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RESUMO
No Brasil, os protocolos de sincronizagdo utilizam a associacdo de progesterona (P4) com
estradiol (E2) obtendo resultados satisfatorios em vacas Bos indicus. Entretanto, os ésteres de
E2 usados nos protocolos de IATF sao proibidos em paises da Europa e Estados Unidos. Além
disso, alguns paises da América do Sul apresentam proibicdes/restricdes ao uso de E2 em
bovinos. Assim, o aprimoramento dos protocolos a base de GnRH em vacas Bos indicus se
torna necessario caso haja restricao ao E2 no Brasil. O objetivo foi avaliar a fertilidade de vacas
Nelore lactantes, pré-sincronizadas com P4 e submetidas ao protocolo de sincronizagao da
ovulacdo sem a utilizagdo de E2. No experimento 1 [109 vacas (estudo A) e 699 vacas (estudo
B)] foram administrados 150mg de P4 injetavel (P4i) dez dias (D-10) antes do protocolo de
IATF. No DO, as vacas receberam um dispositivo intravaginal de P4 e 2mg de benzoato de
estradiol (BE; Controle) ou 20ug de acetato de buserelina (GnRH/CE e 2GnRH). Oito dias
depois (D8), o dispositivo de P4 foi removido e todas as vacas receberam 300Ul de eCG e
500ug de Cloprostenol soédico (PGF2a). Além disso, as vacas receberam 1mg de cipionato de
estradiol (CE; Controle e GnRH/CE) no D8 ou 10png de acetato de buserelina (2GnRH) no D10.
No D10 foi realizada a inseminagao artificial (estudo B). No experimento 2 (699 vacas) as vacas
do grupo Controle foram submetidas ao protocolo de IATF semelhante ao do estudo B. As
vacas dos grupos GnRH/CE, 2GnRH48 e 2GnRHS54 foram pré-sincronizadas com dispositivo
de P4 sete dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-7) e receberam 200ug de gonadorelina
e um dispositivo de P4 no DO. A retirada dos dispositivos foi realizada no D8 com a
administracdo de 300UI de eCG e 530ug de PGF2a. O grupo GnRH/CE recebeu Img de CE e
nas vacas dos grupos 2GnRH/48h e 2GnRH/54h foram administrados 100ng GnRH 48 horas
apos a retirada do dispositivo de P4. A TATF foi realizada 48 horas (Controle, GnRH/CE e
2GnRH/48h) ou 54 horas (2GnRH/54h) apés a retirada da P4. A andlise estatistica foi realizada
pelo SAS. No estudo A, vacas que receberam CE ovularam mais cedo (P=0,002) sem diferenga
na dispersao das ovulacdes (P=0,06). Em todos os experimentos, vacas que receberam GnRH
no DO apresentaram maior didmetro folicular no D8 (Estudo A: P=0,002; Estudo B: P=0,001 e
Exp. 2: P=0,001) e maior taxa de ovulacdo no DO (Estudo A: P=0,002; Estudo B: P=0,001 e
Exp. 2: P=0,001). A expressao de estro foi maior nas vacas que receberam CE (P=0,01; estudo
B e P=0,001; Exp. 2). A P/IA foi semelhante entre os grupos experimentais no estudo B (P =
0,19). No entanto, P /IA foi maior no grupo Controle (Exp. 2; P=0,001). Em conclusdo, a

remog¢ao do E2 nos protocolos de IATF reduz a fertilidade de vacas Bos indicus lactantes.

Palavras-chave: Fertilidade; Nelore; proibi¢do; estrogeno.



ABSTRACT
In Brazil, synchronization protocols based on the association of progesterone (P4) with estradiol
(E2) present satisfactory results in Bos indicus cows. However, E2 esters used in TAI protocols
are banned in European countries and the United States. Furthermore, some countries in South
America have prohibitions or restrictions regarding the use of E2 in cattle. In this context, the
improvement of GnRH-based protocols, to obtain better results in Bos indicus cows, becomes
necessary, if the restriction on E2 interferes the production and export of beef in Brazil. Thus,
the objective was to evaluate the fertility of suckled Nelore cows, pre-synchronized with P4
and submitted to the ovulation synchronization protocol without the use of E2. In experiment 1
[109 cows (study A) and 699 cows (study B)] 150 mg of injectable P4 (P4i) were administered
ten days (D-10) before the TAI protocol. On D0, cows received an intravaginal P4 device and
2 mg of estradiol benzoate (EB; Control) or 20 pug of buserelin acetate (GnRH/EC and 2GnRH).
Eight days later (D8), the P4 device was removed and all cows received 300 IU of eCG and
500 pg of cloprostenol sodium (PGF2a). Additionally, cows received 1 mg of estradiol
cypionate (EC; Control and GnRH/EC) on D8 or 10 pg of buserelin acetate (2GnRH) on D10.
Artificial insemination was performed on D10 (study B). In experiment 2 (699 cows), cows in
the Control group underwent a TAI protocol similar to that of study B. Cows in the GnRH/EC,
2GnRH48 and 2GnRH54 groups were pre-synchronized with a P4 device seven days before the
start of the TAI protocol (D-7) and received 200 pg of gonadorelin and an intravaginal P4
device on D0O. The P4 devices were removed on D8 together with the administration of 300 U
of eCG and 530 pg of PGF2a. Furthermore, the GnRH/EC group received 1 mg EC and cows
in the 2GnRH/48h and 2GnRH/54h groups were administered 100 pg GnRH 48 hours after
removal of the P4 device. TAI was performed 48 hours (Control, GnRH/EC and 2GnRH/48h)
or 54 hours (2GnRH/54h) after removal of the P4 device. Statistical analysis was performed by
SAS. In study A, cows that received EC ovulated earlier (P=0.002) with no difference in the
dispersion of ovulations (P=0.06). In all experiments, cows receiving GnRH on DO had larger
follicular diameter on D8 (Study A: P=0.002; Study B: P=0.001 and Exp. 2: P=0.001) and
higher ovulation rate on DO (Study A: P=0.002; Study B: P=0.001 and Exp. 2: P=0.001). In
addition, estrus expression was higher in cows receiving EC (P=0.01; Study B and P = 0.001;
Exp. 2). P/Al was similar between experimental groups in Study B (P = 0.19). However, P/Al
was higher in the Control group (Exp. 2; P=0.001). In conclusion, estradiol removal (EC and

EB) in ovulation synchronization protocols reduces fertility of lactating Bos indicus cows.

Keywords: Fertility; Nelore; prohibition; estrogen.



INDICADORES DE IMPACTO

A pecuaria desempenha um papel significativo na economia brasileira. Em 2022, o setor
pecuario, englobando criagdo, industria, servigos e insumos, foi responsavel por
aproximadamente 6,93% do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil. Assim, a maior
produtividade e lucratividade na pecudria de corte esta relacionado a eficiéncia reprodutiva do
rebanho. Para maximizar a produtividade e, torna-la mais rentavel, ¢ necessario produzir um
bezerro por vaca por ano. Para isso protocolos de sincronizacdo da ovulacdo a base de
progesterona e estrogeno sdo utilizados para realizar a inseminagdo artificial em tempo fixo
(IATF) no Brasil. Estima-se que no ano de 2023 mais de 24 milhdes de protocolos de IATF
foram realizados no Brasil, com a partipacdo de 7 mil profissionais que atuam na area.
Entretanto, apenas 22% de todas as fémeas em idade reprodutiva foram inseminadas, o que
mostra um grande potencial de crescimento para essa biotecnologia no Brasil. Desse modo,
estima-se que houve o faturamento de R$563 milhdes com a venda de protocolos de IATF para
o setor de reproducdo animal. Entretanto, alguns firmacos como os ésteres de estradiol usados
nos protocolos de IATF sdo proibidos em paises da Europa e Estados Unidos. Além disso,
paises da América do Sul (Uruguai, Paraguai, Argentina e Brasil) apresentam proibi¢des ou
restrigdes em relacdo a utilizacdo de estrogeno em bovinos. Dessa forma, sdo necessarios
ajustes nos protocolos de TATF sem a utilizagdo de estradiol em vacas Bos indicus pré-
sincronizadas com progesterona para melhorar os indices de fertilidade. Nesse contexto, o
aprimoramento dos protocolos a base de GnRH, para obter melhores resultados em vacas Bos
indicus, se torna necessario, caso a restricdo ao estradiol interfira na producao e exportagao de
carne no Brasil. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a fertilidade de vacas Nelore
submetidas ao protocolo de sincroniza¢do da ovulagdo sem a utilizacdo de estradiol. No entanto,
os resultados encontrados apresentam reducdo de 10 a 15% na taxa de concepgao em vacas de
corte Bos indicus impactando significativamente a producao de bezerros do Brasil e o ganho
econOmico da pecuaria de corte. Estima-se reducao de aproximadamente 2 milhdes de bezerros
por ano (R$ 5 bilhoes de reais) se o estradiol for proibido em protocolos de IATF. Contudo, os
resultados encontrados no estudo sdo fundamentais para realizar ajustes em proximos

protocolos de IATF sem estrogeno.



IMPACT INDICATORS

Livestock is a significant part of Brazilian economy. In 2022, the livestock sector, including
breeding, industry, services, and inputs, accounted for approximately 6.93% of Brazil's Gross
Domestic Product (GDP). Thus, higher productivity and profitability in beef cattle production
are directly related to the reproductive efficiency of the herd. To maximize productivity and
make it more profitable, it is essential to produce one calf per cow per year. For this, ovulation
synchronization protocols based on progesterone and estrogen are used to perform timed
artificial insemination (TAI) in Brazil. It is estimated that in 2023, more than 24 million of TAI
protocols were made in Brazil, involving 7,000 professionals working in this area. However,
only 22% of cows and heifers in reproductive age were inseminated, indicating significant
growth potential for this biotechnology in Brazil. In this context, it is estimated that the sale of
TAI protocols for the animal reproduction sector generated R$563 million. Nevertheless, some
hormones, such as estradiol esters used in TAI protocols, are prohibited in countries like Europe
and the United States. Additionally, South American countries (Uruguay, Paraguay, Argentina,
and Brazil) imposed bans or restrictions on the use of estrogen in cattle. Therefore, adjustments
to TAI protocols without estradiol are needed in Bos indicus cows pre-synchronized with
progesterone to improve fertility rates. In this context, enhancing GnRH-based protocols to
achieve better results in Bos indicus cows becomes necessary if estradiol restrictions affect
Brazil's meat production and exportation. The objective of this study was to evaluate the fertility
of Nelore cows subjected to ovulation synchronization protocols without the use of estradiol.
However, the results showed a reduction of 10 to 15% in conception rates in Bos indicus beef
cows, significantly impacting calf production in Brazil and the economic gains of beef cattle
farming. It is estimated that approximately 2 million fewer calves would be produced annually
(equivalent to a loss of R$5 billion) if estradiol were prohibited in TAI protocols. Nevertheless,

the results of the study are crucial for adjusting future TAI protocols without estrogen.
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PRIMEIRA PARTE

1. Introducao

Os protocolos de sincronizacao da ovulagdo estdo bem consolidados, o que permitiu
serem utilizados rotineiramente em fazendas de gado de corte e de gado de leite (BARUSELLI
et al., 2019). Em Bos indicus, a principal vantagem do uso da inseminacao artificial em tempo
fixo (IATF) ¢ antecipar a primeira ovulacdo em vacas em anestro no poés-parto e
consequentemente, aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho (BO; BARUSELLI;
MARTINEZ, 2003). Além disso, a inseminagdo artificial (IA) aumenta o ganho genético e
permite o uso do cruzamento industrial na pecudria de corte (BARUSELLI et al., 2004). Em
vacas de corte Bos indicus, o protocolo de IATF mais utilizado ¢ a base de progesterona (P4) e
estradiol (E2; BARUSELLI et al., 2019). O E2 ¢ utilizado para sincronizar a emergéncia da
onda folicular quando associado a altas concentra¢des de P4 (CARVALHO et al., 2008) e para
sincronizar a ovulagdo, permitindo assim a insemina¢do em momento pré-determinado (BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). Além disso, para promover o crescimento folicular final é
utilizada a gonadotrofina corionica equina (eCG; SALES et al., 2016) e para promover a lise
de um possivel corpo luteo (CL) ¢ utilizada prostaglandina (PGF2a). A associagdo de P4 e E2
permite a sincronizacdo da emergéncia de uma nova folicular mesmo que administrados em dia
aleatorio do ciclo estral (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). Essa caracteristica permite

respostas satisfatorias ao final do protocolo em vacas em anestro pos-parto.

Outra forma de sincronizar a emergéncia da onda folicular e manter altas concentragdes
de P4 durante o protocolo hormonal ¢ a administracdo de hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) no inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulag¢do (DO0). Essa estratégia, baseia-se
na indu¢do da ovulacdo de um foliculo dominante e consequente formagdo de um CL
(PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). No entanto, para obter resultados satisfatorios ¢
necessaria alta taxa de ovulagdo em resposta ao primeiro GnRH. Em vacas, foi observada maior
resposta a sincronizag¢do da ovulagdo e concep¢do quando iniciou-se o protocolo entre os dias
5 e 12 do ciclo estral (VASCONCELOS et al., 1999). Dessa maneira, protocolos de pré-
sincronizagdo foram desenvolvidos para otimizar a resposta ao protocolo a base de GnRH
(SILVA et al., 2018; SOUZA et al., 2008). Outra forma de aumentar o numero de vacas com
foliculos que respondam a administragdo de GnRH no inicio do protocolo € a utilizacao de P4.

A progesterona injetavel (P4i1) administrada previamente ao protocolo de IATF aumentou o
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didmetro folicular ao inicio do protocolo e no momento da retirada do dispositivo de P4 em
vacas Bos indicus (SIMOES et al., 2018). Nesse contexto, a P4i torna-se uma alternativa de
pré-sincronizacao para a obtencao de foliculos responsivos ao GnRH no inicio do protocolo de

IATF.

No Brasil, o protocolo de sincronizagdo da ovulagdo que associa P4 e E2 tem
apresentado resultados satisfatorios em vacas Bos indicus, além do baixo custo em relagdo aos
protocolos que utilizam GnRH. Entretanto, alguns farmacos como os ésteres de estradiol usados
nos protocolos de IATF sdo proibidos em paises da Europa e Estados Unidos (“Directive -
2003/74 - EN - EUR-Lex”). Além disso, paises da América do Sul (Uruguai, Paraguai,
Argentina e Brasil) apresentam proibi¢cdes ou restricdes em relacdo a utilizagdo de E2 em
bovinos. Nesse contexto, o aprimoramento dos protocolos a base de GnRH, para obter
resultados satisfatorios em vacas Bos indicus, tornam-se necessarios, caso a restricdo ao E2
afete a producao e exportagdo de carne do Brasil. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a
fertilidade de vacas Nelore (Bos indicus) lactantes, pré-sincronizadas com P4 e submetidas ao

protocolo de sincronizagao da ovulacao sem a utiliza¢ao de E2.

2. Referencial teorico

2.1 Anestro pos-parto em vacas Bos indicus

A maior produtividade e lucratividade na pecudria de corte esta relacionado a eficiéncia
reprodutiva do rebanho. Para maximizar a produtividade e, torna-la mais rentével, € necessario
produzir um bezerro por vaca por ano. Assim, para obter intervalos de partos de doze meses, €
necessario que as vacas concebam até os 80 dias apoOs o parto (gestacao de fémeas bovinas em
média 285 dias). No entanto, o longo periodo de anestro apods o parto, observado em vacas Bos
indicus criadas de forma extensiva, ¢ um desafio para alcangar essa meta, visto que a primeira
ovulagdo nesses animais ocorre, em média, entre 35 e 80 dias (YAVAS; WALTON, 2000). Em
relacdo as vacas de leite, o retorno a ciclicidade ocorre mais precocemente, por volta de 2 a 3
semanas apos o parto. Essas diferencas estdo relacionadas com a fisiologia e forma de criacao

de fémeas com aptidao leiteira ou de producao de carne.

A duracdo do anestro apds o parto, estd relacionada com a capacidade da fémea

restabelecer o funcionamento do eixo-hipotalamico-hipofisario. Durante o final da gestagao e,
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proximo ao parto, ocorre elevada retroalimentacdo negativa dos esteroides (P4 e E2)
placentarios e ovarianos no hipotalamo e na hipéfise, suprimindo a liberagdo de FSH e causando
deplecao nos estoques de LH (SARTORI; BARROS, 2011). Apo6s a redugdo drastica nas
concentragdes de LH (aproximadamente 95% de reducdo na sua concentracdo), ocorre aumento
progressivo, até o restabelecimento dos padrdes adequados para que haja a primeira ovulagao
apos o parto, entre 15 e 30 dias (MAPLETOFT et al., 2018; NETT et al., 1988). Em contraste,
em vacas leiteiras, o aumento nas concentracdes de FSH ocorre imediatamente apds o parto,
resultando na emergéncia da primeira onda de crescimento folicular (WILTBANK; GUMEN;
SARTORI, 2002). No entanto, devido a redug@o dos estoques de LH, ocorre o crescimento de
ondas foliculares subsequentes sem ovulagio (MURPHY; BOLAND; ROCHE, 1990). Assim,
para que se tenha crescimento folicular final adequado e, consequentemente, ovulagdo, ¢
necessario o estabelecimento da secrecdo pulsatil de GnRH/LH (1 pulso/hora; ROCHE;
CROWE; BOLAND, 1992).

Em vacas de corte, o reestabelecimento da secre¢ao adequada de LH, ocorre por volta
dos 30 dias pos-parto (MACKEY et al., 1999). No entanto, observam-se periodos superiores de
anestro apos o parto nessas fémeas. Fatores inerentes a criagdo extensiva desses animais no
Brasil (clima subtropical) afetam diretamente o retorno a ciclicidade. Nesse contexto, apds o
parto, a alta demanda energética para a produ¢do de leite, para manutengdo e, em primiparas,
para o crescimento corporal, ndo ¢ atendida corretamente. Essa condi¢ao ¢ denominada balango
energético negativo e ocorre pelo déficit na relagdo de oferta e demanda de nutrientes (AYRES
et al., 2009). Uma maneira de predizer o estado nutricional do animal apds o parto € por meio

do escore de condi¢do corporal (ECC; LAFLAMMEL’ et al., 2011).

O mecanismo que relaciona a subnutricao e o eixo-hipotalamico-hipofisario envolve a
disponibilidade de glicose, que € o principal substrato energético do sistema nervoso central
(HESS et al., 2005). Em condi¢des de falta desse nutriente, o organismo mobiliza reservas
corporais (tecido adiposo), que resulta em formagao de acidos graxos nao esterificados (AGNE)
e corpos cetonicos (beta-hidroxibutirato). A concentracdo sérica elevada desses metabolitos,
atua negativamente na liberacado de GnRH no hipotdlamo (GRIMARD et al., 1995). Além disso,
também sdo observadas menores concentracdes de insulina e do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) nessas condi¢gdes (DIAS et al., 2009). Estudos demonstraram
correlacdo positiva entre maiores concentracoes de IGF-1 e melhor fertilidade em vacas
(STEWART et al., 1995; STICK et al., 1998). Assim, essa condi¢do limita a producdo e

secre¢dao de LH e consequentemente, crescimento final do foliculo dominante e ovulagdo. Nesse
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contexto, algumas estratégias nutricionais, como a suplementacdo proteica e energética podem

atuar no retorno precoce a ciclicidade apds o parto em vacas Bos indicus (SALES et al., 2019).

Outro fator que esta associado ao atraso na ciclicidade em fémeas zebuinas ap6s o parto,
¢ a presenca do bezerro até o desmame. Diversas hipdteses foram testadas ao longo dos anos,
objetivando elucidar como a presenca do bezerro e a amamentacdo atuavam no eixo-
hipotalamico-hipofisario. Inicialmente, foi observado aumento nos receptores de LH em
foliculos de vacas sem o estimulo da amamenta¢do. Em associa¢do a esses achados, foi
observada maior concentracdo de prolactina no fluido folicular de vacas em lactagao
(WALTENS et al., 1982). Apds esses resultados, foi proposto que a prolactina estaria envolvida
na regulacdo dos receptores de LH no foliculo. Porém, a utilizacdo de dopamina (bloqueador
de prolactina), em vacas de corte no pos-parto, ndo interferiu na liberagdo das gonadotrofinas e
na duragdo do anestro (YAVAS; WALTON, 2000). Outra estratégia testada para elucidar o
efeito da amamentagdo no retorno a ciclicidade apo6s o parto, foi a redugdo do numero de
amamentag¢ao (1x ao dia) e a separagao total do bezerro (sem contato visual, auditivo e
olfatério). Como resultado, os autores observaram redugdo de 17 e 28 dias no anestro apds o
parto em vacas de corte, respectivamente (CROWE, 2008). A partir desse estudo, concluiu-se
que somente a presenca fisica do bezerro foi capaz de suprimir a liberagio de GnRH e,
consequentemente, de LH. Essa capacidade da mae de identificar a prole gera sinais
metabolicos e neurais que induzem a liberagao de opioides enddgenos que sdo capazes de agir
no hipotalamo e inibir a liberacdo de GnRH (PETER; VOS; AMBROSE, 2009). Para tentar
minimizar esses efeitos em vacas de corte em lactagdo, estratégias hormonais foram

desenvolvidas ao longo dos anos e sdo utilizadas rotineiramente na atualidade.

2.2 Protocolos de sincroniza¢ao da ovulacao

Em Bos indicus, a principal vantagem do uso dos protocolos de sincronizagdo da
ovulacdo ¢ antecipar a primeira ovulagdo de vacas em anestro ap6s o parto e, consequentemente,
aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). O
primeiro protocolo hormonal desenvolvimento para induzir a ovulagdo e inseminar vacas sem
a necessidade de detectar o estro, tem como base a associacdo de PGF2a e GnRH (Ovsynch;
PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). Posteriormente, foi relatada a associacdo de P4
exdgena e E2 como estratégia para inseminar vacas em momento pré-determinado
(BARUSELLI et al., 2004; PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). A P4 ¢ capaz de aumentar
a pulsatilidade de LH em vacas em anestro (GARCIA-WINDER et al., 1987) e assim, induzir
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a ovulacdo e o retorno a ciclicidade apds o parto (SA FILHO; THATCHER; VASCONCELOS,
2009). Por apresentar melhores resultados em vacas Bos indicus, o protocolo a base de P4 e E2

¢ o mais utilizado no Brasil, atualmente.

As associagdes hormonais para sincronizar a ovulagdo precisam mimetizar o que ocorre
fisiologicamente na fémea bovina. Nesse contexto, independentemente do protocolo utilizado,
trés premissas basicas, durante a dinamica folicular e luteinica, precisam ser atendidas para
obter resultados satisfatorios. Inicialmente, € necessario sincronizar a emergéncia de uma nova
onda folicular pela inducdo da ovulagdo com GnRH (WILTBANK et al., 2015) ou atresia
folicular (E2+P4; BARUSELLI et al., 2017). Em seguida, € necessario controlar o crescimento
folicular pela manutengao da P4 por um determinado periodo (7 a 9 dias) e posterior remogao
das fontes de exdgena (remocdo do dispositivo) e enddgena de P4 (administracdo de PGF2a)
para que ocorra a ovulagio (BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003). Por fim, é necessério
realizar a sincronizagdo da ovulacdo utilizando ésteres de estradiol ou GnRH para permitir a
inseminacdo artificial em tempo pré determinado (BARUSELLI et al., 2017). Em adi¢do, ¢
utilizada a eCG, como suporte gonadotrofico (LH) para crescimento do foliculo dominante
(DUFFY et al., 2004). Foi observado que a utilizacdo de eCG durante o protocolo aumenta as
taxas de ovulacdo e prenhez em vacas de corte apos o parto, principalmente em fémeas em
anestro, com baixo ECC e primiparas (SALES et al., 2016). Dessa maneira, o protocolo mais
utilizado no Brasil em vacas Bos indicus em lactagao, consiste na associacdo de P4 e E2 no dia
0 (DO0); administracdo de PGF2a, eCG e cipionato de estradiol (CE; indutor da ovula¢do) no
momento da retirada do dispositivo de P4 (D7, D8 ou D9) e 1A 48 horas apds a remocgao do
dispositivo de P4. A resposta ao final desse protocolo ¢ de aproximadamente 80% (ovulacdo

do foliculo dominante ao final do protocolo; SALES et al., 2012a).

2.3 Sincronizagao da emergéncia de onda

Para inseminar vacas em momento pré-determinado sem a detec¢do de estro, ¢
necessario, inicialmente, sincronizar a emergéncia de uma nova onda folicular. Duas diferentes
maneiras sdo descritas na literatura com resultados variados, em vacas de leite e de corte. Em
vacas leiteiras, o protocolo denominado Ovsycnh, ¢ amplamente utilizado em paises, como o
EUA. No entanto, a resposta a administragdo ao primeiro GnRH ¢ dependente do diametro
folicular. Segundo Vasconcelos (1999), o momento ideal para iniciar protocolos a base de
GnRH seria entre os dias 5 e 12 do ciclo estral. Além disso, estudos recentes demonstraram que

altas concentracdes de P4 no momento da administragdo de GnRH podem reduzir a eficiéncia
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desse tratamento por efeito supressor no pico de LH (COLAZO et al., 2008; SILVA et al.,
2023). Por esses motivos, a resposta final a esse protocolo quando iniciado em dia aleatorio do
ciclo estral ¢ de aproximadamente 64% (VASCONCELOS et al., 1999). Em funcdo desse
problema, protocolos de pré-sincronizagao foram desenvolvidos para mitigar os efeitos do
diametro folicular no inicio do Ovsynch. Dentre eles, o Double-ovsynch ¢ amplamente utilizado,
obtendo resultados de 82,0% de taxa de ovulagdo ao primeiro GnRH e 49,7% de P/IA (SOUZA
et al., 2008). Outra estratégia para induzir a formagao de um foliculo responsivo ao GnRH foi
descrita e denominada como P4synch. Essa pré-sincronizagdo consiste na inser¢do de um
dispositivo intravaginal de P4 dez dias prévios ao protocolo a base de GnRH em vacas leiteiras
(SILVA et al., 2018). O objetivo da exposicao a P4 ¢ proporcionar o crescimento folicular, sem
subsequente ovulacdo. Dessa maneira, espera-se que a maioria das fémeas estejam com foliculo
ovulatorio no D0, aumentando a taxa de ovulacao nesse momento. Nesse estudo, os resultados
obtidos foram semelhantes ao Double-Ovsynch [taxa de ovula¢do ao 1° GnRH [Double-
Ovsynch = 86,3% e P4synch = 81,2%; P=0,50] e P/AI [Double-Ovsynch = 39,0% e P4synch =
40,1%)]. Nesse contexto, a vantagem da P4synch em relagcdo ao Double-ovsynch baseia-se no
tempo necessario para realizacao do protocolo (20 dias vs. 28 dias, respectivamente), no nimero

de administragdes hormonais ¢ no custo dos tratamentos hormonais.

Recentemente, alguns estudos de nosso grupo de pesquisa, utilizou a P4i previamente
ao protocolo de sincronizacdo da ovulagdo em vacas leiteiras e vacas de corte. Em vacas Bos
indicus em lactacdo, a administracdo de 150mg de P4i, dez dias antes (D-10) do inicio do
protocolo de IATF a base de E2/P4, aumento didmetro folicular no dia 0 (DO) e no dia da
retirada do dispositivo de P4 [(DO; Controle = 10,9 = 0,2 e P41 = 12,7 + 0,3); (D8; Controle =
9,7+ 0,2 e P41 = 10,4 £ 0,3)]. Além disso, o risco de prenhez aumentou em 1,7 nas fémeas
expostas previamente a P4 em relagdo ao grupo controle (SIMOES et al., 2018). Em vacas
leiteiras mestigas Gir/Holandés foram administrados 300mg intramuscular (i.m.) de P41 dez
dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-10). Nao houve diferen¢a na taxa de prenhez em
vacas que receberam ou nao P4i. No entanto, vacas em anestro que receberam o tratamento
tiveram incremento de 14,2% na taxa de concepgao (Controle = 42,4%, P4i = 56,4%; P=0,24;
Simdes et al., dados ndao publicados). Em estudo com vacas Holandés e mesticas
Holandés/Jersey a administracdo de 300mg de P4i sete dias antes do inicio do protocolo de
IATF aumentou a taxa de concepg¢do aos 30 e 60 dias (Controle = 52,1% e P4i = 56,3%; P=
0,05; Controle =49,6% e P4i=53,5%; P=0,05, respectivamente). Além disso, vacas em anestro

que receberam P4i previamente ao protocolo de IATF tiveram incremento de 18% na P/IA
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(Controle = 32,7% e P4i = 50,7%; P= 0,04; SIMOES et al., 2022). Assim, recentes estudos
conduzidos por nosso grupo de pesquisa mostram que os possiveis beneficios em utilizar a P4i

previamente ao protocolo de IATF podem estar relacionados a um melhor ambiente uterino.

2.4 Sincronizacio da ovulacio

Para a obtencdo de resultados satisfatorios ao final do protocolo de IATF ¢ necessario
controlar o crescimento do foliculo dominante e sincronizar a ovulagao final para inseminar as
fémeas em momento pré-determinado. Os ésteres de estradiol sdo comumente utilizados no
Brasil para atingir esse objetivo. A administracdo de CE no D8 resultou na ovulagdo 68,5 horas
apos a retirada do dispositivo de P4 (SALES et al., 2012). Além do CE, o BE, que ¢é outro éster
de estradiol, pode ser utilizado com a finalidade de induzir a ovulagdo. No entanto, esse éster
de estradiol deve ser administrado um dia apos a retirada do dispositivo de P4 (D9). Apos a
administracao de BE no D9, a ovulacao ocorreu 70,2 horas ap0s a retirada do dispositivo de P4
(SALES etal., 2012). Assim, por questdes do nimero de vezes que as vacas sao manejadas ao
longo do protocolo de IATF (Utilizando CE: 3 manejos e BE: 4 manejos), o CE é mais utilizado

em vacas de corte.

Outra maneira de sincronizar a ovulagdo final ¢ pela administracdo de GnRH. No
entanto, 0 momento correto para administrar o GnRH e realizar a IATF ainda € questionavel.
Apo6s a administragdo de GnRH, o pico de LH ocorre em 2 horas (PULLEY; KEISLER;
STEVENSON, 2015) e a ovulagdo entre 28 e 30 horas (LIU et al., 2018). Nesse contexto, a
IATF deveria ser realizada 16 horas apds a administragdo do segundo GnRH no protocolo
Ovsynch em vacas leiteiras (WILTBANK et al., 2015). Outros estudos demonstraram que o
GnRH administrado 8h antes da IATF (IA 56h apds a retirada do dispositivo intravaginal de
P4) ou no momento da IATF resultou em taxas de prenhez satisfatorias em vacas de corte Bos
taurus (CEDENO et al., 2021) e Bos indicus (MADUREIRA et al., 2020) em lactagdo que ndo
manifestaram estro. Em contraste, o tratamento com GnRH concomitante a IATF ndo melhorou
a P/IA em vacas que manifestaram estro (BISHOP et al., 2017; SA FILHO et al., 2011). Além
dos inconclusivos achados sobre o0 momento ideal para a administracdo de GnRH ao final do
protocolo, fémeas Nelore lactantes que ndo receberam estradiol como indutor da ovulacao,
demonstraram menor taxa de estro e tendéncia de ter menor P/IA (SILVA et al., 2023b). Tal
resultado ¢ devido ao aumento do estradiol circulante no periodo pré-ovulatdrio pela soma do

estradiol exégeno (CE ou BE) com o estradiol endogeno (liberado pelo foliculo dominante)
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resultando na manifestacao de estro (BOSOLASCO et al., 2021). Apos essas particularidades
citadas em relacdo ao uso do GnRH no inicio e no final do protocolo de IATF, ¢ possivel

entender a baixa taxa de prenhez em vacas Nelore submetidas ao protocolo Ovsynch (Ovsynch

= 15% e P4/E2 = 52%; BARUSELLI et al., 2002).

2.5 Restricao ao uso dos ésteres de estradiol durante o protocolo de IATF

Os protocolos de IATF a base de E2 e P4 estdo consolidados e sdo amplamente
utilizados em vacas de corte no Brasil, com resultados entre 40 ¢ 65% (BARUSELLI et al.,
2017; SALES et al., 2015). No entanto, o uso de estradiol em programas de sincroniza¢dao da
ovulagdo ¢ proibido na unido europeia desde a década de 80, assim como importagdo de
produtos derivados de animais que receberam estradiol. Inicialmente, a restri¢do era somente
ao uso dos ésteres de estradiol com finalidade de promover o crescimento, mas, apds alguns
anos, paises europeus restringiram a utilizagdo em programas reprodutivos. Outros paises,
como os EUA também seguem essas restrigdes, com ressalvas ao uso de E2 como promotor de
crescimento. Além disso, paises da América do Sul (Uruguai, Paraguai, Chile e Argentina)
atualizaram as recomendagdes sobre o uso desse esteroide na pecuaria (BO; MENCHACA,
2023) e, recentemente, no Brasil foi emitido uma instru¢do normativa que restringe a
exportacdo de carne bovina para a Unido Europeia em fazendas de corte que utilizam ésteres
de estradiol em fémeas bovinas (MAPA, 2024). O argumento para a restricdo ao E2 baseia-se
na seguranga alimentar. Porém, as doses utilizadas em protocolos de IATF induzem
concentracoes séricas de estradiol semelhantes aos de uma vaca em cio, entre 12 ¢ 24 horas
apods os tratamentos. Além disso, o retorno as concentracdes basais desse hormonio ocorre
algumas horas apds o tratamento, ndo diferindo dos animais tratados em 48 horas
(BOSOLASCO et al., 2021). Nesse contexto, torna-se necessdrio criar alternativas aos
protocolos a base de E2 e P4, caso essas restrigoes afetem a produgdo e exportagcdo de carne no

Brasil.
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Resumo

O objetivo foi avaliar a fertilidade de vacas Nelore (Bos indicus), pré sincronizadas com
progesterona (P4) e submetidas ao protocolo de sincronizagao da ovulacao sem a utilizagao de
estrogeno (E2). No experimento 1 [109 vacas Bos indicus (estudo A) e 389 vacas Bos indicus
(estudo B)] foram administrados 150mg de P4 injetavel (P41) dez dias (D-10) antes do protocolo
de IATF. No DO, as vacas receberam um dispositivo intravaginal de P4 e 2mg de Benzoato de
estradiol (BE; Controle) ou 20ug de acetato de buserelina (GnRH/CE e 2GnRH). Oito dias
depois (D8), o dispositivo de P4 foi removido e todas as vacas receberam 300UI de eCG e
500ug de Cloprostenol soédico (PGF2a). Além disso, as vacas receberam 1mg de cipionato de
estradiol (CE; Controle e GnRH/CE) no D8 ou 10pug de acetato de buserelina (2GnRH) no D10.
No D10 foi realizada a inseminacao artificial (estudo B). No experimento 2 (699 vacas Bos
indicus) as vacas do grupo Controle foram submetidas ao protocolo de IATF semelhante ao do
estudo B. As vacas dos grupos GnRH/CE, 2GnRH48 ¢ 2GnRH54 foram pré-sincronizadas com
dispositivo de P4 sete dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-7) e receberam 200ug de
gonadorelina e um dispositivo intravaginal de P4 no D0. A retirada dos dispositivos de P4 foi
realizada no D8 juntamente com a administragdo de 300Ul de eCG e 530pg de PGF2a. Além
disso, o grupo GnRH/CE recebeu 1mg de CE e nas vacas dos grupos 2GnRH/48h e 2GnRH/54h
foram administrados 100ug GnRH 48 horas apds a retirada do dispositivo de P4. A TATF foi
realizada 48 horas (Controle, GnRH/CE e 2GnRH/48h) ou 54 horas (2GnRH/54h) apos a
retirada do dispositivo de P4. A andlise estatistica foi realizada pelo SAS. No estudo A, o
diametro do foliculo ovulatério foi maior nas vacas do grupo 2GnRH em comparagao ao grupo
Controle (P=0,02). No entanto, as vacas que receberam CE ovularam mais cedo (P=0,002) sem
diferenca na dispersdao das ovulagdes (P=0,06). Em todos os experimentos as vacas que
receberam GnRH no DO apresentaram maior didmetro folicular no D8 (Estudo A: P=0,002;
Estudo B: P=0,001 e Exp. 2: P=0,001) e maior taxa de ovulagdao no DO (Estudo A: P=0,002;
Estudo B: P=0,001 e Exp. 2: P=0,001). Além disso, expressao de estro foi maior nas vacas que
receberam CE (P=0,01; estudo B ¢ P = 0,001; Exp. 2). A P/IA foi semelhante entre os grupos
experimentais no estudo B (P = 0,19). No entanto, P /IA foi maior no grupo Controle (Exp. 2;
P=0,001). Em conclusdo, a remocao do estradiol (CE e BE) nos protocolos de sincronizacao da
ovulacao reduz a fertilidade de vacas Bos indicus lactantes.

Palavras-chave: Fertilidade, Nelore, proibigado, estrogénio
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Abstract

The objective was to evaluate the fertility of Nelore cows (Bos indicus), pre-synchronized with
progesterone (P4) and submitted to an ovulation synchronization protocol without estrogen
(E2). In experiment 1 [109 Bos indicus cows (study A) and 389 Bos indicus cows (study B)]
150 mg of injectable P4 (P4i1) were administered ten days (D-10) before the TAI protocol. On
DO, cows received an intravaginal P4 device and 2mg of estradiol benzoate (EB; Control) or
20ug of buserelin acetate (GnRH/EC and 2GnRH). Eight days later (DS), the P4 device was
removed and all cows received 300 IU of eCG and 500 ug of sodium Cloprostenol (PGF2a).
Additionally, cows received 1mg estradiol cypionate (EC; Control and GnRH/EC) on DS or
10pg buserelin acetate (2GnRH) on D10. On D10, artificial insemination was performed (study
B). In experiment 2 (699 Bos indicus cows), the cows in the Control group were submitted to a
TAI protocol similar to that of study B. Cows in the GnRH/EC, 2GnRH48 and 2GnRH54
groups were pre-synchronized with a P4 device seven days before the start of the TAI protocol
(D-7) and received 200 pg of gonadorelin and an intravaginal P4 device on DO. Removal of P4
devices was performed on D8 together with the administration of 300 IU of eCG and 530 pg of
PGF2a. Furthermore, the GnRH/EC group received Img of EC and cows in the 2GnRH/48h
and 2GnRH/54h groups were administered 100png GnRH 48 hours after removal of the P4
device. TAI was performed 48 hours (Control, GnRH/EC and 2GnRH/48h) or 54 hours
(2GnRH/54h) after removal of the P4 device. Statistical analysis was performed by SAS. In
study A, the diameter of the ovulatory follicle was greater in cows in the 2GnRH group
compared to the Control group (P=0.02). However, cows receiving EC ovulated earlier
(P=0.002) with no difference in the dispersion of ovulations (P=0.06). In all experiments, the
follicular diameter on D8 was greater in cows that received GnRH on DO (Study A: P=0.002;
Study B: P=0.001 and Exp. 2: P=0.001) as well as a higher ovulation rate on DO (Study A:
P=0.002; Study B: P=0.001 and Exp. 2: P=0.001). Furthermore, estrus expression was greater
in cows receiving EC (P = 0.01; study B and P = 0.001; Exp. 2). P /Al was similar between
experimental groups in study B (P = 0.19). However, P/AI was higher in the Control group
(Exp. 2; P=0.001). In conclusion, removal of estradiol (EC and EB) in ovulation

synchronization protocols reduces fertility of lactating Bos indicus cows.

Keywords: Fertility, Nelore, prohibition, estrogen
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1. Introdugao

Atualmente, os protocolos de sincronizagao da ovulagao sao rotineiramente utilizados em
sistemas pecuarios [1]. No Brasil, mais de 90% das inseminagdes em bovinos sdo realizadas
por inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) [2]. Em fémeas Bos indicus, a principal
vantagem da implementacao dos tratamentos hormonais na IATF ¢ antecipar a primeira
ovulagdo em vacas em anestro apds o parto e, consequentemente, aumentar a eficiéncia
reprodutiva do rebanho [3]. Assim, para obter resultados satisfatérios ao final do protocolo, as
associagdes hormonais realizadas precisam mimetizar o que ocorre fisiologicamente na fémea
bovina. Inicialmente ¢ necessario sincronizar a emergéncia de uma nova folicular que pode ser
realizada de duas formas distintas pela combinacdo de progesterona (P4) e estradiol (E2) ou
pelo hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH). A administragdo simultanea de P4 e E2
induz a supressao na liberacdo de FSH e LH e causa atresia folicular, independentemente do
tamanho do foliculo [4]. Dessa maneira, o surgimento de uma nova onda folicular ocorre entre
3,5 a 5 dias ap0s o inicio do protocolo de IATF [3]. Outra forma de sincronizar a emergéncia
da onda folicular e manter altas concentragdes de P4 durante o protocolo hormonal é administrar
GnRH no inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulagdo (DO0). Essa estratégia, baseia-se na
inducdo do pico de LH e, consequentemente, ovulagdo de um foliculo com capacidade
ovulatoéria [5,6]. No entanto, para a obtencdo de resultados satisfatorios ¢ necessaria uma alta
taxa de ovulagao ao primeiro GnRH. Em vacas produtoras de leite, foi observada maior resposta
a sincronizagdo da ovulagdo e concepcao quando iniciou-se o protocolo entre os dias 5 e 12 do
ciclo estral [7]. Dessa maneira, protocolos de pré-sincronizagdo foram desenvolvidos para
otimizar a resposta ao protocolo a base de GnRH [8,9]. Em vacas leiteiras o principal protocolo
de pré sincronizagao com resultados satisfatorios € o Double-Ovsynch com duas administragdes
de prostaglandinas [10]. No entanto, em vacas de corte submetidas ao protocolo de IATF com
GnRH no DO sem pré-sincronizagao foi observada menor taxa de prenhez em relagdo ao
protocolo P4/E2 [11].

Recentemente, estudos demonstraram que a inser¢do do dispositivo intravaginal de P4, dez
dias antes do protocolo de IATF aumenta o diametro folicular no DO em vacas leiteiras
submetidas ao protocolo Ovsynch [8]. Em vacas de corte, a progesterona injetavel (P4i)
administrada previamente ao protocolo de IATF aumentou o didmetro folicular ao inicio do
protocolo em vacas Bos indicus [12] e Bos taurus [13] submetidas ao protocolo a base de
P4/E2. Nesse contexto, a P41 pode tornar-se uma alternativa de pré-sincronizagdo para obter

foliculos responsivos ao GnRH no inicio do protocolo de IATF.
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Os ésteres de estradiol sio comumente utilizados em vacas Bos indicus para sincronizar
a ovulacdo o que permite realizar a [A em momento pré-determinado. A administracdo de
cipionato de estradiol (CE) resulta em ovulagdes 68,5 horas apos a remocgao do dispositivo de
P4 [14]. Outra maneira de induzir a ovulacao ao final do protocolo ¢ utilizando GnRH, porém,
o momento ideal para administrar o GnRH e realizar a IATF ainda é questionavel em vacas Bos
indicus de corte. O pico de LH ocorre 2 horas apos a administracdo de GnRH, [15] e as
ovulagdes entre 28 e 30 horas [16]. Em vacas Bos taurus produtoras de leite, a IA ¢ realizada
16 horas ap6s a administracdo do segundo GnRH no protocolo Ovsynch [10]. No entanto, em
vacas de corte, 0 momento ideal de administracdo de GnRH em protocolos de sincronizacao
sem estrogeno ainda é questionavel [17-20].

No Brasil, o protocolo de sincronizagdo da ovulacdo que associa P4 ¢ E2 esta bem
estabelecido em vacas de corte Bos indicus, apresentando resultados entre 50 - 60% de taxa de
concepgdo [21,22] com custo inferior aos protocolos que utilizam GnRH. Entretanto, o uso de
¢ésteres de estradiol em protocolos de IATF em paises da Europa e Estados Unidos nio sao
permitidos [23] com a justificativa de que o E2 pode deixar residuos na carne e no leite .
Recentemente, paises da América do Sul apresentam proibigdes (Uruguai) ou restrigdes
(Paraguai e Argentina) em relagdo a utilizacdo de E2 nos protocolos de IATF em fémeas
bovinas [24]. Nesse contexto, o aprimoramento dos protocolos a base de GnRH, para obter
resultados satisfatorios em vacas Bos indicus, tornam-se necessarios, caso a restri¢ao ao E2
afete a producdo e exportacdo de carne no Brasil. Recentemente no Brasil foi emitida uma
instrucdo normativa que restringe a exportacdo de carne bovina para a Unido Europeia em
fazendas de corte que utilizam ésteres de estradiol em fémeas bovinas (Oficio - Circular
Conjunto N° 24/2024/DSA/ DIPOA/ SDA/ MAPA).

Assim, dois diferentes estudos foram realizados para avaliar a fertilidade de vacas Bos
indicus submetidas a duas diferentes estratégias de pré-sincronizagdo com P4 em protocolos de
sincronizagdo da ovulagdo sem a utilizacao de estradiol. O objetivo do experimento 1 foi avaliar
a dinamica folicular e P/IA de vacas Bos indicus pré-sincronizadas com P4i em protocolos de
IATF sem a utilizagdo de E2. A hipotese foi que o protocolo de IATF sem estradiol com pré
sincronizagdo (P4i1) resulta em fertilidade semelhante ao protocolo a base de P4/E2. O objetivo
do experimento 2, foi avaliar a dinamica folicular e P/IA de vacas Bos indicus pré-sincronizadas
com dispositivo de P4 em protocolos de IATF sem a utilizagdo de E2 com IA 48h ou 54h apos
a remocao do dispositivo de P4. A hipotese foi que o protocolo de IATF sem E2 com a IATF
54h apos a remogao do dispositivo de P4 (6h apds a administragio de GnRH) melhora os

resultados de fertilidade dos protocolos a base de GnRH.
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2.  Material e Métodos

As preparacdes hormonais do experimento 1 (dispositivo intravaginal de P4 -
Sincrogest®, Cloprostenol ou Prostaglandina F2a- Sincrocio®, Benzoato de Estradiol -
Sincrodiol®, Progesterona injetavel ou P4i - Sincrogest Injetavel®, Gonadotrofina Corionica
Equina - SincroeCG®, Cipionato de Estradiol - SincroCP®, Hormoénio liberador de
gonadotrofinas/buserelina ou GnRHDb - Sincroforte®) foram provenientes do Laboratério Ouro
Fino Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil.

As preparagdes hormonais do experimento 2 (dispositivo intravaginal de P4 - Crestar
IVG 1g®, Cloprostenol ou Prostaglandina F2a- Ciosin®, Benzoato de Estradiol - Fertilcare
sincronizagdo®, Gonadotrofina Corionica Equina - Folligon®, Cipionato de Estradiol -
Fertilcare ovulagdo®, Hormodnio liberador de gonadotrofinas/gonadorelina ou GnRHg -

Fertagyl®) foram provenientes do Laboratorio MSD, Sao Paulo, Brasil.

2.1. Experimento I - Dinamica folicular e taxa de prenhez em vacas Bos indicus submetidas ao

protocolo de IATF sem a utilizagdo de estrogeno e pré-sincronizadas com P4i

2.1.1. Estudo A - Dinamica folicular

2.1.1.1. Animais e local de realizacdo do estudo

O experimento foi conduzido em duas fazendas comerciais localizadas no sudeste do
Brasil no estado de Minas Gerais (Ingai - MG; latitude: 21°29'47.4" Sul/longitude:
44°49'24.2"0Oeste; Santa Rita do Ibitipoca-MG; latitude: 21°35'36.4" Sul/longitude:
43°55'58.9"Oeste) nos periodos de primavera e verdo. No estudo foram utilizadas 109 vacas
Bos indicus (Nelore) multiparas com escore de condi¢ao corporal (ECC) médio de 2,78 = 0,02
(escalade 1 a 5;[25]). Os animais foram mantidos em pastejo continuo de Brachiaria brizantha

e tiveram livre acesso a dgua e suplementacao mineral.

2.1.1.2. Desenho experimental

Em pds-parto recente (30 a 45 dias), vacas Bos indicus (Nelore) receberam 150mg de
P4i 10 dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-10). No dia 0 (D0), as vacas receberam um
dispositivo intravaginal de 1g de P4 e foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos
experimentais [Controle (n=36), GnRH/CE (n=37) ¢ 2GnRH (n=36)]. Nesse momento, as vacas

do grupo Controle receberam 2mg de benzoato de estradiol (BE) e as vacas dos grupos
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GnRH/CE e 2GnRH receberam 20ug de acetato de buserelina (GnRHb). Apos oito dias (DS),
os dispositivos de P4 foram removidos e administrou-se 300UI de eCG e 500ng de Cloprostenol
(PGF) em todos os animais dos grupos experimentais. Além disso, as vacas dos grupos Controle
e GnRH/CE receberam 1mg de cipionato de estradiol (CE). Apos 48 horas (D10), as vacas do
grupo 2GnRH receberam 10pg de GnRHb (Figura 1).

2.1.2. Estudo B - Dindmica folicular e taxa de prenhez

2.1.2.1. Animais e local de realizacdo do estudo

O experimento foi conduzido em duas fazendas comerciais localizadas no centro-oeste
do Brasil no estado de Mato Grosso (Barra do Gargas - MT; latitude: 15° 53' 35"Sul/longitude:
52°15'36"Oeste) nos periodos de primavera e verdo. No estudo foram utilizadas 389 vacas Bos
indicus (Nelore) multiparas com ECC médio de 2,72 + 0,02 (escala de 1 a 5; [25]). Os animais
foram mantidos em pastejo continuo de Brachiaria brizantha e tiveram livre acesso a agua e

suplementagao mineral.

2.1.2.2. Desenho experimental

As vacas Bos indicus (Nelore) foram pré-sincronizadas com 150mg de P41 10 dias antes
do inicio do protocolo de IATF (D-10). No dia 0 (DO0), as vacas receberam um dispositivo
intravaginal de P4 e foram distribuidas em trés grupos experimentais [Controle (n=129),
GnRH/CE (n=130) e 2GnRH (n=130)]. O restante dos tratamentos hormonais realizados foi
semelhante ao estudo A. Em adicdo, a IATF foi realizada 48h apo6s a retirada do dispositivo de

P4 (D10). Nesse momento, as vacas do grupo 2GnRH receberam 10ug de GnRH (Figura 1).
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Figura 1. Desenho experimental. P4i — 150mg de progesterona injetavel; BE: 2 mg benzoato de
estradiol; Dispositivo intravaginal de P4 de 1g; GnRH - 20pg Buserelina (D0) e 10pg
Buserelina (D10); CE — 1,0 mg de Cipionato de estradiol; eCG - 300 UI de gonadotrofina
coridnica equina; PGF - 500 mg de cloprostenol; US - exames ultrassonograficos (estudo A e

B). IATF - inseminacao artificial em tempo fixo (estudo B)

2.2. Experimento 2 - Dinamica folicular e taxa de prenhez em vacas Bos indicus submetidas ao
protocolo de IATF sem a utilizagdo de estrogeno e pré-sincronizadas com dispositivo
intravaginal de P4

2.2.1. Animais e local de realizacdo do estudo

O estudo foi conduzido em duas fazendas comerciais localizadas no centro-oeste do
Brasil no estado de Mato Grosso (Barra do Gargas - MT; latitude: 15° 53' 35"Sul/longitude: 52°
15' 36"Oeste). No estudo foram utilizadas 699 vacas Bos indicus (Nelore) lactantes com pos-
parto de 30 a 60 dias e com ECC médio de 2,62 + 0,01 (escalade 1 a 5; [25]). Os animais foram
mantidos em pastejo continuo de Brachiaria brizantha e tiveram livre acesso a agua e

suplementagdao mineral.

2.2.2. Desenho experimental
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As vacas foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais (Controle,
GnRH/CE, 2GnRH/48h e 2GnRH/54h) mantendo um nimero equilibrado de animais por ECC.
Sete dias antes do inicio do protocolo de IATF (D-7), os animais dos grupos GnRH/CE (n=177),
2GnRH/48h (n=176) e 2GnRH/54h (n=176) receberam dispositivos intravaginais de P4 que
permaneceram até o dia (DS8). No dia 0 (D0), foram administrados 200pg de gonadorelina
(GnRHg) nas vacas do grupo GnRH/CE, 2GnRH/48h e 2GnRH/54h. Nesse mesmo momento,
os animais do grupo Controle (n=170) receberam dispositivos intravaginais de P4 ¢ 2mg de BE.
Oito dias depois (D8), os dispositivos de P4 foram removidos e administrados 0,530mg de PGF
e 300UI de eCG em todos os animais. Em adi¢do, as vacas dos grupos Controle e GnRH/CE
receberem 1mg de CE. Nas vacas dos grupos 2GnRH/48h e 2GnRH/54h foram administrados
100png GnRHg 48 horas ap6s a retirada do dispositivo de P4. A IATF foi realizada 48 horas
(Controle, GnRH/CE e 2GnRH/48h) e 54 horas (2GnRH/54h) apds a retirada do dispositivo de
P4.

2.3. Exames ultrassonogrdficos

Em todos os animais, exames ultrassonograficos foram realizados utilizando ultrassom
Mindray DP-10 POWER com transdutor linear de 5-10MHz (Mindray, China). No estudo A
do experimento 1 exames ultrassonograficos foram realizados para verificar o diametro do
maior foliculo no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 (D8), o diametro
maximo do foliculo dominante (maior didmetro atingido durante todas as avaliagdes
ultrassonograficas), didmetro méaximo do foliculo ovulatorio (Gltimo didmetro registrado antes
de seu desaparecimento), crescimento folicular final (célculo com base na diferenga nos
diametros do FD entre D8 e D10 divididos por dois), taxa de ovulagdo no DO (a partir da
presenca do corpo luteo no D8 em vacas que ndo apresentavam CL no DO ou em lado
contralateral ao CL observado no D0) e taxa de ovulacdo ao protocolo [26]. O momento da
ovulagdo foi definido como o intervalo do desaparecimento de um foliculo dominante em uma
avaliacdo subsequente a sua visualizagdo, menos 6 horas. Além disso, avaliacdes
ultrassonograficas foram realizadas a cada 12 horas, a partir do D10 (48 horas apds a remogao
da P4) até a detec¢ao da ovulacao (Figura 1). No estudo B do experimento 1 e no experimento
2, exames ultrassonograficos foram realizados para verificar a presenca de CL. no momento da
pré-sincronizacao (D-10 ou D-7), no inicio do protocolo de IATF (D0), no momento da retirada
do dispositivo de P4 (D8) e na IATF (D10; visualizacdo da formacdo completa do CL -

Experimento 2). Além disso, foi registrado o didmetro do maior foliculo no momento da pré-
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sincronizagdo (D-10 ou D-7) e nos dias 0, 8 ¢ 10. O diagnostico de gestagdo e a taxa de
ciclicidade (presenca de CL no DG) ap6s o protocolo de sincronizacdo da ovulacdo foi realizada

30 dias apods a IATF (D40; Figura 1).

2.4. Detecgdo de estro

Simultaneamente a remogao do dispositivo intravaginal (D8), a base da cauda das vacas
[Experimento 2 (n = 389) e Experimento 3 (n = 699)] foi marcada com bastdo de cera (Raidl-
Maxi, RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha). Considerou-se que o estro ocorreu nas

vacas quando mais de 90% do giz da cauda foi removido no momento da IATF

2.5. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Statistical Analysis System for
Windows. No estudo A do experimento 1, as variaveis avaliadas foram didmetro do maior
foliculo no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 (D8), diametro maximo do
foliculo dominante, didmetro maximo do foliculo ovulatorio, momento da ovulagdo, taxa de
crescimento folicular, taxa de ovulacdo. O modelo inicial incluiu os efeitos de tratamento
(Controle, GnRH/CE e 2GnRH), ECC no primeiro dia do protocolo de sincronizagdo e
interacdes. A dispersdo das ovulagdes entre os grupos experimentais no estudo A foi avaliada
pelo teste de Barttlet. No estudo B do experimento 1 e no experimento 2, as varidveis avaliadas
foram diametro do maior foliculo no momento da pré-sincronizagdo (D-10: estudo B do Exp. 1
e D-7: Exp. 2) e nos dias 0, 8 e 10, expressdo de estro, P/IA e ciclicidade no DG. Os dados
continuos foram testados quanto a normalidade dos residuos e analisados pelo procedimento
UNIVARIATE (transformados quando necessario) e submetidos ao teste de Bartlett para
avaliar a homogeneidade das variancias. O procedimento GLIMMIX com ajuste de Tukey foi
utilizado para verificar se houve diferencas entre as médias dos grupos. A taxa de ovulacao
(dados binomiais) foi analisada utilizando o procedimento GLIMMIX do SAS. Os dados
binomiais (ocorréncia de estro, presenca de CL nos diferentes momentos e P/IA) foram
analisados por meio de regressao logistica multivariada utilizando o procedimento LOGISTIC
do SAS. As variaveis foram removidas por eliminagao retroativa com base no critério estatistico
de Wald quando P > 0,20. No estudo B do experimento 1, as varidveis incluidas no modelo
final foram tratamento (Controle, GnRH/CE e 2GnRH), fazenda e ECC no DO e suas interagdes

para andlise da ciclicidade na pré-sincronizacao (D-10) e no diagnoéstico de gestagdao (D40) e
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ocorréncia de estro. Para a analise da ciclicidade no inicio do protocolo (D0) permaneceram no
modelo final as variaveis de ECC e tratamento. Para a analise da taxa de ovulagao foi incluida
no modelo final a varidvel de tratamento e para a taxa de prenhez foram incluidas as variaveis
de tratamento e fazenda (touro e inseminador aninhados dentro de fazenda). No experimento 2,
as variaveis incluidas no modelo final foram tratamento (Controle, GnRH/CE, 2GnRH48 ¢
2GnRH54), fazenda ¢ ECC no DO e suas intera¢des para andlise de ocorréncia de estro e
presenca de CL no D40. Para a analise da ciclicidade na pré-sincronizacao (D-7), no inicio do
protocolo (D0) e P/IA permaneceram no modelo final as varidaveis de ECC e tratamento. Para
a analise da taxa de ovulagdo no D0, taxa de CL no D8 ¢ D10 foram incluidas no modelo final
as varidveis de fazenda e tratamento. Essas varidveis binomiais foram analisadas pelo
procedimento GLIMMIX do SAS. As variaveis continuas foram apresentadas como média +
erro padrdo da média e as variaveis binomiais foram apresentadas como porcentagens.
Diferengas com P < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas e valores de P entre

0,05 € 0,1 foram consideradas tendéncia.

3. Resultados

3.1 Experimento 1 — Dindmica folicular e taxa de prenhez de vacas Bos indicus pré
sincronizadas com P4i
3.1.1 Estudo A

O diametro folicular no momento da retirada do dispositivo de P4 foi maior (P = 0,002)
nas vacas que receberam GnRH (GnRH/CE e 2GnRH) no inicio do protocolo. Entretanto, o
didmetro médio do foliculo dominante foi maior nas fémeas que ndo receberam estradiol
durante o protocolo (2GnRH; P =0,001). Além disso, o diametro maximo do foliculo ovulatério
foi maior nas vacas que receberam o GnRH como indutor da ovulacdo (2GnRH) em
comparac¢do ao grupo Controle (P = 0,02). A taxa de crescimento folicular entre a retirada do
dispositivo de P4 e a inseminacdo foi semelhante entre os grupos experimentais (P = 0,16).
Vacas que receberam GnRH no inicio do protocolo (D0) tiveram maior taxa de ovulagdo no dia
0 (P =0,002). No entanto, a taxa de ovulacao final foi similar entre os grupos experimentais (P
=0,52). Além disso, as fémeas que receberam CE como indutor da ovulagdo ovularam mais
cedo (P = 0,002; Tabela 1). Porém, ndo foi observada diferenca na dispersdo das ovulagdes

entre os grupos experimentais (P = 0,06; Figura 2).
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Tabela 1 - Resposta folicular ovariana (média =+ EPM) de vacas Nelore (Bos indicus) pré-

sincronizadas com P4i e submetidas ao protocolo de sincronizagdo da ovulagdo (com ou sem

E2).
Controle GnRH/CE 2GnRH P
N° animais 36 37 36
Diametro do foliculo (mm)
Na retirada do dispositivo (DS8) 10,0+0,6° 12,0+0,4? 12,3+0,5% 0,002
Dominante 12,9+0,5° 13,9+0,5° 15,1+0,6* 0,001
Ovulatoério 12,8+0,5° 13,840,4P 14,9+0,7* 0,02
M laca 5 i
omento da ovulagdo apds a retirada 711+ 1.7° 733419°  78.0+12° 0,002
da P4 (h)
Taxas
Crescimento folicular (mm/dia) 1,46+0,20 1,03+0,15 1,45+0,20 0,16
13,9 37,8 52,8
~ 0 9 b b
Ovulagdo no DO (%) (5/36)° (14/37)° (19/36)" 0,002
75,0 75,7 83,3
~ 0 b b b
Ovulagao final (%) (27/36) (28/37) (30/36) 0,52

b Valores com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05).
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Figura 2. Distribuicdo do momento da ovulacao (horas) apos a retirada do dispositivo de P4 em
vacas Bos indicus submetidas a diferentes protocolos de IATF (com ou sem E2) e pré-

sincronizadas com P4i.

3.1.2 Estudo B

A taxa de ciclicidade (presenca de CL) foi semelhante entre os grupos experimentais no
momento da pré-sincronizagdo com P41 (D-10; P =0,69) e no inicio do protocolo de IATF (DO;
P = 0,68). Em relagdao a dinamica folicular, ndo houve diferenca entre os grupos Controle,
GnRH/CE e 2GnRH no didmetro do foliculo no dia da pré-sincronizagdo (D-10; P =0,59) e no
dia da inser¢do do dispositivo de P4 (DO; P = 0,59). Entretanto, o didmetro folicular foi maior
nos grupos GnRH/CE e 2GnRH no momento da retirada do dispositivo de P4 (D§; P = 0,001)
e na IATF (D10; P = 0,001). Além disso, a taxa de ovulagdo no DO foi maior nas vacas que
receberam GnRH no inicio do protocolo (Grupos GnRH/CE e 2GnRH; P = 0,001).

A taxa de expressdo de estro foi maior nas vacas que receberam CE como indutor da
ovulagdo (Controle e GnRH/CE; P = 0,01). A taxa de prenhez foi semelhante entre os grupos
experimentais (P = 0,19) e a taxa de ciclicidade no momento do diagndstico de gestacao (D40),
teve tendéncia de ser maior em vacas do grupo controle em relagdo ao grupo GnRH/CE (P =
0,06, Tabela 2).

Em relacdo a ciclicidade por ECC, vacas com baixo ECC (< 2,75) tiverem menor

incidéncia de CL no momento da pré-sincronizagdo (D-10; P = 0,004), no inicio do protocolo
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(DO; P = 0,008) e no diagnostico de gestagao (D40; P = 0,003). Além disso, a expressao de
estro foi menor em vacas com ECC < 2,75 (P =0,03), porém, a taxa de prenhez foi semelhante

em vacas com ECC < 2,75 > (P =0,33; Tabela 3).

3.2. Experimento 2 - Dindmica folicular e taxa de prenhez de vacas Bos indicus preé-
sincronizadas com dispositivo de P4

A taxa de ciclicidade (presenga de CL) foi semelhante entre os grupos experimentais no
momento da pré-sincronizacdo com P4i (D-7; P = 0,29) e no inicio do protocolo de IATF (DO;
P =0,91). No entanto, a taxa de presen¢a de CL no momento da retirada do dispositivo de P4
(D8) foi maior nas vacas que receberam GnRH no inicio do protocolo (DO; P = 0,001). Na
dindmica folicular, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais em relacdo ao didmetro
do foliculo no dia da pré-sincronizagdo (D-7; P =0,71) e no momento da IATF (D10; P =0,71).
No entanto, no dia da inser¢do do dispositivo (DO; P = 0,02) e no dia da retirada do dispositivo
intravaginal de P4 (D8; P = 0,001), o diametro folicular foi maior nos grupos GnRH/CE,
2GnRH48 e 2GnRH54. A taxa de ovulagdo no DO foi maior nos grupos que receberam GnRH
ao inicio do protocolo (GnRH/CE, 2GnRH48 e 2GnRH54; P = 0,001). Além disso, a taxa de
presenca de CL no momento da IATF foi semelhante entre os grupos experimentais (P = 0,21;
Tabela 2). A taxa de expressao de estro foi maior nas vacas que receberam CE como indutor da
ovulagdo em relagdo ao grupo 2GnRH48 (P = 0,001).

A taxa de prenhez foi maior nas vacas que receberam BE e CE durante o protocolo de
IATF (P = 0,001). Nas vacas que ovularam apds a administragdo de GnRH no inicio do
protocolo de TATF, a taxa de prenhez foi semelhante as vacas que receberam benzoato e
cipionato de estradiol (P = 0,45). No entanto, nas vacas que receberam GnRH e ndo ovularam
no inicio do protocolo houve tendéncia de melhor fertilidade nas vacas do grupo Controle (P =
0,08; Figura 3). A taxa de ciclicidade no momento do diagndstico de gestagao (D40) foi
semelhante entre os grupos experimentais (P = 0,43).

Em relagdo a ciclicidade por ECC, vacas com baixo ECC (<2,75) tiverem menor
incidéncia de CL no momento da pré-sincroniza¢ao (D-7; P = 0,001), no inicio do protocolo
(DO; P =0,001) e no diagnostico de gestacao (D40; P = 0,001). Porém, a presenga de CL foi
semelhante no momento da retirada do dispositivo de P4 e na IATF (DS8; P=0,49 ¢ D10; P =
0,26, respectivamente). A taxa de ovula¢do ao D0 ndo diferiu em relagdo ao ECC das fémeas
(P =0,36). No entanto, a expressdo de estro e a taxa de prenhez foi menor em vacas com ECC

<2,75 (P =10,001; Tabela 3).
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Figura 3: Taxa de prenhez de vacas Bos indicus que ovularam ou nao no DO submetidas a
diferentes protocolos de ITATF (com ou sem E2) e pré-sincronizadas com dispositivo

intravaginal de P4.



Tabela 2 - Resposta folicular ovariana (média + EPM) de vacas Nelore (Bos indicus) pré-sincronizadas com P4i (Experimento 1 / Estudo B) ou

dispositivo intravaginal de P4 (Experimento 2) submetidas ao protocolo de sincroniza¢do da ovulagdo (com ou sem E2).

Experimento 1 (estudo B)

Experimento 2

Controle ~ GnRH/CE  GnRH/GnRH P Controle ~GnRH/CE  2GnRH48 2GnRH54 P
N° animais 129 130 130 170 177 176 176
Presenga de CL (%)
. o 3,1 5.4 3,9 4,7 11,5 12,4 9.4
Pre-sincronizagao (4/129) (7/130) (5/130) 069 (08169) o7y uite) e ¥
Do 5,5 4,7 32 0.68 10,0 8,5 10,2 11,4 0.91
(7/127) (6/128) (4/127) (17/169)  (15/177)  (18/176)  (20/176)
8,9 74,0 73,3 69,9
D8 i ) ) ) (15/169)°  (131/177)*  (129/176)*  (123/176) 0,001
5,7 14,0 15,1 10,9
D10 (IATF) i ] ] ] (5/88) (13/93) (14/93) (10/92) 0.21
Diametro folicular (mm)
Pré-sincronizagio 9,7+0,3 9,8+0,0 9,1+0,4 0,59  11,5+04  11,8£0,4  11,9+0,3 11,9404 0,71
DO 12,040,3  12,440,3 12,040,3 0,59  12,340,3®  13,3+0,3*  13,2+0,3%  13,3£0,3® 0,02
D8 9,6+0,3°  11,5+0,3* 11,0+0,3 0,001  11,940,2° 13240,3*  13,0£02°  13,4£0,2* 0,001
IATF 11,6+0,3>  13,0+0,3 12,6+0,3 0,001 13,603 13,7404  14,1+04 14,4404 0,71



Taxa de ovulagdo no DO 0,0 38,5 454 0.001 4,7 69,5 69,9
(%) (0/129°  (50/130)*  (59/130)* : (8/169)°  (123/177)*  (123/176)*
48,8 52,3 34,6 54,7 53,7 34,7
~ 0 s 5 ’ ’ > 9
Expressdodeestro (%) ¢y ho0  (68/130°  (45/130)° 001 03160y (951777 (61/176)°
35,9 33,6 25,9 51,2 34,5 38,6
0 9 ’ s s s s
Taxa de prenhez (%) (46/128)  (43/128) (33/127) 019 871600 (611770  (68/176)°
Taxa de CL no DG (%) 24.4 12,9 17,0 0.06 50,6 60,3 53,7

(20/82)A  (11/85)® (16/94)AB (42/83)  (70/116)  (58/108)

61,9
(109/176)?
46,6
(82/176)%
40,3
(71/176)°

59,1
(62/105)

0,001

0,001

0,001

0,43

43

DO: Inicio do protocolo de IATF; D8: momento da retirada do dispositivo de P4; CL: Corpo luteo; DG: Diagndstico de gestagao;
b yalores com letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).
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Tabela 3 - Efeito do ECC na ciclicidade, taxa de ovulacdo no DO, taxa de estro e prenhez em
vacas Bos indicus submetidas a diferentes protocolos de IATF (com ou sem E2) e pré-

sincronizadas com P41 (estudo B) dispositivo intravaginal de P4 (experimento 2).

Experimento 1 (estudo B) Experimento 2

<2,75 >2,75 P <2,75 >2,75 P
Presenca de CL (%)
o 1,6 6,5 4,1 19,0
Pre-sincronizagdo 4100y (13199) 9% 16304y (sg30ay 000
1,1 7,6 43 17,4
Do @nss) (15197 P08 7304y (53304 000
54,1 61,1
D8 i i i (213/394)  (185/304) 0,49
8,5 13,4
D10 i i i (12/142)  (30/224) 0,26
11,2 25,2 51,7 64,4
bG s34y cu12n 9% (36063 (96r149) V001
Taxa de ovulagdo no 51,8 52,3
DO (%) i i i (204/394)  (159/304) 0,36
33,7 56,3 39,9 57,1
Taxa de estro (% 0,03 ) ’ 0,001
8 (64190)  (112/199) (157/304)  (174/304)
Taxa de prenhez (%) 28,3 35,2 0,33 33,3 51,2 0,001
(53/187)  (69/196) (131/394)  (156/304)

ECC: Escore de condicao corporal; CL: corpo luteo; DO: inicio do protocolo de IATF; D8:
retirada do dispositivo de P4; D10: IATF; DG: diagndstico de gestacao.

4. Discussao

Para nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo que avaliou protocolos de IATF sem
estradiol em vacas Bos indicus que receberam fontes exogenos de progesterona (injetavel e
intravaginal) antes do protocolo de sincronizagdo. A administracio de GnRH no inicio do
protocolo de sincronizagdo da ovulagdo resultou em maior didmetro folicular no momento da
retirada do dispositivo intravaginal de P4 e maior taxa de ovulacdo no dia 0. Ao final do
protocolo, fémeas que receberam GnRH como indutor da ovulagdo ovularam mais tarde do que
fémeas que receberam cipionato de estradiol. No entanto, ndo houve diferenca na dispersao das

ovulagdes. Ainda, a taxa de prenhez foi maior em vacas que receberam ésteres de estradiol
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durante o protocolo de IATF. Diante desses resultados, a hipdtese do estudo foi rejeitada,
demonstrando a grande importancia do estradiol em protocolos de IATF em vacas Bos indicus.

O maior didmetro folicular observado nas vacas que receberam GnRH no DO do
protocolo estd relacionado com inicio da emergéncia de uma nova onda folicular. Apds a
administracdo de GnRH e a onda folicular inicia-se entre 1,5 a 2,1 dias em novilhas e vacas,
respectivamente [27]. Nos protocolos de sincronizagdo a base de P4 e E2 a onda folicular inicia-
se em média 4 dias ap0s essa associagao [3,29,30]. Além disso, a taxa de crescimento folicular
diaria em Bos indicus ¢ 1.1 mm por dia durante o protocolo de sincronizacao da ovulacao [29].
Dessa forma, as vacas que receberam GnRH no inicio do protocolo tiveram 2 a 3 dias (2.2 a 3.3
mm) a mais de crescimento folicular resultando em maior diametro folicular na retirada do
dispositivo [18].

Conforme esperado, as vacas que receberam GnRH no inicio do protocolo de
sincronizagdo da ovulagdo tiveram maior taxa de ovulacdo no DO, visto que a associagdo de
estradiol e progesterona promove feedback negativo no hipotalamo levando a atresia folicular
independentemente do didmetro do foliculo [30]. Em protocolos que utilizam GnRH ¢
importante ocorrer a ovula¢ao no inicio do protocolo para atender a primeira premissa da IATF
que ¢ sincronizar a emergéncia de onda, pois nesse protocolo a emergéncia de uma nova
folicular ocorre a partir da ovulacao de um foliculo dominante no DO [31]. Nesse contexto, para
obter resultados satisfatorios € necessario a presenga de um foliculo responsivo ao GnRH.
Estudos demonstraram que o momento ideal para iniciar protocolos a base de GnRH seria entre
os dias 5 e 12 do ciclo estral [7]. No presente estudo, as vacas foram tratadas com P4
previamente ao inicio do protocolo para induzir persisténcia folicular e garantir foliculos
responsivos ao GnRH no inicio protocolo. Essa estratégia induziu a formacao de foliculos com
didmetro acima de 12 mm no DO que sdo responsivos ao GnRH. No entanto, somente as vacas
do experimento 2 tiveram altas taxas de ovulacdo. Esses resultados estdo de acordo com outros
estudos nos quais foi realizada a pré-sincroniza¢do com dispositivo intravaginal de P4 ou P41
tendo sido observado maior diametro folicular no dia 0 em vacas leiteiras [9] e de corte Bos
indicus e Bos taurus [12,13]. Em adicdo, vacas que receberam GnRH como indutor da ovulac¢ao
tiveram maior diametro do foliculo ovulatorio em relagdo ao grupo Controle. As vacas que
receberam GnRH como indutor da ovulagdo ovularam mais tarde principalmente devido ao
momento em que o indutor foi administrado, 48 horas apds a administracdo do cipionato de
estradiol. Soma-se a isso, o fato de que apds a administragdo de GnRH, a ovulacdo ocorre entre

28 e 30 horas [16].
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No presente estudo, foi observado maior expressdo de estro em vacas que receberam
cipionato de estradiol como indutor de ovulagdo, corroborando com os resultados de outro
estudo no qual foi observada reducao de 20% na expressao de estro em vacas que nao receberam
esse éster de estradiol [32]. O estro durante o protocolo de IATF ¢ muito importante, pois, existe
correlacdo positiva entre expressdo de estro e taxa de concepgdo em vacas de leite [34] e de
corte [33]. Estudos observaram aumento na taxa de concep¢ao e em vacas Bos indicus tratadas
com cipionato de estradiol na retirada do dispositivo de progesterona quando comparado com
vacas que receberam somente GnRH como indutor da ovulacdo [35]. Em estudos em vacas
Holandesas produtoras de leite foi demonstrado aumento na P/IA quando as vacas receberam
Img de cipionato de estradiol como indutor da ovulagdo quando comparado com vacas que
receberam GnRH [36]. O aumento do E2 no proestro parece estar relacionado a algumas
fungdes uterinas apos a ovulagdo [37-39]. Dessa forma, a melhora no estabelecimento da
gestacdo se deve aos efeitos diretos no utero do aumento da exposi¢ao ao estradiol (endégeno
e exogeno) durante o proestro e estro. Tal exposicdo melhora a capacidade de fecundacdo dos
espermatozoides e modula o Utero para receber o embrido no inicio de seu desenvolvimento. A
acdo do estradiol no ttero esta relacionada com a indugdo de receptores de progesterona no
endométrio [40] e reducdo da expressdo prematura de receptores de estradiol no ttero, o que
evita a lutedlise precoce [41]. Também, aumenta o tamanho do concepto e a expressao de genes
relacionados ao reconhecimento materno da gestagao [42]. No entanto, no presente estudo, a
suplementagdo com estradiol na retirada do dispositivo de progesterona (Grupo GnRH/CE),
ndo aumentou a taxa de concepgdo em vacas que receberam GnRH no inicio do protocolo.

No presente estudo, a taxa de prenhez foi menor nos grupos que iniciaram com GnRH
em relacdo ao grupo controle (experimento 2). A eficiéncia do GnRH para sincronizar a
emergéncia de uma nova onda folicular pode ser menor em relagdo ao uso do BE, devido a
menor magnitude do aumento de LH, ap6és a administracdo de GnRH em Bos indicus,
principalmente em vacas com a presenca de CL [43]. Além disso, estudos demonstraram que a
associacao de E2 com P4 promove maior taxa de sincronizagao da emergéncia de onda do que
vacas que receberam GnRH no DO [44,45], o que contrasta com outro estudo em que a taxa de
sincronizagdo foi semelhante entre E2/P4 e GnRH [45]. No presente estudo foi utilizada dose
de 16,2 ng de acetato de buserelina (dose dobrada) no dia 0, pois foi observada maior taxa de
ovulagdo em vacas Bos indicus [46]. Ainda, ndo foi observada diferenca na taxa de prenhez
entre vacas ovuladas ou ndo dos grupos que receberam GnRH no D0. Uma possivel explicagao
para esse achado poderia ser atribuido a menor taxa de crescimento folicular das vacas que

ovularam no DO devido ao aumento da progesterona [47]. No entanto, o didmetro folicular nas
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vacas que receberam GnRH no DO foi maior do que no grupo E2/P4. Diante disso, apesar de
melhor sincroniza¢do da onda nas vacas ovuladas, ¢ possivel que parte dessas vacas ndo tenha
tido lutedlise completa devido a presenca de CL jovem. Ao final do protocolo ¢ necessario que
as concentragdes de P4 sejam minimas para que ocorra a ovulagao e preparagao do utero para
a fecundacao e desenvolvimento inicial do embrido. Estudos demonstraram que concentragdes
de P4 em torno de 1ng/mL no momento da IATF diminui a fertilidade [48]. Em vacas leiteiras
submetidas ao protocolo Ovsynch, foi observada menor taxa de concep¢do em vacas com P4 >
0,4 ng/mL no momento da administracdo do segundo GnRH [49]. Dessa forma, no presente
estudo, a administragdo de uma dose tnica de PGF2a no momento da retirada da P4 pode nao
ter sido suficiente para desencadear lutedlise completa nas vacas que ovularam ao GnRH no
DO0. Em outro estudo com mais de 2000 vacas de corte apds o parto, foi observada maior taxa
de prenhez no protocolo Co-Synch+P4 quando foi realizada a administracdo de duas doses de
PGF2a [50]. Além disso, foi observada maior taxa de lutedlise em vacas tratadas com duas
doses de PGF utilizando diferentes andlogos [51]. No presente estudo, apesar de ndo ter sido
observada diferenca significativa na presenca de corpo liteo no D10, as vacas que receberam
GnRH no inicio do protocolo apresentavam mais de 11% de corpo luteo no momento da IATF.
Esse achado pode ter interferido na taxa de ovulacao, fecundacao e desenvolvimento inicial do
embrido. Dessa forma, apesar das vacas ovuladas terem melhor sincronizagdo da emergéncia
de onda, forma-se um corpo liteo jovem que pode ter menor taxa de lutedlise quando
administrada dose inica de prostaglandina, resultando assim em taxas de prenhez semelhantes
entre vacas ovuladas e ndo ovuladas.

Os indices de fertilidade observados nesses estudos foram melhores em vacas com ECC
>2,75. Esses resultados corroboram com outros estudos em que vacas com baixo ECC
apresentam menor taxa de ciclicidade ao inicio do protocolo de IATF e no diagndstico de
gestacao (D40), taxa de estro e menor taxa de prenhez [12,13,52]. O ECC ¢ uma importante
ferramenta de observacdo do estado metabdlico do animal, pois existe forte relagdo com os
niveis de metabolitos e de hormdnios como IGF-1, insulina, leptina, grelina e acidos graxos
circulantes que tem acdo direta tanto no hipotdlamo, modulando a liberagdo de GnRH quanto
nas gonadas, estimulando ou inibindo o crescimento folicular, produ¢do de hormonios e
interferindo na qualidade oocitaria [53]. Assim, vacas em melhor condi¢do corporal no inicio
da estacdo de monta possuem melhor resposta ovariana aos tratamentos hormonais utilizados
nos protocolos de IATF [22,54].

Conclui-se que a remocgao do estradiol (CE e BE) nos protocolos de sincronizagdo da

ovulacao reduze a fertilidade de vacas Bos indicus lactantes. Dessa forma, sdo necessarios
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ajustes nos protocolos de IATF sem a utilizacdo de E2 em vacas Bos indicus pré-sincronizadas

com P4 para melhorar os indices de fertilidade.
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