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FORMATO DA TESE

A presente Tese é composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducdo geral, a contextualizacéo,
justificativa do tema e os objetivos do estudo, itens determinados pelo
Regulamento do Programa de Pos Graduacdo em Ciéncia Animal da PUCPR.

O capitulo 2 refere-se ao Artigo cientifico completo, o qual sera formatado
nas normas de um Periddico, onde o0 mesmo serd submetido para posterior
publicacéo.

O capitulo 3 finaliza esta Tese com as ConclusGes oferecidas pela
presente Tese .

As referéncias Bibliograficas encontram-se ao final da Tese.



RESUMO GERAL

No decurso das ultimas décadas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
tem ganhado consideravel impulso na sua utilizacdo. A néo-necessidade de
observacdo de estro, ou seja a execucdo da sincronizacdo do estro e da
ovulagdo em qualquer fase do ciclo estral trouxe alento para esta biotécnica.
Isto gerou um consideravel impulso para a inseminacao artificial no todo,
aumentando a comercializacdo de sémen. O presente estudo objetivou (1)
comparar as taxas de prenhez em vacas multiparas Bos taurus indicus,
submetidas a programa de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF),
administrando protocolo hormonal com uma Inseminagao artificial (I1A), com
duas IAs consecutivas (a intervalo de 20 horas) e a ressincronizacdo da
ovulacéo (RES), e (2) verificar os efeitos da aplicacdo do acetato de buserelina
(BUS) no 6° e no 12° dia ap6s a IATF sobre os niveis de progesterona sérica.
Duzentas e setenta e quatro vacas multiparas foram distribuidas em trés
grupos: grupo uma inseminacdo artificial (G1lA; n=88) submetido no dia
zero(DO) a insercdo de dispositivo intravaginal com progesterona (P4, 1g) +
benzoato de estradiol (BE; 2mg IM); no D7 foi aplicada a prostaglandina
F24(500mcg PGF,,, IM); em D8 a P4 foi retirada; em D9 foi aplicado o BE (1mg,
IM); em D10 executou-se a IATF + exames de ultrassonografia (US) dos
foliculos com mensuracéo do diametro; no D16 foi aplicado BUS (21,0 mcg; IM)
e coletado sangue para determinacdo hormonal de P4 sérica; em D22 coleta
de sangue; em D41 foi executado o diagndstico da prenhez (US) + entrada de
touros de repasse; em D90 ocorreu a retirada dos touros; em D110 executou-
se 0 DG; o grupo duas IAs (G2IA; n= 88) foi submetido a idéntico protocolo
exceto que em D11 foi executada uma segunda IA,(intervalo de 20 horas entre
a primeira e a segunda); em D17 houve a coleta de sangue + BUS; em D23
coleta de sangue; o grupo ressincronizacdo (GRES; n=98) foi submetido a
idéntico protocolo ao do G1IA, exceto que em D40 executou-se o DG e as
vacas nao-prenhes receberam o dispositivo de P4+BE; em D47 aplicou-se a
PGF,,; em D48 procedeu-se a remocao da P4; em D49 BE; em D50 IATF; em
D56 coleta de sangue + BUS; em D62 coleta de sangue; em D80 DG (US) +
entrada de touros; em D110 retirada dos touros e em D140 executou-se o DG.

Foi obtido 50,0 e 47,0% de taxa de prenhez (TP) respectivamente para o G1IA



e GRES referente a uma IA; a TP no G2IA e GRES (relativo a somente a 22 1A)
resultou respectivamente em 58,0% e 50,0% (P=0,36); a TP acumulada do
GRES e do G2IA foi respectivamente de 73,4 e 58,0 % (P=0,025); a TP ao final
da estacdo de monta resultou em 85,2; 88,6 e 87,7 para G1IA, G2IA e GRES
respectivamente (P>0,05). A média do diametro do foliculo pré-ovulatorio
(FPO) a primeira IATF foi de 12,81, 12,16 e 12,76 (G1lIA, G2IA e GRES
respectivamente), porém alterou-se para 12,69 mm (no GRES) e 13,64 mm
(G2IA) (P=0,031) a 22lA; ovulacdo antes da IATF ocorreu somente no G2IA,
sendo 3,4 % antes da primeira e 27,3% antes da segunda IA; os perfis de
progesterona sérica no G1IA, G2IA e GRES mostraram respectivamente 3,47,
3,73 e 3,34 ng/mL no D6, e 4,45; 5,21 e 5,23 ng/mL no D12 apos a IATF.
Concluiu-se que a ressincronizacdo da ovulacdo resultou em maior taxa de
prenhez (P<0,05) que a IATF com uma ou com duas IAs; vacas do G2IA
evidenciaram maior diametro do FPO que do GRES (P<0,05); o diametro do
FPO a segunda IA, correlacionou-se com a TP; ao final da estagéo reprodutiva
nao se observou diferencas na TP entre os grupos; a administracdo de BUS no
6.dia pos IATF aumentou a concentracao de progesterona seérica.

Palavras chaves: Inseminagéo Artificial, Bovinos, Progesterona, Foliculo

ovulatorio



ABSTRACT
Over the past decades, timed artificial insemination (TAI) has achieved
considerable impulse in its use. The lack of estrus observation, ie, the execution
of estrus synchronization and ovulation at any stage of the estrous cycle
brought encouragement to this biotechnology. This generated considerable
impulse for artificial insemination in totum, increasing the semen trade. The
study aimed to (1) compare pregnancy rates in Bos taurus indicus multiparous
cows submitted to a Timed Artificial Insemination (TAI) program, administering
a hormonal protocol with an artificial insemination (Al), with two consecutive Als
(the interval between 20 hours) and ovulation resynchronization (RES), and (2)
to verify the effects of buserelin acetate (BUS) application on the 6th and 12th
day after TAl on serum progesterone levels. Two hundred and seventy-four
multiparous cows were divided into three groups: group one artificial
insemination (G1IA; n = 88) submitted on day zero (DO) to the intravaginal
progesterone device insertion (P4, 1g) + estradiol benzoate (BE; 2mg IM); in D7
prostaglandin F2a (500mcg PGF2a IM) was applied; in D8 to P4 was removed,
in D9, BE was applied (1mg, IM); In D10, IATF + follicle ultrasound (US)
examinations were performed with diameter measurement; In D16, BUS (21.0
mcg; IM) was applied and blood was collected for serum P4 hormone
determination; in D22 blood collection; in D41, the diagnosis of pregnancy (US)
+ transfer of bulls was performed; in D90 the bulls were removed; in D110 the
DG was executed; group two Als (G2IA; n = 88) were submitted to the same
protocol except that in D11 a second Al was performed (20 hour interval
between the first and second); in D17 there was blood collection + BUS; in D23
blood collection; the resynchronization group (GRES; n = 98) was submitted to
the same protocol as the G1IA, except that in D40 the DG was performed and
the non-pregnant cows received the P4 + BE device; in D47 PGF2a was
applied; in D48 P4 was removed; in D49 BE; in D50 IATF; in D56 blood
collection + BUS; in D62 blood collection; in D80 DG (US) + bulls entrance;
D110 removed the bulls and D140 executed the DG. It was obtained 50.0 and
47.0% of pregnancy rate (TP) respectively for G1IA and GRES for an Al; TP in
G2IA and GRES (relative to only the 2nd IA) resulted respectively in 58.0% and
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50.0% (P = 0.36); the accumulated GRES and G2IA TP were respectively 73.4
and 58.0% (P = 0.025); TP at the end of the breeding season resulted in 85.2;
88.6 and 87.7 for G1IA, G2IA and GRES respectively (P> 0.05). The mean
diameter of the preovulatory follicle (POF) at the first TAl was 12.81, 12.16 and
12.76 (G1IA, G2IA and GRES respectively), but changed to 12.69 mm (in
GRES). and 13.64 mm (G2IA) (P = 0.031) at the 2nd IA; ovulation before TAI
occurred only in G2IA, 3.4% before the first and 27.3% before the second Al,
serum progesterone profiles in G1IA, G2IA and GRES showed respectively
3.47; 3.73 and 3.34 ng / ml in D6, and 4.45; 5.21 and 5.23 ng / mL at D12 after
TAI It was concluded that resynchronization of ovulation resulted in a higher
pregnancy rate (P <0.05) than FTAI with one or two Als; G2IA cows showed
larger diameter of the POF than GRES (P <0.05); POF diameter at the second
Al correlated with PT; At the end of the reproductive season there were no
differences in PT between the groups; administration of BUS at day 6 post IATF
increased serum progesterone concentration.

Keywords: Timed Artificial Insemination. Cattle. Progesterone. Two Al.

Resynchronization.
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CAPITULO |
1. Introducéo
1.1 Contextualizacao

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, composto
por mais de 220 milhdes de cabecas. Deste total, os abates superaram 24
milhdes, e as exportacbes de carne bovina brasileira alcangaram volume
superior a 1,4 milhdes de toneladas (CNA, 2018). Apesar destes numeros, a
pecuaria brasileira ainda apresenta entraves de produtividade como: taxa de
lotacdo de 0,6 cabecas por ha; taxa de prenhez (TP) de 56%; e taxa de
desfrute na ordem de 20% (Parra, 2008).

Entretanto, esse efeito pode ser minimizado submetendo vacas paridas
a protocolos de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), que se tem
demonstrado eficiente, com vistas ao incremento na TP no inicio da estacdo de
monta. Isso resultara em menor nimero de dias para conceber em relacdo ao
sistema de Inseminacdo Artificial (IA) convencional ou Monta Natural (MN)
(Silva et al.,2004). A Inseminacdo Artificial (IA) apresenta muitas vantagens
sobre o sistema de monta natural (MN), dentre as quais cabe destacar o
controle zootécnico, controle sanitario, melhoramento genético, relacao custo
beneficio, dentre outras.

A necessidade de se observar a manifestacao de estro (visivel), para ser
utilizado no momento mais apropriado, limitaram a ado¢édo da IA, fato este
somente superado com o desenvolvimento da Inseminacao Artificial em Tempo
Fixo (IATF) (Alvarez e Salas,2016). A IATF consiste em protocolos hormonais
gue permitem realizar a IA em um momento especifico, e sem a necessidade
de deteccéo de estro. Rapidamente, a IATF mudou o panorama do uso da IA
no rebanho nacional, e o Brasil tornou-se referéncia mundial na aplicacdo da
técnica de IATF em bovinos de corte.

A IATF vem apresentando um aumento consideravel em sua aplicacao,
atingindo significativos progressos em funcdo do numero de protocolos
administrados (100 mil em 2002 e 5,2 milhdes em 2010), o que equivale a 50%
de todas inseminacdes no Brasil (Baruselli et al.,2010). A IATF foi implantada

em larga escala nos rebanhos do Centro-Oeste e Norte do pais, em
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consequéncia do maior interesse dos proprietarios em ampliar e qualificar a

genética e produtividade de seus rebanhos (Almeida et al., 2011).

1.2 O Impacto da Inseminacéao Artificial em Tempo Fixo

O objetivo primordial de uma propriedade que investe em pecuaria de
corte deve ser o de alcancar um intervalo entre partos de 12 meses nas
matrizes. Para isto, segundo Rossa et al. (2009), é fundamental o emprego da
Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo (IATF), cuja biotécnica reprodutiva gera
incremento na taxa de prenhez.

Devido aos seus resultados e indicagcbes, o uso da IATF alcangou a
marca de 50% do total de inseminacdes realizadas no Brasil em 2010 (Baruselli
et al., 2011).

Torres Jr et al. (2009), recomendam o uso da IATF em pecudria de corte,
comprovando retorno de 19,1% sobre o investimento, além de reducdo do
intervalo entre partos e ganho genético com os produtos nascidos com esta
biotécnica. Entretanto, alertam para a necessidade de mao de obra qualificada
para conduzir de modo correto um programa de IATF, maximizando os
resultados e minimizando 0s riscos.

A IATF pode ser empregada também em novilhas de reposicdo. A
utiizacdo de IATF em novilhas, seguido de repasse com touros, nhao
apresentou indice de prenhez significativamente superior em comparagcao as
novilhas submetidas somente a Monta Natural (MN). Entretanto, na estacao de
monta (EM) seguinte, resultaram em TP mais elevada, sinalizando um efeito

benéfico da IATF também sobre esta categoria (Azeredo et al., 2007).

1.3 Protocolos Hormonais nos programas de IATF

A utilizacdo de alguns farmacos permite o controle do ciclo estral,
incluindo a sincronizacdo do estro, a lutedlise e a ovulacdo em tempo pré-
determinado, obtendo-se indices de fertilidade viaveis com o estro induzido (Sa
Filho et al., 2008). Um bom protocolo de sincronizacdo deve ser de fécil
aplicabilidade, ter alta probabilidade de sucesso, ser viavel economicamente, e
ser utilizado em um reduzido espaco de tempo (Vasconcelos e Meneghetti,
2006).
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Para a correta manipulacdo do ciclo estral deve-se: 1) Sincronizar a
onda folicular; 2) Controlar a fase progesterénica e 3) Induzir a ovulagao.
(Baruselli et al.,2015). O desenvolvimento de protocolos hormonais tem
evoluido substancialmente nos ultimos anos, com destaque ao lancamento de
varios esteréides na década de 50, pela disponibilidade das prostaglandinas e
sua associagdo com o0s progestagenos e estrégenos nos anos 70, pelo uso de
exames de ultrassonografia e pelas técnicas de quantificagdo hormonal a partir
de 1980. Na década de 90, novos conceitos, manejos, protocolos e produtos
foram disponibilizados e adotados, visando a disseminacéo da IATF (Madureira
e Maturana Filho, 2012).

1.3.1 Prostaglandina F,

Um dos primeiros protocolos desenvolvidos para a sincronizacdo de estro
e da ovulacéo, visando a inseminacao artificial (I1A), fundamentou-se no uso da
prostaglandina F,, (PGF2a), a qual provoca a lise do corpo luteo e a
consequente manifestacao de estro em média aos 2,9 + 0,1 dias pés aplicacéo,
levando a uma sincronizacao de até 81,2% (Barnabé et al.,1976). O emprego
deste farmaco, baseado em seu efeito luteolitico, com aplicacdo de duas doses
de PGF2aa intervalo de 14 dias entre as mesmas, e com posterior observacao
de sinais de estro para proceder a IA, foi possivel obter TP na ordem de 51,3%
(Alvarez et al.,2003).

Com relacdo a utilizacdo de PGF2a em protocolos de IATF, baseados
em uma fonte exdgena de progesterona, a prostaglandina podera ser aplicada
no dia 7 (D7) ou dia 9 (D9) do protocolo, provocando uma queda controlada
dos niveis circulantes de progesterona com tendéncia aumasuperior TP na
IATF (Vasconcelos e Meneghetti, 2006).

1.3.2 OVSYNCH

Pursley et al. (1995) desenvolveram um protocolo conhecido como
Ovsynch, o qual inclui uma dose de hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH) no inicio do protocolo (dia zero), uma dose de PGF2a apds 7 dias
(D7), e uma segunda dose de GnRH apds48 horas (D9); finalmente, procede-

se a inseminacao artificial em tempo fixo 16 horas apos, independente de
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manifestacdo comportamental de estro. De acordo com estes autores, a
sincronizagao de estro e da ovulagéo aproxima-se a 90% quando da aplicagéo
deste protocolo, e assim o0s animais poderdo ser inseminados sem a
necessidade de observacdo de cio, apresentando resultados satisfatérios
quando comparados a IA convencional (observacdo de estro e IA 12 horas
apos).

Alvarez et al. (2003), utilizando o protocolo Ovsynch, procederam a IA
com intervalo pré-fixado de 20 horas e obtiveram TP de 41,4%, sendo que, dos
animais que ficaram gestantes, 80% haviam manifestado sinais
comportamentais de estro. Desta forma, concluiram ser possivel a obtencdo de
TP semelhantes aguelas alcancadas com a observacédo de estro, e aumentar a
taxa de prenhez aos 90 dias com este protocolo.

Destacando a importancia de buscar alternativas de protocolos que néo
utilizem fontes de estrogenos como indutores de ovulacdo (Benzoato de
Estradiol — BE, por exemplo), devido a proibicdo em alguns paises, B6 e
Mapletoft (2010), recomendam utilizar o protocolo conhecido como Ovsynch,
como alternativa para a adocao da IATF. De acordo com Furtado et al. (2011),
0 uso de tal protocolo permite que as IAs possam ser realizadas de 8 a 12
horas apds a segunda dose de GnRH, sem a necessidade de observar sinais

de estro.

1.3.3 COSYNCH, PRESYNCH e SELECTSYNCH

Com variacdo ao protocolo Ovsynch, outro protocolo foi proposto — o
Cosynch - que difere do primeiro pelo fato de se realizar as inseminagcdes
artificiais concomitantemente a aplicacdo da segunda dose de GnRH, ou seja,
48 hs apds a aplicacdo de PGF2qa, otimizando o tempo e a mdo de obra
utilizada nos protocolos (DeJarnette e Marshall, 2003).

Procurando obter melhor resposta ao protocolo Ovsynch, desenvolveu-
se um protocolo de pré sincronizacédo (Presynch) o qual consiste em aplicar
duas doses de PG, intervaladas 14 dias entre cada aplicacéo, e que, segundo
Moreira et al. (2001), proporcionou aumento de 18% na taxa de gestacao (25%
para 43%).

As variagOes entre os protocolos foram se sucedendo, dando origem ao

Selectsynch, no qual os animais, apés receber a dose de PGF2a, sao
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inseminados artificialmente com observacéo de cio; este protocolo é utilizado,
principalmente, em locais onde a deteccdo de cio € mais eficiente (Rudolph et
al., 2011).

1.4 Protocolos com progestagenos

Wiltbank et al. (1971) investigaram a sincronizagéo do estro em bovinos
de corte através do uso de implantes subcutdneos (auriculares)de
progestagenos (norgestomet), associados ao estradiol (intramuscular).

Posteriormente, os dispositivos liberadores de progesterona, passaram a
serem constituidos de silicone e utilizados via intravaginal, com o objetivo de
controlar o momento do estro e da ovulacdo nas fémeas bovinas (Schneider et
al, 2009).

Desde entdo, novos protocolos despertaram o interesse dos
pesquisadores, visando a inducéo e a sincronizacao do estro através de uma
fonte exdégena de P4. Estes protocolos incluem a aplicacdo conjunta de
progestagenos e estrégenos no inicio do protocolo (D0); a retirada da fonte de
progesterona exdgena concomitante com a aplicagdo de PGF2a (ou seus
analogos) no oitavo dia (D8); a aplicacdo de uma fonte de estrogeno apés 48
horas (D10); e a realizacdo da IATF 30 horas apés (Ereno et al. 2007; Moreira
et al., 2007),

A exposicao das fémeas bovinas a uma fonte exdégena de progesterona
por um periodo de 7 a 10 dias mimetiza a fase luteinica do ciclo estral, e isto
pode ser obtido pela administracao oral (Acetato de Melengestrol), implantes
vaginais (Medroxiprogesterona —MGA,; Acetato de Fluorogestona — FGA), ou
ainda com implantes auriculares (Norgestomet) (Madureira e Maturana Filho,
2012).

Nestes protocolos, o estrogeno administrado concomitantemente com a
presenca de uma fonte exdgena de progesterona (dispositivos intravaginais
com P4) ou enddgena (corpo lateo), provoca a regresséo folicular devido a
diminuicdo dos niveis circulantes de horménio Foliculo Estimulante (FSH) e
hormoénio Luteinizante (LH) (Baruselli et al., 2010). A associagédo de estradiol
com progestageno, provoca inibicdo do FSH e LH, e, por consequéncia, 0s

foliculos presentes sofrem atresia, iniciando uma nova onda folicular e, na
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maioria dos animais, havera um foliculo dominante na retirada dos implantes
de P4.

Outros farmacos tem sido incorporados aos protocolos de IATF, entre
eles a Gonadotrofina Coribnica Equina (eCG) (Ereno et al., 2007; Moreira et al.,
2007; Souza et al., 2015a; Souza et al.,2016).

Sa Filho et al. (2010), apds aplicarem eCG no momento de remocao do
implante de Norgestomet, observaram incremento na taxa de crescimento e no
diametro (1,53 + 0,1 vs. 0,48 + 0,1 mm/dia) do foliculo dominante (FD), além de
melhora na taxa de ovulacédo (TO) (80,8% vs. 50,0%) e taxa de prenhez (TP)
(80,8% vs. 50,0%).

Para Moreira et al. (2007), protocolos baseados em uma fonte exdgena
de progesterona podem ser acrescidos de outros hormdnios, tais como
benzoatode estradiol (BE), PGF2a, GnRH e eCG. Outros protocolos tem sido
divulgados associando-se o GnRH + PGF2a + BE, com obtencdo do aumento
do diametro folicular e taxa de ovulagdo em vacas aciclicas (Vasconcelos et al.,
2009).

Gaievski et al. (2015), utilizaram um protocolo incluindo P4 + BE +
PGF2a em vacas multiparas, obtendo TP de 48,0%; ao adicionar GhnRH no
momento da IATF, obtiveram TP de 53,84%; ao aplicar o eCG no momento da
retirada do progestageno, obtiveram 57,69% de TP; e quando associaram
GnRH + eCG obtiveram TP de 58,33%. Em nuliparas os resultados de TP
foram de 53,33%, 57,14%, 57,14% e 56,25% para 0s mesmos protocolos,
respectivamente.

Procurando determinar o impacto do uso da eCG associada a outros
farmacos e praticas de manejo, Souza et al. (2016) utilizaram em torno de 500
vacas Bos indicus, submetendo-as a protocolo de IATF. Grupo eCG +
Desmama temporaria; Grupo eCG + Benzoato de Estradiol; Grupo eCG +
Cipionato de Estradiol obtendo TP de 51,1%; 47,1% e 47,8 %,
respectivamente.

Um trabalho conduzido por Souza et al. (2015a) objetivou comparar a
eficiéncia reprodutiva de vacas Nelore pluriparas submetidas a protocolo de
IATF com a utilizacdo de progestagenos intravaginais, divididas em dois grupos
conforme o uso de eCG no momento da retirada do implante vaginal, ou

Desmama Temporaria por 48hs a partir da retirada do implante de
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progesterona. Ao final da estacdo de monta, as TPs resultaram em 59% para o
grupo eCG vs. 63,3% do grupo desmame temporério. Também foram utilizados
implantes vaginais de progestdgenos, para checar o efeito do primeiro,
segundo e terceiro uso sobre a TP em vacas Nelore submetidas a IATF (Souza
et al.,2015b).

1.4.1 Indutores de ovulacdo nos protocolos de IATF

O controle do momento ideal da ovulacao € fundamental para o sucesso
de um programa de IATF. Os indutores de ovulagcédo mais utilizados em bovinos
sdo o0 benzoato de estradiol (BE) e o Horménio Liberador de Gonadotrofinas
(GnRH) (Siqueira et al.,2008).

Madureira e Maturana Filho (2012) ressaltam que, para efetuar a IATF, é
necessario sincronizar o pico de LH e assim provocar ovulagdo em momento
determinado.Isto podera ser obtido com a aplicagdo do proprio Horménio
Luteinizante (LH), da gonadotrofina coribnica equina (eCG), da gonadotrofina
coribnica humana (hCG), do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), ou
ainda uma fonte de estradiol (benzoato, cipionato ou valerato de estradiol).

Segundo Moreira et al. (2007), o BE age como um agente sincronizador
da ovulacdo pelo seu efeito indutor de um pico de LH, enquanto o GnRH
provoca a ovulacao do foliculo dominante (FD) desde que 0 mesmo esteja em
fase pos divergéncia, pois tal horménio possui efeito de FSH e de LH, e tem
uma atuacdo mais rdpida em comparacdo aos estrégenos, atuando
diretamente na hipdfise produzindo um pico de LH, agindo no foliculo pré
ovulatoério (Furtado et al.,2011).

Com relacdo ao uso de eCG, sabe-se que este possui capacidade de
ligar-se aos receptores de FSH e LH (Furtado et al., 2011). Cavalieri et al.
(1997), obtiveram um incremento na sincroniza¢cdo da ovulacdo, redugéo no
tempo da ovulacdo e a liberagdo de um pico de LH acrescentando o eCG em
protocolos de IATF. Sa Filho et al. (2010), concluiram que o tratamento de
novilhas Nelore com eCG em rebanho comercial, apresentou aumento na taxa
de ovulacao e na taxa de prenhez, com relagdo ao grupo que nao recebeu este
tratamento. Entretanto, Ereno et al. (2007) nao verificaram efeito positivo ao se
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adicionar eCG em protocolos de IATF em vacas Nelore lactantes, com boa
condigcéo corporal, obtendo taxas de prenhez de 53,6% e 50,6% com e sem
eCG, respectivamente.

Em trabalho apresentado por Moreira et al. (2007), procurando avaliar a
eficiéncia no controle da ovulacdo em protocolos de IATF em vacas solteiras e
com bezerro ao pé, com exposicdo prévia de progesterona via implante
auricular (Norgestomet) e o uso concomitante de diferentes horménios (eCG,
GnRH e BE), nédo identificaram efeito adicional benéfico na TP nos grupos
avaliados.

Visando comparar dois ésteres de estradiol como indutores de ovulacao
sobre o diametro folicular (DF) e a TP, Franca et al. (2015) utilizaram 50 vacas
gue receberem 1 mg de CE (IM), no momento da retirada do progestageno, e
outro grupo de 44 animais receberam 1 mg de BE 24 horas apos a retirada do
progestageno. Os resultados para diametro folicular foram 11,45 mm vs. 10,71
mm; e TP de 34,10% vs. 40%, para BE vs. CE, respectivamente. Os autores
concluiram que o CE poderia ser uma alternativa ao BE, por simplificar o

protocolo de IATF, executando-se um manejo a menos.

1.5 Ressincronizagao

Procurando maximizar os resultados obtidos na IATF, implementou-se a
técnica de ressincronizacdo (RES), a qual consiste em iniciar um novo
protocolo de IATF antes do diagnéstico de gestacdo da IATF anterior. De
acordo com Baruselli et al. (2015), os objetivos desta técnica sdo aumentar o
namero de bezerros nascidos de IATF, diminuir o nidmero de touros para
repasse, melhorar a eficiéncia reprodutiva e aumentar o nimero de animais
geneticamente superiores.

Utilizando a técnica de RES, Freitas et al. (2007) oportunizaram duas
inseminacdes em 42 dias e alcancaram 75% na TP, culminando com pari¢des
mais precoces na temporada de nascimento do ano seguinte, permitindo que
as matrizes tivessem melhor condicdo de concepg¢édo na estagao reprodutiva
vindoura.

Oliveira et al. (2019), relataram TPs acumuladas de 81,6% e 73,1% em
animais submetidos a RES, com uso de dispositivos vaginais de progesterona

novos e reutilizados, respectivamente. Em um estudo conduzido por Marques



19

et al. (2012), obteve-se 56,1% de TP na primeira IATF e 49,3% na RES,
totalizando 77,8% de vacas prenhes com duas IATFs. Em outro estudo,
obtiveram 91,1% de prenhez quando foi adotado uma IATF seguida de outras
duas, ou seja, utilizando-se de duas RES, dispensando, com iSso 0 repasse
com touros.

Procurando desenvolver uma estratégia de RES, Faleiro et al. (2019)
realizaram IATF em vacas zebuinas, e ap0s a realizacdo do diagnéstico de
gestacdo (DG), submeteram as que ndo estavam gestantes a um novo
protocolo de IATF similar ao primeiro. A TP obtida foi de 52% e 49% na
primeira e segunda IATF, respectivamente. Neste estudo, 0 aumento na taxa
total de prenhez foi de 23,5%, em comparacdo a apenas uma IATF, concluindo
os autores que a RES em vacas zebuinas é eficaz para o aumento da

eficiéncia reprodutiva.

1.6 Diametro folicular na IATF

Conforme relatado por Ribeiro Filho et al. (2013), a presenca de um
foliculo de maior didmetro no momento da inseminacdo € um indicador de
melhor resposta ovariana e TP em vacas Bos taurus indicus submetidas a
programas de IATF. Dessa forma, alternativas devem ser adotadas com o
intuito de se aumentar o didmetro do foliculo no momento da IATF,
incrementando a eficiéncia dos protocolos de sincronizacdo e proporcionando
uma melhor relagéo custo-beneficio para o produtor.

O diametro do foliculo ovulatorio esta relacionado com maiores
concentracdes de estradiol, maior probabilidade de ovulacdo e TP (Sa Filho et
al.,2010).

De acordo com Sa Filho et al. (2010), a elevada concentracado de
estradiol pré ovulatéria, devido a presenca de um foliculo ovulatério de maior
didmetro, pode influenciar na fertilizacdo das fémeas por promover mudancgas
no ambiente uterino, melhorando o transporte espermatico e favorecendo a
concepgao.

Em estudo conduzido por Ribeiro Filho et al. (2013), os animais foram
divididos em trés grupos de acordo com o diametro do foliculo no momento da
inseminacdo, e constataram que no grupo em que as fémeas apresentaram

didametro folicular acima de 13,6mm, a concep¢do média estimada foi de
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78,83%, significativamente superior aguelas que apresentavam diametros de
até 11,2mm. Os resultados demonstraram um efeito positivo do diametro
folicular sobre a fertilidade de vacas Nelore submetidas a um protocolo de
sincronizacgao.

Visando avaliar o efeito do diametro folicular na TP em vacas Nelore,
Cavalieri et al (2016), dividiram os animais em cinco grupos conforme o
diametro folicular (mm): 7-10; 10,1-13; 13,1-16; +16; e ausente. A TP

comprovou gque quanto maior o diametro folicular, maior a TP.

1.7 GnRH

Conforme afirmam Thatcher et al. (2001), a baixa concentracdo de P4
pos a inseminacdo tem sido associada a menor TP, e ao uso de drogas
especificas (GnRH, hCG, por exemplo), e que teriam a capacidade de induzir a
formacao de um corpo Iiteo e, por consequéncia, aumentariam a concentracao
sérica de P4, culminando em TP mais elevada.

Procurando demonstrar a relacdo positiva ao se utilizar GnRH pos IATF
com a TP em vacas submetidas a stress cal6rico, Willard et al. (2003)
conduziram um trabalho no qual protocolaram vacas Holandesas via Ovsynch e
aplicaram 100 mg de gonadorelina no 5 dia (G5) e no 11(G1ll) poés
inseminacdo, mantendo ainda um grupo testemunha, o qual ndo recebeu
nenhum tratamento pos IATF. ApGs realizar avaliacdo ultrassonografica para
diagnéstico de gestacdo, constataram que o grupo sem GnRH apresentou TP
inferior quando comparado aos demais grupos. Adicionalmente, oS grupos
tratados resultaram em mais tecido luteal e concentracdo sérica de
progesterona mais elevada.

Garcia-Guerra et al. (2019), utilizaram novilhas receptoras de embrides,
visando a formacédo de um Corpo Luteo acessoério (CLa) e, por consequéncia,
aumento na concentragdo de progesterona sérica. Apos a aplicacdo de GnRH
no 5° dia do ciclo estral, e observaram a presenca de um CLa em 83,9% no
grupo tratado com gonadorelina vs. 3,3% no grupo controle. Relatam ainda
que, a presenca de CLa reduziu a perda embrionaria, provocou o aumento da
progesterona circulante (7,2 vs. 6,0 ng/ml) e, por consequéncia, incrementou a
fertilidade.
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As acbes de inducdo da ovulacdo do foliculo dominante mediante a
buserelina sdo mais impactantes que com o uso de gonadorelina ( Macmillan et
al., 2003. A buserelina promove aumento nas concentracdes de LH e FSH
apos sua administracdo e com a aparecimento da emergéncia de uma nova
onda folicular de 2 a 3 dias apés (Diaz et al., 1998), além de executar a

ovulacdo em 100% de foliculos em crescimento (Castillo et al., 2000).

2.0 Hipotese

A hip6tese do presente estudo foi a de que a utlizacdo de duas
inseminacdes artificiais consecutivas a intervalos de 20 horas em programas de
inseminacao artificial em tempo fixo, poderia otimizar a taxa de prenhez,
guando comparada a protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo em vacas

multiparas.

3.0 Objetivo

O estudo objetivou (1) comparar as taxas de prenhez de vacas
multiparas submetidas a protocolos de inseminacgéo artificial em tempo fixo,
administrando protocolos hormonais com uma ou duas |IAs consecutivas e
ressincronizacdo, e (2) determinar os niveis de progesterona sérica no sexto e
no 12° dia apds a IATF, ap6s a administragdo de hormoénio liberador de

gonadotrofinas (GnRH), visando a formacao de corpo luteo acessorio.
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CAPITULO 2
COMPARACAO ENTRE PROTOCOLOS PARA A INSEMINACAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO COM UMA, DUAS INSEMINACOES OU COM
A RESSINCRONIZACAO DA OVULACAO EM VACAS Bos taurus indicus

Francisco Romano Gaievski', Luiz Ernandes Kozicki', Tacia Gomes Bergstein-
Galan?, Romildo Romualdo Weiss®, Rafaela Talini’

! Programa de Pés Graduagéo em Ciéncia Animal — Pontificia Universidade
Catodlica do Parané — Curitiba — Brasil.

2 Universidade Positivo, Curitiba, Parana, Brazil

% Federal University of Parand, Curitiba, Parana, Brazil

RESUMO — O estudo objetivou (1) comparar as taxas de prenhez (TP) de
vacas Bos taurus indicus, submetidas a programas de Inseminacao Artificial em
Tempo Fixo (IATF), mediante protocolos com uma Inseminacéao artificial (1A),
com duas IAs e a ressincronizacdo da ovulacédo (RES), (2) verificar a influencia
do didmetro do foliculo preovulatorio sobre a taxa de prenhez e, (3) checar os
niveis de progesterona sérica apés a administracdo do acetato de buserelina
(BUS) no 6° e no 12° dia apos a IATF. Duzentas e setenta e quatro vacas
lactantes foram distribuidas em trés grupos: grupo uma inseminacao artificial
(G1IA; n=88) submetido no dia zero (DO0) a insercéo de dispositivo intravaginal
com progesterona (P4, 1g) + benzoato de estradiol (BE; 2 mg IM); no D7 foi
aplicada a prostaglandina F,, (500 mcg PGF,,, IM); em D8 a P4 foi retirada;
em D9 foi aplicado o BE (1 mg, IM); em D10 executou-se a IATF + exames de
ultrassonografia (US) dos foliculos com mensuracdo do didmetro; no D16 foi
aplicado BUS (21,0 mcg; IM) e coletado sangue para determinacdo de P4
sérica; em D22 coleta de sangue; em D41 foi executado o diagndstico da
prenhez (US) + touros de repasse; em D90 ocorreu a retirada dos touros; em
D110 executou-se o DG; o grupo duas IAs (G2IA; n= 88) foi submetido a
idéntico protocolo exceto que em D11 foi executada uma segunda IA, (intervalo
de 20 horas entre a primeira e a segunda); em D17 houve a coleta de sangue +
BUS; em D23 coleta de sangue; o grupo ressincronizacdo (GRES; n=98) foi

submetido a idéntico protocolo ao do G1IA, exceto que em D40 executou-se 0
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DG e as vacas nao-prenhes receberam P4+BE; em D47 aplicou-se a PGFy,;
em D48 a remocdo da P4; em D49 BE; em D50 IATF; em D56 coleta de
sangue + BUS; em D62 coleta de sangue; em D80 DG (US) + entrada de
touros; em D110 retirada dos touros e em D140 executou-se o DG. Os
resultados apontaram TP de 50, 58 e 73.4 % respectivamente para os G1IA,
G2IA e GRES (P<0.05) referente a IATF propriamente dita e a TP ao final da
estacdo de monta resultou em 85,2; 88,6 e 87,7 (P>0,05). A média do diametro
do foliculo pré ovulatério (FPO) a primeira IATF foi de 12,81, 12,16 e 12,76
(G1IA, G2IA e GRES respectivamente) e de para 12,69 mm (GRES) e 13,64
mm (G2IA) (P=0,031) a 22lA; ovulacdo antes da IATF ocorreu somente no
G2IA, sendo 3,4% antes da primeira e 27,3% antes da segunda IA; foliculos
pré ovulatorios com diametros entre 12 e 14.1 mm incidiram em 84.7% dos
animais prenhes, seguidos do foliculos com 14.0 a 16.1 mm (64.7%). Os perfis
de progesterona sérica no G1lIA, G2IA e GRES mostraram respectivamente
3,47; 3,73 e 3,34 ng mL no D6; e 4,45; 5,21 e 5,23 ng mL no D12 apés a IATF.
Concluiu-se que a ressincronizagdo da ovulagdo resultou em maior taxa de
prenhez (P<0,05) que as IATFs com uma ou com duas IAs; animais
inseminados com foliculos preovulatorios maiores que 12.1 mm de diametro
resultaram em maiores taxas de prenhez; a administracdo de buserelina no
sexto dia p6s IATF aumentou a concentracdo de progesterona sérica nos
animais prenhes, recomendando-se seu emprego; nao se verificou diferencas
nas taxas de prenhez ao final da estacéo reprodutiva.

Palavras chave: Bos taurus indicus. Duas IA. Ressincronizacdo. Progesterona.

Foliculo pré ovulatorio.

COMPARISON BETWEEN PROTOCOLS FORTIMED ARTIFICIAL
INSEMINATION BY ONE, TWO INSEMINATIONS OR BY OVULATION
RESYNCHRONIZATION IN COWS Bos taurus indicus
ABSTRACT - The study aimed to (1) compare pregnancy rates in Bos taurus
indicus multiparous cows submitted to a timedartificial insemination (TAl)
program, using a hormonal protocol with an artificial insemination (Al), with two
consecutive Als (the interval between 20 hours) and ovulation

resynchronization (RES), and (2) to verify the effects of buserelin acetate (BUS)
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application on the 6th and 12th day after TAl on serum progesterone levels.
Two hundred and seventy-four multiparous cows were divided into three
groups:group one artificial insemination (G1IA; n = 88) submitted on day zero
(DO) to the intravaginal progesterone device insertion (P4, 1 g) + estradiol
benzoate (BE; 2 mg IM); in D7 prostaglandin F2a (500 mcg PGF2a IM) was
applied; in D8 to P4 was removed; in D9, BE was applied (1 mg, IM); In D10,
IATF + follicle ultrasound (US) examinations were performed with diameter
measurement; In D16, BUS (21.0 mcg; IM) was applied and blood was
collected for serum P4 hormone determination; in D22 blood collection; in D41,
the diagnosis of pregnancy (US) + transfer of bulls was performed; in D90 the
bulls were removed; in D110 the DG was executed; group two Als (G2IA; n =
88) were submitted to the same protocol except that in D11 a second Al was
performed (20 hour interval between the first and second); in D17 there was
blood collection + BUS; in D23 blood collection; the resynchronization group
(GRES; n = 98) was submitted to the same protocol as the G1IA, except that in
D40 the DG was performed and the non-pregnant cows received the P4 + BE
device; in D47 PGF2a was applied; in D48 P4 was removed; in D49 BE; in D50
IATF; in D56 blood collection + BUS; in D62 blood collection; in D80 DG (US) +
bulls entrance; D110 removed the bulls and D140 executed the DG. It was
obtained 50% and 47% of pregnancy rate (TP) respectively for G1IA and GRES
for an Al; TP in G2IA and GRES (relative to only the 2nd IA) resulted
respectively in 58% and 50% (P = 0.36); the accumulated GRES and G2IA TP
were respectively 73.4% and 58% (P = 0.025); TP at the end of the breeding
season resulted in 85.2; 88.6 and 87.7 for G1IA, G2IA and GRES respectively
(P> 0.05). The mean diameter of the preovulatory follicle (POF) at the first TAI
was 12.81, 12.16 and 12.76 (G1IA, G2IA and GRES respectively), but changed
to 12.69 mm (in GRES). and 13.64 mm (G2IA) (P = 0.031) at the 2" IA;
ovulation before TAI occurred only in G2IA, 3.4% before the first and 27.3%
before the second Al; serum progesterone profiles in G1IA, G2IA and GRES
showed respectively 3.47; 3.73 and 3.34 ng mL in D6, and 4.45; 5.21 and 5.23
ng mL™ at D12 after TAI It was concluded that resynchronization of ovulation
resulted in a higher pregnancy rate (P<0.05) than FTAI with one or two Als;
G2IA cows showed larger diameter of the POF than GRES (P<0.05); POF

diameter at the second Al correlated with PT; At the end of the reproductive
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season there were no differences in PT between the groups; administration of
BUS at day six post IATF increased serum progesterone concentration.
Keywords: Timed Artificial Insemination. Cattle. Progesterone. Two Al.

Resynchronization.

Introducéao

Atualmente, a inseminacao artificial (IA) € empregada em torno de
12,0% do rebanho bovino brasileiro. A IA padroniza o rebanho, possibilita a
organizacdo do manejo nas fazendas, reduz custos de reposicdo de touros,
além de controlar doencas venéreas, dentre outras vantagens. A IA
convencional confrontou-se com desafios (necessidade de deteccao visivel de
estro, reducao da quantidade de animais inseminados, necessidade de pessoal
em tempo integral), onerando os custos. Estes fatos contribuiram para o
desenvolvimento de técnicas e protocolos de sincronizacdo do estro e da
ovulacdo, dando origem a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). A IATF
possibilita inseminar centenas de animais em um momento pré-determinado,
sem a necessidade de observacdo de cios e sem comprometer a eficiéncia
reprodutiva, concentrando as paricbes em periodo desejado (Baruselli et al.,
2004; Ayres et al., 2006; Torres Junior et al., 2009).

Os protocolos hormonais com vistas a IATF ganharam destaque a partir
do desenvolvimento do ovsynch (Pursley et al., 1995). A partir deste, diversas
modificacdes surgiram destacando-se a inclusdo de dispositivos intravaginais
com progesterona associada a ésteres, agentes luteoliticos e indutores da
ovulagdo, visando incrementar ainda mais o controle sobre o ciclo estral e
principalmente sincronizar a ovulacdo nos animais (B6 et al., 2002; Souza,
2013).

Dentre os incrementos aos protocolos para a IATF, o emprego de
progestagenos intravaginais destacou-se, agindo como bloqueadores das
gonadotrofinas liberadas da adeno hipofise. Os progestagenos foram entdo
empregados em combinacdo com esterdides ou com fatores liberadores de
gonadotrofinas (GnRH), para que apods sua retirada do protocolo, agentes

luteoliticos e indutores da ovulacdo pudessem atuar sem obstaculos
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sincronizando a ovulacdo, um dos pontos mais relevantes ao aumento das
taxas de prenhez (TP) (B0 et al., 2002; Ferreira et al., 2012).

Em que pesem o0s progressos obtidos na melhoria dos protocolos
hormonais para incrementar as TPs na IATF, estas ainda encontram-se
parcialmente satisfatorias por forca das variacdes sobre a fertilidade dos
animais. As oscilagdes nas TPs a IATF, ainda atualmente verificadas, podem
ser consideradas significativas, porquanto estendem-se de 35 a 70% (Baruselli
et al., 2002; Rocha et al., 2007; Oliveira et al., 2019).

Uma das técnicas que visam o aumento dos indicadores reprodutivos
refere-se a ressincronizacdo (RES) do estro e da ovulagéo, condicionando a
aplicacao de duas IAs dentro de 42 dias de protocolo. A RES pode melhorar as
TP em até 77,0%, quando somados 0s percentuais da 12 mais a 22 IATF
(Freitas et al., 2007; Doroteu et al., 2015), destacando-se como uma biotécnica
a ser utilizada com mais frequéncia, ampliando o emprego da IA (Baruselli et
al., 2017; Oliveira et al., 2019). Protocolos de RES na IATF em vacas Bos
taurus indicus resultaram em TP de 81,6% (taxa acumulada), otimizando os
indicadores reprodutivos (Oliveira et al.,2019).

Neste contexto, e objetivando aumentar a eficiéncia reprodutiva em
vacas Bos taurus indicus, o presente estudo formulou a hipétese de que duas
inseminacdes artificiais executadas a intervalo de 20 horas entre uma e outra,
poderiam impactar positivamente no aumento das TPs em protocolos de IATF,
uma vez que relatos com duas inseminacdes artificiais seguidas em protocolos
de IATF s&o escassos, impossibilitando citacdes nesse sentido.

O objetivo do presente estudo foi (1) comparar os indicadores da
eficiéncia reprodutiva em vacas Bos taurus indicus, submetidas a programa de
inseminacao artificial em tempo fixo, empregando protocolo hormonal com uma
Inseminacdo artificial, com duas inseminacdes artificiais consecutivas (a
intervalo de 20 horas) versus a ressincronizagao da ovulacéo, e (2) verificar a
influencia do diametro do foliculo pré-ovulatorio sobre a taxa de prenhez; e (3)
checar os niveis de progesterona sérica no sexto e no 12°. dia pos IATF depois

da aplicacdo do acetato de buserelina (BUS).
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Materiais e Métodos
Animais e local

O estudo foi conduzido em uma fazenda com fins comerciais, localizada
nas coordenadas 26 10’ 12" S e 53 21’ 39” O, durante a estag¢ao reprodutiva
2017/2018. O clima da regido caracteriza-se como subtropical, com estacdes
climéticas definidas e chuvas regulares com precipitacdo pluviométrica anual
de 1.200 mm; a temperatura média de outubro a dezembro variou de 15,48 a
28,87 graus Celsius. As vacas eram lactantes da raga Nelore (Bos taurus
indicus; n = 274); a idade oscilou entre 3.6 e 6,5 anos; o escore da condi¢ao
corporal foi de 3,1 (2.5 a 4,0) (1 = magra; 5 = obesa; Bohnert et al., 2014) e 0
peso médio foi de 455 kg (398 a 460).

As vacas pastoreavam em invernadas dotadas de Brachiaria brizantha,
com livre acesso ao sal mineral (Composicao: Ca 120; P 40; Na 80; S18 [g/kq];
e Mg 5000; Zn 2500; Cu 675; Fe 666; Mn 520; Co 40; | 50; Se 13 [mg/kg])
(BellMais Fertilidade, Trouw Nutrition®, Sdo Paulo) e a agua ad libitum. As
vacas foram submetidas a controle sanitario de 30 dias antes do inicio do
estudo com a adocdo de profilaxia vacinal contra a rinotraqueite infecciosa
bovina, diarréia viral bovina, campilobacteriose, leptospirose e clostridioses.
Critérios de inclusédo de animais:

Antes do estudo, os animais foram submetidos a exames de
ultrassonografia (Mindray DP 2200 Vet, China) transretal para o monitoramento
dos ovarios. Vacas com foliculos >8 mm de diametro (didametro maior +
diametro menor dividido por 2) (Gastal et al., 2008), ou com CL, foram
considerados animais ciclando (Souza et al., 2015) e utilizadas no estudo. As
vacas com dias abertos > que 40 dias e livres de endometrites, assim como
animais com ECC > que 2,5 foram utilizadas.

Critérios de exclusdo de animais:

Vacas com foliculos abaixo de 8 mm de diametro e com auséncia de
corpo luteo foram consideradas em anestro e vacas com corrimento vagino-
vulvar muco-turvo ou sinais mais comprometedores néo foram utilizadas.
Formacgé&o dos grupos

Exames de ultrassonografia foram executados sete dias antes (D-7) da
administracdo do protocolo, visando avaliar o status uterino e ovariano, e

eventuais patologias.
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As vacas foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos (Figura 1):
grupo uma inseminacéo artificial (G1IA; n=88), submetido no dia zero (D0) a
insercao de dispositivo intravaginal com P4 (1 g) + benzoato de estradiol (BE; 2
mg IM); no D7 foi aplicado prostaglandina F,, (500 mcg PGF,,, IM); em D8
ocorreu a remocéao da P4; em D9 foi aplicado o BE (1 mg, IM); em D10 houve a
IATF + exames de ultrassonografia (US) do foliculo pré ovulatério com
mensuragao do diametro; no D16 foi aplicado o acetato de buserelina (BUS;
21,0 mcg; IM) e coletado sangue para determinacdo hormonal de P4 sérica; em
D22 coleta de sangue; em D41 foi executado o diagndstico da prenhez (US) +
touros de repasse; em D90 a retirada dos touros; em D110 executou-se o DG.

O grupo duas IAs (G2IA; n= 88) foi submetido a idéntico protocolo
exceto que em D11 foi executada uma segunda IA, perfazendo um intervalo de
20 horas entre a primeira e a segunda; em D17 executou-se a coleta de
sangue, e foi aplicado a BUS (21,0 mcg, IM); em D23 nova coleta de sangue.

O grupo ressincronizacdo (GRES; n=98) foi submetido a idéntico
protocolo ao do G1IA, exceto que em D40 procedeu-se ao DG e as vacas
vazias receberam o dispositivo de P4+BE; em D47 aplicou-se a PGF,,; em D48
o dispositivo com a P4 foi removido; em D49 aplicou-se o BE; em D50 ocorreu
a IATF; em D56 coleta de sangue + BUS; em D62 coleta de sangue; em D80
DG (US) + touros; em D110 retirada dos touros e em D140 executou-se o DG.
As inseminacdes foram precedidas por higienizacao da vulva (Agua e toalha de
papel), com deposicéo intrauterina do sémen + massagem manual do clitéris.

A descongelagdo do sémen foi feita mediante descongelador eletrénico
(modelo WTA, Cravinhos, Sao Paulo) a temperatura de 35°C por 30 segundos.
Antes do estudo, foi executada uma avaliacdo do sémen obedecendo aos
critérios definidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugéo Animal (CBRA, 2013).
O sémen congelado (20.000.000 espermatozoides) empregado era das racas
Red Angus e Aberdeen Angus. A monta natural foi realizada por touros

comprovadamente férteis, a base de 1:30 vacas.

As vacas foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos, conforme

diagramas abaixo:
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Grupo uma inseminacao artificial (G1IA; n=88)
US US +PG -P4 +BE 1IATF CS CS +MN -MN +DG(2)

P4 Us  BUS us

BE DG (1)
N | | | | | | | | | |
D7 DO D7 D8 D9 DI0 D16 D22 D41 D9 D110

Grupo duas inseminacdes artificiais (G2IA; n=88)

US US +PG -P4 +BE 1IATF 2IATF CS CS +MN -MN +DG(2)
P4 us UsS BUS DG(1)
BE

I I I I I I I I I I I I
D-7 DO D7 D8 D9 D10 D11 D17 D23 D41 D90 D110

Grupo ressincronizacao (GRES;n=98)
US US +PG -P4 BE IATF US PG -P4 BEIATF CS CS US -MN US

P4 US DG(1) BUS DG(2) DG(3)
BE +P4* +MN
+BE*

D-7DO D7 D8 D9 D10 D40 D47 D48 D49 D50 D56 D62 D80 D110 D140

Figura 1 — Diagrama dos protocolos administrados as vacas multiparas Bos taurus indicus com
vistas a inseminacdo artificial em tempo fixo com uma, duas inseminacdes ou com a
ressincronizacao.

Legenda: *nas vacas vazias. US: Ultrassonografia; P4: Dispositivo intravaginal com
Progesterona (1g; Cronipress- Biogenesis Bago, Curitiba — Parana - Brasil) BE: Benzoato de
estradiol (2mg IM; Bioestrogen — Biogenesis Bago); PG: Prostaglandina (500 mcg IM; Croniben
Biogenesis Bago); IATF: Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo; CS: Coleta de sangue; BUS:
acetato de buserelina (21,0mcg IM; Gonaxal Biogenesis Bago); MN: Monta Natural, DG:

Diagnostico de Gestagdo, D-7= monitoramento ovariano 07 dias antes do estudo; D=dia).

Determina¢fes hormonais da progesterona sérica

As amostras de sangue foram coletadas no D6 (= dia da administracdo do
acetato de buserelina) e D12 apds a inseminacao artificial em tempo fixo. O
sangue foi colhido por veno punc¢ao (Vena caudalis) mediante vacutainer e
submetidas a centrifugacdo a 3.000 rpm. O soro obtido foi colocado em

eppendorfs (identificados) e congelados a —20°C. As determinagcées hormonais
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da P4 foram executadas, pela metodologia da imunoquimioluminéscencia
(CLIA) (ng/mL soro), tendo como referéncia os valores de progesterona sérica
(Kozicki et al., 2018).

Andlise estatistica

Os grupos uma inseminacao artificial, duas inseminacoes,
ressincronizacdo ou apos a monta natural dos touros foram confrontados entre
si em delineamento inteiramente casualizado, tendo como principal variavel o
efeito dos tratamentos sobre as taxas de prenhez (independente dos fatores)
auferidas. As taxas de prenhez entre os grupos foram comparadas por meio do
teste de Qui-quadrado (P<0,05). Também foram executados testes de
correlacdo das variaveis independentes, dias pés-parto em aberto, ECC, idade,
paridade, touro, diametro de FPO a 12 IA, diametro do FPO a 22 |A utilizando o
teste de Kendall tau. As varidveis independentes e a variavel dependente (taxa
de prenhez) foram submetidas ao teste de regresséo logistica binaria. No teste
de regressao logistica foram considerados os trés grupos juntos, nominando a
taxa de prenhez como varidvel dependente e dias pdés parto em aberto, ECC,
idade, paridade, didametro de FPO a 12 |A, didmetro do FPO a 22 IA e touro,
como independentes. Para verificar a incidéncia de foliculos pré-ovulatorios
sobre o total de animais nos animais, e checar a influencia dos didametros dos
foliculos pré-ovulatorios e sua relacdo sobre a taxa de prenhez a IATF,
distribuiu-se os foliculos em faixas com dimensées (mm): <10.0; 10.0 — 12.0;
12.1 — 14.0; 14.1 — 16.0 e > 16.0 mm. Para checar as diferencas entre as
dimensdes dos foliculos foi empregado o teste do Qui-Quadrado. Todos os

calculos tiveram os niveis de significancia ao nivel de P<0,05.

Resultados

Na tabela 1 estdo expressos os dados de todos os grupos referentes as
taxas de prenhez apos a IATF, bem como a TP das IATFs mais monta natural
(taxas acumuladas). Verificou-se resultados significativamente melhores em
favor do GRES perante os demais (P<0.05), relativamente a IATF, ndo se
confirmando porem diferencas na taxa de prenhez ao final da estacao

reprodutiva entre 0s grupos.
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No estudo foram executados calculos de regressao logistica sobre as
variaveis independentes (dias em aberto, ECC, idade, paridade e touros) e
suas repercussdes sobre a TP (variavel dependente), considerando-se os trés
grupos constituidos. Assim, verificou-se a influéncia do diametro do FPO sobre
a TP apenas no G2IA. Aplicando-se a regressao logistica sobre as variaveis
independentes e a variavel dependente, apenas no G1IA, houve influéncia do
diametro do FPO sobre a TP (P<0,0001); no G2IA nao houve influéncia de
qualquer das variaveis independentes; no GRES houve influéncia do diametro
do FPO sobre a TP (P<0,0001). Aplicando-se o teste de correlacdo de
Kendall’'s tau em todos os grupos ao primeiro diagnéstico de prenhez apds a
IATF, observou-se influéncia do diametro do FPO (P<0,0001). No GRES houve
correlacdo para o diametro do FPO (P<0,005). Verificou-se influéncia do
diametro do FPO na segunda IA do G2IA sobre a TP. Posteriormente
executou-se a regressao logistica de cada grupo de per se, tendo como
variavel dependente a taxa de prenhez e as varidveis independentes ja
mencionadas (P<0,05). Verificou-se no G1IA: efeitos do diametro do FPO
sobre a TP; no G2IA ndo houve efeitos; no GRES ocorreu efeito do diametro
do FPO (na 12 1A).

Tabela 1- Taxas de prenhez no grupo uma inseminacao artificial em tempo fixo
(G1IA), duas IAs (G2IA) e grupo ressincronizacdo (GRES) em programas
administrados as vacas Bos taurus indicus lactantes.

Grupos Taxa de prenhez ap6s a IATF Taxa de prenhez a IATF+Touros
n (%) n (%)
G11A 44/88 75/88
(50,0) (85,2)
G2IA 51/88 78/88
(58,0) (88,6)
GRES 72/98 86/98
(73,4 (87,7)

Letras diferentes na mesma coluna indica significancia ao nivel de P<0,05
MN = monta natural
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Tabela 2 — Diametro do foliculo pré ovulatério, ovulagdo antes da IATF e
concentragdo sérica de progesterona no D6 e D12 apés a IATF em vacas Bos
taurus indicus lactantes

Grupos @FPOna &FPOna &FPOna  Ovulagdo  Owulagdo P4 no D6 P4no D12 pés  Ovulagdo
121A RES 221A antesda  antes pos IATF IATF nas pds GnRH
(mm) (mm) (mm) 12 |ATF da 22 nas prenhes  prenhes baseada
X £5) (x+s) (x*s) n (%) IATF ng mL" ng mL" na P4
n (%) (xts) (xts) sérica
(%)
G11A(n=88)  12,81+2,41 0/88 3,47+2,51 4,49+2 91 61,37
G2IA(n=88)  12.16+2,43 13,64+0,29  3/88 24/88 3,73+2,92 5214370 67,4
(3,4) (27,3)
GRES(n=98) 12,76+2,44 12,69+0,32 0/98 3,34+2 82 5,2343,8 75,00

Letras diferentes na mesma coluna indicam significancia ao nivel de P<0,05.
Letras diferentes na mesma linha indica significancia ao nivel de P<0,05

O Grafico 1 apresenta dados da quantidade de animais (total de todos os
grupos) versus o diametro dos FPO, apresentando as dimensdes de <10.0;
10.0 — 12.0; 12.1 — 14.0; 14.1 — 16.0 e > 16.0 mm e o percentual verificado.
Igualmente idénticas dimensdes do foliculo pré ovulatério foram confrontadas

com as taxas de prenhez (Grafico 2).

a a
30 71274 721274
< 25.91 26.27
x5 - a
©w 21.16 51/274
© 19 A1
£ 20 18.61
S 15 b
— 221274
S10 .02
o
|_
5 .
o T T T T 1
<10,0 10,1-12,0 12,1-14,0 14,1-16,0 >16
Preovulatorv follicle diameter (mm)

Letras diferentes nas barras indicam significAncia ao P<0,005.

Grafico 1 — Diametros dos foliculos pré ovulatorios (mm) mensurados no dia
dez dos protocolos e o total de animais de todos os grupos (%) de vacas Bos
taurus indicus, submetidas a inseminacéo artificial em tempo fixo com uma ou

duas ou a ressincronizacéo da ovulacao.
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Letras diferentes indicam significancia ao P<0,05.
Grafico 2 — Diametros dos foliculos pré ovulatérios mensurados no dia dez dos
protocolos versus a taxa de prenhez (%) em vacas Bos taurus indicus
lactantes, submetidas a inseminacao artificial em tempo fixo com uma ou duas
Ou a ressincronizacao da ovulacao.
5. Discusséo

Os protocolos com vistas a inseminacao artificial em tempo fixo tem sido
alvo de inumeras pesquisas mundo afora, uma vez que os indicadores de
prenhez ainda estdo aquém do esperado.

Um dos objetivos do presente estudo foi comparar a eficiéncia
reprodutiva (taxa de prenhez como principal parametro avaliado) entre
protocolos para a IATF com uma, duas inseminacdes artificiais (intervalo de 20
horas entre uma e outra) e a ressincronizagdo tradicional (diagnéstico de
gestacdo 30 dias apos a IATF).

A priori, a TP oriunda de duas IAs (G2IA) foi superior em 8.0% em
relacdo ao grupo uma inseminacdo artificial, porém o0 grupo da
ressincronizagao mostrou-se significavamente diferente a todos o0s grupos
(P<0.05) (Tabela 1). Estudos mostram que a ressincronizagcdo do estro e da
ovulacdo aumenta a TP/IA, comparada a IATF convencional. Pessoa et al.
(2018) obtiveram TP de 81,5% e 83,7% para vacas de corte ressincronizadas
apos 22 e 30 dias da primeira IATF respectivamente. Muito embora o0s

protocolos de RES requeiram maior nimero de manejos dos animais e também
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custo mais elevado que os de duas IAS consecutivas, parece sustentavel e
plausivel seu emprego, porquanto confere substanciais ganhos genéticos pelo
maior nimero de animais gerados.

O emprego de protocolos para a RES pode adicionar em torno de 25%
de TP de ganhos médios no rebanho (Oliveira et al., 2019). Desta forma, a
somatoria da primeira IATF mais o percentual da segunda IA (na RES), pode
resultar entre 75 e 81 % de TP (Freitas et al., 2007; Doroteu et al., 2015;
Oliveira et al., 2019). Nossos resultados aproximaram-se aos de Doroteu et al.
(2015) ao trabalharem com vacas multiparas Bos taurus indicus em condi¢gdes
similares as das do presente estudo, corroborando os efeitos cumulativos
benéficos dos programas de RES num rebanho.

A priori poder-se-iam considerar os custos que os protocolos da RES
acarretam. Dois pontos devem ser considerados: (1) A RES é aplicada
somente nos animais que ficaram vazios apos o diagnéstico da gestacao da
primeira IATF; e (2), ao se reaplicar os protocolos hormonais nos animais
vazios da primeira IATF, estes ja estardo em condicdes mais favoraveis de
ciclicidade ovariana, por forca da atuacdo hormonal advinda do primeiro
protocolo administrado. Assim, o status fisioldgico do sistema hipotalamico-
hipofisario-gonadal estara mais favoravel e propenso a bons resultados nas TP
na RES do que animais ndo submetidos a RES (Marques et al., 2015). Tal
afirmativa pode ser sustentada pelos relatos de Souza et al. (2016), os quais
podem fundamentar os pontos aqui mencionados, isto €, 0s animais adquirem
melhores condicbes de ciclicidade apos submissdo a primeira IATF. Essa
conceituacdo remete aos protocolos de pré sincronizagdo utilizados, onde
melhores condicdes de ciclicidade ovarianana s&o verificadas quando
comparados a animais ndo submetidos a esta pratica (pré sincronizacao),
enfatizando inclusive sua adocdo em animais com aciclicidade ovariana
sazonal (Souza et al., 2008; Gumen et al., 2012).

Relativamente a prética de se utilizar duas inseminacdes artificiais
consecutivas nos protocolos de IATF no mesmo dia, os relatos da literatura
mostraram-se muito escassos, impossibilitando a conducédo de uma discussao
mais aprofundada a respeito. Os autores do presente estudo dardo
continuidade as pesquisas nesta linha (duas IAs na IATF), desta vez com
reducdo do intervalo (em horas) entre as IAs. Adotou-se no presente estudo,
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um intervalo de 20 horas entre as IAs, por forca das condicdes de manejo
disponibilizados nas fazendas, quando nédo foi possivel reduzir o intervalo entre
as IAs. A reducgédo do intervalo de 20 horas entre as IAs, poderd impactar em
melhores TP, devido a maior disponibilidade de espematozoides viaveis por um
periodo de tempo mais longo dentro do trato genital feminino, servindo
consequentemente as ovulagbes ocorridas num espaco mais amplo de tempo.
Assim futuros estudos estdo em pauta pela nossa equipe.

Com referéncia ao diametro do FPO dimensionado a primeira IATF, as
médias verificadas estenderam-se de 12,16 a 12,81 mm nos grupos,
consistente com as mensuragdes relatadas por Coutinho et al. (2007), também
em vacas Bos taurus indicus. O diametro médio do FPO no presente estudo a
segunda IA (relativo ao G2IA) resultou em 13,64 mm (Tabela 2). A taxa de
crescimento do diametro dos FPOs entre a primeira e a segunda IA (no G2IA)
foi de 1,48 mm/em 20 horas, estando em consonancia com a taxa de
crescimento diario de FPO em Bos taurus indicus (1,40 mm dia) relatada por
Borges et al. (2004), muito embora Prata et al. (2018) tenham verificado
menores taxas (1,1 mm dia).

Observou-se que foliculos entre 12 e 14 mm de didmetro, incidiram em
maior numero de animais (26.27%), considerando-se todos os animais (Grafico
1). Por outro lado, os FPOs situados na faixa de 12,1 a 14,0 mm de diametro
(considerando-se também todos 0s grupos), exerceram maior impacto sobre a
TP (84,72%; P<0,05) (Grafico 2), corroborando relatos de que foliculos pré
ovulatorios, com maiores dimensdes, irdo incorporar apds a ovulagdo, maior
area de tecido luteal, e consequentemente em maior produgcédo de P4 e maior
percentual de TP (Viana et al., 1999; Ribeiro Filho et al., 2013).

Relativamente as taxas de ovulacédo antes da IATF, foi constatado que
somente no G2IA ocorreu tal evento a base de (3,4%) antes da primeira IATF,
aumentando este percentual em 27,3% a segunda IATF (Tabela 2).

Protocolos de inducdo da ovulacdo do primeiro foliculo dominante (FD)
apo6s a IA foram relatados por Fantini Filho et al. (2003). Estas praticas
objetivam aumentar os teores de P4 circulante (formacdo de corpo lateo
acessorio ou a luteinizacdo de foliculos) visando otimizar as condi¢cfes de
manutencdo da gestacdo nos animais. O aumento da concentracdo de P4

materna circulante impacta no favorecimento de reconhecer a gestagcao
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precoce, reduzindo assim o0s percentuais de rejeicdo (Lima e Souza, 2009).
Periodos de tempo intercalados entre oito e dezesseis dias apos a fertilizacao
sdo considerados 0s mais criticos a manutencdo da gestacdo em vacas
(Dunne et al., 2000). Por isso, optou-se por executar uma aplicacdo de
buserelina no sexto dia pdés IATF, visando promover a ovulacdo do primeiro
foliculo dominante. Isto acarreta o aumento das concentracbes de P4
circulante, oportunizando o aumento de fatores sinalizadores da prenhez (Lima
e Souza, 2009).

No presente estudo foram administradas doses de 21,0 mcg de acetato
de buserelina. Esta medida possibilitou uma taxa de sucesso, que variou de
61,37 (G1llA) a 75% (GRES) de ovulagdes ou luteinizagdes dos maiores
foliculos daquela onda. Assim, os teores de progesterona do dia 6 apds a IATF
(variacdo de 3,3 a 3,7 ng mL de soro) aumentaram para 4,4 a 5,23 de P4 no
dia 12 pés a IATF, evidenciando os efeitos da administracdo da buserelina. Em
idéntica linha, Fantini Filho et al. (2004) executaram um estudo para promover
a ovulacao/luteinizacdo dos maiores foliculos presentes no dia sete (foliculos
da primeira onda folicular pés estro) do ciclo estral, administrando 2.500 Ul (IM)
de gonadotrofina coribnica humana (hCG), obtendo uma taxa de sucesso de
96,87%; a atuacdo do hCG foi tdo intensa que houve luteinizacéo inclusive de
alguns foliculos subordinados maiores (25%). Assim, no presente estudo,
verificou-se sucesso da atuacdo do acetato de buserelina, devido ao aumento
da concentracdo de P4 sérica, sinalizando constituir boa indicacdo para
praticas de bovinos de corte para aumentar as TPs. Com similares objetivos
aos do presente estudo, Beltran e Vasconcelos (2008) trabalharam com vacas
Bos taurus taurus em protocolos de IATF. Foi verificado que a administracéo de
GnRH ou hCG havia acarretado o aumento da P4 sérica entre os dias sete e
12 nos animais tratados, sugerindo inducdo de CL acessorio, e repercutindo
significativamente sobre o incremento da TP ao final da estagdo de monta.

A hipétese do presente estudo ndo pode ser confirmada, uma vez que a
TP derivada da ressincronizacéo foi superior a TP do grupo duas inseminacgoes
artificiais. Futuros estudos deverdo ser executados aplicando-se protocolos
com duas IAs com reducao do intervalo de horas entre as inseminagdes. Nosso

time hipotetiza que concentre-se ai um consideravel potencial para incrementar
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os indicadores reprodutivos, podendo até substituir os protocolos de
ressincronizagao.

Conclui-se que animais submetidos a ressincronizacdo da ovulagéo
resultaram em maior taxa de prenhez que os com uma ou duas inseminacdes
artificiais; ao final da temporada reprodutiva ndo se observou diferencas na
taxa de prenhez entre os grupos; vacas do grupo duas inseminacoes artificiais
evidenciaram maior diametro do foliculo pré-ovulatorio que do grupo
ressincronizacao (P<0,05); foliculos préovulatérios >12.1 mm de diametro
originaram maior taxa de prenhez; a buserelina aplicada ap6s a IATF resultou
em até 75% de ovulacdes do primeiro foliculo dominante apés a IATF e

aumentou significativamente as concentracdes de P4 sérica.
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CAPITULO 3

Consideracgfes Finais

Ao considerarmos a importancia da Inseminagao Artificial em Tempo
Fixo (IATF), quer seja sob o aspecto de biotécnica da reproducdo Animal ou
pelo Melhoramento Genético por ela proporcionada e, por consequéncia a
valorizacdo mercantil do produto gerado, reveste-se de extrema importancia
otimizar os resultados nas taxas de prenhez, posterior a sua aplicagéo.

Buscar alternativas, que elevem a taxa média de prenhez obtida
atualmente (aproximadamente de 50%), em inumeros protocolos de IATF
realizados (mais de 10 milhdes por ano, no Brasil) é extremamente salutar e
necessario.

Associando-se 0s novos farmacos e os manejos de bem-estar animal, 0os
quais vem sendo implementados aos ja consagrados e provados conceitos de
qualificacdo da méao de obra, qualidade seminal e da boa condicdo sanitaria e
nutricional, certamente teremos novos incrementos nos indicadores de prenhez
através da Inseminacao Artificial em Tempo Fixo.

Acreditamos que para aumentar a performance reprodutiva da
modalidade IATF (cerca de 50,0% atualmente obtida), alteracbes nos
protocolos poderdo ser implementados, dos quais a reducdo do numero de
horas entre duas IAs, ou aplicar a IATF (Split-timed Al). Finalmente
destacamos a importancia de dosar progesterona e mensurar diametro folicular
como parte de estratégias que visem identificar parametros possiveis de
predizer com maior precisdo o momento ideal de realizar a IATF, contribuindo

para maximizar os indices de concepcéo e paricao.
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