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RESUMO

CARACTERIZACAO DA PERFUSAO SANGUINEA DO FOLICULO PRE-
OVULATORIO EM PROTOCOLOS DE IATF

Fernanda Beserra de Almeida!, Bianca Damiani Marques SilvaZ, Margot Alves Nunes Dode?
!Médica Veterinaria, Brasilia-DF, Brasil, 2Pesquisadora, Brasilia-DF, Brasil

O objetivo do primeiro trabalho foi avaliar o uso da PGF2a em protocolos de
IATF como indutor de ovulacdo, caracterizando a perfusdo sanguinea folicular. Vinte e duas
vacas zebuinas foram divididas aleatoriamente em 3 protocolos de sincronizacdo do estro,
num modelo crossover. O Grupo PGF2a-D7, teve o estro sincronizado recebendo no dia (D)
0 um dispositivo intravaginal contendo um 1g de P4 associado a 2,0 mg IM de BE., sendo
que a P4 permaneceu até D8, e em D7 e D8 os animais receberam 500ug IM de PGF2a.
Grupo PGF2a-D9: no DO os animais receberam um dispositivo intravaginal contendo um 1g
de P4 associado a 2,0 mg IM de BE. No D8 os implantes foram retirados e, no D8 e no D9 os
animais receberam 500ug IM de PGF2a. Grupo CONTROLE (CT): no DO os animais
receberam um dispositivo intravaginal contendo um 1g de P4 associado a 2,0 mg de BE IM
no D8 foram retirados os implantes e os animais receberam 500ug IM de PGF2a e, no D9 foi
aplicado 1mg de BE. Esses animais foram avaliados com ultrassom Doppler durante o
desenvolvimento folicular e na avaliacdo luteal. Para essa avaliagdo foi adotada uma
classificacdo subjetiva de Grau 1 a 5, que considerou a porcentagem de circulacdo na parede
da estrutura avaliada. O grupo CT (72,4+3,7h) ovulou antecipadamente (P<0,05) quando
comparado aos outros dois tratamentos (PGF2a-D7 96+£12,8 e PGF2a-D9 90£18,2h). O

tamanho do foliculo pré-ovulatério também diferiu nos protocolos sendo maior (P<0,05) no



Xi

grupo PGF2a-D7 (13,07+1,6) do que no grupo CT (11,96+1,5mm). Na avaliagdo da
concentragdo de LH o grupo CT teve diferenca no momento -36 horas, com aumento de sua
concentracdo no sangue em relacdo aos demais grupos. Estes resultados sugerem que a
PGF2a tem potencial como indutor de ovulacdo em protocolos de IATF, embora haja um
aumento no intervalo entre sua aplicacdo e a ovulacdo. O objetivo do segundo trabalho foi
avaliar a relacdo entre o grau de irrigacdo do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF e a
taxa de prenhez. Foram utilizadas 209 vacas nelores que no momento da inseminagdo foram
avaliadas quanto ao tamanho do foliculo e seu grau de irrigacdo. Os foliculos foram avaliados
por ultrassonografia transretal usando o ultrassom bidimensional com Doppler colorido. Para
a avaliacdo da A circulacao sanguinea foi utilizado o mesmo procedimento do experimento 1.
Trinta dias apds a inseminacdo artificial o diagndstico de gestacdo foi realizado. Quando a
taxa de prenhez foi avaliada considerando a irrigacao os animais que apresentaram grau 4 (60
a 80% de fluxo sanguineo na parede do foliculo) apresentaram maior taxa de gestacdo
(72,5%) do que os Grau 1, (43,9%); Grau 2, (38,9%) Grau 3 (57,7%) e Grau 5 (60%). A
taxa de prenhez total foi 54,6%, diferente (P<0,05) da taxa dos animais do grupo grau 4

(72,5%). Pode-se concluir que ha influéncia da irrigacdo na taxa de prenhez.

Palavras chave: Ultrassonografia Doppler, protocolos hormonais, Prenhez, bovino.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BLOOD PERFUSION OF PRE-OVULATING FOLICLE
IN FTAI PROTOCOLS

Fernanda Beserra de Almeida!, Bianca Damiani Marques Silva?, Margot Alves Nunes Dode?
Yveterinary, Brasilia-DF, Brazil, 2Reseacher, Brasilia-DF, Brazil,

The objective of the first study was to evaluate the use of PGF2a in IATF
protocols as an inducer of ovulation, characterizing follicular blood perfusion. Twenty-two
zebu cows were randomly divided into three estrus synchronization protocols in a crossover
model. The PGF2a-D7 group had the estrus synchronized receiving on day (D0) an
intravaginal device containing 1g of P4 associated with 2.0 mg of BE. P4 remained until D8,
and in D7 and DS the animals received 500pg IM of PGF2a. PGF2a-D9 group: in the DO
animals received an intravaginal device containing 1g of P4 associated with 2.0 mg IM of BE.
In D8 implants were removed and in D8 and D9 the animals received 500pg IM of PGF2a.
Control group (CT): in the DO the animals received an intravaginal device containing a 1g of
P4 associated to 2.0 mg of 1M, in the D8 the implants were removed and the animals received
500ug IM of PGF2a and in D9 1mg was applied of BE. These animals were evaluated with
Doppler ultrasound during follicular development and at the luteal evaluation. For this
evaluation a subjective classification of Grade 1 to 5 was adopted, which considered the
percentage of circulation in the wall of the evaluated structure. The CT group (72.4 £ 3.7 h)
ovulated in advance (P <0.05) when compared to the other two treatments (PGF2a-D7 96 +
12.8 and PGF2a-D9 90 * 18.2h). The preovulatory follicle size also differed in the protocols
being greater (P <0.05) in the PGF2a-D7 group (13.07 £ 1.6) than in the CT group (11.96 +
1.5mm). In the evaluation of the LH concentration, the CT group had a difference at the

moment -36 hours, with an increase in their blood concentration in relation to the other
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groups. These results suggest that PGF2a has potential as an ovulation inducer in IATF,
although there is an increase in the interval between its application and ovulation. The
objective of the second study was to evaluate the relationship between the degree of irrigation
of the preovulatory follicle at the time of TAI and the pregnancy rate. A total of 209 nellor
cows were used at the time of insemination and were evaluated for the size of the follicle and
its degree of irrigation. The follicles were evaluated by transrectal ultrasonography using two-
dimensional color Doppler ultrasound. For the evaluation of blood circulation the same
procedure was used as in experiment 1. Thirty days after artificial insemination the diagnosis
of gestation was performed. When the pregnancy rate was evaluated considering the irrigation
the animals that presented grade 4 (60 to 80% of blood flow in the wall of the follicle) had a
higher gestation rate (72.5%) than the Grade 1, (43.9 %); Grade 2, (38.9%) Grade 3 (57.7%)
and Grade 5 (60%). The total pregnancy rate was 54.6%, different (P <0.05) from the animals
in the grade 4 group (72.5%). It can be concluded that there is influence of irrigation on the

pregnancy rate.

Keywords: Doppler ultrasound, hormonal protocols, pregnancy, bovine.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016) com
aproximadamente 218 milhdes de cabecas, o Brasil tem o maior rebanho comercial do mundo.
As ragas zebuinas (Bos indicus) compde cerca de 80% do rebanho, na qual o Nelore se
destaca com 90% dessa parcela (ABIEC, 2016).

Na tentativa de melhorar a produtividade do rebanho nacional, indmeras
biotécnicas reprodutivas estdo se destacando, dentre elas a inseminacédo artificial em tempo
fixo (IATF) a qual visa inseminar os animais em um tempo predeterminado, de modo a
facilitar o manejo, diminuir mao de obra e concentrar as atividades, principalmente no que diz
respeito a gado de corte em que a estacdo de monta (EM) € utilizada como o principal método
de manejo (Cunha et al., 2013). Por esses motivos, a IATF cresceu significativamente no
Brasil nos dltimos anos.

Para realizar IATF é necessario ter gastos com horménios, sémen de qualidade,
adocdo de instrumentos (bainhas de inseminacdo, botijao de nitrogénio, aplicador de sémen e
descongelador de sémen) e mdo de obra qualificada para que esses animais sejam
inseminados em um curto espaco de tempo. Entretanto, nem sempre os resultados séo
imediatos e satisfatorios, principalmente quando comparados a monta natural (prenhes/
inseminacao artificial variam de 40 a 60%) (Pfeifer et al., 2014), o que limita a implantacdo
dessa biotecnologia pelo produtor. Um estudo realizado por Silva et al. (2007), demonstrou
que para a IATF e a inseminacdo artificial (IA), houve um custo total de US$1.310,31 e
US$952,91, respectivamente, uma diferenca de 37,42% (US$357,40). O item de maior

contribuicdo para essa diferenca foi material de consumo, 142,21% mais caro na



IATF, devido ao custo dos farmacos utilizados, fato este também observado por Amaral et al.
(2003).

Apenas 12% das matrizes em idade reprodutiva sdo de fato inseminadas no
Brasil. Diante dessa situacdo, novas estratégias para aumentar o uso da IATF, diminuindo seu
impacto econdmico, as dificuldades operacionais para sua execucdo e que tenha uma elevada
eficiéncia reprodutiva, devem ser incorporados no sistema produtivo nacional (Baruselli,
2016).

Existe uma série de tratamentos hormonais que permitem a sincronizacdo do
estro e a inducdo da ovulagdo, eliminando a deteccdo de estro e determinando o horéario da
inseminagcdo artificial (Baruselli et al., 2002; B0 et al., 2003). Varios hormonios séo utilizados
para inducdo e sincronizacdo da ovulacdo, sendo que os mais utilizados sdo os ésteres de
estradiol devido ao seu menor custo e boa eficiéncia (Meneghetti et al., 2009). No entanto
desde 2008, o uso de estradiol - 17p foi extinto da comunidade europeia por ser considerado
um carcindgeno completo (Diretiva 2008/97/CE).

O sucesso da IATF depende da sincronizacdo da IA com o horario da ovulacao,
varios estudos tém sido realizados para determinar o melhor momento para inseminar e obter
melhores taxas de concepgdo. Uma forma de determinar o momento mais adequado para
inseminar é fazendo o acompanhamento da hemodinamica folicular utilizando a ferramenta
Doppler, pois sabe-se que ha maiores taxas de prenhes se a inseminacéo é realizada proxima a
ovulacdo e que o pico maximo de perfusdo do foliculo precede a ovulacdo (Meneghetti et al.,
2009).

Diante do que foi exposto a hipdtese desse estudo é que a circulacdo sanguinea

do foliculo pré-ovulatdrio influencia 0 momento da ovulagdo e a taxa de prenhez.



11 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas do foliculo pré-ovulatério em protocolos de IATF.

1.1.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar o didmetro folicular e o grau de perfusdo sanguinea do foliculo em
protocolos de IATF.

2) Avaliar a substituicdo do benzoato de estradiol pela PGF2a como indutor de
ovulagdo em protocolos de IATF.

3) Avaliar o grau de perfusdo sanguinea do foliculo pré-ovulatério no momento da
inseminacao artificial.

4) Avaliar se ha influéncia da irrigagcdo no foliculo pré-ovulatério, no momento da
IATF, na taxa de prenhez.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do ciclo estral

Vérios estudos vém sendo realizados na tentativa de aperfeicoar as
biotecnologias reprodutivas. No entanto para se alcancar resultados satisfatorios € necessario
ter um melhor conhecimento da fisiologia reprodutiva das fémeas bovinas (Santos et al.,
2012).

O ciclo estral em bovinos tem uma duracdo media de 21 dias sendo definido
como o intervalo transcorrido entre dois estros, no qual ocorre uma série de alteracGes
hormonais, morfol6gicas e comportamentais (Albuquerque et al., 2004; Jainudeen & Hafez,
2004). Compreende quatro fases: proestro e estro (fases foliculares) e metaestro e diestro
(fases luteas). O proestro é a fase onde ocorre o crescimento folicular. O estro ou cio é
caracterizado como dia zero do ciclo estral no qual a fémea apresenta sinais de receptividade
sexual com duracdo média de 12 a 18 horas. O metaestro é a fase onde ocorre a ovulagao e é
caracterizado pelo desenvolvimento do corpo lateo (CL) e o diestro ¢ a fase de plena atividade
do corpo lateo (Cunningham, 2008; Valle, 1991).

Fémeas Bos taurus indicus geralmente apresentam um estro de duracdo mais
curto (aproximadamente 10 horas) quando comparado a fémeas Bos taurus taurus
(aproximadamente 18 horas) (B0 et al., 2003), sendo que mais de 50% desses animais
iniciam a manifestacdo de estro no periodo noturno (entre 18:00 e 6:00), o que dificulta o
manejo na deteccdo do estro e a execucdo de algumas biotécnicas (Galina et al., 1996;
Pinheiro et al., 1998; Membrive, 2000).

A fisiologia reprodutiva desses animais € complexa e depende da perfeita

interacdo entre o sistema nervoso central, sistema enddcrino e 6rgéos reprodutivos.



O hipotadlamo possui nacleos responsaveis pela secrecdo de hormonios
reguladores de gonadotrofinas (GnRH) os quais séo liberados de forma pulsatil. Estes se
ligam aos receptores da hipofise induzindo a sintese e liberacdo dos hormdnios foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). (Moraes et al., 2002; Jainudeen & Hafez,
2004). A forma como sdo liberados esses dois hormonios € distinta. O LH é secretado de
forma pulsétil e o FSH é secretado de maneira constitutiva, ou seja, a maior parte do
horménio ¢ liberada na mesma velocidade em que é produzida (Moraes et al., 2002). O FSH
secretado pelo lobo anterior da hipdfise promove o crescimento folicular e contribui para a
formagdo de receptores de LH e FSH no foliculo, estando diretamente envolvido na fase de
recrutamento e inicio de uma onda de crescimento folicular. J4 0 LH induz a maturacdo e a
ovulacgdo dos foliculos, producdo de androgenos pela teca interna e luteinizacéo tanto da teca
interna quanto da granulosa e posterior desenvolvimento e manutencdo do corpo lateo
(Grunert & Gregory, 1989, Palhano,2008).

Durante o ciclo estral, o crescimento dos foliculos ovarianos, em bovinos,
ocorre em um padrdo denominado ondas de crescimento folicular. A dindmica folicular em
vacas e novilhas da raca Nelore foi caracterizada por duas ou trés ondas foliculares
(Figueiredo et al., 1997). Cada onda de crescimento folicular caracteriza-se por haver um
grupo de pequenos foliculos que sdo recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma fase de
crescimento comum por cerca de trés dias (Ginther et al., 2003). Essas ondas foliculares s&o
precedidas ou acompanhadas de um ligeiro aumento nas concentraces de FSH. Dos foliculos
recrutados apenas um continua o seu desenvolvimento (foliculo dominante) enquanto 0s
outros sofrem decréscimo de tamanho (foliculos subordinados) (Lucy et al., 1992). O foliculo
dominante de cada onda tem a capacidade de induzir a atresia dos demais foliculos em
desenvolvimento e, bloquear o surgimento de uma nova onda folicular devido a sua
capacidade de controlar a liberacdo de FSH através da secrecdo de inibina. O foliculo
dominante também adquire receptores de LH, que lhe permitem continuar a crescer em um
ambiente com baixos niveis de FSH e com niveis crescentes de LH (Pierson & Ginther, 1988;
Savio et al., 1988; Assey et al., 1994). O foliculo da fase de dominéncia s6 chegaré a ovulacéo
na segunda ou terceira onda de crescimento, devido a regressdo do corpo lateo e
consequentemente a diminui¢do do nivel plasmético de progesterona. E, com a producdo
continua de 17-p estradiol e inibina, ocorre o pico LH e a ovulacdo (Palhano, 2008). Relatos
do diametro médio de foliculos pré-ovulatérios em animais Bos taurus indicus foram de 11,3
a 12,1 mm (Figueiredo et al., 1997) e segundo Silveira et al. (2014) o didmetro médio de

foliculos pré-ovulatérios foi de 12,4 mm.



Na ovulagdo ha liberagdo do ovocito do foliculo dominante e o corpo ldteo se
forma a partir da parede do foliculo. Sua principal funcdo é a secre¢do de progesterona que
prepara o Utero para provavel inicio e manutencdo da gestacdo. Corpos luteos de zebuinos
variam de 17 a 21 mm de didmetro em seu tamanho maximo (Rhodes et al., 1995; Figueiredo
et al.,, 1997). Caso ndo haja fecundagdo e sinalizacdo embrionéria, cerca de 14 dias pos
ovulagéo ocorre a liberagao de prostaglandina (PGF2a) pelo utero que leva a regressao do
corpo lateo. Aos 21 dias quando inicia o proximo ciclo o corpo luteo ja estd afuncional e

continua regredindo até sua auséncia ou formacao cicatricial (Cunningham & Klein, 2008).

2.2 Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo (IATF)

A inseminacdo artificial (IA) foi a primeira biotecnologia reprodutiva
empregada no melhoramento genético animal no Brasil (Severo, 2015). A 1A possui diversas
vantagens como a padronizacao do rebanho, organizacédo do trabalho na fazenda, menor custo
com reposicdo de touros, entre outros. Todavia, sua principal vantagem esta diretamente
ligada ao processo de melhoramento genético e a obtencéo de animais com maior potencial de
producdo e reproducdo (Baruselli et al., 2004). Apesar dos avancos dos programas de IA, a
implantacdo desses programas é dificultada principalmente pelo anestro pds-parto e pelas
falhas na deteccdo de estro (BO et al., 2007). Quando se trata de racas zebuinas essas
dificuldades sdo agravadas, pois apresentam elevada incidéncia de estros noturnos e de curta
duracdo (BO et al., 2003).

Com a evolucdo e a demanda dessa técnica em grande escala, os problemas
como deteccdo de estro e principalmente a necessidade de mdo de obra em tempo integral
fizeram com que pesquisadores buscassem técnicas alternativas sem comprometer os indices
de reproducdo (Baruselli et al., 2004). Entdo surgiram as técnicas de inseminacdo sem a
necessidade de deteccdo de estro, a inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF), que por
meio da utilizacdo de hormonios controla o crescimento das ondas foliculares, regula a funcédo
lutea e momento da ovulacdo (Wiltbank et al., 1971; Martinez et al., 1998, Ribeiro et al.,
2009) levando a um aumento na eficiéncia reprodutiva, reducdo do intervalo entre partos e
concentracdo de bezerros em épocas do ano estratégicas (Maluf, 2002). O uso desta biotécnica
tem aumentado no Brasil em decorréncia das facilidades de sua realizacdo no campo e da

obtencéo de resultados cada vez mais compensadores (Araujo, 2009).



Grande parte dos protocolos de IATF consiste basicamente na introducdo de
um dispositivo intravaginal impregnado com progesterona e BE para induzir a emergéncia de
uma nova onda folicular, analogos de PGF2a para induzir luteélise e um indutor de ovulagéo
podendo ser um éster de estradiol (benzoato ou cipionato) ou um analogo de GnRH.

Anélogos de progesterona (P4) mimetizam a fase luteal do ciclo estral. Os
progestdgenos exogenos suprimem a liberacdo do LH enddgeno, inibindo dessa forma o
crescimento dos foliculos dependentes desse hormonio. Com a retirada do implante de
progesterona ocorre um padrdo secretorio de LH com alta frequéncia e baixa amplitude,
caracteristico da fase folicular. Desse modo é permitido que o foliculo cresga aumentando a
producdo de estradiol, podendo ocorrer o pico de LH e consequentemente ocorrer a ovulacéo
(Savio et al., 1993).

O estradiol e seus ésteres possuem a fungédo de inducdo de uma nova onda de
crescimento folicular e sincronizagdo da ovulagdo, visto que na auséncia de P4 a
administracdo de estrégeno pode provocar a liberagdo de GNRH/LH fazendo com que ocorra
a ovulacdo do foliculo dominante (Moenter et al., 1990). No inicio do protocolo a utilizagdo
de BE junto com o dispositivo de progesterona resultam em boas taxas de sincronizacdo da
ovulacdo e de gestacdo (B0 et al., 2003) devido a sincronizacdo de uma nova onda de
crescimento folicular (Martinez et al., 2000). A emergéncia dessa nova onda de crescimento
folicular se da provavelmente devido a supressao temporéaria do FSH e/ou do LH fazendo com
que o foliculo dominante (FD) que esteja presente entre em atresia, iniciando uma nova onda
folicular (Diskin et al., 2002). O estradiol é pouco utilizado em certos paises por ser
considerado um agente cancerigeno, porém é bastante utilizado em paises da América do Sul,
como o Brasil e a Argentina, devido ao seu menor custo quando comparado aos analogos de
GnRH. Barros et al. (2000), compararam o uso do GnRH e benzoato de estradiol apds a
retirada do dispositivo em vacas nelores em um estudo de sincronizacdo da ovulacdo e ndo
encontraram diferenca na eficiéncia da sincronizagéo.

A funcdo da PGF2a e seus analogos no momento da retirada do implante de
progesterona € baixar drasticamente o0s niveis séricos de P4 através da lutedlise. A
administracdo de PGF2a causa a regressdo do corpo luteo com 5 ou mais dias de existéncia
ocorrendo uma queda brusca nas concentracdes sericas de P4 a niveis basais, permitindo o
aumento na frequéncia de pulsos de LH, aumentando dessa forma a producdo de estradiol
pelo foliculo dominante levando o animal a entrar no cio e posteriormente ovular (Diskin et
al., 2002).



Este protocolo padrdo e suas modificacbes fornecem uma fertilidade
satisfatoria (£ 50%) nos rebanhos comerciais, independente da raca (Bos tauros, Bos indicus
ou cruzamento entre elas) (Baruselli et al., 2004; Colazo et al., 1999; Martinez et al., 2002;
Meneghetti et al., 2009; Pfeifer et al., 2009, 2014).

2.3 Indutores de ovulacdo

Os indutores de ovulacao utilizados no Brasil atualmente para sincronizagéo da
ovulacdo e IATF sdo os andlogos de GnRH, o estradiol 17p e os ésteres de estradiol
(Benzoato, Valerato e Cipionato de estradiol). Porém os mais utilizados sdo os ésteres de
estradiol devido ao seu menor custo e boa eficiéncia (Meneghetti et al., 2009; Moenter et al.,
1990).

Sabe-se que os ésteres de estradiol possuem farmacocinéticas diferentes,
possuem meia vida distintas tendo que levar em consideracdo o0 momento de sua aplicacdo
(Moenter et al., 1990). Quando o benzoato de estradiol é aplicado 24 a 30 horas ap6s a
remocdo do dispositivo de progesterona o pico de LH ocorre em média 21,5 horas ap6s sua
administragcdo (Lammoglia et al., 1998). No entanto quando se utiliza cipionato de estradiol
no momento da retirada do implante, o pico de LH ocorre aproximadamente 45 horas apds a
remocao (Sales et al., 2007). O CE possui baixa solubilidade em agua e como consequéncia
uma liberacdo mais lenta do local de administracdo prolongando sua atividade bioldgica em
comparacao com o benzoato de estradiol (Vinckier et al., 1990). Além da antecipac¢do do pico
de LH, devido as diferencas na farmacocinética dos ésteres de estradiol ha uma maior
liberacdo de LH e menor duragdo nos animais tratados com benzoato de estradiol (Sales et al.,
2012).

Sabendo-se disso alguns trabalhos na tentativa de reduzir o nimero de manejo
dos animais no curral sem prejudicar a fertilidade em programas de IATF compararam 0 uso
de CE no momento da retirada do implante e o uso de BE 24 horas ap0s a retirada do
implante. Meneghetti et al. (2009) ndo observaram diferenca na taxa de prenhez entre vacas
tratadas com BE (50,8%) 24 horas ap0s a remocdo do implante de progesterona ou CE
(51,9%) no momento da retirada do implante. Sales et al. (2012) utilizando vacas da raca
Nelore também ndo encontraram diferenca estatistica na taxa de ovulagdo no grupo BE
(77,8%) e no grupo CE (82,8%), assim como na taxa de prenhes BE (57,5%) e CE (61,8%),
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chegando a conclusdo de que reduzindo um manejo, aplicando CE no momento da retirada do
implante, ndo prejudica a fertilidade do rebanho sendo uma caracteristica desejavel para
aumentar a adoc¢ao e a disseminacdo dos programas de IATF.

Porém o comité cientifico “Veterinary Measures relating to Public Health”
(SCVPH) de 30 de abril de 1999, demonstrou que existe um e conjunto de provas que
consideram o 17 estradiol um cancerigeno total, que tem por efeito estimular o aparecimento
e 0 crescimento de tumores principalmente relacionados a cancer de mama em humanos,
demonstrando 0s riscos potenciais para a saide humana decorrentes dos residuos hormonais
presentes na carne e nos produtos a base de carne bovina. Devido as essas consequéncias
alguns paises decretaram a proibicao total da utilizacdo do estradiol 178 e seus ésteres nos
animais destinados a producéo de alimentos (Diretiva 2008/97/CE).

Nesse contexto € necessario que se busque alternativas cada vez mais
sustentaveis, de baixo custo e sem poder residual que possam ser utilizados como indutores de

ovulagdo em protocolos garantindo uma melhor seguranga dos alimentos e da satde humana.

2.4 Funcdes das prostaglandinas na ovulacéo

As prostaglandinas fazem parte de um grupo chamado ecosanoides, derivados
do metabolismo do &cido araquidénico. Estas tém sua sintese desencadeada por estimulos nas
membranas celulares apds estimulos fisiolégicos, farmacoldgicos ou patolégicos exercendo
acdo imediata de forma paracrina ou autocrina (Narumiya et al., 1999; Hata & Breyer, 2004;
Weems et al., 2006).

As prostaglandinas endogenas exercem diversas fungbes em varios tecidos e
células, sendo sua acdo mais tipica relacionada ao relaxamento e contracdo da musculatura
lisa em diversos 6rgédos (Fernandes & Figueiredo, 2007; Narumiya et al., 1999). Com relacédo
as funcOes reprodutivas as prostaglandinas estdo envolvidas na ovulagdo, fecundacéo,
implantacdo, maturagdo ovocitéria, desenvolvimento embrionario, contratilidade miometral,
parto, abortamento, modulacdo da defesa uterina, entre outros (Barreta et al., 2008; Duffy,
2015; Espey, 1994; Gurevich et al., 1993; Lewis, 2004; Liu & Sirois, 1998; Liu et al., 1997;
Murdoch et al., 1993). Porém a propriedade terapéutica mais utilizada € a capacidade de
algumas prostaglandinas da série F provocarem lutedlise (Tsai & Wiltbank, 1997) causando

regressdo morfologica e funcional do corpo Iuteo. Com essa descoberta foi possivel manipular
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o ciclo estral pela reducdo da fase luteal (Kotwica et al., 2002; Viana et al., 1999). O corpo
luteo é responsivo a agdo luteolitica da PGF2a e/ou seus analogos entre os dias 5 e 17 do ciclo
estral, sabendo-se dessa propriedade a PGF2a tem sido largamente utilizada na sincronizagéo
de estro em bovinos (Larson & Ball, 1992; Odde, 1990). Porém quando ndo associada aos
progestagenos o cio ndo se manifesta de forma sincronizada com manifestagdes de estro
podendo ocorrer em um periodo de até 5 dias. Assim a maioria dos protocolos utilizados para
sincronizagdo de cio e IATF associa andlogos de PGF2a a outros farmacos como a
progesterona exdgena, GnRH, eCG, LH e analogos de estradiol (Castro, 2015; Pfeifer et al.,
2009; Weems et al., 2006).

Tanto em bovinos quanto em outras espécies de mamiferos a prostaglandina
esta associada ao processo de ovulacdo (Algire et al., 1992; De Silva; Reeves, 1985; Killick &
Elstein, 1987; Leonardi et al., 2012; Mikuni et al., 1998; Murdoch et al., 1986; Pfeifer et al.,
2009, 2014; Priddy et al., 1990). As prostaglandinas E2 e F2o0 comegam a aumentar seus
niveis no inicio do processo de ovulacdo atingindo niveis maximos no momento da ovulacdo
(Duffy & Stouffer, 2001; Liu et al., 1997; Sirois et al., 1992), sendo mediadoras de varios
eventos periovulatérios (Murdoch & Hansen; Mcpherson, 1993). Além disso, elas parecem
desenvolver um papel crucial na ruptura folicular (Pfeifer et al., 2014). Pfeifer et al. (20009,
2014) e Leonardi et al. (2012) demonstraram em seus estudos que a PGF estd diretamente
ligada ao processo ovulatdrio em novilhas e vacas, atuando por um mecanismo independente
da lutedlise. Porém o mecanismo pelo qual a PGF atua ainda ndo esta totalmente esclarecido.
Diversas linhas de estudos tem buscado compreender como ocorre a inducdo da ovulagédo
através das prostaglandinas (Fortune et al., 2009; Murdoch et al., 1993; Naor et al., 2007;
Randel et al., 1996).

Além do efeito local no ovario a prostaglandina parece ter um efeito central
(eixo hipotalamico gonadal). A primeira hipétese que surgiu seria que a prostaglandina
poderia estar envolvida no processo de liberagdo do GnRH (Zor et al., 1970). Logo apos,
alguns estudos correlacionaram a administracdo de PGF ao aumento da liberacdo de LH em
camundongos (Ratner et al., 1974), vacas pos parto (Randel et al., 1988, 1996) e touros (Kiser
et al.,, 1976). Além disso a PGF2a quando utilizada em protocolos de sincronizagdo da
ovulacdo pode potencializar os efeitos da progesterona exdgena no hipotdlamo apos sua
retirada (Pfeifer et al., 2009) aumentando a capacidade de resposta da hipofise ao GnRH
(Randel et al., 1996), induzindo a ovulagdo (Murdoch et al., 1993; Weems et al., 2006). Foi
sugerido também que a PGF2a exerce um efeito direto na hipofise anterior aumentando sua

capacidade de resposta resultando em uma maior liberacdo de LH (Randel et al., 1996).
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Porém é controverso o efeito da prostaglandina sobre a secrecdo do LH, pois embora a sua
administracdo cause ovulacdo em vacas e ovelhas em anestro (Cruz et al., 1997; Davies et al.,
2006) sua relagdo com aumento de LH sé foi associado em vacas. Diante de tais informacdes
pode-se considerar que a ovulacdo induzida pela prostaglandina pode ter um efeito tanto na
sensibilizagdo dos receptores de GnRH na hipofise quanto por agdo direta nas células dos
foliculos pré-ovulatérios (Pfeifer et al., 2009). Pfeifer et al. (2014) demonstraram que
analogos de prostaglandina podem ser usados para induzir ovulagédo de forma sincronizada em
novilhas. Foi demonstrado também que a prostaglandina possui efeito semelhante aos
indutores de ovulacdo convencionalmente utilizados (BE e CE) em protocolos de IATF
resultando em taxas de gestacéo satisfatorias (50%).

2.5 Hemodinamica folicular

Em bovinos, o desenvolvimento folicular tem inicio com a ativacdo do foliculo
primordial, que passa a ser primario e depois secundario, compreendendo a fase pré-antral.
Depois passa a foliculo terciario e pré-ovulatério que compreende a fase antral, culminando
com ovulacdo ou atresia. Os foliculos pré-antrais ndo possuem suprimento vascular préprio,
porém recebem nutrientes e oxigénio por difusdo passiva dos vasos sanguineos do estroma
ovariano. No entanto para que esses foliculos possam crescer além dessa fase é necessario a
formacdo de uma rede individual capilar em torno de cada foliculo. E indispensavel a
neovascularizacéo para o crescimento de foliculos antrais, dominancia e desenvolvimento pré-
ovulatoério (Robinson et al., 2009; Araujo et al., 2011). Dessa forma, 0 aporte sanguineo dos
foliculos dominantes € maior do que a dos foliculos subordinados e a taxa de diminuicdo do
foliculo subordinado se d& mais tardiamente do que a diminuicdo da vascularizacdo (Acosta et
al., 2003).

A secrecédo do pico de LH faz com que ocorra complexas alteragdes estruturais
e funcionais no foliculo maduro, as quais estdo estreitamente associadas ao aumento de fluxo
sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatério (Acosta et al., 2003). Acosta & Miyamoto
(2004) obervaram que o primeiro aumento detectavel na concentragdo de estradiol plasmatico
coincide com o aumento da vascularizacdo do foliculo maduro. Dessa forma parece haver
uma intima relacdo entre didametro folicular, concentracdo de estradiol no fluido folicular e

area vascular (Mattioli et al., 2001).
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Acosta et al. (2003) demonstraram uma clara diferenga na vascularizagdo na
parede de foliculos pré-ovulatérios em comparacdo com foliculos anovulatorios, este tltimo

possuindo uma atividade proliferativa menor e uma menor perfusao sanguinea.

2.6 Ultrassonografia Doppler

O ultrassom Color Doppler é uma ferramenta associada a ultrassonografia
convencional que fornece informagcbes sobre a arquitetura vascular e 0s aspectos
hemodinamicos dos vasos em tempo real, permitindo avaliar a presenca, a direcdo e a
qualidade do fluxo sanguineo (King, 2006; Carvalho et al., 2008), se tornando uma ferramenta
amplamente utilizada na clinica de grandes animais e programas de pesquisas na reproducao
animal (Ginther & Utt, 2004; Miyamoto et al., 2006). Esta técnica foi descrita por Christian
Johann Doppler em 1842, na qual uma fonte de ondas (sonoras ou eletromagnéticas), que esta
em movimento em relacdo a um receptor, altera a frequéncia de onda durante este processo,
aumentando a frequéncia durante a aproximacdo da fonte e diminuindo durante o seu
distanciamento (Loupas & Gill, 1995; King, 2006).

Diferentemente da ultrassonografia bidimensional em escala de cinza que exibe
a informacdo de interfaces teciduais, o ultrassom Doppler é otimizado para exibir informacéo
sobre fluxo, permitindo a avaliacdo hemodindmica por meio da analise do som emitido, das
ondas espectrais de velocidade e do mapeamento colorido. Dessa forma pode-se observar que
existem varios modos de exibi¢do, sendo eles Doppler continuo, Doppler pulsado, Doppler
colorido e Doppler de amplitude (Viecelli et al., 2008).

O ultrassom color doppler é uma técnica ndo invasiva e til na avaliacdo da
funcdo vascular ovariana, por permitir a observacdo do fluxo sanguineo em uma area
delimitada como na parede de foliculos pre-ovulatorios dentro do corpo luteo e no dtero
(Matsui & Miyamnoto, 2009).

O ciclo estral de mamiferos domésticos € marcado por alteracdes
hemodinamicas envolvidas na remodelacdo do tecido ovariano ciclico, as quais ocorrem
durante a ultima onda de crescimento folicular, ovulagéo e desenvolvimento do corpo ldteo.
Uma extensa formacgdo vascular (angiogénese) e diferenciacdo das células (luteinizagdo)
ocorrem na parede folicular entre o pico de LH e inicio do desenvolvimento do corpo ldteo.

Dessa forma o Doppler colorido pode ser utilizado para auxiliar na investigacdo da
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vascularizagdo do foliculo antes e durante o seu desvio, bem como no processo de ovulacdo
(Ayres & Mingoti, 2012).

Scaliante et al. (2015), em seu experimento com vacas da raca Nelore
submetidas a diferentes protocolos de IATF, concluiram que, os foliculos pré-ovulatérios
ovularam em média 12 h apés atingirem grau maximo de vascularizagdo. Além disso, foi
possivel visualizar que o fluxo sanguineo na parede do foliculo aumenta em um ritmo bem
maior do que o aumento do diametro folicular no periodo pré-ovulatorio, sendo mais
confiavel avaliar a vascularizacao folicular do que o didmetro do foliculo, para determinar o

momento mais proximo da ovulag&o.
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RESUMO

PROSTAGLANDINA F2a COMO INDUTOR DE OVULACAO NA
IATF EM VACAS ZEBUINAS

Fernanda Beserra de Almeidal, Bianca Damiani Marques SilvaZ, Margot Alves Nunes Dode?
!Médica Veterinaria, Brasilia-DF, Brasil, 2Pesquisadora, Brasilia-DF, Brasil

O objetivo deste estudo foi avaliar o uso da PGF2a em protocolos de IATF
como indutor de ovulacdo, caracterizando a perfusdo sanguinea folicular em diferentes
protocolos. Vinte e duas vacas zebuinas receberam em dia aleatério do ciclo estral (D0) um
dispositivo intravaginal contendo um 1g de P4 (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos-SP)
associado a aplicagdo IM de 2,0 mg de BE (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal — SP) o qual
permaneceu até o D8. Os animais entdo foram divididos aleatoriamente em 3 protocolos de
sincronizagdo do estro, num modelo crossover, com intervalo de 30 dias de descanso. No
grupo PGF2a-D7 os animais receberam 500ug IM de PGF2a (Sincronize, Calbos, Curitiba-
PR) em duas aplicacbes no D7 e no D8. No grupo PGF2a-D9, as aplicacbes de 500ug
ocorreram nos dias D8 e D9. No grupo CONTROLE (CT) os animais receberam 500ug IM de
PGF2a. no D8, no D9 foi aplicado 1mg de BE. As vacas foram avaliadas com ultrassom Color
Doppler a cada 12 horas do D8 até o D10, ap0s esse periodo os animais foram avaliados de 6
em 6 horas até a ovulacao, respeitando um prazo maximo de 120 horas apds a retirada do
dispositivo. Para acompanhar a curva da concentragdo sérica de LH foi coletado sangue da
veia caudal de 6 em 6 horas a partir do D9 até D11, totalizando 8 coletas. Sete dias apos a
ovulagéo os animais foram examinados por ultrassonografia com modo Doppler colorido para

avaliacdo
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do fluxo sanguineo luteal e estimativa da funcionalidade do CL. Para avaliacdo da
vascularizagéo folicular e luteal foi adotada uma classificacdo subjetiva de Grau 1 a 5, que
considerou a porcentagem de circulacdo na parede da estrutura avaliada. Para comparagédo
estatistica do horario da ovulacdo, grau de irrigacdo, tamanho do foliculo pré-ovulatorio,
caracterizacdo da vascularizagdo do CL e concentracdo de LH foi utilizado o teste Kruskall
Wallis. Tamanho do CL foi utilizado o teste de Tukey, pelo programa Prophet. Foi observado
diferenca no horario da ovulagdo apds a retirada do implante, onde o grupo CT
(72,4+3,7h)ovulou mais cedo (P>0,05) do que dois tratamentos (PGF2a-D7; 96+12,8 h;
PGF20-D9: 90£18,2 h).O tamanho do foliculo pré-ovulatério também diferiu nos protocolos
sendo maior (P<0,05) no grupo PGF20-D7 (13,07+1,6) ; do que no grupo CT
(11,96+1,5mm) . O grau de irrigacdo na parede do foliculo pré-ovulatério foi semelhante
(P>0,05) em todos os grupos sendo 3,73+1,0, 3,53+1 e 2,36+1,8 para 0s grupos PGF2a-D7,
PGF20-D9 e CT, respectivamente. A taxa de ovulacdo também foi semelhante nos grupos
PGF2a-D7 71,4%, PGF2a-D9 68,2% e CT 66,6%. A concentracdo de LH, no grupo CT no
momento -36 horas, foi maior (P<0,05) do que nos demais grupos. Quando comparado 0s
tratamentos em relacdo ao tamanho do CL PGF2a-D7(15,47 + 3,4); PGF2a-D9 (14,37 £ 3,2)
e CT (13,44 £ 2,7mm) e a vascularizagcdo PGF2a-D7 (4,68+0,6); PGF2a-D9 (4,68+0,6) e CT
(4,71£0,4) ndo houve diferencga. Estes resultados sugerem que a PGF2a tem potencial como
indutor de ovulagdo em protocolos de IATF, embora haja um aumento no intervalo para a

ovulacéo.

Palavras chave: Doppler, perfusdo sanguinea, protocolos, LH.
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ABSTRACT

PROSTAGLANDIN F2a AS AN INDUCER OF OVULATION IN FTAI IN ZEBU
COWS

Fernanda Beserra de Almeidal, Bianca Damiani Marques Silva?, Margot Alves Nunes Dode?

Veterinary, Brasilia-DF, Brazil, 2Reseacher, Brasilia-DF, Brazil

The objective of this study was to evaluate the use of PGF2a in TAI protocols
as an inducer of ovulation characterizing follicular blood perfusion in different protocols.
Twenty-two zebu cows received an intravaginal device containing 1g P4 (Sincrogest®,
Ourofino, Cravinhos-SP) on a random day of estrus cycle (D0) associated with the IM
application of 2.0 mg BE (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal - SP) which remained until the D8.
The animals were then randomly divided into three estrus synchronization protocols, in a
crossover model, with a rest interval of 30 days. In the PGF2a-D7 group the animals received
500ug IM of PGF2a (Synchronize, Calbos, Curitiba-PR) in two applications in D7 and D8. In
the PGF2a-D9 group, 500ug applications occurred on days D8 and D9. In the control group
(CT) the animals received 500pg IM of PGF2a in D8, in D9 1mg of BE was applied. The
cows were evaluated with Color Doppler ultrasound every 12 hours from D8 to D10, after
which the animals were evaluated every 6 hours until ovulation, respecting a maximum period
of 120 hours after the removal of the device. To follow the serum LH concentration curve,
blood from the caudal vein was collected every 6 hours from D9 to D11, totaling 8 samples.
Seven days after ovulation the animals were examined by color Doppler ultrasound for
evaluation of luteal blood flow and estimation of CL functionality. To evaluate the follicular
and luteal vascularization a subjective classification of Grade 1 to 5 was adopted, which
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considered the percentage of circulation in the wall of the evaluated structure. The Kruskall
Wallis test was used for statistical comparison of ovulation time, irrigation degree,
preovulatory follicle size, CL vascularization and LH concentration. Size of the CL was used
the Tukey test, by the Prophet program. Differences in ovulation time were observed after
implant withdrawal, where the CT group (72.4 £ 3.7 hours) ovulated earlier (P> 0.05) than
two treatments (PGF2a-D7, 96 + 12.8 h; PGF2a-D9: 90 + 18.2 h). The preovulatory follicle
size also differed in the protocols being higher (P <0.05) in the PGF2a-D7 group (13.07 *
1.6); than in the CT group (11.96 £ 1.5mm). The degree of irrigation in the wall of the
preovulatory follicle was similar (P> 0.05) in all groups, being 3.73 £ 1.0, 3.53 £ 1 and 2.36 +
1.8 for the PGF2a groups -D7, PGF2a-D9 and CT, respectively. The ovulation rate was also
similar in the 71.4% PGF2a-D7, 68.2% PGF2a-D9 and 66.6% CT groups. The concentration
of LH in the CT group at the time -36 hours was higher (P <0.05) than in the other groups.
When comparing the treatments in relation to the size of the CL PGF2a-D7 (15.47 + 3.4);
PGF2a-D9 (14.37 + 3.2) and CT (13.44 + 2.7mm) and PGF2a-D7 vascularization (4.68 +
0.6); PGF20-D9 (4.68 + 0.6) and CT (4.71 £ 0.4) there was no difference. These results
suggest that PGF2a has potential as an inducer of ovulation in IATF protocols, although there

is an increase in the interval for ovulation.

Keywords: Doppler, blood perfusion, protocols, LH.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016) com
aproximadamente 218 milhdes de cabecas, o Brasil tem o maior rebanho comercial do mundo.
A raca zebuina (Bos indicus) compde cerca de 80% do rebanho, na qual o Nelore se destaca,
com 90% dessa parcela (ABIEC, 2016).

A industria da carne é um setor que vem tendo destaque no Brasil e a producéo
crescendo cada vez mais. Das exportagdes brasileiras a exportacdo de carne bovina representa
3% do total, com um faturamento de 6 bilhdes de reais. 1sso representa 30% do PIB (produto
interno bruto) do agronegécio ou 6% do PIB do pais, tendo um movimento superior a 400
bilhGes de reais, com aumento de cerca de 45% nos Gltimos 5 anos (Gomes et al., 2017). No
entanto a baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional ainda é um gargalo para o
crescimento sustentavel na pecuéria de corte (Baruselli, 2016).

Na tentativa de melhorar a produtividade do rebanho nacional, inimeras
biotécnicas reprodutivas estdo se destacando, dentre elas a inseminacédo artificial em tempo
fixo (IATF) a qual elimina a necessidade de observacdo de estro, possui facil manejo,
merecendo destaque por aumentar a eficiéncia reprodutiva e a genética da pecuéria.

Nesse sentido existe uma série de tratamentos hormonais que permitem a
sincronizagdo do estro e a inducdo da ovulagdo, eliminando a deteccdo de estro e
determinando o horario da inseminacdo artificial (Baruselli et al., 2002; B0 et al., 2003). Os
indutores de ovulacdo utilizados no Brasil atualmente para sincronizagdo da ovulagéo e IATF
sdo os analogos do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), o estradiol 17f e os ésteres
de estradiol (Benzoato, Valerato e Cipionato de estradiol). Porém os mais utilizados séo os

ésteres de estradiol devido ao seu menor custo e boa eficiéncia (Meneghetti et al., 2009).
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No entanto desde 2008, o uso de estradiol - 17 foi extinto da comunidade
europeia por ser considerado um carcinégeno completo (Diretiva 2008/97/CE). Como o
Brasil é o maior produtor e lider global de exportacdo de carne bovina (ABIEC, 2017) é
necessario que haja uma preocupacdo em estudar alternativas que possam substituir o uso de
ésteres de estradiol, sem que seja prejudicada a fertilidade dos animais e garantindo seguranca
alimentar para humanos que ingerem produtos de origem animal evitando assim que 0s
produtos do Brasil sofram embargos dos mercados mais exigentes.

A prostaglandina € uma substancia bioldgica potente com variadas aplicac6es
no controle reprodutivo dos bovinos, sendo sua principal acdo na regressao do CL, podendo
ser utilizada para sincronizacdo do estro, regressdo de corpo luteo persistente e indugdo do
aborto ou parto (Gabriel et al., 2011). Além dessas atuagdes sabe-se que a PGF2a possui agdo
direta sobre a ovulacdo (Silva & Reeves, 1985; Algire et al., 1992; Bridges & Fortune, 2007).
As prostaglandinas E2 e F2a comegam a aumentar seus niveis no inicio do processo de
ovulacdo atingindo concentracBes maximas no momento da ovulacdo (Duffy & Stouffer,
2001; Liu et al. 1997; Sirois & Simmons; Richards, 1992), sendo mediadoras de varios
eventos periovulatorios (Murdoch & Hansen; Mcpherson, 1993). Além disso, elas parecem ter
b um papel crucial na ruptura folicular (Pfeifer et al., 2014).

Pfeifer et al. (2009, 2014, 2016, 2018) e Leonardi et al. (2012) demonstraram
em seus estudos que a PGF2a esta diretamente ligada ao processo ovulatério em novilhas e
vacas, atuando por um mecanismo independente da lutedlise. Porém o seu mecanismo de agédo
ainda ndo esta totalmente esclarecido. Esse estudo visa comparar diferentes momentos das
aplicacdes de PGF2a para se obter a sincronizagdo de estro como mais uma alternativa, que
possa diminuir o uso dos ésteres de estradiol ou ser utilizado em protocolos baseados em
GnRH diminuindo o seu custo em vacas Nelore.

Diante do que foi exposto a hipdtese deste estudo é que a PGF2a pode ser
utilizada como indutor de ovulacdo em protocolos convencionais de IATF em substituicido aos
ésteres de estradiol, dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar o uso da PGF2a em

protocolos de IATF como indutor de ovulagdo em vacas de corte.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e amostra

O experimento foi realizado no Campo Experimental Fazenda Sucupira,
pertencente a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) Recursos Genéticos
e Biotecnologia, que esta situado a sudoeste da cidade de Brasilia, a 35 km, entre as cidades
satélites Recanto das Emas e Riacho Fundo I. O experimento foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para o uso de animais
sob o nimero de protocolo 004/2018.

Foram utilizadas 22 vacas zebuinas pluriparas com idade entre 3 e 5 anos com
escore corporal 3,5 (em escala de 1-5), criadas em sistema a pasto com agua e sal mineral a
vontade. Previamente ao inicio do protocolo de IATF, esses animais foram submetidos a
exame clinico-ginecolégico e ultrassonografia transretal, utilizando um ultrassom
(MyLab™30GoldVET, Esaote S.p.A., Firenze, Italia) com transdutor linear de 7,5 MHz de
frequéncia (Esaote S.p.A., Via di Caciolle, 15 Firenze, Itlia), sendo considerados aptos a
participarem do experimento 0s animais que apresentaram presenca de corpo ldteo, Gtero

sadio e sem historico de enfermidades.
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2.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 protocolos de sincronizacao
do estro, num modelo crossover, com intervalo de 30 dias de descanso.

Os protocolos utilizados foram:

Grupo PGF2a-D7: em dia aleatorio do ciclo estral os animais receberam um
dispositivo intravaginal contendo um 1g de progesterona (P4) (Sincrogest®, Ourofino,
Cravinhos-SP) associado a aplicagdo intra muscular (IM) de 2,0 mg de Benzoato de estradiol
(BE) (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal — SP) sendo este dia considerado DO. No D7 e no D8 os
animais receberam 500ug IM de PGF2a (Sincronize, Calbos, Curitiba-PR), no D8 também
foram retirados os implantes.

Grupo PGF2a-D9: no DO os animais receberam um dispositivo intravaginal
contendo um 1g de P4 (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos-SP) associado a aplicacdo IM de
2,0 mg de BE (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal — SP). No D8 e no D9 os animais receberam
500ug IM de PGF2a (Sincronize, Calbos, Curitiba-PR), no D8 também foram retirados os
implantes.

Grupo CONTROLE (CT): no DO os animais receberam um dispositivo
intravaginal contendo um 1g de P4 (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos-SP) associado a
aplicacdo IM de 2,0 mg de BE (Estrogin, Biofarm, Jaboticabal — SP). No D8 os animais
receberam 500pg IM de PGF2a e foram retirados os implantes, no D9 foi aplicado 1mg de
BE.

2.3 Ultrassonografia e avaliacdo do fluxo sanguineo

Os foliculos e corpos lateos foram avaliados por ultrassonografia transretal
usando um ultrassom bidimensional com Doppler (MyLab™30GoldVET, Esaote S.p.A.,
Firenze, Italia) equipado com um transdutor linear multi-frequencial (Esaote S.p.A., Via di
Caciolle, 15 Firenze, Italia). Todas as investigacOes ultrassonograficas foram feitas pelo
mesmo examinador.

As vacas foram avaliadas com ultrassom Color Doppler a cada 12 horas do

momento da retirada do implante no D8 (0 hrs) até o D10 (60 hrs), apos esse periodo a
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avaliacdo ocorreu de 6 em 6 horas até a ovulacdo ou um prazo méximo de 120 horas ap6s a
retirada do dispositivo. O momento da ovulacdo foi estimado pelo intervalo médio entre a
observacdo do maior didmetro do foliculo dominante e seu desaparecimento na imagem
ultrassonografica do exame seguinte. Foram mensurados os foliculos de maior diametro nos
ovarios, o tamanho do foliculo pré-ovulatério foi considerado o tamanho da sua ultima
visualizacdo antes de ovular. O grau de irrigagdo em tempo real foi avaliado com o modo
Doppler, quando obtido o maior didmetro e melhor circulacdo do foliculo dominante, e foram
classificados em graus de 1 a 5, no qual o grau 1 compreendeu deteccdo de circulacdo
sanguinea em 0 a 20% da circunferéncia da parede do foliculo, grau 2 em 20 a 40%, grau 3
em 40 a 60%, grau 4 em 60 a 80% e grau 5 em 80 a 100% de deteccdo de fluxo sanguineo na

parede do foliculo (figura 2.1).

DeE®ES @

0a20% 202 40% 40 a 60% 60 a 80% 80 a 100%

Figura 2.1 - Alteracdo do fluxo sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatério. Quanto mais
se aproxima o momento da ovulacdo mais intenso se torna a vascularizacdo, sendo
considerado grau 1 de ao 20%, grau 2 de 20 a 40%, grau 3 de 40 a 60%, grau 4 de 602 80% e
grau 5 de 80 a 100% de detec¢do de fluxo sanguineo na parede do foliculo.

Sete dias apds a ovulacdo os animais foram examinados por ultrassonografia
com modo Doppler colorido para mensuragdo do diametro do corpo luteo (CL) e avaliacdo da

presenca de fluxo sanguineo luteal.

2.4 Deteccao do pico de LH

Para acompanhar a curva da concentracdo plasmaética de LH foi coletado
sangue da veia caudal em tubos heparinizados de 10 ml (Becton Dickinson Vacutainer
Systems, Franklin Lakes, NJ, USA), de 6 em 6 horas a partir do D9 (36 hrs) até D11 (78 hrs),
totalizando 8 coletas de 22 animais.
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As amostras de sangue foram centrifugadas e o plasma foi retirado e
armazenado a -20 °C. A dosagem foi realizada através de testes de radioimunoensaio com

coeficiente de variagdo intra-ensaio de 11,19 ng/ml e inter-ensaio de 11,01 ng/ml.

2.5 Analise estatistica

Para comparacéo estatistica do horario da ovulacdo, grau de irrigacao, tamanho
do foliculo pré-ovulatério, caracterizacdo da vascularizagdo do CL e concentracdo de LH foi
utilizado o teste Kruskall Wallis. Para tamanho do CL foi utilizado o teste Tukey. As
avaliacbes foram realizadas através do programa Prophet 5.0 e o nivel de significancia

considerado foi P<0,05.
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Foi observado diferenca no horério da ovulacdo entre os grupos (P<0,05), no

qual o grupo controle ovulou antecipadamente quando comparado aos outros dois tratamentos

(Tabela 2.1). A dispersdo do momento das ovulagcdes nos diferentes grupos pode ser

observada na Figura 2.1.

Com relacdo ao tamanho médio do foliculo pré-ovulatério houve diferenca

quando comparado os trés protocolos, onde os foliculos do grupo PGF2a-D9 apresentaram-se

maiores do que o grupo Grupo CT. Porém quando comparado o grau de irrigacdo na parede

do foliculo pré-ovulatério no momento da ovulacdo e a taxa de ovulacdo ndo houve diferenca.

Os resultados estdo demonstrados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Resultados referentes ao horario de ovulacdo, tamanho do foliculo pré-

ovulatério e taxa de ovulacdo em diferentes protocolos de IATF em vacas

zebuinas.
Grupo Grupo Grupo
Controle (CT) PGF2a-D7 PGF2a-D9
(n=21) (n=21) (n=22)
Horario de ovulagéo B A A
(média +D.P.) 72,4+3,7 h 96+12,8 h 90+18,2 h
Diametro do foliculo
pré-ovulatorio 19 9649 5 mmA 13,07+1,6 mmA8 13,42+1,8 mme
(média £D.P.)
Taxa de ovulacéo  66,6% 71,4% 68,2%

AB etras diferem na mesma linha (p<0,05)
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A caracterizacdo da perfusdo sanguinea dos foliculos pré-ovulatorios foi
semelhante entre os grupos, na primeira hora de avaliacdo os foliculos apresentavam
diametros semelhantes (9,55mm grupo Controle; 9,3mm grupo PGF2a-D7 e 9,8 mm no grupo
PGF20-D9) apresentando irrigacdo grau 1, conforme o desenvolvimento no diametro e
aproximacdo hora da ovulagdo foi havendo uma mudanca no fluxo sanguineo com um

aumento mais acentuado na circulacdo proximo a ovulagdo (Figuras: 2.1,2.2 e 2.3).

CARACTERIZACAO DE MUDANCA DE FLUXO SANGUINEO
Grupo controle

10

Numero de animais
[¥a]

Oh 24h 36h 48 h 60h 72h 78h 84h

Horario dos exames ultrassonograficos

=graul =—=grau2 grau3 garu 4 e=——graub

Figura 2.2. Caracterizacdo da mudanca de fluxo sanguineo no grupo Controle de acordo com o
horéario dos exames ultrassonogréaficos

CARACTERIZACAO DE MUDANCA DE FLUXO SANGUINEO
Grupo PGF2a-D7

Oh 24h  36h 48h 60h 72h 78h 84h 90h 96h 102h 108h 114h 120h

Numero de animais
=
p=—

Horario dos exames ultrassonograficos

=graul =—=grau2 grau3 grau 4 ==——graub

Figura 2.3. Caracterizagdo da mudanga de fluxo sanguineo no grupo PGF2a — D7 de acordo
com o horéario dos exames ultrassonograficos
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CARACTERIZAGAO DA MUDANCA DE FLUXO SANGUINEO
PGF2a-D9

——
——— csnnill ; =

Oh 24h  36h 48h 60h 72h 78h 84h 90h 96h 102h 108h 114h 120h

Numero de animais
(W]

horario dos exames ultrassonograficas

=graul =—=grau2 grau3 grau 4 ==——graub

Figura 2.4. Caracterizacdo da mudanca de fluxo sanguineo no grupo PGF2a —D9 de acordo
com o horério dos exames ultrassonograficos
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momento da ovulacdo (horas apos a retirada do implante)
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Figura 2.5. Distribuicdo e porcentagem das vacas que ovularam apds a retirada do
implante intravaginal de progesterona nos grupos PGF2a-D7, PGF2a-D9 e
CONTROLE.

Para avaliar as concentracdes séricas de LH o grafico foi montado de
acordo com a hora da ovulacgdo, sendo considerado o momento da ovulacdo zero hora e os
momentos coletados, anteriores a ovulacdo, como negativos (Figura 2.2). O grupo Controle
teve diferengca no momento -36 horas, com aumento da concentracdo de LH no sangue em
relacdo aos grupos PGF2a-D7 e PGF2a-D9.
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Figura 2.6 - Concentracdes sericas de LH nas horas que antecedem a ovulacéao
nos grupos PGF2a- D7, PGF20-D9 e CONTROLE.

Com relacdo ao tamanho do CL e sua vascularizacdo, ndo houve diferenca

(P>0,05) quando comparado os tratamentos. Os resultados estdo demonstrados na tabela 2.2.

Tabela 2.2. Resultados referentes ao diametro do CL e o grau de irrigacdo nos diferentes

protocolos de IATF.

Grupo Grupo Grupo
Controle (CT) PGF2a-D7 PGF2a-D9
Tamanho CL
(média £D.P.) 13,44 + 2, 7mm 15,47 + 3,4mm 14,37 + 3,2mm

Grau de irrigacao
(média +D.P.) 4,71+0,4 4,68+0,6 4,68+0,6
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, diferentemente dos demais foram feitas duas aplicacfes de
500ug de PGF20 IM em momento diferentes, grupo PGF2a — D7 no dia 7 e no dia 8 do
protocolo e no grupo PGF2a — D9 no dia 8 e dia 9 em vacas zebuinas. No grupo PGF2a — D7
a dose luteolitica da PGF2o foi injetada um dia antes da remog¢do do implante de
progesterona, para que fosse possivel diferenciar a acdo luteolitica do efeito da ovulacdo
(Castro et al., 2018) e o grupo PGF2a — D9 foi realizando no dia 8 e dia 9 baseado em
trabalhos prévios de Pfeifer et al. (2014)

A hipétese de que a PGF2a pode ser utilizada como indutor de ovulagdo em
protocolos convencionais de IATF foi comprovada neste estudo. Estes resultados sao
semelhantes a estudos relatados anteriormente onde foi demonstrado que a PGF2a usada
como indutor de ovulacdo fornece taxas de gestacdo em novilhas e vacas amamentando
semelhante (~50%) a indutores de ovulacao baseados em estradiol (Pfeifer et al., 2014).

Para que se tenha uma taxa de fertilidade satisfatoria na IATF as ovulagdes
devem ocorrer de forma sincronizada (menor intervalo entre as ovulagdes) na maioria dos
animais tratados, com menor numero de falhas (Pfeifer et al., 2014). Neste trabalho o
intervalo entre a retirada do implante de P4 e a ovulacdo foi em média 72 horas no grupo
Controle, corroborando com outros estudos que demonstraram um intervalo semelhante entre
a retirada do implante e a ovulacdo (média 74 horas) (Martinez et al., 2005; Carvalho et al.,
2008; Pfeifer et al., 2014). Em um estudo em que ndo utilizou indutor de ovulacdo em
novilhas, as ovulagfes ocorreram em média 83 horas apds a retirada do implante (Pfeifer et

al., 2014). No presente estudo, os grupos PGF2a-D7 e PGF20-D9 ovularam mais tarde,
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96+12,8h e 90+18,2h (respectivamente), resultados semelhantes aos obtidos por Leonardi et
al. (2012) que demonstraram que novilhas pré-puberes ovularam cerca de 94 horas apds o
tratamento com cloprostenol e por Castro et al. (2018) em que vacas tratadas com PGF2a
ovularam com uma média de 96 horas. Intervalos esses que poderiam prejudicar a taxa de
gestacédo, no entanto, Martinez et al. (2000) mesmo utilizando BE ou GnRH como indutores
de ovulacdo, tiveram uma variagdo grande de ocorréncia das ovulagdes entre 72 e 108 horas
apos a retirada do implante de P4 e as taxas de gestacdo ndo foram afetadas por esse intervalo
(~ 73% de gestacao).

Mesmo tendo um intervalo maior para as ovulagdes a porcentagem de animais
que ovularam em um intervalo de 24 horas (72-96 horas apds a retirada do implante de
progesterona) foi de 80% no grupo PGF2a —-D7 e 66,6% no grupo PGF2a -D9 , esses
resultados sdo relevantes visto que um dos fatores chave para o sucesso da IATF é a
ocorréncia de um maior nimero de ovulagbes em um menor espaco de tempo (Saacke, 2008).
Ajustando o horério da inseminagdo em protocolos que utilizam PGF2o como indutor de
ovulacdo as taxas de prenhez podem atingir porcentagens semelhantes aos protocolos
convencionais de IATF.

Com relacéo ao intervalo entre 0 aumento na concentracdo de LH e a ovulagdo
ndo houve diferenca entre os grupos (grupo PGF2a-D7, média 29 horas; grupo PGF2a-D9,
média 28 horas; grupo Controle, média 28 horas). Outros trabalhos também demonstraram
uma média entre o pico de LH e a ovulacdo entre 28 e 30 horas (Duffy & Stouffer, 2001). No
grupo Controle pode observar a evidéncia no aumento de LH e, por conseguinte, o horéario de
ovulacdo dos animais ser menos disperso. Ja nos grupos PGF2a-D7 e PGF2a-D9 nédo foi
possivel observar a amplitude no pico de LH, pela dispersdo nos horarios do pico de LH e
consequentemente no horario de ovulacdo. O intervalo entre a aplicacdo do BE no grupo
controle e o pico de LH foi em média de 20 horas. Ferraz et al. (2009) em seu trabalho obteve
uma média entre a aplicagdo do BE e o pico de 28,20 horas. Lammoglia et al. (1998)
obtiveram um intervalo de 24 horas em vacas Bos taurus taurus.

No que diz respeito ao diametro dos foliculos pré-ovulatorios entre 0s grupos
(PGF20-D7 13,07+1,6; PGF20-D9 13,42+1,8; CT 11,96+1,5mm), o grupo PGF2a-D9 mostra
foliculos com diametros maiores do que os demais, essa diferenca pode estar relacionada a
cada indutor de ovulacdo. Segundo Lammoglia et al. (1998) a administracdo de BE ou ECP
resulta na ovulagdo devido a inducgdo sincronizada do pico de LH. Porém pode ser que o
mecanismo de a¢do da PGF2a como indutor de ovulagdo permita que o foliculo cresga por um

periodo maior quando comparado com BE (Pfeifer et al., 2014).
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Varios estudos tem buscado compreender o mecanismo pelo qual a
prostaglandina atua para induzir a ovulacdo (Bridges & Fortune, 2007; Murdoch; Hansen &
Mcpherson, 1993;; Randel et al., 1996; Naor et al., 2007). Diversos autores sugerem que a
PGF promove a ovulacdo por mecanismos distintos diferentes do efeito indireto da inducéo de
lutedlise (Leonardi et al., 2012; Pfeifer et al. 2009, 2014). Randel et al. (1996) demonstraram
em vacas em anestro um aumento na liberacdo de LH 6 horas apds o tratamento com analogo
de PGF. Alguns autores sugerem que a PGF tem um efeito direto na hipofise anterior
aumentando a capacidade de resposta ao GnRH o que melhora a liberacdo de LH (Randel et
al. 1996; Weems et al., 2006) culminando com a ovulagdo. Todavia, a atuacdo da
prostaglandina na liberacéo de LH é controversa. Embora a PGF cause ovulagdo em vacas em
anestro (Cruz et al., 1997) e em ovelhas (Davies et al., 2006) a liberacdo de LH s6 foi
associada em vacas. Naor et al. (2007) demonstraram que a PGF inibe a secrecdo de LH pelas
células hipofisarias em camundongos. Essas consideracdes demonstram a necessidade de mais
estudos para que o mecanismo de acdo que leva a PGF a induzir a ovulacdo seja elucidado.
Além do efeito central, a PGF possui uma funcdo local, ou seja, no proprio ovario. As
prostaglandinas PGE e PGF2a produzidas pelas células da granulosa estdo intimamente
ligadas ao processo ovulatério (Bridges & Fortune, 2003; Evans et al., 1983; Murdoch et al.,
1993). Considerando essas funcdes, a ovulagédo induzida pela PGF pode ter um efeito sobre a
sensibilizagdo dos receptores de GnRH na hipéfise (Randel et al., 1996) ou por acao direta nas
células alvo dos foliculos pré-ovulatorios ( Pfeifer et al., 2018).

Pfeifer et al. (2016) utilizando PGF2a como indutor de ovulagdo em vacas de
leite observou uma associacdo entre a vascularizacdo folicular e tempo para ovular. O que
pode ser observado também no presente estudo (figuras 2.1, 2.2 e 2.3) em que 0 crescimento
do fluxo sanguineo nos diferentes protocolos apresentou um aumento mais acentuado na
circulacdo préximo a ovulacéo.

Apesar de ndo se saber ao certo o mecanismo de acdo da PGF, aparentemente
qualquer analogo de PGF20 tem potencial para induzir a ovulagdo. Varios analogos
comerciais foram associados a eventos periovulatérios em bovinos (Cruz et al., 1997; Gabriel
et al., 2011; Leonardi et al., 2012; Pfeifer et al., 2009, 2014), bubalinos (Neglia et al., 2008,
2012) e ovinos (Davies et al., 2006). Pfeifer et al. (2014) utilizando anélogos de PGF D-
cloprostenol e Cloprostenol sodico obtiveram resultados positivos como indutores de
ovulacdo. No presente estudo foi utilizado Cloprostenol sédico no qual 69,8% (30 de 43) dos

animais ovularam, taxa semelhante a do grupo Controle 66,6 %.



41

Os resultados apresentados utilizando PGF como indutor de ovulagdo
demonstram a possibilidade de mais uma alternativa que pode ser utilizada em programas de
IATF. Essa alternativa € interessante porque a prostaglandina ndo possui restricdes
comerciais, diferentemente dos ésteres de estradiol (estradiol- 17B) que desde de 2008 foi
proibido pela comunidade europeia por ter sido considerado um agente carcinogénico pelo
Comité sobre Medidas Veterinarias Relacionadas com a Ciéncia para Salde Publica
(SCVPH). No Brasil, embora ndo tenha sido proibido o uso de ésteres de estradiol na
reproducdo animal, dependendo da formula e do produto comercial o periodo de caréncia no
leite e na carne pode chegar a 30 dias (Pfeifer et al., 2014). Embora o protocolo utilizado
nesse estudo ndo tenha abolido completamente o uso do estradiol, utilizou-se uma dose a
menos desse horménio sem diminuir a taxa de ovulacdo, resultando em cerca de 8 dias a
menos do periodo de caréncia o que seria um custo efetivo para o produtor (Pfeifer et al.,
2014).
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5 CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que a PGF2a tem potencial como indutor de ovulagéo

em protocolos de IATF, embora haja um aumento no intervalo para a ovulagdo.
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INFLUENCIA DA IRRIGACAO DO FOLICULO PRE-OVULATORIO NA TAXA DE
PRENHEZ
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RESUMO

INFLUENCIA DA IRRIGACAO DO FOLICULO PRE-OVULATORIO NA TAXA DE
PRENHEZ

Fernanda Beserra de Almeidal, Bianca Damiani Marques Silva2, Margot Alves Nunes Dode?
!Médica Veterinaria, Brasilia-DF, Brasil, 2Pesquisadora, Brasilia-DF, Brasil,

O objetivo desse estudo foi avaliar se ha influéncia da irrigacdo do foliculo pré-
ovulatério no momento da IATF na taxa de prenhez. O experimento foi realizado em duas
fazendas distintas, Fazenda Grande (Guapd) e Fazenda Vale do Ouro (Palmeiras), localizadas
no centro do Estado de Goias,.Foram utilizadas 209 vacas nelore que receberam em um dia
aleatdrio do ciclo estral um dispositivo intravaginal impregnado com 1g de progesterona
(PRIMER®, Tecnopec, Sdo Paulo -SP), administrado 2 mg de BE (RIC-BE, Tecnopec,
S&o0 Paulo — SP) IM e 250ug IM de PGF2a(Sincrocio®, Ouro Fino Satde Animal Ltda,
Cravinhos-SP, Brasil), sendo considerado este dia DO. No D8 foi retirado o dispositivo
intravaginal, aplicado 300 Ul de eCG (FOLLIGON®, MSD Satde Animal, Sdo Paulo, SP)
IM, 500 ug de PGF2a IM (Sincrocio®, Ouro Fino Salide Animal Ltda, Cravinhos-SP,
Brasil) e 1mg de CE IM (SincroCP, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos-SP, Brasil), 48
horas apos a retirada do dispositivo as vacas foram inseminadas com sémen congelado. No
momento da inseminacgdo os animais foram avaliados quanto ao tamanho do foliculo e seu
grau de irrigacdo. Os foliculos foram avaliados por ultrassonografia transretal usando um

ultrassom bidimensional com Doppler (MyLab™30GoldVET, Esaote S.p.A., Firenze,
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Italia) equipado com um transndutor linear multi-frequencial, na qual foram feitas avaliaces
bidimensional e Doppler em todos os exames. A circulagdo sanguinea foi avaliada em tempo
real, quando obtido o maior didmetro e melhor  circulacdo do foliculo dominante, e
classificadas em graus de 1 a 5. Trinta dias ap0s a inseminacdo artificial o diagndstico de
gestacdo foi realizado. A média do didmetro do foliculo dominante entre as vacas prenhes e
vazias foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney. A comparacdo estatistica do didmetro do
foliculo dominante nos diferentes graus de irrigacdo no momento da inseminacdo artificial foi
obtida pelo teste Kruskal-Wallis. Para porcentagem de prenhez foi realizado o teste Qui
Quadrado. Quando a taxa de prenhez foi avaliada considerando a irrigacdo 0s animais que
apresentaram grau 4 (60 a 80% de fluxo sanguineo na parede do foliculo) apresentaram maior
taxa de gestacdo (72,5%) do que os Grau 1, (43,9%); Grau 2, (38,9%) Grau 3 (57,7%) e
Grau 5 (60%). Com relacdo a média do diametro folicular das vacas que ficaram prenhes
apenas as que apresentaram grau 2 de irrigacdo (9,25+1,42) tiveram diferenca (P<0,05) em
relacdo aos demais grupos, Grau 1 (10,46+2,13) Grau 2 (9,25+1,42) ; Grau 3 (10,10+1,76);
Grau 4 (11,20+1,70); Grau 5 (12,18+1,24). Foi observada diferenca (p<0,05) no diametro do
foliculo dominante quando comparadas vacas vazias e vacas prenhes (vazia, 9,11 + 2,89 e
prenhe, 10,33+£2,20). A taxa de prenhez total foi 54,6%, diferente (P<0,05) da taxa dos
animais do grupo grau 4 (72,5%). De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se
concluir que a irrigacdo do foliculo no momento da IA afeta a taxa de prenhez.

Palavras chaves: ovulacdo, prenhez, grau de irrigacdo, sincronizacdo da ovulacdo, taxa de

gestacéo.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF IRRIGATION FOLLICLE PREOVULATORY IN PREGNANCY
RATE

Fernanda Beserra de Almeida!, Bianca Damiani Marques Silva?, Margot Alves Nunes
Dode? Veterinary, Brasilia-DF, Brazil, 2Reseacher, Brasilia-DF, Brazil,

The objective of this study was to evaluate if there is influence of irrigation on
the preovulatory follicle at the time of the TAI on the pregnancy rate. The experiment was
carried out in two distinct farms, Fazenda Grande (Guapd) and Fazenda Vale do Ouro
(Palmeiras), located in the center of the State of Goias, where 209 nellor cows received on a
random day of the estrous cycle an intravaginal device impregnated with 1g progesterone
(PRIMER®, Tecnopec, Sao Paulo -SP), administered 2 mg of BE (RIC-BE, Tecnopec, Séo
Paulo - SP) IM and 250ug of PGF2a (Sincrocio®, Ouro Fino Sadde Animal Ltda, Cravinhos
SP, Brazil), being considered this day DO. In D8 was removed the intravaginal device,
applied 300 Ul of eCG (FOLLIGON®, MSD Saude Animal, S&o Paulo, SP) IM, 500 ug | of
PGF2a IM (Sincrocio®, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos-SP, Brazil) and 1mg of
CE IM(SincroCP, Ouro Fino Satde Animal Ltda, Cravinhos-SP, Brazil), 48 hours after
removal of the device the cows were inseminated with frozen semen. At the time of
insemination animals were evaluated for the size of the follicle and its degree of irrigation.
The follicles were evaluated by transrectal ultrasonography using a two-dimensional Doppler
ultrasound (MyLab ™ 30GoldVET, Esaote S.p.A., Firenze, Italy) equipped with a multi-
frequency linear transducer, in which two-dimensional and Doppler evaluation were
performed in all examinations. The blood circulation was evaluated in real time, when the
largest diameter and better circulation of the dominant follicle was obtained, and classified in

degrees from 1 to 5. Thirty days after artificial insemination, the diagnosis of gestation was
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performed. The mean of the dominant follicle diameter between pregnant and not pregnant
cows was evaluated by the Mann-Whitney test. The statistical comparison of the diameter of
the dominant follicle in the different degrees of irrigation at the time of artificial insemination
was done by the Kruskal-Wallis test. The Qui Quadrado test was performed for pregnancy
rate. When comparing the degree of irrigation with the pregnancy rate (Grade 1, 43.9% #,
Grade 2, 38.9% A, Grade 3, 57.7% B, Grade 4, 72.5% © and Grade 5, 60% B) animals that
presented grade 4 (60 to 80% of blood flow detection in the wall of the follicle) obtained
higher rates of gestation. Regarding the mean of the follicular diameter of the cows that were
pregnant, only those that presented grade 2 of irrigation had difference (Grade 1, 10.46 + 2.13
A Grade 2, 9.25 + 1.428, Grade 3, 10.10 + 1.76", Grade 4, 11.20 + 1.70*, Grade 5, 12.18 +
1.24%). A difference was observed in the diameter of the dominant follicle when compared
not pregnant and pregnant cows (not pregnant, 9.11 + 2.89” and pregnant, 10.33 + 2.20 B).
The total pregnancy rate was 54.6%, different (P<0.05) of animals from degree 4 group
(72.5%). According to results in this work can be concluded that there is influence of

irrigation on pregnancy rate.

Keywords: ovulation, pregnancy, degree of irrigation, synchrony of ovulation, pregnancy rate.
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1 INTRODUCAO

A industria da carne é um setor que vem tomando destaque no Brasil e a
producdo crescendo cada vez mais. Das exportacOes brasileiras a exportacdo de carne bovina
representa 3% do total, com um faturamento de 6 bilhdes de reais. 1sso representa 30% do
PIB (produto interno bruto) do agronegécio ou 6% do PIB do pais, tendo um movimento
superior a 400 bilhdes de reais, com aumento de cerca de 45% nos ultimos 5 anos (Gomes et
al., 2017). No entanto a baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional ainda é um gargalo
para o crescimento sustentadvel na pecuaria de corte (Baruselli, 2016). Em vacas de corte
considerando um total de 78 milhdes de fémeas em idade reprodutiva, a producao de bezerros
¢ de apenas 57,6 milhdes ao ano (ANUALPEC, 2014). Na tentativa de melhorar a
produtividade do rebanho nacional, inimeras biotécnicas reprodutivas estdo sendo utilizadas,
dentre elas a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) a qual elimina a necessidade de
observacdo de estro, possui facil manejo, merecendo destaque por aumentar a eficiéncia
reprodutiva e a genética na pecuaria.

Visto que para realizar IATF é necessario ter gastos com hormonios, sémen de
qualidade, adocdo de instrumentos (bainhas, botijdo de nitrogénio, aplicador, descongelador
de sémen) e mao de obra qualificada para que esses animais sejam inseminados em um curto
espaco de tempo e que nem sempre 0s resultados sdo imediatos e satisfatorios, principalmente
quando comparados a monta natural (prenhes/ inseminacédo artificial variam de 40 a 60%)
(Pfeifer et al., 2015), torna um entrave para o produtor implantar essa biotecnologia em sua
propriedade.

Sabendo-se que o sucesso da IATF depende da sincronizacdo da IA com o
horéario da ovulacdo, varios estudos tém sido realizados para determinar o melhor momento
para inseminar e obter melhores taxas de concepgdo. Uma forma de determinar o momento

mais adequado para inseminar € fazendo o acompanhamento da hemodinamica folicular
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utilizando a ferramenta Doppler, pois se sabe que o pico méximo de perfusdo do foliculo
precede a ovulacdo (Meneghetti et al., 2009) em 12 horas (Scaliante et al., 2015) e que ha uma
clara diferenca na vascularizacdo da parede de foliculos pré-ovulatérios em comparagdo com
a de foliculos anovulatérios (Acosta et al., 2003). Com o0 acompanhamento da circulacdo do
foliculo no momento da IATF pode ser possivel relacionar a perfusdo sanguinea folicular com
a taxa de prenhez, no qual foliculos com maiores hemodinamicas no momento da IA serdo
aqueles que vao obter maiores taxas de prenhez, independente do diametro folicular. A
ultrassonografia doppler pode ser uma ferramenta importante para melhorar indices de
programas de IATF e para validacdo de protocolos de sincronizagéo.

O objetivo desse estudo é avaliar a perfusdo sanguinea do foliculo pré

ovulatério no momento da IATF.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e amostra

2.1.1 Fazenda Grande

Foram utilizadas 135 vacas da raca nelore (Bos taurus indicus) apresentando
escore de condicdo corporal 2 — 3 (em escala de 1-5). Esse estudo foi conduzido na Fazenda
Grande localizada no Municipio de Guap6, no centro do Estado de Goiés, com coordenadas
16°49' 56" S 49°32' 18" W.

2.1.2 Fazenda Vale do Ouro

Outra parte do experimento foi realizada na mesma época na fazenda Vale do
Ouro, localizada no municipio de Palmeiras de Goids, com coordenadas 16°48'18"S
49°55'33"W.

Nessa fazenda foram utilizadas 74 vacas da raga nelore (Bos taurus indicus)
apresentando escore de condigdo corporal 2 — 3 (em escala de 1-5).

Todos os animais com cria ao pé foram mantidos em pastagem de braquiaria
com sal mineral e agua a vontade durante todo o experimento.

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para o uso de animais sob o namero de
protocolo 002/2019
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2.2 Delineamento experimental

Foram utilizados um total de 209 animais em um protocolo de IATF que
consistia em um dispositivo intravaginal impregnado com 1g de progesterona (PRIMER®,
Tecnopec, Sdo Paulo -SP), administrado 2 ml de BE (RIC-BE, Tecnopec, Sdo Paulo —
SP) IM e 250ug IM de PGF2a (Sincrocio®, Ouro Fino Satde Animal Ltda, Cravinhos-SP,
Brasil) no DO. No D8 foi retirado o dispositivo intravaginal, aplicado 300 Ul de eCG
(gonadotrofina coribnica equina, FOLLIGON®, MSD Saude Animal, Séo Paulo, SP) IM, 500
ug ml IM de PGF2a (Sincrocio®, Ouro Fino Satide Animal Ltda, Cravinhos-SP, Brasil) e
1mg IM de CE (SincroCP, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos-SP, Brasil), 48 horas

apos a retirada do dispositivo as vacas foram inseminadas com sémen congelado.

2.3 Ultrassonografia e avaliacdo do fluxo sanguineo

No momento da inseminagdo os animais foram avaliados quanto ao diametro
do foliculo e seu grau de irrigacdo. Os foliculos foram avaliados por ultrassonografia
transretal usando um ultrassom bidimensional com Doppler (MyLab™30GoldVET, Esaote
S.p.A., Firenze, Italia) equipado com um transdutor linear multi-frequencial, na qual foram
feitas avaliacdo bidimensional e Doppler em todos os exames. Utilizou-se a abordagem de
exibicao de fluxo colorido em cima da imagem modo B, pois nessa abordagem a avaliacdo é
feita em tempo real e de julgamento subjetivo do operador, sendo considerada uma avaliacéo
confiavel dos sinais coloridos (Ginther, 2007) tornando essa técnica facilmente aplicada no
campo.

A circulacdo sanguinea foi avaliada em tempo real, quando obtido o maior
didmetro e melhor circulagdo do foliculo dominante, e classificada em graus de 1 a 5, no qual
grau 1 compreende deteccdo da circulacdo sanguinea em 0 a 20% da circunferéncia da parede
do foliculo, grau 2 em 20 a 40%, grau 3 em 40 a 60%, grau 4 em 60 a 80% e grau 5 em 80 a

100% de deteccéo de fluxo sanguineo na parede do foliculo.
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0a20% 20 2 40% 40 a 60% 60 a 80% 80 a 100%

Figura 3.1 - Alteracdo do fluxo sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatorio. Quanto mais
se aproxima o0 momento da ovulacdo mais intenso se torna a vascularizacdo, sendo
considerado grau 1 de ao 20%, grau 2 de 20 a 40%, grau 3 de 40 a 60%, grau 4 de 602 80% e
grau 5 de 80 a 100% de deteccdo de fluxo sanguineo na parede do foliculo.

Trinta dias ap6s a inseminacdo artificial o diagnostico de gestacdo foi
realizado, visualizacdo da vesicula embrionéaria e deteccdo do embrido foram os critérios

positivos para determinar a prenhez.

2.4 Andlise estatistica

A média do diametro do foliculo dominante entre as vacas prenhez e vazias foi
avaliada pelo teste de Mann-Whitney. Os animais foram divididos em grupos de acordo com
o grau de irrigacdo do foliculo pré-ovulatério no momento da 1A, a comparacao estatistica do
diametro do foliculo dominante nos diferentes graus de irrigacdo foi obtida pelo teste Kruskal-
Wallis e para porcentagem de prenhez foi realizado o teste Qui Quadrado, com auxilio do

programa  Prophet 5.0. Foi considerado grau de significancia  P<0,05.
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3 RESULTADOS

Quando comparado a taxa de prenhez entre os diferentes graus de irrigacéo ,
pode-se observar que 0s animais que apresentaram grau 4 obtiveram maiores taxas de
gestacdo. Com relacdo a média do diametro folicular das vacas que ficaram prenhes apenas as
que apresentaram grau 2 de irrigacdo tiveram diferenca estatistica. Dados esses expressos na
tabela 3.1.

Tabela 3.1 Resultados referentes a taxa de prenhez e didmetro folicular no momento da

IATF de acordo com o a grau de irrigacéo.

Grau de irrigacao NuUmero de Diametro folicular Prenhez
animais (médiatD.P.) (%)
1 78 10,462,134 43,97
2 36 9,25+1,42B 38,94
3 45 10,10+1,76% 57,78
4 40 11,20+1,70% 72,5¢
5 10 12,18+1,244 608

Grau 1 compreende detec¢do da circulacdo sanguinea em 0 a 20% da circunferéncia da parede
do foliculo, grau 2 em 20 a 40%, grau 3 em 40 a 60%, grau 4 em 60 a 80% e grau 5 em 80 a
100% de deteccéo de fluxo sanguineo na parede do foliculo.

ABC valores com letras diferentes sdo significativamente diferente (p<0,05)
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O didmetro do foliculo dominante foi menor nas vacas vazias quando

comparado as vacas prenhes.

Tabela 3.2 Comparacdo da média do didmetro do foliculo dominante no momento da IATF
entre vacas prenhes e vazias.

Numero de animais Diametro folicular Porcentagem
(médiaxD.P.)
Prenhe 108 10,33 + 2,20 mmA 54,6%
Vazia 101 9,11+2,89mm?B 45,4,%

AB valores com letras diferentes sdo significativamente diferente (p<0,05)
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com a hipétese levantada
inicialmente de que a maior taxa de prenhez ira ocorrer em foliculos que possuem maior
perfusdo sanguinea no momento da IATF, independente do seu tamanho.

O grupo de animais que obteve maiores taxas de prenhez (72,5%) foi o que
apresentou grau 4, ou seja, 60 a 80% de irrigacdo sanguinea na parede do foliculo no
momento da IATF. Dados esses corroboram com estudos de Acosta et al. (2003) onde
demonstraram que a vascularizacéo folicular e a velocidade do fluxo sanguineo podem ser
usadas para identificar foliculos saudaveis, bem como prever a proximidade da ovulag&o.
Existe uma relacdo positiva entre o fluxo sanguineo na parede do foliculo e a concentracéo
plasmatica de estradiol e LH no periodo periovulatério em vacas. Acosta & Miyamoto (2004)
demonstraram que o primeiro aumento detectavel na concentracdo de estradiol plasmatico
coincidiu com o aumento na vascularizacdo na parede do foliculo. No entanto, os mecanismos
que levam a hiperemia induzida pelo LH ainda sdo desconhecidos. O LH ndo tem um efeito
vascular direto (Varga et al., 1985), Acosta et al. (1999) postularam um papel mediador de
substancias vasoativas que sdo liberadas durante a estimulacdo do LH no foliculo pré-
ovulatério bovino. Substancias vasoativas estas que desempenham papéis importantes na
ovulagdo bem como no inicio do desenvolvimento do CL, pois modulam a secrecdo local de
prostaglandinas e hormonios esteroides (Acosta et al., 1999,2000; Kobayashi et al., 2002).

Como pode-se observar, os animais que apresentaram grau 1 (43,9%), grau 2
(38,9%), e grau 3 (57,7%) obtiveram taxas de prenhez significativas também ndo podendo
esses animais serem desprezados da inseminacdo artificial. No momento da avaliagdo os
foliculos ainda teriam cerca de 24 horas para a ovulagdo, tendo tempo para ocorrer aumento

do didmetro e da circulagdo sanguinea. Esses animais poderiam ter a inseminacédo artificial
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adiada por algumas horas levando em consideracdo que vdo demorar um pouco mais para
atingirem circulagéo total e posteriormente ovularem, podendo aumentar a taxa de concepgéo.

Com relagédo aos graus 4 e 5 que seriam considerados os graus ideais
para inseminar 0s animais, pois se sabe que ha maiores taxas de prenhez se a inseminacgéo é
realizada préxima a ovulagdo e que o pico maximo de perfuséo do foliculo precede & ovulagdo
(Meneghetti et al., 2009), no presente estudo o grau 5, aquele que tem de 80 a 100% de
deteccdo de fluxo sanguineo na parede do foliculo, apresentou 60% de taxa de prenhez, a
menor taxa identificada em relacdo ao grupo grau 4, isso se deve ao momento da ovulacao,
pois foliculos que atingem grau 5 ovulam cerca de 12 horas apés (Scaliante et al., 2015), ou
seja, os foliculos avaliados no momento da IA com grau 5 ovularam antes da hora estimada,
ndo tendo tempo portanto para que o espermatozoide chegasse ao sitio de fecundacdo e
ocorresse a capacitacdo, provavelmente encontrando foliculos ja envelhecidos.

Utilizando a ferramenta Color Doppler no momento da inseminacdo é possivel
saber em qual estagio de desenvolvimento o foliculo se encontra. Os foliculos que apresentam
irrigacdo grau 1 (0 a 20% de fluxo sanguineo na parede do foliculo) no momento da
inseminacdo ainda estdo em inicio de desenvolvimento quando deveriam estar mais
avancados. Por outro lado, os foliculos que apresentam grau 5 (80 a 100% de fluxo sanguineo
na parede do foliculo) ja estdo com seu desenvolvimento muito avancado o que também
prejudica as taxas de prenhez, pois esses foliculos provavelmente irdo ovular antes do
momento previsto, 0 que ndo reflete em boa taxa de concepcdo. Diante dessas informacdes, a
visualizacdo da vascularizacdo de foliculos pré-ovulatorios utilizando o ultrassom Color
Doppler no momento da inseminag&o seria uma importante ferramenta para validar protocolos
de IATF e a possibilidade de ser usado em rebanhos leiteiros.

Quando comparado o diametro dos foliculos apenas das vacas prenhes
separados por grau de irrigacdo (tabela 3.1) o que pode ser observado é que ndo houve
diferenca entre os didmetros foliculares, exceto o grupo grau 2 e 0s animais que tiveram
maiores taxas de prenhez apresentaram irrigagdo 4, demonstrando ser mais confiavel avaliar a
vascularizagdo folicular do que o didmetro para determinar o momento mais proximo da
ovulacédo. Isso ocorre pelo fato de o crescimento do fluxo sanguineo na parede do foliculo
aumentar em um ritmo bem maior préximo ao pico de LH do que o diametro folicular no
periodo pré-ovulatorio, pois o foliculo nesse estagio ja esta com um tamanho médio proximo
do tamanho ovulatério (Ginther, 2007). Segundo Scaliante et al. (2015) independente do
protocolo a ser utilizado, todos os foliculos que atingem circulagdo grau 5 chegam a ovular

com uma média de 12 horas.
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Embora o protocolo de sincronizagdo da ovulagdo utilizado nesse estudo seja
um método eficaz e bem estabelecido, existe uma grande variagdo com relagdo ao tamanho
dos foliculos no final do protocolo (Bo et al., 2003). Isso se da devido ao intervalo de tempo
(3 a 6 dias) sobre o qual ocorre o0 desenvolvimento de uma nova onda folicular (Bo et al.,
2003; Kim et al., 2005; Martinez et al., 2005). Portanto, no momento da IATF, a vida Gtil do
foliculo pré-ovulatorio pode se estender de 4 a 7 dias (da emergéncia da onda até a IATF),
explicando essa variacdo no tamanho dos foliculos no momento da inseminacdo. Com base
nessas informacdes é necessario que haja intervalos diferentes entre a remocgédo da fonte de
progesterona e a IATF com base no tamanho folicular, pois foliculos menores ovulam mais
tarde quando comparado a foliculos maiores, havendo uma melhor sincronia entre 0 momento
da ovulacdo e a IATF, melhorando assim a probabilidade de prenhez (Pfeifer et al, 2015).

Quando se avalia apenas o diametro do foliculo dominante no momento da
inseminacdo, pode-se observar que animais que apresentaram foliculos de maior diametro
tiveram maiores taxas de prenhez (tabela 3.2). Porém, é uma taxa de gestacdo pequena
(54,6%) (P<0,05) em relacdo a taxa de gestacdo dos animais do grupo irrigacdo grau 4
(72,5%), ou seja, do grupo que os animais no momento da IA possuiam irrigacdo em 60 a
80% da parede dos foliculos pré-ovulatorios. Observa-se que € mais fidedigno avaliar o grau
de irrigacdo para predizer o momento da ovulagdo do que apenas o diametro do foliculo e
pode-se afirmar que essa avaliagdo pode trazer resultados melhores para taxa de prenhez.

Embora estudos anteriores tenham correlacionado perfusdo folicular com o
momento da ovulacdo de foliculo pré-ovulatérios (Acosta et al., 2003; Pfeifer et al., 2016;
Scaliante et al., 2015) este é o primeiro relato a demonstrar que foliculos que apresentam
irrigacdo sanguinea entre 60 e 80 % de sua parede tem maior probabilidade de gerar prenhez
(72,5%).
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que ha
influéncia da irrigacdo na taxa de prenhez. A avaliacdo da circulacdo do foliculo no momento
da inseminacdo pode ser mais precisa do que a avaliagdo do diametro folicular para obter

maiores taxas de prenhez.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Sabendo-se que a Comunidade Europeia extinguiu o uso do 17p estradiol e
seus ésteres por serem considerados carcinégenos completos e que o Brasil é o maior produtor
e lider global de exportacdo de carne bovina é necessario o estudo de alternativas que possam
substituir o uso desses ésteres nos protocolos convencionais de IATF. Diante disso, o objetivo
do primeiro trabalho foi avaliar a substituicdo do benzoato de estradiol pela PGF2a como
indutor de ovulacdo em protocolos de IATF. Os resultados sugerem que a PGF2a tem
potencial como indutor de ovulacdo em protocolos de IATF, embora haja um aumento no
intervalo para a ovulacéo.

Sabendo-se que o sucesso da IATF depende da sincronizagdo da IA com o
horario da ovulacdo, varios estudos tém sido realizados para determinar 0 melhor momento
para inseminar e obter melhores taxas de concepgdo. Com base nessa informacéo o objetivo
desse estudo foi avaliar se ha influéncia da irrigacdo do foliculo pré-ovulatério no momento
da IATF na taxa de prenhez, podendo-se concluir que é mais fidedigno avaliar o grau de
irrigacdo para predizer o momento da ovulagcdo do que apenas o didmetro do foliculo e

podendo afirmar que essa avaliagcdo pode trazer resultados melhores para taxa de prenhez.



