter uma meia vida e um clearance
sanguineo mais longo comparado com outros ésteres de estradiol (MARTINEZ,

2004), essa diferenga nao foi observado por Melo e colaboradores (2008) ao
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comparar o cipionato de estradiol (1mg) com o benzoato de estradiol (2mg) no
momento da colocacado do implante, onde a taxa de concepcgao foi semelhante
em vacas da raca Nelore para IATF. Como o Cipionato possui uma meia vida e
um clereance sanguineo mais longo, foi escolhido para ser aplicado no
momento da retirada, por diminuir uma vez o manejo dos animais no curral
comparando ao benzoato de estradiol, que € mais indicado se aplicado 24
horas apos a reitrada do dispositivo.

Diferente aos dados obtidos por Carvalho e colaboradores (2008), os do
presente estudo demonstraram que a aplicagcdo de prostaglandina na
colocagao do dispositivo intravaginal de P4, nao influencia na taxa de prenhez,
em conformidade com os estudos de Marques e demais colaboradores (2005).

Outro trabalho conduzido por Martins e colaboradores (2005b) estudando
a dinamica folicular apdés o tratamento com o 2mg de benzoato de estradiol
(estrogin®, Farmavet) ou 0,5 mg de Cipionato de Estradiol (ECP®, Pfizer)
administrados como indutores de ovulagdo na retirada do dispositivo de P4 ou
24 horas apo6s sua retirada, demonstrando que o momento da ovulagdo nos
animais que receberam CE no momento da retirada do dispositivo intravaginal
de P4 ou BE 24 horas ap6s a retirada do dispositivo, ndo houve interagao entre
o tratamento e momento da administragdo, sendo observado efeito somente da
aplicagdo de CE e BE, onde CE resultou em melhores valores percentuais
ovulagdo em relagéo ao BE.

Alguns pesquisadores defendem o uso de aplicagdo de PGF2a e ou eCG
no dia 4 do protocolo, como B6 e colaboradores (2004) que realizaram varios
experimentos comparando a aplicagdo de PGF,a no dia 4 (dia da emergéncia
da nova onda de crescimento folicular) em relagdo ao dia 8 (dia da retirada do
implante) onde o primeiro aumentou o numero de receptoras selecionadas pra
TE e a concentragdo de P4 no momento da avaliagédo das receptoras aptas
para TE. O protocolo com PGF2a no dia 4 aumentou a propor¢cao de
receptoras selecionadas para TE (70,5%) e a taxa de concepgao (41,1%)
comparada ao protocolo com PGF no dia 8 (52,7% e 21,5%, respectivamente).

Ferreira e colaboradores (2006) compararam 3 diferentes tipos de
protocolos em novilhas Bos taurus inducus x Bos taurus taurus inovuladas com
embrides de PIV. Em todos os grupos, no dia 0, as fémeas receberam um

dispositivo auricular (norgestomet) e BE. No grupo 1, as receptoras receberam
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eCG mais PGF2a no dia 5 (protocolo tradicional) e BE um dia apds a retirada
(D9) , no grupo 2, o eCG e a PGF2a foram aplicados no momento da retirada
(D8) e BE um dia apods a retirada do dispositivo (D9) e o grupo 3, diferiu do
protocolo 2 pela aplicacdo de BE e eCG que né&o era realizada no dia 9, mas no
dia 8. O grupo 3, além de eliminar a mao de obra de mais duas passagens dos
animais pelo tronco, apresentou maiores valores percentuais que os valores
do grupo 1e 2, tanto na taxa de aproveitamento de receptoras, como também,
na taxa de prenhez. Adicionalmente os autores afirmam que a mudanca para 8
dias so6 produz efeito no uso de Norgestomet e com esse dispositivo, a PGF2a
na colocagdo nao apresentou diferenca entre os diversos protocolos
estudados.

Os resultados verificados por Ferreira e colaboradores (2006) diferem
dos valores observados no presente estudo em relacdo a taxa de prenhez por
receptoras inovuladas e prenhez por fémeas protocoladas respectivamente.
Ressalta-se que esse resultado é decorrente de varios tipos de protocolos
analisados, com diferenga no tempo de permanéncia de dispositivo intravaginal
e aplicacdes de outros horménios.

Em relacéo a aplicacdo de PGF2a associados a protocolos intravaginais,
Sa Filho e colaboradores (2005) estudando a aplicagdo de PGF2a no inicio
com diferentes fontes de progesterona intravaginal (CIDR) ou dispositivo
auricular (Norgestomet) verificaram que a PGF2a no inicio do tratamento
sincronizou melhor a ovulagcdo, e que o dispositivo auricular resultou em
melhores taxas de crescimento folicular, didametro do foliculo dominante e taxa
de ovulagdo em comparagao ao dispositivo intravaginal (CIDR vs CRESTAR e
com ou sem PGF2a). No entanto, os autores ndo estudaram o efeito desses
fatores sobre a taxa de prenhez.

Além da aplicagdo do PGF2a no momento da colocagao do dispositivo
intravaginal procurou-se analisar também diferentes dosagens de eCG, tal
como Rezende e colaboradores (2005) que avaliaram a aplicagdo de PGF2a
no inicio de protocolo de sincronizacao e diferentes doses de eCG em novilhas
Bos taurus taurus x Bos taurus indicus para inovulagao de embrido de PIV. Os
autores verificaram que os animais que receberam PGF2a no inicio do
protocolo ndo diferiram daquelas que nao receberam em relacdo a taxa de

aproveitamento, concepg¢ao, prenhez (Protocolo com ou sem PGF2a no DO, e
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300 ou 400 Ul de eCG no D8) como verificado no presente estudo. Entretanto,
Ayres (2009) verificou um efeito positivo na aplicacdo do PGF2a na colocagao.

Neste estudo, nos varios protocolos que utiliza a PGF2a n&o se observou
diferenca na taxa de prenhez. Corroborando com Reis (2004) e também ao
estudo realizado por Pfeifer e colaboradores (2009) que trabalharam com
novilhas pre-puberes e fémeas adultas.

Baixas concentragbes de progesterona, e consequentemente pulso e
frequéncia de LH alto, durante o crescimento do foliculo ovulatério séo
associadas com o decréscimo de fertilidade, atribuido a maturacdo prematura
de odécito (MIHM et al. 1999). No entanto, baixas concentragbes de
progesterona promovem o crescimento do foliculo dominante, e também
podem aumentar a funcdo do CL e a fertilidade, enquanto a competéncia do
oocito ovulatorio € obtida (PERRY et al. 2007).

Nos estudos de Mariani (2009) que inovularam embrides de PIV em
fémeas mesticas, as receptoras foram submetidas a dois protocolos. As
fémeas do protocolo 1 receberam 150 mg de cloprostenol. As fémeas do
protocolo 2, receberam o dispositivo auricular (norgestomet) e 2,0 mg de
benzoato de estradiol. No oitavo dia retirou o dispositivo intravaginal e um dia
apos recebeu 1,0 mg de BE. Das receptoras avaliadas, 46 apresentaram corpo
luteo pequeno, 80 meédios, 114 tipo grandes e 20 inclusos, resultando em 16
(34,78%), 29 (36,25%), 41(35,96%) e 7 (35,00%) fémeas gestantes,
respectivamente. Esses resultados sugerem nao haver relagdo entre
morfologia do corpo luteo de ovarios de receptoras bovinas de embrides e os
indices de prenhez.

Na tabela 2, verifica-se que dentro da classe de animais inovulados com
embrides em estadio de blastocisto expandido, o protocolo sem PGF2a no
momento da colocacéo do dispositivo intravaginal que permaneceu por 9 dias e
400 Ul de eCG no dia da retirada (protocolo 4) apresentou os maiores valores
percentuais de taxa de prenhez, ndo sendo observado diferenca entre os
valores percentuais dos demais protocolos (p>0,05). Ressalta-se o baixo

numero de receptoras para o protocolo 4.
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Tabela 2: Taxa de prenhez de receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com
classificagdo embrionaria e diferentes protocolos de sincronizagao de estro.

Classificagao embrionaria

Protocolo Blastocisto expandido Blastocisto
1 214/526 (40,7) ** 21/58 (36,2)*
2 91/223 (40,8) *A 6/31 (19,4)%®
3 143/383 (37,3) ** 14/37 (37,8)°"
4 42/63 (66,7) ™* 6/8 (75,0)°*
5 163/391 (41,7) A 18/73 (24,7)®
6 85/192 (44,3) ** 13/32 (40,6)™

Geral 738/1778 (41,5)" 781239 (32,6)°

2P = valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (3° o1 = 3,84; P> 0,05).
f’B= Valores seguidos de letras mailusculas semelhantes na mesma linha nao diferem entre si (X2 et = 3,84; P >0,05).
n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Protocolo 1: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagédo de 2 mg de BE no
momento da insergdo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da
insercdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Na classe de animais inovulado com embrides em estadio de blastocisto,
o protocolo 4 apresentou valores percentuais diferentes dos valores dos
protocolos 1, 2, 5 e 6 (p<0,05), sendo semelhante aos valores percentuais do
protocolo 3 (p>0,05). No entanto, quando n&o se considera as receptoras do
protocolo 4, por apresentar baixo numero de fémeas experimentais, ndo se
verificou diferenga entre os diferentes protocolos de sincronizagao, indicando
que o estadio do desenvolvimento embrionario no presente estudo, ndo exerce
influéncia sobre a taxa prenhez (p>0,05).

Avaliando-se as classificacbes embrionarias incluindo todos os
protocolos, a classificagdo embrionaria blastocisto expandido apresentou
melhores valores percentuais (p<0,05) que os valores da classe de
desenvolvimento embrionario blastocisto (41,5 vs 32,6 respectivamente).

Relatando a diferenga entre os embrides produzidos in vivo e in vitro,
Siqueira e colaboradores (2009) utilizaram vacas nao lactantes e novilhas
protocoladas com 2mg de BE mais CIDR no dia 0; 400 Ul de eCG no dia 5;
retirada do dispositivo intravaginal e aplicagcdo de PGF2a no dia 8; e 1mg de
BE no dia 9. Ao fim do tratamento 76,1% das receptoras estavam aptas para a

TE. Essas foram inovuladas com embrides de PIV ou TE convencional. A taxa
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de prenhez foi maior para fémeas inovuladas com embrides produzidos in vivo
do que nos produzidos in vitro. Entretanto, o estadio de desenvolvimento
embrionario influenciou a possibilidade de gestagcdo. Os autores concluiram
que as avaliagdes do corpo luteo sio insuficientes para predizer a taxa de
gestacédo e que o estadio de desenvolvimento embrionario, no entanto, € um
fator que afeta mais a taxa de prenhez nas receptoras.

Ja Veronesi e colaboradores (2002) observaram alta correlagéo entre o
tamanho do CL (ndo detectavel, didmetro menor que 20mm e maior que 20
mm) e a concentragdo de P4 (< 1 ng/mL, de 1 a 4 ng/ mL e >4ng/ mL)
indicando que a mensuragao ultrassonografica € o meio mais confiavel para
avaliagao do didmetro da massa luteal. O que nao foi observado nos resultados
do presente estudo.

No entanto, no estudo realizado por Siqueira e colaboradores (2009)
empregando uma analise de regresao logistica, verificou-se que apenas uma
variavel tem afetado a taxa de prenhez (embrido fresco ou congelado), nao
sendo verificado efeito das caracteristicas de concentracdo de progesterona,
ecotextura do CL, area do CL, categoria do animal, qualidade do embrido e
estagio de desenvolvimento embrionario. Baseado nessa relagdo, a
probabilidade da taxa de prenhez aumenta nas receptoras transferidas com
embrides in vivo comparados com os produzidos in vitro (por um fator de 3,18 e
95% no intervalo de confianca de 1,7 e 5,94; P<0,001).

Entretanto, no presente estudo, verificou-se o efeito do estadio de
desenvolvimento embrionario, com diferenga entre os protocolos 2 e 5, onde
fémeas que foram inovuladas com blastocistos expandidos apresentaram
valores percentuais maiores do que aquelas receptoras que foram inovuladas
com embrides em estadio de desenvolvimento de blastocistos (p<0,05). Estas
observacdes corroboram o estudo de Block e colaboradores (2009) que
sincronizaram receptoras com o protocolo Ovsynch. No dia 0, as fémeas
receberam 100 mcg de GnRH, no dia 7 receberam 25 mg de PGF2a. No dia 9,
aplicou a segunda dose de GNRH. No dia 16, as receptoras que apresentaram
corpo luteo foram inovuladas. Os autores constataram que a taxa de prenhez
de receptoras que receberam embrides no estagio de blastocisto expandido foi
maior que receptoras que receberam embrides no estagio de blastocisto e

morula (p<0,05).
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Os valores percentuais da taxa de prenhez em receptoras de acordo
com o numero de utilizagdo do dispositivo intravaginal e tipo de protocolo de

sincronizagao do estro estdo sumariados na tabela 3.

Tabela 3: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com o
numero de utilizacdo do dispositivo intravaginal e tipo de protocolo de sincronizacéo

do estro.
Numero de utilizagdo do dispositivo intravaginal

Protocolo 1 2 3 4 Geral

1 68/159 (42,8)™ 24/62 (38,7)** 4/16 (25,0)* 1/1 (100)* 97 (40,8)"
2 - 9/33 (27,3) - - 9 (27,3
3 51/146 (34,9 14/50 ( 28,0)™ 65/176 (36,9)™ 10/24 (41,7)* 140 (35,3)"
4 6/8 (75,0)* 24/36 (66,7) 15/23 (65,2)°" 3/5 (60,0)* 48 (66,7)°
5 34/93 (66,6)* 63/170 (37,1)™ 65/162 (40,1)™ 22/64 (34,4)" 184 (37,6)"
6 13/34 (38,2)* 20/53 (37,7)** 39/81(48,2)** 41/97 (42,3 113 (42,6)*

Geral 172/440 (39,1)* 154/404 (38,1)"  188/458 (41,0 77/191(40,3)" 591/1497(39,5)

2P = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (xz o1 = 3,84; P > 0,05).
f’B= Valores seguidos de letras maitisculas semelhantes na mesma linha néo diferem entre si (3° .1 = 3,84; P > 0,05).
n/N (%)= nimero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 pg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no
momento da insercao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pyg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
8 dias; Protocolo 3: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da inser¢édo do dispositivo , 500 ug de
PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4:
Aplicagéo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de
CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da
insercdo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insercéo do dispositivo e 1,0 mg de CE,
500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Os valores percentuais quando utilizou dispositivo intravaginal de
primeiro uso (novo) n&o apresentaram diferengca dos valores percentuais da
taxa de prenhez nos diferentes protocolos empregados (p>0,05). Para os
protocolos 2 e 4 houve baixo numero de fémeas e nao foram analisadas.

Com o uso do protocolo 4 e empregando dispositivo de segundo uso
(classe 2) observou-se os melhores valores percentuais de taxa de prenhez do
que os demais protocolos (P<0,05). Ja com o uso do protocolo 6 (utilizando
dispositivo intravaginal de terceiro uso — classe 3) observou-se valores
percentuais semelhantes ao valores do protocolo 4 (p>0,05).

Provavelmente, a aplicagdo do PGF2a dois dias antes da retirada do
dispositivo tende a aumentar a taxa de prenhez. Esses resultados corroboram
com Sa Filho e colaboradores (2005) onde no seu grupo 1 (G-l) as novilhas
receberam BE mais dispositivo intravaginal novo (CIDR) . Aplicagao de PGF2a

no sétimo dia (D7) e retirada no dispositivo intravaginal novo dia (D9). No
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grupo 2 (G-Il), protocolo similar ao grupo 1, porém o com dispositivo
intravaginal previamente utilizado por 9 dias (CIDR 2° uso). No grupo 3 (G-lll),
as novilhas receberam BE mais dispositivo intravaginal novo (CIDR), aplicag&o
de PGF2a e retirada no dispositivo intravaginal novo dia (D9). No grupo 4 (G-
IV), protocolo similar ao grupo 3, porém o com dispositivo intravaginal
previamente utilizado (CIDR 2° uso), todas as novilhas com CL no dia da TE
receberam embrides PIV frescos (Graus 1 e 2). Receptoras do G-I foram
melhores que G-Il que foi melhor que G-IV que foi melhor que G-lll, quanto as
taxas de concepcgao e prenhez.

Entretanto, no presente estudo, analisando somente a reutilizacdo do
dispositivo intravaginal, sem considerar os diferentes protocolos de
sincronizagao, ndo observou efeito da reutilizacdo do dispositivo intravaginal
sobre a taxa de prenhez (p>0,05).

Esses resultados do presente estudo, mesmo sendo de TETF de PIV
estdo em de acordo com outras pesquisas realizadas anteriormente, mesmo
para IATF (COLAZO et al, 2004) que néo verificou nenhuma diferenga na taxa
de concepcao reutilizando dispositivos por uma vez.

Colazo e colaboradores. (2004) verificaram que a taxa de prenhez se
mostrou comprometida quando foram utilizados dispositivos usados por duas
vezes, 0 que nao esta em conformidade com os resultados do presente estudo.

Em alguns casos, o fato do dispositivo intravaginal ser reutilizado pode
apresentar um resultado melhor, ainda que n&o tenha sido observado no
presente estudo. Martins e colaboradores (2005a) verificaram que DIB em 3°
uso associado a P4, retardou a emergéncia da onda, sendo essa mais
sincronizada que nos outros grupos. Segundo os autores, provavelmente, o
dispositivo intravaginal de até o quarto uso possui ainda uma quantidade de P4
suficiente pra manter a concentracao sérica de P4 minima para sincronizagao
da ovulagdo. Corroborando, Maio e colaboradores (2009) compararam a
concentragdo de progesterona mensurada a cada 24 horas de dispositivos de
1°, 2° e 3° uso (Sincrogest®) e verificaram que o padrdo de liberagido de
progesterona em todos os dispositivos se manteve em torno de 2ng/mL até 196
horas de wuso. Indicando que o0 numero de uso nao influenciou

consideravelmente a concentracéo de P4.
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Os valores percentuais da taxa de prenhez em receptoras de acordo
com a sincronia das receptoras e doadoras, categorias de fémeas e tipos de
protocolo de sincronizacao de estro estdo sumariados na tabela 4.

Dentro da classe em que as fémeas apresentaram estro sem serem
observados ou nao apresentou estro e foi inovulado (s/c), analisando somente
as novilhas, o protocolo 4 foi o que apresentou melhores valores percentuais
de taxa de prenhez (P< 0,05).

Quando avaliado as classes de sincronizagido, analisando somente as
novilhas, o protocolo 5 onde as receptoras que ndo apresentaram cio (s/c)
obtiveram resultados piores que o as receptoras que apresentaram cio 9 dias
antes da transferéncia do embrido (-1) (p<0,05).

Ao compararmos as classes de sincronizacdo levando em consideragao
todos aos protocolos, nota-se que dentro da categoria de novilhas, as classes
de sincronizacdo de nove dias e oito dias de cio antes da transferéncia do
embrido (-1 e 0, respectivamente) apresentaram melhores taxas de prenhez
que a classe de sincronizagéo de 10 dias (-2) (p<0,05). N&o houve diferenca ao
compararmos novilhas e vacas dentro da mesma classe de sincronizagéo
(p>0.05).

Para que ocorra uma boa implantagdo do embrido no utero da receptora, é
necessario que esta esteja numa fase do ciclo estral que a doadora estava
quando o embrido foi coletado. Quanto mais sincronizadas, melhores serao as
taxas de concepg¢ao. Ha uma margem aceitavel de diferenca entre o ciclo da
doadora com o da receptora, esta margem € de 24 horas, porém, o melhor
seria menor de 12 horas (VIEL JUNIOR, 2007).
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Tabela 4: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a sincronia das receptoras e doadoras, categorias de fémeas e tipos

de protocolo de sincronizagao de estro.

Sincronia das receptoras/doadoras

Protocolo -2 -1 0 +1 +2 slc Total

Novilha Vaca Novilha Vaca Novilha Vaca Novilha Vaca Novilha Vaca Novilha Vaca Novilha Vaca

1 12800 - GO Gt (G9am wanr ear d@sor 250 oy VG as@oor Z0%° D

2 012 (0)* o 36/83 (43,4)°F 4/11 (36,4) 44/122 (36,1 5/8 (62,5) 206 (33,3)" = 010y - 1139 (2827 02 (0) ‘zgfg? (2/22’;)

3 (5 - (aapen  3IB(37.5) 901231(30,0 8120 (40,0 022 (0) < wmeooy  + AT wrqooy T4 220

4 -* -~ (6‘21’51/5“’3@ 11 (100)*  13/20 (65,0 > * * > < 92 (7500 ?676/’721) (11(’)10)

5 39 (333 12(500) 4522)3%\ (2?;"131)3/\ ( f(iqz)lic (2%/‘11?)’% ( 411?/72)§Ac 14 (250)* 01 Q) - (317‘/;)1& 112 (50)" 1?;;‘29;5 (ggf)

6 2/5 (40,0)* (43%')539@ 2/3(66,7)° 57/131 (43,57 3/9 (33,3) 1/8 (12,5)" ~ 0/3(0) - 23/54 (42,60 1/2 (50)" 1&72’?65)1 (2’21;)
Geral (f{?éA 112(50,0)" (3112%‘;593_\ (;;C’"g)lé a%:?/ﬂ)(s)gei (3?97‘/?)?\5 (3‘321)%3@ 4/8(50,0)*2 (3§f12§cg 01 (0)" (;gg;ﬁ\%éé (451/‘ 17§AA 83(%2;;9 5(%1;';’

b= Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néo diferem entre si (Xz o1 = 3,84; P > 0,05).

AB = valores seguidos de letras maiusculas semelhantes na mesma linha e categoria ndo diferem entre si (Xz o1 = 3,84; P > 0,05).

2B =valores seguidos de letras maisculas semelhantes na mesma linha (em negrito e sublinhada) comparagéo entre categorias(novilha e vaca) da mesma classe (-2,-1, 0, +1 ,+2, sc) ndo diferem
_entressi (x*cL1 = 3,84; P> 0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no mesmo protocolo.

Sincronia receptora /doadora= - 2; Receptoras que apresentaram estro 10 dias antes da inovulagdo; Sincronia receptora /doadora= -1 Receptoras que apresentaram estro 9 dias antes da
inovulagéo; Sincronia receptora /doadora= 0 Receptoras que apresentaram estro 8 dias antes da inovulagdo; Sincronia receptora /doadora= +1 Receptoras que apresentaram estro 7 dias antes da
inovulagéo; Sincronia receptora /doadora= +2 Receptoras que apresentam estro 6 dias antes da inovulagdo; Sincronia receptora /doadora= s/c Receptoras que ndo apresentaram cio, ou
apresentaram, mas ndo foram observados e foram submetidas a inovulagéo.

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢ao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicagéo de
2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo
4: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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Os valores percentuais de taxa de gestacado da classe de sincronia igual a -1 e 0,
diferiram da classe de sincronia igual a -2 (p<0,05). Corroborando ao estudo
realizado por Jones e colaboradores (2008) onde os autores verificaram que a taxa
de prenhez varia com a sincronia da doadora e da receptora. Embora a taxa de
gestacdo seja maior em receptoras cujos estros coincidem com os estros das
doadoras, aparentemente ndao ha diminuicdo na taxa de prenhez quando nao excede
24 horas de assincronia. No entanto, Niewman e colaboradores (1985) mostraram
uma diminuicdo na taxa de prenhez quando receptoras apresentaram estro 12 horas
apo6s a doadora, provavelmente, devido a concentragao de progesterona. Os autores
relataram que a concentragdo minima de P4 para manter a gestacao esta em torno
de 2 a 5 ng/mL. Entretanto, Spell e colaboradores (2001) ndo observaram diferenca
na taxa de prenhez entre os grupos de fémeas que apresentaram concentragao
inferior a 0,58 ou maiores que 16ng/ mL de P4 e foram inovuladas entre 6,5 e 8,5
dias apos o estro.

Corroborando também com o estudo de Mariani (2009) que selecionou
receptoras mesticas para inovulagdo com embrido de PIV. As receptoras foram
divididas em dois grupos. No grupo 1, as fémeas receberam 150 ug de cloprostenol.
O grupo 2, as fémeas receberam o dispositivo auricular norgestomet e 2,0 mg de
benzoato de estradiol. No oitavo dia retiraram o dispositivo e um dia apds receberam
1,0 mg de BE. Quarenta receptoras tiveram cio observado um dia antes da
fertilizacao in vitro (D-1), 137 no dia da PIV (D0O) e 83 receptoras um dia apés a PIV
(D+1), resultando em uma taxa de prenhez de 38,8%, sendo que para cada classe
de sincronia receptora / doadora, a taxa de prenhez resultante foi de 42,5 % para D -
1; 41,6% para DO e 30,1% para D +1. Esses resultados sugerem nao haver relagéo
entre o dia do estro da receptora inovulada e o dia da fertilizag&o in vitro (sincronia)
com as taxas de prenhez quando embrides forem inovulados nos dias mencionados
de sincronia.

Peixoto e colaboradores (2007) avaliaram os fatores que afetam a taxa de
gestacdo de 5627 embrides zebuinos inovulados em fémeas mesticas. Apds avaliar
o estadio, a qualidade e a viabilidade os embrides foram imediatamente transferidos
para as receptoras. Na classe de sincronia receptora / doadora (estro da receptora
ocorrendo 2 dias antes do cio da doadora, 1 dia antes do cio da doadora, no dia do

cio da doadora, ou dois dias ap6s o cio da doadora), as receptoras que
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apresentaram o cio 1 dias antes da doadora apresentaram melhores taxa de
prenhez.

Os valores percentuais da taxa de prenhez de acordo com periodo
experimental e tipo de protocolos de sincronizagdo de estro estdo sumariados na
tabela 5.

Os valores percentuais das classes experimentais 1 e 2 ndo apresentaram
diferenca entre si (p>0,05). Ja na terceira classe experimental, o protocolo 4
apresentou melhores valores percentuais de prenhez do que os valores dos
protocolos 5 e 6 (p<0,05).

Quando avaliado somente os periodos experimentais, a terceira classe resultou
em melhores taxas de prenhez do que a classe 2 (p<0,05), sendo que essa
diferenca se deve aos valores percentuais obtidos no protocolo 4, pois os demais
protocolos nao diferiram entre si (P>0,05). A anélise do periodo experimental no
presente estudo, apenas € indicativa de possiveis efeitos dos periodos do ano em
que sao realizadas as inovulagdes, em fungdo de alguns protocolos serem
realizados em periodos do ano diferentes.

No entanto, Peixoto e colaboradores (2007) verificaram que entre diversos
fatores que afetam a taxa de gestacdo de em receptoras mesticas, a estacdo do ano
em que o embrido era inovulado (ver&o, outono, inverno e primavera), o outono
apresentou a melhor taxa de prenhez. Esses resultados divergem do presente
estudo, contudo, observa-se que o protocolo de sincronizacdo de estro utilizado
pelos autores foi apenas aplicacbes de PGF,a e os embrides inovulados foram

produzidos in vivo e n&o por PIV, como no presente estudo.
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Tabela 5: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com periodo
experimental e tipo de protocolos de sincronizagao de estro.

Periodo experimental

Protocolo 1 2 3
1 111/293 (37,9)°4 138/348 (39,7)* -
2 93/240 (38,8)2 9/34 (26,5)** -
3 - 171/483 (35,4)* -
4 - - 48/72 (66,7)8
5 - - 203/527 (38,5)
6 - - 113/265 (42,6)*2
Geral 204/533 (38,3)" 318/865 (36,8)"° 364/864 (42,1)*°

b= valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna n3o diferem entre si (3% cL1 = 3,84; P > 0,05).
f\’B= Valores seguidos de letras mailusculas semelhantes na mesma linha ndo diferem entre si (X2 et = 3,84; P >0,05).
n (%) de estruturas embrionarias.
Todas letras em sublinhadas foram comparadas com o protocolo 3 e apresentam em letras maiusculas a comparagéao entre as
colunas.
Periodo = 1: 18/07/08 a 02/01/09; Periodo = 2 : 15/01/09 a 20/03/09; Periodo =3 : 26/03/09 a 10/07/09
/N (%)= ntimero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.
Protocolo 1: Aplicacdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 0,5 mg de CE,

500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento
da insergéo do dispositivo e 0,5 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo
3: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergao do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da
retirada, 0,5 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4: Aplicacdo de 2 mg de BE no
momento da insergédo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 0,5 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da
retirada com 9 dias; Protocolo 5: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insergcéo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48
horas da retirada, 0,5 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias. Protocolo 6: Aplicacéo de 2 mg de BE
no momento da insergdo do dispositivo e 0,5 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8

dias.

Os valores percentuais da taxa de prenhez de acordo com a classificacéo
ovariana e o tipo de protocolo de sincronizagao de estro estdo sumariados na tabela
6.

Na classificagdo ovariana antes da colocagado do dispositivo intravaginal de
progesterona, a classe 0 (ovario ndo foi analisado) os valores percentuais do
protocolo 4 foram melhores que os valores dos demais protocolos (p<0,05) com
excegao ao protocolo 6 que foi igual (p> 0,05), ndo sendo observado diferenca entre
os demais protocolos empregados (p>0,05).

Na classificagdo ovariana igual 2, os valores dos percentuais do protocolo 5
foram melhores que os valores do protocolo 3 (p<0,05). Nos demais protocolos nao
foi possivel a analise dos dados em fungao do numero de animais reduzido.

Na classificagdo ovariana igual 3, os valores percentuais do protocolo 4 foram
melhores que os valores dos demais protocolos (p<0,05), ndo observando diferencga

entre 0s demais protocolos (P >0,05).
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Tabela 6: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a classificagao ovariana e o tipo de protocolo de sincronizagao

de estro.
Classificagao ovariana
Protocolo 0 1 2 3 4 Geral

1 17/49 (34,7 1/1 (100)* 419 (44,4 176/445 (39,6)™ 51/137 (37,2 249/641 (38,9)
2 4/11 (36,4)* 2/2 (100)* 1/7 (14,3)* 80/215 (37,2)* 15/39 (38,5 102/274 (37,2)
3 19/63 (30,2)™ - 2/13 (15,4)* 120/315 (38,1)* 30/92 (32,6)** 171/483 (35,4)
4 20/35 (57,1)°" - - 25/34 (73,5)* 3/3 (100)* 48/72 (66,7)
5 44/124 (35,5 - 8/15 (53,3)™ 128/316 (40,5)* 23/72 (31,9 203/527 (38,5)
6 27/61 (44,3 - 0/3 (0)* 73174 (41,97 13/27 (48,27 113/265 (42,6)

602/1499 (40,2)"

135/370 (36,5)

886/2262 (39,2)

Geral 131/343 (38,2)* 3/3 (100)* 15/47 (31,9)*

2P = valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna n&o diferem entre si (3° .1 = 3,84; P > 0,05).

f\'B = Valores seguidos de letras maitisculas semelhantes na mesma linha nao diferem entre si (x° o1 = 3,84; P > 0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual na linha.

Classificagdo ovariana = 0: ovario ndo foi avaliado; Classificagdo ovariana = 1 ovarios classificados como pequenos; Classificagdo ovariana = 2 ovario onde néo foi observado nada digno de nota ;
Classificagao ovariana = 3 Ovarios com atividade (foliculos); Classificagdo ovariana = 4 presenga de corpo luteo

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicagédo de
2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 uyg de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo
4: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo , 500 pg de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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Na classificacdo ovariana igual 4, ndao houve diferenga entre os valores
percentuais de taxa de prenhez nos protocolos (p>0,05). O protocolo 4 nao foi
avaliado por possuir baixo numero de receptoras.

Quando se avaliou as classes de classificacdo ovariana, independentes dos
diferentes protocolos empregados, nédo se verificou diferenga entre as classes de
classificagao ovariana.

No presente estudo, a utilizagdo 300 ou 400 Ul de eCG e na presenga ou
auséncia de corpo luteo (CL) antes da colocagdo do dispositivo intravaginal n&o
interferiu na taxa de prenhez para TETF de PIV. Porém isso ndo foi observado por
Sa Filho e colaboradores (2010) em um programa de IATF, onde os autores
utilizaram novilhas apresentando ou ndo CL, e receberam um dispositivo intravaginal
de 3mg de norgestomet, mais 2mg de benzoato de estradiol. No dia 8, o dispositivo
intravaginal era removido e 150 mg de d-cloprostenol foi administrado e as novilhas
foram divididas em dois grupos: Gl com 0 Ul (87) ou Gll 400 Ul de eCG (n=90).
Todas as novilhas receberam 1mg de BE no dia 9. Todas as fémeas foram
submetidas a inseminagdo em tempo fixo (FTAI) 30- 34 horas depois da aplicagéo
de BE. Os autores verificaram que as novilhas sem CL no dia da colocagdo do
dispositivo intravaginal de progesterona tem menor taxa de crescimento do foliculo
dominante no momento da remogéo do dispositivo intravaginal até a IATF (dias 8-
10), menor didmetro de CL apds IATF e reduzida taxa de prenhez por IA.

Segundo Rathbone e colaboradores (2001) novilhas sem CL no dia O
apresentam maior didmetro do foliculo dominante na remog¢ao do dispositivo
intravaginal e a taxa de crescimento do foliculo dominante menor no momento de
remogao do dispositivo intravaginal até a IATF, resultando em um CL menor cinco
dias ap6s IATF quando comparado a novilhas com CL. Provavelmente, nas novilhas
sem CL no dia 0 (isto &, novilha durante a puberdade em uma fase especifica do
ciclo estral sem CL ou novilhas pre-puberes), ocasiona em baixa de produc¢ao de P4
enddgeno, um controle da frequéncia do pulso de LH.

Deste modo, o uso de protocolo de sincronizacdo para TETF, torna-se uma
alternativa satisfatéria, por simplificar o manejo com as receptoras, sem a
necessidade de deteccdo de estro e melhor taxa de aproveitamento das receptoras.

Avaliando a eficiéncia dos protocolos de acordo com a classificacdo uterina

antes da colocagdo do dispositivo intravaginal de progesterona (tabela 7), na
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avaliacao uterina classificagao 0, os valores percentuais de prenhez nos protocolos
foram semelhantes entre os protocolos (p>0,05), exceto so protocolos 3 e 4 que
diferiram (P<0,05).

Na classificagcao uterina 3, os valores percentuais de prenhez no protocolo 4
foram melhores aos demais valores dos protocolos utilizados (P< 0,05).

Nao houve diferenga entre os valores percentuais de prenhez nos protocolos
de sincronizagdo de estro em receptoras que apresentavam utero pouco turgido

(Classe 4), embora o numero de fémeas neste protocolo 4 foi baixa.
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Tabela 7: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a classificacao uterina e o tipo de protocolo de sincronizagao de estro.

Protocolo

Classificagao uterina

0

2

3

4

5

Geral

o o A W N

25/57 (43,9)**
5/13 (38,5)**
19/63 (30,2)*"*
20/35 (57,1
46/133 (34,6)™
29/68 (42,7

3/9 (33,3)*
1/8 (12,5)*
317 (42,9)*
117 (14,3)*

66/188 (35,1)™
33/95 (34,7
56/164 (34,2)*
15/19 (78,9)*
51/126 (40,5)™
13/30 (43,3)*

19/53 (35,9)*
8/17 (47,1)**
13/48 (27,1)**
2/2 (100)*
15/37 (40,5)**
8/18 (44,4)*"

136/334 (40,7)™
55/141 (39,0)*
80/201 (39,8)**
11/16 (68,7)™
90/224 (40,2)**
63/149 (42,3

249/641 (38,9)
1021274 (37,2)
171/483 (35,4)
48/72 (66,7)
203/527 (38,5)
113/265 (42,6)

Geral

144/369 (39,0)*

8/31 (25,8)"

234/622 (37,6)

65/175 (37,1)"

435/1065 (40,8)"

886/2262 (39,2)

2= valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néo diferem entre si (X2 6L =

3,84; P >0,05).

f\'B = Valores seguidos de letras maitisculas semelhantes na mesma linha nao diferem entre si (x° o1 = 3,84; P > 0,05).
n/N (%)= nimero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.
Classificagao uterina = 0: animais com o Utero ndo avaliado; Classificacdo uterina = 2 Utero pouco flacido ; Classificagéo uterina = 3 utero normal; Classificagéo uterina = 4 utero pouco turgido;
Classificagao uterina = 5 Utero targido.
Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias;
Protocolo 2: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢do do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3: Aplicagédo de
2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo
4: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 5:
Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6:
Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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Na classificagao uterina igual a 5, o protocolo 4 apresentou a melhor taxa de
prenhez (P<0,05). Os demais protocolos foram semelhantes entre si (P> 0,05).

As outras classes de classificacdo uterina, ndo possuiam um numero de
animais suficiente para analise (classe 2) ou ndo houve diferenca entre as classes
de classificagado uterina (classe 4) (p>0,05) ou nao foi replicado nenhum animal na
classe (classe 1), corroborando aos estudos de Leal e colaboradores (2005) que ao
analisar em 60 novilhas receptoras mestigas observaram que os uteros em grau
intermediario (classificagdo 3) apresentaram melhores resultados de prenhez
quando comparados com as receptoras com utero flacido na ocasiao da inovulacao.
Adicionalmente, os autores nao verificaram diferenga nas concentragbes de
progesterona e estradiol entre as receptoras gestante ou ndo gestante.

No presente estudo, o numero de receptoras com o utero flacido foi reduzido,
fato esperado, por se tratar de uma caracteristica negativa e inadequada para entrar
no programa de inovulagdo segundo os critérios adotados em programa de
transferéncia de embrides.

Neste estudo, outra caracteristica estudada foi a classe do intervalo do ultimo
estro a colocagdo do dispositivo intravaginal (CLAPROT) e sua relagdo com os
diferentes protocolos (tabela 8 e 9). Dentro dos protocolos e classes analisadas,
somente nas classes 0 e 1 foi observado diferenga, onde o protocolo 4 resultou em
melhores taxas de prenhez (P<0,05), sendo semelhante entre os demais protocolos
e classes avaliados (P>0,05).

Nos animais diagnosticados como estando em anestro, os protocolos que
utilizaram 300Ul de eCG néo difeririam dos valores percentuais de protocolos que
utilizavam 400 Ul de eCG, embora a concentracéo de 400 Ul seja recomentada por
Baruselli e colaboradores (2004). Para fémeas em anestro ha muitos estudos
indicando o aumento na fertilidade apds a incorporagao da eCG em protocolos para
IATF, principalmente em vacas de corte (BARUSELLI et al., 2004). A melhora na
taxa de concepgao em animais que receberam o eCG na retirada do dispositivo
intravaginal de P4, provavelmente, esta relacionada ao aumento da taxa de
ovulacdo dos animais em anestro e as maiores concentracbes de progesterona
circulante no diestro (BARUSELLI et al, 2004) minimizando falhas no
reconhecimento fetal da gestagdo (MANN; HARESIGN, 2001).
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Tabela 8: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com a classe de
intervalo do estro anterior até o momento da colocagéo do dispositivo intravaginal
(CLAPROQOT) e tipos de protocolos de sincronizagéo do estro.

CLAPROT
Protocolo 0 1 2 3 Geral

o g bW N

87/243(35,8)*
42/116 (36,2)**
58/176 (32,9)™
21/27 (77,8
45/119 (37,8
20/46 (43,5

82/204 (40,2)**
24/71 (33,8)*
72/179 (40,2)**
13/19 (68,4)™
81/204 (39,7)*
57/132 (43,2)™

66/153 (43,1)**
33/72 (45,8
28/91 (30,8
8/14 (57,1)**
53/152 (34,9)*
26/61 (42,6)*

14/41 (34,2)™*
3/15 (20,0)**
13/37 (35,1)**
6/12 (50,0)**
24/52 (46,1
10/26 (38,5)**

249/641 (38,5)
102/274 (37,2)
171/483 (35,4)
48/72 (66,7)
203/527 (38,5)
113/265 (42,6)

Geral

273/727 (37,5)*

329/809 (40,7)

214/543 (39,4)

70/183 (38,2)

886/2262 (39,2)

2P = Valores seguidos de letras minusculas semelhantes na mesma coluna néao diferem entre si (X2 et = 3,84; P =0,05).

f\’B= Valores seguidos de letras mailusculas semelhantes na mesma linha ndo diferem entre si (X2 et = 3,84; P =0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

CLAPROT = 0: sem estro antes da colocagdo do dispositivo intravaginal; CLAPROT = 1:- < 16 dias entre o ultimo estro e a
colocagao do dispositivo intravaginal; CLAPROT = 2: > 16 a 65 dias do ultimo estro a colocagao do dispositivo intravaginal;
CLAPROT = 3: =66 dias do ultimo cio a colocagédo do implante.

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da inser¢do do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de
PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insercédo
do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3:
Aplicacéo de 2 mg de BE e 500 yg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada,
1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da
insercao do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
9 dias; Protocolo 5: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da insergdo do dispositivo , 500 pg de PGF2a 48 horas da
retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicacdo de 2 mg de BE no
momento da insergao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.

Sanchez e colaboradores (1995) estudando a relagdo de dispositivo
intravaginal de progesterona e pico de LH, verificaram que um dispositivo
intravaginal contendo 3mg de norgestomet em novilhas em anestro sem um corpo
luteo (CL) resultou em um pulso de hormdnio luteinizante (LH) tipico de uma fase
folicular (aproximadamente 1 pulso/hora). No entanto, dois ou 4 implantes de
norgestomet suprime a frequéncia do pulso de LH para a fase luteal, corroborando
aos estudos anteriores onde verificaram que a progesterona modula a concentragao
de LH e a pulsatilidade, tendo como consequéncia, o crescimento do foliculo
ovulatério (ANDERSON, 2001). No presente estudo, era de se esperar que 0 grupo
de animais que ja ciclaram apresentasse um resultado melhor do que as receptoras
da classe que nédo ciclaram, o que nao foi observado no presente estudo. Tanto na
classe 0 quanto no classe 1, o protocolo 4 apresentou a melhor taxa de prenhez.
Entre os demais protocolos e as classes analisadas ndo se observou diferencga entre

os mesmos (P >0,05).
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Tabela 9: Taxa de prenhez em receptoras bovinas de embrides de PIV, de acordo com intervalo do
estro anterior até o momento da colocagéo do dispositivo intravaginal (IEPROT) e tipos de
protocolos de sincronizagao do estro.

Animais agrupados quanto ao intervalo do estro a colocacao do implante

Protocolo Geral
0 1 2 3 4 5 6
87/243 82/204 501122 14/27 10/26 6/18 .
1 (35,8) @02 (41,0 (51,8 (385 (@333 V10 249/641(388)
421116 24/71 25/57 8/15 2111 , ,
2 (6.2 38" (39 (5380 (lsapt  14(@50) ; 102/274 (37,2)
58/176 721179 10129 18/59 8127 3110 2/3
3 (32’9)3A (40’2)aA (34’5)aA (30’5)3A (29’6)aA (30’O)aA (66,7)* 171/483 (35,4)
4 Gro e 220000 St 3MTSOF 3BETST 48172 (66.7)
45/119 81/204 19/57 33/93 14/30 9/18 206
5 (37,8 @BO.7 (333 (355 (46,7) (50,0* (333  203/527(385)
20/46 571132 6/21 20/40 . 416 3/3
6 (435" Oaol et oo dTw@2er b B8 1131265 (426)
2731727 320/809  112/288  99/246 40/105 26/74 713
Geral (37’5)A (40’7);\ (38’9)A (40’2)A (38,1)A (35’1)/-\ (53’8)A 886/2262(39,2)

b = valores seguidos de letras mintsculas semelhantes na mesma coluna néo diferem entre si (3° L1 = 3,84; P >0,05).

f’B= Valores seguidos de letras maitisculas semelhantes na mesma linha n&o diferem entre si (3° .1 = 3,84; P > 0,05).

n/N (%)= numero de fémeas/ total de fémeas e percentual no protocolo.

Intervalo do estro a colocagéo do dispositivo intravaginal=0: sem estro antes da colocacao do dispositivo intravaginal; Intervalo
do estro a colocagédo do dispositivo intravaginal=1: < 16 dias entre o ultimo estro e a colocagédo do dispositivo intravaginal;
Intervalo do estro a colocagédo do dispositivo intravaginal= 2: = 16 a 30 dias do ultimo estro a colocacdo do dispositivo
intravaginal; Intervalo do estro a colocagdo do dispositivo intravaginal= 3: = 31 a 45 dias do ultimo estro a colocacdo do
dispositivo intravaginal; Intervalo do estro a colocagao do dispositivo intravaginal= 4: = 46 a 65 dias do ultimo estro a
colocacao do dispositivo intravaginal; Intervalo do estro a colocagdo do dispositivo intravaginal= 5: 2 66 a 90 dias do ultimo
estro a colocagéo do dispositivo intravaginal; Intervalo do estro a colocacdo do dispositivo intravaginal= 6: =2 91 dias do ultimo
estro a colocagdo do implante.

Protocolo 1: Aplicagdo de 2 mg de BE e 500 ug de PGF2a no momento da inser¢do do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de
PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 2: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢édo
do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 pg de PGF2a e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias; Protocolo 3:
Aplicacéo de 2 mg de BE e 500 yg de PGF2a no momento da insergéo do dispositivo , 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada,
1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 4: Aplicacdo de 2 mg de BE no momento da
insercao do dispositivo, 500 ug de PGF2a 48 horas da retirada, 1,0 mg de CE e 400 Ul de eCG no momento da retirada com
9 dias; Protocolo 5: Aplicagdo de 2 mg de BE no momento da inser¢éo do dispositivo , 500 pg de PGF2a 48 horas da
retirada, 1,0 mg de ECP e 400 Ul de eCG no momento da retirada com 9 dias; Protocolo 6: Aplicacdo de 2 mg de BE no
momento da insergao do dispositivo e 1,0 mg de CE, 500 ug de PGF2a e 300 Ul de eCG no momento da retirada com 8 dias.
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4. Conclusoes:

O Protocolo empregando dispositivo intravaginal associado a BE no inicio, CE
e eCG no final e PGF2 a dois dias antes do final do protocolo de sincronizagao
propicia melhores taxas de prenhez entre os outros protocolos.

Embrides em estadio de desenvolvimento de blastocisto expandido resultam
melhores taxas de prenhez que embrides em estadio de desenvolvimento blastdcitos.
O numero de utilizagbes dos dispositivos ndo influencia a taxa de prenhez; ha
tendéncia de sincronia de estro apresentar melhores valores percentuais na taxa de
prenhez que a assincronia de estro. Categoria de vacas e novilhas, desde que em
sincronia com a doadora, nao influenciam a taxa de prenhez de receptoras de
embrido. A classificagdo uterina e a classificagdo ovariana nao interferem na taxa de
prenhez, embora no presente estudo tenha sido observado efeito quando associou ao
protocolo 4. Receptoras que ndo apresentaram estro ou manifestaram o estro a
menos de 16 dias da colocagao do dispositivo intravaginal apresentam as melhores
taxas de prenhez embora esteja relacionado ao tipo de protocolo de sincronizagao
empregado.

De forma geral, protocolo, estadio de desenvolvimento embrionario, sincronia
de estro entre doadora e receptoras, categoria de fémeas, classificacdo uterina e
ovariana e classes e/ou intervalo de estros n&o influenciaram de forma marcante a
resposta de sincronizagdo e taxa de prenhez em receptoras de embrides,
independentes dos protocolos empregados, exceto o protocolo 4 (sem Cloprostenol

na colocagao do dispositivo).
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