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RESUMO

AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO
FIXO PARA BOVINOS CURRALEIRO PE-DURO.

Renato dos Santos', Alexandre Floriani Ramos®
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinéria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

O estudo teve como objetivo verificar a resposta fisiologica de fémeas da raca Curraleiro Pé-
Duro submetidas a diferentes protocolos de sincronizacéo e indugdo da ovulacdo, buscando-se
0 aumento da eficiéncia reprodutiva. Trés experimentos foram realizados para avaliar o
melhor momento de inducdo da ovulacdo e o tempo de exposicdo a progesterona. No
Experimento 1, 12 vacas receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (P,) e 2 mg
de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (IM) no dia zero (D0). Ap6s oito dias (D8) os
animais tiveram o implante de P, removido e receberam 150 pg de D-cloprostenol Sodico
(PGF2a) e 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG) via IM, sendo entdo separadas em
dois grupos. Grupo 8D (n=6), as vacas receberam 1mg de BE IM no D8, e no grupo 9D (n=6),
receberam BE no D9. No Experimento 2, cinco vacas foram submetidas ao mesmo protocolo
usado no Grupo 9D do Experimento um, e seis vacas no D8 receberam 150 pug de PGF2a e
300 Ul de eCG e no D9 receberam 1 mg de BE e tiveram o dispositivo de P, retirado (Grupo
P4D9). Em ambos 0s experimento, apOs a retirada do implante de P, foram realizadas
avaliagOes ovarianas ultrassonograficas. No Experimento 3, 88 matrizes foram submetidas aos

protocolos utilizados nos grupos 8D (n=43) e P4D9 (n=45) e inseminadas em tempo fixo. No



Experimento 1, os grupos 8D e 9D levaram a uma taxa de sincronizacdo do foliculo
dominante de 92% (11/12) e 83% (10/12) e uma taxa de ovulacdo de 73% (8/11) e 100%
(10/10), respectivamente. O tempo para ovulagdo apds a retirada da P, foi menor nas fémeas
do 8D. No Experimento 2, os grupos 9D e P4D9, levaram a uma taxa de sincronizagdo do
foliculo dominante de 72% (8/11) e 100% (11/11), respectivamente e a uma taxa de ovulagéo
de 87,5% (7/8) e 91% (10/11), ndo havendo diferenca nos demais parametros foliculares
estudados. No experimento 3, a taxa de gestacdo nos grupos 8D e P4D9 foram de 23%
(10/43) e 20% (9/45; P>0,05) respectivamente. Conclui-se que, os protocolos utilizados neste
trabalho tiveram resultados de desenvolvimento folicular satisfatorios, mas néo refletiram em
uma boa taxa de prenhes apds inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). Nesse contexto,
ha necessidade de mais estudos em relacdo a fisiologia reprodutiva das fémeas Curraleiro Pé-
Duro e quanto a aplicacdo de protocolos de IATF para animais desta raca.

Palavras chave: Curraleiro Pé-Duro, dinamica folicular, inseminacao artificial em tempo

fixo, sincronizacdo, ultrassonografia.
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ABSTRACT

INSEMINATION PROTOCOLS OF ARTIFICIAL EVALUATION IN FIXED TIME
FOR CATTLE CURRALEIRO PE-DURO

Renato dos Santos®, Alexandre Floriani Ramos®
1School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2 Embrapa Genetic Resources and

Biotechnology, Brasilia-DF

The study aimed to determine the physiological response breed females Curraleiro Pé-Duro
subjected to different synchronization protocols and ovulation induction, searching for a
increase in the reproductive efficiency. Three experiments were conducted to evaluate the best
time of ovulation induction and the time of exposure to progesterone. In experiment 1, 12
cows received an intravaginal progesterone device (P4) and 2 mg estradiol benzoate (EB)
intramuscular (IM) on day zero (D0). After eight days (D8) the animals had implants removed
and P4 received 150 pg of D-cloprostenol Sodium (PGF2a) and 300 IU of equine chorionic
gonadotropin (eCG) IM then being separated into two groups. 8D group (n=6), cows received
1mg of EB IM in D8, and 9D (n=6) group received BE in D9. In experiment 2, five cows
were subjected to the same protocol used in the group 9D from the experiment one, and six
cows in D8 received 150 pg of PGF2a and 300 U of eCG and D9 received 1 mg EB and had
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the removed P, device (P4D9 group). In both experiments, after the withdrawal of P, implant
was performed ovarian ultrasonographic evaluation. In Experiment 3, 88 matrices were
submitted to the protocols used in the groups 8D (n=43) and P4D9 (n=45) and inseminated at
fixed time. In experiment 1, the groups 8D and 9D led to a sync rate of the dominant follicle
92% (11/12) and 83% (10/12) and ovulation rate of 73% (8/11) to 100% (10/10), respectively.
The time to ovulation after removal of P, was lower in females from 8D. In the second
experiment, the 9D and P4D9 groups, led to a sync rate of the dominant follicle 72% (8/11)
and 100% (11/11), respectively, and an ovulation rate of 87,5% (7/8) and 91% (10/11), with
no difference in the other follicular parameters studied. In the third experiment, the pregnancy
rate in 8D and P4D9 groups were 23% (10/43) and 20% (9/45; P>0.05) respectively. In
conclusion, the protocols used in this study had satisfactory follicular development results, but
not reflected in a good rate of pregnant after artificial insemination in fixed time (TAI). In this
context, there is need for more studies on the reproductive physiology of Curraleiro Pé-Duro

females and on the application of TAI protocols for animals of this breed.

Keywords: Curraleiro Pé-Duro, follicular dynamics, artificial insemination in fixed time,

synchronization, ultrasonography.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A preservacdo dos recursos geneticos animais e a conservacdo das racas
bovinas localmente adaptadas para uso futuro é tarefa minuciosa e importantissima, onde, as
caracteristicas de adaptacdo, resisténcia e rusticidade do bovino Curraleiro Pé-Duro, tendem,
num futuro bem proximo, serem incorporadas a bovinocultura nacional. A producdo do
Curraleiro Pé-Duro no cenario nacional de producéo apresenta-se inviavel, contudo, a medida
que o crescimento populacional aumenta, tal ferramenta de producdo tornar-se-a
indispensavel principalmente por seu potencial de producdo para regiGes geograficamente
desfavoraveis por condi¢Ges adversas de clima, onde a utilizacdo da inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF) entrara como ferramenta extremamente vantajosa no intuito de
padronizacéo e caracterizagdo deste rebanho.

Os protocolos utilizados para a inseminacao artificial em tempo fixo embasam-
se nos conhecimentos até hoje compreendidos da funcéo fisioldgica do ciclo estral da fémea.
O controle do desenvolvimento folicular em todas as suas fases se da pela estratégica
farmacoldgica com uso de horménios especificos, 0 que torna possivel o dominio exdgeno do
ciclo folicular ovariano. Contudo, ha particularidades referentes a funcdo reprodutiva da raga
Curraleiro Pé-Duro que deve ser levado em consideracao, na tentativa de buscar a eficiéncia
destes em programas de sincronizacdo e inseminacao artificial com tempo pré-determinado.

De forma generalizada, Baruselli et al., (2004) enfatizam que a manipulacédo do
ciclo estral baseia-se em alteraces na sequéncia cronolégica das ondas foliculares dentro de
um ciclo estral e ainda, dentro das fases presentes em cada onda de crescimento folicular. O
estudo a respeito da fisiologia reprodutiva possibilitou a manipulagéo do ciclo estral de forma
continua, trazendo em si, consequéncias Vvisiveis e a0 mesmo tempo positivas para a eficiéncia
reprodutiva do rebanho bovino nas mais diversas modalidades de produgdo pecuaria a nivel
mundial (Binelli et al., 2006).

Neste sentido, adotaram-se determinadas estratégias farmacoldgicas em

protocolos de tratamentos hormonais, dentro de uma sequéncia pré-definida para efeitos



especificos e diretos na dindmica folicular ovariana (Binelli et al., 2006; Baruselli et al.,
2006). Contudo, apesar de todo avancgo nas biotecnologias voltadas a reproducdo animal ainda
constatam-se relatos referentes as baixas taxas de servigo decorrentes da ineficiéncia,
principalmente na detecgdo do estro em vacas, e nesse contexto, no sentido de otimizar o
manejo e a0 mesmo tempo minimizar a0 m&ximo a mao-de-obra, foram desenvolvidos
protocolos de sincronizacdo da ovulacdo permitindo que as fémeas possam ser inseminadas
em horarios pre-estabelecidos (Vasconcelos et al., 2006).

Conforme dados do United States Department of Agriculture (USDA, 2014), o
Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo, estando em primeiro lugar no ranking
mundial de exportacdo de carne bovina, ocupando o segundo posto de maior produtor de
carne e sexto maior produtor de leite a nivel mundial. Desta forma, a viabilidade econdémica
da pecuéria encontra-se diretamente vinculada a eficiéncia reprodutiva das fémeas para a
producdo de bezerros, sendo, a IATF uma ferramenta de ampla efetividade para a

bovinocultura nacional.



1.1 Objetivo Geral

Observar a resposta fisioldgica das fémeas Curraleiras Pé-Duro na tentativa de
aumentar a eficiéncia de protocolos de sincronizacdo e inducdo da ovulacdo para inseminacgéo

artificial em tempo fixo em fémeas localmente adaptadas da raca Curraleiro Pé-Duro.

1.2 Objetivos Especificos

Verificar a resposta ovulatoria das fémeas da raca Curraleiro Pé-Duro

submetidas aos diferentes protocolos de inducdo da ovulago;

Avaliar o desenvolvimento folicular de vacas da raca Curraleiro Pé-Duro frente

a utilizacdo de diferentes protocolos de sincronizacgéo e inducdo da ovulagéo;

Avaliar o tamanho do foliculo ovulatério e estimar o tempo para ovulagcdo nos

diferentes protocolos utilizados nas fémeas da raca Curraleiro Pé-Duro;

Avaliar a taxa de prenhes de fémeas da raca Curraleiro Pé-Duro submetidas a

diferentes protocolos de sincronizagéo e inducdo da ovulagéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A raca localmente adaptada de bovinos Curraleiro Pé-Duro

Considerado uma reserva genética, o Curraleiro Pé-Duro vem de uma selecédo
natural de cinco séculos, evoluindo e trazendo caracteristicas proprias de adaptacdo e
resisténcia as condicdes brasileiras, apresentando aptiddo para ocupar diversas areas de climas
desfavoraveis a outras ragas (Mariante & Egito, 2002).

O Curraleiro Pé-Duro apresenta caracteristicas raciais bastante singulares
(Figural.l), qguando comparados aos animais de ragas comerciais, dentre elas, peso minimo de
380 kg e altura minima de 1,34 m para os machos e 300 kg e 1,20 m para as fémeas adultas; a
pelagem varia de baia a vermelha clara, sendo as extremidades como vassoura da cauda e
focinho, pretos, podendo alguns exemplares apresentar manchas escuras ao redor dos olhos.
Apresenta cornos curtos a médios em forma de coroa com orelhas pontudas, pequenas e
revestidas com pelagem clara em uma cabeca relativamente pequena. Apresenta barbela e
umbigo curtos além de membros delgados (Santin, 2008).

Desenvolvido principalmente no semiarido nordestino e nas regides de cerrado
do estado de Goids e Tocantins, a raca Curraleiro Pé-duro apresenta-se hoje em reduzido
namero de exemplares (Boaventura, 2005). A perda de espaco na cadeia de producgdo da
pecuaria nacional pelo advento das ragas comerciais melhoradas estd minimizando cada vez

mais a ascensao do mesmo no cenario atual de produgédo bovina (Teixeira, 2009).



Trabalhos desenvolvidos em parceria entre 6rgdos governamentais, associagdes
de criadores e empresas particulares, o tentam livrar da ameaca de extin¢do. O programa de
conservacao de recursos genéticos animais criado pela Embrapa, atua de forma a evitar que a
raca perca ainda mais espago, conservando esse inestimavel material genético que traz
caracteristicas de adaptacdo e resisténcia as diversas condi¢des brasileiras e cuja extingdo
representard uma perda irreparavel para o meio cientifico, principalmente pelas inumeras
informacdes contidas na sua estrutura genética (Serrano, 2001; Mariante & Cavalcante, 2000).

Mesmo sofrendo restricdo alimentar por determinados periodos, o Curraleiro
Pé-Duro tem a capacidade de sofrer pouca altera¢éo organica, mantendo a condicao corporal e
recuperando-se positivamente sem necessidade de investimentos com suplementacédo

alimentar ou tratamentos farmacoldgicos especificos (Bianchini et al. 2006).

Figura 1.1. Exemplares de fémeas localmente adaptadas da raca Curraleiro Pé-Duro.

A manutencdo dessa raga rastica que dispensa de atencdo integral, com
caracteristicas de resisténcia principalmente a doencas parasitarias, com restringido gasto e
uso de antibioticoterapia, desempenham um papel chave no cenario produtivo, principalmente
para produtores menos favorecidos seja por clima ou financeiramente (Lage, 2006).

ApOs praticamente ser extinto, gradativamente, o gado Curraleiro Pé-Duro
passa a ganhar um espago cada vez maior nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste do

Brasil, porém, apesar das inimeras vantagens relacionadas a criagdo das ragas “locais”, ainda



sd0 poucos os estudos a cerca das caracteristicas reprodutivas e produtivas destes animais o
que se torna ponto chave para a insercdo destes na pecuaria comercial brasileira. O
desenvolvimento de biotecnologias voltadas a reproducéo torna-se como meio crucial para
torna-lo meio de lucratividade para pequenos e médios produtores rurais de regides de periodo

Seco intenso.

2.3 Dinamica Folicular Ovariana

A atividade ciclica ovariana estd relacionada a um complexo mecanismo
coordenado pelo sistema nervoso central que controla todo o funcionamento do aparelho
reprodutivo da fémea (Senger, 2003). A descricdo do mecanismo fisioldgico do ciclo estral
bovino feita no decorrer dos anos promoveu todo o embasamento cientifico fundamental para
que se pudesse ter controle endocrino sobre a funcionalidade do ovario, permitindo o
entendimento e a manipulacdo exodgena do ciclo ovariano de forma ampla e racional
(Martinez et al., 2000; Moore & Thatcher, 2006).

As diferentes respostas ao hormonio foliculo estimulante (FSH) e ao hormonio
luteinizante (LH) norteiam toda a mecanica que regula a dindmica folicular ovariana, sendo o
aumento periédico nas concentracbes de FSH circulante o grande responsavel pela
emergéncia das ondas foliculares, contudo, um feedback negativo é detectado a medida que 0s
foliculos selecionados crescem e liberam o estradiol (E;) e inibina, impedindo assim a
emergéncia de nova onda de desenvolvimento folicular (B6 et al., 1995).

O aumento do FSH no inicio do desenvolvimento folicular é o responsavel por
permitir o crescimento de alguns foliculos até que os mesmos adquiram capacidade de
resposta aos estimulos do LH. Quando ocorre uma diferenca no perfil de crescimento entre o
foliculo dominante (FD) e os subordinados tem-se caracterizado a fase de selegdo folicular e
as concentracoes de FSH sofrem um declinio répido e estratégico, fato que permite que o FD
expresse seus receptores ao LH, garantindo sua sobrevida de forma independente ao FSH e
dependente do LH, que, com aumento pulsatil em sua frequéncia acelera o crescimento deste
foliculo, que liberara altas concentragdes de estrogeno (E,) induzindo o pico final de LH
responsavel pela sua ovulagéo (Bo et al., 2000).

Percebe-se durante um ciclo estral, a ocorréncia de duas ou trés ondas de

desenvolvimento folicular com maior prevaléncia de trés ondas em vacas sob presenca de



maiores concentracdes de progesterona (P4) durante a fase luteinica do ciclo (Sartori et al.,
2004). Préximo de ovular, o foliculo passa por mudancas funcionais e estruturais, que atuarao
na formacao de um corpo luteo (CL) com capacidade de produzir P, de forma crescente e em
quantidades suficientes para garantir a manutencdo de uma futura gestacdo, e caso a mesma
ndo ocorra, 0 CL sofrerd lise e em contrapartida consequencial, o declinio plasmatico da
concentracdo de P4 (Seneda et al., 2008).

E evidente em cada onda de crescimento, 0s processos de recrutamento,
selecdo e dominéncia folicular onde, o FD de uma onda tem por destino fisiolégico pré-
programado a regressao ou a ovulacdo, ambos, fatores dependentes diretos do meio dominado
ou n3o pela P4 (B6 et al., 2000). A medida que o processo de lutedlise se concretiza, o FD se
depara com ambiente final ideal para seu crescimento, culminando assim, com a ovulacéo e
por vez, caso ndo haja a fertilizacdo desse ovocito, o ciclo se repetira novamente dentro de um
periodo médio de 21 dias (Mapletoft et al., 2008).

Cada onda de crescimento folicular, € constituida por foliculos de didmetro
médio entre 4 a 5 mm e a medida que hd o processo selecdo de um FD, este passa por
multiplicacdo das células presentes na camada granulosa e reorganizacdo estrutural das
células tecais, e dentro desse processo, os foliculos entdo subordinados entrardo em processo
de regressdo (Seneda et al., 2008). De forma geral, fisiologicamente o ciclo estral se divide
em duas grandes fases, a fase estrogénica ou dominada pelo E,, compreendida em pro-estro e
estro e a outra, a fase progesterénica ou dominada pela P4, compreendida em metaestro e
diestro (Albuquerque et al., 2004). A fase do proestro na vaca é onde, entre os dias 15 e 17 do
ciclo, ocorre a secrecdo endometrial de Prostaglandina F2, (PGF2,), contanto que este periodo
encontre-se sob auséncia de um embrido viavel (Tanikawa et al., 2005), culminando com a
reducdo significativa dos niveis basais de P4 (Vasconcelos, 2000).

O aumento de E; produzido pelo foliculo pré-ovulatério estimula via feedback
positivo a liberagdo pulsatil do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) a nivel de
hipotadlamo, ativando a secrec¢do do FSH e LH pela hipéfise, preparando o aparelho reprodutor
da fémea para as condicGes especificas de um periodo dominado pelo E, (Albuquerque et al.,
2014). Nesta fase, 0 comportamento caracteristico de estro demonstrado pela fémea relaciona-
se ao aumento da concentracdo do E; produzido pelas células da camada granulosa do foliculo
ovulatério (FO), fazendo com que a mesma apresente receptividade a monta (Hafez, 2004). O

pico pré-ovulatorio de E, presente no estro, proporciona uma série de alteracbes no FO
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culminando com a ovulagdo deste ovocito em um periodo médio de 28 a 32 horas apds o
inicio da condicdo de estro (Sartori, 2007).

Dentro da fisiologia ovariana, a dindmica folicular representa um dos aspectos
mais importantes, sendo bastante estudada principalmente para as ragas taurinas (Badinga et
al., 1994). E sabido da diferenca existente na fisiologia reprodutiva das vacas zebuinas para as
vacas taurinas (Coutinho et al., 2007), estando estas diferencas relacionadas as caracteristicas
de area de tecido luteal, capacidade de secrecdo do LH, alteracbes comportamentais na
detec¢do de cio e duracdo do estro, didmetro folicular na divergéncia e diametros do foliculo
dominante (Barros et al., 1995; Pinheiro et al., 1998). Por mais que haja uma inter-relagéo
especifica entre os hormoénios responsaveis por todo esse processo, fatores nutricionais,
ambiental, de raca e idade, podem interferir negativamente no dinamismo do ciclo folicular
(Lucy etal., 1992).

Com o objetivo de caracterizar a dindmica folicular de fémeas Curraleiras Pé-
Duro criadas em um ambiente de clima tropical seco, Tortorella (2014), em experimento,
constatou que as fémeas apresentaram em sua maioria dois padrbes de ondas foliculares, duas
(36,8%) e trés (63,2%), ndo havendo diferenca na duracdo do ciclo estral entre estes. Nos
animais com trés ondas, a fase de dominancia, taxa de crescimento e didmetro méximo do
segundo foliculo dominante e o nimero de foliculos nesta onda foram menores em relagéo
aos outros. Ainda, os animais com trés ondas, apresentaram taxa de crescimento (1,2 + 0,1
mm/d vs 0,8 £ 0,1 mm/d) e maximo diametro do foliculo ovulatério (FO; 13,1 = 0,3 mm vs
12,1 + 0,2 mm) maiores quando relacionados aos com duas ondas, respectivamente. O
desenvolvimento do CL n&o diferiu entre os animais com duas e trés ondas, contudo,
diferencas na dindmica folicular de animais com duas e trés ondas foram encontradas, sendo
algumas destas caracteristicas foliculares semelhantes aos animais taurinos e zebuinos.

Desta forma, o conhecimento das diferencas se torna fundamental para o
estabelecimento de novas tecnologias no intuito de aumentar o desempenho reprodutivo
desses animais e consequentemente os indices zootécnicos dos rebanhos bovinos (Hahn,
1992; Fortune, 1993; Adams, 1994).

2.4 Inseminacéao artificial em tempo fixo - IATF
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A inseminacdo artificial (1A) de bovinos ainda € considerada um dos principais
avancos das ultimas décadas dentro das biotecnologias aplicaveis a reproducdo animal o que
garante consideraveis ganhos genéticos aos mais diversos tipos raciais dos rebanhos bovinos
(Barbosa & Machado, 2008).

Desde 2008 a IA vem apresentando um crescente aumento no Brasil, isso se
deve principalmente a tentativa de atender aos padrGes de mercado, levando a
profissionalizacdo do setor e a busca pela rentabilidade na pecuaria, explicando o crescimento
do uso desta tecnologia, especialmente com o advento da inseminagdo artificial em tempo
fixo (IATF; Inacio, 2010). Por mais que a IA propriamente dita, seja baseada simplesmente
na deposicdo mecanica do sémen no aparelho reprodutor da fémea (Mies Filho, 1987), ainda a
producdo de carne no Brasil € sustentada pela monta natural como forma convencional de
reproducao (Inécio, 2010).

E perceptivel que as tecnologias aplicadas & reproducdo animal vém
contribuindo de forma significativa para o melhoramento genético, mas ainda, nacionalmente,
a técnica é subutilizada e apresenta pouca aplicacao, seja por limitacbes impostas por falhas
na deteccdo do estro, puberdade tardia ou longo periodo de anestro pds-parto (Sa Filho et al.,
2008). Contudo, a obtencédo de dados precisos de fecundagéo e parto, a selecdo de animais do
rebanho, garantindo a homogeneidade dos lotes pela utilizacdo de poucos reprodutores em
grande numero de vacas, possibilitando a escolha adequada de touros visando reduzir
principalmente os problemas de parto em novilhas estdo entre as grandes vantagem da IA
(Asbia, 2010).

Nos Ultimos anos o desenvolvimento de tratamentos visando a inducdo ou
sincronizacdo do estro e da ovulacdo tem ganhado grande destaque na pecuaria, onde, 0
emprego farmacoldgico permitiu a sincronizacdo do ciclo estral, a lutedlise e a ovulacdo em
tempo pré-determinado sem riscos a fertilidade das fémeas tratadas (Sa Filho et al., 2008;
Barros, 2007). A sincronizagdo do ciclo estral baseia-se no controle do desenvolvimento da
onda folicular, prevenindo a ovulacdo precoce e causando a lutedlise em vacas ciclicas,
promovendo a ovulagdo de fémeas em anestro, sincronizando o estro e a ovulacéo ao final do
tratamento (Lucy et al., 2004).

A eliminacdo da necessidade de observacdo do cio e a concentragdo de méo de
obra necessaria para o trabalho sdo sem duvidas as grandes vantagens dos programas de IATF
(Baruselli, 2004), porém, a viabilidade econdmica da técnica entra como maior limitante,

sendo algumas situacGes o custo beneficio ndo favoravel principalmente quando se refere aos
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farmacos utilizados (Galvani, 2009). O uso de protocolos para a IATF tem colaborado para a
difusdo da técnica de IA em todo tipo de rebanho e a nivel mundial, possibilitando o
aprimoramento genético e consequente aumento de producdo (Baruselli et al., 2009).

Os implantes de P, utilizados em protocolos de IATF agem fundamentalmente
de duas maneiras principais, uma delas, é inibindo o desenvolvimento de um CL para as
fémeas que ovularam proximo a data da sua colocacédo e outra, bloqueando a ovulagéo caso
esta esteja ao final do ciclo de desenvolvimento folicular (Odde, 1990). Se o dispositivo de Py
for implantado na auséncia de um CL este, provocara a formagdo de um FD persistente com
producdo de um ovocito de baixa qualidade, ocasionado pela alta frequéncia e baixa
amplitude do padrdo de secrecdo do LH, caracteristico da fase folicular, e ndo um padrédo de
alta amplitude e baixa frequéncia, como observado na fase de diestro, e tais feitos acabam
prolongando a mantenga do FD, e logo, interrompendo o padrdo normal do crescimento em
ondas (Smith & Stevenson, 1995).

O mecanismo de maturacdo ovocitaria é desencadeado por esse padrdo de
secrecdo, contudo, 0 mesmo ¢é insuficiente para promover a ovulacdo, a qual somente sera
possivel quando a administracdo da P, for interrompida (Baruselli et al., 2002;
Rajamanhenderan & Taylor, 1991). Os produtos a base de P4, permanecem no interior da
vagina da fémea por um periodo determinado mantendo alta a concentracdo de P, e em
contrapartida bloqueando a liberacdo enddgena do LH, simulando a fase luteinica do ciclo
estral (Baruselli et al., 2002). Por outro lado, a P4 ndo suprime a secre¢do de FSH, permitindo
com isso, que o desenvolvimento folicular em ondas (Adams et al., 1992).

No intuito de evitar a persisténcia folicular, o principal objetivo dos
tratamentos hormonais utilizados é a regressdo do foliculo dominante (Tortorella, 2010). Tal
feito pode ser alcancado pela associacdo dos progestagenos aos derivados do 17-p estradiol
levando a regressao do foliculo dominante, recrutamento, sele¢do e dominancia em nova onda
de crescimento folicular, culminando com uma ovulagdo apta a fecundacédo (B0 et al. 1995).
Em virtude de o tratamento ser por curto periodo de tempo entre 7 ou 8 dias, a incidéncia de
foliculos persistente é reduzida e a fertilidade ap6s a IA equipara-se a de um ciclo de
desenvolvimento sem manipulacdo (Mapletoft et al., 2009).

Os farmacos a base de estrogenos utilizados em programas de IATF,
fisiologicamente estdo distribuidos por todo organismo do animal, tendo como principal ponto
de acumulagdo o tecido adiposo e eliminacdo a via de metabolismo hepéatico. Na combinacao

com veiculos oleosos, 0s estrogenos apresentam uma rapida absorcdo e dependendo do tipo
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de éster de estradiol utilizado, essa absor¢do pode se prolongar por alguns dias a parti da data
de sua aplicacgéo por via intramuscular (IM) (B0 et al., 2006).

O valerato de estradiol (VE), o cipionato de estradiol (CE) e o benzoato de
estradiol (BE) s&o os estrogenos esterificados mais utilizados na &rea de reproducdo animal. A
esterificacdo do grupo hidroxilo do 17-f estradiol atua como mecanismo de protecdo deste
grupo ao ataque imediato do metabolismo, prolongando seu efeito sistémico e quando
relacionados uns com os outros, o CE, tem sua atividade bioldgica mais prolongada em
relacdo aos outros estrogenos (10 a 12 dias), o0 VE meia vida variando de 7 a 9 dias e o
Benzoato de Estradiol meia vida mais curta, em torno de 3 dias (B6 et al., 2006).

O efeito dos estrogenos, BE e 17-B estradiol (E;), sobre o desenvolvimento
folicular é ocasionar a supressdo de FSH, e a liberacdo de LH (B0 et al., 1994). O BE esta
entre os ésteres de E; mais utilizados para a sincroniza¢do da ovulagéo, principalmente pela
inducdo do pico pré-ovulatério de LH pelo mecanismo de feedback positivo sobre a liberagdo
do GnRH e LH, quando administrado em auséncia de concentra¢fes plasmaticas de P,
(Hanlon et al., 1996).

Foi demonstrado por B0 et al (1993) que o tratamento com E; no inicio dos
protocolos de sincronizagéo, ocasiona a supressdo do crescimento folicular antral, sendo essa
supressdao bem mais profunda quando este é associado a um dispositivo liberador de Py,
ampliando o mecanismo de controle induzido por este estrégeno sobre o crescimento folicular
mediante a supressdao de FSH. De tal forma, a associacdo do E, com a P4 no inicio do
tratamento hormonal para sincronizacdo provoca a atresia do FD e logo, em aproximadamente
4 dias ap06s sua administracdo, induz a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular, estimulando também, a secre¢do de PGF2a atuante direta sobre a lise do CL (B6 et
al., 1995; Mapletoft, 2009).

Em 24 horas apds a remocdo do implante de P4, uma dose mais baixa de E; €
administrada, induzindo um pico de LH entre 16 e 18 horas, culminando com uma ovulagdo
num periodo de 24 a 32 horas mais tarde (Mapletoft et al., 2003). Dentro deste parametro, a
IATF seré realizada 30 horas mais tarde quando o BE for aplicado 24horas apés a retirada da
P, ou seré feita 48 horas ap6s se aplicado no dia da retirada do implante de P4 (Ayres et al.,
2008). Caso opte-se pelo uso do CE, se leva em consideracdo que o mesmo apos aplicagéo,
ocasiona o pico de LH por volta de 30 a 35 horas e a consequente ovula¢do em 55 horas apds
sua aplicacdo IM (Geary et al., 2001), sendo que, a IATF serd realizada de 48 a 60 horas apds
(Sa Filho et al., 2009).
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O corpo lateo ou CL € definido como uma glandula ovariana endécrina de
carater temporario que tem como principal funcdo a secrecdo de P4, responsavel pela
preparacdo do Utero para o inicio e manutencdo de uma gestacdo (Siqueira et al., 2009). Se
por algum motivo ndo houver uma gestacdo, a auséncia embrionaria permitira a secrecdo
endometrial e liberagdo da PGF2a naturalmente, desencadeando uma série de eventos
irreversiveis no CL, fazendo com que perca a capacidade de produzir e secretar a P4 (Trevisol
etal., 2013).

As prostaglandinas (PGEs e PGFs) atuam em inimeras fungdes reprodutivas na
fémea, desde a lutedlise até a ovulagdo, no reconhecimento materno da gestacdo, além de
serem secretadas pelo endométrio da vaca durante todo o ciclo estral, apenas com
modifica¢bes no padrdo de secrecdo ao longo deste (Waite et al., 2005). A PGF2a produzida
pelo endométrio no ciclo folicular alcancga a circulagdo venosa uterina por meio de mecanismo
contracorrente, passando para o sistema arterial ovariano induzindo sua vasoconstrigéo,
isquemia e consequente lutedlise por andxia (Cunninghan, 2004).

Fisiologicamente entre os dias 15 e 17 do ciclo estral, tem-se o periodo critico
de inicio da lutedlise, nessa fase ocorre significativo aumento nas secrecdes endometriais de
PGF2a quando na auséncia do reconhecimento materno da gestacdo (Tanikawa et al., 2005).
Caso haja o estabelecimento de uma gestacéo, percebe-se a acdo conjunta das prostaglandinas
E1l e E2 que desempenham funcBes importantes na manutencdo do CL, evitando a queda das
concentragdes de P4, além de prevenirem a conversdao da PGE2 em PGF2a (Weems et al.,
2010; Ginther et al., 2010).

As réapidas alteracdes observadas no padrdo de secrecdo da P, durante o
mecanismo de lutedlise apresentam-se de forma individualizada ndo estando acompanhadas
por modificacBes no CL, sendo estas modificacBes percebidas somente ap6s 12 horas, quando
constata-se 0 CL com reducéo de 50% de seu volume (Acosta & Miyamoto, 2004). Nos
bovinos, o CL possui receptores especificos para PGF2a, e a ligacdo aos receptores na
membrana das células luteais esteroidogénicas estimula a atividade da proteina quinase C, que
age interrompendo a produgéo de P4 pela diminui¢do na captacdo e transporte do colesterol
para o citoplasma e mitocéndria das células, provocando uma retroalimentacdo negativa dos
receptores de LH e ativacéo de proteinas de apoptose (Waite et al., 2005).

Outro hormdnio utilizado em programas de IATF é a gonadotrofina cori6nica
equina (eCG), um horménio produzido especificamente pelos célices endometriais de éguas

prenhes entre os dias 40 a 130 de gestacdo (Hafez, 2004). O eCG, apresenta meia vida
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relativamente longa e devido ao seu alto peso molecular tem a sua filtracdo glomerular
dificultada, aumentando ainda mais a sua meia vida (x3 dias), em acao, fisiologicamente liga-
se aos receptores de FSH e LH dos foliculos e de LH do CL (Stewart e Allen, 1981). Em
equinos, o hormdnio eCG causa ovulacédo e luteinizacdo de foliculos durante a gestacdo, com
consequente aumento da producdo e secrecdo da P, durante a gestacdo das éguas (Murphy e
Martinuk, 1991).

O efeito benéfico do tratamento com eCG em protocolos de IATF se da através
da estimulagdo do crescimento do foliculo dominante e maturacéo, resultando na ovulagao de
um ovocito com alta viabilidade fecundante e formagdo de um CL com producdo de Py
aumentada, viabilizando assim, a manutencdo de uma gestacéo (Baruselli et al., 2004).

Atualmente ha disponivel no mercado, Indmeros produtos para uso em
protocolos de IATF, bem como diferentes protocolos que podem ser utilizados. Contudo, a
escolha destes, deve ser equiparada ao programa reprodutivo individual das propriedades,
levando em consideracdo a situacdo sanitaria do rebanho, na tentativa de maximizar os

resultados positivos por esta pratica.
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1 RESUMO

AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO
FIXO PARA BOVINOS CURRALEIRO PE-DURO.

Renato dos Santos', Alexandre Floriani Ramos'*

Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

Este estudo teve como objetivo verificar a resposta fisiologica de fémeas localmente
adaptadas da raca Curraleiro Pé-Duro submetidas a diferentes protocolos de sincronizacéao e
inducdo da ovulacdo, avaliando-se a eficiéncia destes, bem como a determinacdo do horario
de ovulacédo, tamanho de foliculo ovulatério, emergéncia da onda e por fim a taxa de gestacao
das fémeas submetidas aos programas de IATF. No experimento 1, todas as fémeas (n=12) no
dia zero (DO) receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (P4) que
permaneceu por oito dias e 2 mg de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (IM). Depois
disso os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos; tratamento 8D (n=6) e
tratamento 9D (n=6). No dia da remocdo do implante de P, (D8) as vacas do grupo 8D
receberam via IM 150 pg de D-cloprostenol Sodico, 300 Ul de eCG e 1 mg de BE. No grupo
tratamento 9D as vacas tiveram o implante removido no D8 e receberam via IM 150 ug de D-
cloprostenol Sédico e 300 Ul de eCG, e em contrapartida ao grupo controle, esses animais
receberam via IM no D9 1 mg de BE. Os tratamentos diferiram entre si, quanto ao dia de
aplicacdo do BE. Para o experimento 2, todos os animais (n=11) no DO receberam 0 mesmo
tratamento farmacologico do experimento anterior e foram divididos aleatoriamente em dois
grupos; tratamento 9D (n=5) e tratamento P4D9 (n=6). Os animais do grupo tratamento 9D
tiveram o implante de P, removido no D8 e receberam via IM 150 pg de D-cloprostenol
Sédico e 300 Ul de eCG, e no D9 receberam 1M, 1 mg de BE. Em contrapartida as fémeas do

grupo tratamento P4D9 receberam no D8 por via IM 150 pg de D-cloprostenol Sédico e 300
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Ul de eCG e no D9 tiveram o implante de P, removido seguido de aplicacdo IM de 1 mg de
BE. Os tratamentos diferiram quanto ao tempo de retirada dos implantes de P4. Em ambos 0s
experimento, no dia da remog¢éo do implante de P, também foi iniciada a avaliagdo ovariana
ultrassonografica a cada 24 h, até 24 h ap6s a retirada do implante de P,. Passado esse
periodo, as avaliagdes ocorreram a cada 8 h por até 96 horas, na tentativa de monitoracdo do
FD até a ovulacdo. Os experimentos 1 e 2 ocorreram no formato crossover. Para o
experimento 3, utilizou-se dos protocolos referentes ao tratamento 8D e ao P4D9 para a IATF.
Onde, para o grupo tratamento 8D (n=43) as inseminag¢des ocorreram no periodo de 40/42 hs
e para o grupo tratamento P4D9 (n=45) 24/26 hs apos a retirada do implante de P4. Para os
experimento 1, os tratamentos 8D e 9D levaram a uma taxa de sincronizacdo do foliculo
dominante de 92% (11/12) e 83% (10/12) e taxa de ovulacéo de 73% (8/11) e 100% (10/10),
respectivamente. Ndo houve efeito dos tratamentos sobre o grupo e interagcdo dia VS grupo
(P>0,05) no desenvolvimento folicular, apenas crescimento didrio (P<0,05). O momento da
ovulacdo foi precoce no tratamento 8D. No experimento 2, os tratamentos 9D e P4D9 levaram
a uma taxa de sincronizacao do foliculo dominante de 72% (8/11) e 100% (11/11) e taxa de
ovulagéo de 87,5% (7/8) e 91% (10/11), respectivamente. Para ambos os experimento néo
ocorreu diferenca no volume luteal (P>0,05). Ja para o experimento 3, onde os animais foram
submetidos a IATF, contatou-se para o grupo tratamento 8D e grupo tratamento P4D9 taxas
de gestacdo de 23% (10/43) e 20% (9/45) respectivamente (P>0,05), concluindo que, ainda ha
necessidade de mais estudos em relacdo a fisiologia reprodutiva das fémeas Curraleiro Pé-
Duro, seja pelo controle hormonal e ultrassonografico do desenvolvimento folicular, ou pelo
desenvolvimento de novas metodologias em protocolos especificos de IATF para animais

desta raca.

Palavras chave: Curraleiro Pé-Duro, dindmica folicular, inseminagdo artificial em tempo

fixo, sincronizacdo, ultrassonografia.
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ABSTRACT

INSEMINATION PROTOCOLS OF ARTIFICIAL EVALUATION IN FIXED TIME
FOR CATTLE CURRALEIRO PE-DURO

Renato dos Santos', Alexandre Floriani Ramos'*

!School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2Embrapa Genetic

Resources and Biotechnology, Brasilia-DF

This study aimed to determine the physiological response of locally adapted females of
Curraleiro Pé-Duro breed under different synchronization protocols and ovulation induction,
evaluating the efficiency of these, as well as the determination of ovulation time, ovulatory
follicle size, emergency wave and finally the pregnancy rate of females submitted to TAI
programs. In experiment 1, all females (n=12) on day zero (DO) received an intravaginal
device containing 1g of progesterone (P4) which remained for eight days and 2 mg of estradiol
benzoate (EB) intramuscular (IM). After that the animals were randomly divided into two
groups; 8D treatment (n=6) and 9D treatment (n=6). On removal of the implant P, (D8) cows
in the 8D group received IM 150 pg of Sodium D-cloprostenol, 300 1U eCG and 1 mg of EB.
In the 9D treatment group the cows had the implant removed in D8 and received IM 150 pg
of D-cloprostenol Sodic and 300 1U eCG, and in contrast to the control group, the animals
received IM in D9 1mg EB. The treatments differed among themselves as to the BE
application day. For the experiment 2, all animals (n=11) in DO received the same
pharmacological treatment of the previous experiment and were randomly divided into two
groups; 9D treatment (n=5) and P4D9 treatment (n=6). The animals 9D treatment group had
P, implant removed in D8 and received IM 150 pg of D-cloprostenol Sodic and 300 1U eCG,
and in D9 received IM, 1mg EB. In contrast the P4D9 treatment group the females in D8
received IM 150 pg of D-cloprostenol Sodium and 300 IU eCG and in D9 were removed P4
implant followed by IM administration of 1mg of EB. The treatments differed on the
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withdrawal time of P, implants. In both experiments, on the P, implant removal day was also
initiated ovarian ultrasound assessment every 24 h up to 24 h after removal of the P, implant.
After this period, the evaluations were performed every 8 hours for up to 96 hours, in the
attempt to monitor from FD to ovulation. Experiments 1 and 2 occurred in crossover format.
For the third experiment we used the protocols for the treatment 8D and P4D9 to TAI. Where,
for the 8D treatment group (n=43) inseminations occurred in the period of 40/42 hours and
PAD9 for the treatment group (n=45) 24/26 hours after removing the implant P,. For the
experiment 1, the 8D and 9D treatments led to a sync rate of the dominant follicle of 92%
(11/12) and 83% (10/12) and ovulation rate of 73% (8/11) and 100% (10/10), respectively.
There was no effect of treatments on group and interaction day VS group (P>0.05) in
follicular development, only daily growth (P<0.05). The time of ovulation wasn’t early in the
8D treatment. In the experiment 2, the treatments 9D and P4D9 led to a synchronization rate
of the dominant follicle of 72% (8/11) and 100% (11/11) and ovulation rate of 87,5% (7/8)
and 91% (10/11), respectively. For both experiment was no difference in the luteal volume
(P>0,05). For the experiment 3, where animals were submitted to TAI, it is found to 8D
treatment group and P4D9 treatment group pregnancy rates of 23% (10/43) and 20% (9/45)
respectively (P>0,05), concluding that there is still need for more studies on the reproductive
physiology of females Curraleiro Pé-Duro, is the hormonal and ultrasonographic control of
follicular development, or the development of new methodologies in TAI specific protocols
for animals of this breed.

Keywords: Curraleiro Pé-Duro, follicular dynamics, artificial insemination in fixed time,
synchronization, ultrasonography.
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3 INTRODUCAO

A raca Curraleiro Pé-Duro, considerada uma reserva genética, vem de uma
selecdo natural de cinco séculos, evoluindo e trazendo consigo caracteristicas proprias de
adaptacdo e resisténcia as condicdes brasileiras, apresentando aptiddo para ocupar diversas
areas até entdo desfavoraveis a outras racas (Mariante & Egito, 2002). Porém, a perda de
espaco na cadeia de producdo da pecuaria nacional pelo advento das racas comerciais
melhoradas estd minimizando cada vez mais a ascensdo do mesmo no cendrio atual de
producdo pecuéria (Teixeira, 2009).

Apesar das inimeras biotecnologias relacionadas a reproducdo animal para o
melhoramento estarem consolidadas, torna-se necessaria uma avaliacdo de técnicas
direcionadas e eficientes a raca Curraleiro Pé-Duro a fim de frear o problema da extincéo, e
permitindo a viabilizagdo da sua multiplicacdo (Salamanca, 2012), uma vez que, ainda pouco
se conhece sobre o potencial reprodutivo da raca.

A grande variabilidade, com tratamentos hormonais até entdo utilizados em
protocolos de sincronizacdo do estro e ovulacdo na espécie bovina, resulta em diferentes taxas
de fertilidade nos programas de IATF e desta forma, desenvolver protocolos de sincronizagdo
ideias, concerne 0 advento da raca e a consequente multiplicacdo da mesma no ambito

nacional de criacéo.
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Apesar das inumeras vantagens relacionadas a criacao das ragas “locais”, ainda
sdo poucos os estudos a cerca das caracteristicas reprodutivas e produtivas destes animais 0
que se torna fundamental para a inser¢do destes animais na pecuaria comercial brasileira,
sendo, o desenvolvimento de biotecnologias voltadas a reproducdo destes, um ponto chave
para torna-los meio de lucratividade para o produtor. Contudo, estudos sobre a avaliacao e
padronizacdo de protocolos de IATF especificos para bovinos Curraleiros Pé-Duro ainda séo
necessarios, levando-se em consideracdo os dados até hoje levantados em relagdo a fisiologia

reprodutiva destes animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica e Bem Estar Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, protocolo CEUA
02/2013.

4.1 Experimento 1

O Experimento 1 foi realizado no Setor de Campo Experimental Fazenda
Sucupira, Riacho Fundo I, DF, Brasil (15°52°-15°56°S 48°00°-48°02°0). A altitude no local
varia de 1050 a 1250 metros, sendo o clima predominante o Koppenaw, indicando inverno
seco (umidade relativa pode chegar a 10%) e verao chuvoso.

Foram utilizadas 12 fémeas néo lactantes, entre dois e seis anos, com condigéo
corporal média 3, sendo 1 para muito magra e 5 para muito gorda (Wildman et al., 1982). Os
animais foram mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens, com suplementacdo mineral
e acesso a agua a vontade desde o inicio até o término do experimento. O delineamento
experimental utilizado foi o crossover, onde todos os animais participaram de todos o0s
tratamentos.

Previamente ao Experimento, todos os animais foram submetidos a exame
ginecoldgico com palpagdo retal, avaliagdo ultrassonografica (Mindray 2200 Vet, Shenzhen,
China; equipado com probe transretal de 7,5 MHz) e vaginoscopia, minimizando assim a
possibilidade de doencas ou anormalidades do aparelho reprodutivo.

No dia zero (D0) todas fémeas receberam um dispositivo intravaginal contendo
1g de progesterona (P4) € 2 mg de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (IM), sendo que o
implante permaneceu por oito dias. No Dia 8 as vacas receberam via IM 150 pg de D-
cloprostenol Sédico e 300 Ul de eCG quando foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
Grupo 8D (n=6) recebendo 1 mg de BE no Dia 8 e Grupo 9D (n=6) recebendo 1 mg de BE no
Dia 9 (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Tratamentos experimentais. Dia 0 (DO): administracdo de 2 mg IM de BE e insercdo de dispositivo
vaginal com 1 g de P,. Dia 8 (D8): retirada da P, e aplicacdo do D-Cloprostenol Sédico (150 mg, IM), e 300 Ul
de Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG). Grupo 8D aplicagdo IM de 1 mg de BE no Dia 8 (D8). Grupo 9D
aplicacdo IM de 1 mg de BE no Dia 9 (D9).

No dia da remocéo do implante de P, (D8) foi iniciada a avaliacdo ovariana
ultrassonografica (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China; equipado com probe transretal de 7,5
MHZz), num intervalo de 24 horas no primeiro dia. Apds o D9 as avaliacdes ultrassonogréaficas
ocorreram a cada 8 h (7:00, 15:00 e 23:00 h) até 96 horas (D11) apoés a retirada do implante.
Dez dias ap6s a ovulacdo as vacas passaram por nova avaliacdo ultrassonografica para
mensuracdo do corpo luteo (CL). Tanto os foliculos e o CL foram desenhados em uma ficha
de dinamica folicular, caracterizando o tamanho e localizagdo dos mesmos no respectivo
ovario. O diametro folicular foi mensurado pela média de dois diametros perpendiculares
entre eles. O dia da ovulacdo (Dia 0) foi determinado ap6s o desaparecimento abrupto do FD
(>9,5mm) entre dois exames consecutivos com formacgdo de um CL visualizado no D10. A
mensuracdo do volume (V) do CL foi feita ap6s identificacdo dos didmetros perpendiculares
(Da e Db) do mesmo. O volume foi calculado pela formula V=4/3 x 7 x R®, onde R= (Da/2 +
Db/2)/2.
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A emergéncia da onda folicular foi caracterizada pelo crescimento inicial de
um grupo de foliculos, em torno de 3,5 mm, sendo que, apos alguns dias, um obteve maior
dimensdo (FD) e os outros comecaram a regredir. O dia da divergéncia folicular foi
determinado pela anélise retrospectiva do foliculo ovulatério. Foi considerado foliculo
ovulatorio (FO) o ultimo foliculo dominante que veio a ovular. A fase de dominéancia (dias)
do FD foi caracterizada pelo periodo de crescimento e manutencdo do diametro. A taxa de
crescimento folicular (mm/d) do FD foi calculada pela razéo entre a variacdo observada no

didmetro folicular e 0 nimero de dias de observacéo.

4.2 Experimento 2

O Experimento 2 foi realizado na Fazenda Coqueiro, localizada no Municipio
de Pirenopolis, GO, Brasil (15°51' 09" S 48° 57' 33" W). A altitude do local é de 770 metros,
sendo o clima predominante o Koppenaw, indicando inverno seco (umidade relativa pode
chegar a 10%) e verdo chuvoso.

Ao todo foram utilizadas 11 fémeas, com caracteristicas de condigdo corporal,
alimentacéo e avaliacdo ginecoldgica, similares as dos animais submetidos ao Experimento 1.
O delineamento experimental utilizado foi o crossover, onde todos 0s animais participaram de
todos os tratamentos.

No dia zero (DO0) todas fémeas receberam um dispositivo intravaginal contendo
1g de P4 e 2 mg de BE IM. Apos, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos;
grupo tratamento 9D (n=5) e grupo tratamento P4D9 (n=6). Os animais do grupo tratamento
9D, tiveram o implante de P, removido no D8 e receberam via IM 150 pg de D-cloprostenol
Saédico e 300 Ul de eCG, e no D9 receberam 1 mg de BE IM. Em contrapartida as fémeas do
grupo tratamento P4D9 receberam no D8 por via IM 150 pg de D-cloprostenol Sédico e 300
Ul de eCG e no D9 tiveram o implante de P4, removido mediante aplicacdo de 1 mg de BE

IM. Os tratamentos diferiram quanto ao dia da retirada dos implantes de P4 (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Tratamentos experimentais. Dia 0 (D0): administracéo de 2 mg IM de BE e insercdo de dispositivo
vaginal com 1 g de P, Dia 8 (D8): Aplicacdo do D-Cloprostenol Sédico (150 mg, IM), e 300 Ul de
Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG). Dia 9 aplica¢do de 1 mg IM de BE. Grupo 9D retirada do implante no
de P, dia 8 (D8). Grupo P4D9 retirada do implante de P, no Dia 9 (D9).

A metodologia de avaliacdo seguiu 0 mesmo padrdo do experimento um para

todos os parametros avaliados.

4.3 Experimento 3

O experimento 3 foi realizado no mesmo local compreendido para o
experimento dois e para tal, utilizou-se 88 fémeas (Figura 1.4) compreendidas em primiparas,
pluriparas e nuliparas, lactantes e ndo lactantes, entre dois e seis anos, com condigdo corporal,

manejo alimentar e avaliacdo ginecoldgica, também semelhante ao experimento 2.



Figura 1.4. Fémeas da Raca Curraleiro Pé-Duro que passaram pelo programa de IATF.

No grupo 8D (n=43),as fémeas receberam um dispositivo intravaginal
contendo 1g de P, que permaneceu durante oito dias e 2 mg de BE IM no momento da
insercdo do dispositivo (Dia 0). Na retirada do dispositivo de P4 (D8) as fémeas receberam 1
mg de BE, 150 pg de D-cloprostenol Sodico e 300 Ul de eCG 1M, e foram inseminadas em
tempo fixo num intervalo de 40/42 horas apds a retirada do implante de Py,

Para o grupo P4D9, as fémeas (n=45), receberam um dispositivo intravaginal
contendo 1g de P4 que permaneceu por nove dias e 2 mg IM de BE no momento da insercédo
do dispositivo (Dia 0). No D8 as vacas receberam por via IM, 150 pug de D-cloprostenol
Saédico e 300 Ul de eCG. No D9, as vacas tiveram o implante de P, removido e receberam IM
1mg de BE. As inseminacfes em tempo fixo ocorreram no periodo de 24/26 horas apds a
retirada do implante de P4. Os tratamentos diferiram quanto ao periodo a que esses animais
ficaram expostos a P, e ao dia de aplicacdo do BE (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Delineamento experimental. Dia 0 (D0): administracdo de 2 mg IM de BE e inser¢éo de dispositivo
vaginal com 1 g de P,. Dia 8 (D8): aplicacdo do D-Cloprostenol Sédico (150 mg, IM), 1mg de Benzoato de
Estradiol (BE) e 300 Ul de Gonadotrofina Coribnica Equina (eCG) Grupo 8D: retirada do implante de P, no dia
8 (D8) e inseminadas em tempo fixo em 40/42h ap6s a retirada do implante de P,. Grupo P4D9 retirado do
implante de P, e aplicacdo IM de 1mg de Benzoato de Estradiol (BE) no dia 9 (D9) e inseminadas em tempo fixo
apos 24/26h apds a retirada do implante de P,.
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5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do software estatistico
gratuito R Core Team 2013 (R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) adotando-se como nivel de
significancia P < 0,05. Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk e ndo houve necessidade de transformacéo. O tamanho folicular foi analisado através do
modelo linear generalizado (GLM) utilizando uma ANOVA e contraste para comparacao
entre 0s grupos. O tempo entre a retirada da P4 e ovulacdo e o volume do CL foram
analisados também através da ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Dados
demonstrados em porcentagem foram submetidos ao teste do chi-quadrado (x?) com correcéo
de Yates. Os resultados estdo apresentados em média * desvio padrdo e % (ovulacdes e taxa
de gestacdo). O ajuste das curvas de desenvolvimento folicular foi realizado através do
modelo de regressdo linear, sendo a variavel resposta o tamanho do foliculo dominante, e a
covariavel os dias de avaliagdo e para avaliar a qualidade do ajuste da curva, utilizou-se como

critério o coeficiente de determinagéo (R?).
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N&o houve efeito dos tratamentos sobre o grupo e interacdo dia VS grupo

(P>0,05) no desenvolvimento folicular ap6s a colocacdo do implante de P4 e administracdo de

BE, apenas crescimento diario (P<0,05).

Na avaliacdo de dindmica folicular, ndo houve diferenca entre as curvas de

crescimento folicular até porque o tratamento no DO nao diferiu e os grupos foram unidos em

desenho unico de curva de padrdo de comportamento do FD ap0s a colocacdo da P4 exdgena e

aplicacdo do BE (Figura 1.6), que, quando colocado na férmula, a emergéncia comegando

com 4 mm, percebeu-se que o reinicio da onda folicular durante o tratamento se deu no dia

3,5.
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Figura 1.6. Padrao de comportamento do FD apo6s a colocagdo da P,.

FD — Foliculo dominante.



37

Das 12 fémeas avaliadas para o tratamento 8D e 9D, uma e duas,
respectivamente, ndo responderam aos protocolos de sincronizacdo por apresentarem CL
muito menor (em torno de 1.000 mm®) do que é considerado fisiolégico para o dia 10 (4.000 a
5.000 mm®) pés ovulacdo, ou por terem foliculo dominante menor que 7 mm no Dia 8 do
tratamento. Os Grupos 8D e 9D levaram a uma taxa de sincronizacdo do foliculo dominante
de 92% (11/12) e 83% (10/12) respectivamente (P>0,05) (Figura 1.7).
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Tratamentos

Figura 1.7. Taxa de sincronizacéo do FD para os tratamentos 8D (n=12) e 9D (n=12) (P>0,05).
FD — Foliculo Dominante.

% - Valores apresentados em porcentagem para ambos 0s tratamentos.

n — NUmero de animais submetidos a cada tratamento.

A taxa de ovulagédo (TOV) foi de 73% (8/11) e 100% (10/10) para os Grupos
8D e 9D respectivamente (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Taxa de ovulacdo das fémeas submetidas aos grupos 8D (n=11) e 9D (n=10).
% - Valores apresentados em porcentagem para ambos os tratamentos.
n — Numero de animais submetidos a cada tratamento.

O tamanho do FD no D8 e no D9, o tamanho do FO e o volume do CL foram
semelhantes entre os grupos (P>0,05). Os animais submetidos ao tratamento 8D apresentaram
um periodo para ovulagcdo mais precoce (58+2h vs 73,3+3h) do que os animais submetidos ao
tratamento 9D (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas foliculares e luteais (média £ DP) observadas em fémeas Curraleiras Pé-Duro.

Grupos
Parametros Grupo 8D (n=11) Grupo 9D (n=10)
Tamanho Foliculo D8 (mm) 8,4+04 8,6+0,4
Tamanho Foliculo D9 (mm) 10+0,5 10,6 £ 0,5
Tamanho FO (mm) 115+£0,5 12,2+£0,5
Tempo para Ovulagéo apos a 58 + 22 73+ 3°
Retirada da P, (h)
Volume CL (mm?) 4.239 £ 521 3.505 + 487

2P Meédias com letras diferentes na mesma linha diferem a um nivel de significancia de P<0,05.
FD - Foliculo dominante.

FO - Foliculo Ovulatério.

P4 — Progesterona.

CL — Corpo luteo.
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6.2 Experimento 2

Das 11 fémeas avaliadas para o grupo P4D8, trés foram excluidas da anélise
dos dados referentes ao experimento por apresentarem CL muito menor (em torno de 1.000
mm?®) do que é considerado fisiolégico para o dia 10 (4.000 a 5.000 mm®) pés ovulacdo, ou
por terem foliculo dominante menor que 7 mm no dia 8 do tratamento, o que torna relevante o
fato de que ndo houve eficacia na sincronizacdo da nova onda folicular, para evitar que o
resultado fosse mascarado

Os tratamentos 9D e P4D9 levaram a uma taxa de sincronizacdo do foliculo
dominante de 72% (8/11) e 100% (11/11), respectivamente (figura 1.9).
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Tratamentos

Figura 1.9. Taxa de sincronizacdo do FD para os tratamentos 9D (h=11) e P4D9 (n=11).
FD — Foliculo Dominante.

% - Valores apresentados em porcentagem para ambos os tratamentos.

n — NUmero de animais submetidos a cada tratamento.

A taxa de ovulagdo nos tratamentos P4D8 e P4D9 foi 87,5% (7/8) e 91%
(10/11), respectivamente (figura 2). A estatistica em cima destes dados néo foi feita devido ao
pequeno numero de animais para este tipo de varidvel, o que levaria a um resultado de
igualdade (P > 0,05).



40

10

91%
87,5%

[l ovulagées

Animais

9D (n=9) PADIY (n=11)
Tratamentos

Figura 2. Taxa de ovulagdo das fémeas submetidas aos tratamentos 9D (n=8) e P4D9 (n=11).
% - Valores apresentados em porcentagem para ambos 0s tratamentos.
n — NUmero de animais submetidos a cada tratamento.

A tabela 2 apresenta todos os dados referentes as caracteristicas (média + DP)

foliculares avaliadas mediante exames ultrassonograficos e analises estatisticas.

Tabela 2 — Caracteristicas foliculares e luteais (média + DP) observadas em fémeas Curraleiras Pé-Duro.

Grupos

Parametros Grupo Grupo

9D (n=8) P4D9 (n=11)
Tamanho Foliculo D9 (mm) 8,6+04 8,6+0,4
Tamanho Foliculo D10 (mm) 10+0,4 99+0,3
Tamanho FO (mm) 11,7+£04 11,3+£0,3
Tempo para Ovulagéo apds a 60+ 4 70+ 4
Retirada da P4 (h)
Volume CL (mm?) 3.560 + 566 4.803 + 524

Os dados estdo apresentados como média + (DP).
FD - Foliculo dominante.

FO - Foliculo Ovulatério.

P4 — Progesterona.

CL — Corpo llteo.

Né&o houve diferenga no tamanho do FD no D8 ou D9 assim como no tamanho

do FO, também, ndo houve efeito de grupo e interacdo grupo por dia (P>0,05) no
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desenvolvimento folicular, porém crescimento didrio (P<0,001). Ndo houve diferenca no
tempo para ovulacdo, variacdo desta ao longo do tempo e volume luteal entre os grupos
(P>0,05).

6.3 Experimento 3

A taxa de prenhes foi semelhante (P>0,05) entre os grupos 8D (n=43) e P4D9
(n=45) (Figura 2.1).

40%
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23%
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Figura 2.1. Taxa de gestacdo das fémeas submetidas aos protocolos de inseminacgéo artificial em tempo fixo
para os grupos tratamentos 8D (n=43) e P4D9 (n=45).

% - Valores apresentados em porcentagem para ambos os tratamentos.

n — NUmero de animais submetidos a cada tratamento.
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7 DISCUSSAO

Foi demonstrado por B6 et al (1993) que o tratamento com E, no inicio dos
protocolos de sincronizacédo, € responsavel pela supressdo do crescimento folicular antral, e
tal supressdo se profunda ainda mais quando este é associado a um dispositivo liberador de Py,
mediante a supressdo de FSH via feedback negativo. Ainda, quando associado o0 E; com a Py
no tratamento hormonal para sincronizacdo nota-se a atresia do foliculo dominante e em
contrapartida a esse feito emerge uma nova onda de crescimento folicular, aproximadamente
3,5 a 4 dias apds sua aplicacdo (BO et al., 1995; Mapletoft, 2009).

O implante intravaginal de P, mantém as concentragBes plasmaticas de
progesterona por determinado periodo de tempo, sendo que, sua retirada faz com que a Py
atinja niveis subluteais durante o final do tratamento, permitindo o aumento da frequéncia dos
pulsos de LH, necessarios ao crescimento folicular além de prevenir a atresia do FD (Fortune,
1993). O diametro do FD no dia da retirada do implante de P4 (D8) mostraram um resultado
satisfatorio na taxa de sincronizacdo folicular uma vez que apresentaram tamanho superior a
8,0 mm (divergéncia folicular, Ginther et al., 1996), para ambos 0s grupos.

Os dados corroboraram com o encontrado por Tortorella et al, (2014), para
fémeas Curraleiras Pé-Duro (8,1 £ 1mm) para 0 FD no momento da divergéncia folicular. Tal
feito anula a hip6tese de que o implante de P, por nove dias levaria a um crescimento do FD
maior ao do grupo de animais expostos a P4 por oito dias, uma vez que, é sabido que bovinos
Bos taurus, possuem FD maior que os animais Bos indicus no momento da divergéncia
folicular, explicada em parte pelas concentracbes de FSH e do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) nos diferentes grupos genéticos (Alvarez et al., 2000).

Na taxa de sincronizacdo para o Experimento 1, observou-se uma maior
sincronia para o grupo tratamento 8D (92% VS 83%), porém, quando avaliou-se o dados
referentes a taxa de ovulacdo houve uma contrariedade entre os tratamentos, prevalecendo a
ampla ovulacdo das fémeas submetidas ao tratamento 9D (100% V'S 73%), sugere-se o fato de
as concentragdes de P, estarem ainda elevados quando o BE foi aplicado no mesmo dia da
retirada do implante de P4, impedindo em partes a amplitude maxima dos pulsos de LH

mediante feedback positivo ao GnRH na ovulagdo desse animais, uma vez que, a frequéncia
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de pulsos de GnRH e, consequentemente de LH é inversamente proporcional as concentracdes
de P, circulante (Adams et al., 1992; Binelli et al. 2006), o que hipoteticamente ndo ocorreria
com o CE, uma vez que, apresenta meia vida mais longa quando comparado ao BE.

Por outro lado, os tratamentos 9D e P4D9 do Experimento 2, levaram a uma
taxa de sincronizacdo do FD de 72% e 100% respectivamente, com um sincronismo maior
para as fémeas expostas por 9 dias ao tratamento com P, exdgena na tentativa de avaliar a
eficcia do tratamento com maior tempo de exposicéo a P, que a principio mediante aplicagcdo
de eCG permitiria a formagdo de um foliculo maior, com alta viabilidade fecundante e
formacgédo de um CL com producdo de P, aumentada, viabilizando assim, a manutencdo de
uma gestacao (Baruselli et al., 2004). Foi perceptivel que mesmo mediante aplicacdo do eCG,
e expostas por mais 24 horas a P4, as fémeas ndo apresentaram um crescimento diferenciado
do FD. E sabido, que condicéo corporal afeta diretamente na resposta fisiol6gica positiva em
programas de IATF, sendo que, as fémeas Curraleiras Pé-Duro vém de uma adaptacédo
genética de décadas e, mesmo sofrendo restricao alimentar por determinado periodo, mantém
seu ECC positivo (Bianchini et al. 2006).

Martinez et al., (2005) expdem que a determinacdo do tempo para ovulagéo
apos a retirada do implante de P, estd diretamente relacionada ao tipo, dose e horario da
aplicacdo do estrogeno, uma vez que, tais aplicacdes no inicio e final do protocolo visa Unica
e exclusivamente o sincronismo da ovulacdo. Para tamanho do FO ndo se constatou uma
diferenga estatistica, contudo, o tamanho satisfatério para a ovulacdo relativamente foi
alcancado para o Experimento 1 (Grupo 8D = 11,5+ 0,5e Grupo 9D =12,2+0,5) e para o
Experimento 2 (Grupo 9D = 11,7 + 0,4 e Grupo P4D9 = 11,3 + 0,3 ). Segundo Gimenes et al.,
(2008), a capacidade ovulatéria é adquirida no momento em que o FD alcanca 12 mm para
fémeas Bos taurus e 10 mm para Bos indicus.

Tortorella et al., (2014) ao avaliar as caracteristicas foliculares de vacas
Curraleiras Pé-Duro, na tentativa de descrever a dindmica folicular ovariana durante o ciclo
estral, constatou que o didmetro do FO foi maior para as fémeas que apresentaram um padrao
de crescimento folicular de trés ondas quando comparadas aos de duas ondas (FO; 13,01 £ 0,3
mm VS 12,1+ 0,2 mm), com intervalo estro-ovulacdo de 24,8 a 26 horas, mesmo padréo

observado na literatura (Wolfenson et al., 2004), uma vez que, para bovinos, o horério
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estipulado para a inseminacéo artificial € 12 h ap6s a determinacéao do inicio do cio observado
(Dransfield et al., 1998).

Com a administracdo do E,, 24 horas apds a remocéo do implante de P4, induz-
se um pico pré-ovulatério de LH entre 16 e 18 horas, apés a aplicacdo, e tal feito culminara
com a ovulacdo do FD em 24 a 32 horas mais tarde (Mapletoftet al., 2003), o que foi de
acordo para o grupo tratamento 9D, contudo, para o grupo tratamento 8D o BE aplicado no
momento da retirada do implante de P, antecipou o tempo para ovulacdo do FD apesar de
apresentar um menor tamanho para o FO (P<0,05).

Ainda, o tempo para ovulacdo apds a retirada do implante de P, diferiu entre os
tratamento do Experimento 1 (P<0,05), apresentando precocidade para o grupo tratamento 8D
comparado com o grupo 9D (58 + 2 VS 73 £ 3 h) respectivamente. O resultado corrobora com
0 observado por Cutaia et al., (2003), que encontraram 68,2 horas, variando de 60-72 h, o
tempo para ovulacdo apos a retirada do implante de P, em vacas ciclicas. Em outro estudo,
com vacas Bos indidus x Bos taurus com cria ao pé, o tempo para ovulacdo apds a retirada do
implante com P4 ocorreu em 69,4 £ 2 h (Marques et al., 2003), 0 mesmo constatado para 0s
animais submetidos ao Experimento 2; (9D: 60 = 4 VS P4D9: 70 + 4 h) respectivamente.

Uma hipotese a ser levantada é quanto ao uso do CE no momento da retirada
do implante de P4, na tentativa de aperfeicoar e minimizar o nimero de manejos dessas
fémeas. Em protocolos convencionais o CE aplicado no momento da retirada do implante de
P4, apresenta taxas de prenhez similares ao uso do BE 24 horas ap6s a remocao do implante,
promovendo a ovulagdo sincronizada em média 70 h ap6s a remogdo da P4, com IATF num
intervalo de 48 a 58 horas ap6s a aplicacdo do CE ou retirada da fonte de P, (Martins et al.,
2005).

A antiga hipétese de que o prolongamento da permanéncia da P, que até entdo
era de oito dias, para nove dias, poderia aumentar o tamanho do FD e consequentemente, as
taxas de ovulacdo e prenhez em fémeas Curraleiras Pé-Duro, ndo corroborou com o
observado, uma vez que, as fémeas que foram submetidas ao protocolo de maior periodo de
exposicdo a P, ndo apresentaram taxas de gestacdo satisfatorias e nem com um nivel de
significancia maior aos animais do grupo controle (oito dias). Pereira et. al., (2014), avaliando
o0 tempo de exposi¢do a P, exdgena (8 VS 9 dias), em gado de leite, ndo obtiveram diferenca

nas taxas de gestagéo desses animais tanto aos 30 (8 dias = 45% e 9 dias = 42%) quanto aos
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60 dias pos 1A (8 dias = 38% e 9 dias = 40%), contudo, constataram que a perda embrionaria
apresentava menor ocorréncia nos animais expostos a P4 por nove dias (8 dias = 14,7% e 9
dias = 7,6%).

Quando comparados & média de 50%, encontrada em programas de IATF para
bovinos (Torres-Junior et al., 2014), os dados levantados para taxas de gestacdo das fémeas
Curraleiras Pé-Duro submetidas aos dois diferentes protocolos de IATF apresentaram
resultados baixos (23% e 20%). Tal feito sugere que, o entendimento mais minucioso do
complexo fisioldgico responsavel pelo dinamismo folicular das fémeas localmente adaptadas
da raca Curraleiro Pé-Duro deve amparar a elaboracdo e desenvolvimento de novos
tratamentos, na tentativa de maximizar a eficiéncia desta na cadeia produtiva.

A escassez de foragens disponiveis em determinada época do ano leva o0s
animais a um quadro de caréncia nutricional, fator que deve ser levado em consideracdo, uma
vez que, o baixo indice nutricional provoca um retardamento no sistema enddcrino e logo a
um atraso a primeira ovulacdo pods-parto (Perrey et al., 1991), afetando a liberacdo de
gonadotrofinas necessarias ao desenvolvimento folicular (Murphy et al., 1991). O resultado
positivo dos protocolos hormonais esta diretamente relacionado a condicdo sanitéria e
nutricional do rebanho (Sa Filho et al., 2013), sugerindo que, um levantamento individual de
propriedade e padronizacdo de rebanho seja feito na tentativa de validacdo de determinado
protocolo para fins de IATF como o intuito de melhorar as taxas de gestacdo das fémeas
Curraleiras Pé-Duro.

A preservacdo dos recursos genéticos animais e a conservacdo das ragas
bovinas localmente adaptadas para uso futuro é tarefa minuciosa e importantissima. As
caracteristicas de adaptacdo, resisténcia e rusticidade, tendem, num futuro bem préximo, a
serem incorporadas a bovinocultura nacional. A producdo do bovino Curraleiro Pé-Duro, no
presente cenario de producdo apresenta-se inviavel, porém, seu potencial de producdo para
regibes geograficamente desfavoraveis por condi¢bes adversas de clima e a utilizacdo da
IATF como ferramenta de multiplicacdo merece uma atencdo especial, na tentativa de
insercdo destes em nichos especificos de mercado ou até mesmo, futuramente, a pecuaria

comercial brasileira.
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8 CONCLUSAO

O benzoato de estradiol quando aplicado no D8 do tratamento, mostrou-se
bastante efetivo na sincronizacdo, apesar de a taxa de ovulagédo e o tempo para ovulacao terem
sido menores se comparado as fémeas que receberam o benzoato de estradiol no D9. O maior
tempo de exposicdo a progesterona ndo favoreceu um maior crescimento do foliculo
dominante mesmo sob aplicacdo da gonadotrofina coridnica equina 24 horas antes a sua
retirada, contudo apresentou excelentes taxas de sincronizacdo e ovulacdo dos animais

submetidos as avaliacdes.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados encontrados neste trabalho servirdo de base para o desenvolvimento
de novas avaliacbes para fins de inseminacdo artificial em tempo fixo para bovinos
Curraleiros Pé-Duro. Novas metodologias devem ser consideradas na validacdo dos
protocolos, principalmente na questdo de padronizacdo das fémeas que serdo submetidas aos
tratamentos finais de validacdo dos tratamentos.

O seguimento da pratica de inseminar 12 horas apds a detec¢do do estro para
fémeas bovinas deve amparar 0s novos estudos, uma vez que, dados referentes ao intervalo
estro-ovulacdo de fémeas Curraleiras Pé-Duro ja foi determinado e ndo diferiu do padréo
encontrado na literatura. Os tratamentos que apresentaram satisfatorias taxas de sincronizacao
e ovulacdo devem ser reestudados e uma alternativa seria a visualizacdo do estro e a partir
disso a determinacao do horario ideal para a IATF, sem risco de danos precoces ou tardios ao

processo de capacitacdo espermatica.



