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RESUMO

O objetivo do primeiro trabalho foi avaliar o efeito das categorias nuliparas,
primiparas e multiparas sobre a taxas de manifestacdo de estro e de prenhez de
fémeas tratadas com GnRH no momento da inseminagéo artificial em tempo-fixo
(IATF). Foram utilizadas matrizes da raca Nelore alocadas por -categoria,
compreendendo 144 nuliparas, 132 primiparas e 255 multiparas. As matrizes foram
submetidas a um protocolo de IATF. Para identificar a manifestagdo de estro, no
oitavo dia do protocolo, a regido sacrococcigea foi pintada e no dia da inseminacéo
artificial, a auséncia da tinta indicava o estro. As fémeas que ndo manifestaram estro
foram tratadas com 10ug de GnRH. A taxas de manifestagdo de estro e prenhez
foram analisadas por um modelo de regressao logistica. A taxa de manifestacao de
estro foi inferior (P = 0.006) na categoria das primiparas (61,36%) em comparacao
com as nuliparas (76,39%) e as multiparas (75,69%). As taxas de prenhez entre as
categorias foram semelhantes, tanto para as que manifestaram estro (nuliparas
84,54%, primiparas 86,42% e multiparas 80,31%; P = 0.398) quanto para as que
nao manifestaram estro (nuliparas 41,18%, primiparas 56,86% e multiparas 58,06%;
P = 0.244), inclusive a taxa de prenhez total (nuliparas 74,3%, primiparas 75% e
multiparas 74,9%; P = 0.989). As primiparas apresentaram menor taxa de
manifestacdo de estro e ndo houve diferenca da taxa de prenhez entre as
categorias. No segundo trabalho para compreender melhor a relacdo da contagem
de foliculos antrais (CFA) e o desempenho reprodutivo, foram realizados dois
experimentos. No primeiro, 0 objetivo foi avaliar a repetibilidade da CFA nos dias do
protocolo de inducédo de ovulacdo, enquanto no segundo foi comparar a dinamica e
hemodinamica ovariana de vacas com baixa e alta CFA. Para avaliar a repetibilidade
da CFA, 20 vacas foram submetidas a sincronizacdo de ovulacdo e avaliacdo da
CFA por ultrassonografia diariamente. Para comparar dinamica folicular de fémeas
de alta e baixa CFA, a CFA de 80 vacas da raca Holandesa foi aferida e destas
selecionadas 9 fémeas para o grupo de baixa (< 15 foliculos) e 9 para o grupo de
alta (= 25 foliculos). A dinamica folicular foi acompanhada diariamente por
ultrassonografia nos modos B e Doppler, durante os dias do protocolo e onze dias
apos a ovulacao, para avaliar o corpo lateo (CL). Para determinar a constancia da
CFA realizou-se o célculo de repetibilidade. Para os dados da dinamica, as variaveis
paramétricas foram analisadas pelo teste T. Adotou-se significaAncia quando p < 0,1.
A repetibilidade da CFA nos diferentes dias do protocolo foi de 0.98. Os animais de
baixa CFA demonstraram maior diametro do foliculo pré-ovulatério (FO) (16,09 x
15,00mm; P = 0.059), maior area de vascularizacdo do FO (17,36 x 8,16mm2; P =
0.005), maior area de CL (579,10 x 405,80mm2; P = 0.0001) e maior area de
perfusdo sanguinea do CL (97,16 x 68,30 mm2; P = 0.021). A CFA tem alta
repetibilidade nos diferentes dias do protocolo e as vacas de baixa CFA
demonstraram FOs e CLs maiores e com maior perfusdo sanguinea.
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foliculos antrais; biotecnologias da reproducéo.



BONATO, Denis Vinicius. Technical and pharmacological strategies for the
improvement of reproductive efficiency of bovine females. 2020. 70pp. Thesis
(Doctorate in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

The objective of first study was to evaluate the effect of nulliparous, primiparous and
multiparous categories on the rates of estrus and pregnancy of females who did not
manifest estrus and are treated with GnRH at the time of fixed-time artificial
insemination (FTAI). 531 matrices were used, all of the Nellore breed allocated by
category, comprising 144 nulliparous, 132 primiparous and 255 multiparous. The
matrices were submitted to an FTAI protocol. To identify the manifestation of estrus,
on the eighth day of the protocol, the sacrococcygeal region was painted and on the
day of artificial insemination, females that showed estrus demonstrated absence of
paint in this region. Females that did not show estrus were treated with 10 ug of
GnRH. The rates of estrus and pregnancy manifestation were analyzed using a
logistic regression model. The rate of estrus manifestation was lower (P = 0.006) in
the primiparous (61.36%) category compared to nulliparous (76.39%) and
multiparous (75.69%). Pregnancy rates between categories were similar, both for
those who manifested estrus (nulliparous 84.54%, primiparous 86.42% and
multiparous 80.31%; P = 0.398) and for those who did not manifested estrus
(nulliparous 41.18%, primiparous 56.86% and multiparous 58.06%; P = 0.244),
including the total pregnancy rate (nulliparous 74.3%, primiparous 75% and
multiparous 74.9%; P = 0.989). Primiparous presented a lower rate of manifestation
of estrus and there was no difference in pregnancy rates between categories. In the
second study to better understand the relationship between antral follicle count (AFC)
and reproductive performance, two experiments were performed. In the first, the
objective was to evaluate the repeatability of AFC in the days of the ovulation
induction protocol, while in the second it was to compare the dynamics and
hemodynamics of cows with low and high AFC. To evaluate the repeatability of the
AFC, 20 cows were submitted to synchronization of ovulation and evaluation of the
AFC by ultrasonography daily in the protocol and eleven days after ovulation. To
compare follicular dynamics of females with high and low AFC, the AFC of 80 cows
was measured and from these 9 females were selected for the low group (£ 15
follicles) and 9 for the high group (= 25 follicles). Follicular dynamics were monitored
daily by B-mode and Doppler ultrasonography, during the days of the protocol and
eleven days after ovulation, to evaluate the corpus luteum (CL). To determine the
constancy of AFC, a repeatability calculation was performed. For the dynamics data
of the low and high animals, the parametric variables were analyzed by the T test.
Significance was adopted when p < 0.1. The repeatability of the AFC on the different
days of the protocol was 0.98. The animals with low AFC showed a larger diameter of
the preovulatory follicle (POF) (16.09 x 15.00mm; P = 0.059), a greater
vascularization area of the POF (17.36 x 8.16mm2; P = 0.005), larger area of CL
(579.10 x 405.80mm2; P = 0.0001) and greater area of blood perfusion of CL (97.16
X 68.30 mm2; P = 0.021). AFC has high repeatability on the different days of the
protocol and cows with low AFC demonstrated larger POFs and CLs with greater
blood perfusion.



Key words: Bos taurus indicus; Bos taurus taurus; ovulation; antral follicle count;
biotechnologies of reproduction.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura, tanto para a producdo de carne quanto de leite, é
uma importante atividade para a economia brasileira, gerando empregos e
contribuindo para a distribuicdo de renda (GRIGOL et al., 2019; JUNG e MATTE
JUNIOR, 2017). A bovinocultura de corte movimentou no ano de 2018 um montante
de R$ 597,22 bilhdes, representando 8,7% do produto interno bruto (PIB) total do
Brasil, mantendo o pais no topo da lista mundial dos paises exportadores de carne
bovina (ABIEC, 2019).

A producao de carne, apesar da importancia no cenario econémico,
vem sofrendo varias criticas quanto aos impactos ambientais que gera (FLORINDO et
al., 2020). Esses impactos estdo relacionados principalmente com a baixa
produtividade da bovinocultura de corte nacional (PASHAEI KAMALI et al., 2016).
Deste modo, as pesquisas vem demonstrando a necessidade de melhorias na
eficiéncia de producéo, empregando tecnologias que resultem em um volume maior
de carne produzida, com o0 menor impacto ambiental que um sistema de baixa
produtividade (FLORINDO et al., 2020; JUNG e MATTE JUNIOR, 2017).

Para que ocorra um incremento na produtividade da bovinocultura de
corte e necessario aplicar tecnologias nas areas da nutricdo, sanidade e o
melhoramento genético dos rebanhos (REESE et al., 2020; SERRANO-PEREZ et al.,
2020; WANG et al.,, 2020; ZEINELDIN et al., 2018). No quesito melhoramento
genético, o emprego de biotécnicas reprodutivas tem contribuido substancialmente
para a melhoria da eficiéncia produtiva da pecuaria de corte (TAYLOR-ROBINSON et
al., 2014). No Brasil uma biotécnica reprodutiva que vem sendo empregada de forma
crescente e tem contribuido para o incremento genético dos bovinos de corte € a
inseminacao artificial em tempo-fixo (IATF) (BARUSELLI et al., 2018).

A IATF é uma técnica que utiliza o controle farmacoldgico do ciclo
estral, por meio de protocolos farmacologicos, visando induzir a ovulacdo de forma
sincronizada (BO e BARUSELLI, 2014). Essa biotécnica possui protocolos bem
estabelecidos e de resultados comprovados (BARUSELLI et al., 2018). Contudo,
diversos estudos continuam sendo realizados visando gerar informac¢des que possam
ajudar nesse controle farmacologico e melhorar as taxas de prenhez da IATF
(FERREIRA et al., 2018). Rodrigues et al. (2019) avaliaram o uso de um analogo

sintético ao hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), em vacas multiparas da



16

raca Nelore, que nao expressam estro durante o protocolo e identificaram um
incremento de 9,77% na taxa de prenhez em relagcdo ao grupo controle.

Com relagédo a bovinocultura de leite, o Brasil estd em sexta colocacao
na produgcdo mundial de leite, produzindo acima de 23 milhdes de toneladas/ano
(USDA, 2018). Tamanho volume de leite, resulta em grande movimentagéo financeira,
por meio da aquisi¢ao de insumos, transporte e comercializagdo do produto in natura
ou industrializado, com isso, a atividade também contribui significativamente com o
PIB brasileiro (CERVO et al., 2017). Contudo, a producéo de leite do Brasil ndo é
suficiente para suprir a demanda do mercado interno, tornando o pais dependente de
importacdo de grande volume de produtos lacteos (MORAES E BENDER FILHO,
2017). Nesse sentido, visando atender essa demanda, é necessario maximizar a
eficiéncia produtiva dos rebanhos leiteiros (CERVO et al., 2018).

Um dos fatores que limitam de forma impactante a eficiéncia produtiva
de bovinos é o desempenho reprodutivo, pois fémeas que tem a primeira concepg¢ao
mais tarde ou tem grande intervalo entre partos, produzem menor volume de leite
guando séao avaliadas a longo prazo (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017). A baixa
eficiéncia reprodutiva é mais frequente em vacas de alta producao leiteira, isso
guando comparadas com outras categorias de fémeas bovinas (ADRIAENS et al.,
2018). Esses problemas ocasionam baixas taxas de concepcdo e estdo entre as
principais causas de descarte prematuro do rebanho de animais com alto mérito
produtivo, consequentemente, resultando em importantes prejuizos financeiros ao
pecuarista (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017).

Estudos realizados com vacas de alta producéo leiteira, demonstram
gue existem alguns parametros relacionados com melhor desempenho reprodutivo,
dentre esses parametros esta a contagem de foliculos antrais (CFA) (MOROTTI et al.,
2017; MOROTTI et al., 2018). A CFA é a quantidade total de foliculos antrais
identificados por ultrassonografia em ambos os ovérios de cada fémea (MOROTTI et
al., 2017).

A CFA também esta relacionada com outros indices produtivos da
fémea bovina, podendo predizer maior tempo de permanéncia no rebanho, que reflete
em maior producéo de leite durante a sua vida, resultando em um sistema de producéo
mais eficiente economicamente (JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017). Entretanto, as
pesquisas existentes ndo explicam claramente a relagédo da CFA com desempenho

reprodutivo e produtivo, necessitando assim, de trabalhos mais esclarecedores sobre
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0 assunto (MOSSA et al., 2012; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2017; MOROTTI et al.,
2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EFICIENCIA REPRODUTIVA DA FEMEA BOVINA

A maioria do rebanho bovino brasileiro € composto por animais da
raca Nelore, isso se d& ao fato de que a raca é muito adaptada ao ambiente tropical e
ao sistema extensivo de criagdo, algo que € predominante na pecudria de corte
nacional, principalmente na cria (AMBROSINI et al., 2016; DA SILVA et al., 2016). O
sistema de criacdo extensivo € muito utilizado devido ao baixo custo de manutencao
dos animais, que consomem basicamente pasto e sdo suplementados apenas com
fonte mineral (FLORINDO et al., 2017). Sendo assim, para que as vacas tenham um
bom desempenho reprodutivo em sistema extensivo €& necessario ter boa
disponibilidade de forragens e de alta qualidade nutricional (LOPES et al., 2011).

Contudo, a sazonalidade na disponibilidade de forragens, muitas
vezes associada com lotacao inadequada, falta de tratos culturais ou falhas de manejo
das plantas forrageiras, faz com que muitas vacas tenham o parto no momento de
condi¢cBes nutricionais desfavoraveis (DE FIGUEIREDO et al., 2017; VIEIRA et al.,
2005). Essa condicdo faz com que a vaca de corte entre em balanco energético
negativo (BEN) e tenha um periodo de anestro mais prolongado (GIRALDO ARANA;
URIBE VELASQUEZ, 2012). Essa relac&o entre o BEN e o anestro ocorre devido ao
fato de que a vaca prioriza a energia para a lactacdo e mantenca, voltando a
ciclicidade apenas em condicbes metabdlicas favoraveis (CUNHA et al., 2013;
OLIVEIRA; BONATO; DOS SANTOS, 2011). Além disso, existe o efeito mamada em
vacas de corte lactantes, em que o ato do bezerro sugar a papila mamaria da vaca
inibe os picos de hormdnio luteinizante (LH) necessarios para a ovulacdo, sendo
também um fator que aumenta o periodo de anestro (SILVA FILHO et al., 2015).

O maior periodo de anestro resultada em intervalos entre partos mais
prolongados, comprometendo o desempenho reprodutivo dos rebanhos de cria
(YAVAS; WALLON, 2000). A IATF tem contribuido para o retorno da ciclicidade,
reduzindo o intervalo entre partos, mesmo em vacas lactantes mantidas em sistema
extensivo (ALVAREZ et al., 2018; BO; BARUSELLI, 2014). Tendo em vista que, a
biotécnica é baseada no controle farmacolégico do ciclo estral da vaca, através de

protocolos farmacolégicos que visam estimular a emergéncia de uma nova onda
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folicular e em uma ovulagéo de forma sincronizada, possibilitando assim, o uso da
inseminacao artificial (IA) sem a necessidade e esperar a vaca apresentar
naturalmente o estro (BARUSELLI et al., 2018; BO; BARUSELLI, 2014).

Com relagdo a bovinocultura de leite, apesar de ter uma média de
producéo geral considerada baixa, o Brasil possui em alguns locais do pais rebanhos
de racas especializadas e com alta produtividade, como € o caso da regido de Castro
- PR, que possui rebanhos com producao média superior aos 35 litros/vaca/dia (IBGE,
2019). Rebanhos de alta producéo leiteira normalmente tem animais com baixo
desempenho reprodutivo e isso ocorre principalmente devido ao alto metabolismo
hepético que esses animais tém (SARTORI et al., 2004). Esse metabolismo hepatico
exacerbado acaba catabolizando os hormonios reprodutivos esteroides (SARTORI et
al., 2004; SARTORI; GUARDIEIRO, 2010).

Além disso, vacas de alta producdao leiteira, na maioria das vezes, tem
um BEN mais severo que vacas de corte e isso pode resultar em grande mobilizacao
de reservas corporeas, causando uma severa dislipidemia (SARTORI; GUARDIEIRO,
2010). Essa dislipidemia, denominada cetose, resulta em acumulo de acidos graxos
nao esterificados (AGNES) na corrente sanguinea (BONATO et al., 2015). Leroy et al.
(2005) identificaram a presenca de AGNES no fluido folicular de vacas em BEN. No
estudo realizado por Leroy et al. (2008) os autores observaram que o desenvolvimento
de odcitos bovinos é prejudicado em meios com a presenca de AGNES. Sendo assim,
a qualidade do odcito de vacas leiteiras de alta producéo, nem sempre € boa, podendo
comprometer a concepc¢do, mesmo quando ocorre a ovulacédo (LEROY et al., 2005).

O efeito mamada em vacas de corte e as alteracbes metabdlicas, que
afetam tanto vacas de corte como de leite, estdo entre os principais problemas que
limitam o bom desempenho reprodutivo de fémeas bovinas (SARTORI;
GUARDIEIRO, 2010; SILVA FILHO et al., 2015; YAVAS; WALLON, 2000). Contudo,
a compreensdo da fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas vem possibilitando o
desenvolvimento de tecnologias que estao contribuindo para melhorar o desempenho
reprodutivo de fémeas de corte e de leite (GARCIA-ISPIERTO et al., 2018;
OOSTHUIZEN et al., 2018; THATCHER, 2017).
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2.2 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA FEMEA BOVINA

2.2.1 Desenvolvimento do Odcito

Na maioria das espécies animais, o gameta feminino é considerado
um elemento fundamental a vida, pois constitui o elo celular feminino entre as
presentes e futuras geracfes. De forma que, as caracteristicas desta célula, como a
origem, diferenciacdo e funcdes sdo de extrema relevancia para a biologia do
desenvolvimento. O gameta feminino é denominado odécito, este tipo celular é
basicamente formado por meio de dois processos: a oogénese e a foliculogénese
(SCHUETZ, 1985).

A oogénese € um processo complexo que envolve o surgimento,
crescimento e maturacdo de uma célula, o odcito, Unica em sua capacidade de
propagar outra geracdo de organismo. Este processo conduz a ovulacdo de odcitos
competentes no desenvolvimento (GUGLIELMO; ALBERTINI, 2013). Durante a
0ogénese, 0 o6cito adquire competéncia meidtica através da expressdo génica, de
forma que a competéncia do odcito é entédo regulada por um conjunto de fatores de
transcricdo bem coordenados (JAGARLAMUDI; RAJKOVIC, 2012).

Além disso, nos mamiferos, o desenvolvimento folicular ovariano é
controlado (através de um controle neuroenddécrino) por multiplos sinais regulatérios
gue liberam gonadotrofinas e reguladores intra-ovarianos que interagem para
promover a ativacao folicular primordial, crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacao celular (JAGARLAMUDI; RAJKOVIC, 2012).

2.2.2 Controle Neuroenddcrino das Funcdes Gonadais

A hipofise € uma glandula pequena localizada na base do encéfalo,
gue tem por funcéo a secrecao de importantes horménios reprodutivos, os chamados
horménios gonadotréficos, tais como: o horménio foliculo estimulante (FSH) e o
horménio luteinizante (LH). Estes horménios, por sua vez, controlam o
desenvolvimento das gdnadas, os ovarios e os testiculos, bem como suas atividades
hormonais e reprodutivas (NETT et al., 2002).

A fungcdo gonodal em bovinos é evidentemente dependente da
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secrecdo pulsatii de gonadotrofinas da hipofise (VIZCARRA et al., 1997). O
hipotalamo, que se liga a hipéfise pelo pedunculo hipofisario, tem por fungéo controlar
a secrecao de gonadotrofinas pela secrecao pulsatil de GnRH na circulagéo portal da
hipofise (KNOBIL, 1990). Isso é facilitado pela presenca de neurbnios especiais do
hipotdlamo, que produzem e secretam o GnRH que controla a secrecdo dos
hormdnios gonadotroficos, FSH e LH, da hipdéfise anterior (HALLF et al., 1988). A
liberacdo de pulsos de LH mostra-se totalmente dependente do GnRH pulsétil,
enquanto a liberacdo de FSH estd associada apenas a uma pequena propor¢cdo dos
pulsos de GnRH (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; PAWSON; MCNEILLY, 2005).

Especificamente em fémeas, os horménios gonadotréficos atuam de
forma diferente, o FSH estimula o desenvolvimento de foliculos ovarianos, enquanto
o LH origina a ovulagdo e a formacdo do corpo lateo, além de promover,
consequentemente, a producao de estrogénio e progesterona no ovario. Além disso,
a frequéncia e amplitude de pulsos de GnRH também varia durante os diferentes
estagios reprodutivos e de acordo com a condicdo metabolica do animal (HALLF et
al., 1988; KNOBIL, 1990).

2.2.3 Desenvolvimento Folicular no Ciclo Estral

O ciclo estral, que € o intervalo entre duas ovulacdes, dura em média
21 dias na espécie bovina, podendo variar de 17 a 24 dias e € composto por duas
fases, sendo a primeira a fase lutea e a segunda a folicular. No decorrer do ciclo,
ocorrem duas (mais comum em fémeas Bos taurus taurus) ou trés (mais comum em
fémeas Bos taurus indicus) ondas de crescimento de foliculo ovariano. Cada onda
consiste na emergéncia de uma quantidade de foliculos, na selecdo de um foliculo
dominante e atresia ou ovulacdo do foliculo dominante, ou nesse caso, também
chamado de foliculo pré-ovulatério (FORDE et al.,, 2011; FORTUNE, 1994). Além
disso, o crescimento folicular € marcado por estagios progressivos que vao do
desenvolvimento de um foliculo primordial até a ovulacdo ou atresia de um foliculo
antral (CHOUDARY; GIER; MARION, 1968).

2.2.3.1 Foliculo primordial

A formacéo de foliculos ocorre durante a vida fetal, assim antes que
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o crescimento folicular tenha inicio, a fémea ja apresenta foliculos que neste estagio
sdo denominados foliculos primordiais. O foliculo primordial consiste em um o0d0cito
circundado por uma camada de células achatadas da granulosa (YANG; FORTUNE,
2006). Acredita-se que esta camada de células da granulosa tenha funcéo nutricional,
além de secretar inibidores da maturacéo do od6cito que permitem manté-lo no estagio
de profase | da meiose. No entanto, alguns fatores produzidos pelo proprio foliculo
primordial podem induzir a quebra da quiescéncia do foliculo primordial e ativar o
desenvolvimento folicular (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; NILSSON; SKINNER, 2001).

2.2.3.2 Foliculo primario

A transicdo do estagio de foliculo primordial para foliculo primario
pode ser longa (FORTUNE, 2003). Os foliculos primarios podem ser definidos como
um odcito envolvido por uma Unica camada de células cuboides da granulosa (YANG;
FORTUNE, 2006).

2.2.3.3 Foliculo secundario

O foliculo secundario é definido como um oo0cito cercado de duas ou
mais camada de células cuboides da granulosa, com auséncia de antro folicular
(FORTUNE, 2003; YANG; FORTUNE, 2006). Sobre o desenvolvimento folicular sabe-
se que, ainda durante a fase pré-ovulatoria, o evento da secrecdo dos horménios
gonadotroficos pela hipdfise anterior, principalmente de FSH determina o crescimento
acelerado de alguns foliculos primarios em secundarios. Além disso, a fase de
crescimento folicular inclui um periodo de transcricdo do odcito, essa transcricdo €
portanto, ativada no foliculo secundéario e trata-se de um processo essencial para
aquisicdo da competéncia meiotica e de desenvolvimento do odcito (HYTTEL et al.,
1997).

2.2.3.4 Foliculo antral

Durante a fase inicial de crescimento folicular, apés a formacéo do
foliculo secundario, ocorre 0 aumento rapido no numero de células e

consequentemente o0 aumento de camadas da granulosa desencadeado pela
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secrec¢do dos hormonios gonadotréficos (FSH e LH). Além da camada de células da
granulosa, outro agrupamento celular denominado “teca”, constituido por células
fusiformes derivadas de células do intersticio ovariano, tem origem nesse estagio. A
camada interna da teca tem por fungédo secretar mais hormonios sexuais esteroides,
0 estrogénio e a progesterona. Enquanto a camada externa da teca, constituida de
tecido conjuntivo torna-se a capsula do foliculo em desenvolvimento. Apés essa fase
inicial, as células da granulosa iniciam a secrecéo de um liquido folicular com uma alta
concentragcdo de estrogénio, que culmina no aparecimento de um antro dentro das
camadas de células da granulosa, dando origem ao foliculo antral (JIANG et al., 2003;
RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010).

Dessa forma, o desenvolvimento de foliculos antrais, especialmente
em bovinos, depende da presenca de FSH, entretanto foliculos antrais grandes podem
alterar sua dependéncia gonadotréfica de FSH para LH. Além disso, em bovinos,
existe também uma hierarquia na populagéo de foliculos antrais com um nimero muito
superior de foliculos responsivos a gonadotrofina, alguns poucos foliculos
dependentes de gonadotrofina e apenas um foliculo ovulatério (CAMPBELL;
SCARAMUZZI; WEBB, 1995). Assim, pode-se dizer que o crescimento de foliculos
antrais em bovinos € composto por duas fases distintas, uma de crescimento lento
onde ocorre a formacéo do antro, nessa primeira etapa o foliculo atinge cerca de 3
mm de diametro, enquanto na segunda etapa ou fase rapida ocorre crescimento de
coorte, selecdo de foliculo e crescimento do foliculo dominante (MIHM; BLEACH,
2003).

2.2.3.5 Foliculo dominante

Um dos foliculos comeca a crescer mais que os outros, dando origem
a um foliculo dominante. Este estagio é dependente de gonadotrofina, de forma que
as vias de sinalizacao de LH e FSH executam uma func¢éo essencial na diferenciacao,
selecdo e sobrevivéncia dos foliculos (PALERMO, 2007). Nesta etapa ocorre
liberacdo aumentada de LH e reduzida de FSH (BAIRD; MCNEILLY, 1981), essa
diferenca na secrecdo pode ser resultante do armazenamento de LH e FSH em
diferentes granulos secretores dentro da mesma célula (MCNEILLY et al., 2003). Por
outro lado, no decorrer do ciclo, essa situacao se altera, os niveis de FSH aumentam,
enquanto do LH diminuem (PAWSON; MCNEILLY, 2005).
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A selecéo folicular durante o desenvolvimento do foliculo dominante
sofre influéncia da concentracdo de FSH plasmatico, pois o aumento do FSH
plasmético durante a transicao luteo-folicular € condicao critica para o crescimento do
foliculo mais sensivel ao FSH. Porém, quando a secrec¢do folicular de estradiol é
induzida por gonadotrofina, ocorre a inibicdo da secrecdo hipofisaria de FSH,
consequentemente reduzindo a concentracdo de FSH nos foliculos em
desenvolvimento e interrompendo o desenvolvimento do foliculo menos sensivel ao
FSH (PALERMO, 2007).

Especialmente em bovinos, o aumento da producéo de estrogénio a
partir dos foliculos recrutados parece ter relacdo com aumentos no RNA mensageiro
gue, por sua vez, codificam enzimas esteroidogénicas apropriadas, receptores de
gonadotrofinas, bem como fatores reguladores locais (FORTUNE, 1994; WEBB et al.,
2003).

O unico foliculo, que é recrutado para dominancia, continua a crescet,
atinge o desenvolvimento durante a pré-ovulacdo € entdo denominado de foliculo
maduro (FORTUNE, 1994). Antes da ovulacdo ocorrer a parede externa do foliculo
incha-se rapidamente e forma uma estrutura denominada estigma, que libera um
liquido folicular viscoso e o odécito circundado por células, denominadas de coroa
radiada. Em seguida a teca externa libera enzimas digestivas que enfraguecem a
parede capsular do foliculo, o que facilita a expansdo do mesmo, além de provocar a
destruicdo do estigma. Ao mesmo tempo ocorre a formacdo de novos vasos
sanguineos e secrecdo de prostaglandina, que causam vasodilatacéo folicular. Devido
a intensificacdo da vascularizacdo nessa etapa, conhecer a mudanca do perfil do fluxo
sanguineo local nos foliculos é essencial para compreenséo da fisiologia ovariana do
ciclo estral. Para esta finalidade, estudos utilizando a ultrassonografia em modo
Doppler séo utilizados para caracterizar as alteracdes relacionadas ao fluxo
sanguineo da parede folicular durante os diferentes estagios do ciclo estral em vacas
(ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).

Todos esses fatores unidos culminam na liberacdo do odcito ou
ovulacdo. Assim, a ovulacao é um estagio dependente de LH, embora o FSH e o LH
atuem sinergicamente causando a dilatacéo do foliculo durante os ultimos dias antes
da ovulacdo. O LH possui também efeito sobre as células da granulosa e da teca
(ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).
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2.2.3.6 Foliculo atrésico

Os foliculos que ndo se desenvolvem ou involuem, sofrem atresia,
sendo entdo denominados foliculos atrésicos. Esse fendmeno de atresia torna-se
mais intenso conforme os foliculos se aproximam do tamanho em que poderiam ser
recrutados para uma provavel ovulacdo (FORTUNE, 1994). Em espécies
monovulatérias como os bovinos, acredita-se que a relacdo entre fatores extra-
ovarianos e intra-foliculares sdo determinantes para o desenvolvimento do foliculo

ovulatorio ou para a atresia do mesmo (WEBB et al., 2003).
2.2.3.7 Corpo luteo

Apos a ovulagédo as células remanescentes da teca interna tornam-se
células luteinicas, de maior diametro, com a presenca de inclusdes lipidicas e
vascularizacdo bem desenvolvida, evidenciada principalmente por ultrassonografia
em modo Doppler. Essa massa de células é denominada corpo liteo, enquanto o
processo todo € dito luteinizacédo. Além disso, essa estrutura € considerada glandular
transitoria, pelas suas caracteristicas estruturais, como a ampla presenca de
organelas celulares secretoras, indicativas de células endécrinas (FIELDS; FIELDS,
1996; SALLES; ARAUJO, 2010).

As células luteinicas esteroidogénicas possuem uma grande
guantidade de reticulo endoplasmatico liso e mitocondrias esféricas compactadas,
gue acredita-se ter relacdo com a producdo de progesterona. Por meio dessa
importante caracteristica o corpo lateo pode executar sua principal funcdo, a producéao
e secrecdo de progesterona, que por sua vez, bloqueia a liberacao hipofisaria de
gonadotrofinas e prepara o Utero para uma possivel gestacdo (FIELDS; FIELDS,
1996).

2.3 CONTROLE FARMACOLOGICO DO CICLO ESTRAL PARA IATF

O controle farmacoldgico do ciclo estral em bovinos é a base para a
aplicacdo de uma importante biotécnica reprodutiva, a IATF (MALUF et al., 2010). A
IATF vem sendo difundida no Brasil pelos beneficios que traz aos sistemas de
producdo de bovinos de corte e de leite (BARUSELLI et al., 2018; BO; BARUSELLI,
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2014; MONTEIRO et al., 2015). A IATF possibilita realizar a inseminagéo artificial (I1A)
sem a necessidade de identificacéo do estro (BO; BARUSELLI, 2014). A identificac&o
do estro é algo que limita muito o emprego da IA, tendo em vista que, o cio é
demonstrado quando uma vaca fica parada e aceita ser montada por outra vaca e
essa monta ocorre em fragdes de segundos ou acontece durante a noite, sendo
necessario um monitoramento constante do rebanho para que o0 estro seja
precisamente identificado, algo que de forma préatica é dificil de ser executado
(BARUSELLI et al., 2018; BO; BARUSELLI, 2014, INFORZATO et al., 2008).

Em rebanhos de corte a IATF tem possibilitado a realizacdo de
cruzamentos entre racas zebuinas, que devido a rusticidade, sdo usadas como
maternais no rebanho nacional, com racas taurinas, que demonstram precocidade
para acabamento de carcaca, carne macia e marmoreio (KIPPERT et al., 2008;
SANTOS et al., 2019; TEIXEIRA; ALBUQUERQUE, 2005). A grande maioria dos
touros de racas taurinas dificilmente poderiam ser usados para cobrir naturalmente
vacas em sistema extensivo, tendo em vista, a baixa adaptabilidade ao ambiente
tropical (CHACUR et al., 2014; GARCIA, 2017; HORN; MORAES; GALINA, 1999). O
uso de cruzamentos na bovinocultura de corte realizado com duas racas puras de
origens distintas, como vem sendo utilizado no Brasil com as racas Nelore e Angus,
possibilita obter um produto (F1) com 100% de heterose (TEIXEIRA,;
ALBUQUERQUE, 2005). Essa heterose culmina em maior ganho de peso, rusticidade
e melhor qualidade de carne, sendo importante diferencial de aceitacdo de mercado,
para a venda de bezerros (KIPPERT et al., 2008; TEIXEIRA; ALBUQUERQUE, 2005).

Além da possibilidade de cruzamentos a IATF permite a formacao de
lotes homogéneos de bezerros para a comercializacao e concentra manejos, ou seja,
um namero grande de animais € inseminado no mesmo dia e consequentemente, 0
monitoramento dos partos é facilitado por ocorrer em uma pequena janela de tempo
(GODOI; SILVA; DE PAULA, 2010; INFORZATO et al., 2008). Na bovinocultura de
leite a IATF, além de ser uma importante ferramenta para o ganho genético, vem
possibilitando reduzir o intervalo entre partos, tendo em vista que, as vacas de alta
producédo tendem a terem cios silenciosos, dificultando a identificacdo do estro mesmo
sendo manejadas de forma mais intensa (SANTOS; SOUSA, 2014; SARTORI;
GUARDIEIRO, 2010).

O controle farmacoldgico para a IATF é baseado em um protocolo

farmacoldgico, que é iniciado em um dia aleatério do ciclo estral, ou seja, em vacas
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gue estdo em diferentes momentos do ciclo e tem por objetivo fazer com que tenha a
emergéncia de uma nova onda de foliculos antrais, a dominancia de um foliculo e a
ovulacao da forma mais sincronizada possivel, para que o o0cito esteja na tuba uterina
dentro do periodo de viabilidade dos espermatozoides, que sdo depositados no utero
de todas as vacas no mesmo intervalo de tempo (BO; BARUSELLI, 2014; GODOI;
SILVA; DE PAULA, 2010; INFORZATO et al., 2008). No Brasil, em bovinos de corte
normalmente é aplicado um protocolo com trés ou quatro manejos (BO; BARUSELLI,
2014; MENEGHETTI; VASCONCELOQOS, 2008). Esse protocolo inicia-se, na maioria
dos casos, com a introducdo de um dispositivo intravaginal de progesterona e a
aplicacdo de estrégeno, sendo usado principalmente o benzoato de estradiol (BO;
BARUSELLI, 2014; MALUF et al., 2010). A associacdo do estrégeno com a
progesterona no dia inicial do protocolo (D0O) tem o objetivo de sincronizar a
emergéncia da onda folicular (BO; BARUSELLI, 2014).

Em um protocolo de trés manejos, no oitavo dia do protocolo (D8) o
dispositivo de progesterona é removido e administrado um indutor de ovulagdo, que
na maioria dos casos é o cipionato de estradiol, um agente luteolitico a base de
prostaglandina, para baixar a progesterona de vacas com CL ativo e permitir a
ovulacéo (BO; BARUSELLLI, 2014; ROSA et al., 2019). Outro horménio que vem sendo
muito empregado no D8 é a gonadotrofina coridnica equina (eCG), que estimula o
crescimento folicular mesmo em vacas que estdo em anestro, pois possui em sua
composicdo os horménios FSH e LH (MELLO et al., 2015). Com esse protocolo
exemplificado a IA é realizada normalmente 48 horas ap0s a retirada o dispositivo de
progesterona e a aplicacdo dos demais horménios do D8, compreendendo assim o
decimo dia do protocolo (D10) (BO; BARUSELLI, 2014).

Em vacas de aptiddo leiteira os protocolos utilizados variam um
pouco, podendo incluir mais dias de manejos, tendo em vista que, 0s animais ja sédo
manejados para serem ordenhados, e talvez pode incluir outros horménios, contudo,
€ realizado com o mesmo objetivo que o protocolo usado em vacas de corte, ou seja,
induzir uma ovulacdo de forma sincronizada (MONTEIRO et al., 2015; SARTORI,
2007).

Nem todas as vacas submetidas ao protocolo de IATF respondem
bem ao protocolo, algumas ndo conseguem ter um foliculo dominante ou ovulam de
forma mais tardia, ap6s o periodo de viabilidade do sémen depositado no utero
durante a IA (MENEGHETTI; VASCONCELOS, 2008; RODRIGUES et al., 2019).
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Nesse sentido alguns estudos avaliaram a administragcdo do GnRH em vacas que
possuem um foliculo dominante, mas de tamanho reduzido, indicando que néo esta
préximo da ovulacdo (FIELDS et al., 2012; RODRIGUES et al.,, 2019). Essa
administracdo de GnRH faz com que a hipdfise anterior libere LH e induza a ovulagéo,
aumentando a possibilidade de gestacdo em vacas que nao responderam muito bem
ao protocolo farmacoldgico (FIELDS et al., 2012).

Outro aspecto importante para avaliar a eficiéncia da IATF € realizar
o diagnéstico de gestacdo, que possibilita identificar a quantidade de vacas que
ficaram gestantes com o protocolo realizado (GODOI; SILVA; DE PAULA, 2010;
MENEGHETTI; VASCONCELOS, 2008). O diagnéstico em bovinos normalmente é
realizado por ultrassonografia transretal, que pode ser feito a partir dos trinta dias em
modo B, avaliando a presenca de um concepto viavel no atero, ou de forma mais
precoce, por modo Doppler, ja no 22° dia apés a IA, avaliando a perfusdo sanguinea
do corpo luteo (PUGLIESI et al., 2017; ROSA et al., 2019).

2.4 TECNICAS DE ULTRASSONOGRAFIA APLICADAS NA AVALIACAO REPRODUTIVA DE FEMEAS

BOVINAS

O modo B é uma tecnologia de diagnostico ultrassonografico que esta
presente nos aparelhos mais antigos, por isso acaba sendo a técnica de
ultrassonografia comumente mais usada em bovinos (KAUFFOLD; ALTHOUSE, 2007,
PUGLIESI et al., 2017). Essa técnica é baseada na emissdo de ondas sonoras,
através da vibracao dos cristais presentes no transdutor do aparelho de ultrassom
(KAUFFOLD; ALTHOUSE, 2007). Essas ondas, quando posicionadas no 6rgédo ou
estrutura que esta sendo examinada, sdo absorvidas ou refletidas, dependendo da
densidade do que esta sendo avaliado (MEIBURGER; ACHARYA; MOLINARI, 2018).
O eco das ondas refletidas € captado pelo transdutor, que conduz até o processador
do aparelho, que codifica a alteracdo de ecogenicidade em uma imagem que varia de
preto até branco, ou seja, em uma escala de cinza (KAUFFOLD; ALTHOUSE, 2007;
MEIBURGER; ACHARYA; MOLINARI, 2018).

De forma prética, em modo B as estruturas com maior densidade,
como 0ss0s, sdo codificadas em tons de cinza mais proximos do branco, sendo
chamadas de hiperecoicas, estruturas com densidade mais baixa, como érgdos

internos, sao codificadas com tons de cinza mais escuros, sendo denominadas de
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hipoecoicas e estruturas com densidade muito baixa, como por exemplo liquidos, sdo
denominados de anecoicos, aparecendo no transdutor em um tons de cinza mais
proximo do preto (KAUFFOLD; ALTHOUSE, 2007). O modo B possibilita na
reproducao de fémeas bovinos avaliar e medir o tamanho de foliculos antrais, fazer o
diagnéstico de afeccgdes reprodutivas como cistos ou infeccdes uterinas, fazer o
diagnéstico de gestacao por avaliagdo uterina em conceptos com mais de 30 dias e
avaliar a presenca de CLs (VRISMAN et al., 2015).

Contudo, Pugliesi et al. (2017) citam que o modo B é limitado quando
se pretende avaliar aspectos relacionados com a viabilidade da estrutura que esta
sendo examinada, como é o caso de foliculos pré-ovulatorios e CLs, em que é possivel
identificar a presenca ou auséncia, mas nao a perfusdo sanguinea e nos estudos
realizados por Satheshkumar (2018) e Vrisman et al. (2018), foliculos pré-ovulatorios
e CLs com maior hemodinamica foram relacionados com melhor desempenho
reprodutivo. Porém para avaliar a hemodinamica € necessario usar uma técnica de
ultrassonografia denominada modo Doppler, que € um pouco mais moderna que o
modo B (PUGLIESI et al., 2017).

No modo Doppler as ondas do transdutor conseguem captar
estruturas em movimento, como no caso as ceélulas sanguinas dentro dos vasos
(VRISMAN et al., 2018). No caso do Doppler colorido, se as células sanguineas
estiverem seguindo na direcdo do transdutor, efeito Doppler positivo, ou se
distanciando, efeito Doppler negativo, a imagem sera codificada em tons que variam
de vermelho para azul (PUGLIESI et al., 2017).

Nesse sentido, a associacao de um adequado controle farmacolégico
com uma boa técnica de ultrassonografia, estdo permitindo no atual cenario da
pecuéaria moderna, a aplicacdo de tecnologias que auxiliam na melhoria da eficiéncia
reprodutiva das fémeas bovinas e consequente nos aspectos produtivos do sistema
como um todo (BARUSELLI et al., 2018; PUGLIESI et al., 2017).

2.5 Uso DA ULTRASSONOGRAFIA NA CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS BovINOS (CFA) E

A RELACAO cOM 0 DESEMPENHO REPRODUTIVO

A CFA vem demonstrando ter relacdo com o desempenho reprodutivo
de fémeas bovinas (MOROTTI et al., 2017). Como no trabalho de Silva-Santos et al.
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(2014), em que os autores identificaram, em fémeas da raca Braford, que animais de
alta CFA apresentam um melhor desempenho na producao in vitro de embrides. Além
disso, os autores realizaram a CFA desde o momento da desama até os 24 meses de
idade dos animais avaliados, identificando que a CFA varia entre diferentes animais,
mas se mantem constante no mesmo animal, em diferentes avaliagdes.

Para realizar a CFA, Silva-Santos et al. (2014) utlizaram a
ultrassonografia ovariana em modo B. Do mesmo modo, no trabalho de Morrotti et al.
(2018) foi utilizada a ultrassonografia ovariana em modo B, para realizar a CFA de
vacas da raca Nelore e dividir os animais em grupos de baixa, média e alta CFA. Os
animais foram avaliados quanto a taxa de prenhez em um protocolo de IATF, em que
as vacas de baixa CFA apresentam uma taxa de prenhez 12% maior que as vacas de
alta CFA. Os trabalhos de Silva-Santos et al. (2014) e Morotti et al. (2018) foram
realizados com fémeas de corte e na realidade do sistema de produgé&o brasileiro.

Morrotti et al. (2018) descrevem que para realizar a CFA, cada ovario
€ completamente escaneado no exame ultrassonografico, em que os foliculos com
mais de 3 mm sdo considerados e a CFA de cada animal corresponde a soma dos
foliculos observados no par de ovarios, ou seja, a soma dos foliculos encontrados no
ovario direito e esquerdo.

Em trabalhos realizados fora da realidade brasileira, os autores
descrevem que realizam a CFA também por ultrassonografia em modo B, como nos
trabalhos de Ireland et al. (2008), Mossa et al. (2012) e Jimenez-Krassel et al. (2017).
Contudo, os referidos trabalhos foram realizados com fémeas da raca Holandesa e de
alta producéao leiteira. Nessa realidade, Ireland et al. (2008) e Mossa et al. (2012)
identificaram que vacas de alta CFA tem um desempenho reprodutivo melhor que
vacas de baixa CFA. Contrariando os achados de Ireland et al. (2008) e Mossa et al.
(2012), o estudo realizado por Jimenez-Krassel et al. (2017) identificou que as vacas
de baixa CFA demonstraram um menor intervalo entre partos e melhor taxa de
prenhez. Assim é possivel identificar a falta de trabalhos mais elucidativos, que
utilizem a técnica de ultrassonografia em modo Doppler, para esclarecer a relacao
entre a CFA e o desempenho reprodutivo, principalmente para bovinos de leite na

realidade do sistema de producéao brasileiro.
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4 HIPOTESES

Primiparas da raca Nelore, em comparacdo com outras categorias, tem menor
taxa de manifestacdo de estro e maior taxa de prenhez, quando né&o

manifestam estro e sao tratadas com GnRH no momento da IATF.

Vacas da raca Holandesa com baixa CFA apresentam foliculos pré-ovulatorios

maiores e com maior area de perfusdo sanguinea que vacas de alta CFA.

Vacas da raca Holandesa de baixa CFA possuem corpos liteos maiores e mais

vascularizados, quando comparadas com vacas de alta CFA.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da categoria (nuliparas, primiparas e multiparas)
sobre a taxa de prenhez de fémeas Nelore que ndo manifestam estro no momento da
inseminacao artificial em tempo-fixo (IATF) e sdo tratadas com GnRH e, comparar a
dindmica e a hemodinamica ovariana de vacas Holandesas com baixa e alta contagem

de foliculos antrais (CFA).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a taxa de manifestacéo de estro de nuliparas, primiparas

e multiparas da raca Nelore (Bos taurus indicus) submetidas a IATF,;

- Avaliar o efeito da categoria sobre a taxa de prenhez de fémeas

Nelore que ndo manifestaram estro no momento da IATF e séo tratadas com GnRH,;

- Comparar a CFA individual de vacas da raca Holandesa (Bos taurus
taurus) nos diferentes dias do protocolo (DO, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10,
D11 e D21);

- Comparar o diametro e a area de vascularizacdo dos foliculos pré-

ovulatérios de vacas da raca Holandesa com baixa e alta CFA;

- Comparar a area dos corpos luteos de vacas da raca Holandesa de
baixa e alta CFA,

- Comparar a area de perfusao sanguinea dos corpos luteos de vacas

da raca Holandesa de baixa e alta CFA;
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6 ARTIGO A — EFEITO DA CATEGORIA DE FEMEAS NELORE (NULIPARAS,
PRIMIPARAS E MULTIPARAS) NA TAXA DE MANIFESTACAO DE ESTRO E NA
TAXA DE PRENHEZ A IATF, ASSOCIADO AO USO ESTRATEGICO DO GNRH

O artigo A foi redigido conforme as normas do periddico Livestock Science.

Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das categorias nuliparas, primiparas e
multiparas sobre a taxa de manifestacdo de estro e a taxa de prenhez de fémeas que
nao manifestaram estro, mas foram tratadas com GnRH no momento da inseminacao
artificial em tempo-fixo (IATF). Foram utilizadas 531 matrizes, todas da raca Nelore,
com escore de condicéo corporal (ECC) variando entre 2,75 a 3,5 (escala de 1 a 5).
Os animais foram alocados de acordo com a categoria, compreendendo 144
nuliparas, 132 primiparas e 255 multiparas. As primiparas e multiparas estavam
lactantes e com periodo pés-parto de 35 a 60 dias. As matrizes foram submetidas a
um protocolo de IATF. Para identificar a manifestacdo de estro, no oitavo dia do
protocolo, a regido sacrococcigea foi pintada e no dia da inseminacéo artificial, as
fémeas que manifestaram estro demonstraram auséncia de tinta nesta regido. As
fémeas que ndo manifestaram estro foram tratadas com 10ug de GnRH. A taxas de
manifestacdo de estro e prenhez foram analisadas por um modelo de regressao
logistica. A taxa de manifestacdo de estro foi inferior (P = 0.006) na categoria das
primiparas (61,36%) em comparacdo com as nuliparas (76,39%) e as multiparas
(75,69%). Foi semelhante entre as categorias as taxas de prenhez das fémeas que
manifestaram estro (nuliparas 84,54%, primiparas 86,42% e multiparas 80,31%; P =
0.398), das matrizes que ndo manifestaram estro e receberam GnRH (nuliparas
41,18%, primiparas 56,86% e multiparas 58,06%; P = 0.244) e a taxa de prenhez total
(nuliparas 74,3%, primiparas 75% e multiparas 74,9%; P = 0.989). O grupo das
primiparas teve menor taxa de manifestacao de estro e ndo houve diferenca da taxa

de prenhez entre as categorias com o uso de GnRH.

Palavras-chave: Bos taurus indicus, ovulacéo, concepc¢ao, bovinocultura de corte e

biotecnologia da reproducéo.
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1. Introducéo

A inseminacao artificial em tempo-fixo (IATF) é uma técnica amplamente
difundida, com protocolos farmacologicos bem estabelecidos e de resultados
comprovados (Baruselli et al., 2018). Entretanto, a busca do avanc¢o na viabilidade
econdmica associada a sustentabilidade exige ainda a melhora dos indices produtivos
(Florindo et al., 2017; Rosa et al.,, 2019). O progresso do conhecimento na IATF
permite a adaptacao e a evolucdo dos protocolos, resultando em melhores indices
(Baruselli et al., 2018). Assim, diversos estudos visam gerar informagdes que possam
ajudar no incremento das taxas de prenhez a IATF (Ferreira et al., 2018; Gouvéa et
al., 2018; Pfeifer et al., 2015).

Nogueira et al. (2019) avaliaram a relacdo da taxa de prenhez com a
manifestacdo de estro de 3121 fémeas da raca Nelore submetidas a IATF. Os
referidos autores identificaram que os animais que manifestam estro apresentam taxa
de prenhez 20,91% maior do que as vacas que ndo demonstram. As vacas que nao
manifestam estro durante até o momento da IATF normalmente ndo respondem
adequadamente ao protocolo e ndo apresentam um foliculo dominante de tamanho
adequado para produzir a quantidade de estrogeno suficiente para manifestacao do
estro (Gentry Jr et al., 2016). Dessa forma, apresentam menor probabilidade de
ficarem gestantes devido a possibilidade de ndo ovular ou ovular apos o periodo de
viabilidade do sémen utilizado na inseminacdao artificial (1A) realizada em tempo-fixo
(Gentry Jr et al., 2016; Nogueira et al., 2019).

A administracdo do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) em animais
gue possuem foliculos dominantes, mas de tamanho inferior, aumenta a chance da
ovulacdo ocorrer dentro do periodo de viabilidade do sémen, possibilitando o
desenvolvimento da gestacdo, mesmo em animais que sdo inseminados em tempo-
fixo (Fields et al., 2012). Partindo desse principio, Rodrigues et al. (2019) avaliaram o
efeito da administracdo do GnRH em vacas multiparas que ndo manifestam estro no
dia da IATF e identificaram aumento na taxa prenhez.

Contudo, existem diferencas no desempenho reprodutivo das categorias de
fémeas bovinas (Marques et al., 2015). Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito das categorias nuliparas, primiparas e multiparas sobre a taxa de
manifestacédo de estro e a taxa de prenhez de fémeas que ndo manifestam estro, mas

foram tratadas com GnRH no momento da IATF.
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2. Material e métodos

Local do Experimento e Animais

O experimento foi realizado em uma Unica fazenda, localizada no municipio de
Tamarana, Paran4, Brasil, que realiza & mais de uma década um trabalho de selecdo
de animais da raca Nelore, utilizando genética melhoradora para caracteristicas
maternais, descartando animais com problemas ou baixa eficiéncia reprodutiva e
aplicando técnicas que visam um adequado controle sanitario do rebanho. Para o
experimento foram utilizadas 531 fémeas bovinas (Bos taurus indicus), da raca Nelore,
com escore de condicdo corporal (ECC) variando entre 2,75 a 3,5, pontuado em uma
escala de 1 a5 (Lowman et al., 1976). As fémeas foram mantidas em pastagem de
Brachiaria brizantha cultivar marandu e suplementadas com fonte mineral ad libitum.
Embora os animais receberam o mesmo manejo, a titulo de estudo, as fémeas foram
alocadas em trés grupos experimentais de acordo com a categoria, compreendendo
144 novilhas nuliparas, 132 vacas primiparas e 255 vacas multiparas.

As novilhas tinham entre 24 e 30 meses, as primiparas entre 33 e 39 meses e
as multiparas tinham mais de 44 meses de idade. As vacas dos grupos das primiparas
e multiparas estavam lactantes, com periodo pds-parto variando de 35 a 60 dias no
inicio do experimento. As fémeas de todos os grupos foram submetidas a um protocolo
de IATF com as mesmas praticas de manejos (Figura 1) e inseminadas usando o
sémen de um unico touro previamente avaliado. As diferentes categorias foram

comparadas quanto a taxa de manifestacdo de estro e taxa de prenhez.

Inseminacéo Artificial em Tempo-Fixo (IATF)

O protocolo de sincronizacdo de ovulacdo (Figura 1) iniciou em todas as
fémeas do experimento em um dia aleatério do ciclo estral (D0O), com a aplicacédo de
2mg de benzoato de estradiol (Syncrogen®, GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sdo
Paulo, Brasil) e a insercao de um dispositivo intravaginal de primeiro uso, impregnado
com 1g de progesterona (Repro neo®, GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sao
Paulo, Brasil) nos animais do grupo das primiparas e multiparas. O grupo das novilhas
recebeu um dispositivo contendo 0,59 de progesterona (Repro one®, GlobalGen Vet

Science, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil). As novilhas receberam menor dosagem de
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progesterona seguindo a recomendacdo de Martins et al. (2014). No DO, também foi
realizada a avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC) de todas as fémeas
participantes do experimento.

Apos 8 dias (D8), foi retirado o dispositivo de progesterona e aplicado nos
animais de todos os grupos 300 Ul de eCG (Gonadotrofina coribnica equina; eCGen®,
GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil), 0,526 mg de cloprostenol
(PGF2a, Induscio®, GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, S&do Paulo, Brasil) e
cipionato de estradiol (0,6 mg para novilha e 1 mg para primipara e multipara; Cipion®,
GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil). A menor dose de cipionato
de estradiol para as novilhas foi realizada considerando os trabalhos de Sa Filho et al.
(2014) e Sa Filho et al. (2015). No D8, também foi realizado a pintura da regido
sacrococcigea de todos 0s animais para avaliar a manifestacao de estro, seguindo a
metodologia descrita por Nogueira et al. (2019) e como demonstrado na Figura 2.

No dia 10 (D10; apos 48 horas da retirada do dispositivo intravaginal) todas
as fémeas foram inseminadas. Contudo, os animais que tiveram a pintura da base da
cauda removida, como demonstrado na imagem C da Figura 2, foram inseminadas
de forma convencional e os que apresentavam a base da cauda totalmente ou
parcialmente pintada, exemplificado nas imagens A e B da Figura 2, apos serem
inseminadas, receberam uma injecdo de 10 pug de acetato de buserelina (IM,
Prorelinn®, Boehringer Ingelheim Saude Animal, Campinas, Sdo Paulo, Brasil),
horménio sintético analogo ao GnRH. A avaliacdo para interpretacdo de presenca
parcial, total ou auséncia de pintura na cauda foi realizada de acordo com o descrito
por Nogueira et al. (2019). A Figura 1 demonstra em destague o momento da

administracdo de GnRH nas fémeas que ndo manifestaram estro.
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Fémeas sem
manifestacao

_ 300 Ul eCG de estro
2 mg Nowlh":_)s ’(N = 144): 0,6 mg CE 0,526 mg receberam
BE Prlmlparas (N=132)e PGF2a 10 pg GnRH
Multiparas (N = 255) — 1 mg CE

P4 v *l'I
DO D8 D10 D40
Figura 1. Protocolo farmacologicos utilizado para a sincronizagéo de ovulacédo nas fémeas Nelore dos
grupos experimentais, demonstrando a diferenca na dose de CE usado em novilhas e vacas. Destacado
em vermelho a dose de GnRH administrada nas fémeas que ndo manifestaram estro. BE: benzoato de
estradiol, P4: progesterona, eCG: gonadotropina coribnica equina, PGF2a: prostaglandina, CE:

cipionato de estradiol, IA: inseminacdo artificial, GhnRH: horménio liberador de gonadotrofina e DG:
diagnéstico de gestacao.

A
Figura 2. Representagéo esquemética da garupa das vacas, exemplificando a forma que foi realizada
a identificagcdo de estro nos animais de ambos os grupos experimentais. A: Pintura da regido
sacrococcigea, realizada no oitavo dia do protocolo de inducéo de ovulacéo (D8), se no décimo dia do
protocolo (D10), momento da inseminacao artificial (IA), o animal ainda apresentasse essa mesma
pintura, significava auséncia de estro. B: Animais que tiveram a tinta parcialmente removida, indicando
gue o animal teve um estro fraco até do momento da IA. C: Animais que tiveram a tinta totalmente
removida, demonstrando que a fémea teve um estro forte até do momento da IA.

O diagndstico de gestacéo foi realizado em todas as fémeas ap6s 30 dias da
IATF por ultrassonografia, com transdutor linear transretal de 5 MHz (Aloka SSD-500,
Aloka Co. Ltda., Toquio, Japao), sendo confirmado pela presenca do concepto viavel
no Utero. Tanto as inseminacgdes artificiais quanto os diagndésticos de gestacéo foram

realizados por um Unico médico veterinario capacitado.

Analise Estatistica

O efeito das diferentes categorias (nuliparas, primiparas e multiparas) na taxa
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de manifestacéo de estro, taxa de concepcao das fémeas que manifestaram estro e
taxa de concepcdo das matrizes que receberam GnRH foram analisados por um
modelo de regressao logistica binaria, incluindo o efeito da categoria como variavel
fixa no modelo e o ECC como covariavel. Na presenca de um efeito significativo, as
taxas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado para o ranking das categorias.
Para analise descritiva, os dados estdo apresentados como porcentagem (%). Todas
as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico Minitab®, versao
18.1. O nivel de significancia para rejeitar HO (a hipotese nula) foi de 5%, portanto, um
nivel de significancia < 0,05 foi considerado para indicar um efeito das variaveis

categoricas e suas interagdes.

3. Resultados

N&o foi observado efeito (P > 0.1) do ECC sobre a taxa de prenhez de todas as
categorias de fémeas. A taxa de manifestacdo de estro geral foi de 72,32% (384/531),
sendo inferior (P = 0.006) na categoria das primiparas (61,36% - 81/132), quando
comparada com a porcentagem de manifestacdo de estro das nuliparas (76,39% -
110/144) e das multiparas (75,69% - 193/255; Figura 3).
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Figura 3. Taxa de manifestagdo de estro de diferentes categorias (nuliparas, primiparas e multiparas)
de fémeas Nelore no protocolo de sincronizagdo de ovulacdo. Valores com diferentes letras
sobrescritas representam significancia estatistica (P = 0.006).
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A taxa de prenhez geral dos animais utilizados no experimento foi de 74,76%
(397/531), sendo semelhante na comparacéo entre as trés categorias (P = 0,989). A
taxa de prenhez geral dos animais que manifestaram estro foi de 82,81% (318/384) e
dos que n&o manifestaram estro, sendo tratados com GnRH, foi de 53,74% (79/147).
N&o houve diferenca entre as categorias na taxa de prenhez dos animais que

manifestaram estro ou ndo (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxa de prenhez de diferentes categorias de fémeas Nelore submetidas a
inseminacdo artificial em tempo-fixo associada ao uso estratégico de GnRH em fémeas que
ndo manifestaram estro.

Categoria Prenhez/Estro Prenhez/GnRH Prenhez Total
Nuliparas 84,54% (93/110) 41,18% (14/34)  74,3% (107/144)
Primiparas 86,42% (70/81) 56,86% (29/51) 75% (99/132)
Multiparas 80,31% (155/193) 58,06% (36/62)  74,9% (191/255)
Valor de P 0,398 0,244 0,989

4. Discussao

A categoria das primiparas foi o grupo com menor manifestacdo de estro,
resultados semelhantes aos encontrados por Ferraz Junior et al., (2016), que também
avaliaram a manifestacdo de estro em diferentes categorias de fémeas Nelore.
Segundo Cunha et al., (2013), isso ocorre devido ao fato de que a primipara € a
categoria mais desafiada metabolicamente entre matrizes da raca Nelore,
principalmente quando criadas em sistema exclusivamente a pasto, recebendo
apenas suplementacédo mineral.

Esse desafio estéa relacionado, na maioria dos casos, com a necessidade que
a primipara tem de dispor nutrientes suficientes para finalizar seu crescimento e para
a lactacdo (Cunha et al.,, 2013). Apenas em condi¢des favoraveis, a primipara ira
disponibilizar nutrientes para uma nova gestacao, demonstrando assim uma resposta
inferior no desempenho reprodutivo geral (Oliveira et al., 2011).

Outra semelhanca do presente estudo com o trabalho de Ferraz Junior et al.
(2016) é que nao houve efeito do ECC sobre desempenho reprodutivo entre as
categorias avaliadas. Apesar do ECC ser um importante parametro para determinar a

condicdo metabolica de fémeas bovinas (Gionbelli et al., 2015), uma Unica avaliacdo
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no momento do inicio do protocolo de IATF, como foi realizado no presente estudo e
no de Ferraz Junior et al. (2016), ndo demonstra fidedignamente como esta a condi¢do
de balanco energético da vaca. De acordo com D’Occhio et al. (2019), para relacionar
0o ECC com a condicdo metabdlica e um melhor desempenho reprodutivo, é
necessario realizar a avaliagdo em mais ocasifes, principalmente no momento do
parto, algo dificil de ser realizado em bovinos criados em sistemas extensivos. Esse
pode ser o motivo pelo qual as primiparas, mesmo demonstrando no inicio do
protocolo um ECC adequado, tiveram menor taxa de manifestacao de estro.

Contudo, as primiparas que manifestaram estro no momento da sincronizacao,
tiveram uma taxa de prenhez semelhante a das nuliparas e multiparas. Esse fato
demonstra que se a primipara manifestar estro na sincronizacdo, podera ter um
desempenho reprodutivo tdo bom quanto as demais categorias. Independente da
categoria, as fémeas que manifestaram estro, apresentaram taxas de prenhez acima
de 80% na sincronizacdo, dados superiores aos encontrados por Nogueira et al.
(2019), que obtiveram 60,91% de prenhez avaliando apenas fémeas multiparas da
raca Nelore que manifestaram estro. Com relacdo as multiparas do presente estudo,
a taxa de prenhez total foi de 74,9%, valores altos quando comparados aos 54,01%
encontrados por Rodrigues et al. (2019), que também administraram GnRH em
multiparas que ndo manifestaram estro.

Contudo, Rodrigues et al. (2019) citam que diversos fatores, como a condi¢cao
de ambiente, tém grande influéncia no desempenho reprodutivo de fémeas bovinas
submetidas a IATF. Nesse sentido, quando compara-se a taxa de prenhez total das
multiparas com os dados demonstrados por Crepaldi et al. (2019), que obtiveram
68,4% de taxa de prenhez em fémeas Nelore multiparas, submetidas ao mesmo tipo
de protocolo farmacoldgicos usado no presente estudo, € possivel perceber que a
diferenca ndo € tdo expressiva, demonstrando que a realidade de condicbes de
ambiente onde o estudo de Crepaldi et al. (2019) foi realizado, provavelmente é mais
parecida com as do presente estudo.

Além disso, Crepaldi et al. (2019) ndo administraram GnRH nas fémeas que
ndo manifestaram estro e, em comparacdo com 0s resultados presente estudo,
mesmo os referidos autores tendo uma alta taxa de prenhez na categoria das
multiparas, foi 6,5 pontos percentuais mais baixos que os dados do presente estudo,
demonstrando que a categoria da multiparas é favorecida com um uso do GnRH. N&o

somente as multiparas do presente estudo foram favorecidas com o uso do GnRH,
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mas também as primiparas, tendo em vista que, mesmo tendo menor taxa de
manifestagcao de estro, tiveram a mesma taxa de prenhez que as demais categorias.

O efeito do GnRH j& havia sido comprovado no trabalho realizado por
Rodrigues et al. (2019), que identificaram o efeito da administracdo do GnRH em 937
multiparas que ndo manifestaram estro no dia da IATF em relagdo ao grupo controle
(NaCl 0,9%), observando um aumento na taxa prenhez de 9,77% com o0 uso GnRH.
Diferente do estudo de Rodrigues et al. (2019), o presente trabalho avaliou o efeito de
diferentes categorias sobre a uso do GnRH em animais que ndo manifestam estro.
Marques et al. (2015) citam que primiparas e multiparas tendem a ter um desempenho
reprodutivo inferior ao demonstrado por nuliparas

Marques et al. (2015) relacionam o desempenho inferior da primiparas e das
multiparas com fato de estarem lactantes e isso possivelmente resultar em um
desgaste energético para essas categorias, deixando os animais em balanco
energético negativo (BEN). Animais em BEN néo tem picos de hormonio luteinizante
(LH) suficientes para promover a ovulacdo (Rodriguez e Torres, 2001). Outro ponto
gue pode prejudicar a ovulagcdo em animais lactantes é a interacdo sensorial entre a
vaca e o0 bezerro, que de acordo com Perea et al. (2008), essa interacdo estimula a
secrecdo de opioides enddgenos pelo hipotalamo, inibindo a secrecédo de GnRH e
consequentemente a frequéncia de picos de LH necessarios para ovulacdo. Além
disso, existe o efeito de succdo do bezerro lactente, que em alguns estudos foi
relacionado com a reducdo na quantidade de receptores intrafoliculares para LH
(Campos et al., 2013; Perea et al., 2008).

Contudo, o uso do GnRH exdgeno em animais lactantes, mesmo na presenca
do bezerro, faz com que ocorra a liberacéo do LH pela hipéfise e promova a ovulagéo,
resultando na prenhez de animais que naturalmente néo ficariam gestantes quando
inseminados em tempo-fixo (D’Occhio et al., 2019), algo que provavelmente ocorreu
no grupo das primiparas e nas multiparas, que acabaram tendo a mesma taxa de

prenhez que as nuliparas néo lactantes.
Concluséo
A categoria das primiparas demonstrou menor taxa de manifestacao de estro

no protocolo de sincronizagcdo da ovulagéo para inseminacdo em tempo-fixo. Nao

houve diferenca na taxa de prenhez entre as trés categorias, tanto para as que
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manifestaram estro, como para as que ndo manifestaram e foram tratadas com GnRH

e na taxa de prenhez total.
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7 ARTIGO B — AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DA DINAMICA OVARIANA
DE VACAS DA RACA HOLANDESA COM BAIXA E ALTA CONTAGEM DE
FOLICULOS ANTRAIS

O artigo B foi redigido conforme as normas do periédico Theriogenology.

Resumo

A contagem de foliculos antrais (CFA) vem sendo relacionada com o desempenho
reprodutivo em diversos trabalhos. Com o intuito de compreender melhor a relagéo
entre a CFA e o desempenho reprodutivos de fémeas bovinas de aptidao leiteira,
foram realizados dois experimentos em vacas da raca Holandesa (Bos taurus taurus).
O primeiro teve como objetivo avaliar se ocorre variacdo da CFA durante os dias do
protocolo de inducédo de ovulagdo. O segundo teve o intuito comparar a dinamica
folicular e a perfuséo sanguinea ovariana de vacas com baixa e alta CFA. Para avaliar
a repetibilidade da CFA durante o protocolo, 20 vacas foram submetidas a
sincronizacao de ovulacao e tiveram a CFA aferida por ultrassonografia durante todos
os dias do protocolo e onze dias ap0s a ovulacdo. Para comparar dinamica folicular
ovariana de fémeas de alta e baixa CFA, 80 vacas tiveram a quantidade de foliculos
antrais contada, sendo que, destas foram selecionadas apenas 9 fémeas para o grupo
de baixa (< 15 foliculos) e 9 para o grupo de alta (= 25 foliculos). As fémeas (n=18)
tiveram a dinamica folicular acompanhada diariamente por ultrassom, em modo B e
Doppler, durante os dias do protocolo e onze dias apds a ovulacao, para avaliar o
corpo lateo (CL). Foi comparado, entre os animais de alta e baixa CFA, o diametro do
foliculo pré-ovulatério (FO), a area de vascularizacdo do FO, a area do CL e a area
de vascularizacdo do CL. Para determinar a constancia da CFA nos dias do protocolo
realizou-se o calculo de repetibilidade. Para os dados da dinamica dos animais de
baixa e alta, as variaveis paramétricas foram analisadas pelo teste T e as nao
paramétricas pelo teste de Mann-Whitney. Para comparacdo do diametro folicular
dentro dos grupos, as variaveis paramétricas foram analisadas por ANOVA. Adotou-
se significancia quando p < 0,1. A repetibilidade da CFA nos diferentes dias do
protocolo foi de 0.98. Os animais de baixa CFA, demonstraram maior diametro do FO
(16,09 x 15,00 mm; P = 0.059), maior area de vasculariza¢cdo do FO (17,36 x 8,16
mm?; P = 0.005), maior area de CL (579,10 x 405,80 mm?; P = 0.0001) e maior area
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de perfusdo sanguinea do CL (97,16 x 68,30 mm?, P = 0.021). A CFA tem alta
repetibilidade nos diferentes dias do protocolo e as vacas de baixa CFA demonstraram

FOs e CLs maiores e com maior perfusdo sanguinea.

Palavras-chave: Bos taurus taurus; Doppler; Sincronizacao de ovulagéo; Corpo lateo;

Perfus@o sanguinea ovariana.

1. Introducéo

A contagem de foliculos antrais (CFA) vem sendo relacionada com o
desempenho reprodutivo de fémeas bovinas em diversos trabalhos [1-9]. Os
resultados de estudos realizados, avaliando vacas Bos taurus indicus da raca Nelore,
submetidas a inseminacédo artificial em tempo-fixo (IATF), tém demonstrado um
melhor desempenho reprodutivo de vacas com menor CFA [10,11]. Como é o caso do
trabalho de Morotti et al. [12], que relataram uma taxa de prenhez 12,2 pontos
percentuais maior nas fémeas com baixa CFA.

Entretanto, estudos realizados com vacas Bos taurus taurus, avaliando
exclusivamente animais da raca Holandesa, demonstraram resultados contraditérios.
Mossa et al. [13] identificaram melhor desempenho reprodutivo em vacas com alta
CFA, enquanto Jimenez-Krassel et al. [14] observaram que animais com baixa CFA
demonstram melhor fertilidade e maior longevidade de vida produtiva.

Diferentes trabalhos relataram que a CFA varia entre individuos, mas apresenta
alta repetibilidade no mesmo animal [1,5,12,15-17]. Contudo, em trabalhos que
relacionam a CFA e o desempenho reprodutivo, em animais submetidos a IATF, ndo
existe um consenso com relacdo ao momento do protocolo para realizar a CFA [10—
12,18,19]. Levando em consideracao que durante o protocolo de IATF existe, de forma
relativamente sincronizada, a atresia e a emergéncia de uma onda folicular [20], outras
investigacbes para avaliar se esses eventos dentro do protocolo interferem na CFA
devem ser realizadas.

Além disso, outro ponto importante para compreender a relacdo entre a CFA e
o desempenho reprodutivo em bovinos é realizar a avaliacdo da dinamica ovariana
[12]. Porém, a quantidade de trabalhos avaliando a dinamica ovariana de acordo com
a CFA é limitada e sem avaliagdo da hemodinamica ovariana [12]. Com 0 uso da

ultrassonografia em modo Doppler € possivel compreender melhor as relacdes entre
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a hemodindmica ovariana e o desempenho reprodutivo na espécie bovina [21].
Nesse sentido, com o intuito de compreender melhor a relagdo entre a CFA e
o desempenho reprodutivo de fémeas bovinas de alta producgéo leiteira, foram
realizados dois experimentos em vacas Holandesas (Bos taurus taurus). O primeiro
teve como objetivo avaliar se ocorre variacao da CFA durante os dias do protocolo de
IATF e o segundo experimento teve como intuito avaliar a dinamica folicular e a

perfusdo sanguinea ovariana de vacas com baixa e alta CFA.

2. Material e métodos

Os experimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Londrina - CEUA/UEL, sob protocolo 10877/2019/45. Os
trabalhos foram realizados em uma unica fazenda comercial localizada no municipio
de Castro, Parana, Brasil. Foram utilizadas vacas da raca Holandesa, com no minimo
duas lactacdes, periodo pos-parto variando de 40 a 60 dias, producao diaria de leite

entre 45 e 60 litros e mantidas em sistema free stall.

2.1 Experimento | — Repetibilidade da CFA em diferentes dias do protocolo de

sincronizacao da ovulacdo em tempo-fixo

2.1.1. Protocolo de inducéo de ovulacdo em tempo-fixo

Vinte vacas (n = 20) foram submetidas a um protocolo de sincronizacéo da
ovulacdo como demonstrado na Figura 1, com inicio em um dia aleatério do ciclo
estral, com a aplicacdo de 2mg de benzoato de estradiol (Syncrogen®, GlobalGen Vet
Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil), 25ug de analogo sintético ao GnRH -
licirelina (Tec-Relin®, Agener Unido Saude Animal, Embu-Guacu, S&do Paulo, Brasil)
e colocacdo de dispositivo intravaginal de primeiro uso, impregnado com 2g de
progesterona (Repro sync®, GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil).
No sétimo dia apos o inicio do protocolo (D7), foi aplicado 0,526mg de cloprostenol
sbédico (analogo sintético a prostaglandina - PGF2a, Induscio®, GlobalGen Vet
Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil) e no oitavo dia (D8), foi retirado o dispositivo
de progesterona, aplicado 0,526mg de cloprostenol e 1mg cipionato de estradiol

(Cipion®, GlobalGen Vet Science, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil). Nao foi realizada a
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inseminacdo artificial nos animais do experimento, funcionando apenas de forma

pratica o protocolo utilizado como pré-sincronizagao.

Ultrassonografia

0,526mg | | Ultrassonografia em

2mg BE PGF2a 2 vezes ao dia modo B e
25ug 0,526mg 1mg para monitorar a Doppler para
GnRH PGF2a CE ovulagao avaliar o Corpo
Luateo
P4 (29) t
DO D7 D8 D10 D11 D21
I Ultrassonografia 1
» diariamente em

r

modo B e Doppler

Figura 1. Protocolo farmacologicos utilizado para a sincronizacdo da ovulacdo, destacando os
momentos em que foram realizadas as avaliacdes ultrassonograficas. BE: benzoato de estradiol,
GnRH: hormdnio liberador de gonadotrofina, P4: progesterona, PGF2a: prostaglandina e CE: cipionato
de estradiol.

2.1.2. AvaliacOes ultrassonograficas e CFA

Para a CFA, desde o primeiro dia do protocolo (D0) até um dia apds a ovulagao
(D11), foi realizado diariamente o exame com aparelho de ultrassom (SonoScape™,
Modelo S8, Domed, Valinhos, Brasil), utilizando transdutor linear transretal de 5 a 10
MHz. Os exames foram todos realizados em modo B. No décimo primeiro dia apos a
ovulacéo (D21), novamente foi realizado o mesmo padrao e exame ultrassonografico,
para identificar se a presenca do corpo lateo (CL) iria alterar a CFA.

Para padronizar as avaliacdes ultrassonograficas, a face de cada ovario foi
escaneada a partir da extremidade para o pediculo e, conforme os foliculos antrais
apareciam no monitor, eram contados. Foram considerados apenas foliculos com
didametro de 2mm ou mais. A CFA de cada animal foi considerada através da soma
dos foliculos identificados nos ovarios direito e esquerdo. Todas as avaliacbes
ultrassonograficas e contagens de foliculos antrais foram realizadas pelo mesmo
avaliador com experiéncia prévia. Os momentos das avaliagdes ultrassonograficas

também estéo detalhados na Figura 1.



56

2.2. Experimento Il - Dinamica ovariana de vacas da raca Holandesa com diferentes

contagens de foliculos antrais

2.2.1. Animais, CFA e delineamento experimental

Oitenta vacas tiveram a CFA aferida e destas foram selecionadas apenas
animais com no maximo 15 foliculos antrais, para o grupo de baixa, ou com no minimo
25 foliculos, para o grupo de alta CFA. As fémeas que ndo estavam dentro dos limites
de CFA dos grupos de baixa ou alta, foram retiradas do experimento. No mesmo dia
gue foi realizado a CFA, foi iniciado (DO) o protocolo de inducdo de ovulacdo em
tempo-fixo, descrito no item 2.1.1. Animais que nao responderam ao protocolo, que
desenvolveram afeccdes cisticas ovarianas ou que ovularam mais de um foliculo
também foram excluidos do experimento. Desta forma dezoito animais (n=18), sendo
nove (n=9) do grupo de baixa e nove (n=9) no grupo de alta CFA, foram utilizados no
experimento Il.

Nos animais dos grupos de alta e baixa CFA foi acompanhado a dinamica
ovariana por ultrassonografia, nos modos B e Doppler, para comparar entre os dois
grupos o diametro do foliculo dominante, a area de vascularizacado em torno do foliculo
pré-ovulatério, a area do CL e a area de vascularizacdo do CL. Semelhante ao
realizado no experimento |, ndo foi realizada a inseminacao artificial nos animais do

experimento, funcionando na pratica o protocolo utilizado como pré-sincronizacao.

2.2.2. AvaliacOes ultrassonograficas

Foi utilizado um aparelho de ultrassom (SonoScape™, Modelo S8, Domed,
Valinhos, Brasil) com transdutor linear transretal de 5 a 10 MHz. Todas as avaliacdes
realizadas no experimento, tanto em modo B quanto em Doppler, foram realizadas
empregando a mesma configuracdo do aparelho de ultrassom. Para as avaliacdes em
modo Doppler dos foliculos e CLs, o transdutor era deixado parado por alguns
segundos sobre o ponto de maior didametro da estrutura avaliada, permitindo que a
perfusdo sanguinea fosse visualizada.

No DO do protocolo de indugcdo de ovulacdo, iniciaram-se as avaliagfes da
dinAmica ovariana nos animais selecionados para 0s grupos de alta e baixa CFA.

Cada ovario foi escaneado, da extremidade até o pediculo, primeiramente em modo
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B e imediatamente apés em modo Doppler. As imagens geradas eram salvas no
aparelho para posterior avaliagdo. Do DO até o nono dia do protocolo (D9), as
avaliacGes foram realizadas diariamente no mesmo horario. No décimo (D10) e no
décimo primeiro dia (D11) as avaliacdes foram realizadas com intervalo de 12 horas,
com intuito de identificar o momento mais aproximado da ovulacdo. Onze dias apés a
ovulacdo (D21), para avaliar o CL formado, foi realizado novamente o exame

ultrassonogréfico ovariano, seguindo os mesmos padrdes das avaliagdes anteriores.

2.2.3. Avaliacdes das imagens da dindmica do foliculo ovulatorio

Nas imagens salvas em modo B no aparelho, foi realizado a medicéo diaria do
diametro do foliculo dominante do quarto dia do protocolo (D4) até o momento que
ocorreu a ovulacéo, que foi determinada pela da auséncia do foliculo pré-ovulatério
nas imagens ultrassonograficas. O foliculo dominante foi medido usando a fungéo
distancia do préprio aparelho. O diametro foi medido nos dois maiores eixos, sendo
considerado como diametro do foliculo o valor médio entre as avaliagbes dos dois

eixos.

2.2.4. Avaliacdo da vascularizacao do foliculo pré-ovulatério

Em modo Doppler, na imagem em que o foliculo apresentou o maior diametro,
foi medida a area de vascularizacdo em torno de cada foliculo pré-ovulatério. Essa
avaliacao foi realizada na imagem do ultimo exame ultrassonogréafico em que o foliculo
foi identificado antes da ovulac&o. A medida da area de vascularizacao do foliculo pré-
ovultadrio foi realizada usando a funcéo tracejar do aparelho de ultrassom. Cada ponto
colorido em torno do foliculo foi contornado manualmente e o aparelho determinou a
area em mm?, a rea de vascularizacéo de cada foliculo correspondeu a soma da area
de cada ponto de vascularizacdo em torno do foliculo. A medicdo da area de

vascularizacéao foi realizada como o demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Imagem em modo Doppler colorido do foliculo pré-ovulatério de uma das vacas do
experimento. Em A, a imagem original do exame e, em B, destacando o contorno realizado
manualmente para medir os pontos de vasculariza¢@o, com a &rea de ponto demonstrada no canto
superior direito da imagem B.

2.2.5. Avaliacdo da area e da perfusdo sanguinea do corpo luteo

Nas imagens, obtidas em modo B, os CLs tiveram a area central medida
guando apresentaram o maior diametro. Essa medicédo foi realizada utilizando a
funcao elipse do aparelho ultrassonografico, como demonstrado na Figura 3. Quando
o CL era cavitério, a area da cavidade também era medida e descontada, sendo

considerada apenas a area liquida do CL.
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Figura 3. Imagem da medicdo da area de dois corpos liteos. Em A demonstrando um corpo liteo
compacto (sem cavidade) e em B um corpo lateo cavitario, em que foi medida também a area da

cavidade, descontando-a para determinar a area liquida do corpo luteo.

Dos exames realizados em modo Doppler colorido, na imagem em que o CL
apresentou o maior diametro, foi medida a area de perfusdo sanguinea usando a
funcao tracejar do aparelho de ultrassom, como realizado no trabalho de Vrisman et
al. [22]. Cada ponto colorido dentro ou ao redor do CL foi contornado manualmente e
o aparelho determinou a area em mm?2 A area de vascularizacdo de cada CL
correspondeu a soma da area de cada ponto de vascularizacdo observado na
imagem. A medicdo da area de vascularizacao do CL foi realizada como demonstrado
no Figura 4. Obtendo os valores da area do CL e da area de perfusdo sanguinea, foi

realizado o célculo da porcentagem de vascularizacdo de cada CL.

Figura 4. Imagem em modo Doppler colorido do corpo liteo de uma das vacas do experimento,
demonstrando o contorno realizado manualmente para medir a area vascularizada.
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2.3. Andlise Estatistica

A comparagcdo do numero de foliculos antrais ao longo das avaliacdes
ultrassonogréficas foi analisada por medidas repetidas, empregando o modelo linear
generalizado (GLM), incluindo o dia da avaliacdo como efeito fixo e 0os animais como
efeito aleatdrio. Na presenca de um efeito significativo, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey.

A fim de determinar a constancia da CFA, realizou-se o célculo de repetibilidade
(variacdo de 0 — 1, sendo que 1 = perfeito), definida como a proporcao da variancia
total que poderia ser atribuida a variagdo animal, sendo calculado da seguinte forma:
62 animal / (62 animal + 82 do erro) de acordo com Boni et al. [23].

Os dados obtidos com a avaliagdo da dindmica ovariana, dos animais de baixa
e alta CFA, foram previamente analisados quanto a normalidade de distribuigéo pelo
teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de variancias pelo Teste F. Variaveis
paramétricas foram analisadas pelo teste T para amostras independentes e variaveis
nao parameétricas foram analisadas pelos de Mann-Whitney.

O diametro do foliculo dominante ao longo das avaliacdes ultrassonograficas
foi analisado por medidas repetidas, empregando o modelo linear generalizado (GLM),
incluindo o dia da avaliagdo como efeito fixo e 0s animais como efeito aleatorio. Na
presenca de um efeito significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.
Para a comparacéao do diametro folicular entre os grupos, os dados foram previamente
analisados quanto a normalidade de distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto
a homogeneidade de variancias pelo Teste F. Variaveis paramétricas foram
analisadas por ANOVA.

Para andlise descritiva, os dados estdo apresentados como média e erro
padrdo (SE). Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico

Minitab®, verséo 18.1. Adotou-se um valor de p < 0,1 como significativo.

3. Resultados

Com relacdo ao experimento que acompanhou a CFA durante os dias do
protocolo de indu¢édo e no décimo primeiro dia ap0s a ovulacao, a repetibilidade da
CFA encontrada foi de 0.98. A média da quantidade de foliculos antrais na populagéo

de animais avaliada foi de 18,6 foliculos em um total de 260 exames de pares
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ovarianos. A frequéncia de distribuicdo da quantidade de foliculos antrais dos animais
avaliados esta demonstrada na Figura 5, em que é possivel identificar que a moda da
CFA na populacdo estudada foi de 16 foliculos. A CFA individual de cada vaca
avaliada ao longo dos diferentes dias do protocolo e no décimo primeiro dia apds a
ovulagdo esta demonstrada na Figura 6.
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Figura 5. Frequéncia de distribuicdo da contagem de foliculos antrais (CFA) dos animais avaliados no

experimento sobre a repetibilidade da CFA em diferentes dias do protocolo de sincronizacdo da
ovulacéo.
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Figura 6. Contagem de foliculos antrais (CFA) de cada vaca ao longo dos dias de avaliacéo.
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Comparando a média de CFA ao longo dos dias, o numero de foliculos antrais

variou em funcéo do animal (P < 0.0001), mas nao ao longo das avalia¢des (P > 0.1).

Desta forma, a média da CFA na populacdo de animais estudada se manteve igual,

independente do dia de avaliagcdo, como apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Média da contagem dos foliculos antrais (CFA) nos diferentes dias do protocolo de

sincronizacao da ovulacdo e no décimo dia ap6s a ovulagéo.

Os resultados da comparagédo entre os animais de baixa e alta CFA, que

tiveram a dinamica ovariana avaliada por ultrassonografia nos modos B e Doppler,
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estdo apresentados na Tabela 1. A média na quantidade de foliculos dos animais de
baixa CFA foi de 11,22 e nos animais de alta de 30,22 (P = 0.0001). Os animais do
grupo de baixa, em comparacao com os animais de alta CFA, apresentaram maiores
médias do diametro do foliculo pré-ovulatério (16,09 x 15,00 mm; P = 0.059), da
vascularizacdo ao redor do foliculo pré-ovulatério (17,36 x 8,16 mm?; P = 0.005), da
area do CL (579,10 x 405,80 mm?; P = 0.0001) e da area de vascularizacdo do CL
(97,16 x 68,30 mm?; P = 0.021). A porcentagem de area vascularizado do CL foi
semelhante em ambos os grupos avaliados (16,86% nos animais de baixa e 16,98%
nos animais de alta CFA; P = 0.956).

A média e o respectivo erro padrdo do tamanho do foliculo dominante,
conforme a dindmica ovariana se aproximava da ovulacdo, esta demonstrado na
Figura 8, em que é possivel identificar desde do D4 do protocolo até o D9 ndo houve
diferenca no tamanho do foliculo dominante (P > 0.1), ocorrendo apenas a diferenca
no momento pré-ovulatério (P = 0,059). As vacas de ambos os grupos ovularam entre

54 e 66 horas ap0s a remocao do dispositivo de progesterona.

Tabela 1 — Comparacéo dos parametros ovarianos das vacas de baixa e alta CFA

Baixa CFA Alta CFA Valor

Variaveis
Média SE Média SE deP
CFA 11,22 0,99 30,22 1,78 0.0001
Diametro do FO (mm) 16,09 0,35 15,00 0,40 0.059

Vascularizagdo do FO (mm?) 17,36 2,33 8,16 3,20 0.005
Area do CL (mm?) 579,10 16,90 405,80 21,20 0.0001
Vascularizagdo do CL (mm?) 97,16 9,47 68,3 5,24 0.021

% de vascularizacédo do CL 16,86 1,62 16,98 1,28 0.956

Legenda: SE - Erro padrdo, CFA - Contagem de Foliculos Antrais, FO - Foliculo pré-ovulatério
e CL - Corpo Luteo.
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Figura 8. Diametro médio e erro padrdo do diametro do foliculo dominante nos dias que antecederam
a ovulacéo (* - P = 0.059).

4. Discussao

Nos animais que tiveram a dinamica ovariana avaliada por ultrassonografia, nos
modos B e Doppler, comparando vacas de baixa e alta CFA, os animais de baixa CFA
demonstraram maior diametro do foliculo pré-ovulatorio e CLs maiores e com maior
area de vascularizacado. Com relacéo ao experimento que acompanhou a CFA durante
os dias do protocolo de inducdo e no décimo primeiro dia apdés a ovulagao, foi
identificado uma alta repetibilidade. A populacdo dos animais que tiveram a CFA
contada diariamente, foi bem heterogénea, pois incluiu animais com quantidade de
foliculos menor que 10 e maior que 40, compreendendo entdo animais de baixa, média
e alta CFA de acordo com Jimenez-Krassel et al. [14], que classificaram vacas da raca
Holandesa como baixa CFA com até 15, média com 16 até 24 e alta acima de 25
foliculos.

A média de CFA do total de avaliacGes realizadas no experimento | foi de 18,6
foliculos sendo constante durante todos os dias de avaliacdo. O valor de repetibilidade
encontrado foi de 0.98, superior aos valores demonstrado por Burns et al. [1] e Morotti

et al. [12], que obtiveram respectivamente 0.95 e 0.93, ao avaliar diferentes ciclos
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estrais e em dias aleatério em cada ciclo, ou seja, sem fazer protocolo de
sincronizagdo nas vacas. Os dados do presente estudo complementam os
encontrados por Burns et al. [1], que relataram alta repetibilidade da CFA individual
em diferentes ciclos estrais e os achados deste trabalho demonstram que a CFA
individual possui alta repetibilidade em diferentes dias do protocolo em animais
sincronizados.

Adams et al. [24] e Cummins et al. [25] descrevem que durante o protocolo de
indugcdo de ovulagdo em tempo-fixo ocorre a atresia de uma onda folicular e a
emergéncia de uma nova onda, o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério, a
ovulacao e, apos alguns dias, a presenca de um CL desenvolvido. Mesmo ocorrendo
tantos eventos ovarianos durante o protocolo de sincronizagdo da ovulagcédo, o
presente trabalho demonstra que a CFA permanece inalterada.

Uma duvida que havia com relacdo a CFA nos dias do protocolo, era saber se
no momento da emergéncia da nova onda folicular, iria alterar a quantidade de
foliculos contados [18,19]. Contudo, como descrito por Adams et al. [24], a onda que
estd emergindo se cruza com a onda que esta em atresia e, mesmo tendo alguns
foliculos da nova onda com tamanho inferior a 2 mm, ainda é possivel identificar
foliculos que estdo em processo de atresia, indicando provavelmente o motivo pelo
gual a CFA se mantenha constante nesse momento.

No segundo experimento, as vacas com baixa CFA apresentaram maiores
diametros de foliculos pré-ovulatérios, que de acordo com Pfeifer et al. [26], foliculos
com maiores diametros antes da ovulacdo estdo relacionados com melhor
desempenho reprodutivo em fémeas bovinas. Esses resultados estdo de acordo aos
encontrados por Morotti et al. [12], que ao avaliarem fémeas zebuinas, também
identificaram nas vacas de baixa CFA maiores foliculos pré-ovulatérios. Contudo, as
vacas avaliadas por Morotti et al. [12] apresentaram o foliculo dominante com maior
didmetro desde o sétimo dia que antecedeu a ovulacdo. No presente estudo essa
diferenca no diametro do foliculo ocorreu apenas no ultimo dia que antecedeu a
ovulacéo, demonstrando que a dinamica do foliculo dominante de acordo com a CFA
€ um pouco diferente em fémeas taurinas e zebuinas.

A area de vascularizacdo ao redor do foliculo pré-ovulatorio também foi maior
nas vacas de baixa CFA e, de acordo com Satheshkumar [27], um foliculo com maior
aporte sanguineo tem maior possibilidade de responder ao LH e ovular. A presenca

de maior vascularizacdo n&o interferiu no momento da ovulacdo das vacas do
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presente estudo, pois todas ovularam na mesma janela de 12h entre as avaliagbes
ultrassonogréaficas. Porém, Satheshkumar [27] cita que, além de melhorar a taxa de
ovulagdo, um fluxo sanguineo maior possibilita melhor fornecimento de horménios,
nutrientes e oxigénio durante o desenvolvimento do foliculo e isso pode estar
associado com uma melhor qualidade do odcito ovulado.

Com relacao ao CL, proporcionalmente os CLs das vacas de alta e baixa CFA
tem a mesma porcentagem de &rea de vascularizagcdo. Contudo, como as vacas de
baixa CFA apresentaram CLs maiores, a é&rea de vascularizacdo foi
proporcionalmente maior. De acordo com Gomez-Seco et al. [28] e Vrisman et al. [22],
maiores CL e com maiores areas de vascularizacdo estdo associados a maiores
concentracdes séricas de progesterona.

De acordo com Ledoux et al. [29] e Adriaens et al. [30], maiores concentracdes
séricas de progesterona estdo associadas a menores taxas de perdas gestacionais
precoces e melhor desempenho reprodutivo geral. No entanto, o presente trabalho
ndo avaliou a taxa de prenhez e desenvolvimento gestacional, algo necessario para
melhor compreensdo da relacdo entre o tamanho do CL com o desempenho
reprodutivo. Contudo, os trabalhos realizados por Moraes et al. [11] e Morotti et al.
[12] avaliaram a relacdo entre a CFA e a taxa de prenhez, identificando que vacas de
baixa CFA apresentam uma taxa de prenhez de 10 a 12 pontos percentuais maiores
gue vacas de alta CFA, porém os trabalhos de Moraes et al. [11] e Morotti et al. [12]
foram realizados com fémeas zebuinas.

Os resultados obtidos no presente estudo, em que as vacas de baixa CFA
demonstraram melhores parametros de tamanho e hemodinamica de foliculos preé-
ovulatoérios e CLs, auxiliam na explicacao dos resultados obtidos por Jimenez-Krassel
et al. [14], que identificaram que as vacas da raca Holandesa de baixa CFA possuem
maior longevidade produtiva e possuem melhor desempenho reprodutivo. Tendo em
vista que, Jimenez-Krassel et al. [14] identificaram que vacas com até 15 foliculos
antrais levam menos tempo para emprenhar apdés o parto, possivelmente por
apresentarem, como encontrado no presente trabalho, pardmetros de dinamica e

hemodindmica mais favoraveis a fertilidade.

Concluséo

Vacas da raga Holandesa, submetidas a sincronizacao de ovulacdo em tempo-
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fixo, tem alta repetibilidade da CFA nos diferentes dias do protocolo, inclusive apés a

ovulagdo e um CL desenvolvido no ovério. Vacas de baixa CFA possuem maior

didametro do foliculo pré-ovulatério, maior area de vascularizacdo do foliculo pré-

ovulatério, maior area de CL e maior area de perfusdo sanguinea do CL, quando

comparadas com vacas de alta CFA.
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8 CONCLUSOES

e Primiparas da raca Nelore (Bos taurus indicus) demonstram menor taxa de
expressdo de estro quando submetidas a sincronizacado de ovulagéo para a

inseminacao artificial em tempo-fixo;

e Em programas de IATF com uma ressincronizac¢éo, o uso do GnRH nas fémeas
da raca Nelore que néo expressam cio no momento da inseminacao artificial,
possibilita que primiparas e multiparas tenham a mesma taxa de concepc¢éo

que nuliparas.

e A contagem de foliculos antrais (CFA) de vacas da raca Holandesa (Bos taurus
taurus) tem alta repetibilidade durante os dias do protocolo de inducéo de
ovulacdo em tempo-fixo, inclusive no décimo primeiro dia apds a ovulagéo, em

gue um dos ovarios apresenta um corpo lateo desenvolvido.

e Vacas de baixa CFA demonstram maior diametro do foliculo pré-ovulatorio,
maior area de vascularizacdo do foliculo pré-ovulatorio, maior area de corpo
lGteo e maior area de perfusdo sanguinea do corpo lateo, quando comparadas

com vacas de alta CFA.



