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Titulo da proposta: "Progesterona Injetdvel pode ser utllizada para Inducdo de ciclicidade em noviihas da raga Nelore (Bos
indicus).".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais FMVZ (o 006395)

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia da Universidade de S3o Paulo, no
cumprimento das suas atribuigdes, analisou e APROVOU a Emenda (versao de 22/abril/2020) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de 209,1
milhdes de cabegas no ano de 2015. Aproximadamente 80% deste rebanho é composto por ragas zebufnas (Bos indicus),
principalmente da raca Nelore, ocupando uma drea de 167 milhdes de hectares (ABIEC, 2016), dentro deste rebanho cerca de 20%
sdo novilhas de 12 a 36 meses. O cendrio busca eficiéncia, devido a produgao de alimentos. A lucratividade no sistema de cria estd
intimamente ligada a eficiéncia reprodutiva. Para ser eficiente é necessério adogéo de tecnologias. No contexto pecudrio, em
infraestruturas, nutricdo, pastagens e reprodugao. Em reprodugao especificamente uma delas é a biotecnologia da inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF), sendo assim com o melhoramento genético no maior nimero de fémeas visando aumento da
eficiéncia reprodutiva e consequentemente a produtividade da pecuéria brasileira. Para a produgdo de um bezerro/matriz/ano é
importante o ndo atraso na concepgao, para nao refletir na producdo de bezerros diminuir o sucesso econémico da atividade.
Novilhas pré-plberes no inicio da estagdo de monta, devido ao atraso na puberdade é um entrave para lucratividade do sistema de
produgao. Novilhas que parem mais cedo tém maior vida reprodutiva do que as mais tardias, sendo as mais precoces as que
apresentam o primeiro parto préximo aos 24/25 meses de idade, ou seja, primeira cobertura/inseminagao artificial aos 15 meses,
sendo assim alcangam a produtividade maxima (PATTERSON et al., 1992), por produzirem mais bezerros durante sua vida
produtiva (MARTIN et al., 1992). Animais de origem Bos taurus apresentam puberdade mais cedo e com uma menor relacdo de
peso corporal adulto quando comparados a novilhas Bos indicus (RODRIGUES, et al, 2002). Geralmente, em novilhas Bos taurus a
puberdade ocorre entre 10 e 15 meses com cerca de 270 a 350 Kg (FERRELL, 1982). Animais Bos indicus a puberdade ocorre
tardiamente entre 22 e 36 meses, refletindo na idade ao primeiro parto, que estd entre 44 - 48 meses de idade (NOGUEIRA, 2004).
Novilhas cruzadas apresentam puberdade mais tardiamente que novilhas Bos taurus (PERRY et al., 1991), porém mais cedo que
novilhas Bos indicus (RESTLE et al., 1999). O objetivo do estudo sera comparar a eficiéncia do protocolo de indugdo de ciclicidade
utilizando P4 injetdve ou um dispositivo intra-vaginal de P4 de 42 uso, na taxa de resposta a indugdo e taxa de prenhez comparados
com animais ja ciclando em novilhas Nelore (Bos indicus). Serdo verificados as taxas de resposta de indugao a ciclicidade e a taxa
de prenhez da segunda ovulagdo avaliada por ultrassonografia 30 dias apés a IATF. .

Comentério da CEUA: "Nao existem 6bices éticos para a aprovacéo desta emenda. Serdo avaliados animais que 4 seriam
protocolados para o procedimento de IATF, com pequenas modificagées. Nao foi apresentado o novo TCLE assinado. Como os
dizeres do TCLE anterior estdo adequados e esta Comissao avalia um "modelo" do TCLE consideramos a emenda aprovada, mas
ressaltamos que é de responsabilidade do pesquisador manter os documentos assinados pelo perfodo de 5 anos apés o término da
proposta e que estes devem estar a disposi¢do.".

AL i

Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna Camilla Mota Mendes
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo
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We certify that the proposal "Efficiency of protocol of ciclicity induction with handle unique use injectable progesterone long action
in Nellore heifers (Bos indicus).”, utilizing 528 Bovines (528 females), protocol number CEUA 8942160120 (i o07705), under the
responsibility of Pietro Sampaio Baruselli and team; Augusto Rodrigues Felisbino Neto - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human belngs), for sclentific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the School of Veterinary Medicine and Animal Science (University of Sao Paulo) (CEUA/FMVZ) in the
meeting of 04/08/2020.
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Sao Paulo, 08 de abril de 2020
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Prof, Dr. Marcelo Bahia Labruna Camilla Mota Mendes
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sdo Paulo
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os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
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Sampalo Baruselll and team; Augusto Rodrigues Felisbino Neto - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the School of Veterinary Medicine and Animal Science (University of Sao Paulo) (CEUA/FMVZ) in the meeting of 12/17/2019.
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Sdo Paulo, 18 de dezembro de 2019

&ledcm Teolor——

Profa. Dra. Anneliese de Souza Traldi Roseli da Costa Gomes
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Secretaria
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo
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October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
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Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna Camilla Mota Mendes
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
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RESUMO

FELISBINO NETO, A. R. Estratégias para otimizar o protocolo de IATF em
novilhas Nelore (Bos indicus). 2021. 107 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2021.

Os objetivos dos estudos foram: Avaliar protocolos de inducao de ciclicidade (IC)
previos a IATF (Expl e 2); Estudar diferentes doses de eCG na remocdo do
dispositivo de P4 (Exp3) e avaliar a permanéncia do dispositivo (PD) de P4 (7 ou 8
dias) no protocolo de sincronizacdo para IATF (Exp4). Todos 0s experimentos em
novilhas Nelore. Expl, 992 animais com 24,0+3,10 meses de idade foram avaliados
guanto a presenca de CL e divididos em: Animais S/CL, 1) Disp4°uso (n= 281); 2)
P4Inj [150mg de P4 injetavel, (n=276)], ambos receberam 0,5mg de CE (cipionato de
estradiol) 12 dias apos e, 3) Animais C/CL (Cicl, n=414, sem tratamento). Em um
subgrupo de animais (n=21), amostras de sangue foram colhidas para dosagem de
P4. Exp2, 528 animais de 14 meses de idade foram divididos em: Controle (sem
tratamento, n=138); Disp4°uso (dispositivo de P4 por 12 dias; n=134); P4Inj+CE
(n=126) e P4Inj (n=130). O grupo Disp4°uso e P4inj+CE receberam 0,5mg de CE 12
dias ap0ds o tratamento com P4. Exp3, 398 animais de 24,0+1,12 meses de idade
tratados ou ndo com [0; 200; 300 (Ul)] de eCG na remocao do dispositivo de P4.
Exp4, 1.211 animais de 24 meses de idade receberam protocolo com 7 (P47d) ou 8
(P48d) dias de permanéncia de P4. No Expl, as concentracdes plasméaticas de P4
foram semelhantes nos grupos tratados com P4 até 11 dias apds o tratamento
(>1ng/ml). E também foram superiores ao Controle (0,56+0.2° ng/mL). A presenca
de CL no DO [DispP4=80,8% (227/281); P4Inj=82,6% (228/276); P=0,34] e a taxa de
prenhez (TP) a IATF [DispP4=50,53% (141/281); P4Inj=51,45% (142/276);
Cicl=51,45% (213/414); P=0,96] foram semelhantes. No Exp2 os grupos tratados
para IC aumentaram a presenca de CL no DO (Controle=30,8%"; Disp=66,2%? vs P4
Inj+CE=57,9%% P4inj=56,9%% P<0,001) e a TP a IATF (Controle=23,9%";
Disp=38,8%" P4Inj+CE=29,0%%; P4inj=40,6%% P<0,001). Entretanto, sem
diferencas quanto a fonte de P4 e a adicdo ou ndo de CE ao final do protocolo de IC.
No Exp3, a eCG aumentou as taxas de ovulacdo (P=0.002) e TP no D40 (P=0.05) e
D70 (P=0.02). Nao houve efeito de dose de eCG na TP no D40 (P=0.89) e D70
(P=0.98). No Exp4, sem diferencas na TP no D30 entre os grupos [P47d=56,2%



(333/593) VS P48d=51,3% (317/618); P=0,67]. Entretanto, houve interacéo (P=0,05)
PD*manejo nutricional para a TP a IATF. A TP melhorou no P47d somente nas
fazendas que realizavam a suplementacdo nutricional [P47d=59,2% (261/441);
P48d=51,0% (225/441); P=0,01]. Nao houve melhora nas fazendas que nao
realizavam suplementacdo protéico/energética [P47d=47,4% (72/152); P48d=52,0%
(92/177); P=0,41]. Conclui-se que: 1) a P4inj de longa acéo induz ciclicidade (Expl);
2) ndo é necessaria a administracao de CE 12 dias ap0s o inicio do tratamento com
P4inj para aumentar a eficiéncia da IC (Exp2); 3) a dose de eCG na remocao do
dispositivo de P4 pode ser reduzida para 200Ul, sem comprometer a eficiéncia do
protocolo de IATF (Exp3) e; 4) a reducéo da PD intravaginal de P4 de 8 para 7 dias
em fazendas que realizam suplementacéo nutricional proteico/energética aumenta a
TP & IATF (Exp4).

Palavras-chave: Novilha Nelore. Inducéo de ciclicidade.



ABSTRACT

FELISBINO NETO, A. R. Strategies to optimize the IATF protocol in Nellore
heifers (Bos indicus). 2021. 107 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2021.

The objectives of the studies were: Evaluate cyclicity induction (CI) protocols prior to
FTAI (Expl and 2); Study different eCG doses on removal of the P4 device (Exp3)
and assess the permanence of the P4 device (PD) (7 or 8 days) without
synchronization protocol for FTAI (Exp4). All experiments in Nellore heifers. Exp1,
992 animals with 24.0 + 3.10 months of age were adopted for the presence of CL and
divided into: Animals S/CL, 1) Disp4°use (n=281); 2) P4Inj [150mg of injectable P4,
(n = 276)], both received 0.5mg of EC (estradiol cypionate) 12 days after and, 3)
C/CL animals (Cicl, n=414, no treatment). In a subgroup of animals (n=21), blood is
collected for P4 measurement. Exp2, 528 animals 14 months of age divided into:
Control (no treatment, n=138); Disp4°use (P4 device for 12 days; n=134); P4Inj + CE
(n=126) and P4Inj-CE (n=130). The Disp4°use and P4inj + EC group received 0.5mg
of EC 12 days after treatment with P4. Exp3, 398 animals of 24.0 £ 1.12 months of
age treated or not with [0; 200; 300 (IU)] of eCG on removal of the P4 device. Exp4,
1,211 animals 24 months of age received a protocol with 7 (P47d) or 8 (P48d) days
of P4 permanence. In Expl, plasma P4 concentrations were similar in P4-treated
groups up to 11 days after treatment (>1ng/ml). And they were also superior to the
Control (0.56+0.2b ng/mL). The presence of CL on DO [Disp P4=80.8% (227/281);
P4Inj=82.6% (228/276); P=0.34] and the pregnancy rate (TP) at the FTAI [Disp
P4=50.53% (141/281); P4Inj=51.45% (142/276); Cycl=51.45% (213/414); P=0.96]
were similar. In Exp2 the groups treated for HF increased the presence of CL on DO
(Control=30.8%"; Disp=66.2%" vs P4Inj+CE=57.9%% P4inj-CE=56.9%% P<0.001)
and PT at FTAI (Control=23.9%" Disp=38.8%% P4Inj+CE=29.0%; P4inj-
CE=40.6%?; P<0.001). However, there were no differences regarding the source of
P4 and the addition or not of CE at the end of the CI protocol. In Exp3, eCG
increased ovulation rates (P=0.002) and TP in D40 (P=0.05) and D70 (P=0.02).
There was no eCG dose effect on PT at D40 (P=0.89) and D70 (P=0.98). In Exp4, no
differences in PT on D30 between groups [P47d=56.2% (333/593) vs P48d=51.3%
(317/618); P=0.67]. However, there was interaction (P=0.05) PD*nutritional
management for TP to FTAIL The TP improved in P47d only in farms that performed



nutritional supplementation [P47d=59.2% (261/441); P48d=51.0% (225/441);
P=0.01]. There was no improvement on farms that did not perform protein/energy
supplementation [P47d=47.4% (72/152); P48d=52.0% (92/177); P=0.41]. It is
concluded that: 1) the long-acting P4inj induces cyclicity (Expl); 2) the administration
of EC 12 days after the start of treatment with P4inj is not necessary to increase the
efficiency of the IC (Exp2); 3) the dose of eCG upon removal of the P4 device can be
reduced to 200IU, without compromising the efficiency of the FTAI protocol (Exp3)
and; 4) the reduction of intravaginal PD of P4 from 8 to 7 days in farms that perform

nutritional protein/energy supplementation increases the TP at FTAI (Exp4).

Keywords: Nelore Heifer. Induction of cyclicity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
cerca de 221,81 milhdes de cabecas. Aproximadamente 80% deste rebanho &
composto por zebuinos (Bos indicus), principalmente da raca Nelore. O
rebanho bovino brasileiro ocupa uma é&rea de 164,96 milhdes de hectares
(ABIEC, 2018) e dentro deste rebanho cerca de 20% sao dos animais sao da
categoria novilhas de 12 a 36 meses. A pecuaria brasileria busca o aumento da
eficiéncia para producdo de alimentos em quantidade e com qualidade. A
lucratividade no sistema de cria estd intimamente ligada a eficiéncia
reprodutiva. Entretanto, para que a pecuaria seja eficiente € necessario adocao
de tecnologias. Na area de reproducdo, a biotecnologia da inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF) tem colaborado significativamente para o
melhoramento genético e da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, com
consequente aumento da produtividade da pecuéria brasileira (Baruselli et al.,
2017a).

A IATF pode ser utilizada em fémeas zebuinas pré-puberes de 24
meses (SA FILHO et al., 2010c), o que reduz a idade ao primeiro servico e,
consequentemente, a idade ao primeiro parto (DAY; NOGUEIRA, 2013). A
idade a puberdade e a idade ao primeiro parto afeta diretamente a vida
produtiva da vaca (LESMEISTER; BURFENING; BLACKWELL, 1973). Desta
forma, quando a primeira paricao ocorre aos quatro anos de idade, o indice de
desfrute do rebanho fica em torno de 10%. Esse indice aumenta efetivamente
com a antecipacdo da idade a primeira paricdo. Antecipando o primeiro parto
para 24 meses de idade, ou seja, acasalando novilhas aos 15 meses de idade,
os indices de desfrute do rebanho atingem 40%, alcancando elevada
produtividade (PATTERSON et al., 1992; FRIES; ALBUQUERQUE, 1999).

De acordo com Baruselli et al. (2017b), estudos foram conduzidos para
avaliar trés sistemas de producdo. Avaliou-se a eficiéncia de novilhas de
reposicado em uma propriedade de cria com 1000 matrizes em reproducdo com
70% de taxa de desmane. No primeiro sistema as novilhas ficam gestantes aos
36 meses, no segundo aos 24 meses e no terceiro, utilizando o modelo
precoce, aos 14 meses de idade. Verifica-se que com a antecipacdo da idade a

primeria concepcao e ao primeiro parto ocorre a eliminacédo de categorias na
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fazenda, resultando na reducéo de até 26% na area necesséria para manter 0s
animais na propriedade. Nota-se, também, aumento na taxa de desfrute de
25,4% (sistema reprodutivo que emprenha as novilhas aos 36 meses de idade)
para 34,1% (sistema reprodutivo que emprenha novilhas precoces aos 14
meses de idade). Este aumento da eficiéncia € explicado principalmente pela
retirada de categorias animal da fazenda (novilhas de 24 a 36 meses e de 36 a
48 meses). Com a utilizacdo dessa tecnologia € possivel aumentar a
quantidade de vacas na propriedade, resultando em maior producdo de
kg/bezerros/had no sistema de cria brasileiro. Novilhas de origem Bos taurus
apresentam puberdade precocemente e com uma menor relagdo de peso
corporal adulto quando comparados a novilhas de origem Bos indicus
(RODRIGUES et al., 2002). Geralmente, em novilhas Bos taurus a puberdade
ocorre entre 10 e 15 meses com cerca de 270 a 350 Kg (FERRELL, 1982).
Animais Bos indicus a puberdade ocorre tardiamente entre 22 e 36 meses,
refletindo na idade ao primeiro parto, que esta entre 44 - 48 meses de idade
(NOGUEIRA, 2004). Novilhas cruzadas apresentam puberdade mais
tardiamente que novilhas Bos taurus (PERRY et al., 1991), porém mais cedo
gue novilhas Bos indicus (RESTLE et al., 1999).

No entanto, embora o0s programas de sincronizacdo da ovulacdo
utilizados atualmente apresentem resultados satisfatéorios em animais
zebuinos, tais protocolos hormonais desenvolvidos e utilizados em vacas
lactantes podem nédo apresentam resultados satisfatérios quando utilizados em
novilhas (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009). Diante disso, a
idade a puberdade e o0 momento em que ocorre esse evento fisiolégico pode
determinar o0 momento da concepgao durante a primeira estacao reprodutiva,
com impactos na produtividade da fémea durante sua vida reprodutiva e,
consequentemente, a eficiéncia econdmica do sistema de criacdo. Entretanto,
para animais que ainda nao atingiram a puberdade espontaneamente no inicio
da estacéo reprodutiva, existe a possibilidade de protocolos para de inducédo da
puberdade (DAY; NOGUEIRA, 2013).

Para a ocorréncia da puberdade é necessaria uma gradativa diminuicao
da sensibilidade hipotalamica ao estradiol, consequentemente elevando a
liberacdo de LH, que estimula o crescimento folicular e a producédo de

estrogeno (NAKADA et al., 2000). O aumento na producéo de estrégeno causa
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retroalimentagéo positiva no hipotalamo, liberando pico de GnRH, estimulando
a hipofise a liberagdo do pico pré-ovulatério de LH, que culmina com a
ovulacdo do foliculo dominante e formacdo do corpo lateo (EVANS et al.,
1994). Diversos fatores podem estimular o inicio da puberdade, entre eles a
nutricdo, a bioestimulacdo, a genética e a idade. Entretanto, existe a
possibilidade de inducdo da puberdade por protocolos hormonais a base de
progestagenos ou progesterona sintética, que reduz a quantidade de
receptores de estradiol no hipotdlamo, o que por sua vez reduz a
retroalimentagdo negativa do estradiol na liberacdo de GnRH. Esses
tratamentos resultam no aumento na liberacdo de LH, um dos mecanismos
responsaveis pela inducéo de puberdade (DAY et al., 1998).

A resposta a sincronizagdo, o tamanho do foliculo dominante (FD) ao
final do protocolo e a taxa de ovulacdo séo determinantes para o0 sucesso dos
programas de IATF em novilhas. Os foliculos de novilhas Bos indicus de 24
meses devem atingir um diametro minimo de 7,0 mm para alcancar capacidade
ovulatoria (GIMENES et al., 2008). Entretanto, foliculos de maiores diametros
resultam em maiores taxas de ovulacdo, com formacédo de corpos luteos de
maior tamanho associados a maiores concentracdes circulantes de
progesterona e, consequentemente, maior sucesso na IATF (SA FILHO et al.,
2010b, 2011) e menor perda gestacional (MANN; PAYNE; LAMMING, 2001).

A administracdo de gonadotrofina coridnica equina (eCG) pode
incrementar a eficiéncia dos protocolos de IATF em novilhas zebuinas. O uso
da eCG aumenta a taxa de ovulacdo e a concentracdo circulante de
progesterona no ciclo estral subsequente a sincronizagdo (BARUSELLI et al.,
2004a), além de aumentar a taxa de prenhez a IATF (DIAS et al., 2009) nessa
categoria. Os efeitos positivos do tratamento com eCG estéo relacionados com
mudancas na taxa de crescimento do foliculo dominante e com aumento no
diametro do foliculo ovulatério e do CL formado (MENEGHETTI et al., 2009).
Estudos evidenciaram correla¢des positivas entre a concentracdo plasmatica
de progesterona e taxa de prenhez (BINELLI et al., 2001), sendo o tratamento
com eCG uma ferramenta importante para melhorar a concentracéo plasmatica
de progesterona no ciclo estral subsequente a IATF (BARUSELLI et al., 2000),
devido principalmente a sua acéo luteotréfica (RIGOGLIO et al., 2013).
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Os protocolos de sincronizagdo da ovulacdo para IATF mais
frequentemente utilizados em Bos indicus apresentam duracédo da permanéncia
do dispositivo de progesterona por 8 (SA FILHO et al., 2010) ou por 9 dias
(MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009). Entretanto, protocolos de 7
dias tém sido estudados como uma alternativa para a sincronizacdo da
ovulacédo (SANTOS et al., 2018; FERRAZ JR et al., 2016; MADUREIRA et al.,
2020). Prata et al. (2020) compararam protocolos de IATF a base de E2/P4
com 7, 8 ou 9 dias de permanéncia do dispositivo intravaginal de P4. Os
resultados evidenciaram fertilidade similar entre esses protocolos
independentemente da duracdo do periodo de exposicdo de P4. Esses dados
suportam a flexibilidade dos cronogramas de IATF para a gestdo reprodutiva
operacional em rebanhos Bos indicus de corte.

Dados de estudos realizados por Barbuio et al. (2020) com novilhas
Nelore submetidas a protocolos com diferentes duragbes (7 x 8 dias
permanéncia do dispositivo de P4) evidenciaram aumento na expressdo de
estro no grupo com 8 dias [54.5% (220/404) vs. 48.4% (182/376)], mas a taxa
de prenhez néo diferiu entre os grupos [8 dias = 44.3% (179/404) vs. 7 dias =
47.3% (179/376)]. Entretanto, a taxa de ovulagéo antecipada (entre a remocéao
do dispositivo de P4 e a IATF) foi maior no grupo com 8 dias do que no grupo
com 7 dias [16.7% (13/78) versus 4.7% (4/85)]. Felisbino neto et al. (2019),
checaram a taxa de ovulagdo antecipada (animais que ovulam entre a retirada
do dispositivo intravaginal de P4 e a IATF), em 301 novilhas Nelore,
evidenciando 30,3% detaxa de ovulacdo antecipada. Esses autores néo
encontraram interacao entre a taxa de ciclicidade no DO e a taxa de ovulagéo
na taxa de prenhez a IATF. As novilhas que apresentaram ovulacdo antecipada
possuiam maior diametro do foliculo dominante no dia da retirada do
dispoisitivo intravaginal de P4 (D8; 11,1+1,55% vs. 9,6+2,22° mm), entretanto,
menor taxa de prenhez & IATF (22,9%; 19/83° e 42,9%; 82/191%) quando
comparadas com novilhas que nao apresntaram ovulagdo antecipada. Esses
dados suportam estudos com protocolos com duragéo de 7 dias para reduzir a
taxa de ovulacéo antecipada, e com isso, melhorar os resultados de fertilidade.

Com o objetivo de compreender melhor a resposta das novilhas Nelore

aos protocolos de sincronizagdo da ovulagcédo para IATF, este estudo busca
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avaliar diferentes estratégias para otimizar a eficiéncia dos procedimentos que

visam incrementar a performance reprodutiva dessa categoria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PUBERDADE EM NOVILHAS

Fisiologicamente, a puberdade em novilhas Bos taurus e Bos indicus
caracteriza-se por um aumento na concentracdo e frequéncia pulsatil de LH e
um decréscimo na sensibilidade do hipotalamo aos esterdides gonadais, com
participagdo ou ndo de neurotransmissores com capacidade de estimular ou
inibir a secrecao de LH, hormdnio responséavel pelo crescimento folicular e
inducdo da primeira ovulacdo. Os eventos fisiologicos relacionados a primeira
ovulagao s&o similares, tanto nas novilhas Bos taurus, quanto nas novilhas Bos
indicus, ocorrendo mais tardiamente em zebuinos (CARDOSO E NOGUEIRA,
2007).

Em bovinos, a pequena guantidade de estradiol (E2) secretada pelos
foliculos ovarianos apés 0 nhascimento é responsavel pela supressdo na
secrecao pulsétil de LH. De acordo com Day et al. (1984), a ovariectomia de
novilhas pré-puberes aumenta a frequéncia e a amplitude dos picos de
secrecdo de LH. Quando fémeas ovariectomizadas receberam uma
administracdo parenteral de E2, a frequéncia pulsatil de LH foi suprimida.

O inicio do aumento na secrecdo de gonadotrofinas reflete no grau de
maturidade do eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal (EVANS et al.; 1992; KINDER
et al.,1995; HONARAMOOZ, 1999). O LH tem a frequéncia de picos secretorios
aumentados no periodo (40 a 80 dias) que antecede a primeira ovulacdo
(MELVIN, 1999), seguido por um aumento transitorio da secrecdo de LH e FSH
entre sexta e vigésima quarta semanas de idade em novilhas Bos taurus
(SCHAMS et al., 1981). A concentracdo sérica de FSH permanece
relativamente estavel no periodo que antecede a ovulacdo (EVANS et al.,
1994). No periodo peri-pubere (30 a 80 dias antes da primeira ovulacdo), o
aumento da frequéncia dos picos de secrecdo de LH resulta no crescimento
dos foliculos antrais e aumento da producdo de estradiol. Em novilhas, a
concentragdo plasmatica de E2 permanece baixa até um més antes da
puberdade, quando aumenta gradualmente até o momento da primeira
ovulacdo (NAKADA et al., 2000).
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Figura 1. Modelo conceitual para mudancas enddécrinas responsaveis para a ocorréncia da

puberdade em novilhas. Adaptado de Day e Anderson (1998).

Pré-pubere Peri-pabere Pdbere

\ A \
|

Secrecao -
I
E2

feedback

- VARV,

Secrecao
GnRH

g AN

Diametro

Folicular

5

M
N

eS

SEES

Todo esse processo citado acima, comumente chamado de hipotese
“‘gonadostatica”, e proposta por Hohlweg e Dohrn apud Ojeda e Urbanski
(1994), descreve a dessensibilizardo aos esterdides gonadais, com diminui¢éo
do numero de receptores hipotalamicos durante o periodo de maturacdo
sexual, permitindo aumento da secre¢édo de gonadotrofinas.

Outra hipdtese para o inicio da primeira ovulagdo, conhecida como
“central”’, envolve a presenga de neurbnios com capacidade de estimular ou
inibir a secrecdo de gonadotrofinas, independentemente da acéo dos
esteréides gonadais. Esse conceito de que determinada area do sistema
nervoso central (SNC) controla o desenvolvimento sexual, originou a partir do
trabalho descrito por Donavan e Van Der Werff apud Ojeda e Urbanski (1994).
Estes autores demonstraram que lesdes no hipotalamo de ratas resultaram em
puberdade precoce. Entre esses, podemos destacar 0s neurotransmissores

capazes de estimular, como os aminoacidos excitatorios (glutamato, aspartato),
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neuropeptideo Y, noraepinefrina, noradrenalina e acido aspértico e de inibir,
como o GABA, dopamina, opidides enddgenos e endorfinas (CARDOSO E
NOGUEIRA, 2007). Como exemplo estimulatério, o glutamato (aminoacido) €
um importante neurotransmissor que age no SNC e desempenha uma
importante funcdo na secrecdo de substancias gonadotroficas (BRANN;
MAHESH, 1995). Ja estimulos inibitorios in vivo consideraram que o GABA
desempenha importante funcédo na secrecdo de gonadotrofinas. A infusdo do
GABA em regides hipotalamicas contendo neurdnios de GnRH inibe a
pulsatilidade de LH em ratas ovariectomizadas (CARBONE et al., 2002). De
acordo com Nogueira e Oliveira (2004), a inibicdo central exercida pelo GABA
pode estar presente em novilhas da raca Nelore durante o periodo de
maturacdo sexual.

Em novilhas, segundo Honaramooz et al. (2000), o aumento da secre¢ao
de LH esta relacionado a diminui¢do da retroalimentagcédo negativa do estradiol
sobre a secrecdo de GnRH, associado ao aumento da atividade de
neurotransmissores estimuladores, com capacidade de estimular ou inibir a
secrecao de LH. Aparentemente, nos bovinos, o0 mecanismo responséavel pela
contencdo gonadal envolve inibicdo hipotalamica, exercida pelos esterbides
gonadais e inibicdo ou excitacdo central exercida por aminoacidos, peptideos,
monoaminas e gases difusiveis, conhecido como mecanismo de acdo central
(HORVATH et al., 2001).

2.2 EFEITOS DA NUTRICAO, HORMONIOS METABOLICOS E ESTEROIDES
NO DESEMPENHO REPRODUTIVO DE NOVILHAS.

2.2.1 Hormonios metabolicos e Nutricao

A utilizacdo de novilhas jovens nos programas reprodutivos é
fundamental para diminuir o intervalo de geracdes e acelerar o ganho dos
programas melhoramento genético nos sistemas de producdo de gado de
corte. A apropriadas gestdo da nutricdo € critica para a idade a puberdade e
para o desempenho reprodutivo ao longo da vida da fémea bovina
(PATTERSON et al., 1992; WATHES et al., 2014). A deficiéncia nutricional em

novilhas de corte suprime, no hipotdlamo, a geracdo de picos de secrecao de
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LH (SCHILLO et al.,, 1983; RAWLINGS et al., 2003), atrasando a primeira
ovulacdo. Novilhas zebuinas criadas em regibes tropicais e corretamente
manejadas sob o ponto de vista nutricional tornam-se puberes aos 12,3 meses
e parem aos 27 meses de idade (FAJERSSON et al., 1991).

Diferentes fatores parecem estar envolvidos no mecanismo pelo qual a
nutricdo afeta a liberacdo de GnRH e, consequentemente, o inicio da
puberdade. Dentre eles, podemos citar a leptina, IGF-1, GABA, glutamato,
neuropeptideo Y, ativina, inibina (CARDOSO et al., 2007), e mais
recentemente, um novo peptideo e seus receptores foram identificados como
possiveis reguladores chave na ativacdo dos neurbnios GnRH (kisspeptina,
receptor GPR54; MAQUIVAR et al., 2011). Além disso, é sabido que neurbnios
liberadores de GnRH ndo expressam receptores para estradiol e, portanto,
existe a hipétese da existéncia de uma rede de comunicacdo entre 0s
neurdnios do hipotdlamo e a acdo de diferentes horménios citados acima,
modulando essa resposta (MAQUIVAR et al., 2011).

Discutivelmente o mais importante papel da leptina em bovinos de corte
€ controlar o inicio da puberdade (WYLIE et al., 2011). A leptina age através do
receptor GPR54, que esta presente nos neur6nios de kisspeptina (KISS1) no
hipotalamo (TENA-SEMPERE et al., 2006). A kisspeptina se liga aos neurbnios
de GnRH (Fig. 2) e estimula a sua liberacdo (ROSEWEIR et al., 2009). Quando
as novilhas pré-puberes crescem, elas depositam adipécitos que levam ao
aumento das concentracdes de leptina na corrente sanguinea. A leptina,
qguando alcanca um limiar, estimula a liberacdo de kisspeptina que age na
maturagcdo puberal dos neurénios de GnRH. A relacdo entre 0os neurdnios e a
associacao leptina-kisspeptina-GnRH fornece a explicacdo enddcrina para a
hipotese que relaciona o peso corporal e o escore de condicéo corporal (ECC)
com a puberdade em fémeas (KEISLER et al., 1999). Em um recente relato, a
leptina mostrou regular os receptores de GnRH nas células gonadroéficas na
hipéfise anterior (ODLE et al., 2018), sugerindo que a leptina pode agir tanto no
hipotalamo quanto na hipofise.

Outros hormdnios metabdlicos, como a grelina (secretada pelo trato
gastro-intestinal) tém sido relacionados como um sinal metabdlico de ingestéo
de alimentos e balanco energético (FERRINI et al., 2009; DELPORTE et al.,

2013). Concentracdes de grelina na corrente sanguinea de bovinos estédo
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elevadas durante restricdo de ingestdo de alimentos e durante o balanco
energético negativo (WERTZ-LUTZ et al., 2006; BRADFORD et al., 2008).
Receptores de grelina estdo presentes no hipotalamo e tém sido proposto que
a grelina também regulam os neurbnios GnRH. A insulina e a glicose séo
outros marcadores metabolicos influenciados pela nutricdo que impactam a
reproducao de fémeas bovinas de corte (LASKOWSKI et al., 2016; GRIMARD
et al.,, 1995). Novilhas Brahman mantidas em pastos subtropicais melhorados
tém concentracdes de insulina e glicose aumentadas quando comparadas com
novilhas mantidas em pastos normais (SAMADI et al., 2014), relacionando a

nutricdo com os marcadores metabdlicos e enddcrinos.

Figura 2. Modelo que apresenta o papel da kisspeptina e do neurénio kissl mediados pelo
efeito da leptina sobre a secrecdo de GnRH. Com a nutri¢cdo e o status metabdlico adequado
(figura da esquerda) existe um forte sinal da leptina sobre neurdnios Kissl, com positivo
impacto na funcéo reprodutiva (Adaptado de Tena-Sempere et al., 2006 e de D"Occhio et al.,
2019).
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O mecanismo pelo qual leptina, IGF1 e grelina interagem com o cérebro,
para regular a atividade dos neurdnios de GnRH, ainda n&do esta
completamente esclarecido. Informacdes atuais indicam que a leptina e o IGF1
estimulam a secrecdo de GnRH, enquanto a grelina apresenta efeito supressor.
Receptores para IGF1 s&o encontrados em neurbnios de GnRH e podem
influenciar diretamente na secrecdo de GnRH (DIVALL et al., 2010). A positiva
acao da leptina sobre o0 GnRH é mediada pelos neuropeptidios, Kisspeptina,
peptideo semelhante a galanina (GALP) e pro-opiomelanocortina (POMC,
precursor of a-MSH, GOTTSCH et al., 2004; CROWN et al., 2007). A acdo
negativa da grelina é mediada pelo neuropeptidio Y (LEBRETHON et al.,
2006). Um modelo de transicdo para a puberdade em novilhas propde que,
antes da puberdade, ocorre predominio da acdo da Grelina e NPY (Fig. 3),
mediando uma supressiva acdo sobre os neuronios de GnRH (ROA et al.,
2010). Com o crescimento das novilhas ocorre depésito de tecido adiposo que
estimula a producdo de letina pelos adipdcitos, que conjuntamente com a
kisspeptina, GALP e POMC, iniciam acdo estimulatoria sobre os neurdnios
GnRH. Durante a transicdo da fase pré-pubere para pubere, com o aumento da
dominancia da acdo enddcrina da leptina (Fig. 4), verifica-se aumento na
secrecdo de GnRH e ativacdo do sistema reprodutivo enddcrino da novilha
(ROA et al., 2010; PERRY et al., 2016).

A sensibilidade do hipotalamo ao estradiol declina no momento que a
novilha atinge a puberdade e é seguida pelo aumento de secrecdes
gonadotroficas e inicio da atividade ovariana. Essa hipotese foi inicialmente
testada em ratos e depois em novilhas (DAY et al., 1984). Dado o
conhecimento atual a respeito do balango dos sinais positivos e negativos nos
neurénios GnRH, é possivel que a puberdade ocorra com o aumento da
secrecdo de gonadotrofinas como resultado da melhor acdo estimulatoria nos
neurbnios de GnRH, sem o envolvimento na sensibilidade ao feedback
negativo ao estradiol (D’OCCHIO et al., 2019).
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Figura 3. Modelo para a acdo da grelina e da leptina durante o periodo de restricao
(insuficiente; grelina) ou ndo (suficiente; leptina) de energia para conceituar o papel desses
hormonios antes de depois da puberdade. Durante a fase de energia suficiente a leptina inicia
sinais positivos nos neurbnios de Kisspetina, enquanto que, durante a fase de energia
insuficiente a grelina inicia sinais negativos nos neurdnios Kiss/GnRH (Adaptado de Roa et al.,
2010 e de D’Occhio et al., 2019).
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Figura 4. Modelo de inter-relacdo da leptina, kisspeptina, POMC e NPY durante a fase de
transicdo de pré-pubere para pubere em novilhas. Durante o periodo pubere a leptina inicia
forte aumento dos sinais positivos sobre neurénios Kiss 1 e POMC (Adaptado de Amstalden et
al., 2014 e de D'Occhio et al., 2019).
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Estudos evidenciaram que novilhas Nelores (Bos indicus) que
receberam uma dieta de confinamento depois da desmama, alcancaram a
puberdade mais cedo do que a média da raca (NEPOMUCENO et al., 2017).
Melhorar a nutricdo depois da desmama reduz a idade a puberdade em
novilhas Nelore, independentemente da selecdo genética para precocidade.
Contudo, a puberdade ocorre mais cedo nas novilhas selecionadas
geneticamente para precocidade sexual (FERRAZ JR et al, 2018),
evidenciando a importancia da nutricAo e da genética na puberdade. Ainda,
verifica- se que a nutricdo e o ganho de peso vivo em novilhas jovens
impactam a deposicado subcutanea de tecido adiposo e ECC, com reflexos na
reproducéo de novilhas Nelore (BARUSELLI et al., 2017a). Foi verificado que o
peso vivo (PV) na desmama e média de ganho diario (GMD) depois da
desmama sdo ndicadores de fertilidade futura da novilha (FERRELL et al.,
1982; MONTEIRO et al., 2013). O tempo ideal para puderdade em novilhas
Nelore requerem GMD de 0,6 e 0,7 kg/dia (FERRELL et al., 1982). Em novilhas
(ROA et al., 2010; SAMADI et al.,, 2014) e vacas (VIZCARRA et al., 1998;
SAMADI et al, 2013) a nutricdo determina a homeostase no sistema
metabdlico e também regula a proporcao de tecido adiposo e muscular.

Yelich et al. (1996), submeteram novilhas desmamadas aos nove meses
de idade a dietas de alto (1,36 Kg/d) ou baixo ganho (0,23 Kg/d) por 16
semanas. ApOs esse periodo todas as novilhas receberam a dieta de alto
ganho. As novilhas que receberam a dieta de alto ganho nas primeiras 16
semanas alcancaram a puberdade precocemente, porém com menor peso.
Esss novilhas apresentaram maior pulsatiidade de LH e maiores
concentracdes de insulina na circulacdo sanguinea. As novilhas que receberam
dieta de baixo ganho nas primerias 16 semanas apresentavam menores
concentracdes de IGF-1 e maiores concentracdoes de GH e, apds o inicio do
fornecimento da dieta de alto ganho, passaram a ter concentragdes circulantes
dos horménios semelhantes as novilhas na dieta de alto ganho. Os autores
concluiram que, mesmo apO0s um periodo de restricdo alimentar, o
fornecimento de uma dieta que proporcione altas taxas de crescimento pode
antecipar a puberdade, porém de forma menos eficaz quanto comparado as
novilhas que apresentaram altos ganhos diario desde o desmame.
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2.2.2 Hormonios esteroides e arelagdo com a puberdade em Novilhas

A exposicdo estratégica de novilhas pré-puberes a progesterona
exdgena pode ser uma alternativa para modular o hipotalamo, aumentando a
secrecdo de gonadotrofinas (DAY, 1987; GRADEN et al., 1968; YAVAS E
WALTON, 2000) e inducéo de puberdade (ANDERSON et al., 1996; CLARO et
al., 2010; Grings et al., 1998; HALL et al., 1997; IMWALLE et al., 1998) em
novilhas. Estudos evidenciaram que a exposicdo de novilhas Nelore (Bos
indicus) a uma fonte de progesterona, antes do inicio da estacdo de monta,
pode aumentar ciclicidade e o numero de novilhas prenhes no comeco da
estacdo de monta. Em novilhas (Bos indicus), o tratamento com P4 via
intravaginal libera P4 em concetracdes fisioldgicas que colabora para que as
fémeas pro alcancem a puberdade e apresentem melhora na taxa de servigo
no inicio da estagdo de monta (CLARO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2013).

Sa filho et al. (2015) realizaram uma série de experimentos para
entender o efeito do tratamento com progesterona e estradiol na resposta a
inducdo de ciclicidade e na taxa de prenhez a IATF de novilhas Nelore (Bos
indicus). No primeiro experimento, as novilhas foram divididas para receber um
dispositivo de P4 novo (1,9g), um dispositivo de P4 (1,99) usado por trés vezes
e um grupo controle (sem dispositivo). Os dispositivos foram mantidos por 10
dias e avaliacdes ultrassonogréficas foram realizadas para avaliar a resposta
aos tratamentos. Ambos o0s grupos tratados com P4 apresentaram
concentracdo plasmatica de P4 acima de 1 ng/ml pelo menos durante o0s
primeiros 7 dias de tratamento. Verificou-se aumento da taxa de ovulagéo (P =
0.04) nas novilhas tratadas com dispositivo de P4 (Pl = 30.0% (3/10) e UPI
55.6% (5/9)], quando comparadas com as novilhas n&o tratadas [Controle

0.0% (0/8)]. No segundo e terceiro experimento, Sa filho et al., (2015)
avaliaram a adicao ou ndo de BE no inicio do protocolo (ambos com BE no final
do protocolo) e a resposta da inducdo da ovulacdo utilizando BE ou CE ao
término do protocolo de inducao de ciclicidade, respectivamente. A adicdo de
BE no inicio do protocolo, ndo melhorou as taxas de ovulacdo e de prenhez a
IATF (P>0,05). As novilhas tratadas com CE e BE como indutores de ovulacdo

apresentaram semelhantes taxas de ovulagcédo (P>0,05). Entretanto, as novilhas
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tratadas com CE apresentaram maior taxa de prenhez a IATF (P<0,05). No
quarto e ultimo experimento dos estudos realizados por Sa filho et al., (2015),
novilhas sem CL no inicio do tratamento foram distribuidas para receber ou ndo
um dispositivo intravaginal de P4 de 4° uso e 0,5mg de CE. Novilhas do grupo
controle (ndo tratadas) apresentaram menores taxas de ovulagéo e de prenhez
a IATF (P<0,05). Sa filho et al. (2015) concluiram que a combinacdo de um
dispositivo de P4 utilizado pela 42 vez, somado a adicdo de estradiol (BE ou
CE) ao término do protocolo de indugéo séo eficazes em aumentar a ciclicidade
de novilhas no inicio da estacdo de monta, sendo a inducao da ovulagdo com
CE capaz de melhorar os resultados na taxa de prenhez a IATF. Esses efeitos
sao possivelmente relacionados a modulacédo do hipotalamo pela progesterona
e aumento da secrecdo de GnRH (DAY, 1987; GRADEN et al., 1968; YAVAS E
WALTON, 2000).

Corroborando com S4 filho et al. (2015), Claro et al. (2010) avaliaram
escore uterino de novilhas Nelore tratadas por 12 dias com dispositivo de P4
novo (1,99) e usado por 24 dias , e observaram menor nota de escore uterino
(UtS) nas novilhas tratadas com dispositivo novo quando comparado com
novilhas tratadas com dispositivos usado [(1,88 vs 2,24, UtS=1, <20mm,
UtS=2, >20mm, UtS=3, >20mm e forte tdnus uterino) P<0,05)]. Rodrigues et al.
(2013), em um de seus experimentos, verificaram a adicdo de eCG ao término
do protocolo de inducéo de ciclicidade. Os autores verificaram que a adi¢cao de
eCG ou ECP e especialmente a combinacdo de eCG+ECP aumentaram a
deteccdo de cio e a taxa de ovulagdo, com subsequente aumento na taxa de

prenhez.

2.3 RELACOES ENTRE GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA (eCG) E
DESEMPENHO NA IATF DE NOVILHAS

A aplicagdo da eCG no momento da remocao do dispositivo de
progesterona tem sido frequentemente utilizada em programas de IATF a base
de P4 + estradiol em rebanhos Bos indicus (BARUSELLI et al., 2004) e em
rebanhos Bos taurus (BO et al., 2002a) que apresentam elevada incidéncia de
anestro pos-parto. Provavelmente o mais importante efeito da eCG é estimular

o crescimento do foliculo dominante que consequentemente aumenta a taxa de
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ovulacgéo (SA FILHO et al., 2010a), especialmente em vacas em anestro pos-
parto e/ou com baixo condi¢do de escore corporal (BO et al., 2002; BO et al.,
2007; SALES et al., 2011).

Além disso, o tratamento com eCG aumenta a concentragcao circulante
de P4 no ciclo estral subsequente (BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al.,
2010b), que foi associado a aumento do diametro do CL (BO et al., 2002) e a
aumento da producdo de P4 pelo préprio CL. Em novilhas Bos indicus
submetidas a programas de IATF, o uso da eCG no momento da remocédo do
dispositivo liberador de P4 tem sido uma alternativa para aumentar a resposta
ovulatéria (BARUSELLI et al., 2004b) e a taxa de prenhez (DIAS et al., 2009;
MARQUES et al., 2005; MENEGHETTI et al., 2008).

Dados de Sa filho et al. (2010a), mostrados abaixo na tabela 1,
sumarizam os efeitos positivos da eCG, em um experimento no qual as
novilhas Nelore receberam ou ndo 400Ul de eCG no momento da remocéo do

dispositivo de P4.

Tabela 1. Efeito do tratamento da eCG na remoc¢do do implante de P4 sobre a dindmica
folicular, fungéo luteal e taxa de prenhez a IATF em novilhas Nelore (Bos indicus) tratadas

comimplante de norgestomet e benzoato de estradiol (adaptado de Sa Filho et al., 2010a).

(0]8]] 400Ul Valor P
Numero de animais 87 90 -
Diametro maior foliculo no D8 (mm) 8.2+0.2 8.61£0.2 0.22
Diametro maior foliculo no D10 (mm) 9.510.2 10.6+0.2 0.003
Taxa de crescimento do D8 para o D10 (mm/dia) 0.6+0.1 1.1+0.1 0.0009
Taxa ovulacéo (%) 73.6 (64/87) 94.4(85/90) 0.0006
Diametro do CL 5 dias apos IATF (mm) 13.8+0.3 15.5+0.3 0.0002
Concentracdo de P4 5 dias ap6s IATF (ng/ml) 3.6x£0.7 6.6£1.0 0.0009
Concentragdo de P4 em novilhas ovuladas (ng/ml) 4.8+1.0 6.9+1.0 0.02
Taxa de prenhez a IATF (%) 36.8 (32/87) 50.0 (45/90) 0.04
Taxa de prenhez a IATF somente nas ovuladas 0.62

(%)

50.0 (32/64)

52.9 (45/85)

Nos dados da tabela acima evidenciam que novilhas tratadas com eCG

apresentam maior taxa de crescimento folicular do maior foliculo do D8 ao D10,

maior diametro folicular no D10, maior CL 5 dias ap6s a IATF e maior taxa de
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ovulacdo. Verificou-se, também, incremento na probabilidade de ovulacédo ao
final do protocolo de sincronizagdo somente nas novilhas que apresentavam
foliculos de tamanho pequeno ou médio (4-8mm de diametro) no momento do

tratamento com eCG (D8; Gréfico 1).

Gréfico 1. Grafico da probabilidade de ovulagdo em novilhas Nelore tratadas (linha fixa) ou ndo
(linha pontilhada) com eCG, de acordo com o dimetro do maior foliculo no D8. A
administracdo de eCG aumentou a probabilidade de ovulacdo no final do protocolo somente
em novilhas com foliculos pequenos ou médios foliculos (4-8mm de didmetro) no momento da
remocao do implante (D8) (Adaptado de Sa Filho et al., 2010a).
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Outros estudos também evidenciaram aumento na taxa de ovulagdo em
novilhas Bos indicus tratadas com eCG [76% (16/21) para as tratadas e 50%
(10/20) para as néo tratadas; BARUSELLI et al., 2004b].

Uma correlacdo positiva entre as concentracdes séricas de P4 no diestro
e as taxas de prenhez tem sido descrita em bovinos (BINELLI et al., 2001; BO
et al., 2002; THATCHER et al., 2001). Vérios autores consideram o uso da eCG
como uma potente ferramenta para aumentar a concentracao plasmatica de P4
no ciclo estral subsequente a IATF (Baruselli et al., 2000; Fuentes e De la
Fuente, 1997). De acordo com sugestbes de Marques et al. (2003) e Baruselli
et al. (2004a), esse aumento das concetragfes circulantes de P4 € devido ao

efeito luteotrofico da eCG. Em vacas tratadas com eCG na remocédo do
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dispositivo intravaginal de P4, conforme descrito por Rigoglio et al. (2013),
ocorre aumento na quantidade de células luteais grandes no CL, que estdo
associadas ao aumento na producéo de P4 pelo CL.

No estudo de Sa Filho et al. (2010a) o tratamento com eCG melhorou a
concentragdo circulante de P4, tanto em todas as novilhas tratadas como
somente nas novilhas que ovularam. Essas observagbes também foram
encontradas nos estudos de Baruselli et al. (2004b) com novilhas Nelore (Bos
indicus). Contudo, vale ressaltar que quando somente novilhas que ovularam
foram consideradas, a taxa de prenhez a IATF ndo foi influenciada pelo
tratamento com eCG. Esses dados suportam que o efeito da eCG sobre a taxa
de crescimento folicular, diametro do foliculo no momento da IATF e taxa de
ovulacdo podem ser mais relevantes para a fertilidade que o efeito luteotréfico
em novilhas Bos indicus.

Como reportado, o tratamento com eCG aumenta o diametro do foliculo
dominante no momento da IATF. Estudos evidenciaram que o diametro do
foliculo ovulatério é um indicador de maturidade folicular e da fertilidade em
Bos taurus (MUSSARD et al., 2007; PERRY et al., 2007; VASCONCELOS et
al., 2001) e fémeas Bos indicus (DIAS et al., 2009; MENEGHETT!I et al., 2009;
SA FILHO et al., 2008a,b).

2.4 RELACOES ENTRE A DURACAO DO DISPOSITIVO D PROGESTERONA
E A TAXA DE PRENHEZ A IATF

Existem trés fatores importantes para o sucesso dos programas de
sincronizag¢do da ovulacdo para IATF. Primeiro, € a emergéncia da nova onda
de crescimento folicular e o controle do desenvolvimento do foliculo dominante,
para que, no final do protocolo, um foliculo com tamanho de crescimento
adequado, esteja disponivel para ovulacdo (BO et al.,1995; MADUREIRA et al.,
2020). Segundo, a duracdo do tempo de exposicdo a progesterona (intervalo
entre a insercdo e a remocéao da fonte de P4, variando de 5 a 9 dias; BRIDGES
et al 2008; MENEGHETTI et al.,, 2009). Terceiro, no final do protocolo, a
remocao da exposicéo a P4, deve ser precisa e sincronizada (DIAZ et al., 2002;
BORCHARDT et al., 2018), para que o foliculo dominante tenha condi¢des de
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crescer e ovular e para promover um ambiente uterino adequado para
fertilizacdo e manutencéo da gestacao (PURSLEY et al., 1998).

Prata et al. (2020) em seus estudos, compararam o0s resultados
reprodutivos de protocolos de IATF a base de E2/P4 com diferentes duracdes
no tratamento com dispositivos intrafaginais de P4 (7, 8 ou 9 dias). Os autores
compararam 7 ou 8 dias de duragdo em novilhas e em vacas solteiras,
multiparas e primiparas (Experimento 1). No Experimento 2, os autores
compararam 7 ou 9 dias em vacas solteiras e multiparas. Os dados estédo

apresentados na tabela 2 (adaptado de Prata et al., 2020).

Tabela 2. Relacdo entre a duracdo dos protocolos de sincronizacdo (7, 8 ou 9 dias de
exposicdo ao dispositivo de P4) e a administracdo de GnRH no momento da IATF, na

expressdo do estro e na taxa de prenhez a IATF (adaptado de Prata et al., 2020).

7 Dias 8 ou 9 dias Valores de P
SIGnRH GnRH SIGNRH GnRH Duracdo’ GnRH? D*G
Novilhas (7x8dias)
Estro,% (n/n) 97.0 (360/371) 98.1 (364/371) 0.34 - -
Prenhez IATF,% (n/n) 46.9 (90/192) 51.4 (92/179) 47.7 (84/176) 43.6 (85/195) 0.34 096 0.24
Vacas (7x8dias)
Estro,% (n/n) 65.8 (769/1168) 72.0 (842/1170) <0.01
Prenhez IATF,% (n/n) 55.9 (331/592)  60.9 (351/572)  56.2 (331/589)  60.8 (353/581) 0.98 0.02 0.91
Vacas (7x9dias)
Estro,% (n/n) 54.7 (382/699) 71.3 (459/644) <0.01 - -
Prenhez IATF,% (n/n) 47.6% (170/357) 57.9% (198/342) 54.6"° (331/592) 55.4"° (331/592) 0.43 0.04 0.08
A,B Valores na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem (P > 0.05 and < 0.1).
1D, Duragao.
2G, GnRH.

Os resultados apresentados na Tabela 2 sao indicativos de que a
expressdo de estro foi semelhante para novilhas submetidas a ambos os
protocolos (7 ou 8 dias; média de 97,3%; 722/742). A taxa de prenhez a IATF
também ndo foi afetada pela duracdo do protocolo de sincronizagdo [49,1%
(182/371) vs. 45,6% (169/371), para 7 e 8 dias, respectivamente) , ou pelo
tratamento com GnRH no momento da IATF [sem GnRH = 47,3% (174/368) vs.
com GnRH = 47,3% (177/374)] e ndo houve interacdo entre a duragdo do

protocolo e o tratamento com GnRH na taxa de prenhez a IATF.
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Em vacas foi verificado que a duracdo do protocolo (7 vs 8 dias)
influenciou a expresséao de estro, mas nao houve interacdo (P=0.91) entre a
duracdo do estro e o tratamento com GnRH na taxa de prenhez a IATF. O
protocolo com 8 dias de duracdo aumentou a porcentagem de vacas
detectadas em estro (72,0%;842/1170) quando comparado com o protocolo de
7 dias (65.8%; 769/1168). Entretanto, a durac&o do protocolo n&o influenciou a
prenhez a IATF (P=0.98) e ndo houve interacao estro e tratamento com GnRH
na taxa de prenhez a IATF (P=0.91; Tabela 2).

Portanto, o protocolo 7 dias de duragdo teve similar taxa de prenhez a
IATF quando comparado ao protocolo de 8 dias [7 d = 58,4% (682/1168) vs 8 d
= 58,5% (684/1170); P=0,98). Entretanto, o tratamento com GnRH no momento
da IA apresentou efeito positivo na taxa de prenhez [sem GnRH = 56,1
(662/1181) vs com GnRH = 60,9% (704/1157); P=0.02]

Comparando protocolos com 7 ou 9 dias de duracdo em vacas, foi
verificado maior (P < 0.01) porcentagem de vacas foram detectadas em estro
no protocolo de 9 dias comparado com o de 7 dias [71,3 (459/644) vs. 54.7%
(382/699); P <0.01; Tabela 2]. Encontrou-se tendéncia de interagdo entre a
duracdo do protocolo e o tratamento com GnRH no momento da IA na taxa
prenhez (P=0.08). O grupo 7 dias com GnRH, apresentaram maior taxa de
prenhez quando comparado ao grupo 7 dias sem GnRH. Além disso, 0s grupos
com 9 dias, com ou sem GnRH, tiveram resultados intermediarios que nao
foram diferentes dos outros tratamentos (Tabela 2). No entanto, as andlises
independentes de efeitos indicaram que ambos os protocolos tiveram taxa de
prenhez similares [7 dias = 52,7% (368/699) vs 9 dias = 55.0% (354/644);
P=0.40] e o tratamento com GnRH melhorou a taxa prenhez a IATF [sem
GnRH = 50,9 (343/674) vs com GnRH = 56,7% (379/669); P=0.03].

Foi demostrado que o tempo de exposicdo de P4 pode mudar o padrao
de desenvolvimento do foliculo dominante, e consequentemente, afetar o
tamanho do foliculo pré-ovulatério, expressdo de estro e os resultados de
fertilidade dos programas de sincronizacdo para IATF (CARVALHO et al.,
2002).

Existe na literatura estudos que discutem a possibilidade de que um
protocolo curto a base progesterona e estradiol poderiam apresentar

comprometimentos na fertilidade devido a reducdes na taxa de expressao de
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estro e no didmetro do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF. S& Filho et
al. (2010) verificaram que vacas zebuinas com foliculos <7,5mm tiveram taxa
de prenhez inferiores quando comparadas a vacas com foliculos acima de
11,1mm. Por outro lado, um protocolo mais longo (9 dias de permanéncia do
dispositivo de P4) poderia apresentar fertilidade reduzida devido ao turnover do
foliculo dominante da onda folicular sincronizada (MADUREIRA et al., 2020),
antes da diminuicdo controlada da P4 circulante.

Existem ainda na literatura cientifica questionamentos sobre os detalhes
dos protocolos de sincronizacdo para IATF principalmente em novilhas
zebuinas, justificando novos estudos nessa importante area do conhecimento

gue proporciona a aplicacao eficiénte das biotecnologias da reproducéo.
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3 EXPERIMENTO 1 — PROGESTERONA INJETAVEL PODE SER UTILIZADA
PARA A INDUCAO DE CICLICIDADE EM NOVILHAS DA RACA NELORE
(BOS INDICUS)

3.1 OBJETIVO

v' Comparar a eficiéncia do protocolo de inducéo de ciclicidade utilizando
P4 injetavel de longa duragcdo ou um dispositivo intravaginal de P4 de 4°

uso em novilhas Nelore (Bos indicus).

3.2 HIPOTESE

A P4 injetavel (Sincrogest injetavel® Ourofino Saude Animal) tem a
mesma eficiéncia no perfil de liberacdo de P4, na taxa de indugcdo de
ciclicidade e na taxa de prenhez a IATF quando comparadas com um
dispositivo intravaginal de P4 (sincrogest® Ourofino Saude Animal) de 4° uso.
As Novilhas tratadas para inducéo de ciclicidade (P4 injetavel ou Dispositivo de
P4), apresentam semelhantes taxas de prenhez quando comparadas as

novilhas ciclando.

3.3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo atendeu as normas e principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — SP (FMVZ) (protocolo
namero 2492220119).

3.3.1 Local e periodo de execucéao

O projeto foi executado durante o periodo de Agosto de 2019 a Junho
de 2020. O Experimento foi realizado na Fazenda Santa Vera, localizada no
municipio de Barra do Gargas-MT.
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3.3.2 Animais e instalacdes

Durante todo o experimento 992 novilhas Nelore (Bos indicus) foram
mantidas nos pastos de brachiaria brizantha, com acesso a agua ad libitum. As
novilhas permaneceram neste sistema durante todo o experimento, com
somente idas ao curral no manejo de rotina, para as coletas de dados e

execucao do experimento.

3.3.3 Delineamento experimental

As 992 novilhas Nelore apresentavam 3,42+0,15 de escore de condi¢éo
corporal e 24,0+3,10 meses de idade. Destas, 557 foram diagnosticadas sem a
presenca de corpo luteo em avaliacdo ultrassonogréfica realizada 24 dias antes
do inicio do protocolo de IATF (D-24), sendo que 21 delas formaram um
subgrupo para colheitas de sangue. O restante das novilhas (n=414) foram
consideradas ciclando (presenca de corpo luteo). No D-24, um total de n= 971
animais foram divididos em: Grupo Dispositivo de P4 de 4° uso (n= 281), que
receberam por 12 dias um dispositivo intravaginal de progesterona
(Sincrogest®, P4), previamente utilizado por 24 dias; Grupo P4 Injetavel
(Sincrogest Injetavel®; n= 276), que receberam 150mg de P4 injetavel de longa
acao e; Grupo Ciclando, n=414, sem tratamento hormonal. Apés 12 dias (D-
12), nos grupos Dispositivo de P4 e P4 Injetavel, aplicou-se de 0,5 mg de
cipionato de estradiol i.m (CE). No Grupo Ciclando ndo houve nenhum
tratamento hormonal. No primeiro dia do protocolo de sincronizagao (DO), os
animais receberam tratamento com 2,0 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE),
associado a 0,530 mg i.m. de cloprostenol sddico (PGF2a), inser¢cado de um
dispositivo intravaginal de progesterona (P4) previamente utilizado por 8 dias e
uma avaliacdo por ultrassonografia, para verificar auséncia ou presenca de CL.
ApoOs oito dias (D8) foi realizada a remocao do dispositivo de P4 em todos
animais foram tratados com 0,530 mg i.m. de PGF2aq, cipionato de estradiol
(CE) 0,5 mg i.m, e 300Ul de gonadotrofina corionica equina (eCG) i.m. A IATF
foi realizada 48 horas apés, no D10 do protocolo. A taxa de prenhez foi
confirmada 30 dias apés a IATF (D40). Juntamente no D-24, o subgrupo de 21

animais sem CL em duas avaliacdes (D-30 e D-24), realizou-se a colheita de
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sangue. Neste momento (D-24) as novilhas foram separadas em quatro grupos
experimentais: 1) Grupo Controle: ndo receberam tratamentos hormonais; 2)
Grupo InjD10: receberam 1,0mL (150mg, Sincrogest Injetavel®) de P4 injetavel
de longa acao no D-22; 3) Grupo InjD12: receberam 1,0mL (150mg, Sincrogest
Injetdvel®) de P4 injetdvel de longa acdo no D-24. 4) Grupo DispD12:
receberam um dispositivo intravaginal (Sincrogest®, P4) previamente utilizado
por 24 dias no D-24. Coletas de sangue e andlises US foram realizadas
pontualmente no dia D-24 e diariamente entre os dias D-14 e D-10. O
dispositivo de P4 foi removido no D-12, mesmo momento em que as novilhas
de todos os Grupos receberam 0,5mg de cipionato de estradiol (CE,
SincroCP®, Ourofino Saude Animal).

Na figura 5 esté apresentado delineamento experimental do subgrupo de
novilhas (n=21) para avaliagdo das concentragfes plasmaticas de P4 e na
figura 6 esta apresentado o delineamento experimental com 971 novilhas para

avaliacdo da resposta aos tratamentos de inducéo de ciclicidade.

Figura 5. Delineamento experimental do subgrupo de novilhas Nelore (Bos indicus; n=21)
utilizadas para avaliar as concetracbes plasmaticas de progesterona: 1) Grupo Controle: ndo
receberam tratamentos hormonais; 2) Grupo InjD10: receberam 150mg de P4 injetavel de
longa acao (1,0mL de Sincrogest Injetavel®) no D-22; 3) Grupo InjD12: receberam 150mg de
P4 injetavel de longa agdo (1,0mL de Sincrogest Injetavel®) no D-24; 4) Grupo DispD12:
receberam um dispositivo intravaginal de progesterona previamente utilizado (Sincrogest®, P4)
por 24 dias no D-24,.

0,5mg CE
[ Grupo controle
[ Grupo DispD12 ]
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Figura 6. Delineamento experimental dos grupos de novilhas Nelore (Bos indicus; n= 971)
utilizadas para avaliar a resposta aos protocolos de inducdo de ciclicidade: 1) Grupo DispD12:
no D-24 as novilhas receberam um dispositivo intravaginal previamente utilizado por 24 dias
(Sincrogest®, P4) e no D-12 receberam 0,5mg de CE; 2) Grupo InjD12: no D-24 as novilhas
receberam 150mg de P4 injetavel de longa acdo (1,0mL Sincrogest Injetavel®) e no D-12
receberam 0,5 mg de CE; 3) Grupo Ciclando: as novilhas ndo receberam nenhum tratamento

prévio a IATF.
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GRUPO [ Dispositivo intravaginal de P4 ]l * Dispositivo intravaginal de P4 } l l
Dispositivo . 42uso ) A 2¢ uso ] . .
vaginal D-24 D-12 DO D8 D10 D40
0,5mg CE
2,0mg BE *
Umg 0,530mg PGF2
1,0mL SINCROGEST 05mecE . S be
N injetavel ’ 0,530mg PGF2a 300Ul eCG
GRUPO 1 l {Dispnsitivn intravaginal de P4 } l l
. 22 uso
Sincrogest i . 1 | M '
injetavel D-24 D-12 DO D8 D10 D40
0,5mg CE
+
2,0mg BE 0,530mg PGF2a
* + IATF DG
0,530mg PGF2a 300Ul eCG
GRUPO % Dispositivo izn‘_’trua::ginal de P4 1 l
Ciclando t t v —t t
D-24 D-12 D0 D8 D10 D40

3.3.4 Avaliagdes ultrassonogréficas

Todas as fémeas foram submetidas a avaliacdo ultrassonografica
transretal com probe linear de frequéncia de 7,5 MHz (DP10, Mindray, China)
no D-30, D-24 e DO para avaliar a situacéo reprodutiva dos animais (pré-pubere
ou pubere) pela presenca ou ndo de um corpo luteo (CL), e no D40 para

realizar o diagnostico de gestacgéao.

3.4 COLHEITAS DE SANGUE

Nos dias -24, -14, -13, -12, -11, -10 e -9 foram realizadas colheita de

sangue para analise da concentracdo plasméatica de P4. Com os animais foram
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contidos no brete e foi realizada a pungéo da veia sacrococcigea para colheita
de sangue em tubos a vacuo contendo fluoreto de sédio (4 mL; Vacutainer,
Becton-Dickinson e Company, EUA)

O plasma foi separado por centrifugacdo durante 15 minutos. (3500
rpm por 15 minutos, Centrifuga Excelsa Baby, Fanem, Brasil) e depois
acondicionado em tubos esterilizados (Tubos Eppendorf 3810X standard,
Eppendorf, Alemanha) com identificacdo. Em seguida os tubos foram
armazenados em freezer a -21°C até posterior andlise da concentracéo

plasmatica de P4.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Informacdes de cada Novilha foram compiladas em planilhas para
andlise estatistica. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software
Statistical Analysis System (SAS, Version 9.4 for Windows; SAS Inst., Cary,
NC) através do pacote Enterprise Guide (v 7.1).

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), no qual os
dados foram homogeneizados e distribuidos entre os grupos. As variaveis
avaliadas foram inducédo de ciclicidade, taxa de prenhez e concentracdo de
progesterona. Para a taxa de ciclicidade, no modelo incluiu os efeitos de
tratamento (Grupo Dispositivo de 4° uso e Grupo injetavel), ECC e fazenda.

Para a taxa de prenhez, no modelo incluiu os efeitos de tratamento
(Grupo Dispositivo de 4° uso e Grupo injetavel), ciclicidade no DO e fazenda.
Tais variaveis foram analisadas como dados binomiais utilizando o
procedimento Glimmix do SAS. Variavel continua, como concentracdo de
progesterona foi testada quanto a normalidade dos residuos pelo procedimento
UNIVARIATE (transformado quando necessario) e submetidos ao teste de
Bartlett para avaliar a homogeneidade das variancias. O procedimento
GLIMMIX foi utilizado para determinar diferenca entre 0os grupos experimentais.
Para a concentracdo de progesterona, as variaveis inicialmente inclusas no
modelo foram tratamento (Controle, Dispositivo 4° uso, injetavel 10dias e
injetavel 12dias), tempo e interacao.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade)
foi de 5% (P < 0,05) e tendéncia quando P = 0,10.
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3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes ao perfil plasmatico de P4, estdo

representados no gréfico 2.

Graéfico 2. Perfil plasmatico de P4 no inicio dos tratamentos (D-24), 10 e 12 dias ap6s o inicio
dos tratamentos (D-14 e D-13), no momento do tratamento com 0,5mg de CE (D-12) e um (D-
11) e dois (D-10) dias apoés o tratamento com CE. Grupo Dispositivo 4° uso (Displ12; n= 6) que
receberam por 12 dias um dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest®, P4),
previamente utilizado por 24 dias; Grupo Injetavel (Sincrogest Injetavel®) que receberam
150mg de P4 injetavel de longa acao por 10 (InjD10; ; n=5) ou 12 dias (InjD12; n=5) e Grupo

controle que ndo receberam tratamento (Controle; n=5) .

2,50 Efeito tratamento, P = 0,03
Efeito de Tempo, P < 0,001
2,00 Interagdo Tempo*Tratamento, P = 0,05
|
£ 1,50
S~
00
C
S 1,00
0,50
0,25
» 0,12
0,00 008
D-24 D-14 D-13 D-12* D-11 D-10

—o— Controle —#—Displ12 InjD10 --m-InjD12
*momento da remocao do dispositivo e aplicacdo de 0,5mg CE
Os dados de resposta a inducdo de ciclicidade e de taxa de prenhez

estdo apresentados no grafico 3 e 4, respectivamente. No grafico 5, verifica-se

o efeito dos tratamentos de indugéo de cicilidade na taxa de prenhez & IATF.
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Gréfico 3. Taxa (%) de resposta a inducao de ciclicidade avaliada no DO do protocolo de IATF
(presencga de CL) no Grupo Dispositivo P4 de 4° uso (n= 281), no Grupo P4 Injetavel (150mg;
n=276) e no grupo ciclando (n=414) em novilhas Nelore (Bos indicus).

P<0,0001
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Gréfico 4. Taxa de prenhez (%) 30 dias apés a IATF nos Grupos Dispositivo P4 de 4° uso
(n=281), P4 Injetavel | (150mg de Sincrogest Injetavel®; n=276) e Grupo Ciclando (sem
tratamento hormonal; n= 414) em novilhas Nelore (Bos indicus).
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Gréfico 5. Taxa de prenhez (%) a IATF conforme ciclicidade (presenga de CL) no DO (inicio do
protocolo de sincroniza¢@o) em novilhas Nelore que receberam tratamento para indugédo de
ciclicidade com dispositivo intravaginal de P4 ou com P4 injetavel de longa acéo.
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Os resultados desse estudo evidenciam a importancia da exposicéo
estratégica a P4 exdgena previamente ao protocolo de IATF em novilhas
Nelore. Verificou-se que a taxa de resposta a inducédo de ciclicidade e a taxa de
prenhez a IATF foram semelhantes entre os tratamentos, evidenciando taxas
semelhantes ao do grupo de novilhas ciclando. Os efeitos positivos dos
tratamentos foram evidenciados para as duas fontes de P4 exdgenas utilizadas
(dispositivo intravaginal e tratamento intramuscular com P4 injetavel de longa
acado). Notou-se, ainda, que as novilhas que apresentaram resposta ao
tratamento de inducdo de ciclicidade (presenca de CL no DO) apresentaram
mesma taxa de prenhez a IATF quando comparadas com as novilhas com
auséncia de CL no inicio do protocolo. Esse efeito positivo foi verificado
independente da fonte de P4 utilizada, indicando que a inducdo com
Dispositivo de P4 ou P4 injetavel pode ser recomendada para inducdo de
ciclicidade em novilhas Nelore que irdo ser inseminadas em tempo fixo. Esses
resultados confirmam a hipétese inicial do presente estudo.

Anderson et al. (1996) reportaram que o tratamento com dispositivo
intravaginal de P4 por nove dias foi eficiente para desencadear a puberdade

em 81% das novilhas. Esse fato foi associado ao aumento da liberacdo de LH
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em decorréncia do tratamento com da P4 (BERARDINELLI et al.,, 1979;
ANDERSON et al., 1996), que proporcionou maior crescimento folicular que,
por sua vez, induziu aumento na producdo de estrogeno e maior
desenvolvimento uterino.

Durante o periodo de tratamento com P4 ocorre inibicdo da liberacéo de
LH de forma semelhante ao que ocorre no ciclo estral de fémeas maduras,
demonstrando, que 0s mecanismos relacionados a essa inibicdo ja estédo
presentes em novilhas pré-puberes. O mecanismo responsavel pelo aumento
da secrecdo de LH apoés a aplicacao da P4 estaria ligado a reducdo no nimero
de receptores de estrégeno no hipotdlamo anterior e no hipotdlamo médio
basal durante o periodo do tratamento. Apdés a remocdo do dispositivo
intravaginal de progesterona, houve liberacdo de LH e maior crescimento
folicular, indicando que ocorreu a reducdo do efeito negativo do estrogeno
sobre a liberacdo de LH (ANDERSON et al., 1996).

Sa Filho et al. (2015) realizaram uma série de experimentos avaliando os
efeitos do tratamento com P4 e E2 antes da estacdo reprodutiva de novilhas
Nelore. Os autores dosaram a concentracdo plasmatica de P4 durante o
tratamento de inducdo de cicilicdade e encontraram concentracdes acima de
1ng/ml na corrente sanguinea nos primeiros 7 dos 10 dias de tratamento com o
uso de dispositivos intravaginais contendo 1,9g de P4 novos ou reutilizados. O
grafico 2 do presente estudo corrobora com os dados de Sa Filho et al. (2015)
no qual se verifica que a concentracdo plasmatica de P4 permaneceu acima de
1ng/ml por 11 dias nos grupos de Novilhas tratadas com dispositivo intravaginal
de P4 ou P4 injetavel de longa acdo. Sa Filho et al. (2015) também verificarm
gue a taxa de resposta (animais com CL) ao tratamento com P4 foi de 83,3%,
superior a do do grupo controle (sem tratamento; 60.7%). Os pesquisadores
verificaram que a reducao na taxa de ciclicidade refletiu diretamente na taxa de
prenhez a IATF (51,9% vs 43,6% para animais tratados ou ndo para indugéo de
ciclicidade, respectivamente).

No presente estudo a taxa de resposta ao tratamento com P4 (presenca
de CL) foi de 81,5% e a taxa de prenhez a IATF de 51,0%. Esses resultados
sdo muito semelhantes aos verificados por S& Filho et al. (2015) quando

analisado nos grupos que receberam tratamento.
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Outro estudo com novilhas Nelore (LEMES et al.,, 2016) também
comparou duas fontes diferentes de P4 (injetavel e dispositivo intravaginal) ao
grupo controle (sem tratamento). Os resultados apresentarm resposta
semelhante a do presente estudo, com respostas semelhantes entre o0s
animais tratados com P4 injetavel e com dispositivo intravaginal de P4. Nesse
estudo os grupos tratados apresentaram maiores taxas de inducdo de
ciclicidade quando comparado com o grupo controle. Quando foi analisado o
efeito do tratamento na taxa de prenhez a IATF, verificou-se que os as novilhas
tratadas com P4 injetavel apresentaram maior fertilidade quando comparadas
com as novilhas do grupo controle e uma tendéncia de melhora quando
comparadas ao grupo tratado com dispositivo intravaginal de P4.

No presente estudo o tratamento para inducdo de ciclicidade com as
duas fontes de P4 em novilhas pré-puberes apresentaram resultados de
prenhez a IATF semelhantes aos observados em novilhas ciclicas. Dados de
Rodrigues et al. (2016) corroboram com os do presente estudo e confirmam
gue a taxa de prenhez a IATF de novilhas (Nelore e cruzadas) submetidas ao
tratamento de inducdo de ciclicidade nao diferiu entre as Novilhas puberes
(ciclando) e as novilhas pré-puberes tratadas com P4. Os autores também
demonstraram que tanto as novilhas puberes como as novilhas tratadas para
inducdo de ciclicidade que possuiam CL no inicio do protocolo de
sincronizagdo apresentaram maior taxa de prenhez a IATF que as novilhas pré-
puberes que n&do responderam ao tratamento (sem CL no DO do protocolo).

Conforme demostrado por Rodrigues et al. (2016), a taxa de prenhez foi
baixa nas novilhas pré-puberes induzidas que nao apresentaram CL no DO do
protocolo para IATF. Essas novilhas ndo apresentavam ciclicidade apés o
tratamento e o comprometimento na taxa de prenhez a IATF pode estar
associado a auséncia do tratamento com eCG no protocolo de sincronizagao.

Carvalho et al. (2016), quando utilizaram eCG em novilhas sem a
presenca de CL no inicio do protocolo, ndo encontraram efeito da presenca ou
nao de CL no DO na taxa de prenhez a IATF (39,2%; 35,7%, respectivamente).

Os resultados do presente estudo corroboram com os dados de
Carvalho et al. (2016), que também néo verificarfam diferencas dos grupos com
ou sem CL no DO quando tratadas com eCG no protocolo de sincronizacéo,
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ressaltando a importancia da eCG na IATF de novilhas tratadas para inducéo
de ciclicidade.

Os resultados do presente estudo evidenciaram efeitos semelhantes do
tratamento para inducdo de ciclicidade com progesterona injetavel de longa
acdo e com dispositivo intravaginal de progesterona em novilhas Nelore pré-
puberes. Ambos o0s grupos tratados apresentaram eficiéncia semelhante
quando comparados com novilhas ciclando. Essas informacfes reforcam a
conducdo de outros estudos para avaliar detalhadamente o impacto desses
tratamentos na eficiéncia reprodutiva, comparando grupos de novilhas pré-
puberes que recebem ou ndo o tratamento de inducédo de ciclicidade. Ainda,
existem escassas informacfes sobre a relevancia do tratamento com estradiol

na eficiéncia do protocolo de inducéo de ciclicidade.
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4 EXPERIMENTO 2 - EFICIENCIA DO PROTOCOLO DE INDUCAO DE
CICLICIDADE COM MANEJO UNICO UTILIZANDO PROGESTERONA
INJETAVEL DE LONGA ACAO EM NOVILHAS NELORE (BOS INDICUS)

4.1 OBJETIVO

v' Avaliar a eficacia do tratamento Unico com progesterona injetavel, sem
a utilizacéo de estradiol, na inducéo de ciclicidade e na taxa de prenhez

a IATF de novilhas Nelore (Bos indicus) pré-puberes.
4.2 HIPOTESE

A retirada do tratamento com cipionato de estradiol (CE) do
protocolo de inducdo de ciclicidade com P4 injetavel ndo compromete a taxa
de prenhez a IATF em novilhas Nelore (Bos indicus) pré-puberes.

4.3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo atendeu as normas e principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — SP (FMVZ) (protocolo
ndmero 8942160120).

4.3.1 Local e periodo de execucdo

O projeto foi executado durante o més de Abril de 2020. O Experimento
foi realizado na Fazenda Santa Vera, localizada no municipio de Barra do
Garcas-MT.

4.3.2 Animais e instalacdes
Foram utilizadas 528 novilhas Nelore (Bos indicus) pré-puberes.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em pastos de

brachiaria brizantha, com acesso a agua ad libitum. As novilhas permaneceram



Pagina |60

neste sistema durante todo o experimento, com idas ao curral de manejo

apenas para as coletas de dados e execucgéo do experimento.

4.3.3 Delineamento experimental

Foram utilizadas um total de 528 novilhas da raca Nelore pré-puberes,
diagnosticadas pela auséncia de corpo Ilateo em duas avaliacbes
ultrassonogréficas com intervalo de 7 dias (D-31 e D-24). As novilhas
apresntavam 14 meses de idade, com peso vivo médio de 303,1+30,2 kg, Os
animais foram divididos 24 dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-24) em:
1) Grupo Controle (sem tratamento hormonal); 2) Grupo dispositivo de P4, no
qual receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest®, P4),
previamente utilizado por 24 dias; 3) Grupo P4 inj +CE, no qual receberam
1,0ml (150mg) de P4 injetavel de longa acdo (Sincrogest Injetavel®) e; 4)
Grupo P4 inj, no qual receberam somente 1,0ml (150mg) de P4 injetavel de
longa acao Injetavel (Sincrogest Injetavel®). Apds 12 dias (D-12) e 0s grupos
Dispositivo de P4 e P4 inj + CE receberam 0,5 mg de cipionato de estradiol i.m
(CE), e nenhum tratamento hormonal foi realizado nos grupos Controle e P4 in;.
No primeiro dia (DO) do protocolo de sincronizacdo 0s animais receberam
tratamento com 2,0 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE), associado a 0,526
mg i.m. de cloprostenol sodico (PGF2a) e a insercdo de um dispositivo
intravaginal de progesterona (P4) previamente utilizado por 8 dias. Nesse
momento também foi realizada uma avaliacao ultrassonografica para verificar a
auséncia ou a presenca de CL. Apds oito dias (D8) foi feita a remocdo do
dispositivo intravaginal de P4 em todos os animais, associado ao tratamento
com 0,526 mg i.m. de PGF2aq, cipionato de estradiol (CE) 0,5 mg i.m, e 300Ul
de gonadotrofina coribnica equina (eCG) mg i.m. A IATF foi realizada 48 horas

apos, no D10 do protocolo.
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Figura 7. Delineamento experimental: 1) Grupo Controle (Sem tratamento Hormonal); 2) Grupo
Dispositivo P4 (dispositivo intravaginal de P4) previamente utilizado por 24 dias) associado ao
tratamento com 0,5mg de CE 12 dias apés; 3) Grupo P4 Inj + CE, 150mg (1,0mL de Sincrogest
Injetavel®)) de P4 injetavel de longa acao associado ao tratamento com 0,5mg de CE 12 dias
apos; 4) Grupo P4 Inj, 150mg | (1,0mL de Sincrogest Injetavel®) de P4 injetavel de longa acéo

sem o tratamento com cipionato de estradiol.
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4.3.4 AvaliacBes ultrassonograficas

Todas as fémeas foram submetidas a avaliacdo ultrassonografica
transretal com probe linear de frequéncia 7,5 MHz (DP10, Mindray, China) no
D-34, D-24 e DO para confirmar a situacdo reprodutiva dos animais (pré-pubere
ou pubere) pela presenca ou ndo de um corpo lateo (CL), e no D40 para

realizar o diagnostico de gestacéao.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Informacdes de cada Novilha foram compiladas em planilhas para
analise estatistica. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
Statistical Analysis System (SAS, Version 9.4 for Windows; SAS Inst., Cary,
NC), através do pacote Enterprise Guide (v 7.1).

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC). As variaveis
avaliadas foram inducédo de ciclicidade e taxa de prenhez. Os dados foram

analisados como distribuicdo binomial utilizando o procedimento Glimmix do
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SAS e no modelo foi incluido os efeitos de tratamento (Grupo Dispositivo 4°
uso, Grupo P4 Inj + CE, Grupo P4 Inj e Grupo controle), lote e interacao
lote*tratamento. Foi utilizando como covariavel o peso das novilhas. O nivel de
significancia utilizado para rejeitar HO (hip6tese de nulidade) foi de 5% (P <
0,05) e tendéncia quando P = 0,10.

4.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos graficos 6, 7, e 8 estdo apresentados o0s resultados que
demonstram a reposta das novilhas aos tratamentos de indugéo de ciclicidade,
a resposta conforme o peso (kg) no D-24, a taxa de prenhez a IATF por
tratamento e a taxa de prenhez a IATF de acordo com a resposta a inducdo de

ciclicidade, respectivamente.

Gréfico 6. Taxa de inducao de ciclicidade no DO do protocolo de IATF (presenc¢a de CL). Grupo
Controle (sem tratamento hormonal), Grupo dispositivo de P4 previamente utilizado por 24 dias
(dispositivo intravaginal de progesterona; Sincrogest®) associado ao tratamento com 0,5 mg de
CE na retirada do dispositivo apds 12 dias, Grupo P4 inj + CE (150mg de P4 injetavel de longa
acao Injetavel (1,0mL de Sincrogest Injetavel®) associado ao tratamento com 0,5 mg de CE
apo6s 12 dias, e Grupo P4 inj apenas com 150 mg de P4 injetavel de longa acédo (1mL de

Sincrogest Injetavel®).
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Gréfico 7. Taxa (%) de respostas aos tratamentos de inducao de ciclicidade (presenga de CL

no DO do protocolo de sincronizagéo) de acordo com o peso (kg) da novilha Nelore no D-24.
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Gréfico 8. Taxa de prenhez a IATF (%) de novilhas Nelore de acordo com os grupos

experimentais.
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Conforme verificado no Experimento 1, os resultados desse estudo
reforcam o efeito positivo do tratamento para inducéo de ciclicidade com P4
exdgena previamente ao protocolo de IATF, na eficiéncia reprodutiva de
novilhas Nelore inseminadas em tempo fixo. As novilhas que foram tratadas
com protocolo para inducao de ciclicidade apresentaram aumento na presenca
de CL no inicio do protocolo de sincronizacdo, com satisfatorias taxas de
prenhez a IATF, quando comparadas com as novilhas que nao foram induzidas
(gréficos 6 e 8). Corroborando com os dados do estudo anterior (Experimento
1), as novilhas que receberam o tratamento para inducdo de ciclicidade
apresentaram a mesma taxa de prenhez a IATF quando apresentavam ou néo
um CL no iicio do protocolo para IATF [novilhas induzidas com CL no DO =
35,3% (83/235) vs novilhas induzidas sem CL DO = 33,8% (52/154); P = 0,75].
O peso corporal das novilhas no inicio do protocolo de inducdo de ciclicidade
mostrou efeito significativo na resposta a ciclicidade (presenca de CL). As
novilhas com peso = 300 kg apresentaram maiores taxas de ciclicidade
comparados as novilhas com peso inferior (grafico 7). Ainda, a adicao de CE ao
término do protocolo de inducao de ciclicidade com P4 injetavel de loga acao
nAo proporcionou incremento na resposta a ciclicidade e na taxa de prenhez a
IATF (graficos 6 e 8). Esses resultados confirmam a hipétese inicial do
presente estudo.

Freitas et al. (2015) estudaram o impacto dos protocolos de indugcéao de
ciclicidade em novilhas Nelore com idade média de 14 meses. Os autores
encontraram elevadas taxas de ciclicidade no grupo que recebeu o protocolo
de inducdo de ciclicidade (75,2%), quando comparado ao grupo controle
(7,8%). No presente estudo, os resultados foram de 30,8% para o grupo
controle e de 56 a 66% para 0s grupos que receberam o protocolo de inducéo
de ciclicidade (grafico 6), sendo essa diferenga estatisticamente significativa
(P<0,05). As novilhas do presente estudo apresentaram maiores taxas de
ciclicidade no grupo controle quando comparadas as novilhas do estudo
conduzido por Freitas et al. (2015). Essa diferenca pode ser parcialmente
explicada pelo peso das novilhas, que no presente estudo estava superior
(303,1 vs 261,3 kg).
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Freitas et al. (2015) encontraram efeito do peso (P = 0,03) como um
indicador associado a taxa de ciclicidade ao inicio do protocolo de IATF,
corroborando com os achados desse estudo (grafico 7). As novilhas mais
pesadas apresentaram maiores taxas de resposta aos tratamentos de inducao
de ciclicidade. Rodrigues et al. (2013) reforcam esses achados e verificaram
gue novilhas pesadas tiveram maior (P<0,05) taxa de inducdo de ovulagéo do
gue novilhas leves (49,4 vs 29,1%).

A adicdo de CE ao término do protocolo de inducéo de ciclicidae com P4
injetavel de longa acdo ndo mostrou incremento na taxa de ciclicidade e na
taxa de prenhez a IATF quando comparado ao grupo tratado somente com P4
injetavel. Ainda, os dados apresentados no grafico 6 evidenciam que o grupo
Dispositivo intravaginal de P4 + CE quando comparado ao grupo P4 inj, ndo
diferiram quanto a presenca de CL no inicio do protocolo de sincronizacéo para
IATF (66,2 vs 56,9%) e na taxa de prenhez a IATF (38,8 vs 40,6%; gréfico 8).
Sales et al. (2008), qguando analisaram um estudo com 226 novilhas cruzadas,
também nao encontraram diferenca na taxa de resposta a inducdo de
ciclidicade no grupo tratado com P4 (44,0%) comparado com o grupo tratado
com P4+CE (48,0%). Entretanto, ambos o0s grupos que receberam o
tratamento para inducdo de ciclicidade foram superiores ao grupo controle
(18,7%, sem inducao). Rodrigues et al. (2013) mostraram que 0 grupo controle
(CIDR 4° uso) nao diferiu na taxa de resposta a ciclicidade quando comparado
ao grupo tratado com CIDR 4° + CE ao término do protocolo de inducéo (74,9
vs 80,4%, respectivamente). Sa Filho et al. (2015) numa sequéncia de estudos
realizados com novilhas Nelore pré-puberes, verificaram que a taxa de
ciclicidade foi inferior no grupo que so recebeu o dispositivo de P4 por 10 dias
(58,5%), quando comparado ao grupo que recebeu dispositivo de P4 por 10
dias associado ao tratamento com 0,5mg de CE na retirada do dispositivo
(67,2%). Entretanto, os efeitos positivos do tratamento com CE n&o foram
observados na taxa de prenhez a IATF (29,2 vs 36,7%).

Rodrigues et al. (2013), sugerem que novilhas mais pesadas podem
estar proximas a puberdade e, provavelmente, um menor estimulo é
necessario para induzir ovulacdo. Essa especulagdo é suportada pelos
resultados dos autores que veriticaram que a taxa de ovulagao foi de 75% nas

novilhas tratadas somente com o CIDR. Em outro experimento realizado pelos
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mesmos autores a taxa de ovulagéo induzida com o memos tratamento foi de
apenas 45%, Os autores relatam que as novilhas desse experimento estavam
mais leves.

Felisbino et al. (2021; dados nao publicados) estudaram 373 novilhas
Nelore entre 14 e 24 meses, com duas avaliagbes por US com intervalos de 10
dias antes de entrarem na EM. Os autores utilizaram somente novilhas sem CL
no experimento. Foram formados trés grupos para avaliar a resposta ao
protocolo de inducéo de ciclicidade e a taxa de prenhez a IATF. Além disso, foi
realizada a dindmica folicular e a avaliacdo do diametro uterino no DO (inicio do
protocolo de sincronizacdo para IATF). O Grupo controle (sem inducéo) nao
recebeu nenhum tratamento e permaneceu juntamente com os grupos tratados
até o inicio do protocolo para a IATF. O Grupo que recebeu a indug¢éo no D-24
foi tratado com 150mg de P4 injetavel (1,0ml; Sincrogest injetavel) e 0,5mg IM
de CE apés 12 dias (D-12). O Grupo indug¢do D-10 receberam 150mg de P4
injetavel (1,0ml; Sincrogest injetavel) 10 dias antes do inicio do protocolo de
IATF.

Os resultados foram indicativos de que as novilhas do grupo D-10 tivem
maior diametro uterino quando comparadas com as novilhas do grupo D-24
(15,4 + 0,32mm? vs 14,6 + 0,34mmP), sendo ambos superiores ao grupo
controle (13,6 + 0,34mm°). O didametro do maior foliculo no inicio do protocolo
de sincronizacdo também foi superior para o grupo D-10 (11,2 + 0,47mm?),
seguido pelo grupo controle (9,3 + 0,36mmP). O menor diametro foi verificado
no grupo D-24 (6,5 + 0,51mm°). A presenca de CL no DO do protocolo de
sincronizagao para IATF foi de 45% para o grupo D-24 e ausente para 0s
grupos D-10 e controle. Esses dados foram analisados no DO, ou seja, 0 grupo
D-24 estava com 12 dias do tratamento com CE para inducdo da ovulacao, o
gue aumentou a presenca de CL e possivelmente as concentragdes circulantes
de P4. Elevadas concentragcbes de P4 reduzem a pulsatilidade de LH e podem
comprometer o crescimento do foliculo dominante (ROBERSON et al., 1989).
Como o grupo D-10 estava em queda nas concentracdes circulantes desse
horménio, justificando em parte os achados desse estudo.

Motta et al. (2020) demonstraram que o aumento da area endometrial
ocorre apenas sob associagéo de alto E2 e baixa P4, o que pode justificar os
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resultados encontrados no grupo D-10, que apresentaram maior diametro
uterino associado ao maior didmetro do foliculo dominante.

A taxa de prenhez a IATF foi superor nas novilhas do grupo D-10
(50.6%%; 43/85), mesmo com 0% de taxa de ciclicidade no DO. As novilhas do
grupo D-24 (35.8"; 39/109) e controle (31.7°% 26/82) apresentaram menores
taxas de prenhez a IATF. Esses achados do estudo de Felisbino et al. (2021,
dados néo publicados) sugerem que as novilhas do grupo D-10 apresentarem
maior diametro uterino e folicular e pode ser uma alternativa de protocolo de
para melhorar a resposta de novilhas Nelore pré-pubers ao protocolo de
sincronizacdo para IATF. Entretanto, futuros estudos s&@o necessarios para

avaliar repetibilidade dessas informacdes.
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5 EXPERIMENTO 3 — EFEITO DA DOSE DE GONADOTROFINA CORIONICA
EQUINA NA TAXA DE PRENHEZ AOS 30 E 60 DIAS EM NOVILHAS
NELORE (BOS INDICUS)

5.1 OBJETIVO

v' Estudar o efeito de diferentes doses (0 vs 200 vs 300 Ul) de
gonadotrofina coriénica equina (eCG) no momento da remocdo do

dispositivo de P4 em novilhas Nelore (Bos indicus)submetidas a IATF.

5.2 HIPOTESE

A reducdo da dose de gonadotrofina coridnica equina (eCG; de 300Ul
para 200Ul) ndo interfere na taxa de prenhez a IATF. Entretanto, novilhas
tratadas com eCG (tanto na dose de 200Ul quanto de 300UIl) apresentam
aumento na resposta ao protocolo de sincronizagdo da ovulacao para IATF
quando comparadas as novilhas nao tratadas. O tratamento com eCG (200 e
300UIl) aumenta o diametro folicular no momento da IATF, a taxa de ovulagéo
(sem induzir duplas ovulacdes), o diametro do CL no diestro subsequente a

sincronizagéo e a taxa de prenhez a IATF em novilhas Nelore (Bos indicus).

5.3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo atendeu as normas e principios éticos de
experimentacdo animal da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — SP (FMVZ) (protocolo
namero 5796310818).

5.3.1 Local e periodo de execucao

O projeto foi executado durante o periodo de Dezembro de 2018 a
Novembro de 2020. O Experimento foi realizado na Fazenda Santa Vera,

localizada no municipio de Barra do Gargcas-MT.
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5.3.2 Animais e instalacdes

Foram utilizadas 398 novilhas Nelore puberes e pré-puberes. Durante
todo o experimento os animais foram mantidos em pastagem de brachiaria
brizantha, com acesso a agua ad libitum. . As novilhas permaneceram neste
sistema durante todo o experimento, com idas ao curral somente para coletas

de dados e execucdo do experimento.

5.3.3 Delineamento experimental

Utilizou-se um total de 398 novilhas, diagnosticadas pela auséncia ou
presenca de corpo liteo em uma avaliagdo ultrassonografica no inicio do
protocolo de IATF (D0). As novilhas foram submetidas a protocolo (D-24) de
inducao de ciclicidade de 12 dias com dispositivo intravaginal de progesterona
(P4; previamente utilizado por 24 dias), com adicdo de 0,5 mg cipionato de
estradiol i.m (CE) na remocado (D-12). No primeiro dia (DO) do protocolo de
sincronizagao da ovulagéo para IATF, os animais receberam tratamento com
2,0 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE), associado a 0,526 mg i.m. de
cloprostenol soédico (PGF2a), insercdo de um dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) previamente utilizado por 8 dias e uma avaliacdo
ultrassonogréfica (US) para diagnosticar a auséncia ou a presenca de CL. Apos
oito dias (D8) foi realizada a remocéao do dispositivo de P4 em todos 0s animais
receberam tratamento com 0,526 mg i.m. de PGF2a e 0,5 mg i. m de cipionato
de estradiol (CE). Neste momento os animais foram randomizados em 3 grupos
distintos de acordo com os seguintes tratamentos: Grupo 1) sem tratamento,
(OUI) de gonadotrofina coribnica equina (eCG). Grupo 2) os animais receberam
200Ul de eCG e Grupo 3) os animais receberam 300Ul de eCG. A IATF foi
realizada em todos os grupos 48 horas apdés a remocdo do dispositivo
intravaginal de P4 (D10 do protocolo), juntamente com um exame de US para
mensuracao do diametro folicular. Apos 10 dias da IATF foi realizado outro
exame ultrassonografico para avaliar a presenca e o mensurar o diametro do
CL.
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Figura 8. Delineamento experimental: Grupo 1) as novilhas sem tratamento OUI de eCG i. m.

Grupo 2) as novilhas receberam 200Ul de eCG i. m. e Grupo 3) as novilhas receberam 300Ul

de eCGi. m.

Distribuigdo Grupos:
G1-0UI
G2-200U1
G3-300U1

Geral Implante P4 1g 1

Grupos® F

Trat t D 0 -y
(Tratamentos) 0,526 Pgiza 0,526 Pgf2a
A +

2mg BE 0,5mg CE
+
Remogéo Dispositivo

Figura 9. Delineamento experimental: protocolo de inducdo de ciclicidade e de sincronizacao

para IATF de novilhas Nelore. As analises e tratamentos foram realizadas em todos os Grupos

experimentais citados na figura 8 (protocolo de inducdo a ciclicidade, avaliacdes

ultrassonograficas e diagnostico de gestacao).
US: Avaliagédo ultrassonografica; DG: Diagnéstico de gestacéo.

Geral ~Indugio
| Ciclicidad.
Gru ok L Iclicidade A . . .
pOS I 1 T T T i
(Variéveis) D-24 D-12 DO D10 D17 D 40
us
*pa  CE US| ysig UswarCl || ys+pe
folicular ™' ° 30 dias

5.3.4 Avaliagdes ultrassonogréficas

D70

uUs +DG
60 dias

Todas as fémeas foram submetidas a avaliacdo ultrassonografica

transretal com probe linear de frequéncia 7,5 MHz (DP10, Mindray, China) no

D-24 e no DO para diagnoéstico da presenca ou ndo de um corpo luteo (CL).

Outras avaliagcOes ultrassonograficas foram realizadas no D10, D17 para aferir

o diametro folicular e também no D40 e D70 para realizar o diagndstico de

gestacao.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS
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A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows (SAS, 2001). As variaveis continuas analisadas
foram diametro folicular na IATF e diametro do corpo lateo no D20 e as
variaveis binomiais analisadas foram taxa de ovulacdo no D20, taxa de
ciclicidade no D40, taxas de prenhez aos 30 e 60 dias de gestacao e perda
gestacional entre 30 e 60 dias de gestacdo. Os dados continuos foram testados
quanto a normalidade dos residuos pelo procedimento UNIVARIATE
(transformado quando necessario) e submetidos ao teste de Bartlett para
avaliar a homogeneidade das variancias. Contrastes ortogonais foram criados
para avaliar o efeito de eCG (C1 — Controle vs doses de eCG) e efeito da dose
de eCG (C2 — 200Ul vs 300Ui de eCG).

O procedimento GLIMMIX do SAS foi utilizado para analise dos dados
e o teste de Tukey para determinar diferenca entre oS grupos experimentais.
Na andlise de dados binomiais (taxas de ovulacao, prenhez aos 30 e 60 dias e
perda gestacional), as variaveis inicialmente incluidas no modelo foram
tratamento (OUI, 200Ul e 300UlI), ciclicidade no DO, fazenda, inseminador, touro
e periodo de IA (AM e PM) e interagdes.

Os dados foram analisados por regressao logistica multivariada usando
o procedimento LOGISTIC. As variaveis foram removidas por eliminacdo
retrograda, com base no critério estatistico de Wald quando P> 0,20. As
variaveis incluidas no modelo final para analisar a taxa de ovulagdo foram:
tratamento, ciclicidade no DO, touro, periodo de IA e interagdes e as variaveis
incluidas no modelo final para analisar a taxa de prenhez aos 30 e 60 dias e
perda gestacional foram: tratamento, ciclicidade no DO e interagdo. Os mesmos
contrastes ortogonais foram utilizados para a analise de dados binomiais.
Diferencgas significantes foram indicadas por uma probabilidade de P < 0,05. As
variaveis continuas foram expressas em média + EPM e as binomiais em

porcentagem.
5.6 RESULTADOS E DISCUSSAO
O protocolo de sincronizagdo da ovulacdo para IATF apresentou

resposta satisfatoria, com 87,9% (350/398) de taxa de ovulacdo. No inicio do

protocolo (D0), a presenca de CL foi similar entre os grupos experimentais [G-
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OUI = 65.2% (92/141) VS. G-200UI = 55.3% (73/132) VS. 63.2% (79/125); P=
0.16]. Nenhuma interagéo entre a presenca de CL no DO e os tratamentos com
eCG foram encontradas para quaisquer variaveis explanatérias (P > 0.05).

O diametro do maior foliculo no momento da IATF (D10) nédo foi

influenciado pelo tratamento com eCG (P = 0.22) e nem pela dose de eCG (P

0.18). Contudo, o tratamento com eCG aumentou a taxa de ovulacédo (P
0.002) e o diametro do CL no D17 (P = 0.001), independente da dose utilizada.
Nem o efeito de eCG e nem da dose de eCG foram observados para o niumero
de CL no D17, ovulacdes duplas e taxa de gestacdes gemelares. Dados estéo
presentes na tabela 3.

Tabela 3. Efeito da dose de eCG (0, 200 and 300Ul) no momento da remoc¢éo do dispositivo
intravaginal de P4 (D8) na resposta follicular de novilhas Nelore (Bos indicus) submetidas ao
protocol de IATF.

C1 Cc2
G-0 Ul G-200 Ul G-300UI (efeito (efeito
eCQG) dose)
65.3 55.3 63.2
Presenca de CL no DO (%) (92/141) (73/132) (79/125) 0.27 0.13
ECC no DO 2.83+0.02 2.82+0.01 2.81+0.02 0.49 0.62
@ FD no D10, IATF (mm) 11.0+0.2 10.4+0.2 10.8+0.3 0.22 0.18
Taxa de ovulagéo (%) 79.4° 90.2° 93.6" 0.002 0.36
(112/141) (119/132) (117/125) ' '
@ CL no D17 (mm) 15.7+0.3° 16.6+0.2° 16.6+0.3° 0.001 0.94
Numero de CL no D17 0.81+0.04 0.91+0.03 0.96+0.02 0.86 0.45
~ 1.8 0.8 1.7
Ovulacéo Dupla (%) 2/112) (1/119) 2/117) 0.54 0.55
N 0 0 0 0
Taxa de gémeos (%) (0/141) (0/132) (0/125) 0.99 0.99

FD — Maior Foliculo.
Contraste ortogonal: C1 (efeito de eCG): Controle x (200Ul + 300Ul); C2 (efeito da dose de
eCG dose): 200Ul x 300UI.
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As taxas de prenhez a IATF no D40 (P=0.05) e no D70 (P=0.02) foram
superiores para as novilhas tratadas com eCG, contudo nao foi encontrado
efeito de dose de eCG na taxa de prenhez no D40 (P=0.89) e no D70 (P=0.98).
A perda gestacional entre o D40 e o D70 foi inferior (P=0.07) nas novilhas
tratadas com eCG. Entretanto, ndo se verificou efeito da dose de eCG para
essa variavel (P=0.91). Nem efeito de eCG, nem efeito de dose de eCG foram
observados para a presenca de Cl nas novilhas diagnosticadas ndo gestantes

no D40. Os dados séo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Efeito da dose de eCG (0, 200 e 300UI) no momento da remocédo do dispositivo
intravaginal de P4 (D8) nas taxas de ovulacdo, de prenhez e de perda gestacional em novilhas

Nelore ( Bos indicus) submetidas ao protocolo de IATF.

G-0 Ul G-200 UI G-300UI C1 Cc2
Prenhez IATF somente nas 40.2 47.1 45.3 0.28 0.79
ovuladas (%) (45/112) (56/119) (53/117) ' '
Prenhez no D40 (%) 326" 42.4° 42.4° 0.05  0.89

(46/141) (56/132) (53/125) ' '
Prenhez no D70 (%) 29.1° 40.9° 40.8° 0.02 0.98

(41/141) (54/132) (51/125) ' '
Presenca de CL nas vazias no 68.4 69.7 70.8 0.74 0.81
D40 (%) (65/95) (53/76) (51/72) ' '
Perda gestacional entre o D40 e 10.9 3.6 3.8 0.07 0.91
0 D70 (%) (5/46) (2/56) (2/53) ' '

Contraste ortogonal: C1 (efeito de eCG): controle x (200Ul + 300Ul); C2 (efeito da dose de
eCG): 200Ul x 300UL.

O presente estudo refor¢ca a importancia do tratamento com eCG no
momento da retirada do dispositivo de progesterona em protocolos de IATF em
novilhas Nelore. Inclusive, os efeitos positivos do tratamento foram
evidenciados mesmo com a dose reduzida de eCG. As novilhas tratadas com
eCG apresentaram aumento do diametro do maior foliculo no momento da
IATF, na taxa de ovulacédo ao final do protocolo de sincronizacéo, no diametro
do CL 7 dias ap0s a IATF e na P/Al. Inclusive, as novilhas tratadas com eCG
também apresentaram reducdo da perda gestacional. Todos esses efeitos
positivos foram verificados independentemente da dose de eCG utilizada,
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indicando que a dose de 200Ul de eCG pode ser recomendada para novilhas
Nelore inseminadas em tempo fixo. Esses resultados confirmam a hipotese
inicial do presente estudo.

A acdo farmacologica do tratamento com eCG esta diretamente ligada a
estimulacdo tanto do crescimento folicular quanto da funcdo do CL
(BARUSELLI et al., 2004a,b; MENEGHETTI et al., 2009; SOUZA et al., 2009).
Estudos evidenciaram correlacdo positiva entre o tamanho do foliculo pré-
ovulatério e a probabilidade de ovulagédo e a taxa de prenhez, tanto em vacas
no periodo pos-parto (SA FILHO et al., 2008a) quanto em novilhas (SA FILHO
et al., 2008b; DIAS et al., 2009) Bos indicus. Em fémeas Bos taurus, verificou-
se que um foliculo ovulatério de maior diametro apresenta um odécito de melhor
qualidade, que esta relacionado a maior fertilidade (MUSSARD et al., 2007;
PERRY et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2001). No presente estudo, o
tratamento com eCG ndo aumentou o didmetro do foliculo no momento da
IATF.

Alguns autores relatam a relacdo positiva entre as concentracdes
circulantes de progesterona durante a fase inicial da gestagéo e a fertilidade
(BINELLI et al., 2001; BO et al., 2002; THATCHER et al., 2001). O tratamento
com eCG aumenta a concentracdo de progesterona no ciclo estral
subsequente a aplicacdo de eCG (BARUSELLI et al., 2000; FUENTES e DE LA
FUENTE, 1997). Esse efeito positivo pode ser devido a natureza luteotrofica da
eCG (MARQUES et al., 2003 e BARUSELLI et al., 2004a). O impacto positivo
da eCG no resultado de prenhez pode estar associado com a habilidade da
eCG de induzir mudangas moleculares, celulares e tecidual que estéo
relacionadas ao aumento da capacidade funcional da producéo de P4 (FATIMA
et al., 2012a).

Na literatura existem estudos que demonstram que o tratamento com
eCG estimulou a expressao de proteinas esteroidogénicas como STAR, bem
como a regulacdo da biossintese de colesterol e genes relacionados a
estrutura das organelas relacionadas a producao de progesterona. A expressao
diferencial desses genes € proposta como uma causa importante que leva ao
aumento do volume do CL e melhora na producdo de progesterona pelas
celulas luteinicas (FATIMA et al., 2012b).



Pagina |75

Nesse estudo, o tratamento com eCG aumentou o didmetro do CL apds
a IATF e pode ter aumentado a concentragdo circulante de P4 no inicio do
diestro, o que pode explicar o aumento da P/Al. Esses estudos corroboram
com trabalhos publicados anteriormente que evidenciaram efeito do tratamento
com eCG na taxa de ovulagédo e na concentracdo plasmatica de P4 no diestro
subsequente a IATF. Novilhas Nelore tratadas com eCG apresentaram maior
(P <0,05) taxa de ovulacdo [76% (16/21) vs. 50% (10/20)], concentracao
plasmatica de P4 somente nas novilhas ovuladas (4,31 + 0,56 vs. 2,22 + 0,16
ng / ml) e concentracdo plasmatica de P4 em todas as novilhas tratadas (3,46 +
0,62 vs. 1,30 £ 0,25 ng / ml) quando comparadas com novilhas do grupo
controle (sem tratamento com eCG no momento da remocao do dispositivo de
P4; BARUSELLI et al., 2004b).

Outro estudo foi realizado em novilhas Nelore tratadas ou ndo com eCG
(SA FILHO et al., 2009). Os autores também verificaram diferencas (P<0,05) na
resposta ao protocolo de sincronizacéo entre novilhas que receberam as doses
de OUI ou 400Ul de eCG. Foram verificados efeitos positivos do tratamento
com eCG na taxa de crescimento diaria do foliculo dominante entre a retirada
da fonte de P4 e a IATF (OUI = 0,6+0,1mm vs. 400Ul = 1,1+0,1mm), a taxa de
ovulacéo (OUI = 73,6% vs 400Ul = 94,4%) e a taxa de prenhez (OUI = 36,8% vs
400Ul = 50,0%). Resultados semelhantes foram encontrados por Peres et al.
(2009) que verificaram que o tratamento com eCG (OUI vs 200Ul vs 300UlI)
aumentou (P <0,05) o didametro do foliculo dominante na IATF (11,50 + 0,10
mm, 1190 + 0,11 mm e 12,00 £ 0,10 mm para 0, 200 e 300 UI,
respectivamente), a concentracdo de progesterona sérica no Dia 18 (2,77 *
0,11 ng/mL, 3,81 +£0,11 ng/ mL e 4,87 + 0,11 ng/ mL) e as taxas de ovulagéo
(83,8%, 88,5% e 94,3%) e de prenhez (41,3%, 47,0% e 46,7%).

Os resultados do presente estudo suportam estudos publicados na
literatura e reforcam a importancia do tramento com eCG na retirada do
dispositivo de P4 para melhorar a resposta ao protocolo de sincronizagéo da
ovulacao para IATF em novilhas Nelore. Ainda, corroboram com a possibilidade
de reducédo da dose de eCG para 200Ul, sem comprometer a eficiéncia do
protocolo de sincronizacgéo.

Novilhas com a presenca de CL no DO do protocolo de sincronizagao

apresentam aumento no diametro do maior foliculo no D10 (P = 0.05), no
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diametro do CL no D17 (P = 0.01) e na taxa de ovulacdo ao final do protocolo
de sincronizacéo para IATF (P = 0.01). Além disso, as novilhas com CL no DO,
quando diagnosticadas como vazias no D40, apresentaram maior quantidade
de CL quando comparadas com a novilhas sem CL no DO. Contudo, ndo houve
diferencas na prenhez a IATF no D40 (P=0.52) ou D70 (P=0.84) em novilhas
com presenca ou auséncia de CL no DO. Os dados sao apresentados na tabela
5.

Tabela 5. Efeito da presenca de CL no DO sobre o didmetro do maior foliculo no D10, didmetro
do CL no diestro subsequente (D17), taxa de ovulagdo, taxa de prenhez no D40 e D70 e

perdas gestacionais em novilhas Nelore submetidas ao protocolo de IATF.

Presenca Auséncia CL Valor P
CL no DO no DO CL no DO CL*eCG
NUmero de animais 244 154 : }
ECC (escalade 1 a5) 2.87+£0.02 2.75+0.03 ) )
Diametro FD no D10 (mm) 11.240.2 10.2+0.2 0.05 0.06
Diametro CL no D17 (mm) 15.8+0.03 11.8+0.6 0.01 0.56
< (0 95.5 74.7
Taxa de ovulagdo (%) (233/244)  (115/154) 0.01 0.12
39.8 37.7
0,
Prenhez D40 (%) (97/244) (58/154) 0.52 0.16
Presenca de CL nas vazias no 40 87.1 42.7
%) ¢ (128/147) (41/96) 0.01 0.97
36.5 37.0
Prenhez D70 (%) (89/244) (57/154) 0.84 0.15
Perda gestacional (D40 para D70; %) (8:3/937) (1%68) 0.18 0.99

Estudos anteriores discutiram o efeito da ciclicidade das novilhas no
inicio da estacdo reprodutiva sobre a fertilidade (SA FILHO et al., 2010). No
presente estudo, aumento nas respostas ovulatorias e na taxa de prenhez a
IATF foram observadas em novilhas com CL no dia 0 (novilhas que atingiram a
puberdade). Novilhas pré-puberes apresentam menor desenvolvimento uterino
as novilhas que atingiram a puberdade, sugerindo uma importante relacdo
entre Utero as gonadas (DESJARDINS; HAFS, 1969; .HONARAMOOZ et al.,
2004)
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O inicio da producdo de esterdides ovarianos (estrégeno e
progesterona) em novilhas que atigem a puberdade colabora com o
desenvolvimento do sistema genital e melhora o ambiente uterino para o
estabelecimento e a manuntecdo da gestacéo (FREITAS, 2015). As alteracdes
fisiologicas associadas a puberdade e ao inicio da atividade ciclica podem
estar associadas ao desenvolvimento do hipotadlamo, hipofise e utero,
melhorando a fertilidade das novilhas Nelore submetidas a IATF.

As novilhas com presenca de CL no DO, quando diagnosticadas como
vazias no D40, apresentaram maior taxa de CL que as novilhas sem a

presenca de CL no DO do protocolo de sincronizagéo (87,1% vs 42.7%).
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6 EXPERIMENTO 4 - EFEITO DA DURACAO DO PROTOCOLO DE
SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA IATF EM NOVILHAS NELORE
(BOS INDICUS).

6.1 OBJETIVO

v' Comparar a eficiéncia do protocolo a base de E2/P4 com duracédo de 7
(P4-7d) ou 8 (P4-8d) dias de permanéncia do dispositivo intravaginal de

P4 em novilhas Nelore (Bos indicus).

6.2 HIPOTESE

Novilhas Nelore (puberes e pré-puberes), que passaram por uma prévia
sincronizacgdao (inducao de ciclicidade) antes da IATF, quando submetidas a um
protocolo de IATF com 7 dias de permanéncia do dispositivo de P4,
apresentardo maior taxa de prenhez na IATF, em relacdo a com 8 dias.

6.3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo atendeu as normas e principios éticos de
experimentagcdo animal da Comissédo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — SP (FMVZ) (protocolo
namero 7206110320).

6.3.1 Local e periodo de execucao

O projeto foi executado durante o periodo de Julho de 2020 a outubro
de 2020. O Experimento foi realizado nas Fazendas, Santa Vera, Santa Cruz
da Serra e Jacaranda, localizadas nos municipios de Barra do Garcas - MT e
Araguaiana - MT, respectivamente. Foram avaliadas 1.211 Novilhas Nelore
(pré-puberes).
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6.3.2 Animais e instalacdes

Durante todo o experimento os animais foram mantidos nos pastos da
propriedade, com acesso a agua ad libitum, brachiaria brizantha e manejo
nutricional estabelecido na propriedade. Permaneceram neste sistema durante
todo o experimento, com somente idas ao curral como manejo de rotina, para

as coletas de dados e execucéao do trabalho.

6.3.3 Delineamento experimental

Foram utilizadas 1.211 novilhas Nelore Bos indicus, com idade de 24
meses e escore de condic¢ao corporal (ECC) de 3,16 + 0,35, em cinco fazendas
(trés fazendas com suplementacdo protéico/energética e duas fazendas sem
suplementacdo) localizadas em Mato Grosso. Em todas as fazendas, as
novilhas foram pré-sincronizadas 24 dias antes do inicio do protocolo (D0) com
150mg de P4 injetavel (Sincrogest injetavel®, Ourofino, Brasil). No DO, o grupo
P48d (n=618) recebeu 2mg de BE (Sincrodiol®, Ourofino), 530ug de
cloprostenol sédico (PGF2a; Sincrocio®, Ourofino, Brasil) um dispositivo
intravaginal de P4 (Sincrogest®, Ourofino, Brasil) de 3° uso. Na remocdo do
dispositivo (D8), administrou-se 0,5 mg de cipionato de estradiol (SincroCp®,
Ourofino, Brasil), 200 Ul de eCG (SincroeCG®, Ourofino, Brasil) e 530ug
PGF2a (Sincrocio®, Ourofino, Brasil). A IATF foi realizada 48h apds (D10). No
grupo P47d (n=593), utilizou-se 0 mesmo protocolo, diferenciando somente o
dia de inicio da sincronizacdo (D1). A taxa de prenhez foi avaliada por
ultrassonografia 30 dias apos a IATF.
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Figura 10. Representacdo esquemética do delineamento experimental realizado: nos grupos

com 8 e 7 dias de permanéncia do dispositivo intravaginal de P4.
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6.3.4 AvaliacOes ultrassonograficas

Todas as fémeas foram submetidas a avaliacdo ultrassonografica
transretal com probe linear de frequéncia 7,5 MHz (DP10, Mindray, China) no
DO para diagnosticar a presenca ou nao de um corpo luteo (CL). Outras
avaliacdes foram realizadas no D8 e D10 para aferir o diametro folicular, no
D20 para avaliar a taxa de ovulagdo pela presenca do CL e no D40 para o

diagnéstico de gestacéo.

6.5 ANALISES ESTATISTICAS

Informacdes de cada Novilha foram compiladas em planilhas para
analise estatistica. Analises estatisticas foram performadas usando Statistical
Analysis System for Windows (SAS, 2001). As variaveis continuas avaliadas
foram diametro folicular na remocéo do dispositivo e na IATF e diametro do
corpo luteo no D20. As variaveis binomiais avaliadas foram taxa de ovulagéo
no D20, taxas de prenhez aos 30 dias de gestacdo. Os dados continuos foram
testados quanto a normalidade dos residuos pelo procedimento UNIVARIATE
(transformado quando necessario) e submetidos ao teste de Bartlett para
avaliar a homogeneidade das variancias. O procedimento GLIMMIX foi utilizado
para determinar diferenca entre 0s grupos experimentais. Todos os valores

foram expressos em média £ EPM.
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Taxa de ovulacéo foi usado o procedimento GLIMMIX para distribui¢coes
binomiais e resultados expressos em porcentagem (%). Para as taxas de
prenhez aos 30 as variaveis inicialmente incluidas no modelo foram
tratamento (7 x 8 dias), ECC e fazendas. Dados foram analisados por
regressdo logistica usando o procedimento LOGISTIC. Varidveis foram
removidas pelo BACKWARD elimination, baseado no critério estatistico de
wald, quando P>0,20. Os dados binomiais foram expressos por porcentagem.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade)
foi de 5% (P < 0,05) e tendéncia quando P < 0,10.

6.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado no grafico 9, ndo foram observadas diferencas
entre os grupos experimentais na taxa de prenhez a IATF [P47d = 56,2%
(333/593) VS. P48d = 51,3% (317/618); P=0,67]. No entanto, houve interacao
(P=0,05) entre o tempo de permanéncia do dispositivo de P4 e entre fazendas
na taxa de prenhez a IATF.

No gréafico 10, verificou-se que a taxa de prenhez aumentou no grupo
P47d somente nas fazendas que realizam a suplementacado nutricional [P47d =
59,2% (261/441)* vs P48d = 51,0% (225/441)°; P=0,01]. Entretanto, nas
fazendas que ndo realizam suplementacdo protéico/energética ndo houve
diferenca na taxa de prenhez a IATF entre os tratamentos de sincronizacdo
[P47d = 47,4% (72/152) vs P48d = 52,0% (92/177); P=0,41].
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Gréfico 9. Taxa de prenhez a IATF entre os grupos de novilhas Nelore sincronizadas com 7 vs

8 dias de permanéncia do dispositivo intravaginal de P4.
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Gréfico 10. Taxa de prenhez a IATF entre os grupos de novilhas Nelore sincronizadas com 7 vs
8 dias de permanéncia do dispositivo intravaginal de P4, estratificados por fazendas que

utilizam ou ndo suplementacéo nutricional.
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No presente estudo, o tempo de permanéncia do dispositivo intravaginal
de P4 ndo influenciou a taxa de prenhez [P4-7d = 56,2% (333/593) VS. P4-8d =
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51,3% (317/618); P=0,67]. Entretanto, verificou-se interacdo tratamento e
fazenda na taxa de prenhez a IATF das novilhas Nelore. Inimeros fatores
relecionados ao manejo da fazenda podem comprometer a resposta aos
protocolos de IATF (FRIGONI, 2020). Nesse estudo foi verificado que, nas
fazendas que realizavam a suplementagéo proteico/energético das novilhas, o
protocolo com 7 dias de duracéo do dispositivo de P4 apresentou maior taxa de
prenhez a IATF quando comparado ao protocolo de 8 dias de duracao [P4-7d =
59,2% (261/441)% vs P4-8d = 51,0% (225/441)°]. Entretanto, esse efeito ndo foi
verificado nas fazendas que nao realizavam a suplementacao das novilhas [P4-
7d = 47,4% (72/152) vs P4-8d = 52,0% (92/177); P=0,41].

O protocolo de sincronizacdo para IATF em novilhas emprega o
tratamento com prostaglandina no DO com o objetivo de induzir a lise do CL
presente e reduzir as concentracdes circulantes de P4 durante o crescimento
do foliculo dominante, melhorando as taxas de crescimento e de ovulac¢do do
foliculo dominante e a fertilidade das novilhas sincronizadas (CARVALHO et
al., 2008). Recentemente, foi verificado que novilhas Nelore submetidas a alto
consumo de matéria secal/energia apresentam ativacdo da via hepética de
metabolizagcdo da P4, reduzindo as concetragdes circulantes de P4 durante o
protocolo e aumentando o crescimento do foliculo dominante e a taxa de
ovulacdo (BATISTA et al., 2020). Essas evidéncias colaboram para
compreender a resposta aos protocolos de IATF em novilhas Nelore e podem
justificar variagbes na resposta a sincronizacdo conforme a nutricdo das
novilhas e os tratamentos realizados.

Felisbino et al. (2019) evidenciaram elevada a taxa de ovulagao
antecipada (30,3% das novilhas ovularam entre a retirada do dispositivo de P4
e a IATF) em 301 novilhas Nelore sincronizadas com protocolos com 8 dias de
permanéncia do dispostivo de P4. As novilhas que ovularam antecipadamente
apresentaram maior diametro do FD no momento da remocao do dispositivo de
P4 (11,14 vs 9,58mm, respectivamente) e inferiores taxa de prenhez a IATF
(22,9% vs 42,9%). Dados de Gimenes et al. (2008) mostram que os foliculos de
novilhas Nelore atigem capacidade ovulatoria com diametro médio de 7,6mm.
Contudo, as respostas aumentam quando o FD atinge 8,5mm de diametro,
podendo justificar a elevada taxa de ovulagdo observada antes da IATF das
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novilhas que apresentarm maior diamento do FD no momento da retirada do
dispositivo intravaginal de P4.

Barbuio et al. (2020) verificaram reducdo na taxa de ovulagéo
antecipada em novilhas Nelore sincronizadas com protocolos de 7 quando
comparadas com novilhas sincronizadas com protocolos de 8 dias de
permanéncia do dispositivo de P4. Os autores encontraram maior taxa de
ovulacdo antecipada em novilhas sincronizadas com 8 dias (16,7%) quando
comparadas com novilhas sincronizadas com 7 dias (4,7%) de permanéncia do
dipositivo de P4 . Esses dados suportam a possibilidade de melhorar a taxa de
prenhez a IATF de novilhas Nelore sincronizadas com protocolos de 7 dias de
permanéncia do dipositivo de P4 e que empregam o tratamento com
prostaglandina no inicio do protocolo.

O momento ideal em que a inseminagdo deve ocorrer em relacdo a
ovulacdo depende principalmente da expectativa de vida dos espermatozoides
e da viabilidade do odcito no trato genital feminino (HUNTER, 1994). Dransfield
et al. (1998) e Roelofs et al. (2005) demonstraram que a probabilidade de
ocorrer a concepc¢do diminui quando a IA é realizada préximo ao momento da
ovulacédo (menos de 12 ou 6 horas antes da ovulacéo, respectivamente). Esses
achados podem explicar a menor taxa de prenhez nas novilhas que
apresentam ovulacdo antecipada (antes da IATF), obtida com maior frequencia
nos protocolos de maior duracéo.

Barbuio et al. (2020), quando compararam a taxa de prenhez em
novilhas Nelore de aproximadamente 27 meses de idade, também nao
encontraram diferenca na taxa de prenhez a IATF conforme o tempo de
permanéncia do dispositivo de P4 [8 dias de P4= 44.3% (179/404) vs. 7 dias de
P4= 47.3% (179/376); P=0.20). Entretanto, as novilhas do grupo de 8 dias
apresentaram maior diametro do foliculo dominante na remocao do dispositivo
de P4 (8 dias de P4 = 8.3£0.2mm vs. 7 dias de P4 = 7.3+0.3mm; P=0.003) e
com tendéncia a maior expressao de estro [8 dias de P4 = 54.5% (220/404) vs.
7 dias P4 = 48.4% (182/376); P=0.07]. Entretanto, Barbuio et al., (2020)
evidenciaram que novilhas precoces (19,1+0,2 meses de idade) respoderam
diferentemente aos tratamentos quando comparadas com novilhas tardias
(35,5+£0,2 meses de idade). Verificou-se interacado (P=0,07) entre a idade da

novilha e o tempo de permanéncia do dispositivo de P4 na taxa de prenhez a
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IATF. As novilhas tardias apresentaram efeito positivo do tratamento com 7
dias [8 Dias de P4= 40.2%° (82/204) vs. 7 dias de P4= 48.4%* (90/186)].
Entretanto, esse efeito positivo do tratamento com 7 dias nao foi verificado nas
novilhas precoces [8 dias de P4= 48.5%% (97/200) vs. 7 dias de P4= 46.8%%
(89/190)].

Os dados séo indicativos de que a reducédo dos dias de permanéncia do
dispositivo intravaginal de P4 de 8 para 7 dias nos protocolos de sincronizacéo
da ovulacéo para IATF em novilhas Nelore pode melhorar a taxa de prenhez.

Entretanto, outros fatores como idade das novilhas e manejo nutricional
da fazenda podem influenciam na eficiéncia dos tratamentos de sincronizagao.
Novos estudos devem ser realizados para compreender os detalhes das
possiveis interacdes que influenciam a resposta aos protocolos de
sincronizagdo com diferentes periodos de permanéncia da fonte de

progesterona.
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7 CONCLUSOES

A hipétese do Experimento 1 foi confirmada. As novilhas tratadas com
P4 injetavel apresentaram semelhantes taxas de inducédo de ciclicidade e de
prenhez a IATF que as novilhas tratadas com dispositivo intravaginal de P4 de
4° uso. Ainda, o perfil de liberacdo de progesterona entre os grupos tratados
com P4 também foi semelhante. Nao houve diferenca na taxa de prenhez a
IATF dos grupos de novilhas que receberam tratamento para inducdo de
ciclicidade (P4 injetavel ou Dispositivo de P4) quando comparadas as novilhas
Nelore ciclando.

A hipétese do experimento 2 foi confirmada. Nao foi observado efeito
negativo da remocédo do tratamento com cipionato de estradiol (CE) ao término
do periodo de exposi¢cdo a P4 nas taxas de inducédo de ciclicicade e de prenhez
a IATF em novilhas Nelore pré-puberes.

A hipétese do experimento 3 foi confirmada. A reducdo da dose (300 vs
200UIl) de gonadotrofina coridnica equina (eCG) ndo compromete a taxa de
prenhez a IATF. Além disso, as novilhas que receberam o tratamento com
eCG (200 e 300UI) apresentaram aumento na taxa de prenhez a IATF quando
comparadas com as novilhas néo tratadas.

A hipétese do experimento 4 nao foi confirmada. Foi observada
interacdo fazenda*tratamento na taxa de prenhez a IATF de novilhas Nelore
sincronizadas com protocolos de 8 ou 7 dias de duracdo do dispositivo

intravaginal de P4.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES PRATICAS

A pecuaria brasileira vem mudando seu patamar nos ultimos anos. As
novilhas vém sendo trabalhadas precocemente durante a estacdo de monta e o
uso crescente da sincronizagdo permite a utilizacado da IATF em larga escala,
colaborando para o incremento no melhoramento genético e na eficiéncia
reprotutiva e produtiva dos rebanhos. Sendo assim, é cada vez mais importante
o planejamento nutricional e das estratégias reprodutivas (gestdo) dos
rebanhos que, juntamente com os cuidados com a sanidade, se tornar&o
relevantes para a boa performance. Com modelos de produgéo cada vez mais
intensivos e rentaveis, a pecuaria brasileira esta galgando a passos largos
rumo ao aumento de produtividade. Nesse cenario, investimentos em pacotes
tecnoldgicos serdo cada vez mais implementados.

No experimento 1 e 2 do presente estudo, foi verificado que a inducéo
de ciclicidade traz resultados semelhantes aos alcancados com novilhas
ciclicas, e que novilhas que nédo séo induzidas tém resultados insatisfatérios na
taxa de prenhez a IATF. Entretanto, animais com ou sem CL ap06s a inducao de
ciclicidade, apresentam semelhantes resultados de fertilidade, sugerindo que a
prévia inducdo ameniza os efeitos negativos da auséncia de ciclicidade.

No experimento 3, o tratamento com eCG no momento da retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona, mesmo com a dose reduzida,
aumentou o didmetro do maior foliculo no momento da IATF, a taxa de
ovulacdo ao final do protocolo de sincronizacédo, o diametro do CL sete dias
ap6s a IATF e a P/Al. Todos esses efeitos positivos foram verificados
independentemente da dose de eCG utilizada, indicando que a dose de 200Ul
de eCG pode ser recomendada para novilhas Nelore inseminadas em tempo
fixo.

No ultimo experimento 4, dois fatores podem afetar o resultado dos
protocolos de sincronizagcdo com diferentes dias de permanéncia do dispositivo
intravaginal de P4. Barbuio et al. (2020) verificaram que a idade dos animais
pode influenciar a duracdo do protocolo. Novilhas mais jovens apresentaram
resultados semelhantes de fertilidade aos protocolos com 7 ou 8 dias de
duragdo. Entretanto, em novilhas mais velhas os protocolos com 7 dias

apresentam melhores resultados na taxa de prenhez a IATF. No presente
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estudo, verificou-se que o manejo nutricional da fazenda pode influenciar o
resultado da IATF. As novilhas criadas em fazendas que recebiam
suplementacao proteica/energética apresentaram maiores indices de fertilidade

com protocolos de 7 dias de duracéo do dispositivo de P4.
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