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RESUMO

ANACHE, N.A. Fertilidade de vacas de corte em protocolos de sincronizagao
com diferentes indutores de ovulacdo. 2023. Doutorado em ciéncias
veterinérias. Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,

Campo Grande, MS.

Apesar dos evidentes avancos na producdo de gado de corte, conferidos pelo
desenvolvimento comercial da IATF, ha diversos fatores intrinsecos ou extrinsecos
ao animal que interferem nos resultados de prenhez, destacando-se aqueles
inerentes a fémea, como 0 anestro pds-parto e a condi¢cdo corporal durante a
estacdo de monta. Sabe-se que vacas que ndo apresentam cio durante o protocolo
tendem a ter menor taxa de ovulacao e, consequentemente, menor probabilidade
de emprenhar. Assim, esse trabalho avaliou estratégias para melhora nas taxas de
prenhez de vacas de corte, submetidas a protocolos de IATF com avaliagcbes
simples de cio (ESCT), dinamica folicular e aplicacdo de dois diferentes indutores
adicionais de ovulacdo (GnRH e hCG). Primeiramente foram testadas diferentes
doses de hCG para verificar qual teria maior eficacia. Foram avaliadas 45 fémeas
da raca Nelore, submetidas ao protocolo de IATF. Os animais que apresentaram
pouco ou nenhum cio (ESCT 2 e 1, respectivamente) foram divididos em trés
grupos, no dia da inseminacao: controle (n=11): 1 ml de, .M., de soluc¢do fisiolégica,
grupo 500 Ul (n=12): aplicacdo de 500 Ul, I.M. de hCG e grupo 1000 Ul (n=12):
aplicacdo de 1000 Ul, .M. de hCG. As vacas que apresentaram ESCT 3 (n=10)
foram inseminadas no mesmo momento, sem aplicacdo de tratamento adicional.
Apos 7 dias da IATF foi avaliada a atividade ovariana por ultrassonografia transretal
para avaliar o momento da ovulacdo (tempo médio e taxa de ovulacdo) e area de
CL (cm?3). O diagnostico de gestacao foi em torno de 30 dias apés a IATF. Néo
houve diferenca estatistica entre 0os grupos, exceto para o tempo médio de
ovulacédo, menor no grupo ESCT 3. Posteriormente, foram avaliadas 2.315 fémeas
zebuinas lactantes e da mesma forma, os animais ESCT 2 e 1 foram divididos em
trés grupos, no dia da inseminacao: controle (n=301): ndo receberam nenhum
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tratamento, GnRH (n=265): aplicacao de 0,1 mg, I.M. de analogo agonista de GnRH
(Gonadorelina) e hCG (n=267): aplicagao de 1000 Ul, .M. de hCG. As vacas ESCT
3 (n=1483) foram inseminadas no mesmo momento, sem aplicacéo de tratamento
adicional. Foi realizado diagnostico de gestacdo em torno de 35 dias ap0s a IATF.
N&o houve diferenca estatistica (P<0,001) entre os grupos GnRH (48,3%) e hCG
(53,05%), sendo ambos eficazes na indugao da ovulagéo em animais ESCT 1 e 2,

aumentando as taxas de prenhez.

Palavras-chave: Bastdo marcador, dinamica folicular, GnRH, hCG.
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ABSTRACT

ANACHE, N.A. Fertility of beef cows in synchronization protocols with
different ovulation inducers. 2023. Doctorate in veterinary sciences. Graduate
Program in Veterinary Sciences. Faculty of Veterinary Medicine and Animal

Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

Despite the evident advances in the production of beef cattle, conferred by the
commercial development of the IATF, the expected average pregnancy rate is
estimated between 40 and 50%, and several factors may be related to these indices,
highlighting those inherent to the female, such as postpartum anestrus and body
condition. Brazilian producers generally inseminate all cows, regardless of whether
the cow expresses estrus, even with studies indicating that estrus expression near
FTAI is associated with greater fertility. Thus, this work evaluated strategies for
improving pregnancy rates of beef cows, submitted to FTAI protocols with simple
estrus evaluations (ESCT), follicular dynamics and application of two different
additional ovulation inducers (GnRH and hCG). First, different doses of hCG were
tested to see which would be more effective. Nellore females (n=45) were submitted
to the FTAI protocol. The animals that showed little or no heat (ESCT 2 and 1,
respectively) were divided into three groups on the day of insemination: control
(n=11): 1 ml of, .M., regulatory solution, group 500 IU (n= 12): application of 500
U, .M. of hCG and 1000 IU group (n=12): application of 1000 IU, I.M. of hCG. Cows
that showed ESCT 3 (n=10) were inseminated at the same time, without the
application of additional treatment. After 07 days of FTAI, follicular dynamics was
evaluated by transrectal ultrasonography to assess the time of ovulation (mean time
and ovulation rate) and CL area (cm3). The pregnancy diagnosis was around 30
days after FTAI. There was no statistical difference between the groups, except for
the mean ovulation time, which was lower in the ESCT 3 group. After, 2.315 Nellore
females were evaluated and, in the same way, ESCT 2 and 1 animals were divided
into three groups, on the day of insemination: control (n=301): did not receive any
treatment, GnRH (n=265): application of 0.1 mg, .M. of Gonadorelin and hCG
(n=267): application of 1000 IU, I.M. of hCG. ESCT 3 cows (n= 1483) were
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inseminated at the same time, without application of additional treatment. A
pregnancy diagnosis was made approximately 35 days after FTAI (with mode B
ultrasound). Animal pregnancy rates were evaluated to compare the effects of
ovulation inducers and there was no statistical difference (P <0.001) between the
GnRH (48.3%) and hCG (53.05%) groups, both of which were effective in the
induction of ovulation in animals that gave little or no heat (ESCT 1 and 2),

increasing pregnancy rates when compared to the control group.

Keywords: Follicular dynamics, GnRH, hCG, marker stick.

10



81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

CAPITULO 1: FERTILIDADE DE VACAS DE CORTE EM PROTOCOLOS DE
SINCRONIZACAO COM DIFERENTES INDUTORES DE OVULAGAO.

1. INTRODUCAO GERAL

A producéao de carne das regides tropicais tem sido amplamente baseada no
gado zebu (Bos indicus), principalmente por sua maior adaptacdo climatica e ao
sistema de manejo em pastejo extensivo (BARUSELLI et al., 2004). Almejando
alcancar maximo potencial genético da espécie e aumentar a rentabilidade dos
rebanhos, vem-se utilizando cada vez mais programas reprodutivos como a
Inseminacédo artificial (1A), e a inseminacado artificial em tempo fixo (IATF), que
permitem maior ganho genético e econémico (BARUSELLI et al., 2018).

Atualmente, os protocolos de IATF em bovinos de corte e leite estdo bem
estabelecidos, com taxas de prenhez entre 30 e 65%, sendo a média brasileira em
torno de 50% (BARUSELLI et al., 2012; WILTBANK et al., 2014; BARUSELLI et al.,
2017). Entretanto, aproximadamente 80% das vacas respondem ao tratamento,
com a ovulacédo do foliculo dominante, em protocolos com base em estrogénio e
progesterona (P4) (SALES et al., 2012) e cerca de 85% em protocolos baseados
em horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e prostaglandina (PGF2a)
(SOUZA et al., 2007; SILVA et al., 2018).

A falta de resposta ao protocolo pode se dar devida a reducéo drastica na
pulsatilidade de horménio luteinizante (LH), observada principalmente em vacas
primiparas e em vacas com baixo escore de condi¢éo corporal (ECC) (DISKIN et
al., 2003; SALES et al.,, 2016). Para que a ovulacdo aconteca € necessario
estimular o hipotdlamo a produzir GnRH, para aumentar pulsatilidade de LH e
permitir o crescimento final do foliculo dominante.

Os efeitos positivos dos protocolos de sincronizacédo da ovulacdo em vacas
em anestro sao, principalmente, devido a estimulacdo de P4 exdgena na
pulsatilidade de GnRH e LH, permitindo a ovulagéo de um foliculo pré-ovulatério no

periodo recente pés-parto (BARUSELLI et al., 2017), onde normalmente, nesse
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periodo, a progesterona reduz a expressdo de receptores de estradiol no
hipotalamo interferindo na secrecao de LH (IRELAND E ROCHE, 1982).

Para contornar esses desafios, tem sido utilizados indutores da ovulacdo em
fémeas classificadas segundo o escore de remoc¢do de tinta na cauda, sendo
aplicados naquelas com baixa ou nenhuma expressao de cio (ESCT 1 e 2) no
momento da inseminacdo, para aumentar a porcentagem de fémeas responsivas
ao tratamento da IATF (NOGUEIRA et al., 2016).

O GnRH, usado como indutor da ovulacédo, induz uma onda de LH
semelhante a pré-ovulatéria em 2 horas e a ovulagdo entre 26 e 30 horas,
respectivamente, e sua utilizacdo na IATF, em fémeas com baixa ou sem expressao
de cio, melhora a sincronizagéo da ovulagéo e taxas de prenhez (SA FILHO et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2019).

A gonadotrofina coribnica humana (hCG) é usada para induzir a ovulagao
em protocolos de IATF ou para formar o corpo Iluteo (CL) acessorio apéds
inseminacédo (FRICKE et al., 1993; NASCIMENTO et al., 2013), porém nunca havia
sido utilizada no dia da inseminacdo como alternativa para melhorar a resposta
ovulatorio e assim, melhora dos resultados de prenhez.

Alguns trabalhos que testaram a utilizacdo do hCG como indutor de ovulacéo
no inicio do protocolo de IATF, obtiveram efeitos semelhantes ao GnRH (BURNS
et al., 2008; BUTTREY et al., 2010; LIU et al., 2019), além de terem efeito no
aumento dos niveis de progesterona plasmética, reducdo das perdas embrionarias
iniciais e assim, melhora da fertilidade (DE RENSIS et al., 2008; WALLACE et al.,
2011).

Outro ponto chave para obter bons resultados na IATF e melhorar a taxa de
prenhez é a qualidade do sémen que sera utilizado no protocolo (NOGUEIRA et al.,
2011; NOGUEIRA et al., 2014), fato que acaba limitando alguns resultados pela
falta de preditores precisos de fertilidade em touros (BERRY et al., 2014). No Brasil,
atualmente a maioria das metodologias de avaliacdo de sémen de touros, baseadas
em microscopia, classifica somente caracteristicas exteriores  nos
espermatozoides, que garantem o alcance de padres minimos de qualidade
reprodutiva (MANUAL CBRA, 2013).

12



143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

2. OBJETIVO GERAL

Alternativas farmacoldgicas para incremento das taxas de prenhez em vacas

de corte submetidas a IATF.

2.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a eficacia da utilizacdo de diferentes concentracdes de hCG no
momento da IATF em vacas que ndo expressaram cio.

2. Analisar a estratégia da utilizacdo da avaliacdo de expressao de cio (ESCT),
com diferentes indutores de ovulacéo para aumento de prenhez de IATF;

3. Determinar a influéncia da aplicacdo de analogo de GnRH e hCG sobre a
taxa de prenhez em vacas zebuinas lactantes que ndo expressaram cio quando
submetidas a IATF.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Ciclo Estral

O ciclo estral dos bovinos dura, em média, 21 dias e divide-se em uma fase
folicular (proestro e estro) e outra luteinica (metaestro e diestro), apresentando, em
média, duas a trés ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989; KANITZ,
2003).

O periodo de proestro, com duracao de dois a trés dias, € caracterizado pelo
declinio nos niveis de progesterona, pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento
dos niveis de estradiol no sangue. Nessa fase, a liberagdo do GnRH pelo
hipotalamo estimula a secre¢do de FSH e LH pela hipofise anterior. Os elevados
niveis de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos e, em
sinergismo com o LH, estimulam a sua maturacéao.

O FSH permite que os foliculos mantenham seu crescimento e proliferacéo

celular, aumentando gradualmente sua capacidade esteroidogénica (ADAMS et al.,
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1992). Entretanto, somente um (ou dois) foliculo dominante adquire capacidade
ovulatéria, enquanto os outros (subordinados) entram em um processo de atresia
(SARTORI et al., 2001; KANITZ, 2003).

Conforme o foliculo dominante se desenvolve, aumenta a sua producédo de
estradiol, até atingir um nivel limiar, que estimula a manifestacdo do cio e a
liberacdo massiva do LH, dando inicio a segunda fase (ALRICH, 1994; GINTHER
et al., 2003). No periodo de estro, com duracdo meédia de 12 horas, elevados niveis
de estradiol, além de induzirem a manifestacao do cio, é também responsavel pela
dilatacdo da cérvix, sintese e secrecdo do muco vaginal e o transporte dos
espermatozoides no trato reprodutivo feminino.

Também foi relatado que o pH uterino diminuiu sob a influéncia do estrégeno,
na fase estrogénica do ciclo, o que levou a uma diminui¢ao potencial na motilidade
dos espermatozdides, assim, aumentando sua vida Gtil até o momento da ovulacao
(PERRY E PERRY, 2008).

Durante o periodo de manifestacdo do cio, a vaca ou novilha fica agitada,
deixa-se montar por outras vacas, reduz o apetite, diminui a producédo de leite,
apresenta corrimento muco vaginal claro e viscoso ou, também, presenca de muco
seco grudado no perineo ou cauda. A vulva apresenta-se edemaciada e com
mucosa hiperémica devido a elevada irrigacdo sanguinea. E o periodo que
antecede a ovulagéo, no qual a fémea esta receptiva ao macho ou, apta para ser
inseminada (HAFEZ, 1982).

Estudos também relataram recentemente que as taxas de prenhez poderiam
ser aumentadas se fosse diminuido o periodo de crescimento do foliculo dominante
ovulatoério e prolongada a duracdo do proestro (PONTES et al., 2008, COLAZO e
AMBROSE, 2011, BO et al., 2016).

3.2. Deteccao do estro
O estro € o no qual a fémea apresenta modificacbes fisioldgicas e
comportamentais que precedem a ocorréncia da ovulacdo, que ocorre na fase
subsequente do ciclo estral, no metaestro. Portanto, sua detec¢éo € um importante

fator para o sucesso dos programas de inseminacéao artificial em tempo fixo (IATF)
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ou monta controlada (DISKIN E SREENAN, 2000; RAO et al., 2013), pois sabe-se
que vacas que apresentam baixa expressao de cio ou ndo o apresentam, possuem
menor probabilidade de emprenhar (SILVA et al., 2016).

Vacas que nao apresentam cio durante o protocolo tendem a ter menor taxa
de ovulacéo e, consequentemente, menor probabilidade de emprenhar (SILVA et
al., 2016). Ademais, estudos indicam uma diminuicdo na perda de gestacao em
vacas quem exibem estro durante protocolos de IATF, sugerindo que o ambiente
hormonal que produz a falta de expressdo de estro também produz alteracbes
uterinas que diminuem a probabilidade de manutencédo da gestacdo no periodo
critico entre o primeiro e o segundo més (PEREIRA et al., 2016; RICHARDSON et
al., 2016).

Uma das grandes vantagens em se verificar a expressao de cio esta em
poder identificar o melhor momento para a IA, em relacéo a ovulagédo, uma vez que
a vida util do odcito bovino € curta e esse intervalo € crucial para melhorar a
fertilidade do rebanho. Conforme Roelofs et al. (2006), o intervalo de tempo no qual
as vacas foram inseminadas esta diretamente ligado as taxas de fertilizacdo e
qgualidade embrionédria. Assim, a falha na identificagcdo do cio, ou auséncia do
mesmo, resulta em grandes perdas econdmicas para o sistema de producéo,

reduzindo a taxa de servico e rendimento do rebanho (RAO et al., 2013).

3.3. Dinéamica folicular

A dinamica folicular ovariana é controlada por horménios hipotalamicos e
hipofisarios, além dos horménios produzidos nos ovarios e no proprio utero. Em
cada ciclo, os foliculos antrais comecam a crescer, até atingirem a ovulagéo ou
entrarem em atresia e esse fendmeno € conhecido como “onda folicular” (GINTHER
et al., 1989; GINTHER et al., 1996).

Cada ciclo estral em bovinos pode possuir uma, duas ou trés ondas
foliculares. A primeira onda tem seu inicio detectado como um grupo de foliculos
de, em média, 4mm, pouco antes do dia da ovulacdo. Nos préximos dias que se
seguem um dos foliculos se torna dominante e os outros se tornam subordinados.

A segunda onda surge em média de 10 dias depois da ovulacdo e, quando o ciclo

15
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possui trés ondas, € seguida por mais uma onda folicular aos 16 dias (LUCY et al.,
1992; CAMPBELL et al., 1995).

Cada onda folicular possui trés fases: a primeira fase é o recrutamento,
estimulado pelo horménio FSH, fazendo os foliculos comecarem o periodo de
crescimento. A segunda fase é a divergéncia, que consiste na ativacdo de
receptores do horménio LH em um dos foliculos dentro o pool de crescimento que
foi recrutado na primeira fase e, concomitantemente, os demais foliculos
(subordinados) entram em atresia.

A terceira fase € conhecida como dominancia e nela o foliculo selecionado
comeca a se destacar e crescer até o momento da ovulacdo ou atresia, o que
dependerd das concentracdes hormonais. Assim, o recrutamento de ondas
foliculares e a selecdo de um foliculo dominante é baseado na resposta diferencial
ao horménio foliculo-estimulante (FSH) e ao horménio luteinizante (LH) (MIHM E
BLEACH, 2003).

A duracao do ciclo estral é de aproximadamente 20 dias em ciclos de 2
ondas e 23 dias em ciclos de 3 ondas (KASTELIC et al., 1990). O foliculo ovulatério
tem origem na onda final e alguns estudos mostraram relacdo entre taxa de
concepcao e 0 momento que o foliculo ovulatorio se origina, quando oriundo da
terceira onda teve uma taxa de concepg¢ao maior do que quando se originou da
segunda onda folicular do ciclo estral (TOWNSON et al., 2002). Todavia, outros
estudos mostraram que o padrao da onda folicular n&o teve relagédo com fertilidade
e taxa de prenhez tanto e bovinos de corte como de leite (COLAZO E MAPLETOFT,
2017).

O aparecimento de uma onda folicular € gerado quando ha picos plasmaticos
de FSH, que ocasiona o inicio do crescimento dos foliculos e esses, produzem 0s
hormoénios Estradiol e Inibina que irdo atuar na regulacado do FSH, suprimindo sua
secrecdo (ADAMS et al., 1992). Dessa forma, apos aproximadamente 3 dias do
surgimento da onda, os niveis de FSH diminuem gradativamente e se inicia a
divergéncia e selecdo entre os foliculos, ja que os foliculos que ainda necessitam

de FSH para continuar seu crescimento ndo encontram niveis adequados do
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horménio para isso e passam a se tornam subordinados e sofrem atresia
(GINTHER et al., 1996).

Ja dentre aqueles que conseguiram crescer, passam para o periodo de
dominéncia e comec¢am a desenvolver receptores do horménio LH (ADAMS et al.,
1993). O recrutamento folicular € inibido apo6s a selecdo de um foliculo dominante
e sO é retomado quando a dominancia € encerrada, seja por conta da ovulagéo ou
por atresia (PERRY, 2017).

O crescimento do foliculo dominante acontece por, em média, 6 dias, até
gue ele estaciona suas fun¢des metabdlicas, devido a diminui¢cdo nos niveis de LH,
ocasionado pela secrecéo do hormonio progesterona pelo corpo lUteo estabelecido.
Assim, os niveis de FSH, que estava suprimido, voltam a subir, porém sem afetar
o foliculo dominante estatico, apenas resultando em uma nova onda folicular,
repetindo o ciclo ovariano (ADAMS et al., 1992).

Quando o corpo luteo regride, cessa a liberacédo de progesterona e faz com
gue os niveis de LH se elevem, aumentando sua pulsatilidade. O foliculo dominante
que possui receptores de LH comeca entdo a aumentar o seu crescimento e,
consequentemente, maior producao hormonal, secretando maiores concentracdes
de estradiol. O estradiol atua em feedback positivo com o eixo hipotalamico-
hipofisario gerando um pico de LH que resulta na ovulagéo.

Nas fémeas bovinas os foliculos adquirem capacidade ovulatéria quando
atingem diametro aproximado de 9-10mm e conforme crescem em tamanho,
aumentam também a secrecédo de estradiol (MARTINEZ et al., 1999; SARTORI et
al., 2001). Estudos compararam taxas de ovulacdo relacionadas ao tamanho dos
foliculos dominantes e relataram que acima de 10 mm, os foliculos dominantes
saudaveis poderiam ser induzidos a ovulag¢do, porém quando eram menores ou
iguais a 11 mm precisaria de doses maiores de LH para rompé-los e ja os foliculos
com 12 ou mais mm tiverem taxa de ovulagcdo maior, com menores doses de LH
(SARTORI et al., 2001).

Uma explicacéo para isso é que a aquisicdo de capacidade ovulatoria pode
ser mediada pela quantidade de receptores de LH presentes nas células da

granulosa. Perry (2017) apresentou estudos que correlacionaram o tamanho dos
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foliculos a expresséao de receptores de LH em que, conforme os foliculos crescem,
maior a quantidade de receptores. Dessa forma, a aquisicdo de capacidade

ovulatoria acontece durante a fase de dominancia do desenvolvimento folicular.

3.4. Indutores de ovulacéao

3.4.1 Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH é um decapeptideo liberado de forma pulsatil pelo hipotalamo, cujo
alvo séo sitios especificos localizados na hipoéfise anterior, ocasionando a liberacao
do LH (ESTES et al.,, 1977). Desse modo, sua acdo é causar ovulacao ou
luteinizacdo do foliculo dominante presente no momento da aplicacdo
(MACMILLAN E THACTHER, 1991). A sua atuacéo diretamente na hipofise resulta
em ovulacdes em intervalos menores em relacéo aos ésteres de estradiol.

O Ovsynch é um dos protocolos pioneiros na utilizagcdo de GnRH para o
controle do ciclo estral e ovulacéo, e consiste na aplicacdo de GnRH no dia 0, PGF
no dia 7 e 48 h apés, nova aplicacdo de GnRH. Com este protocolo, as ovulagfes
ocorrem cerca de 24 a 32 h ap0s a aplicacdo da segunda dose do GnRH em vacas
e novilhas leiteiras (PURSLEY et al., 1995).

3.4.2 Gonadotrofina coriénica humana (hCG)

A gonadotrofina coribnica humana pertence a familia dos horménios
glicoproteicos, que também inclui o hormonio luteinizante (LH), o hormdnio foliculo-
estimulante (FSH) e o horménio estimulante da tireoide (TSH) (STENMAN et al.,
2006). E muito utilizado devido a sua atividade semelhante ao LH, porém com ac&o
mais prolongada.

O seu efeito luteotrofico € devido a ligacao aos receptores de LH das células
liteas, o qual persiste por até 30 h apds o tratamento (DE RENSIS et al., 2008). A
aplicacdo da hCG ocasiona elevacdo da capacidade esteroidogénica do CL

primario, devido a diferenciacéo das células da teca e granulosa em células luteas
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grandes e pequenas e a transformacédo de células Iuteas pequenas em células
grandes (FARIN et al., 1988).

Em bovinos, a hCG se liga aos receptores de LH nas células da granulosa e
da teca dos foliculos ovarianos, sendo utilizada para induzir a ovulacdo em
protocolos de IATF (DE RENSIS et al., 2008). A acao luteinizante da hCG permite
prolongar a vida (til do CL e aumentar as concentragfes plasméaticas de
progesterona que, consequentemente, pode ter efeito na reducdo das perdas
embriondrias iniciais e assim, melhora da fertilidade (WALLACE et al., 2011).

Além de induzir a maturacao de foliculos e a ovulagéo, quando administrada
durante o diestro, na presenca de foliculos pré-ovulatérios, a hCG pode induzir a
formacao de corpos lateos acessorios, prolongando o ciclo estral (DIAZ et al.,
1998).
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CAPITULO 2: DINAMICA FOLICULAR E TEMPO DE OVULACAO COM O
USO DE DIFERENTES DOSES DE HCG NO MOMENTO DA IATF.

Artigo formatado nas normas do periédico: Animal Reproduction Science

Efeito do uso de diferentes doses de hCG nas taxas ovulagéo, prenhez e

dinamica folicular em protocolos de IATF.
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Resumo: Apesar dos evidentes avancos na producéo de gado de corte, conferidos
pelo desenvolvimento comercial da IATF diversos fatores, extrinsecos ou
intrinsecos, podem estar relacionados a esses indices, destacando-se aqueles
inerentes a fémea, como 0 anestro pos-parto e a condi¢cdo corporal no inicio dos
protocolos. Sabe-se que vacas que nao apresentam cio durante o protocolo tendem
a ter menor taxa de ovulacdo e, consequentemente, menor probabilidade de
emprenhar. Assim, esse trabalho avaliou estratégias para melhora nas taxas de
prenhez de vacas de corte, submetidas a protocolos de IATF, com o uso do indutor
de ovulacdo hCG, em fémeas classificadas segundo o escore de remocéao de tinta
na cauda, sendo aplicados naquelas com baixa expressao de cio (ESCT 1 e 2) no
momento da inseminacao, testando diferentes doses e comparando seus efeitos,
com acompanhamento da atividade ovariana. Foram avaliadas 45 fémeas da ragca
Nelore, submetidas ao protocolo de IATF. Os animais que apresentaram pouco ou
nenhum cio (ESCT 2 e 1, respectivamente) foram divididos em trés grupos, no dia
da inseminacéo: controle (n=11): receberam 1 ml de, .M., de soluc¢é&o fisiologica,
grupo 500 Ul (n=12): receberam aplicacéo de 500 Ul, I.M. de hCG e grupo 1000 Ul
(n=12): receberam a aplicacdo de 1000 UIl, I.LM. de hCG. As vacas que
apresentaram ESCT 3 (n=10) foram inseminadas no mesmo momento, sem
aplicacdo de tratamento adicional. Apds 07 dias da IATF os animais tiveram seus
ovarios examinados por ultrassonografia transretal para avaliar o momento da
ovulacdo (tempo médio e taxa de ovulacdo) e area de CL (cm?). Foi realizado
diagnéstico de gestacdo em torno de 30 dias ap6s a IATF (com ultrassonografia
modo B). Avaliaram-se as taxas de prenhez e ovulacdo dos animais para comparar
os efeitos das doses do hCG, bem como a area do CL e sO6 houve diferenca
estatistica em relacdo ao tempo médio de ovulacdo, sendo os grupos Controle, 500
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Ul e 1000 Ul iguais, diferindo do grupo ESCT 3, que apresentou menor tempo de
ovulacdo. Nao houve diferenca estatistica quanto a taxa de prenhez.

Palavras chaves: Bastao marcador, estro, protocolo hormonal.

1. Introducéo

A inseminacéo artificial € uma ferramenta que, quando amplamente utilizada
nos rebanhos bovinos, permite maior disseminacdo da genética de touros
superiores com subsequente melhoramento genético dos rebanhos a um custo
acessivel, utilizando protocolos hormonais de inseminagéo artificial em tempo fixo
(IATF) (Satake et al., 2017). A biotecnologia teve grande avango em sua utilizacao,
aumentando o numero de animais inseminados no Brasil dentro o total de matrizes
do rebanho nacional (Baruselli et al. 2018).

As vacas Bos Indicus apresentam periodos mais longos de anestro pés-
parto, levando a baixa expressédo e detecc¢éo de estro e, consequentemente, baixa
taxa de prenhez ao final da época de criacdo (Baruselli et al., 2004). Para minimizar
os efeitos negativos da condi¢cdo anovular e garantir melhores taxas de concepcao
durante a estacdo reprodutiva, protocolos de sincronizacdo da ovulacéo para
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) a base de estradiol (E2) e progesterona
(P4) tém sido cada vez mais utilizados (Meneghetti et al., 2009; Sa Filho et al.,
2013).

Estudos também relatam que as taxas de prenhez poderiam ser aumentadas
com a manipulacdo das fases do ciclo estral como, diminuir o periodo de
crescimento do foliculo dominante ovulatério e prolongado a duracéo do proestro
(Pontes et al., 2008, Colazo & Ambrose, 2011, Bo et al., 2016). Nas fémeas bovinas
os foliculos adquirem capacidade ovulatéria quando atingem diametro aproximado
de 9-10mm e conforme aumentam em tamanho, aumentam também a secrecéo de
estradiol (Sartori et al., 2001).

Estudos compararam taxas de ovulacdo relacionadas ao tamanho dos
foliculos dominantes e relataram que acima de 10 mm, os foliculos dominantes
saudaveis poderiam ser induzidos a ovulag¢do, porém quando eram menores ou

iguais a 11 mm a ovulagéo precisaria de doses maiores de LH para acontecer e ja
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os foliculos com 12 mm ou mais tiverem taxa de ovulagdo maior, com menores
doses de LH (Sartori et al., 2001).

Vacas que nao apresentam cio durante o protocolo tendem a ter menor taxa
de ovulagéo e, consequentemente, menor probabilidade de emprenhar (Silva et al.,
2016). Ademais, estudos indicam uma diminuicdo na perda de gestacdo em vacas
que exibem estro durante protocolos de IATF, sugerindo que o ambiente hormonal
gue produz a falta de expresséo de estro também produz alteragGes uterinas que
diminuem a probabilidade de manutencédo da gestacdo no periodo critico entre o
primeiro e o segundo més (Pereira et al., 2016; Richardson et al., 2016).

Diante disso, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas e
implementadas em programas de IATF para melhorar o controle do estro e maior
sucesso no namero e qualidade de gestacdo (Holman et al., 2011; Jonsson et al.
2011; Richardson et al., 2016). Entre elas, o uso de indutores da ovulacdo em
fémeas classificadas segundo o escore de remocdo de tinta na cauda, sendo
aplicados naquelas com baixa expresséo de cio (ESCT 1 e 2) no momento da
inseminacao (Nogueira et al., 2016).

A gonadotrofina coribnica humana (hCG) é produzida pelo trofoblasto
humano e excretado em grandes quantidades na urina de mulheres gravidas (De
Medeiros e Norman, 2008). E utilizado em animais domésticos devido seu efeito
semelhante ao LH, se ligando aos receptores de LH nas células da granulosa e da
teca dos foliculos ovarianos com alta afinidade (Ireland & Roche, 1983) e tem sido
usado para induzir a ovulagéo em protocolos de IATF ou para formar o CL acessorio
apos inseminacéao (Fricke et al., 1993; Nascimento et al., 2013).

Alguns trabalhos que testaram a utilizagdo do hCG como indutor de ovulacéo
em protocolos de IATF obtiveram efeitos semelhantes ao GnRH (Burns, et al., 2008;
Liu et al., 2019), além terem efeito no aumento dos niveis de progesterona
plasmatico, reducdo das perdas embrionarias iniciais e assim, melhora da
fertilidade (De Rensis et al., 2008; Wallace et al., 2011). Também age modificando
a dindmica das ondas foliculares, aumentando a frequéncia dos ciclos foliculares

dominantes de trés ondas (Diaz et al., 1998).
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O objetivo deste estudo foi determinar a dose mais efetiva de hCG em vacas
com baixa ou nenhuma expressédo de cio, no momento da IATF, em diferentes
ESCT, avaliando tempo médio de ovulacéo, taxa de ovulagéo, area média do corpo

liteo (cm?) e taxa de prenhez.

2. Materiais e métodos

Animais

O experimento utilizou 45 vacas zebuinas lactantes, de uma mesma
propriedade: Fazenda Primavera, situada no municipio de Corguinho, estado de
Mato Grosso do Sul, durante as estacdes de monta de 2019 e 2020.

Buscou-se determinar a melhor dose de hCG para aplicagdo no momento da
IATF. As fémeas destinadas a protocolos reprodutivos foram submetidas a exame
ginecoldgico completo, considerando: escore de condi¢cdo corporal (ECC (1-5)),
categoria animal, histérico reprodutivo e avaliacdo sanitaria. Também foi realizado

exame ultrassonografico para avaliar a condi¢cdo ovariana e uterina.

Delineamento Experimental

O protocolo utilizado foi: em dia aleatério do ciclo estral (DO) receberam
implante intravaginal de 1mg de P4 (DIB) e administracdo de 2 mg de BE
(Estrogin®, Biofarm, Sdo Paulo, Brasil). No D8, o implante foi retirado e receberam
1 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Zoetis, Brasil), 150ug de d-cloprostenol
(Prolise®, Arsa, Argentina) e 300 Ul de eCG (Folligon® 5000Ul, MSD, Séo Paulo,
Brasil).

No momento da retirada dos implantes, todas as vacas foram marcadas na
regido sacro-caudal com bastdes de tinta (Raidl-Maxi;RAIDEX, Alemanha). No
D10, 50-54 horas ap6s a retirada do implante, as vacas foram inseminadas.

A taxa de ESCT, avaliada no momento da IATF, foi classificada de acordo
com Silva et al. (2016): 1= sem expressao de cio; 2= baixa expresséo de cio; 3=

alta expressao de cio.
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No momento da IATF as vacas com ESCT 1 e 2, foram submetidas aos

seguintes tratamentos:

l. Controle: 11 vacas receberam a aplicagdo 1 ml de solucéo fisiolégica,

servindo de grupo controle do experimento;

I. Tratamento 500 Ul HCG (Chorulon®, MSD, Brasil): 12 vacas
receberam a aplicacéo de hCG (500 Ul, 1.M.);

[l 1000 Ul de HCG (Chorulon®, MSD, Brasil): 12 vacas receberam a
aplicacdo de hCG (1000 Ul, I.M.).

Adicionalmente, as vacas que apresentaram ESCT 3 (n=10) foram

inseminadas no mesmo momento, sem aplicacao de tratamento adicional, sendo o

controle positivo do experimento.

Apo6s 7 dias da inseminacdo (D17), os animais tiveram seus ovarios

examinados por ultrassonografia transretal para avaliar o momento da ovulacao e

area de CL (cm?3), usando um Mindray DP 20 Vet (Mindray Medical International

Limited, Shenzhen, China) com sonda linear transretal (5 a 9 MHz). Avaliacao do

corpo luteo no D17 também foi usado para calcular a taxa de ovulacdo, que foi

verificada pela detecgdo de um CL no mesmo ovério onde foi observado o foliculo

pré-ovulatério e nenhum CL anterior no dia 10 do protocolo, de acordo com Pfeifer
et al. (2009 e 2015) e Dadarwal et al. (2013). O diagnéstico de gestacao foi

realizado 30 dias ap0s a IATF, por ultrassonografia transretal.

Remogdo do dispositivo P4
150pg de d-cloprostenol

Classificagdao ESCT (1-3)

ESCT 1-2: Dividido em 3 grupos:

1 - controle: 1ml de solugdo fisiologica;
|‘2- 500 UI de hCG;

3- 1000 UL hCG
2mgBE. 300 Ul de eCG US Us
1g dispositivo P4 1 mg C.E. 1A Avaliagio da dinamica folicular Diagnéstico de Gestagio
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL - PROGESTERONA | ‘ ‘
Dias 0 8 10 17 30

Figura 1. Delineamento experimental.
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732 Analise estatistica

733 Todas as andlises foram feitas utilizando o SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC,
734 USA; versao 9.4. A taxa de ovulacao, tempo medio, diametro e taxa de prenhez no
735 dia 30, foram avaliadas utilizando o procedimento GLIMMIX do SAS. O modelo
736  estatistico utilizou como efeito fixo o tratamento e como efeito aleatorio o animal. O
737 ECC inicial, foi incluido no modelo. A significancia foi definida quando P <0.05, e
738 tendéncia quando P >0.05 e <0.10.

739
740 3. Resultados
741 Foram encontrados os seguintes resultados, conforme apresentado abaixo

742 na Tabela 1 em relacdo ao tempo médio de ovulacéo (h) os grupos: Controle, 500
743 Ul e 1000 Ul obtiveram resultados iguais, diferindo apenas do grupo ESCT 3 que
744  apresentou menor tempo médio de ovulacao.

745 Quanto a taxa de ovulacéo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
746  (Figura 2). A &rea média do corpo lateo (CL), analisada 07 dias apds a inseminacéo,
747 também ndo apresentou diferenca estatistica entre o0s grupos, conforme
748 demonstrado na Figura 3.

749 Em relacdo as taxas de prenhez, avaliadas 30 dias apés a inseminacao,
750 também ndo houve diferenca estatistica entre os grupos testados, controle e ESCT
751 3 (Figura 2). O Escore de condicéo corporal (ECC) dos animais teve efeito na taxa
752 de prenhez (P>0,01), porém nao teve efeito nos tratamentos.

753

754 Tabela 1. Tempo médio de ovulacado, taxa de ovulagéo (%), diametro do CL (cm?)
755 e Taxa de prenhez (%), com uso de diferentes doses de hCG no momento da IATF
756 e diferentes ESCT.

ESCT1e?2 ESCT 3
Controle 500 UI 1000UlI ESCT3
TRATAMENTO P

(n=11) (n=12) (n=12) (n=10)
Tempo médio de

80:062 75:252 75:492 67:07° 0.0028
ovulagéao (h)
Taxa de ovulagéo 82% 83% 100% 100% 0.9997
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Diametro CL (cm?)

24 2,9 2,8 3,15 0.5824
(D17)
Taxa de Prenhez 27% 33% 58,30% 60% 0.3101
757  *Valor significativo com P<0,05.
758
759
Taxas de ovulagdo e prenhez (%)
120%
100%
80%
60%
40%
20% I
0%
Controle 500 Ul (n=12) ~ 1000Ul  ESCT 3 (n=10)
(n=11) (n=12)
m % ovulagio M % Prenhez
760

761 Figura 2. Taxa de ovulacao e taxa de prenhez (%), com uso de diferentes doses
762 de hCG no momento da IATF e diferentes ESCT em vacas Nelore.

763
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Area média de CL apds aplicacdo de hCG (D17)

3.5
3
- 2.5
5
= 2
o
5
2 1.5
«
a 1
0.5
0
Controle 500 Ul 1000 UI ESCT 3
(n=11) (n=12) (n=12) (n=10)
m Area média de CL (d17) 2.4 2.9 2.8 3.15

Figura 3. Diametro do corpo luteo (cms?) 7 dias apds a inseminacao e aplicacdo de
diferentes doses de hCG no momento da IATF e diferentes ESCT.

4. Discussao

Este estudo testou qual a dose mais efetiva de hCG para aplicagdo no
momento da IATF em vacas zebuinas lactantes que expressaram baixa ou
nenhuma expressao de cio (ESCT 1-2), avaliando os seus efeitos na ovulagéo, area
média do corpo lateo (cm?) e na taxa de prenhez. O hCG até entdo ndo havia sido
utilizado no momento da inseminacgéo, apenas sido testado no inicio (D0) e meio
(D8) do protocolo ou apés a inseminacédo ou transferéncia de embrido.

A gonadotrofina coribnica humana pertence a familia dos hormoénios
glicoproteicos, que também inclui o horménio luteinizante (LH), o hormdnio foliculo-
estimulante (FSH) e o hormo6nio estimulante da tireoide (TSH) (Stenman et al.,
2006). E utilizada em animais domésticos devido seu efeito semelhante ao LH, se
ligando aos receptores de LH nas células da granulosa e da teca dos foliculos
ovarianos com alta afinidade (Ireland & Roche, 1983).

Ele tem sido usado para induzir a ovulagdo em protocolos de IATF ou para
formar o CL acessorio ap6s inseminacao (Fricke et al., 1993; Nascimento et al.,
2013). Além disso, tem efeito no aumento dos niveis de progesterona plasmatico,
reducdo das perdas embrionarias iniciais e assim, melhora da fertilidade (De Rensis

et al., 2008; Wallace et al., 2011). Também age modificando a dinamica das ondas
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foliculares, aumentando a frequéncia dos ciclos foliculares dominantes de trés
ondas (Diaz et al., 1998).

Vimos, quanto ao seu efeito na ovulacao, tratando-se do tempo médio de
ovulacao nao houve diferenga entre os grupos tratados com hCG, diferindo apenas
dos animais do grupo ESCT 3, que tiverem um tempo de ovulacdo médio menor,
ou seja, ovularam mais rapido, o que é esperado em animais que respondem ao
protocolo expressando cio (Rodrigues et al., 2019).

A taxa de prenhez, também nédo diferiu entre os grupos controle, 500 UlI,
1000 Ul e ESCT 3, apenas sendo numericamente maior nos animais que
responderam ao protocolo sugerindo que o ambiente hormonal que produz a falta
de expressdo de estro também produz alteracbes uterinas ligadas a fertilidade
(Pereira et al., 2016; Richardson et al., 2016).

Pesquisas que testaram a utilizacdo do hCG como indutor de ovulagcdo em
protocolos de IATF obtiveram efeitos semelhantes (Burns, et al., 2008). Buttrey et
al. (2010) descreveram maior incidéncia de ovulacdo na dose de 1000 Ul de hCG,
comparado com as dosagens de 500, 2000 e 3000 Ul, inclusive maior que o do
GnRH.

Esse maior efeito pode ser, possivelmente, em funcdo da maior meia-vida
de hCG em comparacao com a liberagdo de LH induzida por GnRH (Jameson e
Hollenberg, 1993). O hCG é ligado ao receptor de LH nas células lateas é
internalizado mais lentamente que o LH (Niswender et al., 1995), o que permite que
0 hCG induza a ovulagéo de forma mais potente.

Apesar da sua atividade semelhante ao LH, o hCG possui maior tempo de
duracéo, a sua meia-vida € bifasica, com uma fase rapida de 5 a 9 horas, depois
uma fase mais lenta que dura cerca de 24 a 33h (Stenman et al., 2006). Quando
administrado por via intramuscular, a meia-vida € mais longa do que a via
intravenosa (Rizkallah et al., 1969).

Liu et al.,, (2019) apresentaram bons resultados de ovulacdo, porém
utilizando 3000 Ul. Stevenson et al. (2006) também relataram a eficacia do hCG na
estimulacdo da ovulacdo em gado leiteiro com dose de 3.300 Ul. Em outro estudo,

com um protocolo de IATF baseado no uso de P4 por cinco dias comparando o0s
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efeitos do GnRH e hCG ao final do protocolo, utilizou hCG nas concentracfes de
1000 Ul e 3000 UI, sendo esta ultima dosagem a que resultou em melhor dinamica
folicular e melhores resultados (Garcia-Ispierto et al., 2019).

Entretanto, neste experimento, vimos que 1000 Ul ja foi suficiente para estimular a
ovulagdo em 100% dos animais tratados e elevar a taxa de prenhez que ficou igual
a taxa dos animais que deram cio no protocolo (ESCT 3). Visto que o objetivo é
atingir resultados eficazes com o melhor custo-beneficio, a dose menor de hCG se
torna uma alternativa mais promissora.

Também avaliamos a medida da area média do CL (cm?3) nos diferentes
tratamentos para verificar o efeito do tratamento hormonal sobre a qualidade dele
e da ovulacao e vimos que a area foi igual em todos os grupos. Esses resultados
confrontam os encontrados por outros pesquisadores que relataram esse aumento
da &rea e volume do CL (Santos et al., 2001; Stevenson et al., 2007).

Ao induzir a ovulacao do foliculo dominante, o hCG estimula a diferenciacao
das células da teca e granulosas em células luteais pequenas e grandes e a
transformacao de células luteais pequenas em grandes, levando ao aumento da
capacidade esteroidogénica do CL primario, aumentando o numero de células
secretoras de progesterona(Fricke et al., 1993; Machado et al., 2008).

Assim, os efeitos luteotrdpicos do tratamento com hCG no CL priméario foram
atribuidos a um aumento no tamanho das células luteas, um aumento no niumero
de células luteas grandes concomitante com uma redugdo no numero de células
lUteas pequenas e a um aumento da area de superficie, volume e diametro do CL
(Santos et al., 2001; Stevenson et al., 2007).

Neste estudo nao identificamos diferencas na area de CL no grupo ESCT 3,
mas estudos mostram que o CL induzido por hCG se comporta de maneira diferente
do CL induzido espontaneamente quanto a sua regressao pela PGF2, sendo
induzido a regredir antes do quinto dia de vida atil. Também, diferia em tamanho e
cor do CL formado espontaneamente e produzia menos progesterona quando
cultivado in vitro na presenca de LH (Howard & Britt, 1990; Fricke et al., 1993).

A administracdo de 1000 Ul de hCG em vacas de corte pds-parto foi

suficiente para induzir a luteinizacdo independentemente do tamanho ou
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dominancia do foliculo no momento do tratamento (Cooper et al., 1991). A eficacia
do hCG para luteinizar os foliculos podem variar durante o ciclo estral. Assim, a
formacao de estruturas luteas acessorias foi maior quando o hCG foi administrado
durante o estagio luteo inicial (dias 4 a 7) do que durante o estagio folicular (dias 0
a 3) ou luteo médio (dias 8 a 12) do ciclo estral (De Rensis et al., 2010).

Além disso, conforme Diaz et al. (1998), quando administrado durante o
diestro, na presenca de foliculos pré-ovulatérios, o hCG pode induzir a formacéo
de corpos luteos acessorios, prolongando o ciclo estral e auxiliando na manutencao
inicial de gestacdo, visto que maior producéo de progesterona apés a ovulacéo esta
relacionada com uma maior taxa de desenvolvimento embrionario e
reconhecimento materno da gestacao (Maubrigades et al., 2022).

O uso do hCG deve ser avaliado em relacdo ao valor do protocolo, sendo o
custo da dose (considerando 1000 Ul por animal) cerca de cinco vezes maior
guando comparado ao GnRH. Deve-se levar em conta que, além da eficacia em
promover a ovulagdo, a agéo luteinizante do hCG permite prolongar a vida atil do
CL e aumentar as concentracdes plasmaticas de progesterona (Bertan et al., 2006;
Nascimento et al., 2013).

Todas as atribuicdes positivas do hCG devem ser levadas em consideracéo
no momento de avaliar o custo-beneficio, uma vez que nao sdo todos 0s animais
que recebem o tratamento, apenas aqueles que ndo expressaram cio no protocolo
de IATF. Esses animais correspondem, normalmente, a uma parcela pequena
dentro do total do lote e podem ser identificados de forma pratica e eficiente com a
utilizacdo do bastdo marcador na regido sacro-caudal (Anache et al., 2017;
Nogueira et al., 2019).

Pesquisas descreveram que o uso repetido de hCG em bovinos pode induzir
uma resposta de anticorpos que pode neutralizar a molécula de hCG e reduzir
drasticamente a ligacdo ao seu receptor, porém isso ocorre com a exposicado
prolongada e sucessiva ao farmaco (De Rensis et al., 2010). Em protocolos de IATF
h& um intervalo significativo entre as aplicacdes e as doses utilizadas sdo minimas,

nao produzindo esse efeito humoral.
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O hCG no momento da IA, como foi feito neste experimento, aumenta 0s
niveis plasmaticos de progesterona dos dias 5 a 12 do ciclo estral em vacas sem
CL acessorio. A ligacao estendida do hCG a membrana da célula lutea poderia
explicar os efeitos estimulatérios aumentados do hCG nas concentracdes
plasméticas de progesterona durante a fase lutea (Machado et al., 2008; De Rensis
et al., 2008).

Foi observado um melhor efeito na fertilidade do hCG em relacéo ao periodo
do ano, sendo melhor durante o periodo quente do ano, mas néo no frio (De Rensis
et al., 2008; De Rensis et al., 2017). Garcia-Ispierto et al. (2019), apresentaram um
aumento da taxa de prenhez em vacas multiparas, mostrando efeito positivo do
hCG sobre a fertilidade de vacas multiparas em anestro, independentemente de
estresse térmico e estacdo do ano.

Essa observacao sugere que o hCG é capaz, até certo ponto, de neutralizar
o efeito negativo sobre a fertilidade do estresse térmico durante a estacdo quente,
0 que para a regides de temperaturas mais extremas pode representar um ganho
significativo em resultado de prenhez.

Quando utilizado para estimular o crescimento folicular no dia 8 do protocolo,
em vacas Nelore submetidas a IATF, o uso de hCG (300 Ul i.m, 200 Ul i.m ou 200
Ul s.c) foi inferior ao uso de eCG (300 Ul i.m) quanto ao crescimento final do foliculo
dominante, ocasionando ovulacdes precoces (Prata et al., 2018). O fato de induzir
a ovulagcdo em um menor espago de tempo torna o hCG mais indicado para ser
utilizado no dia da inseminacao, considerando o tempo de viabilidade do sémen no
trato feminino até o momento da ovulagcdo. Conforme Roelofs et al. (2006), o
intervalo de tempo no qual as vacas foram inseminadas esta diretamente ligado as
taxas de fertilizacdo e qualidade embrionaria.

Este estudo baseou-se em dados provados de que fémeas que nao
apresentam cio durante o protocolo de IATF tendem a ter menor taxa de ovulacdo
e, consequentemente, menor probabilidade de emprenhar (Silva et al., 2016). Os
indutores, por sua vez, melhoram a sincronizacao da ovulagéo e taxas de prenhez,
(Rodrigues et al., 2019).

37



908
909
910
911
912
913
914
915
916
917

918
919
920
921
922

923
924
925
926

927
928
929

930
931
932
933
934

935
936
937

938
939
940
941
942

Os resultados vistos nesse experimento corroboram com Nogueira et al.
(2016) que testaram a eficacia do uso de indutores da ovulagcdo no aumento nas
taxas de prenhez, utilizando para deteccdo dos animais em cio o0s bastdes
marcadores, mostrando correlagdo com o didametro folicular no momento da IATF,
bem como com a taxa de prenhez.

Em concluséo, a utilizacdo do hCG, independente da dose (500 Ul ou 1000
Ul) é uma ferramenta efetiva para induzir a ovulagdo em vacas zebuinas com baixa

ou nenhuma expressao de cio na IATF.
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CAPITULO 3: USO DE DIFERENTES INDUTORES DE OVULACAO COM
AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CIO (ESCT) EM PROTOCOLOS DE
IATF.

Artigo formatado nas normas do periddico: Animal Reproduction Science

Efeito do uso de hCG e GnRH nas taxas de prenhez em protocolos de

IATF com avaliacado de expresséo de cio (ESCT).
Nathalia Albaneze Anache?; Eriklis Nogueira®

aUniversidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Av. Senador Felinto Muller 2443, 79070-900, Campo Grande, MS, Brasil. E-
mail: nathaliaanache@hotmail.com
®PEmbapa Gado de Corte, Av. Radio Maia, 830, 79106-550, Campo Grande, MS, Brasil. E-
mail: ériklis.nogueira@embrapa.br

Resumo: Apesar dos evidentes avancos na producéo de gado de corte, conferidos
pelo desenvolvimento comercial da IATF, a taxa de prenhez média esperada é
estimada em cerca de 50%, e diversos fatores podem estar relacionados a esses
indices, destacando-se aqueles inerentes a fémea, como o0 anestro pés-parto e a
condicao corporal no inicio dos protocolos. Sabe-se que vacas que ndo apresentam
cio durante o protocolo tendem a ter menor taxa de ovulacéo e, consequentemente,
menor probabilidade de emprenhar. Assim, esse trabalho avaliou estratégias para
melhora nas taxas de prenhez de vacas de corte, submetidas a protocolos de IATF
com avaliagbes simples de cio (ESCT) e aplicacdo de dois diferentes indutores
adicionais de ovulacdo (GnRH e hCG). Foram avaliadas 2.315 fémeas da raca
Nelore, submetidas ao protocolo de IATF. Os animais que apresentaram pouco ou
nenhum cio (ESCT 2 e 1, respectivamente) foram divididos em trés grupos, no dia
da inseminacéo: controle (n=301): ndo receberam nenhum tratamento, tratamento
GnRH (n=265): receberam aplicagcao de 0,1 mg, |.M. de Gonadorelina e tratamento
hCG (n=267): receberam a aplicagdo de 1000 Ul, I.M. de hCG. As vacas que
apresentaram ESCT 3 (n= 1483) foram inseminadas no mesmo momento, sem
aplicacao de tratamento adicional. Foi realizado diagnéstico de gestacdo em torno
de 30 dias ap0s a IATF (com ultrassonografia modo B). Avaliaram-se as taxas de
prenhez dos animais para comparar os efeitos dos indutores da ovulacédo e nao
houve diferenca estatistica (P<0,001) entre os grupos GnRH (48,3%) e hCG
(53,05%), sendo ambos eficazes na indugédo da ovulacdo em animais que deram
pouco ou nenhum cio (ESCT 1 e 2), aumentando as taxas de prenhez quando
comparado ao grupo controle.

Palavras chaves: Bastdo marcador, dinamica folicular, indutor de ovulacao.
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1. Introducéo

A incorporacao de programas reprodutivos ajuda a otimizar os resultados e
rentabilidade dos rebanhos, assim, a Inseminacéo artificial (IA), bem como a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), permitem maior ganho genético e
econdmico (Baruselli et al., 2018). Em protocolos de IATF, como regra, todas as
vacas aptas sao inseminadas, independentemente se 0 animal expressou o estro,
embora estudos mostrem que a expressao do estro proximo a IATF esta associada
a maior fertilidade (Pancarci et al., 2002; Souza et al., 2007).

Vacas que nao apresentam cio durante o protocolo tendem a ter menor taxa
de ovulacgéo e, consequentemente, menor probabilidade de emprenhar (Silva et al.,
2016). Ademais, estudos indicam uma diminuicdo na perda de gestacdo em vacas
guem exibem estro durante protocolos de IATF, sugerindo que o ambiente
hormonal que produz a falta de expressédo de estro também produz alteracdes
uterinas que diminuem a probabilidade de manutencédo da gestacdo no periodo
critico entre o primeiro e segundo més (Pereira et al., 2016; Richardson et al., 2016).

Uma das grandes vantagens em se verificar a expressao de cio esta em
poder identificar o melhor momento para a IA, em relacéo a ovulagdo, uma vez que
a vida util do odcito bovino € curta e esse intervalo € crucial para melhorar a
fertilidade do rebanho. Conforme Roelofs et al. (2006), o intervalo de tempo no qual
as vacas foram inseminadas esta diretamente ligado as taxas de fertilizacdo e
qualidade embrionédria. Assim, a falha na identificagcdo do cio, ou auséncia do
mesmo, resulta em grandes perdas econdmicas para o sistema de producéo,
reduzindo a taxa de servico e rendimento do rebanho (Rao et al., 2013).

Diante disso, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas e
implementadas em programas de IATF para melhorar o controle do estro e maior
sucesso no numero e qualidade de gestacao (Jonsson et al. 2011; Richardson et
al., 2016; Nogueira et al., 2019). Entre elas, o uso de indutores da ovulacdo em
fémeas zebuinas lactantes classificadas segundo o escore de remocdao de tinta na
cauda, sendo aplicados naquelas com baixa expressao de cio (ESCT 1 e 2) no

momento da inseminacgao (Nogueira et al., 2016).
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O analogo de GnRH, usado como indutor da ovulacéo, induz uma onda de
LH semelhante a pré-ovulatéria em 2 horas e a ovulacdo entre 26 e 30 horas,
respectivamente, e sua utilizacéo na IATF, em fémeas com baixa ou sem expressao
de cio, melhora a sincronizacdo da ovulagéo e taxas de prenhez (Sa Filho et al.,
2010; Rodrigues et al., 2019).

A gonadotrofina coribnica humana (hCG) é produzida pelo trofoblasto
humano e excretado em grandes quantidades na urina de mulheres gravidas (De
Medeiros & Norman, 2008). Nas vacas, o0 hCG se liga aos receptores de LH nas
células da granulosa e da teca dos foliculos ovarianos com alta afinidade (Ireland
& Roche, 1983) e tem sido usado para induzir a ovulacdo em protocolos de IATF
ou para formar o CL acessério apés inseminacao (FRICKE et al., 1993; Nascimento
et al., 2013).

Alguns trabalhos que testaram a utilizagdo do hCG como indutor de ovulagéao
em protocolos de IATF obtiveram efeitos semelhantes ao GnRH (Burns, et al., 2008;
Liu et al., 2019), além terem efeito no aumento dos niveis de progesterona
plasmatico, reducdo das perdas embrionarias iniciais e assim, melhora da
fertilidade (De Rensis et al., 2008; Wallace et al., 2011).

Estudos também relataram recentemente que as taxas de prenhez poderiam
ser aumentadas se fosse diminuido o periodo de crescimento do foliculo dominante
ovulatério e prolongado a duracdo do proestro (Pontes et al., 2008, Colazo &
Ambrose, 2011, BO et al.,, 2016). Esse novo protocolo, promove modificacdes
durante o proestro e define um perfil enddcrino pré-ovulatério, que esta
positivamente associado com CL mais competente e uma melhora do ambiente
uterino (De La Mata et al., 2018).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos indutores da ovulagéo
GnRH e hCG, utilizados no momento da inseminagéo, em protocolos de IATF,
comparando-os em relagéo as taxas de prenhez obtidas em fémeas com avaliagéo
decio ESCT 1 e 2.

2. Material e métodos

Animais
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Foram utilizadas 2.316 vacas lactantes da raca Nelore, na regido de Planalto
do estado de Mato Grosso do Sul (ECC (1-5)), durante as estacbes de monta de
2019 e 2020. As fémeas destinadas a protocolos reprodutivos foram submetidas a
exame ginecologico completo, considerando: escore de condi¢ao corporal (ECC),
categoria animal, histérico reprodutivo e sanitario. Também foi realizado exame

ultrassonografico para avaliar a condicdo ovariana e uterina.

Delineamento experimental

Todos os animais foram submetidos a protocolo de IATF e classificados
segundo o escore de remocéao de tinta da cauda (ESCT), em que: ESCT 1 - sem
remocao de tinta = sem expressao de cio; ESCT2 - pouca remocao de tinta = baixa
expressao de cio; ESCT3 - muita ou remocao total de tinta = alta expresséao de cio.
Os animais classificados como ESCT 1 e ESCT 2 no momento da IATF foram

aleatoriamente distribuidos em trés tratamentos:

l. Controle: 301 vacas nao receberam nenhum tratamento, servindo de
grupo controle do experimento.

Il. Tratamento GnRH: 265 vacas receberam a aplicacdo de GnRH (0,1
mg Gonadorelina, I.M.), no momento da inseminacéo (IATF).

Il Tratamento hCG: 267 vacas receberam a aplicacdo de hCG (1000 Ul,
[.M.) no momento da inseminacéo (IATF).

Adicionalmente, as vacas que apresentaram ESCT 3 (n= 1483) foram
inseminadas no mesmo momento, sem aplicacao de tratamento adicional.

O experimento foi realizado em fazendas diferentes, mas o protocolo de IATF
utilizado em todas foi de trés manejos, sendo no primeiro dia de tratamento (DO)
realizada a colocacdo de implante intravaginal de progesterona e aplicacdo de
benzoato de estradiol (BE — 2mg, I.M.). No dia 8 (D8) foi retirado o dispositivo e
aplicado os hormoénios prostaglandina F2a (PGF2a, 500ug, I.M.), cipionato de
estradiol (ECP — 1mg, I.M.) e 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (ECG, I.M.).
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1257 Também foi feito a marcacdo dos animais na regido sacro-caudal, com bastao
1258 marcador, para classificacdo do cio.

1259 No dia 10 (D10) foi feita a classificacdo da expressdo do cio atraves de
1260 escores de remocdo da tinta na cauda (ESCT), realizado os trés tratamentos
1261 mencionados e feita a inseminacao artificial (IA), apés 48 horas da retirada do
1262  dispositivo (D10). O sémen utilizado para inseminacédo foi devidamente testado e
1263 possuiam os padrdes de qualidade necessarios.

1264 O diagndstico de gestacéo foi realizado, em todas as propriedades, em torno
1265 de 35 dias apoés a IATF (com ultrassonografia modo B), para avaliacdo da taxa de
1266 prenhez.

1267
Remogio do dispositivo P4
150pg de d-cloprostenol Classificagdo ESCT (1-3)
2mgBE. 300 Ul de eCG ESCT 1-2: 0,1 mg Gonadorelina ou 1000 Ul hCG Us
1g dispositivo P4 1 mg CE. IA Diagnéstico de Gestagéo
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL - PROGESTERONA ‘ |
| | "

Dias 0 8 10 30
1268
1269 Figura 4. Delineamento experimental.
1270
1271 Andlise estatistica
1272 Todas as andlises foram feitas utilizando o SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC,

1273 USA,; versdo 9.4. A taxa de prenhez no dia 30, foram avaliadas utilizando o
1274  procedimento GLIMMIX do SAS. O modelo estatistico utilizou como efeito fixo o
1275 tratamento e como efeito aleatdrio o animal (tratamentoxlote) e lote. O ECC inicial,
1276  touro e inseminador, foram incluidos como covariaveis, porém foram removidos do
1277 modelo quando o P foi < 0.10 para cada covariavel especifica. A significancia foi
1278  definida quando P <0.05, e tendéncia quando P >0.05 e <0.10.

1279
1280 3. Resultados
1281 Foram avaliadas as taxas de prenhez dos animais para comparar os efeitos

1282 dos indutores da ovulacéo, conforme mostrado na Tabela 1, ndo houve diferenca
1283 estatistica entre os grupos GnRH (48,3%) e hCG (52,05%) (P=0,590), ambos se
1284 mostraram eficazes na inducdo da ovulacdo em animais que deram pouco ou

48



1285 nenhum cio (ESCT 1 e 2), aumentando as taxas de prenhez quando comparado ao
1286  grupo controle, que ndo recebeu nenhum tratamento.

1287 O grupo hCG, porém, foi igual estatisticamente ao grupo ESCT 3 (55,83%,
1288 P=0,160), ou seja, aos animais que apresentaram cio em resposta ao protocolo da
1289 IATF (Figura 5). O Escore de condi¢cao corporal (ECC) dos animais teve efeito na
1290 taxa de prenhez (P>0,01), porém néo teve efeito nos tratamentos.

1291

1292 Tabela 2. Taxa de prenhez (%) de acordo com o uso de diferentes indutores
1293 adicionais de ovulacdo no momento da IATF e diferentes ESCT.

ESCT1le2 ESCT 3 Valor P
TRATAMENTO Controle GnRH hCG ESCT 3
Numero de animais (n) 300 265 267 1483 0.001
Taxa de Prenhez (%) 42,00° 48,30° 52,052 55,832
1294  *valor significativo com P<0,05.
1295

Taxa de Prenhez

60.0% 55.83%2
52.05%2°
50.0% 48.30%"
42.0%¢
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%
0.0%
Controle (ESCT 1 e 2) GnRH hCG ESCT 3

1296

1297 Figura 5. Taxa de prenhez (%), de acordo com uso de diferentes indutores
1298 adicionais de ovulacdo no momento da IATF e diferentes ESCT (P<0,05).

1299
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Figura 6. Distribuicdo animais por grupo experimental (%), de acordo com uso de
diferentes indutores adicionais de ovulacdo no momento da IATF e diferentes
ESCT.

4. Discussao

Este experimento testou qual o melhor indutor de ovulagdo, GnRH ou hCG,
para ser aplicado no momento da inseminacéo no protocolo de IATF, nos animais
que expressaram pouco ou nenhum cio em resposta ao protocolo hormonal (ESCT
1-2), avaliando os seus efeitos nas taxas de prenhez.

Este estudo baseou-se em dados provados de que fémeas que néo
apresentam cio durante o protocolo de IATF tendem a ter menor taxa de ovulacao
e, consequentemente, menor probabilidade de emprenhar (Silva et al., 2016). Os
indutores, por sua vez, melhoram a sincronizacao da ovulagéo e taxas de prenhez,
(Rodrigues et al., 2019), fatos que foram vistos nos resultados desse experimento.

Além disso, vimos a resposta superior em relacdo a taxa de prenhez e
ovulacdo nos animais que expressaram cio no protocolo. Estudos indicam uma
reducdo na perda gestacional em vacas que demonstram estro durante protocolos
de IATF, sugerindo que o ambiente hormonal que produz a falta de expresséo de
estro também produz alteragbes uterinas que diminuem a probabilidade de
manutencdo da gestacdo no periodo critico entre o primeiro e 0 segundo més
(Pereira et al., 2016; Richardson et al., 2016).
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Os resultados observados nesse experimento corroboram com (Nogueira et
al., 2016) que testaram a eficacia do uso de indutores da ovulagdo no aumento nas
taxas de prenhez, utilizando para deteccdo dos animais em cio o0s bastdes
marcadores, mostrando correlagdo com o didametro folicular no momento da IATF,
bem como com a taxa de prenhez. Uma das grandes vantagens em se verificar a
expressdo de cio estd em poder identificar os animais que responderam ao
protocolo hormonal e aumentar as chances de sucesso da inseminacao (Silva et
al., 2016).

Conforme Roelofs et al. (2006), o intervalo de tempo no qual as vacas foram
inseminadas esta diretamente ligado as taxas de fertilizacdo e qualidade
embrionéria. Assim, a falha na identifica¢éo do cio, ou auséncia do mesmo, resulta
em grandes perdas econdmicas para o sistema de producao, reduzindo a taxa de
servico e rendimento do rebanho (Rao et al., 2013). Esses dados reforcam o que
relatamos nos animais do grupo controle ESCT 1 e 2, que ndo apresentaram cio e
tiveram menor taxa de prenhez.

O GnRH é liberado de forma pulsatil pelo hipotalamo, cujo alvo sédo sitios
especificos localizados na hipéfise anterior, ocasionando a liberacdo do LH (Estes
et al.,, 1977). Assim, sua acdo é causar ovulacdo ou luteinizacdo do foliculo
dominante presente no momento da aplicacdo. A sua atuagdo diretamente na
hipdfise resulta em ovulagdes em intervalos menores em relacdo aos ésteres de
estradiol (Macmillan & Thacther, 1991).

Nesse experimento, a utilizacdo de GnRH como indutor da ovulagéo
aumentou a taxa de prenhez em animais que nao haviam apresentado cio durante
0 protocolo quando comparado ao grupo controle que nao recebeu nenhum
tratamento. Resultados similares foram encontrados por S& Filho et al. (2010) e
Rodrigues et al. (2019), em que o GnRH induziu uma onda de LH semelhante a
pré-ovulatéria em 2 horas e a ovulacao entre 26 e 30 horas, respectivamente, e sua
utilizagéo na IATF, em fémeas com baixa ou sem expressédo de cio, resultou em
melhora na sincronizacdo da ovulagéo e taxas de prenhez.

A gonadotrofina coridénica humana (hCG) tem sido muito utilizada devido a

sua atividade semelhante ao LH, porém com acao mais prolongada. Nas vacas, o
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hCG tem efeito luteotrofico devido a ligacdo aos receptores de LH das células
liteas, o qual persiste por até 30 h apds o tratamento (Ireland & Roche, 1983; De
Rensis et al., 2008). Sua aplicacdo aumenta a capacidade esteroidogénica do CL
primério, devido a diferenciacdo das células da teca e granulosa em células Iluteas
grandes e pequenas e a transformacdo de células luteas pequenas em células
grandes (Farin et al., 1988).

A utilizacdo do hCG nesse experimento mostrou eficacia quando comparado
ao grupo controle. Ilgualmente, pesquisas que testaram a utilizagdo do hCG como
indutor de ovulacdo em protocolos de IATF obtiveram efeitos semelhantes ao
GnRH (Burns, et al., 2008; Liu et al., 2019), além de terem efeito no aumento dos
niveis de progesterona plasmatica, reducdo das perdas embrionérias iniciais e
assim, melhora da fertilidade (De rensis et al., 2008; Wallace et al., 2011).

O resultado do hCG foi igual ao dos animais que apresentaram cio durante
o protocolo (ESCT 3), podendo sugerir um melhor desempenho quando comparado
ao GnRH. Geary et al. (2001) e Stevenson et al. (2006) também relataram maior
eficacia do hCG na estimulac&o da ovulacdo em gado leiteiro e em vacas de corte
ciclicas, respectivamente.

Buttrey et al. (2010) também descreveram maior incidéncia de ovulacao apos
hCG, o que possivelmente pode ser uma funcdo da maior meia-vida de hCG em
comparacdo com a liberacdo de LH induzida por GhnRH em resposta aos quatro
locais de glicosilacdo do hCG (Jameson & Hollenberg, 1993), por exemplo, 0 hCG
ligado ao receptor de LH nas células luteas foi internalizado 50 vezes mais
lentamente que o LH (Niswender et al., 1995). Essas caracteristicas permitem que
0 hCG induza a ovulagéo de forma mais potente.

Foi descoberto que o CL induzido por hCG se comporta de maneira diferente
do CL induzido espontaneamente quanto a sua regressao pela PGF2, sendo
induzido a regredir antes do quinto dia de vida atil. Também, observou-se que
diferia em tamanho e cor do CL formado espontaneamente e produzia menos
progesterona quando cultivado in vitro na presenca de LH (Howard & Britt, 1990;
Fricke et al., 1993).
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Ainda, Buttrey (2010) e colaboradores identificaram que os CL auxiliares
induzidos em vacas tratadas com GnRH ou hCG variaram de 35,7% a 85,7%
(média = 61%) em um grupo, mas apenas 27,5% a 62,5% (média = 33%) em outro
grupo. Esses animais tiveram aumento nas concentracbes séricas de
progesterona, como visto em outros estudos (Santos et al., 2001; Stevenson et al.,
2007), porém, a perda de gestacao foi maior em vacas tratadas com hCG, mesmo
ele gerando maior formacgéo de CL auxiliares do que o GnRH.

Uma explicacéo para nao terem reduzido efetivamente a perda de gestacéo
pode ser o tempo em que o tratamento foi realizado, onde os animais foram tratados
tardiamente, apos a IA, entre os dias 30 e 71 de gestacdo. Mesmo tendo aumento
nas concentracdes de progesterona com a formacao de novas estruturas lGteas, a
formacdo do CL acessorio possivelmente ocorreu muito tarde, entre os dias 23 a
35, ap6s o estro ou IA (Buttrey et al., 2010). Assim, a aplicacdo precoce se mostraria
mais efetiva.

Santos et al., 2001 testaram a aplicacdo de hCG cinco dias apés a IA, e seus
resultados quanto ao aumento da taxa de prenhez nos animais tratados corroboram
com os resultados encontrados nesse experimento, inclusive melhorando a taxa de
prenhez em vacas que perderam condicdo corporal entre a IA e 28 dias apos.
Entretanto, mesmo verificando a formacdo de CL acessorio, aumento da
concentracdo de progesterona e melhora na concepcao, as perdas gestacionais
foram semelhantes entre os grupos de tratamento.

O aumento das concentracdes séricas de progesterona no tratamento com
hCG ocorre por pelo menos duas maneiras: primeiro pela formacdo do CL
acessorio, segundo pelo aumento no numero de células luteas secretoras de
progesterona no CL existente aumentando sua area de superficie e volume, sendo
que ambas as maneiras também podem ocorrer ao mesmo tempo (Santos et al.,
2001; Stevenson et al., 2007).

Keskin et al. (2010) obtiveram resultados diferentes comparando o uso dos
dois indutores com protocolo Ovsynch em vacas em lactagcéo e ndo houve aumento
nas taxas de ovulacéo e concepc¢ao quando utilizou-se hCG, ndo sendo ele um bom

substituto para o0 GnRH. Esse resultado corrobora com o encontrado por Geary et
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al. (2001) e Burns et al. (2008), que encontraram resultados superiores com 0 uso
do GnRH.

Ainda comparando os indutores em outro tipo de protocolo, em vacas de
corte, a substituicdo do GnRH por hCG também néo foi eficaz, sendo as taxas de
prenhez maiores com o uso de GnRH no inicio e no final ou apenas no final do
protocolo (Schmitz et al., 2017).

Apesar de ter se mostrado eficaz neste estudo, o uso do hCG deve ser
avaliado em relacdo ao valor do protocolo, sendo o custo da dose (considerando
1000 UI por animal) cerca de cinco vezes maior quando comparado ao GnRH.
Deve-se levar em conta que, além da eficacia em promover a ovulacdo, a acéo
luteinizante do hCG permite prolongar a vida utli do CL e aumentar as
concentracfes plasmaticas de progesterona (Bertan et al., 2006; Nascimento et al.,
2013).

Além disso, conforme Diaz et al. (1998), quando administrado durante o
diestro, na presenca de foliculos pré-ovulatérios, o hCG pode induzir a formacgéo
de corpos luteos acessorios, prolongando o ciclo estral e auxiliando na manutencao
inicial da gestacao, visto que maior producéo de progesterona apés a ovulagéo esta
relacionada com uma maior taxa de desenvolvimento embrionario e
reconhecimento materno da gestacao (Maubrigades et al., 2022).

Essa reducédo de perda embrionaria deve ser levada em consideracdo no
momento de avaliar o custo-beneficio, uma vez que ndo sédo todos 0s animais que
recebem o tratamento, apenas aqueles que ndo expressaram cio no protocolo de
IATF. Esses animais correspondem, normalmente, a uma parcela pequena dentro
do total do lote e podem ser identificados de forma pratica e eficiente com a
utilizacdo do bastdo marcador na regido sacro-caudal (Anache et al., 2018;
Nogueira et al., 2019).

Em protocolos de IATF em vacas os principais farmacos usados como
indutores de ovulacdo sdo os analogos (gonadorelina) ou superanalogos
(buserelina, lecirelina, fertirelina) do GnRH, ésteres de estradiol, como o benzoato

(BE) e o cipionato de estradiol (CE), o hCG e o hormoénio luteinizante (LH).
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Recentemente, foi relatado efeito positivo da PGF na ovulagdo em bovinos (Castro
et al., 2018).

Os ésteres de estradiol sdo amplamente usados para o controle do ciclo
estral e, quando usados na auséncia de progesterona, estimulam a liberacdo de
GnRH e LH pelo hipotalamo e hipofise, respectivamente, induzindo a ovulagdo do
foliculo dominante (Moenter et al., 1990).

A ovulacdo é mais tardia nesses protocolos quando comparado com
protocolo que utilizam GnRH (Willians & Stancel, 1996). Dessa forma, ndo seriam
bons indutores para serem empregados no dia da inseminacao (D10) como uma
forma de aumentar as chances de prenhez dos animais que ndo obtiveram boa
resposta a sincronizacdo (ESCT 1 e 2), ja que o tempo de a¢do nao seria ideal.

Outro ponto importante em relacdo ao uso de ésteres de estradiol como
indutores de ovulagéo é que, apesar de sua eficiéncia e da excelente relagcdo custo-
beneficio, alguns paises proibiram sua utilizacdo devido a preocupacdo com
possiveis efeitos residuais nos alimentos de origem animal e prejuizos a saude
humana (Lane et al., 2008).

Os tratamentos com hCG e GnRH possuem efeitos semelhantes no ovario
(Fricke et al., 1993), na inducdo a ovulacdo e na formacdo de corpos luteos
acessorios, elevando consideravelmente as concentracfes plasmaticas de
progesterona alcancadas sete dias apos o tratamento (Hanlon et al., 2005).

Enquanto o hCG tem seu efeito mais prolongado, a administracédo de GnRH
aumenta as concentragcdes de LH no soro por aproximadamente 5h (Kinser et al.,
1983). Ademais, o CL formado apés a ovulagéo induzida por GhnRH pode néo ser
totalmente funcional (Santos et al., 2001).

Diante disso, estudos mostraram que o tratamento com hCG geralmente
eleva as concentracbes de progesterona mais do que o tratamento com GnRH
(Stevenson et al., 2007; Stevenson et al., 2008). Também mostraram que vacas
com menores concentracées de progesterona durante o diestro subsequente a IA,
tiveram menores taxas de concepcéo (Mann et al., 1999).

A fertilidade ap6s ambos os tratamentos esta diretamente relacionada a fase

do ciclo estral em que a administracdo foi realizada, a ciclicidade do animal e o
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periodo do ano. Observou-se em alguns estudos mais vacas em anestro
retornarem ao estro ap6s GnRH em comparacdo com hCG mas em outros estudos
isso néo foi relatado (Burns et al., 2008).

O tratamento com hCG também foi relacionado a um aumento da taxa de
prenhez em vacas multiparas por Garcia-Ispierto et al. (2019), mostrando efeito
positivo do hCG sobre a fertiidade de vacas multiparas em anestro,
independentemente de estresse térmico e estacdo do ano. De Rensis et al. (2008),
também observou um melhor efeito na fertilidade do hCG em comparacédo com o
GnRH em relacao ao periodo do ano, sendo melhor durante o periodo quente do
ano, mas néo no frio.

A Ultima observacdo sugere que o hCG é capaz, até certo ponto, de
neutralizar o efeito negativo sobre a fertilidade do estresse térmico durante a
estacdo quente, 0 que para regidbes de temperaturas mais extremas pode
representar um ganho significativo em resultado de prenhez.

A administracdo de GnRH requer a presenca de LH, no nivel hipofisario, para
ter eficacia e o efeito endogeno do LH no CL dura menos tempo do que o hCG
(Garcia-Ispierto et al., 2019) Assim, o uso de hCG em vez de GnRH pode ser
indicado para vacas com problemas de fertilidade, como por exemplo, vacas
leiteiras de alta produg&o ou vacas com perda expressiva de escore de condi¢do
corporal, que podem apresentar deficiéncia no estoque de LH e assim, baixo efeito
no tratamento com GnRH.

Butler (2003) relatou que o balanco energético negativo esta relacionado
com a diminuic&o da frequéncia dos pulsos de LH e com os baixos niveis de glicose,
insulina e IGF-1 no sangue, os quais restringem a producdo de estrogénio pelos
foliculos dominantes, favorecendo a diminuicdo da qualidade dos ovécitos e a
competéncia para o desenvolvimento embrionério, além de baixas concentragcbes
séricas de progesterona.

Em conclusédo, os indutores da ovulagdo GnRH e hCG se mostraram
eficientes para aumentar taxa de prenhez em fémeas que ndo apresentaram cio no
protocolo de IATF, mostrando-se alternativas promissores para o incremento nos

resultados da estacdo de monta.
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2. JUSTIFICATIVAS

1. A execucédo deste projeto permitird que novas alternativas hormonais para
inseminar vacas em tempo fixo estejam disponiveis para os profissionais que atuam
no mercado e para difusdo tecnoldgica, via 6rgdos de fomento. Além disso, os
resultados oriundos dessa proposta cientifica permitirdo que o sistema de producao
de gado de corte e leite esteja mais conectado com as exigéncias mercadolédgicas
e com uma producado mais sustentavel e menos onerosa.

2. Inovacdo dos protocolos de IATF utilizados no Brasil, pois podera ser
recomendada utilizacdo de novos protocolos e horménios para melhora de indices

de prenhez em vacas com utilizacdo de sémen convencional ou sexado.
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ANEXOS

1. COPIA DO PROJETO APROVADO

Servign Publico Faderal
Minkstinn o Edudaan
Fundagio Universidade Fedaral do Mato Grosso do Sul

TITULS:

Estrataglas de sumanto da prenhez sm protocolos de Inssminagao Artficlal am
Tempo Flxo com 30 de axp e clo, de ovulagio & qualidade do
s&man congalado.

REZUMOD

Apesar g5 SviEnies VENGDS na prooupdo de gAN0 de COME @ iete, confendes pak
desenvolimento comescial da IATF, 3 i3xa de prenhez méda esparada & estimada entre 40
a 5%, & diversos Talores podem estar relacionados a esses indices, destacando-se aqueles
Inerentes & f2mea, Ccomo 0 ANty pos-fano @ a condlgo corporal o nick dos protocois.
Aggociados a lssD, OUiros Talores Gamibém Influenclam esses resulfados, como aquekes
Inerentes & qualdade do sémen ublizado nos programas, tals como o5 padries de
movimento espermatico, Iniegridade o2 membrana plasmatca ou Dlomaragdones 2 dose
Insaminants pratcada Dessa foma, 3 avalagio scpematica labaratonal Bm o it e
analisar o poiendial de fertildage de um Inglviguo, determinar e estEbeiecer Caraciersticas
conflave’s, que possam 52 wilizadas como indlcadores de fertlkade. Cs protocolos
baseados em Progestenona & Estradiol (Benzoato- BE & fou Clplonato- CE), assodado a
prostagianding & ECG s80 paricuiammente efetivos em vacas em anesiro, que representa a
mialorta 636 vacas que recsbem |A no Brasl, & USando 5548 Protocoios, o6 produtoes do
Erasll geralments Ingaminam todas 36 vacas, Independentements da vaca expressar s,
miEsmo com estudos Indleando que 3 expressio de estro parto e LATF estd assocads a
malor fertlidade. Assim, 3 deteccdo de esin poderia melhorar a ferilidade ou dreclonar 3
0estd0 da |ATF com o0 uso de s&men s=x3do ou fourss dessiados. Assim, =sse projetn
busca Fvallar estaieglas de melhora nas taas de prenher de vacas de come ou leite,
suometidas 3 protocolos de IATF com sémen convenclonal ou sexado, com avallaghes
simplas de oo & apleagho de Indutores adicionals e ovulapdo ou momentos dferanciados
de 14 & 3 valdagdo de pardmetros obsenvados em avalaghes seminals com a realzmedo de
S eNpermentos. COMO eSULIS 08 Ojelns antenofes oo autor pODONERta, com
Inseminagin & avalagio semina, foram identizanos parametros que mastram comelaghes
com 3 fertildade (SANCHES, &t al., 2017), @ a pani desies 52 estabelecido um indca da
fertilkdade a ser aphcado Nas AMOStas 3 serem avalladas e uilizadas em IATF na presanta
proposta, dando saquéncia 3 experimentos Que J4 demonstraram melhora nas taxas ge
prenhez. Alim da utizagdo & valldaplo dos parimetros seminais kentifcados, tamoem fol
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valldada 3 estraiega de avallagho 02 oo em vacas submetisas 3 IATF com aplieacda de
Indutores aficonals o8 ovuagio (GNRH) para aumenmo de prenniez (IATF + CIO-
EMERAPA), & 0 QU eEi3 5endD DUSCIOD Mesle projetn @ 3 utizagio oe Indwires
adicionais, ou momenios diierenclades de 1A, para desenvolvimento de protocios com
melhores resultados de prenhez @ medor relacko benefidoioustn, Inclushve com uillzagio
de IATF em vacas de core e |efte, com sémen sexado, que mosira resuliados Infenores em
protocoios tradicinais.

1. INTRoDugho

A hcorporagio de pOgRAMas Epodulvos Audam 3 otmizar os resulfados 2
reritabilidade dos rebanhos, assim, a Inseminagdo aricial (14), bem como 3 Inseminacio
artifictal em tempo fleo (IATF), pammitem malor ganho gengtico & 2condmico (BARUSELLI et
a., 2018). Em protocsios de IATF, como regra, todas a5 vacas apias 530 Insaminadas,
Indzpendentaments 52 o animal EXPREESOU O SED, mbOR ectudos MOSTEM que 3
expressdo 00 ST prawimo 3 IATF estd 35500303 3 maor frilldace [PANCARC! et &,
2002, KASIMANICKAM et @, 2008, SOUZA ef al., 2007).

Wacas que ndo aDreEENiEm co duran®e o profocolo tendem @ ber menor 3xE de
ovulagdo e, consequentements, menor probatilidade de emprenhar (SILVA et al, 201€).
Ademals, estudos indicam uma diminuicio na penda de geSECHD B VECES qUEM Sxigem
2540 durante profocoios de LATF, Sugerindo que 0 ambiente hormonal que produz  faita de
expressdo Oe estro fambém produz alfteragles uternas que diminuem a3 probablidade de
manutengio da gestagdo no periodo erftien entre o primein o segundo més (CERRI etal,
2004; GALVAD et al, 2004; PEREIRA & al., 2014; RICHARDSON etal, 2018).

Uma das grandes vaniagens =m 52 verficar 3 expressac o2 oo estd em poder
Identtficar o medhor momerto para a 14, em relagio & ovulagio, UMa veZ que a vida Ot do
odclio boving @ curta € esse Intervalo @ cucid para medhorar a fertidade do rebanho.
Conforma Roalofs e al. (2008, © Intervala e fempo no qual 25 vacas foram Inseminadas
25t diretaments Igado 35 taxas o ferilizaplo & qualdade embrionara. Assim, 3 falha na
loentificacn do cio resula em grandes perdas econdmicas para o sistema de produgdo,
TEdUZINGD 3 Exa de sanvig e rendimenin do rebanha (RAD et al., 2013).

Diarie disso, novas fecnologlas estio sendo desenvolvidas & Implementadas em
programas de IATF para melhorar o confrole do estro @ maor SUCESSD NO nOmEnD &
qualidade de gestagio (HOLMAN =t al., 2011; JONSSOM ot al. 2011; RICHARDSON et &,
2016}, Entre eias, & uso de Induiores da ovulagio em femeas clssficadas sequndo o
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escone de remogdo de inta na cauda, s2ndo aplcados NaguUelas com balka expressdo de
clo (EZCT 1 & 2) no momento da Insaminagio (NOGUEIRA & al,, 2016). O GNRH, usado
como Indutor da cvulagio, quando dminsTats por via INrEMUSCULAT, INJUE LMa onda 2
L4 semehantz 3 preowulatona em 2 horas e 3 ovuiagan entre 26 & 30 homs,
respactivaments, CoMTOMmE demonstrada por 53 Fih &t &, (2010}, 3 witzagio o2 GnRH na
IATF, em fémeas com baixa cu sem expressdo de oo, medhorR a sheronizagdo da ovlagio
& toms de pranhez.

Estudos Bmbem relataram recentemente que as taxas d2 prenhez poderiam ser
aumentadas se fosse diminuido o periodo de crestimentn do folicuio dominante owulatbrio &
proiongado a duragio do proesiro (BRIDGES et al, 2008, COLAZO e AMBROSE, 2011, B0
et al., 2015). Esse nowo protocoko, chamado J-Synefl, promove modiicagdes durante o
Prosstng & gefing um perll endeoning pra-ovulatono, que S5t postvaments Es005d0 com
um como iineo (CL) mals competents & uma mehora do amblents uterin. Assim, se mosTa
uma atemativa promissora para profocolos o IATF que ublizam sémen sexado, que
pOSEUEM menares taas de prenhez em relagdo aos proiocolos cOm s&men comvenclonal
{DE LA MATA et al., 2018).

B0 et al. (2018), utlizaram ¢ protocoio J-Synch, com auxiio de basido marador para
detecgdo de oo, com s&men sexadd @ avalaram as tanas de prenhez de diferentes fouros
usando sémen convencional e SexedULTRAS em programas IATF, sendo esse diimo
metodo de sexagem menos fraumatico acs espermaloziides. Apesar de obterem faxas
malores com ublizagio ge s&men convendonal, ConsequiL-se UMENtar 35 K35 e5Deratas
PR 0 52men sexato.

O gamen utlizado & outro fator determinants para a medhora nas taxas de pranhez
nas béenicas de Inseminagio Arificial (IA) & Inseminaglo Arificial em Tempo Flxo (IATF)
(NOGUEIRA et al, 2011, NOGUEIRA el al, 2014), falo que acaba (Imitando alguns
resUtatos pela falts de predrores preciscs de feniidace em touros (SERAY ot al, 2014).
Mo Brasl, afuaiments 3 maloria das melodologias de avalagdo de s&men de fouros,
baseadas em microscopla, classfica  somemie  caracteristicas  extenores  nos
espermaiozcides, que garaniem o alcance de padrles minimos de qualkiads reproduiva
(ManiEl CERA, 1938).

Asgim, serla Interessante deleminar vanawels de sémen congelado que de fabo
mielhorem 35 taxss de gestaio 30 nal 408 PrOgramas o2 1A Kems et 3l (2018), reiataram
0 US0 da citomatra de Mo baseata em Imagem (IBFC) para documentar 05 Nlos 6e
Zingo e su3s dieragdes durante a capacitagdo In v (IVC) de espermaioztides de
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tOUrns & NUMANGs, MOSirando UM novo papel dos kns o2 zinco durante a capacitagdo e a
fertiizagio.

Tals descobertas representam uma mudanga fundamental na compresns3o da
fertiizagio g mamiems, abrindo caminho para uma analkse de s8men mals precisa para
melhorar 3 metodologla de fertlizagdo In wiro (FIV) & Inseminacio arficial (14). Esses
achados s30 conslstentes com ouiros estudos que relatam homens féri=is com nivels
aumentados de Zn o piasma seminal em comparag3o com homens Inféstals (COLAGAR,
ef al., 200% ZHAD e al, 2016). Olimizagio do sémen Zn ™ e § ou nivels de proteina (5)
contandp Zinco poderam, assim, methorar o8 resuitados da LA no gado.

2 OBJETNVGS

21 OBJETNGS GERAIS
Valkdar técnicas 2 procedmentos para aumento das tas de pranhez em protocaks
de IATF em vacas de corte @ lefte.

22  OBJETIVOS ESPECIFICOS

i~ Valldar os pardmetros de qualdade em sémen congelado de allp e baxo poder
facundarie, Identificados em projein de pesgulsa anterior,

2- Avallar 3 estrategla o3 Uizagdo da avallagSo de express3o de cio, de 3cordo com 3
presenga de Corpo Litea [CL) para aumerio de prenhez de LATF,

3 Avalar 3 esiratégla da utlizagdo da avalagio de =wpressdo de oo, com difersnizs
Indutores de ovulacdo e horaros de Inseminagdo para aumenio de prenhez de IATF;

4~ Avallar 3 esiratégla da willzacio da avalagdo de expressdo de do e aplicagdo de
Indutores adicionals oe ovulagho, pars uilizacio oe samen sexadn em IATF.

3. METCDOLOGIA

Esie projeto de pesquisd enwoiverd 3 ewecugd) de cinco expenmentes, cula
metodoiogla Indhidual esta descita a sequir. O experimenios serio realizados em
propredades nurais comerdais, com Cortrato de Parceria assinado com a Embrapa e
Insttuigies participantes, no Pamianal & Planalio do MS, bem cOmd nas fazendss

experimentals da Embrapa:
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Sp. - Valdagio dos pardmefms de simen congeladn aravés de tesies
laboratorals.

Serfo avalladas doses de simen congeladas compradas de estabelecimentos
comercias visando 3 Identificacdo dos parametms de fertiidade identficados em projeto
anieslor (Edfsl Chamada FUNDECTACNPG W 0572013 - DOR: Inovaglo, Impacto da
qualidade O0 SEMEn, & ENJENCa DIC-SCONOMICA 0 ecTAlegas pos-inseminaglo em
protnesios de Inseminagio Arficial em Tempo Fio o Mato Grosso 4o Sul).

As amostras serdo avalladas no laboraioro da UPMS (avallagho de samen),
reallzados o5 saguintes iestes laboratonas:

- Mofiidade & vigor ap descongelamentn, congentragio e analiss morbiogica
o s&men congelado

2 Tesle de Termo-Resksitncla Rapkdo

3  Cliomeira de Moo (ntegrdade de membrana, Ublquiting, Aggressome
{AGG), Proteina Pos-Acrssomal (PAWR), polarzagio mitocondrial)

& Anaise CompUadorzZada 0o SEMEN (CASA)

5 Avallago Oa capactagio EEpamMatca aaves o3 Ibaragdo oe Anco

A0t 35 analses, serd Lblizado um Indce & classfkadas 35 partidas de sémen de
acordo com o poder facundants.

O Indlice 3 52 valldadn Sar3 nbita 3 parr 02 SINches e al. {2017} 2 Noguers ot al
{2018), associade a avalipio d2 noves blomarcadores de gqualidade seminal (Ubkquiting,
AGE, PAWF)

Exp. 2- Utiizagdo de sémen congelado em IATF com malor Indce de predgdo de
fertikiade, para avallagio 6 (i@ de prenhez @ perda embrionana.

A panr das doses \dentficadas no Exp 1, como malor ou menor predigio de
fertilidade, sardo Inseminadas em =Moo Mo 500 vacEs mUtparas Melore, para valdagdo
00 ke o predigo de fariidade, com o saguirta profcoie

0 animals serdo avaliades ginecologicamente am dla aleatond do cioko estral (DO} &
receberdo disposiiivo Intravagingl de P4 (Cronipress® Mono Dose M-24, Blogenssis Bagd,
Farana, Brasll) e adminisirag3o de 2 mg de BE (Estgin®, Biofarm, S3o Pauo, BaEsl). Mo
Dia &, 0 Implanis Sera reirags @ aplicads 1 mg oe ciplonato o estradal- (ECP®, Zoatis,
Exasll), 150ug o2 d-doprostenal (Prolise®, Arsa, Argentna) @ 300 Ul de eCC [Foligon®
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S000UL, MSD, S3o Paulo, Brazl) Mo momento da retirada dos Implanies, odas a5 vacas
5730 marcadss na regido sacm-caudal com basthes de tnta (Rald-Mad RAIDEX,
Gemany). No dia 10, 50 horas apos 3 retirada 6o Implants, 35 vacss serfo Inseminadas. A
taa de expressdo de cio (ESCT), avallada no momento da IATF, dassficada de acomdo
com Sihva & a. (Animal Regroducton, 2018); 1- sem expressdo de oio; 2= balka sxpressdo
de clo; 3 alts sxpressdo de cho. Animas com ESCT 1 e 2 recederdo 1 mlde GnRH.

Sar realizado 0 dagnostico de gasta;o 306 21 dias [com UIT3SEONOgTaNa doppier),
35,50 @ 90 dlas {Com URT3SSoNOgraNa modo B}, para avallaglo das perdas ambrionarias &
fetals, de acordo com a fertilidade dos tounos.

Serdo utlizadas fchas para controle das Inseminaches a campo, distrbuldas ene
08 Inseminadorss, comendo 35 sequintss Informagdes:

- Nome o nmem do toury; Parkda lourSougdes em blotecnologias repmdutivas
para o5 noves slstemas de produgdo do Braslio) utiizada; Categoria animal (multpars x
peimiparay; Inseminador, ECC.

Exp. 3- Uis0 03 PGF em inicio de protocok o2 |ATF, & avallagio da expressdo e oo
(ESCT) @ prenhez am protocolos 08 LTF com uso e GRRH.

ParR avallar o efelto da auséncia do CL no dla da retirada do Implanis sobre a3
expressio de o & 1 de prenhez, sem aumento do manejo dos lobes, sera realizado o
expermento 3 seguir

Trat Controle: 300 vacas serdo submetidas a0 mesmo protocolko base do Exp 2

Trat PGF no inicio: 300 vacas serdo submetdas a0 mesma profocalo base do Exp 2,
com aplicagio de dose e PGF20 no D do protocolo.

Exp. £- Uis0 de diferentss Indutores de ovuiagdo ou araso na LATF com avallagho da
expressin de oo (ESCT) em profocoics de IATF.

Nesls expeniments, sar3 awallado o Inautor e cwulEagio HOG, que tem efenos
direfos, 5EM 3 NEcesSiade 02 BSNUR ENJOGENcS 08 GNRH 005 animaks, qua pode estar
comprometido, devido as condigdes pos paro e de Balka condicdo corporal. O homdnlo
sUprachados, serdo confrontados com GniRH, ou animals confrole, que ndo recsbendo
apicagio de Indutores adiclonals além do Clplonaio de Estradiol.

Trat Controie: 300 vacas 5730 SUDMEtdas 30 MESMo pRotoCoio base do Exp 2,
param sam aplleacio de GRRH nas vacas de ESCT 1 22, no momento da IATF.
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Trat GARH: 300 vacas — semelhante 30 trat Controle,  porém com apicagdo de
GnRH nas vacas de ESCT 1 e 2, no momento dalATF.

Trat HOG: 300 vacas - tra Contmoie, com aplkcando oe HOS (1500 UI nas vacas
com ESCT 1 2 no mamento da LATF.

Trat ATasg- Animais com ESCT 1 & 2, serd0 Inseminanos §0-72 aps 3 refimda de
Implantss

Exp. 5- Escore de remogdo de tinta na cauda (ESCT) como femaments afemativa
Para aumentar 3 tana e prennez do sémen seuadn 3 IATF.

Pam reailzscdo deste spermento 1000 f8mess da raga Melors (Bos ndicus) &
Cnizadas (Bos funs ¥ Bos ndus) serdo submetiiss 3 protooks de LATF com sémen
conveEncional & sexand & avaladas quantn 3 expressi de oo no momento da Inseminago.

S8R ulizado o proiocoio com mehor resultado definido nos experimentos
anteriores, & avalladas 35 dierengas de prenhaz com SAmen SEXEH0 & convenclnal, de
acordo com as dfersnies nofas de expressdo de oo, & paa faAl o5 anmas serd0
distribuldos em diils tratamentos, em um delineamento experimental Inteiramants 30 acasn.
Sendo Gi= fémeas Inseminadas com sémen comvencional (ne300) e G2= fameas
INSEMINadas COMm SAMEN SEXamD (=500}

0 sémen comendonal & sexado adquindos serdp avalados om base nos
parametros sugendos no Exp. 1. para predicio da fertiidade.

Ulrassonagraia

Sarfio avallados no exp 2-5 por ukrassonogrania transretal (Mindray DP 20 vet), o5
O3MEIDs B0 CU0s Pre-pvUlEionos no M3 da IATF, & o damero do CI, 7 038 apos a
IATF, bem como o dlagnosico de gestaclo reallzado 30-40 dias apas 3 IATF ou témming do
perido te estagio de mont.

Serd avalada a liehizaglo como resulfados dos profocios com dffersnizs
Inutores de ovuliaglo & expressdo de oo, com uirassonograa Doppéer, 7 dias apds 3
IATF.

Mo experments 5 serd reallzado 0 dlagnostico ulirassonograico do sexm fetal 308 60

a5 g gestagdo.

Crieta e Sangue & dosagem de progesiamina (A4)
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Em cada expenment de IATF, sarfo coletadas em uma porcentagsm das vacas
Inseminadas (20%) amosiras de saNQUE por Venapunclo (vela cocokgea) em fubos de 10
mL dena D17, 3 partir do momento 6 avallapdo o CL. O 5angus 5er deliand & Mepousn
para coagulagdo 3 fEmperatura amilents ¢ cenifugado 3 2,000 X g duraniz 20 min. O sorg
coihidy 583 armazenado 3 -20 * G até que 3 concentraghes snicas de progesterona sejam
deteminadas par Radioimuncensao (RIA)

A oneervagdes serkas o DIOgESIErTNA Serd0 analsadas no FMVA. Aragatus-
UNESP Campus, Laborattrio de Endocrinologla. Departamento de Apok a0 Campo,
Producdo & Salde Animal (DAPSA], em amositas de som ublizmndo um kit RIA de

anticorpo-ubo (Diagnostic Products Corporation, Los Angelss, CA).
Awalapdo do simen - Cometra o2 flem, CASA.

Nos |aboratiios da UFMS, sera determinada a qualidade espermalica, realzados
testes de motlidade & vigor 30 descongelamento, concentragio & analse morbitgica M
s&men congeladd, analise compuiatonzada o s&men (CASA) e chometria de Mo, de
ac0rdo com 35 Metdologias descritEs 3 segui.

A avaliapio da modiidade & vigor serd obtida mediantz 3 deposkdo 62 uma gota d2
s&men sobre LAming aquecida (35 3 37°C) & recoberta por laminuia, para ooservacdo em
micscopla tptiea em aumentos de 20x, sendo 06 valores de motlidade exprEss0s em
percantagem (MANUAL, 2013 A concerimaglo espematica fol oeterminada em
hematocttmetm, na duiglo de 10100, sendo o resulEdo expresso em o cElias
EEDEMMAtCaSITIL (MANUAL, 2013).

A morlogla das cflulas espermitcas serd avallada em preparacdo Umida e
MICSEi0I0 08 Coniraste oe Tase 500 IMersdo, COm aumento oe 1.000X, 0e 300nD Com 3
metdoiogla e Bartn & Ok (1938).

A cinétea espermatica serd deferminada pelo equipamentn Computsr-assised
sémen analysls (CASA), modele SCA- SPERM CELL ANALIZER, previameniz gustad
{setup) para andllse de sémen bowing. Serfo Wlz3dos dos microlitos de sémen e
selecionadds NO MINME SSie Campos Para 3 leftura & andlse dos parimeis: matlidade
total {%; MT), matiidade prograssiva (%; MP), veicidade meda (um's; VAR), veiocidade
retlinea {pmis; VEL), velocidade curniingar (vE; VCL), ampiluce (el 02 cabega (um
ALCY), Inearidage [%; LIN), redlineanidade (%, STR).

Mo aparsho Ciofiex (Backman Coulter &), sard avalada por cltomea de fuxo, 3
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Integridade estrutursl da memirana plasmatica £ polanzagio mitccondrial, utikzndo,
respectivaments, 35 sondas fuorescentes Pl (oetn de propian) @ JCH (5,55 6'tetraclom-
1,13, 3"4tetraetibanzimidazoli-carbocianine lodlde), dém de novos blomarcadores, coma
\Ublquiina, Aggressome = avalapdo de Influxo de Zn.

Ansises estabisticas - Os resufiados de percentagem de clivagem e de blastosisto,
bem como de concepgdo serdo anallsados alrawés do programa computacional Proc
Logistic Incluie No Stafsical AnGlyss System 913 (SAS Insthfe Inc., 1999). Fara of
FRSUILA0ns O CONCSpCAD 035 VaC3s MSEMINacas em IATF 5273 CONSOSrata 3 Fesposta
Wrana (prenhe ou vazia) e serd realzada 3 andlise Oe regressio logistica mutpa,
admitinde-se 0 nivel de sgrificancla de $%, e analse de comelagio maiipla enfre as
vadavels [ferflidade da pariida, resutados dos fesis laboraiorials e concentaghes
homanals), tendo como fontss de vanagio os ratamentos, fazenda, Inseminador, ECC &
Interagles.
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2. NORMAS DA REVISTA

Revista: Animal Reproduction Science.

PREPARATION

Editorial Structure and Prefiminary Assessment

The Editor-in-Chief, who decides whether the Manuscripts fit the scope of manuscripts published in
this journal, firstly evaluates manuscripts. Associate Editors also make a preliminary evaluation of
the Manuscript, with or without the involvement of other Editorial Board members, and then decide
whether or not the Manuscript deserves to be sent out for peer review. These preliminary assessments
made by the Editorial Board are based on the scope, novelty, interest, potential contribution to the
field, and quality of science and narrative (in the case of review articles). Manuscripts that are not
consistent with Journal standards will be returned to the author without peer review.

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or for
technical support on submissions, please visit our Support Center.

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
one independent expert reviewer to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

Appeals

In case of a rejection decision, authors are allowed to submit an appeal, which may be considered by
the Editorial Board. Priority of appeals is less than that of new submitted Manuscripts with regard to
the Journal's workload. Only one appeal is permitted per Manuscript. If the authors wish to submit an
appeal, they must provide evidence that substantial errors of fact and/or biases were made during
the reviewing process; a decision will only be reversed if the Editorial Board is convinced that the
original decision was a mistake. Should an appeal merit consideration, the Editor-in-Chief will request
the authors to provide a response to the reviewers' and Associate Editors' comments and will be then
sent out for further peer review. Decisions after submitting an appeal are made by the Editor-in-
Chief and are final.

Manuscripts should have numbered lines (continuous numbering across pages) with wide margins
and double spacing throughout (i.e., also for abstracts, footnotes and references). Every page of the
manuscript, including the title page, references, tables, etc., should be numbered. In the text no
reference should be made to page numbers; however, if necessary, one may refer to sections. Avoid
excessive usage of italics to emphasize part of the text. The structure of the manuscript must be
Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
Author Contribution Statement, Competing interests statement, References, Figure legends and
Tables (if the latter are provided with the Main text file).

Tables and Figures should be inserted separately at the end of the manuscript. Furthermore, the
format used for the Table and Figure legends should be consistent with that of manuscripts published
in this journal.

Abstract
The ABSTRACT can be no longer than 250 words in length and details about what should be included
in the ABSTRACT are described subsequently in this document.

Introduction (labelled with the number 1)
State the objectives of the research and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.
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The introduction "sets the scene" for the research. Do not over-reference statements; two or three key
references should suffice unless each adds something specific. The introduction should not normally
be more than 500 words (approximately two manuscript pages).

Materials and Methods (labelled with the number 2)

Provide sufficient details to allow the research to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting
directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any
modifications to existing methods should also be described.

Description of analytical methods

The description of analytical methods (e.g., hormone analysis, immunohistochemistry) must include
information on quality assessment and method validation for the respective laboratory where sample
analysis has been performed.

Gene names

Authors must use standard gene names, as provided by HGNC. Gene names must be italicized. If
the case of mammalian species and if gene names refer to rodent species, they must be upper case
(i.e. HspAl1A); if they refer to non-rodent species they must be written in capitals (e.g., HSPA1A). If
they refer to other species, they must written lower case (e.g., hspala). Protein names are written
in capitals and are not italicized.

Quantitative PCR

If authors have used quantitative PCR, the Methods section must be written following Bustin et al.
The MIQE Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Use of
terminology - relative abundance of mRNA transcripts as compared with the abundance of mRNA for
a reference gene(s).

Experiments. Clin Chem 2009; 55: 611-622. The authors should also ensure that the following
information is provided:

Protocol for DNA/RNA extraction, including quantitation and determination of purity; Reverse
transcription: amount of RNA, concentration of all reagents: primers concentration (either random
primers or oligonucleotides), reverse transcriptase and master mix components; For qPCR: sequence
of Forward and Reverse primers, amplicon size, accession number of Genebank; Thermocycler
parameters (i.e. denaturation, annealing and extension steps, number of cycles, melting curves);
Validation of PCR products; Non-template controls for Reverse Transcription and qPCR should be
included in all reactions; and Data analysis: details for the guantitative or relative determination.

Semen analysis

Sperm motility must be evaluated with a computer-assisted sperm analysis - failure to do so will result
in the rejection of manuscripts. Also sperm membrane integrity should be assessed using double-
fluorochrome staining and fluorescence microscopy or flow cytometry. Acrosome integrity should also
be evaluated with fluorochrome staining where possible. In addition sperm cryopreservation should
be preferentially conducted with a controlled-rate freezer to ensure repeatability and standardization.
Exceptions to these requirements will be considered.

Flow cytometry

When performed, the Methods section should provide technical details for flow cytometry experiments,
following the recommendations set by the International Society for Advancement of Cytometry (Lee
J et al. MIFlowCyt: The minimum information about a flow cytometry experiment. Cytometry A 2008;
73: 926-930). Amongst others, the following information should be provided: technical specifications
of the equipment, laser wavelength, BP and LP for filters, sheath rate, how populations have been
gated, concentration of cells during analysis, calibration of the equipment, linear or logarithmic
representation, number of technical replicates, data compensation and software used to analyze
histograms. The Editorial Board may request, at any point, the authors to provide the original files
(.FCS/.LMD) or the histograms and dot-plots.

Use of antibodies
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Validation of antibodies through peptide blocking experiments is required when immunoblotting
(Western blot), immunofluorescence, immunohistochemistry or immunocytochemistry are performed.
The authors may cite a previous reference in which the specificity of the antibody used for the species
reported in the submitted Manuscript has been validated and published.

Statistical analyses

Authors must provide enough details on how data were evaluated and which statistical package was
used to conduct that evaluation. If linear models are used, authors should have previously confirmed
that parametric assumptions (normal distribution and homogeneity of variances) are not violated and,
when applicable, indicate whether linear transformations of data or non-parametric tests have been
conducted. Authors are also encouraged to consult with biometricians and determine which the most
suitable statistical test before conducting the study (e.g., GLM, mixed model, linear regression).

Results (labelled with the number 3)
Results should be clear and concise.

Discussion (labelled with the number 4)

In this section, there should be an exploration of the significance of the results of the research, not
a repeating of the results. For Research Papers, there needs to be a separate Results and Discussion
section. Avoid extensive citations and discussion of published literature. Discussion should range
between 1,000 and 1,250 words (approximately 4-5 pages).

Conclusions (labelled with the number 5)
The main conclusions of the study should be presented in a separate, short Conclusions section.

Essential Title Page Information

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible. Only the first letter of titles should be capitalized unless
using words that need to be capitalized (e.g., breed name - Cashmere goats, Holstein cows Author
names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author
and check that all names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in
your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where
the research was conducted) below the names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of
each author. Corresponding author. Clearly indicate who will manage correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future
queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is provided and that
contact details are current for the corresponding author. Present/permanent address. If
an author has relocated since the research described in the article was conducted, or was visiting at
the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's
name. The address at which the author actually conducted the research must be retained as the main,
affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required of not more than 250 words. The abstract should state briefly
the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential these must be defined when first used in the abstract.
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Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Please note:
The first letter of each of the Keywords should be capitalized and with semicolons between each word.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature

Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific names
when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first used
in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUB: Biochemical
Momenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/¥Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

« Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

 Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

= Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

« Submit each illustration as a separate file.

= Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

= Supply files that are too low in resolution;

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Number tables consecutively in accordance
with the appearance of the tables in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.qg., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.
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Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the formal
publication should be used as the reference. If there are preprints that are central to your work or that
cover crucial developments in the topic, but are not yet formally published, these may be referenced.
Preprints should be clearly marked as such, for example by including the word preprint, or the name
of the preprint server, as part of the reference. The preprint DOI should also be provided.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed
chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, 1., Hanraads, J.A.].,, Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, 1., Hanraads, 1.A.]., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Ir., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
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