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RESUMO

SOBREIRA, ROBERTO RAMOS. Utilizacdo do cipionato de estradiol e benzoato
de estradiol em protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo em novilhas
mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus). 2015. 50p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2015.

Avaliou-se a eficiéncia de dois diferentes sincronizadores e indutores da ovulagéo:
benzoato de estradiol (BE) e cipionato de estradiol (CE) em protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), sobre a dinamica folicular e a taxa de
prenhez de novilhas mestigas criadas em regime extensivo. Foram utilizadas 128
novilhas em dois ensaios com delineamento inteiramente casualizado. Todos os
animais foram submetidos ao mesmo protocolo de sincronizacdo: dia 0 (DO0),
insercao de dispositivo intravaginal de progesterona (DIV) acrescida de aplicacao
intramuscular (IM) de 2mg de BE; dia 8 (D8), retirada do DIV, aplicacdo (IM) de
0,15mg de PGF,, e 300 Ul de eCG; no dia 8 os animais foram distribuidos em dois
tratamentos: 1) Tratamento com CE no dia 8 - Em 64 novilhas foi aplicado 1mg de
CE IM no D8 e a IAfoi realizada 48 horas ap0s a retirada do DIV; 2) Tratamento com
BE no dia 9 — Em 64 novilhas foi aplicado 1mg de BE no D9 IM e a IA foi realizada
52 horas ap6és a retirada do DIV. Em cada grupo dez animais foram separados para
avaliacdo da dinamica folicular, os exames ultrassonograficos realizados nos dias 0,
8, e no dia 10. A partir do D10 a ultrassonografia foi realizada de 12 em 12 horas até
a determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo dominante. Nas 108 novilhas
restantes, ainda separada em dois grupos, foi avaliada a taxa de prenhez aos 30
dias apés a IATF para ambos o0s protocolos. As variaveis relacionadas a dinamica
folicular foram analisadas pela analise de variancia (ANOVA) com nivel de 5% de
significancia, e para comparacdo entre a taxa de ovulacdo e entre os indices de
prenhez em cada tratamento, foi utilizado o teste qui quadrado. Das 10 novilhas
avaliadas no TBE9, seis ndo responderam ao tratamento, pois ndo foi verificada
presenca de foliculo ovulatério e corpo liteo. Quanto ao numero de foliculos
classificados de acordo com seu tamanho em foliculos < 6 mm, 6-8 mm e > 8 mm,
s6 observou-se diferenca (p<0,05) entre os tratamentos no dia 8 para os foliculos > 8
mm. Nao houve diferenga (p>0,05) para a taxa de crescimento folicular, sendo
0,81+0,63mm/dia e 0,89+0,26 mm/dia para CE e BE, respectivamente. Ndo houve



diferenca, entre CE e BE, para o didametro do foliculo dominante (10,97+1,24 e
9,77+1,36mm, respectivamente) e intervalo da ovulacdo a IATF (13,20+3,79 e
23,00+£14,28h, respectivamente). A retirada do dispositivo de progesterona a
ovulacdo, em horas, foi de 60,60+3,69 e 74,75+15,17h, respectivamente para CE e
BE (p<0,05). Houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos para a taxa de
ovulacao, que foi de 90,00% e 40,00% para CE e BE, respectivamente. Ndo houve
efeito dos tratamentos (p>0,05) para taxa de prenhez, que foi de 37,3% para ambos
os tratamentos. O protocolo de IATF com administracdo de CE no dia 8 possibilita a
reducdo de um manejo nos protocolos de IATF sem influenciar na taxa de prenhez
de novilhas mesticas criadas a pasto.

Palavras—chave: hormonios; manejo; reproducao



ABSTRACT

SOBREIRA, ROBERTO RAMOS. Use of estradiol cypionate and estradiol
benzoate in artificial insemination protocols in fixed time in crossbred heifers
(Bos taurus indicus x Bos taurus taurus). 2015. 50p. Dissertation (Master of
Veterinary Science) - Centre of Agricultural Sciences, Federal University of Espirito
Santo, Alegre, ES, 2015.

The efficiency of two different synchronizers and ovulation induction were evaluated:
estradiol benzoate (EB), estradiol cypionate (EC) in artificial insemination protocols in
fixed time (TAl) on the follicular dynamics and heifers pregnancy rate crossbred
created in extensive farming conditions. So, 128 heifers were used in two runs with a
completely randomized design. All animals were subjected to the same
synchronization protocol: day 0 (D0), within the vagina progesterone insertion device
(DIV) plus intramuscularly (IM) 2mg EB; day 8 (D8), withdrawal of DIV, application
(IM) of 0.15mg of PGF,, and 300 IU of eCG; on 8 animals were divided into two
treatments: 1) Treatment with EC on 8 - In 64 heifers was applied 1.0mg of EC IM at
D8 and the Al was performed 48 hours after the removal of the DIV; 2) Treatment
with EB on Day 9 - In 64 heifers was applied 1mg of EB in D9 IM and Al was
performed 52 hours after removal of the DIP. Ten animals in each group were
separated for evaluation of follicular dynamics, ultrasound examinations performed
on days 0, 8, and day 10. From ultrasonograpy D10 was performed in 12 of 12 hours
to determine the absence of ovulation of follicles dominant. In the remaining 108
heifers, still divided into two groups, the pregnancy rate at 30 days was assessed
after TAI for both protocols. Variables related to follicular dynamics were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) with the 5% level of significance, and to compare
between ovulation rate and between pregnant rates, in each treatment, was used the
chi square test. Of the 10 heifers evaluated in TBE9 six did not respond to treatment
because it was not verified presence of ovulatory follicle and corpus luteum. As for
the number of follicles classified according to their size follicles <6 mm, 6-8 mm and
<8 mm, only difference was observed (p<0.05) between treatments at day 8 for the
follicles> 8 mm. No significant differences (p>0.05) for follicular growth rate are 0.81
+ 0.63mm / day and 0.89 = 0.26 mm / day to EB and EC, respectively. There was no
difference between CE and BE, to the diameter of the dominant follicle (10.97 + 1.24

and 9.77 + 1.36mm, respectively) and range of ovulation to TAI (13.20 £ 3.79 and 23.



00 + 14.28h, respectively). The withdrawal of progesterone device ovulation in hours
was 60.60 £ 3.69 and 74.75 £ 15.17h respectively for CE and BE (p<0.05). There
were differences (p<0.05) between treatments for ovulation rate, which was 90.00%
and 40.00% for CE and BE, respectively. No effects of treatments (p>0.05) for
pregnancy rate, which was 37.3% for both treatments. The TAI protocol with EC
provision on 8 enables the reduction of a management in TAl protocols without

influencing pregnancy rate of crossbred heifers raised on pasture.

Keywords: hormones; management; reproduction
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1. INTRODUCAO

A inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) é um programa de tratamento
hormonal desenvolvido para corrigir as limitacdes da inseminacao artificial (I1A)
convencional, além de agregar vantagens como a eliminacdo da necessidade de
observacédo de estro, induzir o ciclo estral e a ovulagdo (GOTTCHALL et al., 2010).
Adicionalmente, a utilizacdo da ultrassonografia, € vista como uma ferramenta no
auxilio da IATF fazendo com que o pecuarista adiante os resultados em relacdo ao
diagndstico de prenhez, podendo tomar medidas necessarias em um curto espaco
de tempo (OLIVEIRA et al., 2010). Os protocolos mais utilizados associam 0s
horménios progesterona/progestagenos, prostaglandina, gonadotrofina coribnica
equina e estrégenos como 0 benzoato e o cipionato de estradiol. As associacoes
feitas com estes hormonios visam aumentar a fertilidade do estro induzido e a
precisdo do momento da ovulagdo (DOMINGUEZ, 2009).

O estradiol € um horménio esterdide, ou seja, faz parte de um grupo de
lipideos e esté& distribuido por todo o organismo. Em bovinos e em outras espécies é
sintetizado principalmente nos foliculos dominantes nos ovérios, mas outros tecidos
também podem produzi-lo, como por exemplo, a placenta, o cortex adrenal,
testiculos, cérebro e outros. Os estrégenos possuem diversas funcdes na fisiologia
reprodutiva como expressao do estro, caracteristicas sexuais secundarias, indugao
da liberagdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e do hormoénio
luteinizante (LH). O estradiol e seus ésteres, como sao chamados 0s compostos,
sdo frequentemente empregados para promover o controle farmacolégico do ciclo
estral, uma vez que na auséncia de progesterona sua administragdo pode estimular
a liberacdo de GnRH e LH e causar a ovulagédo do foliculo dominante (FERREIRA,
2010).

Esses estrégenos produzem diferentes perfis de circulacdo de estradiol,
provavelmente devido diferengas na esterificacdo da molécula, o que leva a
alteracOes na polaridade e no peso molecular das estruturas e, portanto, modifica a
absorcdo e o metabolismo no organismo (TORRES et al., 2010). O benzoato de
estradiol tem sido largamente utilizado como indutor da ovulagdo quando
administrado 24h apds a retirada da progesterona, entretanto, tem sido avaliada sua
substituicdo por um anélogo hormonal, denominado cipionato de estradiol, aplicado
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concomitante a retirada da progesterona (CREPALDI, 2009; ANDRADE et al., 2012).

O cipionato de estradiol (CE), como indutor da ovulacdo, é uma alternativa
que possibilita a realizacdo de protocolos de IATF com apenas trés periodos de
manejo, reduzindo a méao de obra e minimizando o stress do animal. Permanecendo
biodisponivel de forma sistémica por maior tempo, o CE administrado juntamente
com a retirada do implante de progesterona, mantém niveis plasmaticos suficientes
para estimular o pico de LH apds a queda dos niveis de progesterona (P,) (PALHAO
et al., 2014).

A utilizacdo de animais mesticos, produtos do cruzamento de racas zebuinas
com ragas européias, é pratica bastante difundida no Brasil (VERCESI FILHO et al.,
2007). Os animais mesticos do rebanho brasileiro apresentam tolerancia ao
ambiente tropical, o0 que demonstra a importancia social e econdmica destes animais
para o pais, e sua exploracdo, aparece como alternativa viavel para diversos
sistemas de producdo que buscam reducao no custo a partir de animais sustentados
em regime a pasto (McMANUS et al., 2002).

Programas de sincronizacdo e inducdo da ovulacdo ja tém sido utilizados,
com sucesso, em novilhas Bos taurus taurus (COLAZO; KASTELIC; MAPLETOFT,
2003). Porém, os programas de IATF em novilhas Bos taurus indicus tém sido
realizados, necessitando de mais estudos para aumentar a taxa de prenhez
(BARUSELLI et al., 2004). A maioria dos trabalhos publicados sobre protocolos de
IATF em novilhas se refere as ragas puras, européias e zebuinas. No entanto,
poucos estudos sdo realizados com animais mesticos Bos taurus indicus x Bos
taurus taurus.

Assim, objetivou-se com este estudo, avaliar a utilizagdo do cipionato de
estradiol e benzoato de estradiol em protocolos de IATF em novilhas mesticas Bos

taurus indicus x Bos taurus taurus, quanto a dindmica folicular e a taxa de prenhez.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral em bovinos

As fémeas bovinas sdo animais poliéstricos anuais, ou seja, apresentam
varios ciclos estrais ao longo do ano. O ciclo estral é o conjunto de fendmenos
ocorridos entre duas ovulacdes (BO et al., 2006). Em fémeas bovinas o ciclo estral
varia entre 17 a 24 dias, com intervalos médios de 20 dias para novilhas e 21 dias
para vacas. Este ciclo é regido por interacbes e antagonismos endocrinolégicos de
horménios secretados pelo hipotalamo, hipdfise, gbnadas e uUtero (FERREIRA,
2010). Esse periodo pode ser dividido em duas fases distintas: a folicular ou
estrogénica, que se estende do proestro ao estro culminando na ovulagéo, e a
luteinica ou progesterdnica, que compreende o metaestro e o diestro culminando
com a lutedlise (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007) (Figura 1).

O periodo de proestro, com duracdo de dois a trés dias, € a fase que
antecede o estro, é caracterizado pelo declinio nos niveis de progesterona devido a
regressao do corpo lateo; pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento dos niveis
de estradiol no sangue. Nesta fase, a liberacdo hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) pelo hipotalamo estimula a secrecdo do hormonio foliculo estimulante (FSH)
e horménio luteinizante (LH) pela adenohipoéfise (SENGER, 2003). Os elevados
niveis de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos e, em sinergismo
com o LH, estimulam sua maturacdo. A medida que o foliculo se desenvolve,
aumenta a producdo de estradiol pelos foliculos, que por feedback positivo, o
estradiol estimula a liberacdo massiva do LH, dando inicio a fase de estro
(ROELOFS et al., 2006).

O estro é a fase de maior destaque, este € o estagio mais conhecido do ciclo
estral, pois ele é caracterizado pelo comportamento de receptividade sexual e pelos
sinais caracteristicos do estro: Utero turgido, cérvix relaxada, vagina e vulva com
sinais de hiperemia e edema, além do corrimento de muco (BARUSELLI; GIMENES;
SALES, 2007). O estro dura aproximadamente 18 horas nas ragas europeéias, mas
nas ragas zebuinas observam-se periodos mais curtos, em torno de 10 horas (BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). A ovulagio é uma resposta ovariana a secrecéo de

17-pB estradiol e ao pico pré-ovulatorio do LH ocorre em torno de 30 horas apos o
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inicio do estro, ou seja, entre 10 a 12 horas apos o fim do estro (SENGER, 2003).
Condicbes nutricionais e ambientais desfavoraveis tendem a suprimir os sinais de
estro e consequente ovulacdo, devido a reduzida secrecdo do estrégeno
(MOREIRA, 2013). Em condicbes menos favoraveis de manejo, mais de 50% do
estro ndo sao identificados, o que representa um dos maiores entraves para 0 USO
da inseminacéo artificial em maior escala (BARUSELLI et al., 2004).

O estro é considerado como dia zero do ciclo estral, quando da utilizacdo de
qualquer protocolo hormonal ou qualquer intervencdo que tem por base os dias do
ciclo estral (FERREIRA, 2010).

O metaestro em bovinos é considerado o periodo que vai do final do estro até
o quinto dia do ciclo estral, com duracéo de dois a trés dias, tem como caracteristica
principal a ovulacdo que é a liberacdo do ovécito pelo foliculo (ROELOFS et al.,
2006). Apés a ruptura do foliculo, o ovocito é transportado para por¢cdo média do
oviduto, onde ocorre a fertilizacdo, e as células da parede interna do foliculo se
proliferam dando origem a uma nova estrutura, denominada corpo lateo, € chamado
em sua fase inicial de corpo hemorragico, e este ndo responde a prostaglandina F2
alfa (PGFyy) por falta de receptores especificos para este horménio (FERREIRA,
2010). Durante o metaestro em vacas e novilhas, pode ocorrer uma pronunciada
dilatacdo capilar do endométrio, decorrente da acdo do alto nivel de estrégeno (E>)
nos vasos do Utero, aumentando a vascularizacdo do 6rgdo, podendo ocorrer
rompimento ou ruptura de pequenos capilares uterinos, as vezes com saida de
algum muco sanguinolento (sangramento) um a trés dias ap6s o estro, 0 que é
comumente denominado hemorragia de metaestro (SENGER, 2003), a qual apenas
indica que a vaca esteve no estro, mas ndo tem qualquer relacdo com a taxa de
concepgao (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Os eventos subsequentes de reorganizacdo do tecido luteal, com posterior
aumento do fluxo sanguineo ovariano e do peso do corpo lateo, levam ao aumento
gradativo da sintese de progesterona caracterizando o periodo de diestro
(ANDRADE et al., 2012). Entre essas diversas fases do ciclo estral, o diestro é o de
maior duracdo, do quinto ao décimo sétimo dia, caracterizada pela presenca do
corpo lateo e, portanto, pode haver resposta a PGF,q (HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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Figura 1 - Esquematizag&o do ciclo estral bovino (Fonte: ALMERAYA, 2010).

2.2 Dinamica folicular ovariana

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e atresia dos
foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade e continua na
vida reprodutiva até a senilidade. Desta forma, a dindmica folicular ovariana revela-
se como um processo ciclico, podendo ser caracterizado a partir do processo de
ativacdo, em quatro fases distintas: recrutamento (emergéncia), desvio (divergéncia),
dominancia e atresia, sendo cada uma delas controlada por mecanismos especificos
(SENGER, 2003; ANDRADE et al., 2012). O eixo hipotalamo-hipofisario, por meio
das gonadotrofinas, € fundamental na regulacdo do desenvolvimento folicular. O

hormonio foliculo estimulante (FSH), importante para o desenvolvimento folicular
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inicial, e o horménio luteinizante (LH), envolvido na sele¢cdo, no crescimento, na
maturacdo e na ovulagdo do foliculo dominante, sdo os reguladores primarios
durante a fase dependente de gonadotrofinas (GREGORY et al., 2009).

Nos ovarios de uma fémea pubere podem ser encontrados foliculos
primordiais (repouso), que consistem de um ovdcito rodeado por uma camada de
células somaticas (pré-granulosa) achatadas; foliculos priméarios, quando a Unica
camada de células da granulosa ao redor do ovdcito torna-se cuboidal; foliculos
secundarios ou pré-antrais, apresentam duas ou mais camadas de células da
granulosa desenvolvida e o ovécito entra em uma fase de crescimento intensivo;
foliculos terciarios ou antrais em maturagdo, caracterizados por uma cavidade
repleta de liquido (fluido folicular), o antro, dentro da multicamada da granulosa e o
foliculo pré-ovulatério ou de Graaf (FERREIRA, 2010).

A emergéncia folicular é caracterizada por processo onde grupo de foliculos,
cresce simultaneamente no ovério, estimulado pela liberacdo de FSH. Neste
momento, esses foliculos apresentam em torno de 4 mm de diametro, sendo
responsivos e dependentes dessa gonadotrofina. O FSH permite que os foliculos
mantenham seu crescimento e proliferagdo celular, aumentando gradualmente sua
capacidade esteroidogénica (BARUSELLI; GIMENES; SALES, 2007).

Cada onda de crescimento folicular em bovinos € caracterizada pelo
recrutamento de um grupo de foliculos (emergéncia) como dito acima, os quais
continuam a crescer até aproximadamente 6 a 8 mm de diametro (Bos indicus e Bos
taurus, respectivamente), quando passam pela selecao folicular (OLIVEIRA et al.,
2010). A selecao folicular ocorre quando o foliculo dominante cresce em taxa
continua e os demais foliculos (ou subordinados) reduzem a taxa de crescimento e
depois regridem (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Essa mudanca das taxas de crescimento
€ conhecida como divergéncia, e a diferenca de tamanho entre o foliculo dominante
e o primeiro subordinado pode ser denominada divergéncia morfolégica (OLIVEIRA,
FERREIRA; MINGOTI, 2011). E o inicio da maior diferenca nas taxas de crescimento
entre os dois maiores foliculos da onda folicular (FERREIRA, 2010). Adicionalmente,
Guinther et al. (2003) relataram em novilhas Bos taurus taurus, diametro folicular
meédio, dos dois maiores foliculos no inicio da divergéncia de 8,5 e 7,7 mm. Ja em
Bos taurus indicus foi relatado que o didametro médio do maior foliculo no momento
da divergéncia é de 6,2 mm (GIMENES et al., 2008).
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A dominancia ocorre quando o foliculo de maior tamanho adquire a
capacidade de inibir o crescimento dos foliculos subordinados. O foliculo
selecionado para dominancia € o primeiro a desenvolver receptores para LH nas
células da granulosa. O inicio da dominancia ocorre no primeiro dia do ciclo estral
em que o foliculo dominante apresenta 1-2 mm a mais no didmetro em relagdo ao
segundo maior foliculo da onda folicular e cessa o crescimento dos foliculos
subordinados da mesma onda folicular (FERREIRA, 2010).

O foliculo ovulatério € formado a partir da ultima onda folicular do ciclo estral,
sendo que foliculos dominantes de ondas anteriores entram em processo de atresia
Esta atresia é determinada pela presenca de um corpo luteo (CL) ativo no ovario,
com ampla producdo de progesterona. Este horménio exerce um efeito de

retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (Figura 2),
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reduzindo a amplitude e frequéncia dos pulsos de LH, o que inviabiliza os processos
de maturacéo final do foliculo e ovulacéo (Figura 2) (FERRAZ et al., 2010).

O acompanhamento diario das estruturas ovarianas por ultrassonografia tem
demonstrado que os bovinos apresentam ondas de crescimento folicular durante o
ciclo estral. Novilhas podem ter duas ou trés ondas por ciclo, com um foliculo
tornando-se dominante em cada uma delas. Por isso, uma populacdo de pequenos,
meédios e grandes foliculos é encontrada em cada ovario, durante todos os dias do
ciclo estral (BORGES et al., 2001).

Essas ondas de crescimento folicular podem ser detectadas nos dias 0 e 9
pés-ovulacdo, para o padrdo de ciclos estrais que apresentam duas ondas
foliculares, ou nos dias 0, 9 e 16 para os ciclos estrais que apresentem trés ondas
foliculares (GREGORY et al., 2009).

2.2.1 Luteogénese

O corpo luteo é uma glandula endécrina, ovariana e transitéria, formada a
partir do foliculo ovulado, cujo principal produto secretado € a progesterona,
essencial para o estabelecimento e a manutencéo da prenhez e para a ciclicidade
ovariana (GIOMETTI et al., 2009). A luteogénese consiste em todas as mudancas
morfologicas, enddcrinas e enzimaticas que ocorrem no foliculo ovulatério até que
este se transforme em CL funcional capaz de secretar grandes quantidades de
progesterona (COUTINHO et al., 2007).

A luteinizacao se inicia antes da ovulagcdo, com mudancas na populagcéo de
receptores de gonadotrofinas. A gonadotrofina que mais atua nestes receptores
ocasionando a ruptura do foliculo e sua posterior transformacgéo em estrutura lutea é
o LH. Apés a ovulagéo, o espaco ocupado previamente pelo foliculo é invadido por
fibroblastos, células musculares lisas, células do sistema imune, células endoteliais,
células da teca interna (CTI) e células da granulosa (CG), que sofrem hiperplasia e
hipertrofia (SALLES; ARAUJO, 2010). Este conjunto de células promove
inicialmente, a formacdo de uma estrutura denominada de corpo hemorragico, que
se reorganiza para a formacéo do CL funcional.

A regulagdo da funcgédo luteinica é feita por complexo grupo de agentes que
interagem na busca da homeostasia da glandula, portanto as células originarias do
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corpo lateo sofrem influéncia de varios fatores angiogénicos e mitogénicos
(FERREIRA, 2010), das gonadotrofinas, mais particularmente o LH, que
transitoriamente estd em concentracdo mais elevada no plasma, transforma as
células da granulosa e as células da teca em células luteinicas. Assim, as organelas,
0S substratos e as enzimas contidas nas células luteinicas esteroidogénicas
presentes no CL irdo determinar sua capacidade em sintetizar progesterona
(GIOMETTI et al., 2009).

2.3 Inseminagéo artificial em tempo fixo

O entendimento da fisiologia do ciclo estral bovino possibilitou a melhoria da
eficiéncia reprodutiva das fémeas bovinas, por meio de alteracbes ou modificacdes
no ciclo estral por interferéncia na sequéncia cronolégica natural das ondas dentro
de um ciclo e por alteragdes nas fases dentro de cada onda de crescimento folicular
(BINELLI; IBIAPINA; BISINOTTO, 2006).

A inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) consiste em tecnologia capaz de
sincronizar a emergéncia de uma nova onda folicular, o estro e as ovulagdes,
possibilitando a inseminacdo de grande nimero de animais em um momento mais
apropriado a técnicos e produtores dispensando assim, a necessidade da
observacéo de estro (TORRES-JUNIOR et al., 2009). Além disso, Baruselli, Gimenes
e Sales (2007) citaram que o emprego de protocolos de sincronizacdo utilizando a
progesterona assume um importante papel na retomada da ciclicidade estral dos
animais em anestro.

Como vantagens da IATF destacam-se a eliminagdo da necessidade de
obsevacgao do estro, evita inseminagdes de vacas e novilhas fora do momento certo,
diminuindo o desperdicio de sémen, material e méo de obra; induz a ciclicidade de
vacas em anestro transicional, permitindo a inseminacdo dessas fémeas; diminui o
intervalo entre partos, aumentando o numero de bezerros nascidos; possibilita a
programacao das inseminacdes em curto periodo; concentra o retorno do estro das
fémeas falhadas na primeira inseminagéo em tempo fixo, facilitando o diagnéstico do
estro no repasse; possibilita altas taxas de prenhez no inicio da estacdo de monta;
concentra mao de obra, diminuindo o numero de horas extras com inseminadores;

diminui o descarte e custo de reposicdo de matrizes do rebanho e diminui o
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investimento na compra de touros (BARUSELLI et al., 2004).

O tratamento padréo consiste na insercéo do dispositivo de progesterona e a
aplicacdo concomitante de 2mg de benzoato de estradiol em dia aleatorio do ciclo
estral; no momento da retirada da progesterona, cerca de sete a oito dias ap0s sua
insercdo, sao utilizados anélogos da prostaglandina com a finalidade de promover a
regressdo de um possivel corpo lateo presente, seguido da administracdo de
agentes responsaveis por induzirem a ovulacéo do foliculo dominante (USLENGHI;
CHAYER; CALLEJAS, 2010). Neste contexto, o custo dos horménios derivados do
estradiol torna os chamados ésteres de estradiol (CE e BE), a alternativa mais viavel
dentre os indutores da ovulacdo atualmente disponiveis no mercado (SOUZA et al.,
2005).

2.4 Hormonios utilizados em programas de IATF

Os métodos de sincronizacdo compreendem o uso de farmacos que agem no
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (BARUSELLI et al., 2004).

2.4.1 Progestagenos

A Progesterona (P4) € um hormdnio secretado pelas células luteinicas do
corpo lateo, atua na regulacdo do funcionamento do sistema reprodutor feminino,
sendo. Assim como os estrégenos, € derivada do colesterol, sendo também
secretada pela placenta, testiculos e cortex adrenal, em pequenas quantidades
(FERREIRA, 2010).

Este hormdnio € responséavel pela preparacdo do Utero e manutencdo da
gestacdo. No revestimento do Utero e tubas uterinas estimula a secrecdo das
glandulas locais, inibindo a motilidade do miométrio (CARVALHO et al., 2008). Atua
também, blogueando a secrecdo de GnRH e FSH, niveis elevados de P, produzida
pelo corpo lateo reduzem a produgédo de GnRH no hipotalamo, e por conseguinte de
FSH na adenohipdfise (RODRIGUES et al., 2013).

O fornecimento de progesterona pode ser por meio do alimento; injetavel; em
implantes subcutaneos ou pelos sistemas de liberacdo intravaginal (FEREIRA,
2010). Inumeros progestagenos sintéticos tem sido utilizado na pratica como:
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acetato de melengestrol (MGA); acetato de clormadinona (CAP); acetato de
flurogesterona (FGA) e acetato de medroxiprogesterona (MAP), sendo eficazes
como sincronizadores de estro. O MGA é esterOide progestacional sintético de
administracdo oral que inibe a ovulacdo, mas permite o crescimento de foliculos
ovarianos (MOREIRA, 2013).

Atualmente, existem no mercado, dois tipos de dispositivos de P4, com maior
utilizacao para sincronizacédo do estro e ovulacao: dispositivos vaginais e implantes
auriculares subcutaneos. Esses dispositivos podem ser usados sozinhos ou em
combinacdo com BE, com a finalidade de manter as concentracdes médias de P4 no
plasma e suprimir a liberacdo do LH enddgeno (FEREEIRA, 2010). Almeida et al.
(2006) verificaram ao término do tratamento com progestagenos, a populacdo de
foliculos pré-ovulatérios foi bastante homogénea, condicdo que favorece a
sincronizagao da ovulagéo.

Inicialmente, os dispositivos eram utilizados apenas uma vez e descartados.
No entanto, descobriu-se que a reutilizacdo dos dispositivos comercialmente
disponiveis poderia ser realizada sem que houvesse comprometimento das taxas de
prenhez aos protocolos de IATF. Assim, esses dispositivos passaram a ser utilizados
até quatro vezes em gado de corte e de leite (CARVALHO et al., 2008).

Carvalho et al. (2008) demonstraram que altas concentracdes de P, durante
0s protocolos de sincronizacdo poderiam diminuir a fertiidade em fémeas bovinas,
justificando assim o uso de implantes de segundo, terceiro e quarto uso. A menor
concentracdo de progesterona no dispositivo, poderia ser uma boa opc¢éo para
animais sensiveis a concentracdes mais elevadas de progesterona, como € 0 caso
das novilhas.

Adicionalmente, segundo Peres et al. (2009) também em novilhas, observa-se
menor probabilidade de concepcdo quanto maior a concentracdo de progesterona
no momento da retirada do dispositivo. Esta informac&o também é relatada por Dias
et al. (2009) em novilhas nelore, obtiveram maiores taxas de concepcdo conforme
aumentaram o numero de usos do dispositivo, ou seja, quando reduziram a
guantidade de progesterona fornecida no dispositivo. Esses indices podem ser
justificados pelas elevadas concentracdes de P4, nos animais de primeiro uso, visto
que alta concentragéo de progesterona reduz a frequéncia dos pulsos de LH, inibe o
desenvolvimento do foliculo dominante e o pico de LH (FERREIRA, 2010).
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Baruselli et al. (2004) submetendo novilhas Bos taurus indicus ao tratamento
com dispositivo intravaginal de progesterona de primeiro uso, encontraram baixa
taxa de ovulacéo ao final do tratamento. Coelho, Ribeiro e Ribeiro (2012) avaliando a
utilizacao de implantes de primeiro e segundo uso em novilhas nelore, conseguiram

indices de prenhez 36% e 51%, respectivamente.

2.4.2 Estrégenos

Os estrogenos sdo esterbides naturais, e tém como principais compostos o
17B-estradiol, a estrona e o estriol, produzidos principalmente no ovario, mas
também na placenta e na adrenal (CREPALDI, 2009). O estradiol é sintetizado por
enzimas esteroidogénicas como o citocromo P450, nas células da teca e pelo
citocromo P450 aromatase nas células da granulosa (CHAVES, 2011). Geralmente,
a principal fungéo dos estrégenos é induzir a proliferacdo celular e o crescimento dos
tecidos relacionados a reproducdo (MARTINEZ et al., 2002). As respostas teciduais
induzidas pelos estrégenos incluem estimulacdo do crescimento glandular
endometrial, estimulacdo do crescimento de ductos na glandula mamaria, aumento
na atividade secretora dos ductos uterinos, inducdo da receptividade sexual,
regulacdo da secrecdo de hormdnio luteinizante (LH) pela adenohipdfise, possivel
regulacdo da liberacdo de prostaglandina F2 alfa (PGF,) pelo Utero ndo gravidico e
gravidico, anabolismo protéico e atividade epiteliotréfica (STELLA, 2004).

A associacdo de estrogenos aos tratamentos com progestdgenos e/ou
progesterona, promovem atresia do foliculo dominante e induzem a emergéncia de
uma nova onda de crescimento folicular 3 a 4 dias apos sua aplicacdo (LOPES et
al., 2000). O mecanismo pelo qual o estradiol causa regressao folicular envolve a
inibicdo do FSH, até que o estradiol seja metabolizado (CHESTA et al., 2009a). A
partir de entdo, as concentracdes de FSH voltam a aumentar e nova onda folicular é
recrutada (CAVALIERI et al., 2002).

Assim, o estrégeno pode estimular ou inibir a liberagcdo de gonadotrofinas,
dependendo da dose e das concentracdes sanguineas de progesterona. Em doses
fisiolégicas e baixas concentracdes de progesterona, o0 estrogeno estimula a
liberacdo de LH para que ocorra a ovulagdo (CHESTA et al., 2009b). Ao contrario,

elevadas doses de estrégenos, na presenca de elevadas concentracbes de
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progesterona, bloqueiam as gonadotrofinas, inibindo principalmente a producgéo e
liberacdo de LH. Além disso, o estrégeno é fundamental para a expressdo de
receptores para ocitocina no endométrio, o que € importante no processo de
liberacdo de prostaglandina para regressao do corpo luteo (GREGORY et al., 2009).

Existem varias moléculas de estrégenos disponiveis no mercado para
utilizagdo em protocolos de sincronizagéo do estro (BINELLI; IBIAPINA; BISINOTTO,
2006). Os principais sao: 178 estradiol, benzoato de estradiol, valerato de estradiol e
o cipionato de estradiol (FERREIRA, 2010). Atualmente o mais utilizado nos
protocolos é o benzoato de estradiol (BE). Por outro lado, se difundiu nos ultimos
anos, a utilizacdo do cipionato de estradiol (CE) injetavel concomitante a retirada do
dispositivo de P4, com taxas de prenhez semelhantes ao obtido com o tratamento
com BE (VEIGA et al., 2011). Colazo, Kastelic e Mapletoft (2003) em estudo com
novilhas de 18 a 20 meses de idade, demonstraram que o uso do CE no momento
do manejo de retirada do implante de P4, ou BE 24 horas mais tarde séo igualmente
eficazes para sincronizar taxas de ovulacdo, e obervaram taxa de prenhez similares
entre os tratamentos. Andrade et al. (2012) ndo observaram diferencas entre os
tratamentos para as variaveis: didmetro do foliculo ovulatério (CE:13,3 + 2,3mm;
BE:12,7 £ 1,9mm), momento das ovula¢gbes (CE:74 £ 6,01h; BE:74,88 + 7,41h) e
taxa de ovulacdo (CE:100%; BE:89,5%). No entanto, fémeas nelore tratadas com
cipionato de estradiol no dia oito apresentaram maior taxa de crescimento folicular
(CE:0,48mm/dia; BE:0,29mm/dia) quando comparado ao benzoato de estradiol no
dia nove, respectivamente.

Crepaldi (2009) avaliou o pico de LH com o uso de diferentes indutores de
ovulacdo em vacas de corte. Administrou BE 24 a 30 horas apods a remocao do
dispositivo de P4, ocorrendo o pico de LH em média 21,5 horas apés a sua
aplicacao, e quando o protocolo de inducdo da ovulagéo utilizado foi o emprego do
CE no momento da retirada do dispositivo de P4, 0 pico de LH ocorreu em torno de
45 horas apos a remocdo. Segundo esses dados o pico de LH ocorreu no mesmo
tempo com BE (24+21= 45 horas) e com CE (45 horas).

Gimenes et al. (2008) citaram que em novilhas nelore, a ovulagdo ocorre
aproximadamente 30 horas ap0s a administracdo de BE, com foliculos maiores que
8,5 mm. Crepaldi (2009) observaram que tanto os animais tratados com BE no dia

nove como CE no oitavo dia ovularam no mesmo momento (aproximadamente 72
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horas apds a retirada do dispositivo), proporcionando periodos semelhantes de
inseminacdo, com a vantagem da redugcédo de um tratamento para o protocolo que
emprega o CE.

Apesar da divergéncia de informacdo quanto a capacidade de sincronia das
ovulagbes induzidas pelo cipionato de estradiol, a inclusdo deste hormdnio nos
protocolos de sincronizacé@o resultou em taxas de prenhez semelhantes as obtidas
com o benzoato de estradiol, nas inseminacdes realizadas 48h, apds a remocao da
progesterona (AYRES et al., 2008; CREPALDI, 2009; ANDRADE et al., 2012). Esta
estratégia da aplicacdo do CE simultédneo a retirada do dispositivo de progesterona
viabiliza maior nimero de animais submetidos a protocolo com um manejo a menos,
com as inseminacfes concentradas em um unico dia, sem afetar a taxa de prenhez
em novilhas de corte ou de leite (VEIGA et al., 2011).

2.4.3 Prostaglandinas (PGFaq)

A PGF,4 € uma prostaglandina derivada do acido araquidénico, produzida no
endométrio, foliculo pré-ovulatério e também na placenta por ocasido do parto
(FERREIRA, 2010). Em ruminantes e, na grande maioria dos mamiferos, a PGFy, €
o principal agente luteolitico responsavel por promover a lutedlise e bloquear a
sintese de P4 pelo CL, o que determina o final da fase luteinica (SILVA; TEIXEIRA,
VICENTE, 2010).

A PGF,, € um hormbnio muito utilizado para controle do ciclo estral, atuando
por meio da regressdo do corpo liteo. E aplicada por via intramuscular entre os dias
6 a 17 do ciclo estral, entretanto a PGF,, controla somente a regressao do corpo
luteo, sem alteracdo do crescimento folicular (PEREIRA, 2010). Quando a lutedlise é
induzida por tratamento com PGF,4, 0 comeco do estro € distribuido por um periodo
de seis dias. Essa variacao é devida ao status folicular dos ovarios no momento do
tratamento. Considera-se que o aumento da secrecdo pulsatii de LH durante o
periodo entre a lutedlise induzida pela prostaglandina exdgena e a remocédo do
progestageno, permita crescimento uniforme do foliculo pré-ovulatorio
(MAPLETOFT; BO; BARUSELLI, 2009).

O uso de PGF,, e de progestagenos em programas de sincronizacao de estro

baseia-se na reducdo ou no prolongamento da fase Ilatea. Entretanto, a
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sincronizagao do estro e da ovulagdo nao depende somente do controle da fase
lutea, mas também do controle do desenvolvimento folicular (PFEIFER et al., 2005).
A fase do desenvolvimento folicular pode ser avaliada por uma série de exames
ultrassonograficos. No entanto, essas observacées consomem muito tempo e sao
trabalhosas. Assim, uma alternativa é a inducéo eletiva da emergéncia de uma onda
folicular para garantir a presenca de um foliculo dominante em sua fase final de
crescimento no momento da inducdo da lutedlise ou da retirada do progestageno
(CARVALHO et al., 2008).

2.4.4 Gonadotrofina coridnica equina (eCG)

A eCG é um farmaco de meia vida longa (até trés dias), produzido nos
calices endometriais de éguas prenhas entre 40 a 120 dias de gestacdo. Ele se liga
a receptores foliculares de FSH e LH e aos receptores de LH presentes no corpo
lteo. Devido sua dupla acdo (como FSH e LH), a eCG atua estimulando o
desenvolvimento folicular, estimulando a esteroidogénese e o crescimento folicular
levando o foliculo pré-ovulatério a um didmetro compativel com a ovulacéo
(FERREIRA, 2010). A acédo sinérgica do FSH e LH gera aumento da concentracao
de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc) na célula do corpo luteo, favorecendo a
transformacdo do colesterol em pregnenolona e deste em progesterona (FUCK et
al., 2002).

A inclusédo da eCG nos protocolos de inducdo da ovulacédo esta relacionada
ao aumento da taxa de concepg¢do por tornar mais presente e preciso 0 pico pré-
ovulatério do LH, incrementar o crescimento dos foliculos, tornando-os mais
responsivo aos indutores da ovulacdo e aumentar a taxa de ovulagéo,
principalmente dos animais em anestro (BARUSELLI et al., 2006). Em protocolos de
IATF, o implante de progesterona inibe a liberacdo dos hormonios hipofisarios (LH e
FSH), diminui o desenvolvimento folicular e a ovulagdo até o momento desejado.
Com a retirada do implante, a concentracdo de progesterona seérica declina
rapidamente, com isso, o animal entra em estro (PEREIRA, 2010). A administragao
de eCG, nesse caso, estimula o desenvolvimento folicular e potencializa a agao
sincronizante dos progestagenos.

O uso tem se mostrado compensador em rebanhos com baixa taxa de
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ciclicidade, animais com condicdo corporal comprometida e mesmo em animais
ciclando por fornecer um incremento na fertilidade devido a formacgéo de corpo luteo
acessorio aumentando as concentracfes plasmaticas de P4 ap0s a ovulacdo (FUCK
et al., 2002).

Meneghetti e Miguel (2008) observaram aumento na taxa de prenhez em
novilhas ciclicas submetidas a protocolos de IATF quando a eCG foi incluida no
protocolo. Segundo os autores, 0 uso de eCG no dia da retirada dos implantes de
progestagenos seria capaz de estimular o desenvolvimento final do foliculo
dominante destinado a ovulacdo, o que aumentaria as taxas de concepgdo em
novilhas. De acordo com Peres et al. (2009) a aplicacdo de eCG pode minimizar
qualquer efeito negativo das altas concentracdes de P, encontradas em novilhas
puberes submetidas a protocolos de IATF, por ser capaz de estimular o
desenvolvimento final do foliculo, que poderia estar inibido durante o protocolo
devido a presenca de altas concentracdes plasmaticas de Pg.

2.5 IATF em novilhas

Os programas de sincronizacao e inducéo da ovulacao apresentam resultados
satisfatorios e possibilita o emprego da IATF em novilhas, entretanto, protocolos
hormonais desenvolvidos para vacas apresentam comprometimento na eficiéncia
qguando utilizados em novilhas (BARUSELLI et al., 2004). Novilhas Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus submetidas ao tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona com altas doses de progesterona apresentaram baixa taxa de
ovulac&o ao final do tratamento (SA FILHO et al., 2013).

Em novilhas, um aspecto comum entre os protocolos de sincronizacao de
estro para IATF é a insercdo de um dispositivo intravaginal contendo P, mais
administracdo de benzoato de estradiol (BE; IM 2mg) no dia 0, pois segundo B0 et
al. (1994) a administracdo de benzoato de estradiol associado a inser¢cdo do
dispositivo intravaginal de progesterona, tem acao de potencializar o efeito de
supressdo do crescimento do foliculo dominante pelas elevadas concentracfes
circulantes de ambos os hormonios, ocorrendo atresia do foliculo dominante e
levando a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular; e uma aplicacao

de prostaglandina PGF,4 0,15mg e 300 a 400 Ul de gonadotrofina coridnica equina
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(eCG) no momento da retirada do dispositivo.

Diferentes indutores de ovulacdo com eficiéncia semelhante podem ser
utilizados, tal como cipionato de estradiol (ECP; 1mg por via intramuscular) no
momento da retirada do implante, BE (1,0mg intramuscular) 24 horas apds a
remocao do implante de P, implante ou GnRH na inseminagéo. A IATF é geralmente
realizada 48 a 56 horas ap0s a remocao do dispositivo de P, (BARUSELLI et al.,
2004).

Todos os ésteres de estradiol sdo capazes de induzir a regressao de foliculos
antrais quando administrados na presenca de elevadas concentragbes de
progesterona (MARTINS, 2007). O cipionato de estradiol apresenta meia vida longa,
resultando na inducdo de nova onda folicular mais tardia e menos sincronizada que
o 17pB estradiol ou o Benzoato de estradiol (BE) (SANTOS, 2010). Carvalho (2004)
analisou o efeito do tratamento com benzoato de estradiol e progesterona na
emergéncia da onda folicular em novilhas Bos taurus indicus, Bos taurus indicus X
Bos taurus taurus e Bos taurus taurus mantidas nas mesmas condigdes de manejo.
N&o foi observada diferenca no intervalo entre o tratamento com benzoato de
estradiol e a emergéncia folicular entre as subespécies.

Em estudo conduzido por Vogg (1999), onde 125 novilhas receberam 1,0mg
de BE intramuscular, 24 horas apos a retirada do dispositivo de progesterona, 0s
resultados indicaram que embora o uso do BE 24 horas ap6s a retirada do
dispositivo de progesterona aumente a taxa de inseminacdo, coexiste com menor
indice de prenhez ao primeiro servico, nao sendo, portanto, um procedimento util
para a inducéo e sincronizagao do estro em novilhas de 14 e 24 meses. Reis et al.
(2004) relataram que o cipionato de estradiol ndo foi eficiente em sincronizar as
ovulacbes dos animais tratados com progesterona. Martins et al. (2005) encontraram
semelhantes taxas e tempo para as ovulag¢des induzidas com o BE e CE.

Pegorer (2009) utilizando um protocolo com BE (2mg, IM), dispositivo
intravaginal de progesterona durante 9 dias, 150 ug de de croplostenol no dia da
retirada do dispositivo e BE como indutor de ovulagéo (1mg,IM) 24 horas mais tarde
(n=143) em novilhas nelores, obteve 80% de ovulagéo e 45% de prenhez. Martins
(2007) avaliaram o efeito de diferentes ésteres de estradiol, BE e CE, e doses de
cipionato de estradiol (0,5 e 1,0mg) na taxa de concepc¢ao de novilhas nelore (Bos

taurus indicus) submetidas a IATF. Nos grupos 0,5-ECP e 1,0-ECP os animais
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receberam, respectivamente, 0,5mg e 1,0mg de Cipionato de estradiol no dia da
retirada do implante e no grupo 1,0-BE receberam 1,0mg de Benzoato de estradiol
no dia 9. Os animais foram inseminados 54 horas apds a retirada do implante
auricular. As taxas de prenhez a inseminacao artificial em tempo fixo na fazenda A
foram de 50,0% (30/60) para grupo 0,5-ECP, de 30,0% (18/60) para o grupo 1,0-ECP
e de 60,0% (36/60) para o grupo 1,0-BE e na fazenda B de 61,7% (37/60) para
grupo 0,5-ECP, de 51,7% (31/60) para o grupo 1,0-ECP e de 40,0% (24/60) para o
grupo 1,0-BE. O uso do BE como indutor de ovulacdo apresentou diferenca
significativa em comparacdo aos tratamentos e doses de CE. Demosntrando
divergéncia dos dados do uso do BE e CE na literatura.
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3. METODOLOGIA

3.1 Localizacéo

O experimento foi realizado em uma propriedade localizada no Municipio de
Dores do Rio Preto, no estado do Espirito Santo, situado nas coordenadas
geograficas 20°41' Sul, 41°50' Oeste e a 774m de altitude, no periodo de fevereiro a
junho de 2014. O clima predominante da regido é o tropical com verdes quentes e
chuvosos e invernos frios e secos, temperatura média anual de 19,2 °C e

precipitacdo pluviométrica de 1.730mm anuais.

3.2 Delineamento experimental

Foram utilizadas, 128 novilhas mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), com escore de condicdo corporal (ECC) acima de 2,5, que apresentavam,
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica, e de alteracdes dos
Orgaos genitais ao exame ginecoldgico.

O manejo das novilhas foi em regime extensivo, utilizando-se a pastagem
composta principalmente de braquiardo (Brachiaria brizantha cv. Marandu). Sal
proteinado, mineral e a agua foram fornecidos ad libitum.

Todas as novilhas foram submetidas a um protocolo de sincronizacao (Figura
3): no dia 0 (D0), insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona (DIV) e
aplicacao intramuscular (IM) de 2mg de benzoato de estradiol (BE); dia 8 (D8):
retirada do DIV, aplicacao IM, de 0,15mg de cloprostenol sédico (PGF2) e aplicacédo
IM de 300 Ul de eCG. No dia 8 os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
tratamentos: 1) Tratamento com cipionato de estradiol (CE) no dia 8 (64 animais) —
aplicagcéo de 1mg de CE por via IM, no D8 (TCES8). 2) Tratamento com BE no dia 9
(64 animais) — aplicacdo de 1mg de BE no D9 por via IM (TBE9). Foram inseridos
em todas as novilhas implantes de P4 de 2° ou 3° uso, de forma aleatéria. Todos os
manejos de aplicacdo dos farmacos foram entre 09:00 e 10 horas da manha, dos

respectivos dias.
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Figura 3 - Representacdo esquematica dos momentos de realizacdo do protocolo

TCES8/TBE9 (tratamento com cipionato de estradiol no dia 8 e tratamento com

benzoato de estradiol no dia 9) e do acompanhamento da dinamica folicular por

ultrassonografia.

Em cada grupo, dez animais foram separados para avaliacdo da dinamica

folicular (figura 4). Os exames ultrassonograficos destas 20 novilhas foram

realizados nos dias 0, 8 e no dia 10 (Figura 3). A partir do D10 a US foi realizada de

12 em 12 horas até a determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo

dominante, com aparelho portéatil de ultrassom acoplado a um transdutor linear retal

de 5,0 MHz (MINDRAY®, modelo DP2200 VET). Assim, foi verificado no DO o status

folicular, e nos demais dias avaliadas a dinamica folicular.
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128 novilhas
Todas tiveram sincronizag¢do do estro

[\

64 CE 64 BE
10 54 10 54
Dinamica Prenhez Dindmica  Prenhez
Folicular Folicular

Figura 4 — Esquematizacéo da distribuicdo dos animais nos grupos experimentais.
CE: Cipionato de Estradiol; BE: Benzoato de Estradiol.

Os foliculos foram classificados de acordo com o diametro em pequenos
(FP<6mm), médios (FM de 6 a 8mm) e dominantes (FD>8mm) (BORGES et al.,
2001). Foi calculada a taxa de crescimento folicular (mm/dia), pela divisdo da
diferenca do tamanho do foliculo dominante do dia 10 pelo do dia 8, dividido pelo
namero de dias (D10-D8/2) e o diametro do foliculo dominante. Estabeleceu-se
também o tempo (em horas) da retirada do dispositivo de progesterona a ovulacao,
tempo (em horas) da I.A a ovulacdo e a taxa de ovulacdo (nUmeros de animais que
ovularam de cada tratamento, dividido pelos animais dos respectivos tratamentos).

As inseminacdes artificiais (IA) foram realizadas 48 e 52 h apds a retirada do
dispositivo intravaginal de P4 (DIV) para os tratamentos com CE (Figura 5) e BE
(Figura 6) respectivamente, sendo feitas pelo mesmo técnico, utilizando sémen
convencional de touros da raca nelore, gir e holandés, de acordo com as
caracteristicas raciais de cada novilha, de uma central de sémen associada a
Associacao Brasileira de Inseminacao Artificial (ASBIA). No 30° dia apds a IATF, os
animais foram avaliados por meio de ultrassonografia, e a taxa de prenhez foi

determinada em cada tratamento.
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eCG: Gonadotrofina coridnica eqiiina

Figura 5 — Representacdo esquematica dos protocolos de sincronizacédo da ovulacéo
e do momento das inseminacdes de novilhas submetidas ao tratamento com

cipionato de estradiol administrado no dia 8.
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| I I '
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BE: Benzoato de estradiol
DIV: Dispositivo intravaginal

P4: Progestercna

PGF2a: Prostaglantina F2a
BE: Benzoato de estradiol

I1A: Inseminacdo artificial

eCG: Gonadotrofina coriénica eqiiina

Figura 6 — Representacédo esquematica dos protocolos de sincronizacédo da ovulacéo
e do momento das inseminacdes de novilhas submetidas ao tratamento com

benzoato de estradiol administrado no dia 9.
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A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SAS Studio (2014),
em delineamento inteiramente casualizado, considerando o0s efeitos dos
tratamentos. As variaveis com distribuicdo normal, como o didametro do foliculo
dominante e taxa de crescimento folicular foram analisadas utilizando-se o teste de t
independente. Quanto aos dados ndo paramétricos como o numero de foliculos < 6
mm, 6-8 mm e > 8 mm, intervalo da retirada do implante de P4 a ovulagéo e da IATF
a ovulacédo, que apresentaram distribuicdo ndo normal, foram avaliadas mediante
teste de Mann-Whitney.

Os dados de taxa de ovulacdo e gestacdo foram organizados em tabelas de
contingéncia e analisados pelo teste de Qui-quadrado (x?).

O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto ao numero de foliculos, classificados de acordo com seu tamanho em
foliculos < 6mm, 6-8mm e > 8mm, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos nos dias 0, 8 e 10 para os foliculos pequenos e meédios e, para 0s
foliculos > 8mm foi observada diferenca (p<0,05) entre tratamentos no D8 (Tabela 1).
Dos 10 animais submetidos ao TBE9 seis ndo ovularam ao final do tratamento. Do
DO ao D8 o protocolo hormonal administrado aos animais foi semelhante, apenas no
D8 os grupos foram divididos nos tratamentos TCE8 e TBE9. De acordo com a
Tabela 1, observa-se que ja havia uma diferenca no nimero de foliculos dominantes
no D8 para os animais selecionados aleatoriamente para o grupo TCE8, o que
sugere que nao foi o tratamento que influenciou os resultados de taxa de
crescimento folicular e presenca de ovulagdo. Certamente, os animais deveriam ter
sido divididos nos dois tratamentos a partir da avaliagdo do tamanho do foliculo
dominante no D8 para que se separassem animais nas mesmas condi¢cdes

fisiol6gicas entre os tratamentos.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo do numero de foliculos de acordo com a
classificacdo em foliculos pequenos (< 6mm), foliculos médios (entre 6-8mm) e
foliculos dominantes (> 8mm) em funcdo dos tratamentos com CE e BE em
protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo em novilhas mesticas.

Média do numero de foliculos

Dia <6mm 6 e 8mm >8mm
TCE8 0 10,0+3,13 0,2+0,42 0,6+0,52
(n=10) 8 12,6+8,19 0,1+0,32 0,940,322

10 7,4+2,5 0,0+0,0 1,0+0,00
TBE9 0 12,8+5,55 0,5+0,53 0,2+0,42
(n=10) 8 15,2+6,82 0,3+0,48 0,2+0,42°

10 6,4+5,75 0,2+0,42 0,4+0,52

CE: cipionato de estradiol; BE: benzoato de estradiol; TCES8: tratamento com Cipionato de Estradiol
aplicado no dia 8; TBE9: tratamento com benzoato de estradiol aplicado no dia 9.

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, dentro do mesmo dia de
tratamento, diferem entre si (P<0,05)

Como esperado, no dia 10 houve aumento no numero de foliculos dominantes
(> 8mm) nos dois protocolos utilizados. Segundo Gimenes et al. (2008) foliculos
subordinados cessam seu ritmo de crescimento entrando em atresia, enquanto o
foliculo dominante segue a uma taxa de crescimento constante, até alcancar a

capacidade ovulatoria. Assim, notou-se que as condicbes fisiologicas
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proporcionadas pelo protocolo de sincronizacdo a base de estradiol e progesterona
proporcionaram aumento do numero de foliculos em crescimento, como descrito por
Bo, Baruselli e Martinez (2003) isso € explicado por sincronizarem a emergéncia de
uma nova onda folicular com éxito. Esses protocolos tém sido utilizados com
sucesso para controlar a dinamica folicular e luteal e para sincronizar a ovulagao,
permitindo IA sem a necessidade de deteccdo de estro em novilhas (BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; BARUSELLLI et al., 2004; SA FILHO et al., 2013).

Os resultados registrados para as taxas de crescimento folicular (mm/dia), o
didmetro do foliculo dominante no dia 10, intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona da IATF a ovulagéo e IATF a ovulacéo estdo sumariados na Tabela 2.
N&o foi verificada diferenca na taxa de crescimento folicular para o tratamento com
CE e BE (p>0,05; Tabela 2). A taxa de crescimento folicular de 0,81+0,63 e
0,89+0,26mm para CE e BE, respectivamente, foi semelhante a registrada por
Carvalho et al. (2008) para novilhas B. taurus indicus, B. taurus indicus x B. taurus
taurus e B. taurus taurus, com a utilizacado de BE no dia 9 como indutor de ovulagao,
sendo 0,9; 1,2; e 1,1 mm, respectivamente para as subspécies. Os valores
verificados neste estudo aproximaram-se da taxa de crescimento em novilhas
mesticas que ndo foram submetidas a protocolos de IATF, como os citados por
Borges et al. (2001), que oscilavam entre 1,0 a 1,4 mm/dia, valores que também se
aproximam dos animais da raca Nelore tratadas com CE (0,9 mm/dia) (CREPALDI,
2009).

Tabela 2 — Taxa de crescimento folicular, diametro do foliculo dominante no D10,
intervalo da retirada do dispositivo de progesterona da IATF a ovulacdo e IATF a
ovulacdo (meédia + desvio-padrdo), em funcdo dos tratamentos com CE e BE em
protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo em novilhas mesticas.

Tx. Cresc. Eol Diam. Intervalo a ovulagéo*
TRAT (mm/dia)  Tol.dom. Retirada do dispositivo IATF (h)
(mm) de progesterona (h)
TCES8 0,81+0,63 10,97+£1,24 60,60+3,69? 13,20+3,79
TBE9 0,89+0,26 9,77+1,36 74,75+15,17° 23,00+£14,28

CE: cipionato de estradiol; BE: benzoato de estradiol; IATF: Inseminac¢édo Artificial em Tempo Fixo; Tx.
Cresc. Fol. (mm/dia): taxa de crescimento folicular em mm por dia; Diam.fol.dom. (mm): didmetro do
foliculo dominante em mm no dia 10 do tratamento; TCES8: tratamento com Cipionato de Estradiol
aplicado no dia 8; TBE9: tratamento com benzoato de estradiol aplicado no dia 9.

Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05)
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As reduzidas taxas de crescimento (mm/dia) observadas nas novilhas do
experimento estdo possivelmente relacionadas as diferencas de padrdes
endocrinolégicos de liberacdo de LH mediado pelas concentracdes circulantes do
dispositivo de Py.

Nao houve diferenca no didametro do foliculo dominante no dia 10 para os
tratamentos com CE e BE, conforme verificado na Tabela 2. As fémeas tratadas com
CE obtiveram um diametro de 10,97+1,24mm, enquanto as fémeas submetidas ao
tratamento com BE obtiveram um diametro de 9,77+1,36mm. Vasconcelos et al.
(2001) e Ferraz et al. (2010), relacionaram foliculos com maiores diametros
ovulatérios a indices de concepc¢do superiores.

Sa Filho et al. (2013) em um experimento com novilhas Bos taurus indicus,
qgue receberam 1mg de CE como indutor da ovulacéo, na retirada dos implantes de
P4, obtiveram um foliculo no dia 10 com o didmetro de 11,3+0,4mm. Colazo, Kastelic
e Mapletoft (2003) trabalhando com novilhas mesticas registraram 11,3+2,1mm no
foliculo dominante do dia 10, com aplicacdo de 1mg de CE concomitante a retirada
da P4,. Novamente, Colazo, Kastelic e Mapletoft (2003) em estudo com novilhas
mesticas avaliaram o didmetro do foliculo dominante, compararam novilhas tratadas
com CE no dia 8 (11,3+2,1mm), com novilhas tratadas com BE 24h depois da
retirada de P4, no dia 9 (9,8+1,5mm). Todos os trabalhos mencionados acima
obtiveram resultados semelhantes ao do presente trabalho.

Borges et al. (2001) estudaram o crescimento folicular ovariano sem o uso de
indutores de ovulacdo, em 26 novilhas mesticas Holandés-Zebu, por meio de
acompanhamento ultrassonogréfico diario a partir do dia do estro e constataram que
os diametros maximos dos foliculos dominantes foram de aproximadamente
11,7mm, corroborando aos diametros para CE e BE, deste experimento.

A utilizagdo de estratégias buscando aumentar o diametro do foliculo
ovulatorio séo alternativas para melhorar a eficiéncia dos protocolos de
sincronizagdo. A mensuracao do foliculo pré-ovulatério, € considerado caracteristica
importante em protocolos de IATF, pois esta relacionado ao tamanho do corpo luteo
e consequente producdo de progesterona no diestro subsequente, essencial para a
manutencdo da gestacdo apos a fertilizacdo. Dessa forma, a taxa de prenhez em
fémeas submetidas a IATF pode ser comprometida na inducdo da ovulacdo de
pequenos foliculos, com formagédo de pequenos corpos liteos e, por conseguinte,
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menor producdo de progesterona, sendo que baixos niveis de progesterona
circulante suprime o desenvolvimento embrionario inicial (COLAZO; KASTELIC;
MAPLETOFT, 2003).

Sendo assim, a utilizacdo de indutores de ovulacdo que resultem em foliculos
de maior tamanho, podem incrementar o0s resultados dos protocolos de
sincronizacgao.

Houve diferenca no tempo (em horas) da retirada do dispositivo de
progesterona a ovulacdo entre os tratamentos com CE e BE, conforme verificado na
Tabela 2. As fémeas tratadas com CE ovularam em média 60,60+3,69 horas apds a
retirada do dispositivo de progesterona, enquanto as fémeas submetidas ao
tratamento com BE ovularam com 74,75+15,17 horas apos a retirada do dispositivo
de progesterona.

O resultado do uso do CE se assemelham aos obtidos por Lopes et al. (2000),
no qual a ovulagcdo em novilhas, ocorreu em média 60 a 62h ap6s a aplicacdo de
CE. Martinez et al. (2002) avaliaram 10 novilhas com o uso do BE 24h como indutor
de ovulacdo e conseguiram média de 72h para esta variavel, corroborando aos
dados do presente trabalho (Tabela 2).

Todavia, em estudo realizado por Reis et al. (2004), aponta que o uso do
cipionato de estradiol no dia 8 em protocolos de IATF como indutor de ovulacdo em
vacas nelore resulta em atraso nas ovulac¢des (acima de 80h), sendo que estas
ovulacdes ndo foram sincronizadas (80,0+4,8h; 85,1+4,4h). Comparando ao estudo
de Reis et al. (2004), Martins et al. (2005) em protocolos de IATF encontraram
ovulagdes mais sincronizadas com o uso do BE no dia 9 (67,4+1,69h) quando
comparado ao CE no dia 8 (76,8+2,82h). Fato este que ndo ocorreu no presente
experimento.

No presente experimento, o tempo da retirada do dispositivo de progesterona
a ovulacéo foi maior (p<0,05) para o tratamento com BE quando comparado ao CE
(Tabela 2), observa-se que, numericamente, os animais do tratamento CE no dia 8
apresentaram foliculos de 10,97+1,24mm e ovularam mais cedo, enguanto as
fémeas tratadas com BE apresentaram foliculos de menor didmetro (9,77+1,36mm)
e ovularam mais tarde (Tabela 2). Segundo Gimenes et al. (2008) quanto maior o
tamanho do foliculo, menor é o tempo para que estes foliculos ovulem.

N&o houve diferenca quanto ao intervalo da inseminagéo artificial a ovulacao
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(p>0,05) (Tabela 2). As melhores taxas de concepgdo sSe concentram em
inseminagdes realizadas entre 12 e 24h antes da ovulagdo (SA FILHO et al., 2013).
Portanto, existe um intervalo de 12h para que as inseminacfes sejam realizadas,
sem que haja comprometimento dos indices reprodutivos (ROELOFS et al., 2006).
Verifica-se que mesmo com a variabilidade no tempo entre a IATF a ovulagdo, no
presente estudo, os animais foram inseminados no momento propicio, como mostra
a tabela 2.

Os resultados para taxa de ovulacdo e taxa de prenhez para as novilhas
mesticas submetidas aos tratamentos com CE e BE estdo sumariados na Tabela 3. A
taxa de ovulacdo dos animais tratados com BE foi de 40% (p<0,05) sendo que, dos
10 animais avaliados, seis ndo responderam ao tratamento. As baixas taxas de
ovulacdo observadas no presente estudo, para este tratamento, podem ser
explicadas pela presenca de foliculos imaturos, incapazes de responder ao pico de
LH induzido pela administracdo do BE. A auséncia de crescimento destes foliculos
ocorre por uma escassez de receptores de LH como apontado por Gimenes et al.
(2008), ocorrendo atresia folicular e perda da capacidade ovulatéria. Além disso,
fatores relacionados a sensibilidade individual a progesterona liberadas pelos
dispositivos, podem interferir sobre os resultados da ovulacdo, por exercer feedback

negativo sobre aumento da frequéncia dos pulsos de LH (CARVALHO et al., 2008).

Tabela 3 - Taxa de ovulacéo (%) e taxa de prenhez (%) em funcéo dos tratamentos
com TCE8 e TBE9 em protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo em
novilhas mesticas.

Tratamento Taxa de Ovulacéao (%) Taxa de Prenhez (%)
TCES8 90,00% 37,03%
TBE9 40,00° 37,03°

Comparacéo de médias pelo teste qui quadrado (x”~ p=0,05)

No entanto, € importante ressaltar que, possivelmente, de acordo com a
Tabela 1, observa-se que ja havia uma diferenca no numero de foliculos dominantes
no D8 para os animais selecionados aleatoriamente para o grupo TCES8, o que
sugere, que pode nédo ter sido o tratamento que influenciou o resultado de taxa de
ovulacdo entre os grupos e sim, que ja havia uma tendéncia dos animais do TCES8

em ovularem pela presenca do maior numero de foliculos dominantes no D8.



41

Dados semelhantes para taxa de ovulacdo (39,1%) foram registrados por
Carvalho (2004) que obtiveram em novilhas B. taurus indicus, utilizando BE como
indutor de ovulagcdo. Adicionalmente, Cavalieri et al. (2002), trabalhando com
novilhas cruzadas e Pegorer (2009) com novilhas nelore, obtiveram taxa de ovulagéo
de 69,6% e 65%, respectivamente.

Em contraste, o aumento taxa de ovulacdo nas novilhas do tratamento com
CE, de 90,0% (Tabela 3) pode estar relacionada ao maior diametro do FD. A taxa de
ovulacdo para CE, foi similar as registradas por Rodrigues et al. (2013) e S& Filho et
al. (2013) que induziram a ovulacdo em novilhas nelore com CE e obtiveram uma
taxa de 85% e 81,5%, respectivamente. Para Rodrigues et al. (2013) o CE elevou as
concentracfes periféricas de estradiol, aumentando, por conseguinte o estimulo
ovulatorio.

A taxa de prenhez registrada no presente experimento para os dois
tratamentos foi de 37,03%. N&o houve associacao significativa entre tratamento e
prenhez. Demonstrando assim que o tratamento ndo influenciou na prenhez.
Meneghetti et al. (2009) também néo verificaram diferencas na taxa de prenhez
entre vacas de corte que receberam cipionato de estradiol (50,8%) concomitante a
remocao do dispositivo de progesterona ou o benzoato de estradiol (51,9%) aplicado
24h depois da remocdo do implante. Uslenghi, Chayer e Callejas (2010) néo
observaram diferencas na porcentagem de prenhez na IATF em novilhas, utilizando
1mg de CE (50%) na retirada do dispositivo de P4, em comparagdo com a
administragao de BE 24h depois (59%).

Ainda, Chesta et al. (2009a), trabalhando com novilhas mesticas, obtiveram
taxa de prenhez de 57,4% quando utilizaram 1mg de CE no D8 concomitante a
retirada do dispositivo. Também, em novilhas holandesas, Chesta et al. (2009b)
obtiveram 66,3% e 54,4% de prenhez utilizando 1mg de CE na retirada do
dispositivo e BE 24h depois, respectivamente, demonstrando diferenca entre os
tratamentos (p<0,05).

Adicionalmente, os resultados obtidos no presente estudo se encontraram
dentro da variacdo de prenhez, para a implantacdo de protocolos de IATF, que séo
de 23,6% a 74,4% (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003 e COLAZO et al., 2004).
Apesar desta larga margem, resultados que correspondem a taxa de prenhez acima
da média ndo foram alcangados. No entanto, tem sido relatado que a sincronizagao
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do estro com a utilizacdo do dispositivo de P4 resulta em uma baixa fertilidade no
primeiro servico (TORRES et al., 2010). Além disso, ndo deve-se descartar o efeito
do clima, se tratando de um ano atipico, veranicos prolongados, inicio antecipado do
periodo de seca e com a precipitacdo anual muito abaixo da média, 1190 mm
(INCAPER, 2014), o que podem ter prejudicado o desenvolvimento das pastagens e
desempenho animal, assim, contribuiram para que ndo se alcancasse indices
proximos de 50%, que seriam ideais. Moreira (2013) relatou que a restricao
alimentar prolongada prejudicou a atividade ciclica das novilhas por suprimir a
liberacdo do LH em pulsos de alta freqliéncia, necesséarios para o crescimento dos
foliculos ovarianos até o estagio pré-ovulatoério.

Adicionalmente, o stress também € um importante fator negativo que suprimi
a secrecao de LH (FERREIRA, 2010), e Bos taurus indicus x Bos taurus taurus séo
mais temperamentais do que as racas taurinas (MENEGHETTI et al., 2009). Motivo
pelo qual, justifica a comparacao de protocolos com diferentes indutores do estimulo
ovulatorio, no intuito de reduzir o trabalho e manejo com os animais. Dessa forma
Colazo, Kastelic e Mapletoft (2003) avaliaram os efeitos da utilizacdo de CE no dia 8
e BE no dia 9 em novilhas de corte, e relataram que o tratamento com CE poderia
ser realizado no momento da retirada do dispositivo de P4, e a IATF realizada 48h
mais tarde, reduzindo o manejo e stress, sem efeitos negativos sobre a taxa de
prenhez (63,33%, 63,1% para CE e BE, respectivamente).

Contudo, a utilizacdo de CE na retirada do dispositivo intravaginal, permite
reduzir o niumero de manejos dos animais sem afetar a taxa de prenhez a IATF
guando comparada ao BE, em novilhas mesticas de corte ou de leite. Assim, o CE
pode substituir o BE como indutor de ovulagdo em protocolos de IATF, reduzindo

trabalho e custo.
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5. CONCLUSOES

A utilizacdo do Cipionato de estradiol no dia 8, em protocolos de IATF em
novilhas mesticas, resultou em menor tempo para a ovulacéo a partir da retirada do
implante de progesterona.

N&o houve diferenga na taxa de prenhez de novilhas mesticas submetidas a
tratamento com cipionato de estradiol no dia 8 e benzoato de estradiol no dia 9 em
protocolos de IATF, no entanto, a utilizacdo do cipionato de estradiol comparado ao
benzoato de estradiol, € mais vantajosa visto que reduz o nimero de manejos,

diminuindo o estresse dos animais e otimiza a mao de obra.
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