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DIAS, José Henrique Ayres. Demonstragao de estro e taxa concepgao a iatf de
vacas nelore com alta, intermediaria ou baixa contagem de foliculos antrais
2018. 46 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do numero de foliculos antrais sobre
a apresentacao de estro e concepgao de vacas Nelore durante a sincronizagao da
ovulagdo. Vacas Nelore (Bos indicus; n = 271), multiparas, entre 30 a 60 dias pos-
parto e ECC 3 £ 0,5 foram avaliadas por ultrassonografia (transdutor linear 6 MHz;
A5V, Sonoscape, Shinzhen, China) para contagem de foliculos antrais (CFA) = 3 mm
de didmetro no DO (inicio do protocolo de IATF) e separagdo dos grupos, com base
na meédia da populacado folicular £ 1 DP: alta CFA (G-Alta; = 50 foliculos, n = 70),
intermediaria CFA (G-Intermediaria; 30-35 foliculos, n = 114) ou baixa CFA (G-Baixa;
< 25 foliculos, n = 87). Em dias aleatorios do ciclo estral (D0), as vacas receberam
um dispositivo intravaginal 1 g P4 (Fertilcare 1200®, Vallé, Montes Claros, Brasil) e 2
mg BE (Fertilcare sincronizacdo®,Vallé), IM. Na retirada do implante (D8),
receberam 500 pg de cloprostenol sodico (Ciosin®, MSD, Sao Paulo, Brasil), 300 Ul
de eCG (Folligon®, MSD) e 1 mg CE (Fertilcare ovulagdo®, MSD), IM, e foram
marcadas com bastdo marcador (Raidex®, Walmur, Alemanha) na base da cauda
para posterior deteccdo de estro no dia da inseminacdo. As vacas foram
inseminadas em tempo fixo (IATF) 48-52 h apds a retirada do dispositivo de P4
(D10). A apresentagdo de estro foi considerada para as fémeas cuja tinta foi
removida da base da cauda. O diagndstico de gestagao por ultrassonografia foi
realizado 30 dias apés a IATF. A comparacao entre as taxas de concepcgao e de
apresentacao de estro foi realizada pelo teste de Qui-quadrado. Para as analises, p
< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Nado houve diferenga na taxa de
apresentacao de estro entre os grupos de baixa (69%; 60/87), intermediaria (76%;
87/114) e alta CFA (76%; 53/70; p >0.05). A taxa de concepcéo a IATF n&o diferiu
entre os grupos (p > 0,05; 44% - 38/87 G-Baixa CFA; 51% - 58/114 G- Intermediaria
CFA; 57% - 40/70 G-Alta CFA). Concluiu- se que fémeas Nelore com alta,
intermediaria ou baixa CFA, submetidas a protocolo de IATF, ndo apresentaram
diferenca na taxa de apresentacao de estro e na taxa de concepgao.

Palavras-chave: Cio. CFA. Inseminagao artificial. Bos indicus. Bbovinos.



DIAS, José Henrique Ayres. Estrus behavior and conception rates at TAl of
Nelore cows with high, intermediate or low antral follicles count. 2018. 45 p.
Dissertation (Master's degree in Veterinary Clinics) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of the number of antral follicles on
estrus expression and Nelore cows conception during ovulation synchronization.
Multiparous Nelore cows (Bos indicus; n = 271), between 30 and 60 days postpartum
and ECC 3 £ 0.5 were evaluated by ultrasonography (6 MHz linear transducer, A5V,
Sonoscape, Shinzhen, China) for the counting of antral follicles (AFC) 2 3 mm in
diameter at DO (beginning of the TAI protocol) and separation of groups, based on
the medium number of follicles + 1 SD: high AFC (G-High, = 50 follicles, n = 70),
intermediate AFC (G-Intermediate, 30-35 follicles, n = 114) or low AFC (G-Low AFC,
< 25 follicles, n = 87). On random days of the estrus cycle (D0O), cows received 1 g P4
intravaginal device (Fertilcare 1200®, Vallé, Montes Claros, Brazil) and 2mg EB
(Fertilcare sincronizagao®, Vallée), IM. After the device withdraw (D8), they received
500 ug of sodium cloprostenol (Ciosin®, MSD, Sao Paulo, Brazil), 300 IU eCG
(Folligon®, MSD) and 1 mg EC (Fertilcare ovulation®, MSD), IM, and were stained
with a stick marker paint (Raidex®, Walmur, Germany) at the base of the tail for
further estrus detection on the day of insemination. Cows were inseminated (TAI) 48-
52 h after removal of the P4 device (D10). The manifestation of estrus was
considered for females whose paint was removed from the base of the tail. The
diagnosis of gestation by ultrasonography was performed 30 days after TAlL. The
comparison between conception and estrus presentation rates was performed using
the chi-square test. For all analyzes, P < 0.05 was considered statistically significant.
There was no difference in estrus presentation rate among the low (69%; 60/87),
intermediate (76%; 87/114) and high AFC groups (76%; 53/70, P > 0.05). The
conception rates to TAI did not differ between groups (P > 0.05; 44% - 38/87 G-Low
AFC; 51% - 58/114 G-Intermediate AFC; 57% - 40/70 G-High AFC). It was concluded
that Nelore females with high, intermediate or low AFC, submitted to a TAI protocol,
showed no difference in estrus behavior and conception rates.

Keywords: Estrus. AFC. Artificial insemination. Bos indicus. Cattle.
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1 INTRODUGAO

O rebanho brasileiro é considerado o maior rebanho comercial
do mundo com aproximadamente 218,23 milhdes de animais (IBGE, 2016),
perdendo em nimeros apenas para india, que nio se trata de um pais consumidor
de carne bovina por questdes culturais. O plantel bovino brasileiro € composto por
aproximadamente 85% de racas zebuinas e cruzamentos, sendo 90% s&o animais
da raca Nelore ou anelorados (ABIEC, 2013).

Atualmente no Brasil, a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
corresponde a 85% dos protocolos de inseminacdo realizados, ocupando uma
importante posicdo no mercado da bovinocultura. Em 2015, a IATF moveu em torno
de R$567 milhdes no Brasil, com aproximadamente 3.500 meédicos veterinarios
diretamente envolvidos com essa atividade. Apesar dos varios beneficios que essa
biotecnologia proporciona, apenas 10 a 12% das fémeas em idade reprodutiva séo
de fato inseminadas em nosso pais (BARUSELLI, 2016).

Porém, ainda ha espaco para avancos na pecuaria brasileira. E
necessario, buscar melhorias de produtividade e qualidade de carne para atender a
um mercado consumidor cada vez maior e mais exigente. Com isso, nas ultimas
décadas tem-se um aumento na utilizacdo de programas que proporcionam maior
eficiéncia na pecuéria, como sincroniza¢éo do estro e da ovulacao, permitindo assim
a realizacdo da IATF (MENEGHETTI et al., 2009).

Os atuais indices de prenhez com emprego da IATF variam de 40 a
50% e podem ser melhorados, ja que, sofrem influéncia de variaveis como nutricao,
periodo poés-parto e enfermidades (BO et al., 2003; IRELAND et al., 2008).
Atualmente, a populacéo de foliculos antrais vem sendo objeto de estudos, sendo
considerada mais uma possivel variavel capaz de influenciar os resultados obtidos
na utilizacdo das biotecnologias reprodutivas, sendo uma provavel causa de
mudancas nas taxas de concepcdo de rebanhos submetidos a essas técnicas
(IRELAND et al., 2011; EVANS et al., 2012; RICO et al., 2012; SILVA-SANTOS et
al., 2013; MENDONCA et al., 2013; SANTOS et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013;
MORAES, 2016; MOROTTI et al., 2018).
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Estudos relacionados a CFA vém mostrando divergéncias entre as
subespécies Bos taurus e Bos indicus. Pesquisas realizadas na Europa e América
do Norte mostram que animais Bos taurus apresentaram maior taxa de prenhez e
maior producdo de embrides nos animais com alta CFA, determinando assim uma
maior fertilidade (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007; 2008; 2009; 2011;
MOSSA et al., 2012; EVANS et al., 2012; WALSH et al., 2014; MARTINEZ et al.,
2016).

Entretanto, estudos realizados no Brasil, com animais Bos indicus,
nao apresentaram 0s mesmos resultados apresentadas pelos animais Bos taurus
nas condicbes apresentadas, ja que ndo foram observadas diferencas em relacdo a
taxa de concepcdo a IATF entre grupos de alta, intermediaria e baixa CFA
(RODRIGUES et al., 2013; 2015; SANTOS et al., 2016; MENDONCA et al., 2013;
MORAES, 2016). Além disso, ha estudos onde o grupo de baixa CFA apresentou
maior prenhez ao final do protocolo de IATF (SANTOS et al., 2013; MOROTTI et al.,
2018).

Neste contexto, buscando-se um melhor entendimento no que se
refere a varidvel CFA dentro do protocolo de IATF, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a taxa de apresentacdo de estro e concepc¢ao de fémeas Nelore (Bos indicus)

de alta, intermediaria ou baixa CFA, apés a realizacdo de protocolo de IATF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FoLicuLos OVARIANOS

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovario, constituido por um
oocito circundado por células somaticas da granulosa e tecais. O foliculo possui
funcéo enddcrina (producao e liberagdo de hormdnios esteroides e outros peptideos)
e exdcrina ou gametogénica, apresentando-se como elemento essencial para a
manutencdo da viabilidade oocitaria. Assim, o foliculo proporciona um ambiente
ideal para o crescimento e a maturagdo do odcito imaturo, permintindo entdo que o

odcito maduro alcance a ovulagcédo (FIGUEIREDO et al., 2002).

A populacéo de foliculos ovarianos, nas fémeas bovinas, localiza-se
no cortex ovariano, sendo classificada em foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios
(primordiais, em transicao, primarios e secundarios) e foliculos antrais ou cavitarios
(terciarios e pré-ovulatérios; Figura 1), de acordo com o grau de desenvolvimento
folicular. (RODGERS et al., 1999).

Figura 1. Representacdo esquematica do desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
1) Odcito primario; 2) Célula da Pré-granulosa; 3) Membrana basal; 4) Células da
Granulosa; 5) Cavidade antral; 6) Célula da teca e 7) Odcito secundario.

Pré-ovulatério

Secundario Terciério
Primordial Primario

(Fonte: Adaptado de RODGERS et al., 1999)
Na fase inicial do crescimento folicular, admite-se uma acao

predominantemente local (fatores intraovarianos), e destes varios fatores de
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crescimento ja foram identificados nas primeiras modifica¢des foliculares. J& foram
estudados diversos destes fatores, dentre eles o KIT ligand (PARROT,;
SKINNER,1999), o fator de crescimento e diferenciacdo — GDF-9 (VITTet al., 2000),
fator de crescimento de fibroblasto — bFGF (NILSSON et al., 2001) e o fator inibidor
de leucemia — LIF (NILSSON et al., 2002).

Os foliculos ovérianos pré-antrais (FOPA) representam 90% da
populcao folicular (SAUMANDE,1991) e séo responsaveis pela renovacao continua
de foliculos antrais no ovario (GUILBAULT et al.,1986). Contudo, aproximandamente
99,9% dos folciulos pré-antrais presentes nos ovarios ndo chegam até a ovulacao
(CARROL et al., 1990), j& que sofrem um processo degenerativo ou apoptotico
conhecido como atresia.

Existem controvérsias relacionadas ao aparecimento de foliculos
primordias em ovarios de fetos bovinos, com relatos ao redor de 74 ( TANAKA et al.,
2001), 90 (RUSSE, 1983) e 150 dias de gestacdo (MOUSTAFA; HAFEZ,1971). Além
disso, os mecanismos envolvidos com o recrutamento e a ativacao desses foliculos
séo pouco compreendidos, ainda que ap0s sua ativacao, estima-se que em cerca de
100 dias o foliculo primordial bovino ja alcance o estagio pré-ovulatorio (BRITT,
1991).

2.1.1 FoLicuLos PRE ANTRAIS

Os foliculos pré-antrais sdo classificados conforme seu formato e o
namero de camadas celulares que circundam o odcito imaturo em primordiais,
primarios e secundarios (FIGUEIREDO et al.,, 2002). Os foliculos primordiais e
primarios ndo sdo distinguidos pelo didmetro, apenas por caracteristicas
morfologicas (HULSHOF et al., 1994). Os foliculos primordiais apresentam o odcito
circundado por uma camada de 4 a 8 células da granulosa achatadas, ja os
primarios, um o0cito rodeado por uma camada de 11 a 12 células da granulosa

cubodais e os secundarios, mais de uma camada de células da granulosa cubodais.

Aléem desta classificagdo, os foliculos pré-antrais, podem ser
classificados de acordo com o grau de viabilidade em foliculos saudaveis (com

lamina basal intacta, o6cito com ndo mais de trés vacuolos citoplasmaticos, vesicula
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germinativa e nucléolos intactos), foliculos em atresia inicial (estagio I: oécito com
mais de trés vacuolos citoplasméticos e inicio de descondensacdo da cromatina),
foliculos com atresia moderada (estagio Il: o6cito com nucléolo e citoplasma com
fragmentacao e alta condensacéo da cromatina) ou foliculos com atresia acentuada
(estagio lll: odécito completamente fragmentado ou ausente; BUTLER, 1970;
WANDJI et al., 1996).

2.1.2 FoLicuLos PRIMORDIAIS

Nos bovinos, préximo aos 130 dias de gestacdo, uma camada de
células somaticas planas ou achatadas, as células da pré-granulosa, circundam o
o0cito primario ou imaturo (em profase I), formando o primeiro estadio folicular, o
foliculo primordial. Apés sua formacdo, as células da pré-granulosa param sua
mutiplicacdo e o foliculo entra no periodo de quiescéncia ou dorméncia. A
proliferacdo s6 é retomada quando o foliculo primordial (quiescente) comeca a
crescer, meses ou anos apos sua formacao (HIRSHFIELD, 1991). O odcito possui
20-25 uym e o foliculo primordial de 30-40 ym de didmetro (BECKERS et al., 1996)
com o ndcleo ocupando posicdo central e nucléolo evidente. As organelas séo
uniformemente distribuidas no citoplasma ou préximas ao nucleo. A mitocondria € a
organela com maior evidéncia, sendo o seu formato geralmente arredondado.
Outras organelas, como o Reticulo Endoplasmatico Liso e o Complexo de Golgi, séo
pouco desenvolvidas e possuem vesiculas espalhadas pelo citoplasma (LUCCI et
al., 2001). A maioria dos o0citos no ovario sdo armazenados nos foliculos
primordiais, sendo que 0os mecanismos de recrutamento e ativagdo desses foliculos

ainda ndo sao bem estabelecidos.

2.1.3 FoLicuLos PRIMARIOS

Apos o recrutamento, o foliculo primordial evolui para foliculo
primario, com células da granulosa em formato cuboide (HULSHOF et al., 1994)
presentes em maior quantidade e com maior volume (VAN DER HURK et al., 2005).
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A medida do foliculo e odécito, nos bovinos, sédo de respectivamente 40-60um e 30-
40um de diametro (BECKERS et al., 1996). Nessa etapa, acontece o surgimento da
zona peldcida, estrutura ao redor do odécito mantida em todo o desenvolvimento
folicular (FIGUEIREDO et al., 2002). O citoplasma do foliculo primario, assim como o
do foliculo primordial, contém diversas mitocondrias arredondadas. Com o
desenvolvimento do foliculo, ocorre o alongamento da mitocondria (LUCCI et al.,
2001).

2.1.4 FoLIiCULOS SECUNDARIOS

O foliculo secundario apresenta o o6cito mais desenvolvido, a zona
pellcida e as primeiras células da teca ja formadas (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005)
e pelo menos duas camadas de células da granulosa (HULSHOF et al., 1994). Em
vacas, o foliculo atinge 60-200 um de diametro (FIGUEIREDO et al., 2002).

O nucleo do foliculo secundéario passa de uma posicédo central no
oolema para uma regido excéntrica, situando-se na regido entre a zona pellcida e o
centro do odcito. As organelas também se deslocam mais proximas a periferia
(HYTTEL et al., 1997). A maioria das mitocdndrias possui formato alongado e o
reticulo endoplasmatico liso aumenta de tamanho (LUCCI et al.,, 2001). A
comunicacgdo entre as células da granulosa e o od6cito, nos foliculos secundarios e
estagios subsequentes, € realizada por junc¢des intercomunicantes (GAP junctions;
HYTTEL etal., 1997).

2.1.5 FoLicuLOS ANTRAIS

Os foliculos antrais compreendem os foliculos terciarios e o0s
foliculos pré-ovulatérios. Com a intensa proliferacéo das células da granulosa, surge
o antro folicular, uma éarea preenchida por fluido folicular e considerada principal
caracteristica do foliculo antral (FIGUEIREDO et al., 2002). O aparecimento dos
primeiros foliculos terciarios em bovinos é observado aproximadamente com 230
dias de gestacdo (ERICKSON, 1966; RUSSE, 1983). A partir de entéo, os foliculos
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com diametros entre 0,14 e 0,28 mm comecam a desenvolver a cavidade antral
(LUSSIER et al., 1987). Nos bovinos os foliculos primordiais crescem em tamanho e
diametro, passando de 0,020 a 0,040 mm para mais de 10 mm antes da ovulacéo
(IRELAND, 1987). Para um foliculo crescer do inicio da formacéo do antro (0,13 mm)
ao tamanho pré-ovulatério sdo necessérios dois ciclos estrais (LUSSIER et al.,
1987).

2.2 POPULACAO FoLICULAR OVARIANA

A populacéo folicular ovariana € influenciada por diferentes fatores
como espécie, raca (CAHILL et al., 1979), idade, niveis hormonais (PETERS,1976;
RUSSE, 1983; ROY; TREACY, 1993), genética (ERICKSON, 1966; SMITH et al.,
1994) e estado reprodutivo do animal (ERICKSON et al., 1976). A variagdo individual
na populacgéo folicular ovariana, € em torno de 0 e 720.000 foliculos por ovério para
fémeas bovinas (ERICKSON,1966). Estima- se que a populacao folicular ovariana
ao nascimento em vacas, seja de aproximadamente 235.000 foliculos (ERICKSON,
1966). Ja foi relatada estimativa da populagcédo folicular pré-antral em ovarios de
fémeas bovinas de diferentes idades e racas, com valores de 143.929 e 285.155
foliculos para fetos, 76.851 e 109.673 foliculos para novilhas, e 39.438 e 88.577
foliculos para vacas, Bos indicus e Bos taurus respectivamente (SILVA-SANTOS et
al., 2011).

2.3 FisioLoacia Do CicLo ESTRAL EM BovINOS

O ciclo estral é um periodo ciclico de atividade ovariana, permitindo
que as fémeas mudem entre a condicdo de ndo receptividade a receptividade,
cOpula e gestacdo (FORDE et al., 2011; HAFEZ; HAFEZ, 2004). As fémeas Bos
indicus iniciam a puberdade ao redor de 15 a 18 meses de idade ou quando atingem
cerca de 60 a 70% do peso corporal adulto (NOGUEIRA, 2006). J4 as fémeas
taurinas, proximo aos 12 meses ou ao atingirem 40 a 50% do peso corporal adulto
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). Os bovinos sao considerados poliéstricos
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anuais, ou seja, apresentam ciclo estral o ano todo, com duragdo média do ciclo
estral de 21 dias (ROCHE, 1996).

Nos bovinos, os hormonios hipotalamicos (horménio liberador de
gonadotrofinas - GnRH), hipofisarios (hormonio foliculo estimulante; FSH e hormdnio
luteinizante; LH), ovarianos (Progesterona — P4, Estradiol - E2 e Inibinas) e uterino
(Prostaglandina - PGF2a) sdo responsaveis por regular as funcdes ovarianas
(recrutamento e crescimento folicular, ovulacado, luteinizacdo e lutedlise) através de
um sistema de feedback positivo e negativo (ROCHE, 1996; CROWE, 2008; FORDE
et al., 2011). Durante o ciclo estral, acontecem duas ou trés ondas de crescimento
folicular ovariana (GINTHER et al., 1989), com emergéncia de um grupo de foliculos,
selecdo de um foliculo dominante (FD) e posterior ovulacdo ou atresia do mesmo
(FORDE et al., 2011).

O ciclo estral das fémeas bovinas é composto por duas fases, lutea
ou progesterbnica (metaestro e diestro), que se inicia logo apos a ovulacdo com
duracdo de 14 a 18 dias, caracterizada pela presenca do corpo lateo (CL), e a fase
folicular ou estrogénica (pro-estro e estro), com duracao de 4 a 6 dias, ocorrendo
apos o desaparecimento do CL (lutedlise) até o momento da ovulacdo, onde
acontece a maturacao final e a ovulacdo do foliculo pré-ovulatério (FORDE et al.,
2011).

O GnRH atua sobre a hipdfise anterior ou adenohipdfise,
promovendo a liberagcdo de gonadotrofinas produzidas na hipofise posterior ou
neurohipéfise (FORDE et al., 2011). Posteriormente ao seu transporte via sistema
porta hipotalamico-hipofisario, 0 GnRH liga-se aos receptores de superficie celular e
sinaliza a liberacdo de FSH e LH (YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). No
citoplasma, granulos secretores armazenam FSH em periodos curtos de tempo,
enquanto o LH é armazenado por periodos mais longos do ciclo estral
(FARNWORTH, 1995).

Durante a fase denominada folicular, quando os niveis de P4 estao
basais decorrente da auséncia do CL, ha o aumento dos niveis plasmaticos de E2
pelo aumento do didmetro do FD, levando a manifestagdo do comportamento do
estro, caracterizado pela aceitacdo da monta e proporcionando o aumento do GnRH
estimulando a producgéo de LH (FORDE et al., 2011).
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O aumento da frequéncia dos pulsos de LH tem como consequéncia
a ovulacéo, que ocorre cerca de 10 a 14 horas ap0s o estro. Em seguida, ocorre o
metaestro, com duracdo de 3 a 4 dias, caracterizada pela formacéo do CL a partir do
corpo hemorragico, resultante da ovulacdo do foliculo pré-ovulatorio (ROCHE,
1996).

A luteinizacdo das células da granulosa e da teca interna formam o
CL, que é responsavel pela producdo de P4 que mantém a gestacdo ou o diestro.
Nessa fase, as concentracdes de P4 permanecem elevadas e os foliculos
recrutados continuam seu desenvolvimento devido a liberacdo do FSH pela hipofise
anterior. Entretanto, os foliculos recrutados nessa fase ndo ovulam devido aos
baixos pulsos de LH para a ovulacao, devido ao feedback negativo desempenhado
pelo elevados niveis de P4, sofrendo atresia (CROWE, 2008). Com a regressao do
CL na fase de metaestro, decorrente da secrecdo de PGF2a uterina, as
concentracbes de P4 diminuem drasticamente, ndo ocasionando um feedback

negativo, possibilitando entédo a ovulacdo (FORDE et al., 2011).

2.4 DETECCAO DE ESTRO EM FEMEAS BOVINAS

O fator primordial para realizacdo da inseminacao artificial (IA) é a
vaca estar em estro e ter uma posterior ovulacdo. Os sinais de estro séo:
inquietacdo e mugidos frequentes, reducao na ingestdo de alimentos e producao de
leite, vulva edemaciada, mucosa vaginal hiperémica, muco cristalino, monta em
outros animais e, um dos mais importantes sinais, aceitagdo de monta (HAFEZ,
HAFEZ, 2004).

As fémeas Bos indicus possuem algumas particularidades em
relacdo ao estro. Vacas Nelore apresentam estros de curta duragdo, com 10,9 + 1,4
horas, alta ocorréncia de estro comecando no periodo noturno (53,8%), estros com
inicio e fim em mesma noite (34,6%) e com ovulacdo ocorrendo aproximadamente
26 horas apos inicio do estro. Sendo assim, sdo animais de dificil observagéo de
estro (PINHEIRO et al., 1998).
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Estudos relataram que animais zebuinos que apresentaram estro
apos protocolo de IATF apresentaram maior fungéo luteinica no ciclo subsequente,
maior didmetro do corpo liteo e maiores concentracées séricas de P4 (SA FILHO et
al., 2011), resultados também encontrados em animais de aptidéo leiteira de alta
producdo (HILLEGASS et al., 2008). Vacas que nao apresentam estro apoés
protocolo de sincronizacdo, devido a presenca de foliculos dominantes de menor
diametro, podem também apresentar concentracdes menores de E2 durante o pro-
estro (FIELDS et al., 2012). Com isso, concentracdes reduzidas de E2 podem levar
a um maior risco de lutedlise prematura no ciclo estral subsequente (MANN;
LAMMING, 2010), podendo diminuir as taxas de sobrevivéncia embrionaria
(SANTOS et al., 2004).

7

A ocorréncia de estro € um importante marcador para a melhor
resposta ovariana e assim maior fertilidade em vacas submetidas a protocolo de
sincronizacdo de ovulacdo. Permite identificar fémeas com maior chance de se
tornarem gestantes, orientando a utilizacdo de sémen de maior valor agregado,

sémen sexado, com uma maior probabilidade de sucesso (SA FILHO et al., 2011).

Assim, o uso de técnicas para deteccdo de estro é de grande
importancia. Entre elas, a principal é a observacéo de estro visual, que por depender
diretamente de pessoal treinado e disponibilidade de tempo, quando usada
isoladamente, pode ser ineficiente (DISKIN; SCREENAM, 2000). Desta forma,
técnicas eletrbnicas sdo mais indicadas, pois se baseiam em medidas de
movimentacao (peddémetro), mudancas na resisténcia elétrica das secrecfes do trato
reprodutivo e, sistemas que indiguem a ocorréncia de monta (tail-paint, chalk, pintura
da base da cauda, ou sensores de monta (radiotelemetria) e métodos bioquimicos
(RORIE et al., 2002; CAETANO; CAETANO JR, 2015).

Outros métodos, que podem ser utilizados sdo os rufides (touros
com desvio lateral do pénis, para evitar penetracdo e/ou a fertilizacdo) ou fémeas
tratadas com horménio masculino, ambos equipados com bugal marcador preso ao
pesco¢o marcando as vacas em cio. Todos eles apresentam resultados variaveis,
sendo usados separadamente ou em conjunto (CAETANO; CAETANO JR, 2015).
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2.5 CONTAGEM DE FoLicuLos ANTRAIS E SUA RELACAO CoM FERTILIDADE

A contagem de foliculos antrais (CFA) teve inicio como uma
caracteristica indicativa de fertilidade inicialmente (BURNS et. al., 2005; IRELAND et

al., 2007), e passou a ser alvo de muitos estudos cientificos no meio académico.

Em relacdo aos resultados obtidos com a aplicagdo das
biotecnologias reprodutivas (IRELAND et al., 2011; RICO et al.,, 2012; SILVA-
SANTOS et al.,, 2014), a CFA tem grande importancia no aspecto produtivo e na
selecdo de vacas doadoras de embrides, principalmente em projetos de producéo de
embrides em larga escala, produzidos por fertilizacdo in vitro (PIVE; PONTES et al.,
2009, 2010, 2011).

A quantidade de foliculos antrais em fémeas bovinas € uma
caracteristica variavel (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2008; 2011; EVANS et
al., 2012;) mas que apresenta repetibilidade no mesmo individuo (BURNS et al.,
2005; IRELAND et al.,, 2008; SILVA-SANTOS et al.,, 2014). Assim, como esta
caracteristica, originalmente estudada em rebanhos taurinos e posteriormente em
rebanhos zebuinos cruzados, possui alta repetibilidades, é possivel classificar as
fémeas por meio de exame ultrassonografico em fémeas de baixa, intermediaria ou
alta CFA de acordo com o numero de foliculos antrais nos ovarios (foliculos maiores

gue 3 mm de diametro).

Para fémeas taurinas, foi demonstrado que esta repetibilidade
independe da estacdo do ano, do nimero de ondas de crescimento folicular por
ciclo, da idade do animal e do status lactacional (BURNS et al., 2005). Também para
fémeas Bos indicus da raca Nelore, foi acompanhada a dinamica folicular durante
protocolo de IATF e relatada uma repetibildade do numero de foliculos antrais
(MOROTTI et al., 2018). Com isso, realizando apenas um exame ultrassonografico

de rotina seria possivel identificar ffmeas com baixa, intermediaria ou alta CFA.

Estudos realizados na Europa e Ameérica do Norte com fémeas
taurinas com baixa CFA, e aptiddo para producdo de leite (raca Holandesa)
mostraram associagdo destas fémeas com diversas caracteristicas negativas para

fertilidade, como ovarios menores (IRELAND et al., 2008), menor chance de prenhez
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ao final da estacdo reprodutiva (MOSSA et al.,, 2012), reduzida capacidade de
resposta ao tratamento de producao in vivo de embrides (SOV), menor nimero de
embrides viaveis (SINGH et al., 2004; IRELAND et al., 2007) e reduzida espessura
do endométrio (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009). Entretanto, em recente estudo
realizado por Jimenez-Krassel et al. (2017), vacas Bos taurus com alta CFA
apresentaram uma menor vida produtiva e reprodutiva do que vacas com baixa

CFA, gerando assim uma grande contradicdo com resultados anteriores.

Os estudos no Brasil relacionados a CFA em animais Bos indicus
tem apresentado resultados diferentes, e um estudo com animais Bos taurus (raga
Holandesa) também apresentou resultados divergentes aos encontrados com Bos
taurus na Europa e América do Norte (DROHER et al.,, 2017). A baixa CFA em
animais zebuinos e cruzamentos ndo estdo sendo associada a caracteristicas de
baixa fertilidade (SANTOS et al., 2013; MENDONCA et al., 2013; MORAES; 2016;
SANTOS et al., 2016; MOROTTI et al., 2018). Animais meio sangue Bos indicus x
Bos taurus (Braford) apresentaram maiores taxas de crescimento do foliculo
dominante ap6s acompanhamento da dinamica folicular e os maiores didmetros ndo
foram encontrados em fémeas de alta CFA (SANTOS et al., 2012).

Avaliando a relacdo da CFA com a taxa de concepcédo apos a IATF,
alguns estudos realizados com fémeas Bos indicus, demonstraram que n&do houve
diferenca entre fémeas com diferentes CFA em relacdo a taxa de concepcao
(SANTOS et al., 2016; MENDONCA et al., 2013; MORAES; 2016), e ja foi relatada

maior taxa de concepcéo para animais com baixa CFA (MOROTTI et al., 2018).

Varios fatores parecem estar relacionados a grande variabilidade no
namero de foliculos antrais nos bovinos: diferencas entre os tipos raciais (Bos taurus
e Bos indicus), rebanhos estudados, categorias das fémeas e também a variacdo
nos limites de CFA para determinacdo dos grupos. Desta forma, os trabalhos
realizados néo esclarecem totalmente a relacédo da CFA e a fertilidade dos animais
zebuinos. E notavel que a mesma ndo segue o mesmo padrdo observado em
fémeas taurinas nas condi¢cbes da América do Norte e Europa, e que mais estudos
Sao necessarios para esclarecer o comportamento de animais zebuinos e taurinos

com diferentes CFA submetidos a IATF e outras biotecnologias.
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3 HIPOTESE

Vacas Nelore com baixa contagem de foliculos antrais (CFA)
apresentam maior taxa de apresentacdo de estro e concepcdo apOs protocolo de

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho reprodutivo de vacas com alto, intermediario
ou baixo numero de foliculos antrais presentes nos ovarios, submetidas a

inseminacao artificial em tempo fixo - IATF.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a taxa de apresentacdo de estro entre vacas Nelore com alta,
intermediaria ou baixa contagem de foliculos antrais (CFA) ap0s a realizagédo
de protocolo para sincronizacdo da ovulacéo;

e Comparar a taxa de concepcdo a IATF entre vacas Nelore com alta,

intermediaria ou baixa CFA.
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5 ARTIGO PARA PUBLICAGAO

“Influéncia da contagem de foliculos antrais sobre a taxa de apresentacéo de

estro e de concepcéao de vacas Nelore submetidas ao protocolo de IATF”

1 Introducéo

O uso das biotécnicas reprodutivas, tais como inseminacao artificial
(IA), inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF), produgéo in vitro (PIVE) e in vivo de
embrides (SOV/TE) sao instrumentos considerados fundamentais para o progresso
do setor pecuario. Elas favorecem, em um curto periodo, a sele¢do, multiplicacdo e
disseminacdo de animais de alto valor genético e elevado potencial produtivo.
Gerando maior retorno financeiro ao pecuarista (HANSEN, 2014). O uso de
estratégias farmacoldgicas especificas possibilta o controle das fases do
desenvolvimento folicular, facilitando o manejo reprodutivo e 0 uso das biotécnicas
reprodutivas (BARUSELLI et al., 2004; LAMB et., 2010).

Nos ultimos anos, a bovinocultura de corte vem se tornando cada
vez mais eficiente. O conhecimento da fisiologia do ciclo estral dos bovinos é um dos
responsaveis por esses avanc¢os na produtividade. Neste contexto um dos assuntos
estudados € a aceitacdo de monta das fémeas durante o ciclo estral, que sinaliza a
presenca do foliculo dominante produzindo elevadas concentracfes de estrégenos
(E2), o que determina o0 momento da monta (SA FILHO et al., 2012). Mesmo nos
protocolos de IATF, onde a ovulagdo € sincronizada, o protocolo pode nao ser
eficiente em todas as vacas, ndo apresentando um foliculo pré-ovulatério, menor
concentracdo de E2 e assim ndo expressando estro (SA FILHO et al., 2011).

Além do ciclo estral, aspectos relacionados a populagéo folicular e
sua influéncia sobre o desempenho reprodutivo e a eficiéncia das biotecnologias da
reproducdo em bovinos tem sido estudados nos ultimos anos (IRELAND et al., 2011,
RICO et al., 2012; BATISTA et al., 2014; SILVA-SANTOS et al., 2014; SANTOS et

al., 2016). Entretanto, caracteristicas relacionadas a fertilidade e a populacéo
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folicular ovariana (MOROTTI et al., 2015), bem como as diferencas entre

subespécies(Bos taurus taurus e Bos taurus indicus) ainda sdo desconhecidas.

Na Europa e América do Norte, estudos com fémeas bovinas Bos
taurus correlacionando CFA e desempenho reprodutivo revelaram que o alto nimero
de foliculos antrais esta diretamente relacionado a um melhor aproveitamento
reprodutivo, maior producdo de embribes e maiores taxas de prenhez a IATF, e uma
baixa fertiidade é associada com fémeas de baixa CFA (BURNS et al., 2005;
IRELAND et al., 2007; 2008; 2009; 2011; MOSSA et al., 2012; EVANS et al., 2012;
WALSH et al.,, 2014; MARTINEZ et al.,, 2016). Estudos realizados no Brasil com
gado Bos indicus x Bos taurus raga Braford e Bos indicus raca nelore revelaram que
a populacao de foliculos antrais influencia positivamente a producdo de embribes,
tanto no método in vivo quanto in vitro (SILVA-SANTOS et al., 2014; SANTOS et al.,
2016).

Entretanto, algumas pesquisas relacionadas com a taxa de
concepcao a IATF de fémeas Bos indicus ndo relataram influéncia do nimero de
foliculos antrais sobre a taxa de concepcédo (Rodrigues et al., 2013; Santos et al.,
2016). Além disso, para fémeas Bos indicus da raca Nelore, j& foi relatada taxa de
concepcao semelhante entre fémeas de alta e baixa CFA (MENDONCA et al., 2013;
MORAES, 2016) e taxas superiores para fémeas Bos indicus de baixa CFA
(SANTOS et al., 2013; MOROTTI et al., 2018).

Mesmo com os diversos estudos na area de populacéo folicular, as
diferencas encontradas com relacdo ao numero de foliculos antrais, entre os
trabalhos e a sua relacdo com fertilidade ainda n&o séo totalmente compreendidas.
E sabido que fémeas que apresentam estro tendem a ter um maior foliculo
dominante a IATF, maior taxa ovulatéria, maior tamanho de corpo lateo (CL), maior
concentracdo de progesterona e maior taxa de prenhez (SA FILHO et al., 2013).
Assim, a hipdtese deste trabalho foi que fémeas Bos indicus de baixa CFA
apresentam maior taxa de apresentacdo de estro e maior taxa de concepcéao a IATF.
Desta forma, o objetivo foi avaliar a taxa de apresentacdo de estro de fémeas da
raca Nelore com alta, intermediaria ou baixa CFA, bem como a taxa de concepc¢ao

apos a realizacéo de protocolo de IATF.
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2 Material e Métodos

2.1 Animais e local do experimento

O experimento foi realizado em duas fazendas comerciais
localizadas em Jataizinho-PR (Latitude 23°12°05” Sul, longitude 50°55’°06” Oeste)
que apresenta clima subtropical umido, com temperaturas variando entre 14°C e
31°C e Ortigueira-PR (Latitude 23°59'44” Sul, longitude 51°06’35”), que também
apresenta clima subtropical umido e temperaturas entre 12°C a 28°C. O estudo
ocorreu no inicio da estacdo de monta do periodo de 2016/2017, e o experimento foi
conduzido na mesma semana em ambas as propriedades. Foram utilizadas vacas
Nelore (Bos indicus, n = 271) multiparas, com idade entre 5 a 7 anos, 30 a 60 dias
de pos-parto e ECC 3,0 £ 0,5 (escala de 1-5; LOWMAN et al., 1976). As fémeas
foram mantidas em pastagens de Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens com

livre acesso a agua e suplementa¢ao mineral.

2.2 Contagem de foliculos antrais e protocolo hormonal para a sincroniza¢éo da
ovulacao

Previamente ao inicio do protocolo hormonal (DO - dia aleatério do
ciclo estral), os ovarios de cada animal foram avaliados por ultrassonografia
(transdutor linear 6 MHz; A5V, Sonoscape, Shinzhen, China) para contagem de
foliculos antrais, conforme descrito previamente (BURNS et al, 2005, IRELAND et al,
2008, SILVA-SANTOS, 2013). Cada ovario foi avaliado em sua totalidade para
contagem de foliculos antrais > 3 mm de diametro. Assim, a CFA por par de ovarios
foi determinada para cada animal e as fémeas foram divididas em trés grupos,
baseando-se na média + 1 Desvio Padrdo (DP), conforme segue: alta CFA (G-Alta
CFA; = 50 foliculos, n = 70), intermediaria CFA (G- Intermediaria CFA; 30-35
foliculos, n = 114) ou baixa CFA (G-Baixa CFA; < 25 foliculos, n = 87).

Em seguida as vacas receberam um dispositivo intravaginal 1g de
progesterona de primeiro uso (P4; Fertilcare 1200®, Vallé, Montes Claros, Brasil) e
2mg de benzoato de estradiol (BE; Fertilcare sincronizagéo®,VaIIé) via intramuscular

(D0). Na retirada do dispositivo (D8), receberam 500 ug de cloprostenol sodico
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(Ciosin®, MSD, S&do Paulo, Brasil), 300 Ul gonadotrofina coriénica equina (eCG;
Folligon®, MSD) e 1 mg cipionato de estradiol (CE; Fertilcare ovulacdo®, MSD), via
intramuscular, e tiveram a base da cauda marcada com bastdo marcador (Raidex®,
Walmur, Alemanha) para posterior deteccao de estro no dia da inseminacao (D10).
Para a confirmacgao da apresentagcéo do estro, foram consideradas fémeas cuja tinta
foi removida parcial ou totalmente da base da cauda.

As vacas foram inseminadas em tempo fixo (IATF) 48-52 h apés a
retirada do dispositivo de P4 (D10). As inseminacdes foram realizadas com sémen
congelado de mesmo touro da raga Angus de fertilidade conhecida. No momento da
IA, o sémen foi descongelado a 36,5°C em descongelador automatico (WTA®,
Cravinhos, Brasil). Todas as inseminacdes foram realizadas pelo mesmo profissional

e o diagndstico de gestacao por ultrassonografia foi realizado 30 dias apés a IATF.

Marcacgédo base da cauda

500 ug cloprostenol sédico

2mg BE 300 Ul eCG
US (CFA) 1mg CE IATF
% | |

48 horas DG
I Dispositivo com P4 (1g) | |
DO D8 D10 D40

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo de sincroniza¢do da ovulagéo
utilizado em fémeas bovinas zebuinas.

2.3 Andlise estatistica

A comparacdo das taxas de apresentacdo de estro e concepcao
entre 0s grupos de alta, intermediaria ou baixa CFA foi realizada pelo teste de Qui-
quadrado (Bioestat. 5.0; Ayres et al., 2007). As compara¢cOes foram realizadas
individualmente, ou seja, considerando-se os dados amostrais de cada fazenda;

entretanto, ndo houve efeito estatistico da variavel fazenda. Assim, consideramos
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para a apresentacdo dos resultados a andlise conjunta dos dados de ambas as

fazendas. Para as analises, p < 0,05 foi considerado significativo.

3 Resultados

N&o houve diferenca na taxa de apresentacdo de estro entre os
grupos de baixa (69%; 60/87), intermediaria (76%; 87/114) e alta CFA (76%; 53/70;
p 0,46). A taxa de concepcao a IATF néo diferiu entre os grupos (p > 0,24; 44% -
38/87 G-Baixa CFA; 51% - 58/114 G- Intermediaria CFA; 57% - 40/70 G-Alta CFA)
(Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de apresentacéo de estro e de concepgao de vacas com baixa (< 25
foliculos), intermediaria (30- 35 foliculos) ou alta (= 50 foliculos) contagem folicular
(CFA), submetidas a protocolo de IATF.

G- BAIXA CFA G- INTERMEDIARIA G- ALTA CFA

. CFA (250 Valor de p
<
(< 25 foliculos) (30-35 foliculos) foliculos)
N 87 114 70
ECC 2.97 3.15 3.23
CFA média 21 31 53
Taxa de 69% (60)° 76% (87)° 76% (53)° 0,46
apresentacao de
estro (%)
Taxa de concepgio 44% (38)° 51% (58)° 57% (40)? 0,24

(%)

Na mesma linha, letras diferentes expressam diferenca entre os grupos a 5% de significancia.

4 Discussao

Ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia a taxa
de apresentacdo de estro em fémeas bovinas com diferentes populacdes de
foliculos antrais. O intuito do presente trabalho foi avaliar a taxa de apresentacdo de
estro e concepcdo apos protocolo de sincronizacdo da ovulacdo entre fémeas
Nelore (Bos indicus) com baixa, intermediaria ou alta CFA, visto que existem

controvérsias entre os resultados de estudos ja existentes. Procurou-se verificar se
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ha relacdo da apresentacdo de estro e a CFA de animais Bos indicus, devido a
conexao entre o estro, a producdo de hormonios ovarianos (E2), a taxa de ovulagéo

e a taxa de prenhez.

No presente estudo, a taxa de apresentacdo de estro média foi de
74% e ndo houve diferenca entre os grupos de alta, intermediaria e baixa CFA. A
ocorréncia de estro apds a realizagdo de protocolo de IATF em 540 vacas Nelore foi
inferior a relatada no presente estudo (64,3%) e 0s animais que apresentaram estro
apresentaram 3, 3 vezes mais chances de se tornarem gestantes do que 0s que nao
apresentaram estro (SA FILHO et al., 2011). Entretanto, neste estudo n&o foi

avaliada a CFA dos animais.

Os sinais de estro tém sido associados ao pico das concentracdes
de E2 circulantes (ALLRICH, 1994), excitando regifes especificas do centro
comportamental (ROELOFS, 2010). A presenca do estro em programas de
sincronizacdo da ovulacédo tem sido estudada em fémeas taurinas (CERRI et al.,
2004; HILEGASS et al., 2008; PERRY; PERRY, 2008) e zebuinas (MENEGHETTI et
al., 2009; PERES et al., 2009; SA FILHO et al., 2012). E descrito que a presenca de
maiores foliculos no final do protocolo de sincronizacdo esta relacionada a maior
ocorréncia de estro, maior taxa de ovulacdo e maior chance de prenhez em fémeas
bovinas. Com relacdo a CFA, ja foi relatado maior diametro do foliculo ovulatério
para fémeas Bos indicus x Bos taurus com baixa CFA (SANTOS et al., 2012), e,
para vacas Bos indicus (Nelore) de baixa CFA, um maior foliculo dominante e
estimado foliculo ovulatério (MOROTTI et al., 2018).

Estudos tém relacionado a alta CFA a qualidade oocitaria e
embrionaria e a maiores taxas de prenhez em fémeas taurinas (IRELAND et al.,
2008; MOSSA et al., 2012). Ja foi relatado para fémeas taurinas que apresentam
baixa CFA menor capacidade de sintese de progesterona, menor crescimento
endometrial (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009), ovarios menores (IRELAND et al.,
2008), diminuicdo da producéo de progesterona e secre¢do aumentada de FSH
(EVANS et al, 2010, IRELAND et al., 2011).

Ireland et al. (2007), trabalhando com novilhas Holandesas
obtiveram nimero maior de embrides produzidos in vivo de animais com alta CFA, e

relataram relagéo positiva entre a producgédo in vitro de embrides e a alta contagem
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de foliculos antrais, relacionando assim uma maior fertilidade a animais com alta
CFA. Mossa et al. (2012) confirmaram tal observacdo com vacas Holandesas
submetidas a programas de inseminacdo artificial com observacdo do estro.
Entretanto, recentemente, foi relatada menor produtividade e fertilidade para fémeas
Holandesas de alta CFA (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017). Além disso, estudos
realizados com fémeas Bos indicus e Bos indicus x Bos taurus ndo obtiveram taxa
de concepcao mais elevada apos protocolo de IATF, utilizando animais com alta
CFA (MENDONCA et al.; RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al., 2014; MORAES
et al.; MOROTTI et al., 2018). Além disso, Santos et al. (2013) e Morotti et al. (2018)

relataram maior taxa de prenhez para animais Bos indicus com baixa CFA.

Apesar da CFA ser uma caracteristica de alta repetibilidade nos
individuos (BURNS et al.,, 2005; SILVA-SANTOS et al.,, 2014), nos estudos
mencionados acima, cada autor adotou valores diferentes para a categorizacdo dos
grupos de alta, intermediaria e baixa CFA. No trabalho de Rodrigues et al. (2013)
com vacas Nelore, os valores de CFA para definicdo dos grupos sdo proximos aos
aplicados no presente estudo (baixa: < 32 foliculos, intermediéria: entre 32 e 48
foliculos e alta: = 48 foliculos); Moraes et al. (2016) adotaram pontos de corte
menores (baixa: < 10, intermediaria: 15 a 25 e alta: = 30). Entretanto, nenhum deles
verificou diferenca significativa na taxa de concepc¢ao entre 0s grupos. Ja Santos et
al. (2013), que utilizaram valores de CFA semelhantes aos de Moraes et al. (2016;
baixa: < 10; intermediaria: 11 a 24 e alta: = 25) e Morotti (2018) proximos ao do
presente trabalho (baixa: < 15; Intermediaria: 20 a 40 e alta: = 45), relataram maior
taxa de prenhez para vacas com baixa CFA, contrariando os estudos anteriores com
vacas Bos taurus.

Desta forma, no que diz respeito a taxa de concepcédo a IATF de
fémeas com diferentes CFA, ndo existe um consenso entre 0s autores sobre o
comportamento de fémeas Bos indicus e Bos taurus e nem mesmo entre fémeas do
mesmo tipo racial. No presente trabalho, avaliou-se pela primeira vez a
apresentacao de estro de fémeas Bos indicus com diferentes CFA e verificou-se que
a mesma nao foi influenciada pela CFA. A taxa de concepg¢éo a IATF também né&o

diferiu entre animais com baixa, intermediaria ou alta CFA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se
concluir que:

® Vacas Nelore (Bos indicus) com alta, intermediaria ou baixa CFA submetidas
a protocolo de sincronizacdo da ovulacdo nao apresentaram diferenca quanto
a taxa de apresentacdo de estro durante protocolo para sincronizacdo da
ovulacéo;

® Nao houve diferenca entre a taxa de concepcéo a IATF de vacas Nelore (Bos

indicus) com alta, intermediaria ou baixa CFA.





