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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



1. INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 180.040.323 de cabecas bovinas, estima-se que
desse rebanho, 78% dos animais sejam classificados como aptiddo para corte, dos
quais 10% séo novilhas de 2 a 3 anos e 43% séao vacas (ANUALPEC, 2011).

A agropecuéria representou 22,34% na participacdo do Produto Interno Bruto
brasileiro no ano de 2010 (CEPEA-USP/CNA, 2010). Segundo o mesmo instituto, o
setor de agronegécio brasileiro acumulou expansao de 3% no primeiro semestre de
2011. No mesmo periodo de 2010, a taxa se limitava a 1,8%. As altas cotagdes de
importantes produtos agropecuarios, dentre eles a carne bovina em paralelo com o
aumento da producdo, impulsionaram o crescimento. A agricultura se destacou no
periodo, acumulando alta de 6,75%. Embora, de forma menos expressiva, 0 segmento
da pecuaria, também, cresceu 2,43%.

As altas dos insumos associado ao desenvolvimento da economia exigem dos
pecuaristas maxima eficiéncia para garantia de satisfatério retorno econémico. Desta
forma, elevados indices de producao, associados a alta eficiéncia reprodutiva, devem
ser metas que norteiam os técnicos e criadores a alcancarem maior produtividade.
Neste contexto, a inseminacao artificial (IA) € a tecnologia mais viavel de que os
produtores de gado dispdem para o melhoramento genético do rebanho. A IA provou
ser uma técnica viavel, para acelerar o ganho genético e o retorno econdmico da
pecuaria. O relatério da ASBIA 2010 demonstrou aumento de 39,35% no volume de
doses comercializadas nos ultimos 10 anos (2001 a 2010).

E possivel sugerir que grande parte desse crescimento foi alavancado pelo
emprego de programas de IA em tempo fixo (IATF), que eliminam falhas na detecg¢éo
de estro devido as particularidades das fémeas Bos indicus (PINHEIRO et al., 1998,
BO et al., 2003 e SARTORI & BARROS, 2010) e permitem a inseminacdo de vacas
em anestro (MENEGHETTI et al., 2009), aumentando os indices reprodutivos. Embora
taxas de prenhez satisfatérias sejam obtidas com a utilizagdo da IATF em vacas de
corte (MENEGHETTI et al.,, 2009), os resultados em novilhas Nelore puberes,
geralmente, sdo menores do que os observados na IA apés a observagao do estro
(DIAS et al., 2009 ).

Possiveis razbes para a menor fertilidade em programas de IATF nesses
animais podem estar relacionadas as baixas taxas de sincronizacdo (CARVALHO et
al., 2008) e/ou baixa taxa de concepcao (DIAS et al., 2009 e PERES et al., 2009). Um
dos fatores que afetam a fertilidade é a maturidade dos foliculos induzidos a ovular,



tanto em relagdo a competéncia oocitaria quanto em relagcdo ao ambiente uterino
gerado durante o proestro (MUSSARD et al., 2007 e BRIDGES et al., 2010). As
causas dessa menor maturidade folicular podem estar relacionadas a interferéncia das
altas concentragdes de progesterona (P4) durante o protocolo de sincronizacao, que
reduzem o didmetro folicular a IATF (CARVALHO et al., 2008) e proporcionam um
ambiente uterino inadequado para o desenvolvimento do concepto (PERRY et al,
2005 e 2007).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a interferéncia das
concentracoes de P4 durante o desenvolvimento folicular e a influéncia do didmetro
folicular e duracdo do proestro na fertilidade de novilhas Nelore pubere inseminada
apos deteccao do cio ou em tempo fixo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Particularidades da dinamica folicular da espécie Bos taurus indicus

Avancos nos protocolos de sincronizacdo da ovulagdo exigem melhor
compreensao dos padrdes de desenvolvimento folicular e dos mecanismos hormonais
que regulam a dinamica folicular dos bovinos, principalmente em fémeas da raca
zebuina, devido ao maior numero de animais no Brasil.

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrao de ondas. Cada
onda de crescimento folicular é caracterizada por um grupo de pequenos foliculos que
sao recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma fase de crescimento comum por
cerca de trés dias (GINTHER et al., 1996). Destes, apenas o foliculo dominante
continua seu desenvolvimento, enquanto os outros regridem (foliculos subordinados).
Apesar das fémeas Bos taurus e Bos indicus apresentarem grande similaridade na
dindmica folicular, algumas peculiaridades importantes sdo observadas entre as duas
ragas.

Figueiredo et al. (1997) observaram predominancia de trés ondas em novilhas
Nelore (64,7%, n=16), enquanto que, em novilhas Holandesas, tem sido descrito maior
ocorréncia de duas ondas foliculares (55,5%) e, raramente, quatro ondas (SARTORI et
al., 2004).

Durante a divergéncia, Sartori et al. (2004) verificaram que o diametro do
foliculo dominante em novilhas Holandesa foi 8,3£0,2 mm. Embora, nesse momento, o

didmetro seja inferior em novilhas Bos indicus (5,4 a 6,2 mm, SARTORELLI et al.,



2005; CASTILHO et al., 2006 e GIMENES et al., 2008), o intervalo entre a ovulacao e
a divergéncia foi similar entre as duas racas (aproximadamente 2,7 dias,
SARTORELLI et al., 2005, CASTILHO et al., 2006 e GIMENES et al., 2008).

Apb6s a divergéncia, o foliculo torna-se dependente de LH (GINTHER et al.,
1996) e conforme o desenvolvimento folicular ocorre, este passa a ser responsivo a
estimulos ovulatérios. De acordo com Gimenes et al. (2008), o tratamento de novilhas
Nelore com 25 mg de pLH resultou em ovulagao de 33,3 % de foliculos entre 7,0 e 8,4
mm e a proporgao de animais ovulados aumentou significativamente quando o foliculo
alcancou 8,5 mm (8,5 a 10 mm — 80% e > 10 mm — 90%). Somente, foliculos de 10
mm adquiram capacidade ovulatéria e foram capazes de ovular em resposta a altas
doses de LH (40 mg) em vacas Holandesas, sendo que taxas de ovulagéo superiores
a 50% foram obtidas com menor dose de LH (4 mg) em animais com foliculos maiores
de 12 mm (SARTORI et al. 2001). Essas informagdes sobre a relagao entre o diametro
folicular e a aquisicdo da capacidade ovulatéria, permitem entender falhas em
tratamentos hormonais e podem facilitar o desenvolvimento de novos tratamentos.

Outra diferenca fisiolégica entre novilhas Bos taurus e Bos indicus esta
relacionada ao diametro maximo alcangado pelo foliculo dominante em cada onda de
crescimento folicular. Em Bos taurus sdo descritos didmetros de 15,2+0,3 mm para a
primeira onda folicular (SARTORI et al., 2004). Ja, em Bos indicus o diametro relatado
foi 11,30+0,3 mm (FIGUEIREDO et al., 1997). A partir desses relatos pode-se verificar
gue o diametro do foliculo dominante e do foliculo ovulatério em zebuinos é menor do
que em taurinos.

Também, o didmetro do corpo luteo (CL) parece ser menor em Bos indicus que
em Bos taurus. Corpos luteos de zebuinos variam de 17 a 21 mm de diametro
(FIGUEIREDO et al., 1997) ao passo que em taurinos sao relatados diametros entre
20 a 25 mm (THATCHER et al., 1993 e ADAMS et al., 1993). Carvalho et al. (2008)
observaram que o didmetro do CL em novilhas Bos indicus (15,3 + 0,8 mm) foi menor
comparado as novilhas Bos taurus (18,4 £ 1,0 mm) e nao diferiu das fémeas cruzadas
(17,7 £ 0,6 mm). Embora, Vasconcelos et al. (2001) tenham demonstrado que o
didmetro do CL esta diretamente correlacionado com as concentragcdes de
progesterona circulante. Bastos et al. (2010) avaliando as concentracdes de P, em
vacas Nelore e Holandesas secas sob mesmas condi¢cées climaticas e nutricionais,
observaram que, mesmo apo6s a ovulagao de foliculos menores (15,7 vs 13,4 mm), as
concentracoes de P, nos dias 7 (2,8 vs 2,0 ng/ml) e 14 (4,6 vs 4,1 ng/ml) do ciclo estral
foram superiores em animais da raga Nelore. Carvalho et al. (2008) verificaram



maiores concentracdes de P, em novilhas Nelore durante o tratamento com dispositivo
intravaginal de P, e sugeriram menor metabolismo, que poderia ter contribuido para
manter maiores concentracdes de P, em novilhas zebuinas.

Além das particularidades referentes a dindmica folicular dos animais
zebuinos, é importante fazer algumas consideracbes quanto as caracteristicas do
comportamento de cio e intervalo cio-ovulagdo, pois estes sdo parametros essenciais
para a escolha do melhor momento da IA.

Fémeas Bos indicus apresentam estro de duragdo mais curta, entre 10 a 12,9 h
(PINHEIRO et al., 1998 e BO et al., 2003) quando comparado as taurinas 16,3 h (BO
et al., 2003). Somado a este fator, foi observado maior incidéncia de cio de ocorréncia
noturna, iniciando-se durante a noite (53,8%) ou mesmo ocorrendo apenas durante o
periodo noturno (34,6%; PINHEIRO et al., 1998 ). Em revisdo recente, Sartori &
Barros. (2011) verificaram baixa taxa de detecg¢do de cio em novilhas Nelore (< 50%;
n=24), apesar da alta taxa de ovulagao (76,7%) apés tratamento com PGF2a. Os
autores concluiram que a falha na deteccao de estro ocorreu devido a ndo expressao
do estro nos animais submetidos a deteccdo de cio durante 24h por 7 dias. Esses
fatores em conjunto dificultam o manejo e a eficacia de deteccdo de cio,
principalmente, na espécie Bos indicus.

Pinheiro et al. (1998) verificaram que o intervalo entre o inicio do cio e a
ovulagdo foi mais curto em novilhas Nelore (26,6+0,44h) em relacdo a estudos
anteriores com taurinos (28 a 32 h, revisado por (BO et al., 2003). Entretanto, no
estudo de Mizuta. (2003), o intervalo cio-ovulacdo entre as duas racas nao diferiu
(Nelore: 27,1+3,3h vs Angus, 26,1+6,3h), apesar da diferenga na duragéo do cio entre
os dois grupos (Nelore: 12,9+2,9 h vs. 16,3+2,9 horas em Angus).

Estas diferengas tornam a observacao de estro um ponto ainda mais critico a
ser considerado na IA, aumentando a necessidade de tratamentos de sincronizacao
que resultem em bons resultados.

2.2. Inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em novilhas puberes Nelore

Os programas de sincronizagdo da ovulacao utilizados no Brasil apresentam
resultados satisfatérios e possibilitam o emprego da IATF em vacas zebuinas
(MENEGHETTI et al., 2009 e SA FILHO et al., 2009). Contudo, os protocolos
hormonais desenvolvidos para vacas lactantes ndo apresentam resultados

satisfatérios quando utilizado em novilhas puberes (SA FILHO et al., 2009).



2.3. Sincronizac6es da emergéncia da onda folicular

A sincronizagdo de uma nova onda folicular é o primeiro passo, para a
realizacao do protocolo de IATF. Diferentes estratégias podem ser empregadas no
inicio do protocolo para indugao de uma nova onda (BO et al., 1995), entretanto a mais
viavel é feita através da administracdo de horménios que induzem a ovulagdo (ex:
GnRH) ou atresia do foliculo dominante (ex: estradiol + progesterona).

O GnRH age, diretamente, na hipdfise, induzindo a liberacdo de hormonio
foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). Em torno de 24 a 32 horas
apds a sua administragédo, ocorre a ovulagao do foliculo dominante (PURSLEY et al.,
1995).

Em protocolos que utilizam GnRH (ex: protocolo Ovsynch), uma alta taxa de
ovulagdo é critica para obtengcao de resultados satisfatérios, como foi demonstrado
previamente em vacas de leite (VASCONCELOS et al.,, 1999). Segundo esses
autores, a resposta ao primeiro GnRH variou de acordo com o momento do ciclo
estral, e maiores taxas (96%) foram observadas entre os dias 5 e 9 do ciclo, devido a
presenca de um foliculo dominante responsivo ao LH. Martinez et al. (2000)
observaram que a emergéncia da nova onda folicular apés o tratamento com GnRH +
CIDR (-1 a 4 dias) em novilhas, foi mais variavel que o tratamento com 17  estradiol +
P, (3 a 4 dias), devido ao estagio do desenvolvimento do foliculo dominante no
momento da administragcdo do GnRH.

Pursley et al. (1995) verificaram que a resposta ao GnRH tem valor limitado na
sincronizacdo da emergéncia folicular em novilhas, pois somente 50% das novilhas
responderam ao GnRH no inicio do protocolo (Ovsynch). Por isso, Lamb et al. (1996)
nao observaram diferenca na distribuicao de cio (48,9+0,8h) apds a sincroniza¢ao do
estro de novilhas taurinas (78 — 100% ciclicas), empregando ou ndo GnRH no inicio do
protocolo (CIDR 7 dias + 25 mg PGF2a + detecgéo de cio por 72 horas).

O recrutamento da nova onda folicular, também, pode ser realizado através do
uso de E, associado a P, (CARVALHO et al., 2008). Apenas o uso de P, provocou um
efeito inibitério transitério nos niveis de LH (36h) e nao alterou as concentragdes de
FSH em vacas ovariectomizadas (BURKE et al., 1996). Porém, a adicdo de BE ao
inicio do tratamento com CIDR potencializou o efeito de feedback negativo sobre os
niveis de LH (5 dias), provavelmente, através do aumento da sensibilidade do
hipotadlamo a P, e deprimiu a secrecéo de FSH (BURKE et al., 1996). Os autores ainda



observaram que ap6s a remocgado do dispositivo, os niveis de LH se elevaram
rapidamente, e atribuiram este fator a possivel sensibilizacao do eixo gonadotréfico ao
E.ex6geno.

Desse modo, a administragdo conjunta de P, e E, permite o inicio sincronizado
de uma nova onda através da indugao da atresia, independente da idade ou diametro
folicular (BURKE et al., 1999 e 2003). Contudo, o tempo entre a administragéo e o
inicio da nova onda ¢é variavel de acordo com fonte e a dose de estrégeno (BURKE et
al., 2003).

Burke et al. (2003) demonstraram que o momento do aumento das
concentracdes de FSH que precedem o inicio da nova onda folicular variou de acordo
com a dose de BE empregada. Tal variagao foi atribuida ao tempo necessario para o
E. alcancar niveis n&o inibitérios ao pico de FSH.

Carvalho et al. (2008) verificaram boa resposta apds o tratamento de novilhas
Bos indicus com 2 mg de E; e dispositivo intravaginal de P,. Segundo os autores, a
emergéncia ocorreu 3,1 dias apds o inicio do tratamento. Meneghetti et al. (2009)
observaram que a administragdo de 2 mg de BE no inicio do protocolo de
sincronizacao, proporcionou taxas de ovulagao (~90%) e prenhez (~50%) satisfatérias,
quando associado a um dispositivo intravaginal de P, para o recrutamento de uma
nova onda folicular em vacas da raca zebuina.

Tendo em vista os resultados, pode-se concluir que o emprego de E, associado
a P, no inicio do protocolo constitui uma alternativa eficiente para sincronizacao da

emergéncia de uma nova onda folicular.

2.4. Emprego de dispositivos intravaginais de progesterona

Os protocolos utilizados na sincronizagdo da ovulagdo permitem o controle do
desenvolvimento folicular até o momento da IA sem necessidade de deteccdo do
estro.

Programas de sincronizagdo da ovulagao utilizando apenas GnRH e PGF2a
conhecido como “Ovsynch” (PURSLEY et al., 1995) e variacdes desse protocolo (ex:
“Co-Synch”; GEARY et al., 2001), possibilitam realizar a IATF com taxas de prenhez
satisfatérias (Ovsynch: 52% vs Co-Synch: 54%) em vacas de corte taurinas.

Contudo, baixas taxas de fertilidade tém sido reportadas quando esses
protocolos sdo empregados em novilhas, devido a alta porcentagem de animais que

demonstram estro (17,3%) antes da aplicacdo da PGF2a (Roy et. al, 1999), como



consequéncia da baixa resposta ao primeiro GnRH (PURSLEY et al., 1995; LAMB et
al., 1996 e MARTINEZ et al., 2000).

Vasconcelos et al. (1999), avaliando o protocolo “Ovsynch”, observaram que
nenhuma vaca sincronizada durante a fase inicial do ciclo estral (1-12) ovulou
antecipadamente, relacionando este fato aos niveis continuos de P, até o tratamento
com PGF2a. Entretanto, todas as vacas que nao responderam ao primeiro GnRH e
que ovularam precocemente estavam na fase final do ciclo estral (13-22). Neste caso,
a lutedlise ocorreu antes da aplicacao da PGF2a permitindo a ovulagao do foliculo
dominante (VASCONCELOQOS et al., 1999).

Uma alternativa simples e que visa prevenir ovulagées antecipadas é a
utilizacdo de um dispositivo de P, durante o protocolo (MARTINEZ et al., 2002a).
Segundo os autores, a adi¢cdo ou nao de CIDR até o momento da aplicagéo da PGF2¢,
incrementou a taxa de prenhez de novilhas (38,5% vs 68,0%).

Martinez et al. (2002b) verificaram taxas de prenhez aceitaveis em novilhas
taurinas quando compararam os protocolos Co-Synch + CIDR (65%) vs BE/P, +
CIDR/PGF2a no dia 7, seguido de BE no dia 8 e IATF 28 h depois (61,5%). Apesar de
nao ter observado diferenga significativa entre os dois protocolos, os autores
especulam que taxas de prenhez menos varidveis devem ser obtidas com o uso de
BE, uma vez que a resposta ao primeiro GnRH limita o uso de protocolos a base de
GnRH em novilhas.

A necessidade do controle da fase luteal limita a utilizacdo de protocolos de
sincronizacao sem o uso de P,4. Portanto, o emprego de dispositivos intravaginais de
P4, associados ao emprego de E,, permite o controle com maior precisdo do
desenvolvimento do foliculo dominante até o momento da IATF, resultando em taxas
de prenhez satisfatérias em fémeas Bos indicus (MENEGHETTI et al., 2009).

2.5. Efeito da concentracao de progesterona no desenvolvimento folicular e
fertilidade.

Apéds a divergéncia folicular, o foliculo dominante passa a ser dependente de
LH (GINTHER et al., 1996). Taft et al. (1996) demonstraram que a freqiéncia dos
pulsos de LH foi importante na manutencéo do foliculo dominante, e a extensdo com
que a progesterona inibia a secrecdo de LH determinava a duracdo do foliculo

dominante.



Adams et al. (1992) e Savio et al. (1993) observaram que o tempo de
dominancia do foliculo dominante pode ser estendido, ou reduzido pelo aumento ou
decréscimo na concentracdo de progesterona. Segundo os autores, concentragoes
subluteais de P4 (1 a 2 ng/ml) tem sido associada ao maior crescimento folicular.

De acordo com dados da literatura, existe uma relagdo inversa entre a
concentracao de P, e a pulsatilidade de LH. Bergfeld et al. (1996) observaram que a
frequiéncia de pulsos de LH (4,1 pulsos/6h) e os niveis de 17 estradiol (12,7 pg/ml)
foram maiores em vacas tratadas com baixas concentragbes de P, (1,3 ng/ml)
comparados aos animais tratados com altas concentragdes de P, (4,6 ng/ml), cujos os
pulsos de LH e niveis de 17B E, foram respectivamente 1,3 pulsos/6h e 3,5 pg/ml.
Posteriormente, Kojima et al. (2003) verificaram que a freqtiéncia pulsatil de LH e a
secre¢do de E, também foram maiores, em vacas que receberam baixas
concentracdes de P4 (baixa: 1-3 ng/ml vs alta: 5-9 ng/ml).

A concentragéao de P, sérica de 1-2 ng/ml (na auséncia de um CL) é suficiente
para manipular a dura¢do do foliculo dominante (KOJIMA et al., 2003) até a indugéo
da ovulagao. O sucesso desses protocolos, que utilizam dispositivos de progesterona,
depende da obtencdo de um foliculo dominante de boa qualidade independente do
status metabdlico ou estagio do desenvolvimento folicular no inicio do protocolo
(AUSTIN et al., 1999).

O estro e a fertilidade em bovinos tratados com progesterona visando a
sincronizagao do estro e ovulagdo sao influenciadas pela duragao do tratamento com
progesterona (MIHM et al., 1994). A indugao da persisténcia do foliculo dominante (> 9
dias), por meio do uso de progestageno, resultou em queda significativa na taxa de
prenhez em novilhas de corte (MIHM et al., 1994 e AUSTIN et al., 1999) e vacas de
leite ndo lactantes (SAVIO et al., 1993).

Revah e Butler (1996) verificaram que odcitos provenientes de foliculos de
vacas de leite com maior periodo de dominancia, iniciavam a ativagao prematura da
meiose, provavelmente devido ao maior periodo de exposicdo ao LH. Os autores
sugeriram ser, esta, a causa de menor fertilidade apds a sincronizacdo de cio com
progestagenos por mais de sete dias. Por outro lado, Ahmad et al. (1995) e Shaham-
Albalancy et al. (1996), sugeriram que altas concentracées de estradiol, devido a
presenca de foliculos persistentes, poderiam influenciar as condicées das tubas
uterinas e/ou do Utero, podendo ser a causa da menor fertilidade, quando da presencga
de foliculos persistentes. Mantovani et al. (2005) observaram que a sincronizagao de
receptoras cruzadas com dispositivo de P, por 14 dias reduziu a taxa de concepc¢ao
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atribuindo esse resultado a presenca de foliculos persistentes. Embora o aumento do
tempo de dominéncia esteja associado a redugcado da taxa de prenhez em vacas de
leite (BLEACH et al., 2004, CERRI et al., 2009 e SANTOS et al. 2010), resultados
similares ndo foram observados em animais de corte. De acordo com Ahmad et al.
(1997), Bridges et al. (2008) e Dias et al. (2011), o tempo de dominancia nao interferiu
na taxa de concepgao desses animais.

Os niveis de progesterona durante o desenvolvimento folicular também
desempenham um papel importante na fertilidade. Vasconcelos et al. (1999) e
Bisinotto et al. (2010) observaram queda na taxa de prenhez quando vacas de leite
foram submetidas a protocolo de sincronizagdo sob baixos niveis de P,. Os autores
sugeriram que o aumento dos pulsos de LH pode ter prejudicado a qualidade do
o6cito. Contudo, Cerri et al. (2011a) verificaram que a qualidade de embrides
coletados 6 dias apds a IA, provenientes de foliculos que cresceram sob baixas
concentracdes de progesterona, foi apenas discretamente inferior em relagdo aos
obtidos de foliculos que se desenvolveram sob altos niveis de progesterona sendo que
a taxa de fertilizacao foi similar entre os grupos. Segundo Cerri et al. (2011b), a queda
de fertilidade nesses animais pode estar relacionada a lutedlise prematura, devido a
indugao precoce da expressao de receptores a-estrégeno com liberagdo precoce de
PGF2a pelo utero. Embora esses autores tenham verificado efeito negativo das baixas
concentragcdes de P4, sobre a taxa de prenhez de vacas Holandesas lactantes.
Stevenson et al. (2008) observaram que a aplicagcdo de PGF2a no inicio do protocolo
Cosynch+CIDR em novilhas Holandesas, resultou em maior desenvolvimento folicular,
e aumento da expressdo do estro entre a retirada do dispositivo e IATF, sem
comprometer a taxa de prenhez, quando comparado aos animais que nao receberam
PGF2a no inicio do protocolo.

Os trabalhos de Carvalho et al. (2008) e Dias et al. (2009) demonstraram efeito
prejudicial da alta concentracdo de P, pré-IA no desempenho de novilhas zebuinas
qguando submetidos a IATF. Carvalho et al. (2008) sugerem que pode haver um menor
metabolismo de P, em novilhas Bos indicus, e esse menor metabolismo contribuiria
para manter maiores concentragbes de P, em novilhas zebuinas, prejudicando o
desenvolvimento folicular, e subseqientemente, a taxa de ovulagdo. De acordo com
Dias et al. (2009), o emprego de estratégias que reduzem a concentracdo circulante
de P, durante os estagios finais do protocolo de sincronizagdo, e/ou aumentam o
estimulo gonadotrdpico, incrementam o desempenho reprodutivo em novilhas puberes.

Dias et al. (2009) constataram efeito do numero de usos do CIDR (novo, ou
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previamente utilizado por 9 ou 18 dias) na taxa de prenhez (20,5%, 22,7% e 35,5%) e
concepcao (37,2%, 37,8% e 53,2%) em protocolo de sincronizagao de 9 dias.

Em concordancia com esses dados, Peres et al. (2009) verificaram que a
antecipacgao da aplicacdo de PGF2a (dia 7) em protocolo de sincronizagao com CIDR
por 9 dias incrementou a taxa de prenhez (dia 7: 52% vs dia 9: 36,4%) de vacas néo
lactantes. Adicionalmente, Baruselli et al. (2004), Peres et al. (2009), Dias et al. (2009)
e S4& Filho et al. (2010a) observaram efeito positivo da administragédo de eCG no dia da
retirada do dispositivo de P4 na fertilidade de novilhas plaberes. Os autores atribuiram
esse fato a suplementagdo gonadotréfica exdégena (LH e FSH), que favorece o
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério e minimiza os efeitos negativos das altas
concentracdes de progesterona. De acordo com Peres et al. (2009), o emprego do
eCG foi especialmente importante quando as concentragdes de P4, no momento da
retirada do dispositivo, foram superiores a 3,0 ng/ml, demonstrando assim que o eCG
permite atenuar os efeitos deletérios das altas concentra¢cbes de P, durante o
desenvolvimento folicular.

Em outro estudo, Colazo et al. (2008) também observaram maior taxa de
ovulacdo em novilhas com baixa concentragdo de P, e associaram o resultado ao
maior desenvolvimento folicular, e capacidade ovulatéria ao estimulo de GnRH.
Mantovani et al. (2010) verificaram efeito positivo da reducao das concentracdes de P,
no desenvolvimento folicular de novilhas puberes cruzadas tratadas com CIDR por 8
dias.

Alguns estudos sugerem que receptores de GnRH na hipo6fise podem ser
regulados pelo proprio GnRH (NETT et al., 2002), e que altas concentragdes de P,
causam diminui¢cdo nos pulsos de GnRH, minimizando a formagao de receptores de
GnRH na hipofise, podendo diminuir a taxa de ovulagdo (TURZILLO et al., 1995). O
estradiol também exerce um papel importante no eixo hipotalamo-hipéfise, ja que esse
hormdnio promove um aumento dos receptores de GnRH. Além de modular a
expressao de genes que codificam subunidades de FSH e LH, alterando o padrdo de
liberacao dessas gonadotrofinas (NETT et. al., 2002).

Esses dados em conjunto demonstram que ao contrario do que ocorre em
vacas leiteiras, as altas concentragcées de P, durante o protocolo de sincronizagao sao
indesejaveis em novilhas zebuinas puberes, pois as concentragcbes de P, estdo
diretamente relacionadas ao desenvolvimento folicular que interferem na eficiéncia

reprodutiva desses animais.
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2.6. Efeito da maturidade folicular na taxa de concepcao em protocolos de
IATF

A fertilidade apés a indugédo da ovulacédo de foliculos persistentes é reduzida
(MIHM et al., 1994 e AUSTIN et al, 1999) e a maioria dos programas de
sincronizagcdo da ovulagdo é estruturado para minimizar o desenvolvimento e a
ovulacdo de foliculos dominantes persistentes. Contudo, a ovulagcdo de foliculos
imaturos também compromete a taxa de prenhez em protocolos de IATF (PERRY et
al., 2007).

Vasconcelos et al. (2001) observaram que a redugédo do diametro do foliculo
ovulatério, prejudicou a fertilidade (3/21 = 14,3% vs 10/21 = 47,6%) de vacas leiteiras
sincronizadas com protocolo Ovsynch. Os autores associaram este resultado a
reducéo dos niveis de E, pré-ovulatério, tamanho de CL e concentragao circulante de
P, pés IATF. Em estudo com animais de corte, Mussard et al. (2003a) também
verificaram que animais com foliculos pequenos e imaturos (10 mm) apresentaram
diminuicdo na taxa de concepcado (2/45 = 4,4% vs. 31/54 = 57,4%) e menor
concentracao de P, (4,9 £ 0,2 vs. 55 £ 0,2 ng/ml), em relagdo as novilhas com
foliculos maiores (13 mm). Mussard et al. (2007), verificaram resultados similares ao
induzir a ovulagédo de foliculos de menor idade comparados a animais que ovularam
espontaneamente. De acordo com os autores, as causas desta menor fertilidade
podem estar relacionadas as reduzidas concentragdes de P, pés IA, incompeténcia do
odcito e/ou comprometimento do ambiente uterino, apds a inducao da ovulagdo de
foliculos imaturos.

Sartori et al. (2006) verificaram que vacas de leite com menor didmetro do
foliculo ovulatério (10 — 15 mm) que receberam transferéncia de embridao (TE),
apresentaram maior taxa de concepgao (42,3% = 11/26) em relagdo aos animais
submetidos a IATF (23,7% = 9/38). Segundo os autores, esses resultados indicam
possivel comprometimento oocitario, apés a indugdo da ovulagdo de foliculos
pequenos (imaturos).

Perry et al. (2005), utilizando protocolo Co-Synch em vacas pés-parto,
observaram efeito quadratico do diametro do FD na concepc¢éo, sendo que a variagao
de didametro considerada 6tima foi de 11,5 a 16mm. A indugao da ovulagao de foliculos
imaturos (< 11 mm) resultou em queda na taxa de prenhez e aumento da mortalidade
embriondria/fetal entre 27 e 68 dias apos a inseminagéo (£ 11mm =39% vs > 11 mm =
0%). Os autores associaram o decréscimo na fertilidade as reduzidas concentragdes
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de E> no momento da inseminacdo e as menores concentragdes P, apds a ovulacao.
Em estudo posterior, Perry et al. (2007) verificaram que novilhas que ovularam
espontaneamente ou apoés estimulo com GnRH foliculos com diametro entre 10,8 e
15,6 mm apresentaram melhor taxa de prenhez, independentemente do
comportamento do estro ou concentragdo de E, circulante. Segundo os autores, o
diametro do foliculo ovulatério parece ser um bom indicador de maturidade folicular e
fertilidade. Peres et al. (2009), Dias et al. (2009) e Sa Filho et al. (2010a,b) observaram
efeito positivo do aumento didmetro foliculo dominante no momento da IATF na taxa
de prenhez de fémeas Bos indicus. Embora o diametro folicular pareca ser um bom
preditor de maturidade folicular, deve-se considerar que, Vasconcelos et al. (1999) e
Bisinotto et al. (2010) verificaram que em vacas de leite o desenvolvimento folicular
sob baixas concentracdes de P, resultou em maior diametro do foliculo ovulatério,
porém menor taxa de prenhez. Os autores concluiram que o ambiente hormonal em
que o foliculo esteve exposto durante o protocolo de sincronizagéo foi importante para
a fertilidade. De maneira similar, Bridges et al. (2010), demonstraram que a duragao
do proestro durante o desenvolvimento folicular, foi mais importante do que o didmetro
folicular para a fertilidade em vacas de corte.

Apesar das limitagbes entre a associagdo do didmetro do foliculo ovulatério e
fertilidade, este parece ser um parametro simples que permite estimar com certa
confianca a probabilidade de concepgao. De acordo com os dados, existe um intervalo
ideal, no qual diametros inferiores ou superiores estardo correlacionados com baixa
taxa de concepcdao em programas de IATF. Segundo os autores, foliculos maiores
estao correlacionados com bons resultados em animais de corte, portanto protocolos
que maximizam o diametro folicular até certo limite, potencialmente melhoram a taxa

de prenhez.

2.7. Influéncia da duracao do proestro na fertilidade

A maturidade folicular € um parametro essencial que deve ser considerado no
emprego de programas de IATF (PERRY et al. 2007). Contudo, a idade do foliculo,
intervalo entre a aplicagédo da PGF2a e a inducéo da ovulacdo com GnRH, ou inicio do
estro, estdo estreitamente ligados a maturidade do foliculo (BRIDGES et al. 2008 e
2010). Segundo dados da literatura, esse intervalo € conhecido como “duragéo do
proestro”, e definido como o intervalo aproximado entre a regressao luteal e pico pré-
ovulatério de LH.
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Mussard et al. (2007) observaram que vacas Bos taurus de corte induzidas a
ovular prematuramente apresentaram menor taxa de concepg¢ao (76% = 22/29 vs
100% = 24/24), foliculos mais novos (~1,1 dia) e menor duragao do proestro (1,5 dias
a menos) em relagdo aos animais inseminados apds deteccédo de estro. Bridges et al.
(2008), verificaram que a taxa de prenhez foi cerca de 9,1% e 13,3% superior, quando
o intervalo entre a administragédo da primeira dose de PGF2a e a IATF foi estendido de
60h para 72 horas. De acordo com os autores, 0 aumento do proestro proporciona
maior suporte gonadotrépico para o foliculo ovulatério e niveis de estradiol elevados
antes da ovulagéo.

Bridges et al. (2010) desenvolveram um modelo experimental com intuito de
avaliar a taxa de concepgao de vacas de corte que apresentavam diametro folicular
constante e duragdo do proestro variavel. Nesse modelo, todos os foliculos = 5,0 mm
foram aspirados 6,75 dias apds o estro sincronizado e em seguida as vacas foram
distribuidas aleatoriamente para receberem PGF2a 4,5 (n=40) ou 5,5 dias (n=38) apds
a aspiracao folicular (dia 0) perfazendo assim, um grupo de longa (PL= 2,25) e curta
duragdo do proestro (PC= 1,25). No dia 6,75, os dois grupos receberam uma
administracdo de GnRH sendo inseminados 12 horas ap6s a aplicacao. O diametro
folicular foi similar entre os grupos (PC: 13,0 £ 0,2 vs PL: 12,6 £ 0,2 mm). No entanto,
a maior incidéncia de ciclos estrais curtos foi constatada no grupo PC (74% vs 30%).
Entre os animais com duragdo normal da fase luteal, a taxa de concepgao foi menor
no tratamento PC (1/7 = 14,3%) em relacao ao PL (19/26 = 73%) e as concentracdes
sérica de P, pés IATF foram superiores no grupo PL. De acordo com os autores, estes
achados enfatizam a importancia de outras caracteristicas além do diametro folicular,
na fertilidade.

Peters e Pursley (2003) avaliando o protocolo Ovsynch verificaram queda na
taxa de prenhez, quando o GnRH foi administrado concomitantemente com a PGF2a
(14,7%) ao invés de 48h apds a aplicacdo da prostaglandina (31,3%). Segundo Peters
e Pursley (2003), o encurtamento do intervalo entre a PGF2a e o segundo GnRH,
prejudica o desenvolvimento folicular e uterino diminuindo a fertilidade.

A base enddcrina para a aparente relagdo entre a duracao do proestro e a
fertilidade foi pesquisada no segundo experimento realizado por Bridges et al. (2010).
Os autores observaram que a diferenga mais marcante entre os tratamentos foi que os
niveis de estradiol foram prejudicados pela reducao do proestro (PC: 9,1+0,7 vs PL:
12,7£1,1 pg/ml). Sugerindo que a indugcdo prematura da ovulacao (proestro curto),
pode interferir na sequéncia normal das alteracoes pré-ovulatérias de estradiol e
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gonadotropinas, sendo possivel que esta interrupgcéo altere o desenvolvimento uterino
e prejudique o adequado suporte da gestacao.

Mussard et al. (2003b) estudaram o efeito da inducao da ovulacao de foliculos
de diferentes didmetros em receptoras de embrido. Novilhas foram induzidas a ovular
foliculo de 10 e 13 mm. Receptoras que ovularam foliculos de 10 mm apresentaram
diminuicdo da taxa de prenhez (1/12

8,3%) e menores concentracbes de
progesterona no dia 12 pés-ovulagao (3,4 = 0,4 ng/ml) comparadas as novilhas que
ovularam foliculos de 13 mm (68/12 = 66,7% e 5,6 + 0,3 ng/ml). Esses dados sugerem
que a incompeténcia do odcito, a fertilizagdo comprometida e a mortalidade
embrionaria precoce (antes do dia 7 do ciclo estral) ndo devem constituir a Unica
causa da reducdo na fertilidade de fémeas induzidas a ovular foliculos imaturos. E
possivel que a interrupgdo das alteragdes pré-ovulatérias de estradiol, quando
foliculos imaturos sao induzidos a ovular, possa ser responsavel pela falta de suporte
ao utero para estabelecer a gestagao. Perry et al. (2005 e 2007) observaram que
animais detectados em estro antes da inseminagdo apresentaram maiores
concentracdes de E, e aumento da taxa de prenhez. Os resultados de Peres et al.
(2009) e Sa Filho. (2010b e 2011) também demonstraram incremento da fertilidade
quando fémeas Bos indicus foram detectadas em estro.

Dessa forma, S4& Filho et al. (2011) demonstraram que a administragdo de 1mg
de ECP, apds a remocao do dispositivo intravaginal de Py, foi eficiente em aumentar a
porcentagem de vacas em cio e a prenhez desses animais (100/178 = 56,2% vs
74/190 = 39,0%) em relacdo ao grupo tratado com GnRH. Cerri et al. (2004)
observaram efeito similar quando utilizaram o protocolo Heatsynch em vacas leiteiras
(GnRH + PGF2a - d7 + 48h - 1mg de ECP + 48h - IATF) ap6s pré-sincronizacao.
Segundo Cerri et al. (2004), o emprego do ECP permitiu maior expressao de cio e dos
animais detectados em estro a fertilidade foi superior em relagdo ao programa
Selectsynch (GnRH + PGF2o no dia 7 + deteccdo de cio e IA). Em estudo
subsequente com vacas de leite, Souza et al. (2007) verificaram que adicdo de 1mg de
ECP 48 horas antes da aplicagdo do 2° GnRH (Ovsynch) aumentou a expresséao de
estro e incrementou a taxa de prenhez dos animais com foliculos entre 15 e 19 mm.
De acordo com autores, a suplementacdo com E, exdgeno possibilita aumentar as
concentracbes pré-ovulatérias de E, durante o proestro, melhorando o
desenvolvimento uterino e conseqientemente a concepgao.

Os esterdides reprodutivos estradiol e progesterona coordenam a funcao
uterina. Durante o periodo pré-ovulatério, o estradiol prepara o Uutero para o
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desenvolvimento inicial do concepto (revisado por DAY, 2006). O estradiol pré-
ovulatério altera a morfologia do endométrio, promovendo o0 crescimento e
desenvolvimento das células epiteliais glandulares (Murray, 1992 e Johnson et al.,
1997) relacionadas com a sintese e secrecdo de histotrofo uterino, elemento
importante no desenvolvimento inicial antes da placentacdao (GEISERT et al., 1988).
Em ovelhas ovariectomizadas, quando as concentracdes de estradiol foram inferiores
as presentes no estro, ndo foram recuperados embrides normais e a sintese uterina de
proteina foi reduzida (MILLER E MOORE, 1976a e b).

De acordo com os dados de Bridges et al. (2010) e Mussard et al. (2007), a
redugdo da concentragao circulante de estradiol pré-ovulatério esta relacionado com a
ocorréncia de ciclo curto. Segundo Mann e Lamming (2000), o tratamento de vacas
ovariectomizadas com niveis crescentes de 17B-estradiol foi relacionado com a
reducdo da sintese uterina de receptores de ocitocina e producdo de PGFM apés
desafio com ocitocina. Essa redugcédo foi mais acentuada quanto maiores foram os
niveis de estradiol empregados, indicando uma relagéo entre a pré-exposi¢ao uterina e
lutedlise prematura (ciclo curto).

Tendo em vista os dados discutidos acima, a capacidade esteroidogénica do
foliculo dominante e CL resultante parecem ser mais influenciados pela maior duracao
do proestro do que o diametro ou idade do foliculo no momento do pico de LH. Menor
duracdo do proestro pode ser responsavel pelo desenvolvimento uterino inadequado,
gerando falhas gestacionais diretas por ndo proporcionar um ambiente uterino ideal
para o embrido, levando a sua morte, ou indiretamente, por ndo dar o suporte
necessario ao crescimento embrionario, levando a diminuicdo do tamanho do

concepto e consequente falha no processo de reconhecimento materno da gestagao.

2.8. Efeito da progesterona pds-1A

A sincronia entre o ambiente uterino e 0 embrido é essencial para maximizar a
sobrevivéncia embrionaria, sendo a P, importante por controlar mudangas no Utero e
influenciar o crescimento embrionario (MANN & LAMMING, 1999).

Em ruminantes, o principal sinal para o reconhecimento materno da gestagéo é
feito através da secrecdo de interferon-tau (IFN-t, FARIN et al., 1990). Ha uma alta
correlacdo entre as concentragcdes de progesterona na circulagdo e a secregao de
IFN-t pelo embrido, sendo que, o atraso no aumento das concentracbes de

progesterona, durante o inicio da fase litea ap6s a inseminacao, esta relacionado ao
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menor desenvolvimento embrionario e menor secrecao de IFN-t (MANN &LAMMING,
2001), com posterior aumento da liberagdo de PGFa.

Apdés o reconhecimento materno da gestagcdo, o histotréfo tem grande
importancia para o desenvolvimento do embrido, pois € a unica fonte de nutricdo antes
da placentacdo (GEISERT et al., 1988), que ocorre apenas em torno do dia 27 da
gestacdo (KING et al, 1980). A suplementacdo com progesterona aumentou o
tamanho, desenvolvimento morfolégico do concepto, a producdo de IFN-t e a
secrecao de proteinas uterinas (GARRET et al., 1988)

A progesterona é essencial para o adequado desenvolvimento do concepto, e
maiores taxas de prenhez foram verificadas quando a concentragdo desse hormdnio
foi superior (MUSSARD et al.,, 2007, BRIDGES et al., 2010, PERRY et al., 2005).
Vasconcelos et al. (2001) e Sartori et al. (2006) observaram maior taxa de prenhez em
vacas leiteiras que ovularam foliculos maiores, associando o aumento fertilidade ao
maior tamanho do corpo luteo e concentragdo de P,.

Posteriormente, Peres et al. (2009) verificaram que o diametro do foliculo no
momento da IATF e a administracdo de eCG em novilhas Nelore esteve positivamente
correlacionada com aumento da concentracao de P, sete dias apds a ovulagao (0 Ul:
2,77+0,11 ng/ml; 200 Ul: 3,81+0,11 ng/ml e 300 Ul: 4,87+0,11 ng/ml; p<0,05) com
subsequiente aumento na taxa de concepgao. Baruselli et al. (2004) e S& Filho et al.
(2010a) observaram efeitos similares apds tratamento com eCG. Embora, esses
autores tenham correlacionado maior taxa de prenhez a IATF com elevadas
concentragcoes de P, ap6s a indugdo da ovulagcdo de foliculos de maior diametro.
Demetrio et al. (2007) avaliando os fatores que afetam a fertilidade de receptoras de
embrido Holandesas, ndo notaram efeito das concentragcdes de P, no momento da
transferéncia de embrido (TE), na taxa de concepcao desses animais. Nogueira et al.
(2003) observaram que o aumento das concentragcbes de P, através da inducéo de CL
acessoério com eCG, resultou em decréscimo na taxa de prenhez de receptoras de
embrido cruzadas (Bos taurus x Bos indicus). Adicionalmente, Sartori et al. (2006)
verificaram que a taxa de prenhez de vacas com foliculo entre 10 e 15 mm foi superior
em vacas Holandesas que receberam TE quando comparado a IATF.

Esses dados em conjunto sugerem que nao é simplesmente as concentracoes
de P, elevada ap6s a IATF que estd relacionada com maior taxa de prenhez e
possivelmente este fator pode ser apenas conseqiiéncia da indugédo da ovulagdo de

foliculos maiores que resultam em maior fertilidade devido as maiores concentragdes
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de E, pré-ovulatério, maturidade oocitaria e ambiente uterino adequado
(VASCONCELGQS et al., 2001 e MUSSARD et al., 2007).
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CAPITULO 2

Efeitos das concentracoes de progesterona, duracao do
proestro e diametro folicular sobre a taxa de concepgao de
novilhas Nelore submetidas a inseminacéo artificial apos
detecgao do estro ou inseminadas em tempo fixo.
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Efeitos das concentracoes de progesterona, duracao do proestro e diametro
folicular sobre a taxa de concepcao de novilhas Nelore submetidas a
inseminacao artificial apés deteccao do estro ou inseminadas em tempo fixo

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito das concentragdes de progesterona
no desenvolvimento folicular e a influéncia do didmetro folicular e duragao do proestro
na concepgao de novilhas puberes inseminadas ap6s detecgao de cio ou submetidas
a IATF. No exp.1, 723 novilhas foram sincronizadas com o protocolo: D0O: benzoato de
estradiol (BE, 2,0 mg, Estrogin® + CIDR®; D7: dinoprost trometamina (PGF2a, 12,5
mg, Lutalyse®). As novilhas foram distribuidas aleatoriamente no dia 0 para insergéo
de CIDR® sem utilizacdo prévia (CIDR1) ou utilizado previamente por 18 dias (CIDR3)
e retirada no dia 7 ou dia 9 seguido de deteccao de cio e inseminagéao 12h apds o cio.
No exp.2, 1083 novilhas foram sincronizadas de acordo com o exp1, entretanto todos
dispositivos foram removidos no dia 9 e os animais foram inseminados 48 h (0,5 mg,
i.m., ECP® no dia 9), 54 ou 72 h (100 pg, im., Fertagyl® no dia da IATF). No exp.3 474
novilhas foram distribuidas aleatoriamente para receberem: D-1: 2mg de BE no grupo
3; DO: 1 e 2 mg de BE respectivamente nos grupos 1 e 2. Todas novilhas foram
sincronizadas com CIDR1, receberam 12,5 mg de PGF2a no dia 7 e 0,5 mg de ECP
no dia 9. No grupo 2 foi aplicado 200 Ul de eCG no dia 9. As novilhas foram
inseminadas 48 horas ap6s a remocao do dispositivo, perfazendo assim 3 grupos
experimentais: grupo 1 (1 mg de BE no DO0), grupo 2 (200 Ul de eCG no D9) e grupo 3
(CIDR por 10 dias). Nos exp.1 e 2 o didametro do maior foliculo (3FD) e amostras de
sangue (P4) foram obtidas em um subgrupo de animais no dia 7 e dia 9. No diada |A e
IATF foi feita avaliagdo do @FD em um subgrupo de animais no exp.3 e em todos
animais no exp1 e 2. Amostras de sangue para dosagem de P, foram colhidas 7 dias
apos a lA ou IATF em um subgrupo de animais do exp.1 e em todos animais nos exp.2
e exp3. O diagnéstico de gestacao foi realizado 40 dias apds a inseminacao. Variaveis
continuas foram avaliadas pelo PROC MIXED e binarias pelo PROC GLIMMIX.
Considerou-se efeito significativo quando P<0,05 e tendéncia quando P<0,1. No exp1.
novilhas tratadas com CIDR® sem utilizagao prévia apresentaram maior concentracdo
de P,d7 (CIDR1: 441 £ 0,13 vs. CIDR3: 3,00 £ 0,13 ng/ml). A P,d7 afetou
negativamente o @FD no D7 (CIDR1: 6,46 + 0,11 vs. CIDR3: 7,16 = 0,12 mm).

Novilhas que permaneceram com CIDR por 9 dias apresentaram maior concentragao
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de P4d9 (D7: 0,68 + 0,07 vs. D9: 2,38 £ 0,07 ng/ml) e menor @FD no dia 9 (D7: 8,61
0,16 vs. D9: 7,91 + 0,15 mm). Nao houve efeito de tratamento na taxa de deteccao de
cio (67,36%; 487/723). O momento do cio foi afetado pelo tipo de dispositivo (CIDR1:
3,65 + 0,08 vs. CIDR3: 3,00 + 0,08 dias) e momento da retirada do implante (D7: 3,76
+ 0,08 vs. D9: 2,90 £ 0,07 dias). Novilhas tratadas com CIDR3 apresentaram maior
@FD no dia da IA (CIDR1: 11,52 + 0,10 vs CIDR3: 12,13 £ 0,10 mm), entretanto o
@FD-IA nao interferiu na taxa de concepgao (TC). O momento da remogao do CIDR
afetou a TC: (D7: 57,14%; 128/224 vs. D9: 65,78%; 173/263) e a taxa de prenhez TP:
(D7: 37,54%; 128/341 vs. D9: 45,29%; 173/382). O tipo de dispositivo interferiu na
concentracao de P, 7 dias apés a IA (CIDR1: 4,28 £ 0,17 vs CIDR3: 5,00 = 0,22 ng/ml)
porém nao houve efeito na TC. No exp.2 houve efeito do tipo de CIDR na
concentracao de P, no dia 7 (CIDR1: 6,61 = 0,27 vs. CIDR3: 4,77 + 0,27 ng/ml), dia 9
(CIDR1: 4,31 £ 0,11 vs. CIDR3: 2,86 £ 0,11 ng/ml) e pés IATF (CIDR1: 3,62 £ 0,09 vs
CIDR3: 3,97 £ 0,09 ng/ml). O numero de usos do CIDR interferiu no @FD do dia 7
(CIDR1: 6,84 £ 0,13 vs. CIDR3: 7,60 £ 0,13 mm), dia 9 (CIDR1: 8,53 + 0,40 vs CIDRS:
9,62 + 0,40 mm) e dia da IATF (CIDR1: 11,20 + 0,10 vs. CIDRS3: 11,65 £ 0,11 mm). A
taxa de ovulagao foi afetada pelo nimero de usos do CIDR (CIDR1: 82,78%; 444/535
vs. CIDR3: 87,98%; 482/548) e momento da IATF (48h: 82,60%; 298/360, 54h:
83,76%; 300/358 e 72h: 89,76%; 328/365). Nao houve efeito do nimero de usos do
CIDR e momento da IATF na TC (43,63%; 404/926) e TP (37,30%; 404/1083), contudo
a probabilidade de concepcéo foi influenciada de maneira quadratica pelo @FD-IATF e
de forma linear pela P4, p6s IATF. No exp3. ndao houve efeito dos grupos no @FD-IATF
(10,53 + 0,22). Houve efeito dos grupos na taxa de ovulagao (grupo 1: 85,36%;
129/151, grupo 2: 94,68%; 153/162 e grupo3: 80,58% 130/161) e niveis de P4 pds
IATF (grupo 1: 3,84 + 0,15, grupo 2: 4,47 + 0,14 e grupo 3: 3,77 + 0,15 ng/ml). A
probabilidade de concepcéo foi influenciada de forma linear pelo @FD-IATF e de
maneira quadratica pela P, pos IATF. Houve tendéncia do tratamento interferir na taxa
de prenhez (grupoi: 35,10%; 53/151, grupo2: 38,27%; 62/162 e grupo3: 26,71%;
43/161). Os dados desse estudo permitem concluir que as concentragées e o tempo
de exposi¢cao a P, modulam o desenvolvimento folicular. Novilhas com foliculos entre

11 e 14 mm no momento da IATF apresentaram maior taxa de concepgéo.

Palavras chave: progesterona, IATF, novilhas nelore, proestro
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Effect of progesterone concentration, duration of proestrus and follicular
diameter on the conception rate in Nelore heifers subjected to artificial
insemination after detection of estrus or inseminated at fixed time.

ABSTRACT

The aim of this trial was to evaluate the effect of progesterone concentration in
follicular development and influence of follicular diameter and length of proestrus in the
conception rate of pos pubertal heifers inseminated after detection of estrus or
submitted to TAI. In exp.1, 723 heifers were synchronized with the protocol: DO:
estradiol benzoate (EB, 2.0 mg, Estrogin®) + CIDR®; D7: dinoprost trometamina
(PGF20, 12.5 mg, Lutalyse®). The heifers were randomly assigned on DO for inserting
CIDR® without prior use (CIDR1) or previously used for 18 days (CIDR3) and were
withdraw on day 7 or day 9 followed by heat detection and insemination 12 hours after
estrus. In exp.2, 1083 heifers were synchronized according to exp1, however all
devices were removed in day 9 and the animals were inseminated 48h (0.5 mg, i.m.,
ECP® on day 9), 54 ou 72 h (100 ug, im., Fertagyl® on day TAI). In exp.3, 474 heifers
were randomly assigned to receive: D-1: 2 mg of EB in group 3; DO: 1 and 2 mg of EB
respectively in groups 1 and 2. All heifers were synchronized with CIDR1, received
12.5 mg of PGF2a on day 7 and 0.5 mg of ECP on day 9. In the group 2 was
administered 200 Ul of eCG on day 9. The heifers were inseminated 48 hours after
device removal, so three experimental groups were formed: group 1 (1 mg of EB on
D0), group 2 (200 Ul of eCG on D9) and group 3 (CIDR for 10 days). In the exp.1 and 2
the diameter of the largest follicle (8FD) and sample of blood (P,) were obtained of
subset of animals on day 7 and day 9. On days of Al and TAIl the diameter of the
largest follicle (pFD) was measured in the subset of animals in the exp.3 and all
animals in the exp.1 and exp.2. Blood samples for P, assays were harvested seven
days after Al or TAl in subset of animals the exp.1 and all heifers the exp.2 and exp.3.
Pregnancy diagnosis was performed 40 days after insemination. Continuous variables
were analyzed using PROC MIXED and PROC GLIMMIX for binary. Effect was
considered significant when P<0.05 and trends at P<0.1. In exp.1 heifers treated with
CIDR® without prior use had higher concentration of P,d7 (CIDR1: 4.41 + 0.13 vs.
CIDR3: 3.00 = 0.13 ng/ml). The P,d7 negatively affected @FD on D7 (CIDR1: 6.46 +
0.11 vs. CIDR3: 7.16 £ 0.12 mm). The heifers that remained with CIDR for 9 days had
higher concentration P,d9 (D7: 0.68 + 0.07 vs. D9: 2.38 + 0.07 ng/ml) and smaller @FD
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on day 9 (D7: 8.61 £ 0.16 vs. D9: 7.91 £ 0.15 mm). There was no treatment effect on
heat detection rate (67.36%; 487/723). The moment of estrus was affected by type of
device (CIDR1: 3.65 = 0.08 vs. CIDRS: 3.00 = 0.08 days) and time of withdraw device
(D7:3.76 £ 0.08 vs. D9: 2.90 + 0.07 dias). Heifers treated with CIDR3 had a larger @FD
on the Al (CIDR1: 11.52 + 0.10 vs CIDR3: 12.13 £ 0.10 mm), however the @FD-IA did
not affected the conception rate (CR). The time of CIDR removal affected the CR: (D7:
57.14%; 128/224 vs. D9: 65.78%; 173/263) and pregnancy rate RP: (D7: 37.54%;
128/341 vs. D9: 45.29%; 173/382). The device interfered with the concentration of P,
seven days after Al (CIDR1: 4.28 + 0.17 vs CIDRS3: 5.00 + 0.22 ng/ml) but had no effect
on TC. In the exp.2 the CIDR affected the P, concentration on day 7 (CIDR1: 6.61
0.27 vs. CIDR3: 4.77 = 0.27 ng/ml), on day 9 (CIDR1: 4.31 £ 0.11 vs. CIDR3: 2.86 *
0.11 ng/ml) and after TAI (CIDR1: 3.62 + 0.09 vs CIDR3: 3.971£0.09 ng/ml). The CIDR
also affected the diameter of largest follicle on day 7 (CIDR1: 6.84 £ 0.13 vs. CIDRS:
7.60 £ 0.13 mm), day 9 (CIDR1: 8.53 £ 0.40 vs CIDR3: 9.62 + 0.40 mm) and at TAl
(CIDR1: 11.20 £ 0.10 vs. CIDR3: 11.65 £ 0.11 mm). Ovulation rate was affected by
number of CIDR uses (CIDR1: 82.78%; 444/535 vs. CIDR3: 87.98%; 482/548) and
moment of TAI (48h: 82.60%; 298/360, 54h: 83.76%; 300/358 e 72h: 89.76%;
328/365). There was no effect of number of uses of CIDR and moment of TAI on CR
(43.63%; 404/926) and PR (37,30%; 404/1083), but the likelihood of conception was
influenced by @FD-TAI in quadratic way and by P, after TAl in linear way. In exp.3
there was no difference of @FD-TAI between the groups (10.53 + 0.22). The groups
affected the ovulation rate (group 1: 85.36%; 129/151, group 2: 94.68%; 153/162 and
group 3: 80.58% 130/161) and levels of P, after TAI (group 1: 3.84 + 0.15, group 2:
447 £ 0.14 and group 3: 3.77 = 0.15 ng/ml). The likelihood of conception was
influenced linearly by @FD-TAI and quadratic way by P, after TAI. There was a trend of
treatment interfere in pregnancy rate (groupi: 35.10%; 53/151, group2: 38.27%;
62/162 and group3: 26.71%; 43/161). The data from this study support the conclusion
that progesterone levels and time of exposure to progesterone modulate the follicular
development. Heifers with follicles between 11 and 14 mm at TAI had better conception
rate.

Key words: progesterone, TAI, Nelore heifers, proestrus.
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1. INTRODUCAO

A |IATF é uma tecnologia que possibilita o aumento da taxa de servigo
eliminando as falhas de deteccdo de cio, principalmente em fémeas Bos indicus
(PINHEIRO et al., 1998) e permite a inseminacao de vacas em anestro (MENEGHETTI
et al., 2009). Contudo, a concepcdo em novilhas Nelore pubere submetida a
protocolos de IATF ndo é equivalente as observadas nos sistemas que utilizam a
deteccéao de estro (DIAS et al., 2009).

As causas desta menor fertilidade podem estar relacionadas a interferéncia dos
altos niveis de progesterona, que reduzem o diametro folicular a IATF (DIAS et al.,
2009 e PERES et al., 2009), resultando em foliculos imaturos que podem
comprometer tanto a qualidade do odcito quanto o ambiente uterino gerado durante o
proestro (BRIDGES et al., 2010) devido as menores concentracdes de E, pré-
ovulatério (PERRY et al. 2005 e 2007). Dessa forma, o presente estudo teve por
objetivo avaliar a interferéncia das concentragdes de P, durante o desenvolvimento
folicular em novilhas submetidas ao protocolo de sincronizacdo, e a influéncia do
diametro folicular e duracdo do proestro na fertilidade de animais submetidos a
inseminagéo artificial convencional ou em tempo fixo.

As hipbteses desse trabalho sédo: 1) as concentracdes de progesterona e o
tempo de exposicdo a progesterona, nao interferem na taxa de concepg¢ao de novilhas
submetidas a inseminacgao artificial apés a deteccao do estro, 2) a concentracao de
progesterona durante o protocolo de sincronizacao limita o desenvolvimento folicular,
entretanto o aumento da duragéo do proestro ou a administragéo de estradiol exégeno
incrementa a taxa de concepgdo desses animais e 3) sob alta concentragcdo de
progesterona, o emprego de uma dose reduzida de benzoato de estradiol ou o atraso
da retirada do dispositivo de progesterona, proporciona taxa de concepg¢ao similar ao
uso de 200 Ul de eCG no dia da remogao do implante.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Experimento 1
2.1.1. Local experimental, animais e tratamentos

Foram avaliadas 1200 novilhas Nelore de 24 a 29 meses de idade, sendo
mantidas 723 animais que possuiam um CL visivel em um dos dois exames ultra-
sonograficos realizados 20 a 30 dias antes do inicio do protocolo (dia 0). As novilhas
com escore de condi¢do corporal de 3,01 £ 0,24 (escala de 1 a 5; LOWMAN et al.
1976) pertenciam a Fazenda Raga situada no municipio de Cana Brava do Norte —
MT, Brasil. As novilhas foram mantidas a pasto (Brachiaria brizantha), com agua e sal
mineral a vontade, divididas em 6 lotes de manejo.

Todos os animais foram sincronizados utilizando-se o seguinte protocolo: dia 0:
administracéo de benzoato de estradiol (BE, 2 mg, i.m., Gonadiol®, Intervet Schering-
Plough, Brasil), inser¢gédo de um dispositivo intravaginal de P, sem utilizagdo prévia (1°
uso - CIDR®, 1,9 g, Pfizer Satde Animal, Brasil - CIDR1) ou utilizado previamente por
18 dias (3° uso - CIDRS3), classificagdo de ECC (escala de 1 a 5, Lowman et al., 1976)
e dia 7: aplicacdo de prostaglandina (12,5 mg, i.m., Lutalyse® - Pfizer Satide Animal,
Brasil). As novilhas de cada lote foram distribuidas aleatoriamente para inser¢ao de
dispositivos de 1° ou de 3° uso e retirada no dia 7 ou dois dias depois da aplicacédo da
prostaglandina (dia 9), determinando quatro grupos experimentais: CIDR de 1°uso por
7 dias (CIDR1-d7; n= 175) ou 9 dias (CIDR1-d9; n= 189) e CIDR de 3°uso por 7 dias
(CIDR3-d7;n= 166) ou 9 dias (CIDR3-d9; n=193).

No dias 7 e 9 do protocolo foi feita a colheita de sangue e a avaliagao ultra-
sonogréfica do didametro do maior foliculo através da média dos didmetros horizontal e
vertical de um subgrupo animais (CIDR1-d7, n=96; CIDR3-d7, n=87; CIDR1-d9, n=111
e CIDR3-d9, n=114).

No momento da retirada do dispositivo de P4, 0s animais tiveram a base da
cauda pintada com bastdo marcador (Raidex®, Walmur), com objetivo de auxiliar a
detecgao de cio. Todos os animais permaneceram no mesmo lote e a observagao de
cio das novilhas cujo dispositivo foi removido no dia 7 foi iniciada no dia seguinte. O
procedimento foi realizado por inseminadores treinados durante nove dias
consecutivos, duas vezes ao dia, uma no periodo da manha 7:30 h as 8:30 h e outra
no periodo da tarde das 16:00 h as 17:00 h. Apenas novilhas detectadas em cio entre
os dias 8 e 14 dos grupos CIDR1-d7 e CIDR3-d7, e novilhas detectadas em cio entre
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os dias 10 e 16 dos grupos CIDR1-d9 e CIDR3-d9 foram utilizadas no estudo,
totalizando sete dias de observacao de cio em todos os grupos.

A inseminacao foi realizada por um inseminador treinado com sémen de trés
touros, divididos aleatoriamente dentro de cada tratamento. Novilhas detectadas em
estro pela manha, foram inseminadas durante o periodo da tarde, e as detectadas em
estro pela tarde, inseminadas pela manh& do dia seguinte, no momento da IA o
diametro do maior foliculo foi avaliado. Em um subgrupo de animais detectados em cio
2,5 dias (CIDR1-d9; n=34 e CIDR3-d9; n=35) e 4,5 dias (CIDR1-d7;n=21 e CIDR3-
d7;n=9) apds retirada do dispositivo, foi realizada a colheita de sangue sete dias
depois do estro.

O diagnéstico de gestacao foi avaliado por US (US5) 40 dias apds o término da
observagao de cio. O diagrama esquematico esta representado na figura 1 abaixo.

CIDR1-d9 (n=189)

CIDR3-d9 (n=193)

CIDR1-d7 (n= 175) US4
_A
CIDR3-d7 (n= 166) “ cio o
i | I 1 | | | |
D-20a-7 DO D7 D8 D9 D16 D18 D56
{ ¥ Sg3
USH BE-2mg PGF20-12,5mg S92 Uss
Ciclicidade ECC Sgl+Us2  US3

Figura 1. Diagrama esquematico do experimento 1: D -20 a -7: US1 - avaliagéo da
presenca de CL; DO: aplicagédo de 2 mg de BE (Benzoato de Estradiol) e insergéo do
CIDR novo (1¢ uso) ou previamente utilizado por 18 dias (3% uso); D7: aplicacao de
12,5 mg de PGF2a em todos animais e retirada de metade dos dispositivos de 1°e 3°
uso seguido de pintura da base da cauda com bastdo marcador; Sg1 + US2: coleta de
sangue e avaliagdo do didmetro do maior foliculo de um subgrupo de animais; D8:
inicio da observacdo de cio; D9: Sg2 e USS3: coleta de sangue e avaliacao do
diametro do maior foliculo do mesmo subgrupo do dia 7, retirada do restante dos
dispositivos seguido de pintura da base da cauda com bastdo marcador Cio:
observacao de cio por 7 dias e |IA apds 12 h do inicio do cio; US4: avaliagao do
didmetro do maior foliculo no momento da IA; D16: término da observacao de cio;
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D18: Coleta de sangue de uma amostragem de animais; D56: US5 - diagnostico de
gestacao apds o término da observacgao de cio.

2.1.2. Exames Ultra-sonograficos

Os exames ultra-sonograficos (US1, US2, US3, US4 e US5) foram realizados
com aparelho Aloka, modelo SSD-500, com transdutor linear de 7,5 MHz.

2.1.3. Colheita das amostras de sangue para dosagem de progesterona

A colheita de sangue foi realizada previamente a retirada do CIDR (d7 e d9),
pela veia coccigea em tubos com vacuo sem anticoagulante. Apdés a colheita, as
amostras foram imediatamente colocadas em gelo na posicao vertical e até completar
24 h, mantidas em refrigerador a 4°C. Posteriormente, foram centrifugadas a
temperatura ambiente a 1700 X g por 10 minutos, para separacdo do soro, e
armazenadas em freezer a -20°C até a realizacao das dosagens.

2.1.4. Dosagem da progesterona sérica

As dosagens de progesterona foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterindria da UNESP — Aracatuba. As
concentracdes de progesterona séricas foram determinadas nas amostras de soro
com o Kit de radioimunoensaio em fase sélida (Coat-a-count® - Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, EUA).

Aliquotas de 100ul de soro ou de diluigbes da curva padrao foram incubadas
por trés horas em temperatura ambiente (15 a 28°C) com 1 mL de P, marcada [I-125]
em tubos com anticorpo contra P, aderido a parede. Apds a incubacao, foi removido
todo o liquido dos tubos, e cada tubo foi contado por um minuto em contador gama. As
amostras foram processadas em 5 ensaios. O limite de detecgéo dos ensaios foi de
0,005 ng/ml. Os coeficientes de variacao intra e interensaio foram < 8,3%.

2.1.5. Analise Estatistica

As variaveis dependentes continuas (concentracdo sérica de progesterona,

didmetro do maior foliculo e momento do estro) foram analisadas e correlacionadas
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respectivamente com procedimento MIXED e PEARSON do programa SAS (SAS Inst.
Inc., Cary, NC). A fim de determinar os efeitos dos tratamentos nos coeficientes de
correlacdo empregou-se o PROC GLM do SAS. As variaveis dependentes binomiais
(taxa de deteccao de cio, taxa de concepcao e taxa de prenhez) foram analisadas pelo
procedimento GLIMMIX do programa SAS. A probabilidade de concepc¢ao foi avaliada
de acordo com a concentracdo de P, no dia 7, dia 9 ou sete dias apos o estro,
didmetro do foliculo no momento da IA e momento do estro. O procedimento GLM foi
inicialmente usado para avaliar se cada variavel interferiu na probabilidade de
concepcdo de maneira linear, quadratica ou cubica e determinar o efeito dos
tratamentos no modelo estatistico. Utilizou-se o PROC LOGISTIC do SAS para gerar
os valores de intercept e slope de acordo com probabilidade de maxima concepgao,
permitindo a construcdo do grafico segundo a equacéo: Probabilidade = (e °%°
logisticay s ({ . g eauagde logistica) “Na5 an4lises todas as interagdes foram testadas e variaveis
com P > 0,2 foram removidas do modelo final.

Nas andlises que incluiram as variaveis concentracao de P, e diametro folicular
nos dias 7 e 9, foram utilizados apenas os dados dos 408 animais pertencentes ao
subgrupo avaliado. O mesmo ocorreu nas analises da concentragdo de progesterona
sete dias ap6s a IA (n = 99)

Para analise das variaveis, concentracdao de P, e diametro folicular no dia 7
inclui-se no modelo como classe: numero de utilizagées do dispositivo intravaginal de
P, e ECC como covariavel.

Os modelos para analise da concentracao de P4 no dia 9 e sete dias apéds a IA,
didmetro folicular no dia 9 e IA, momento do estro, taxa de detecgéo de cio e taxa de
prenhez incluiu-se: o numero de utilizagdes do dispositivo intravaginal de P, ,dia da
remogao do dispositivo, interagcdes e ECC (covariavel).

Com o intuito de avaliar os efeitos dos niveis de progesterona no diametro
folicular no dia 9 correlacionou-se apenas os animais que permaneceram com CIDR
por 9 dias.

Para analise da taxa de concepgao inclui-se no modelo como classe: 0 nUmero
de utilizagbes do dispositivo intravaginal de P,, dia da remogédo do dispositivo,
interacdes, touro e ECC (covariavel). Com o objetivo de avaliar o efeito do momento
do estro na taxa de concepgao, determinaram-se duas classes (< 3,0 e > 3,0 dias) de
acordo com a mediana da distribuicao do cio (med = 3,0). Essa variavel foi inserida no

modelo em uma segunda analise.
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Foi realizada uma segunda analise, utilizando o procedimento ANOVA do
programa SAS onde os dados dos grupos CIDR1-d7 vs CIDR1-d9 e CIDR3-d7 vs
CIDR3-d9 foram testados, com o intuito de avaliar a variagdo na distribuicao de cio
(Teste F) entre os tratamentos. A mesma anadlise foi realizada levando-se em
consideracao apenas o dia da remogao do dispositivo (dia 7 vs dia 9).

Foram considerados estatisticamente significantes valores de P < 0,05 e
tendéncias valores de P < 0,1. Os resultados de todas as analises foram reportados
pelas médias dos quadrados minimos e quando houve tendéncia ou efeito
significativo, as comparagdes entre as médias de cada tratamento foram feitas através
da funcao PDIFF do SAS.

2.2. Experimento 2

2.2.1. Local experimental, animais e tratamentos

Foram avaliadas 2500 novilhas Nelore de 24 a 29 meses de idade, sendo
mantidas 1083 animais que possuiam um CL visivel em um dos dois exames ultra-
sonograficos realizados 20 a 30 dias antes do inicio do protocolo (dia 0). As novilhas
pertenciam a duas propriedades: Fazenda Rancho 60 (n= 570; ECC = 3,08%0,26),
situada no municipio de Bom Jesus do Araguaia — MT e Fazenda Santo Anténio (n=
513; ECC = 2,80£0,24) localizada no municipio de Araguaiana - MT. As novilhas foram
mantidas a pasto (Brachiaria brizantha), com agua e sal mineral a vontade, divididas
em 4 lotes de manejos na Fazenda Rancho 60 e 3 lotes na Fazenda Santo Anténio.

Todos os animais foram sincronizados utilizando-se o seguinte protocolo: dia 0:
administracdo de benzoato de estradiol (BE, 2 mg, i.m., Estrogin®, Farmavet, Brasil),
insercdo de um dispositivo intravaginal de P, sem utilizagdo prévia (1° uso - CIDR®,
1,9 g, Pfizer Saude Animal, Brasil — CIDR1) ou utilizado previamente por 18 dias (3°
uso — CIDRS), classificagdo de ECC (escala de 1 a 5, Lowman et al., 1976), dia 7:
aplicacéo de prostaglandina (12,5 mg, i.m., Lutalyse® - Pfizer Saide Animal, Brasil) e
dia 9: retirada do dispositivo intravaginal de P,. As novilhas de cada lote foram
distribuidas aleatoriamente para inser¢ao de dispositivos de 1° ou 3° uso e
inseminagao em trés horarios distintos (48h, 54h e 72h) apds a retirada do implante,
determinando seis grupos experimentais: CIDR de 1° ou 3° uso e IATF 48 horas
(CIDR1-48h; n= 176 e CIDR3-48h; n= 184), CIDR de 1°ou 3° uso e IATF 54 horas
(CIDR1-54h; n= 178 e CIDR3-54h; n= 180) e CIDR de 1°ou 3°uso e IATF 72 horas
(CIDR1-72h; n= 181 e CIDR3-72h; n= 184).
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Os grupos inseminados com 48 horas receberam cipionato de estradiol (0,5
mg, im., ECP® - Pfizer Saude Animal, Brasil) no dia 9. Os grupos (CIDR1-48h e
CIDR3-48h) foram adicionados com o intuito de avaliar se a administragédo do E,
exdgeno permite obter resultados similares aos das novilhas com maior duracdo do
proestro (54h e 72h). Nos demais grupos foi aplicado GnRH ( 100 pg, im., Fertagyl®,
Intervet Schering-Plough, Brazil) no momento da IATF. Os touros e inseminadores em
cada propriedade foram divididos aleatoriamente no momento da IATF dentro de cada
tratamento.

Entre o dia da retirada do dispositivo intravaginal de P, e a IATF, foi observado
a manifestagéo do estro. O procedimento foi realizado por inseminadores capacitados
com o auxilio de tinta vermelha (Raidex®, Walmur) impregnada na base da cauda das
novilhas, duas vezes ao dia (manha e tarde). Na Fazenda Rancho 60, o lote 1 (n =
163) nao foi submetido a observacao de cio. No dia 9 foi coletado sangue e avaliado
por US (US3) o diametro do maior foliculo através da média dos diametros horizontal e
vertical de um subgrupo de animais (n=532). Na Fazenda Santo Anténio, as novilhas
avaliadas no dia 9 (n=250) também foram submetidas a coleta de sangue e avaliacao
do didmetro folicular (US2) no dia 7.

Em todas as novilhas foi avaliado o didametro do maior foliculo no momento da
IATF e realizada a coleta de sangue 7 dias depois do ultimo dia de inseminacao. O
diagnostico de gestacao (US5) foi feito 40 dias apos a IATF. O diagrama esquematico
esta representado na figura 2 abaixo:

CIDR1-48h (n = 176)
IATF — 48h e US4
+
CIDR1-54h (n= 178) 100 g GnRH
CIDR3-54h (n= 180) IATF — 72h e US4
+
CIDR1-72h (n= 181) 100 ug GnRH
CIDR3-72h (n= 184) cio |_1
| | | | L | |
D-302-20 DO D7 D9 D11 D12 D19 D51
US1  BE-2mg PGF2a-12,5mg Sg2 + US3 Sg3 DG
Ciclicidade Sgt+Us2  ECP ;0’5”‘9 US5

(CIDR1-48h e CIDR3-48h)
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Figura 2. Diagrama esquematico do experimento 2: D-30 a -20: US1 - avaliacéo da
presenca de CL; DO: aplicagédo de 2 mg de BE (Benzoato de Estradiol) e insergéo do
dispositivo intravaginal de progesterona novo (12 uso) ou previamente utilizado por 18
dias (3° uso); D7: aplicagao de 12,5 mg de PGF2a, Sg1 + US2: coleta de sangue e
avaliagado do diametro folicular (n=255); D9: aplicagdo de ECP nos grupo CIDR1-48h
e CIDR3-48h; retirada do CIDR seguido de pintura da base da cauda com bastao
marcador e observagao de cio até o momento da IATF, Sg2 + US3: coleta de sangue
e avaliagdo do diametro folicular (n=532); D11 e D12: IATF + US4 — avaliacdo do
didmetro do maior foliculo; D19: Sg3: coleta de sangue 7 dias depois da IATF; D51:

US5 - diagnéstico de gestagao por ultra-sonografia 40 dias apds a IATF.

2.2.2. Exames Ultra-sonograficos

Os exames ultra-sonograficos (US1, US2, US3, US4 e US5) foram realizados
com aparelho Aloka, modelo SSD-500, com transdutor linear de 7,5 MHz.

2.2.3. Colheita das amostras de sangue para dosagem de progesterona

A colheita de sangue sempre foi realizada previamente a retirada do CIDR (dia
7 e dia 9), pela veia coccigea em tubos com vacuo sem anticoagulante. Apds a
colheita, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo na posi¢céo vertical e
até completar 12 h, mantidas em refrigerador a 4°C. Posteriormente, foram
centrifugadas a temperatura ambiente (1700 X g por 10 minutos) para separagao do
soro, e armazenadas em freezer a -20°C.

2.2.4. Dosagem da progesterona sérica

As dosagens de progesterona foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterindria da UNESP — Aracatuba. As
concentracdes de progesterona séricas foram determinadas nas amostras de soro
com o Kit de radioimunoensaio em fase soélida (Coat-a-count® - Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, EUA).

Aliquotas de 100ul de soro ou de diluicées da curva padrao foram incubadas
por trés horas em temperatura ambiente (15 a 28°C) com 1 mL de P, marcada [I-125]
em tubos com anticorpo contra P, aderido a parede. Ap6s a incubagéao, foi removido
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todo o liquido dos tubos, e cada tubo foi contado por um minuto em contador gama. As
amostras foram processadas em 12 ensaios. O limite de detecgcdo dos ensaios foi de
0,04 ng/ml. O coeficiente de variacao intra e interensaio foram < 10,9%.

2.2.5. Analise Estatistica.

As variaveis dependentes continuas (concentracdo sérica de progesterona,
diametro do maior foliculo) foram analisadas e correlacionadas, respectivamente com
procedimento MIXED e PEARSON do programa SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). A fim
de determinar os efeitos dos tratamentos nos coeficientes de correlagdo empregou-se
o PROC GLM do SAS. As variaveis dependentes binomiais (taxa de deteccdo de cio,
taxa de sincronizagdo, taxa de concepgao e taxa de prenhez) foram analisadas pelo
procedimento GLIMMIX do programa SAS. A probabilidade de concepgao foi avaliada
de acordo com o didametro do foliculo no momento da IATF, concentragao de P, no dia
7, dia 9 ou sete dias apds a IATF. O procedimento GLM foi inicialmente usado para
avaliar se cada variavel interferiu na probabilidade de concepg¢do de maneira linear,
quadratica ou cubica e determinar o efeito dos tratamentos no modelo estatistico.
Utilizou-se o PROC LOGISTIC do SAS para gerar os valores de intercept e slope de
acordo com probabilidade de maxima concepc¢ao, permitindo a construcao do grafico
segundo a equacdo: Probabilidade = (e euas logisticay/ (1 4 g equacdo logisticay Nag gnjlises
todas as interacbes foram testadas e variaveis com P > 0,2 foram removidas do
modelo final.

Nas andlises que incluiram as variaveis concentracao de P, e diametro folicular
nos dias 7 e 9, foram utilizados apenas os dados dos animais pertencentes ao
subgrupo avaliado (dia7: n= 250 e dia 9: n= 532). O mesmo ocorreu quando a variavel
deteccao de cio foi analisada ou inserida no modelo (n = 920).

Para analise das varidveis, diametro folicular e concentracao de progesterona
dos dias 7 e 9 inclui-se no modelo como classe: numero de utilizagbes do dispositivo
intravaginal de progesterona, presencga de corpo luteo (CL) no dia 7, interagdes e ECC
(covariavel). No modelo que avaliou o diametro do foliculo e concentragao de P, no dia
9 foi inserido a variavel fazenda.

Novilhas que apresentaram concentragdo de P4 =2 1ng/ml dez dias depois da
remocao do dispositivo foram consideradas ovuladas. Treze novilhas prenhes
apresentaram concentracdo de P, < 1,0 ng/ml e foram consideradas ovuladas.
Animais ovulados que apresentaram foliculos < 6,2 mm no dia da IATF (Gimenes et
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al., 2008), foram considerados ovulados antecipadamente e retiradas da analise do
didmetro do maior foliculo no momento da IATF. A proporcao de novilhas removidas
dos grupos 72 h foi maior (p< 0,01) que os demais tratamentos (CIDR1-48h: 7,42% -
10/140; CIDR1-54h: 6,99% - 10/144; CIDR1-72h: 13,35% - 20/160; CIDR3-48h: 8,41%
- 13/158; CIDR3-54h: 6,49% - 10/156 e CIDR3-72h: 37,72% - 63/168). Em todas as
analises onde a varidvel diametro do maior foliculo no momento da IATF foi utilizada,
empregou-se apenas as novilhas com foliculos > 6,2 mm.

Para analise da taxa de ovulacao inclui-se como classe: numero de utilizacoes
do dispositivo intravaginal de P4, horario da IATF, fazenda, interagbes e ECC
(covariavel). A probabilidade de ovulagéo foi avaliada de acordo com o diametro do
maior foliculo no momento da IATF.

Para andlise do diametro do maior foliculo no momento da IATF inclui-se como
classe: numero de utilizagdes do dispositivo intravaginal de P4, horario da IATF,
interacées e ECC (covariavel).

Para andlise da variavel concentracao de progesterona dezenove dias apés a
remocao do dispositivo considerou-se apenas as novilhas ovuladas. Foi incluido no
modelo como classe: numero de utilizagbes do dispositivo intravaginal de
progesterona, horéario da IATF, fazenda, interacdoes e ECC (covariavel).

Para analise da variavel taxa de concepcao [novilhas prenhe/novilhas ovuladas
(=2 1ng/ml)] e taxa de prenhez (novilhas prenhe/novilhas tratadas) foram incluidos no
modelo: ECC (covaridvel) e como classe: numero de utilizacbes do dispositivo
intravaginal de P4, horario da IATF, fazenda, lote, touro, inseminador e interagées.
Com o intuito de determinar o efeito da variavel manifestacdo de cio na taxa de
concepgao adicionou-se essa variavel em uma segunda andlise, nesse momento 0s
dados das novilhas que receberam GnRH e ECP foram avaliados separadamente.

Para analise dos fatores que interferem na manifestagéo de cio foram inseridos
no modelo como classe: numero de utilizagbes do dispositivo intravaginal de Py,
horario da IATF, fazenda, interacbes e ECC (covariavel). Avaliou-se o efeito do
diametro folicular e da concentracdo de P, no dia 9, sobre a probabilidade de
manifestacao de cio.

Com objetivo de avaliar o efeito do intervalo entre a detecgédo do cio e a
inseminagéo (n = 151) na taxa de concepgao, foram determinados 4 momentos para
IA: 0 —6h, 12 -18h e 24 — 36 h. Essa andlise incluiu apenas os animais que receberam
GnRH.
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Foram considerados estatisticamente significantes valores de P < 0,05 e
tendéncias valores de P < 0,1. Os resultados de todas as andlises foram reportados
pelas médias dos quadrados minimos e quando houve tendéncia ou efeito significativo
as comparacdes entre as médias de cada tratamento foram feitas através da funcao
PDIFF do SAS.

2.3. Experimento 3

2.3.1. Local experimental, animais e tratamentos

Foram avaliadas 1830 novilhas Nelore de 24 a 29 meses de idade, sendo
mantidas 474 animais que possuiam um CL visivel em um dos dois exames ultra-
sonograficos realizados 20 a 30 dias antes do inicio do protocolo (dia 0). As novilhas
pertenciam a duas propriedades: Fazenda Forquilha (n= 200; ECC = 3,18 = 0,26),
situada no municipio de Sena Madureira — AC e Fazenda Palotina (n= 274; ECC =
3,29 * 0,27) localizada no municipio de Boca do Acre - AC. As novilhas foram
mantidas a pasto (Brachiaria brizantha), com agua e sal mineral a vontade, divididas
em 2 lotes de manejos na Fazenda Forquilha e 2 lotes na Fazenda Palotina.

As novilhas de cada lote foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos
experimentais, perfazendo assim: o grupo 1 que recebeu 1mg de benzoato de
estradiol no dia 0 (n = 151), o grupo 2 que recebeu 200 Ul de eCG no dia 9 (n = 162) e
o grupo 3 que permaneceu com CIDR por 10 dias (n = 161). O grupo 2 funcionou
como grupo controle nesse experimento.

No dia - 1 os animais do grupo 3 receberam 2 mg de benzoato de estradiol
(BE, Estrogin®, Farmavet, Brasil), insercdo de um dispositivo intravaginal de P, sem
utilizagéo prévia (1° uso - CIDR®, 1,9 g, Pfizer Saude Animal, Brasil — CIDR1) e
classificagéo de ECC (escala de 1 a 5, Lowman et al., 1976). Dia 0: Administracdo de
1mg de BE no grupo 1 e 2 mg no grupo 2, inser¢ao de um dispositivo intravaginal de
P, sem utilizacao prévia e classificacdo de ECC em ambos os grupos

No dia 7 foi feita a aplicagéo de prostaglandina (12,5 mg, i.m., Lutalyse® - Pfizer
Saude Animal, Brasil), dia 9: retirada do dispositivo intravaginal de P, e aplicacao de
cipionato de estradiol (0,5 mg, im., ECP® - Pfizer Satide Animal, Brasil). As novilhas do
grupo 2 receberam 200 Ul de eCG (Novormon®, Intervet Schering Plough). A IATF foi
realizada 48 horas apds a retirada do dispositivo (dia 11).
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Em cada propriedade a inseminagéo foi realizada por inseminadores treinados
divididos aleatoriamente no momento da IATF dentro de cada lote. Nas duas fazendas
a inseminagao foi feita com sémen do mesmo touro.

No dia IATF em um subgrupo de novilhas (n = 251) foi avaliado o diametro do
maior foliculo através da média dos diametros horizontal e vertical (US2). Em todos
animais foi realizada a coleta de sangue 7 dias apés a IATF. O diagnéstico de
gestacdo (US3) foi feito 40 dias apdés a IATF. O diagrama esquematico esta

representado na figura 3 abaixo:

G1: 1mg de BE (n= 151)
IATF
G2: 200Ul de eCG (n=162)
us2
G3: CIDR 10 dias (n= 161) T
I L | | | | |

D-30a-20 D-1 DO D7 D9 D11 D18 D51
US1 BE-2mg (G2 e G3) l_l ECP -0,5mg Sg1 DG
Ciclicidade BE- 1mg (G1) PGF2a eCG — 200Ul (G2) uS3

12,5 mg
Figura 3. Diagrama esquematico do experimento 3: D-30 a -20: US1 - avaliacéo da
presenca de CL; D-1: aplicacado de 2 mg de BE (Benzoato de Estradiol) e inser¢do do
dispositivo intravaginal de progesterona novo (CIDR1) no G3; DO: aplicacdo de 1 mg
de BE no G1 e 2mg no G2, insercéo do CIDR1; D7: aplicagéo de 12,5 mg de PGF2q;
D9: aplicacdo de 0,5 mg de ECP; administragédo de 200 Ul de eCG no G2, retirada do
CIDR; D11: IATF e US2: avaliacao do didametro do maior foliculo de um subgrupo de
animais (n = 251), D18: Sg1: coleta de sangue 7 dias depois da IATF; D51: US3 -

diagnéstico de gestagao por ultra-sonografia 40 dias apds a IATF.

2.3.2. Exames Ultra-sonograficos

Os exames ultra-sonogréaficos (US1, US2 e US3) foram realizados com
aparelho Aloka, modelo SSD-500, com transdutor linear de 7,5 MHz.
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2.3.3. Colheita das amostras de sangue para dosagem de progesterona

O sangue foi colhido da veia coccigea em tubos com vacuo sem
anticoagulante. Apés a colheita, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo
na posicao vertical e até completar 12 h, mantidas em refrigerador a 4°C.
Posteriormente, foram centrifugadas a temperatura ambiente (1700 X g por 10
minutos) para separag¢ao do soro, e armazenadas em freezer a -20°C.

2.3.4. Dosagem da progesterona sérica

As dosagens de progesterona foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterindria da UNESP — Aracatuba. As
concentracdes de progesterona séricas foram determinadas nas amostras de soro
com o Kit de radioimunoensaio em fase sélida (Coat-a-count® - Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, EUA).

Aliquotas de 100ul de soro ou de diluigbes da curva padrao foram incubadas
por trés horas em temperatura ambiente (15 a 28°C) com 1 mL de P, marcada [I-125]
em tubos com anticorpo contra P, aderido a parede. Ap6s a incubagéao, foi removido
todo o liquido dos tubos, e cada tubo foi contado por um minuto em contador gama. As
amostras foram processadas em 3 ensaios. O limite de detecgdo dos ensaios foi de
0,04 ng/ml. O coeficiente de variacao intra e interensaio foram < 10,9%.

2.3.5. Analise Estatistica.

As variaveis dependentes continuas (concentracdo sérica de progesterona,
diametro do maior foliculo) foram analisadas e correlacionadas, respectivamente com
procedimento MIXED e PEARSON do programa SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). A fim
de determinar os efeitos dos tratamentos nos coeficientes de correlagdo empregou-se
o PROC GLM do SAS. As variaveis dependentes binomiais (taxa de sincronizagao,
taxa de concepcao e taxa de prenhez) foram analisadas pelo procedimento GLIMMIX
do programa SAS. A probabilidade de concepgéo foi avaliada de acordo com o
didmetro do foliculo no momento da IATF e concentragéao de P, sete dias apds a IATF.
O procedimento GLM foi inicialmente usado para avaliar se cada variavel interferiu na
probabilidade de concepgcado de maneira linear, quadratica ou cubica e determinar o
efeito dos tratamentos no modelo estatistico. Utilizou-se o0 PROC LOGISTIC do SAS
para gerar os valores de intercept e slope de acordo com probabilidade de maxima



46

concepcao, permitindo a construgdo do grafico segundo a equacgao: Probabilidade = (e
equagdo logistica) /(1 . g eauacdo logistica) N 35 gnjlises todas as interacdes foram testadas e
variaveis com P > 0,2 foram removidas do modelo final.

Nas analises que incluiram a variavel diametro folicular no dia da IATF foi
utilizado apenas os dados dos animais pertencentes ao subgrupo avaliado (n= 251).

Novilhas que apresentaram concentracdo de P, = 1ng/ml nove dias depois da
remocao do dispositivo foram consideradas ovuladas. Uma novilha prenhe apresentou
concentracao de P, < 1,0 ng/ml e foi considerada ovulada. Animais ovulados que
apresentaram foliculos < 6,2 mm no dia da IATF (Gimenes et al., 2008), foram
considerados ovulados antecipadamente e retiradas da analise do didmetro do maior
foliculo no momento da IATF. Nao houve diferenga (p> 0,10) na propor¢ao de novilhas
ovuladas entre os grupos (Grupo 1: 11,27%; 8/71, Grupo 2: 8,86%; 7/79, Grupo 3: 8,82
6/68). Em todas as andlises onde a variavel diametro do maior foliculo no momento da
IATF foi utilizada, empregou-se apenas as novilhas com foliculos > 6,2 mm.

Para analise da taxa de ovulagéo e didmetro do maior foliculo no momento da
IATF inclui-se como classe: grupo, fazenda, interacbes e ECC (covariavel). A
probabilidade de ovulagao foi avaliada de acordo com o didmetro do maior foliculo no
momento da IATF.

Para andlise da variavel concentragdo de progesterona sete dias apds a IATF
considerou-se apenas as novilhas ovuladas. Foi incluido no modelo como classe:
nuamero de utilizacbes do dispositivo intravaginal de progesterona, horario da IATF,
fazenda, interagbes e ECC (covariavel).

Para analise da taxa de concepgao [novilhas prenhe/novilhas ovuladas (=
1ng/ml)] e taxa de prenhez (novilhas prenhe/novilhas tratadas) inclui-se como classe:
grupo inseminador, fazenda, lote, interagbes e ECC como covariavel.

Foram considerados estatisticamente significantes valores de P < 0,05 e
tendéncias valores de P < 0,1. Os resultados de todas as analises foram reportados
pelas médias dos quadrados minimos e quando houve tendéncia ou efeito significativo
as comparagdes entre as médias de cada tratamento foram feitas através da funcao
PDIFF do SAS.
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

Concentracao sérica de progesterona e diametro do maior foliculo no dia 7

Novilhas que receberam CIDR1 (n= 207) apresentaram (p<0,01) maior
concentracao sérica de P, e menor didametro folicular no dia 7 (4,41+£0,13 ng/ml e
6,46+0,11 mm) comparado aos animais tratados (n= 201) com CIDR3 (3,00+0,13
ng/ml e 7,16+0,12 mm). Houve efeito (p< 0,01) das concentragdes de P, no didametro

folicular do dia 7 (figura 4).

14,00
. y =-0,1646x +7,4261
13,00 M 2=0,0354

12,00
11,00
10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00

4,00 . . . . |
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Concentracao sérica de P, no dia 7 (ng/ml)

dia 7 (mm)

Diametro do maior foliculo no

Figura 4: Correlagao entre a concentracdo sérica de P, e didmetro do maior foliculo
no dia 7 (n= 408).

Concentracao sérica de progesterona e diametro do maior foliculo no dia 9

O numero de usos do dispositivo e o dia da retirada do dispositivo interferiram
(p<0,01) na concentracao sérica de P, e didametro folicular do dia 9 (tabela 1).
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Tabela 1: Valores descritivos (média dos quadrados minimos e erro padréao da média)
da concentracao sérica de progesterona e diametro folicular no dia 9 de 408 novilhas

ciclicas.

Efeitos principais N @ folicular no dia9 (mm) [ ] de P, no dia 9 (ng/ml)

CIDR1 207 7,66 +0,15° 1,83 £ 0,07 2
CIDR3 201 8,86 +0,15° 1,23 £0,07°
dia 7 183 8,61+0,16 " 0,68 + 0,07

dia 9 225 7,910,157 2,38 + 0,07

Tratamentos N O folicular no dia9 (mm) [ ]de P, no dia 9 (ng/ml)

CIDR1-d7 96 8,10 £ 0,22 0,65+0,10?
CIDR3-d7 87 9,11+ 0,23 0,71 £0,11°2
CIDR1-d9 111 7,21 £ 0,21 3,00+0,10°
CIDR3-d9 114 8,61 0,20 1,76 £0,10°°

a,b,c — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P < 0,01

X,y — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P < 0,01

O ndmero de usos do CIDR nao interferiu (p> 0,10) na propor¢ao de novilhas
com concentragao sérica de P, = 1,0 ng/ml (CIDR1-d7: 21%, 20/96; 1,49+1,25 ng/mi
vs CIDR3-d7: 21%, 19/87; 1,91+1,31 ng/ml) no dia 9. Houve efeito (p< 0,01) da
concentracao sérica de P, do dia 7 no didametro folicular do dia 9 (figura 5).

16,00
y =-0,3573x + 9,5549
o 2=0,0896

14,00

12,00

dia 9 (mm)
© o
o o
o o

o
o
o

Diametro do maior foliculo no

4,00 T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Concentracao sérica de P, no dia 7 (ng/ml)

Figura 5: Correlacédo entre a concentragéo sérica de P, e o didmetro do maior foliculo
no dia 9 (n = 408).
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Dentre as novilhas que permaneceram com CIDR por 9 dias, a concentracao
sérica de P4 no dia 9 interferiu (p< 0,01) no didmetro folicular do dia 9 (figura 6). O
didmetro folicular no dia 7 foi correlacionado positivamente (p< 0,01) com o didmetro
folicular do dia 9 (figura 7).

o 16,00
? o

Q

= 1400 ° y =-0,2969x +8,6137

8 °o0 o 2=0,0353
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0 400 . . . ,
0.00 2.00 4,00 6.00 8.00

Concentracao sérica de P, no dia 9 (ng/ml)

Figura 6: Correlagéo entre a concentracdo sérica de P, e o didmetro do maior foliculo
no dia 9 (n = 225).
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4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Diametro do maior foliculo no dia 7 (mm)

Figura 7: Correlagéo entre o diametro do maior foliculo no dia 7 e o didmetro do maior
foliculo no dia 9 (n = 408).
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Manifestacao do estro

Nao houve efeito (p>0,10) do numero de prévias utilizacdes do CIDR, dia da
retirada e interac6es na taxa de detecgao de cio (67,36%; 487/723). O niumero de usos
do CIDR e o dia da retirada do dispositivo interferiram (p<0,01) ho momento do cio
(tabela 2). No dia da remogéao do dispositivo, a concentragao sérica de P, (figuras 8 e
9, p<0,01) e o didmetro do maior foliculo (figuras 10 e 11, p< 0,05) interferiram no
momento do estro (figuras 10 e 11).

_ y=0,1707x+3,2188
N *=0,0576
N

350 -

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Concentracao sérica de P, no dia 7 (ng/ml)

Figura 8: Efeito da concentracao sérica de P, no dia 7 sobre o momento do estro nas
novilhas tratadas com CIDR por 7 dias (n = 133).

80
m
870 —0—9 ® o0
60 o y=0,1925x +2,5338
o o O OO 2= 0.0484

%50
7]
o 4,0 -
3
23,0 1
E 20 -
o
2 1,0
0,0 T T T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 500 6,00 7,00 8,00 9,00
Concentracao sérica de P4 no dia 9 (ng/ml)

<

Figura 9: Efeito da concentrac¢do sérica de P, no dia 9 sobre 0 momento do estro nas
novilhas tratadas com CIDR por 9 dias (n = 171).
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Figura 10: Efeito do didmetro do maior foliculo do dia 7 sobre 0 momento do estro nas
novilhas tratadas com CIDR por 7 dias (n = 133).
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Figura 11: Efeito do didmetro do maior foliculo do dia 9 sobre 0 momento do estro nas
novilhas tratadas com CIDR por 9 dias (n = 171).

Taxa de Concepcao e Diametro do foliculo dominante no momento da IA

O dia da remocgao do CIDR interferiu (p< 0,05) na taxa de concepgao e prenhez
(tabela 2). Nao houve efeito (p > 0,10) do ECC, touro e didmetro do foliculo na taxa de
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concepcgao. O diametro do maior foliculo no momento da IA das novilhas com CIDR de
3° uso por 9 dias foi maior (p<0,05), em relacdo aos demais tratamentos (tabela 2).

Tabela 2: Taxa de concepcgao, taxa de prenhez, momento cio e didametro folicular de
487 novilhas ciclicas detectadas em cio. Todos os valores reportados séao referente a
média dos quadrados minimos e erro padrdao da média.

] . . Taxa de Taxa de
Efeitos Cio g folicular .
L . Concepcao prenhez
Principais (dias)** na IA (mm)
(%) (%)
CIDR1 237 3,65+0,08% 11,52+0,10° 60,76 39,56
(144/237)  (144/364)
CIDR3 250 3,00+0,08° 12,13+0,10° 62,80 43,73
(157/250)  (157/359)
dia 7 224 3,76 +0,08 " 11,74 £ 0,11 57,14 ° 37,54°¢
(128/224)  (128/341)
dia 9 263 2,90+0,07Y 11,91 +0,10 65,78 ¢ 45,29 ¢
(173/263)  (173/382)
. . Taxa de Taxa de
Cio @ folicular .
Tratamentos N . Concepcao prenhez
(dias)** na IA (mm)
(%) (%)
CIDR1-d7 112 4,13+0,11 11,58+0,15'¢ 55,35 35,43
(62/112) (62/175)
CIDR3-d7 112 3,39+0,11 11,91 £0,15' 58,93 39,76
(66/112) (66/166)
CIDR1-d9 125 3,17 +0,11 11,47 £0,14° 65,60 43,39
(82/125) (82/189)
CIDR3-d9 138 2,63+0,10 12,35+0,14° 65,94 47,15
(91/138) (91/193)

** Resultados tendo como base o dia da retirada do dispositivo (dia 7 ou dia 9).
a,b — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P < 0,01

X,y — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P < 0,01

c,d — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P < 0,05

e,f,g — Letras distintas na mesma coluna diferem estatiscamente; P <0,05
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Houve interacdo (p<0,10) entre o momento do cio e dia da retirada do

dispositivo na probabilidade de concepc¢ao de novilhas (figura 12, tabela 3).
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Dia? = exp (-0,1999x +1,043) Dia9=exp (-0,0731x+ 0,8656)
1+ exp (-0,1999x + 1 ,0473) 1+ exp (-0,0731x + 0,8656)

Figura 12: Efeito do momento do estro na probabilidade de concepgdo em 487

novilhas ciclicas que receberam CIDR por 7 dias (n= 224) ou 9 dias (n= 263).

Tabela 3: Taxa de concepcéo de acordo com o0 momento do cio (< 3,0 ou > 3,0 dias)
de 487 novilhas.

Taxa de Concepcao (%)

Remocao do CIDR

< 3,0 dias (média = 2,4) > 3,0 dias (média = 4,6)
b
Dia 7 66,67 2 50,75
(60/90) (68/134)
Dia9 65,66 * 66,152
(130/198) (43/65)

** Resultados tendo como base o dia da retirada do dispositivo (dia 7 ou dia 9).

a,b — Letras distintas diferem estatiscamente; P < 0,05

Graficos de distribuicido de cio

O dia da remocéo do dispositivo interferiu (p< 0,01) na distribuicdo de cio
(figura 13). A analise dos grupos CIDR1-d7 vs CIDR1-d9 (F = 37,55; p<0,01) e CIDR3-
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d7 vs CIDR3-d9 (F = 23,50; p<0,01) demonstrou que novilhas com dispositivo por 7
dias apresentaram maior disperséo do cio (figuras 14 e 15).

Figura 13: Variacao da distribuicao do cio entre as novilhas que permaneceram com
CIDR por 7 (n= 224) ou 9 dias (n= 263).
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Figura 14: Gréfico de distribuicdo de cio dos grupos CIDR1-d7 (n= 112) e CIDR1-d9
(n=125).
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Figura 15: Grafico de distribuicdo de cio dos grupos CIDR3-d7 (n= 112) e CIDR3-d9
(n=138).

Concentracao sérica de progesterona 7 dias apés a IA

O numero de usos do CIDR interferiu (p< 0,01) na concentracao sérica de P,
apos a |IA (CIDR3: 5,00 + 0,22; n= 44 vs CIDR1: 4,28 + 0,17; n= 55). Entretanto, ndo
houve efeito (p>0,10) da concentracdo de P, na taxa de concepg¢ao. Houve efeito (p<
0,05) do didametro folicular no momento da IA na concentragéo serica de P, (figura 16).

O dia da retirada nao afetou (p>0,10) a concentracao sérica de P, .
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Figura 16. Correlacdo entre o di@metro do maior foliculo no momento da IA e a
concentracdo de progesterona 7 dias apdés a IA em novilhas Nelore ciclicas
submetidas a deteccdo de cio (n = 99).

3.2. Experimento 2

Concentracao sérica de progesterona e diametro do maior foliculo no dia 7

Novilhas que receberam CIDR de 3° uso apresentaram (p< 0,01) foliculos
maiores (7,60 = 0,13 mm, n = 126) que 0s animais tratados com dispositivo de 1° uso
(6,84 £ 0,13 mm, n = 124). A concentragao sérica de P, no dia 7 foi afetada (p<0,01)
pelo numero de usos do CIDR (CIDR1: 6,61 + 0,27 e CIDRS: 4,77 + 0,27 ng/ml).
Houve efeito (p<0,01) da concentracao sérica de P, no didmetro do foliculo (figura 17).
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Figura 17: Correlagdo entre a concentracdo sérica de P, e o didmetro do maior
foliculo no dia 7 (n = 250).

Concentracao sérica de progesterona e diametro do maior do foliculo no dia 9

O diametro folicular foi maior (p<0,01) nas novilhas com CIDR de 3° uso (9,62
t+ 0,40 mm; n= 270) em comparagao ao CIDR de 1° uso (8,53 £ 0,40 mm; n= 262).
Novilhas que tinham CL no dia 7 apresentaram menor diametro folicular (p<0,05) no
dia 9 (CL: 8,33 £ 0,20 mm; n= 124) em relagédo as sem CL (8,97 £ 0,20 mm; n= 126). A
concentracao sérica de P4 no dia 9 foi afetada (p<0,01) pelo numero de usos do CIDR
(CIDR1: 4,31 + 0,11 vs CIDRS3: 2,86 + 0,11 ng/ml). Houve efeito (p< 0,01) da
concentracdo de sérica P, do dia 7 e 9 no didmetro folicular (figuras 18 e 19). O
didmetro folicular do dia 7 foi correlacionado positivamente (p< 0,01) com o didmetro
folicular do dia 9 (figura 20).
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Figura 18: Correlacdo entre a concentracdo sérica de P, do dia 7 e o didmetro do

maior foliculo no dia 9 (n = 250).
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Figura 20: Correlacdo entre o didmetro do maior foliculo no dia 7 e o didmetro do
maior foliculo no dia 9 (n = 250).

Diametro do maior foliculo no momento da IATF

A proporc¢ao de novilhas ovuladas antecipadamente (@ fol-IATF < 6,2 mm e [ ]
de P,pds IATF = 1,0 ng/ml) retiradas da analise do diametro do maior foliculo foi maior
(p< 0,01) nos grupos CIDR1-72h: 13,35% (20/160) e CIDR3-72h: 37,72% (63/168) do
que nos demais tratamentos (CIDR1-48h: 7,42% - 10/140; CIDR1-54h: 6,99% -
10/144; CIDR3-48h: 8,41% - 13/158; CIDR3-54h: 6,49% - 10/156). Animais tratados
com CIDR de 3° uso apresentaram (p<0,01) foliculos maiores (11,65 £ 0,11 mm; n=
396) comparado ao CIDR de 1°uso (11,20 £ 0,10 mm; n= 404). Houve interacao entre
o numero de usos do dispositivo e horario da IATF (p<0,05). Essa interacdo
demonstrou que o didmetro do grupo CIDR3-72h (11,20 + 0,20 mm; n= 105) foi menor
em relagdo ao CIDR3-54h (11,98 + 0,17 mm; n= 146) e CIDR3-48h (11,76 £ 0,17 mm;
n= 145). O didmetro do foliculo do dia 7 e 9 foi correlacionado positivamente (p< 0,01)
com o didmetro do maior foliculo no momento da IATF (d7: r = 0,38 e d9: r= 0,58).

Taxa de ovulacdo

A taxa de ovulagéao foi influenciada (p<0,05) pelo numero de usos do CIDR (CIDRS:
87,98%; 482/548 vs CIDR1: 82,78%; 444/535). Novilhas inseminadas 72 horas apés a
remocao do dispositivo apresentaram (p<0,01) maior taxa de ovulacao (89,76%;
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328/365) do que os animais inseminados entre 48h (82,60%; 298/360) e 54h (83,76%;
300/358). A concentracdo sérica de P, no dia 9 ndo interferiu na taxa de ovulagéo,
porém o didmetro do maior foliculo no momento da IATF (desconsiderando novilhas
ovuladas antecipadamente) influenciou (p< 0,01) a probabilidade de ovulagédo
independente do tratamento (figura 21).
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Figura 21: Efeito do didmetro do maior foliculo no momento da IATF
(desconsiderando novilhas ovuladas antecipadamente) na probabilidade de ovulacao
(P4 = 1,0 ng/ml dez dias ap6s a remogao do dispositivo ) de 957 novilhas Nelore

ciclicas .

Concentracao de P, no dia 19

Novilhas que receberam CIDR3 apresentaram (p< 0,01) maior concentragao sérica de
P4 que o CIDR1 (CIDRS3: 3,97 £ 0,09; n = 482 e CIDR1: 3,62 + 0,09 ng/ml; n= 444).
Houve efeito (p<0,01) do didmetro do maior foliculo no momento da IATF na
concentracao de P4 no dia 19, independente de tratamento (figura 22).
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Figura 22. Correlagdo entre o didmetro do maior foliculo no momento da IATF e a
concentracdo sérica de P, dez dias apds a remocao do CIDR em 797 novilhas Nelore
ovuladas.

Taxa de concepcao

Nao houve efeito (p> 0,10) do horario da inseminagdo e numero de usos do
dispositivo intravaginal de P, na taxa de concepcao das novilhas (tabela 4). A
concentracdo de sérica P, no dia 7 ndo afetou (p>0,10) a concepcdo, porém a
concentracao de sérica P4 no dia 9 tendeu a interferir (p<0,10) na probabilidade de
concepcao (figura 23). Nao houve efeito (p>0,10) do ECC, fazenda, touro e
inseminador na taxa de concepgao.
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Figura 23. Efeito da concentragao sérica de progesterona do momento da retirada do
dispositivo (dia 9) na probabilidade de concepc¢ao de 449 novilhas Nelore ciclicas.

O diametro do maior foliculo no momento da IATF (p< 0,01) e a concentragao
de progesterona no dia 19 (p< 0,05) influenciou a probabilidade de concepgéo

independente do tratamento empregado (figuras 24 e 26).
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Figura 24. Efeito do didametro do maior foliculo no momento da IATF na probabilidade
de concepcgao de 800 novilhas Nelore ovuladas (desconsiderando novilhas ovuladas

antecipadamente).
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Baseado na probabilidade méxima de concepgédo (figura 24) foram
determinadas trés classes representativas de acordo com o didmetro do maior foliculo

no momento da IATF (figura 25).
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Figura 25. Distribuicdo das novilhas de acordo com o didmetro do maior foliculo no

momento da IATF (mm).
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Figura 26. Efeito da concentracao sérica de progesterona dez dias apds a remogéao do
dispositivo na probabilidade de concepcao de 926 novilhas Nelore ovuladas.
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Taxa de prenhez

Nao houve efeito (p > 0,10) do numero de usos do CIDR, horario da
inseminacgao, ECC, fazenda, touro e inseminador na taxa de prenhez (tabela 4).

Tabela 4. Taxa de ovulagao, concepgéo e prenhez de 1.083 novilhas Nelore ciclicas
qgue receberam dispositivo intravaginal de progesterona novo ou previamente utilizado

por 18 dias, inseminadas 48h, 54h e 72h ap6s a remogao do dispositivo (Fatorial 2x3).

Efeitos n Taxa de Taxa de Taxa de
Principais ovulacao (%) Concepcao (%) Prenhez (%)
82,78~ 42 50 34,65
CIDR1 535 ’ ’ ’
(444/535) (187/444) (187/535)
87,987 45,78 39,36
CIDR3 548 ’ ’ ’
(482/548) (217/482) (217/548)
82,60 ° 46,98 38,89
48h 360 ’ ’ ’
(298/360) (140/298) (140/360)
83,76 ° 42,33 35,47
54h 358 ’ ’ ’
(300/358) (127/300) (127/358)
89,76 @ 41,77 37,53
72h 365
(328/365) (137/328) (137/365)
Tratamentos n Taxa de Taxa de Taxa de
Ovulacao (%) Concepcao (%) Prenhez (%)
79,54 45,00 35,8
CIDR1-48h 176 (140/176) (63/140) (63/176)
80,9 40,28 32,58
CIDR1-54h 178 (144/178) (58/144) (58/178)
88,4 41,25 36,46
CIDR1-72h 181 (160/181) (66/160) (66/181)
85,87 48,73 41,85
CIDR3-48h 184 (158/184) (77/158) (77/184)
86,67 44,23 38,33
CIDR3-54h 180 (156/180) (69/156) (69/180)
CIDR3-72h 184 91,3 42,26 38,59
(168/184) (71/168) (71/184)

X,y Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05;
a, b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05;
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Manifestacao de cio

O numero de prévias utilizagcdes do dispositivo intravaginal de P, e o horario da
IATF interferiram (p<0,01) na taxa de deteccao de cio. Maior proporcdo de novilhas
que receberam CIDR de 3° uso foram detectadas em cio (CIDR3: 35,52%; 166/466 e
CIDR1: 24,46%; 111/454). O namero de novilhas em estro 72 horas apds a remogao
do dispositivo foi superior ao grupo 54 horas (72h: 31,99%; 99/309 vs 54 h: 17,07%;
52/304). A porcentagem de novilhas detectadas em cio que receberam ECP no dia 9
foi superior (40,92%; 126/307) aos demais grupos. A figura 27 ilustra a distribuicdo de
estro de acordo com os grupos. Houve efeito (p<0,01) do didmetro do foliculo no dia 9
na probabilidade de detecg¢édo de estro de acordo com o momento da IATF (figura 28).
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Figura 27: Distribuicdo do estro das novilhas de acordo com o tratamento (CIDR1-
48h; n= 150, CIDR1-54h; n= 151, CIDR1-72h; n= 153, CIDR3-48h; n= 157; CIDR3-
54h; n= 153, CIDR3-72h; n=156).
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Figura 28: Efeito do didmetro do maior no momento da retirada do dispositivo (dia 9)
na probabilidade de manifestar cio de acordo com momento da inseminacao (IATF -
48h, n= 152; IATF — 54h, n= 148; IATF — 72h; n=148).

Cio x Taxa de concepcao

Houve tendéncia (p < 0,10) do cio influenciar a taxa de concepc¢ao de novilhas
que receberam GnRH (cio: 46,70%; 69/151 vs nao cio: 38,39%; 144/374). O intervalo
entre a deteccao de cio e a inseminagao nao interferiu (p>0,10) na taxa de concepgéo
(0-6h: 47,07%; 20/43, 12-18h: 52,08%; 30/58; 24-36h: 40,64%; 19/50). Nao houve
efeito (p>0,10) do didmetro folicular no momento da inseminacdo na taxa de
concepgao, entretanto novilhas inseminadas apdés 18 h da detecgao de cio
apresentaram (p< 0,01) diédmetro folicular menor (24-36h: 6,16 = 0,43 mm; n= 50)
comparada as inseminadas entre 0 e 18 h (0 — 6h: 12,43 + 0,46; n= 43 e 12 - 18h:
11,05 + 0,40 mm; n= 58).

A taxa de concepgao dos animais que receberam ECP e manifestaram cio foi
superior (p<0,01) aos que n&o manifestaram cio (cio: 60,39%; 75/126 vs n&o cio:
37,31%; 46/125). Nao houve efeito (p>0,10) do didmetro folicular, na taxa de
concepcgao das novilhas detectadas em cio que receberam ECP. Novilhas detectadas
em estro que receberam ECP apresentaram (p<0,01) maior diametro folicular no
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momento da IATF (11,45+0,23 mm) do que as ndo observadas em cio (10,29+0,23

mm).

3.3. Experimento 3:

Diametro do maior foliculo no momento da IATF

O diametro do maior foliculo no momento da IATF n&o diferiu (p> 0,10) entre os
tratamentos (Grupo1: 10,65 + 0,22; n= 63, Grupo2: 10,49 £ 0,21; n= 72, Grupo3: 10,45
+0,22; n=62).

Taxa de ovulacdo

Novilhas que receberam 200 Ul de eCG no dia 9, apresentaram (p<0,01) maior
taxa de taxa de ovulacao (Grupo 2: 94,68%; 153/162) comparado aos demais grupos
(Grupo1: 85,36%; 129/151 e Grupo3: 80,58%; 130/161). Independentemente do
tratamento, houve efeito (p< 0,01) do didmetro do maior foliculo no momento da IATF
(desconsiderando novilhas ovuladas antecipadamente) na probabilidade de ovulacao
(figura 29).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% &

0% . . . . |
4 6 8 10 12 14 16

Diametro do maior foliculo no momento da IATF

Probabilidade de Ovulagao (%)

Figura 29: Efeito do didametro do maior foliculo no momento da IATF

(desconsiderando novilhas ovuladas antecipadamente) na probabilidade de ovulagao
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(P4 = 1,0 ng/ml nove dias ap6s a remocao do dispositivo) de 230 novilhas Nelore
ciclicas.

Concentracao de P, no dia 18

Novilhas que receberam 200 Ul de eCG no dia 9, apresentaram (p<0,01) maior
concentracao sérica de P, que os demais grupos (Grupo 1: 3,84 £ 0,15; n= 129, Grupo
2:4,47 £ 0,14; n= 153, Grupo 3: 3,77 + 0,15 ng/ml; n= 130). Houve efeito (p<0,05) do
didmetro do maior foliculo no momento da IATF na concentracdo de P4 no dia 18,
independentemente de tratamento (figura 30).
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Figura 30. Correlagédo entre o didmetro do maior foliculo no momento da IATF e a
concentracao sérica de progesterona nove dias apdés a remocao do CIDR em 197
novilhas Nelore ovuladas.

Taxa de concepcao

Apesar da diferenca numérica (tabela 4), ndo houve efeito (p> 0,10) do
tratamento na taxa de concepgado. Houve tendéncia (p< 0,10) de interagcdo entre o
tratamento e diametro do maior foliculo na probabilidade de concepgao (figura 31).
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Figura 31: Efeito do didmetro do maior foliculo no momento da IATF na probabilidade
de concepcao de 197 novilhas Nelore ovuladas (desconsiderando novilhas ovuladas
antecipadamente) sincronizadas com CIDR de 1°uso (Grupo 1: 1mg de BE, Grupo 2:
200 Ul de eCG e Grupo 3: CIDR por 10 dias).

A concentragado de progesterona no dia 18 (p<0,01) interferiu na probabilidade
de concepcgao (figuras 32), independentemente do tratamento. Nao houve efeito
(p>0,10) do ECC, fazenda e inseminador na taxa de concepg¢ao.
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Figura 32. Efeito da concentracédo sérica de progesterona nove dias apds a remogao
do dispositivo na probabilidade de concepgéo de 412 novilhas Nelore ovuladas.
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Taxa de prenhez

Houve tendéncia (p< 0,10) do tratamento influenciar a taxa de prenhez (tabela
5). Nao houve efeito do ECC, fazenda e inseminador na taxa de prenhez.

Tabela 5. Taxa de ovulagéo, concepcgao e prenhez de 474 novilhas Nelore ciclicas que
receberam os tratamentos: 1 ml de BE (Grupo1), 200 Ul de eCG (Grupo 2) ou CIDR10
(Grupo 3).

Taxa de Ovulacao Taxa de Concepcao Taxa de Prenhez

Efeitos N
(%) (%) (%)
85,36 ° 41,08 35,10

Grupo1 151
(129/151) (53/129) (53/151)
94,68 @ 40,52 38,27

Grupo2 162
(153/162) (62/153) (62/162)
80,58 ° 33,08 26,717

Grupo3 161
(130/161) (43/130) (43/161)

a,b Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,01;
X, ¥ Letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente; P<0,05;

4. DISCUSSAO

Nesses estudos, maiores concentracdes séricas de P, diminuiram o diametro
do foliculo em todos os momentos avaliados. Tendo em vista que as concentragdes
séricas de P, ndo alteram diretamente o perfil de liberagdo de FSH (GIBBONS et al.,
1999 e ADAMS et al., 1992), responsavel pelo desenvolvimento folicular antes da
divergéncia (GINTHER et al., 1996), e que mudangas nos niveis FSH foram
observadas apenas em decorréncia do tempo de dominancia do foliculo (ADAMS et
al., 1992 e PRICE e WEBB., 1988). Pode-se concluir que, o provavel mecanismo pelo
qual a concentracao sérica de P, afetou negativamente o desenvolvimento folicular
nos dias 7 (figura 4 e 17) e 9 (figuras 6 e 19) esteve relacionado a reducdo da
pulsatilidade de LH (BERGFELD et al., 1996, KOJIMA et al., 2003 e PFEIFER et al.
2009), que interferem diretamente no crescimento e manutenc¢ao do foliculo dominante
(TAFT et al., 1996 e PFEIFER et al., 2009). E provavel que por volta dos dias 5 e 6 do
protocolo de sincronizacao ja exista um foliculo dominante dependente de LH (5,4 a
6,2 mm SARTORELLI et al., 2005, CASTILHO et al., 2006 e GIMENES et al., 2008),
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considerando que o momento da emergéncia de uma nova onda sincronizada ocorre
entre 3,1 e 3,5 dias (BO et al. 2003, CARVALHO et al., 2008 e BASTOS et al. 2011) e
a divergéncia cerca 1,6 e 1,8 dias apds a emergéncia (SARTORELLI et al., 2005;
CASTILHO et al., 2006 e GIMENES et al., 2008). Os niveis circulantes de
progesterona nao interferem na emergéncia e divergéncia folicular (GIBBONS et al.,
1999 e LOPES et al., 2005).

Animais que ovulam foliculos menores apresentam menores concentragdes de
P4 no diestro subseqiente (VASCONCELOS et al.,, 2001 e PERES et al., 2009) e
existem correlagdes positivas entre o didmetro do foliculo ovulatério e a taxa de
prenhez (PERRY et al., 2005 e 2007, DIAS et al., 2009 e PERES et al., 2009) e entre
concentracdo de P, no diestro e a taxa de prenhez (VASCONCELQOS et al., 2001 e
PERES et al., 2009). Em fémeas ciclicas, estratégias como o emprego de dispositivos
intravaginais de P, previamente utilizado e o momento da aplicagcdo da PGF2a,
permitem reduzir as concentragdes séricas de progesterona e aumentar o diametro
folicular incrementando assim a fertilidade.

Utt et al., (2003), Carvalho et al. (2008) e Pfeifer et al. (2009) verificaram que a
administragcdo de PGF2a no inicio do protocolo de sincronizagdo em animais pré-
sincronizados, resultou em maior didmetro do foliculo dominante no dia da retirada do
implante de progesterona. Peres et al. (2007) observaram que aplicacdo de PGF2a no
dia da insercao do dispositivo, antecipou o0 momento do estro (PGF2a:: 72,4 £ 2,3 h vs
sem PGF2a: 80,7 + 2,3h) em novilhas Nelore puberes que permaneceram com CIDR
por 7 dias. De maneira similar, os resultados da figura 8 demonstram que novilhas
com menor concentracdo de P4 no dia 7 foram detectadas em cio mais cedo.

Embora os niveis de progesterona ja afetem o desenvolvimento folicular no dia
7 e a aplicagao de duas doses de PGF2a (inicio e fim do protocolo de sincronizagao),
constitua uma alternativa eficiente em diminuir as concentracdo séricas de P, de
novilhas pre-sincronizadas (CARVALHO et al.,, 2008), a sensibilidade do CL a
prostaglandina e seus analogos € baixa ou nula em animais que se encontram entre
os dias 1 a 5 do ciclo estral (FERNANDES et al., 2007), o qual constitui
aproximadamente 24% das novilhas que entram em protocolo em dia aleatério do ciclo
estral. Essas novilhas apresentam altos niveis de P, no fim do protocolo e
consequentemente redugcéo do desenvolvimento folicular (figuras 6 e 19).

Estratégias que visam reduzir a concentracdo circulante de progesterona
durante os estagios finais dos protocolos de sincronizagcdo proporcionam efeitos
similares ao observados por Carvalho et al. (2008), promovendo a lutedlise em todos
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animais com CL. Dias et al. (2009), Peres et al. (2009) e Meneghetti et al. (2009)
verificaram que a administragdo da PGF2a dois dias antes da remogao do implante de
progesterona (dia9), foi eficiente em aumentar o didmetro do foliculo dominante no
momento da IATF e a taxa de concepc¢ao.

Apesar de eficaz, este método atua apenas na fase final do crescimento
folicular, de maneira que os efeitos da progesterona inicial podem ser notados no
didmetro folicular do dia 9 (experimento 1 e 2). Mesmo apéds a aplicacdo da PGF2a, as
concentracdes de P, proveniente do dispositivo intravaginal ainda foram suficientes
para interferir no desenvolvimento folicular final (tabela 1, figuras 6 e 19) e momento
do estro (figura 9), de maneira que maiores efeitos foram notados em novilhas que
permaneceram com CIDR de primeiro uso durante nove dias (experimento 1 e 2).
Mantovani et al. (2010) observaram que a aplicacdo de prostaglandina no dia 5 de um
protocolo de 8 dias, promoveu reducdo do niveis de progesterona e aumento do
desenvolvimento folicular em novilhas cruzadas puberes pré-sincronizadas. Dessa
forma, deve-se considerar a aplicagdo da PGF2a no dia 6 do protocolo de
sincronizacao visando o maior desenvolvimento folicular em novilhas puberes.

Todas essas estratégias tém como objetivo maximizar o aporte gonadotropico
durante o desenvolvimento folicular, sendo assim a retirada antecipada do dispositivo
permitiu maior crescimento do foliculo entre os dias 7 e 9 (tabelal). Entretanto,
resultou em maior intervalo e dispersédo do cio (figura 13), inviabilizando a escolha de
um momento adequado para IATF em novilhas Bos indicus.

O diametro e a idade do foliculo dominante (FD) no dia da retirada do
dispositivo esteve diretamente correlacionado com o dia do estro (UTT et al., 2003),
por isso novilhas que permaneceram com CIDR por 7 dias (experimento 1)
apresentaram maior intervalo e variabilidade entre a retirada do dispositivo e o estro.
Bridges et. al. (1999) verificaram que vacas Bos taurus sincronizadas com 2 mg de BE
que permaneceram com dispositivo por 5 dias apresentaram menor diametro folicular
no dia da IATF (9,8 mm) do que o grupo que permaneceu com dispositivo por 7 dias
(11,8 mm). Em experimento subseqlente com vacas Holandesas, Cavalieri et. al
(2004) detectaram aumento da proporcao de foliculos <10 mm no dia da retirada do
dispositivo quando empregaram CIDR por 5 dias comparados com tratamento por 7, 8
e 9 dias.

De acordo com Austin et al. (1994), a duracdo da dominancia do foliculo pré-
ovulatorio afeta o tempo e a variabilidade entre o intervalo da retirada do dispositivo e
o estro. Os autores observaram atraso de 5 a 10 horas no inicio do estro nas novilhas
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com FD mais novo (2 a 4 dias) em relagdo aos animais com FD mais velho (6 a 8
dias). Abreu et al. (2011a) também verificaram que vacas com foliculos mais novos
apresentaram maior intervalo para o estro (79 + 0,7h) do que as com foliculos mais
velhos (56 + 1,7h). O mesmo foi constatado por Abreu et al. (2011b) em novilhas (53,6
+2,2hvs 78,5 = 1,4 horas).

Além da maior dispersdo do cio, houve queda na taxa de concepgao das
novilhas que permaneceram com CIDR por 7 dias, contrariando nossa hipétese inicial
e os dados da literatura que indicam que a manipulagdo do tempo de dominancia do
foliculo dominante nao afeta a fertilidade em animais de corte (AHMAD et al., 1997,
BRIDGES et al., 2008, ABREU et al., 2011a,b e DIAS et al., 2011).

As causas desse resultado e, principalmente do efeito do momento do estro na
taxa de concepgao das novilhas que permaneceram com CIDR por 7 dias (figura 12)
nao sao claras, porém o aumento do tempo de dominancia folicular ap6s a aplicagao
da PGF2a resultou em estro mais fértil nos animais detectados em estro com mais de
3 dias (tabela 3). Claro Junior et al. (2010), trabalhando com inducdo de puberdade,
observaram que a taxa de deteccéao de cio (taxa de indugéo) entre as novilhas tratadas
por doze dias com dispositivo intravaginal novo (101/237 = 42,6%) ou previamente
utilizado por 27 dias (94/237 = 39,3%) nao diferiu. Porém, a taxa de concep¢ao das
novilhas que receberam CIDR usado foi superior (44/94 = 46,8% vs 34/101 = 33,7%).
Os autores atribuiram esse resultado a melhora do ambiente uterino durante o periodo
pré-ovulatorio, ja que as novilhas que permaneceram com CIDR previamente utilizado
por 27 dias, apresentaram maior diametro folicular e escore uterino no dia da remogéao
do dispositivo. Diversos estudos (MURRAY, 1992, JOHNSON et al., 1997 e GEISERT
et al., 1988) demonstraram a importancia dos niveis de estradiol pré-ovulatério no
preparo uterino para o desenvolvimento inicial do concepto.

De maneira similar, novilhas que permaneceram com CIDR por 9 dias
apresentaram maior didmetro folicular no dia da remogédo do dispositivo (tabela 1).
Portanto, é possivel sugerir que o periodo de exposi¢ao uterina ao estradiol durante o
periodo pré-ovulatério pode ter melhorado o ambiente uterino e a fertilidade dos
animais tratados com CIDR por 9 dias. Esse aumento do tempo de dominancia foi
principalmente importante entre as novilhas que apresentaram menor didmetro
folicular no dia da retirada do dispositivo (figuras 10 e 11) e, por isso, maior intervalo
para cio. Dessa forma, a queda de fertilidade nas novilhas tratadas com CIDR por 7
dias (tabela 3), pode ter ocorrido como conseqiéncia da reducdo do tempo de

dominancia folicular.
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Apesar da diferenca na taxa de concepgéo, o diametro folicular no momento
da IA e a concentracdo sérica de P, pdés IA nao afetaram a fertilidade de novilhas
detectadas em estro (experimento1). Resultados similares foram obtidos por Perry et
al. (2005) apos a inseminagdo de vacas em estro. Os autores concluiram que estes
eram foliculos maduros e por isso ndo interferiram na fertilidade. Embora o didmetro
folicular ndo tenha sido importante entre animais que foram submetidos a IA
convencional, o mesmo parametro alterou de maneira significativa a taxa de
concepcao na IATF (figuras 24 e 31). Novilhas com foliculos entre 11,0 € 14,0 mm
tiveram maior probabilidade de concepgéo (figura 24), contudo, 36% das novilhas
apresentaram foliculos menores que 11,0 mm (imaturos) constituindo um agravante
nessa categoria animal. Vasconcelos et al. (2001) e Perry et al. (2005 e 2007)
observaram que a indugdo da ovulagdo quando o foliculo ndo esté fisiologicamente
maduro tem impacto negativo nas taxas de prenhez de animais submetidos a IATF.

Mussard et. al. (2007) e Bridges et. al. (2008 e 2010) sugerem que a duracao
do proestro € mais importante do que o didmetro do foliculo ovulatério na fertilidade de
animais submetidos a inseminag¢do. Segundo os autores, 0 aumento da duragao do
proestro permite maior aporte gonadotropico para o foliculo ovulatério e niveis
elevados de estradiol antes da ovulagdo. Entretanto nesse estudo, o atraso do
momento da inseminagéo (experimento 2), ndo incrementou a taxa de concepgao/
prenhez dos animais inseminados 72 horas ap6s a remocdo do dispositivo,
demonstrando assim que a estratégia nao foi eficiente em melhorar o protocolo de
sincronizacao. Portanto, a extensdo da duragdo do proestro diante de uma grande
proporcao de foliculos imaturos (figura 25), foi incapaz de melhorar os resultados
comparados aos demais tratamentos.

Mesmo que o atraso do momento da inseminacdo ndo tenha sido suficiente
para aumentar o didmetro do foliculo dominante no momento da IATF, a estratégia
permitiu maior expressao de estro antes da IATF (figura 27), caracteristica que foi
correlacionada com maior taxa de prenhez em vacas e novilhas (PERES et al. 2009 e
SA FILHO et al. (2010a e 2011). Contudo, este fator somente tendeu a influenciar a
taxa de concepgao de novilhas inseminadas em tempo fixo que receberam GnRH.
Dorsey et al. (2011) verificaram uma variagdo na concepgao de novilhas inseminadas
em momentos diferentes apds o inicio do estro. Segundo os autores, melhores
resultados foram obtidos quando a inseminagado ocorreu entre 4 e 24 horas ap6s o
inicio do cio (63,7%) ao invés de 0-4 h (48,1%) e > 24h (55,9%). Nesse estudo, houve

uma diferengca numérica na taxa de concepc¢ao quando a inseminacgao foi realizada
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antecipadamente 0-6h (47,07%) ou tardiamente 24-36h (40,64%) comparada ao
intervalo 12 — 18h (52,08%) considerado ideal (FIELDS et. al 1975). Roelofs et al.
(2006), verificaram que em vacas de leite, 0 momento ideal para se obter taxas de
fertilizacdo satisfatorias foi em torno de 24 a 12h antes da ovulagé@o. Entre 16 e 12h
antes da ovulacao os autores verificaram 89% embrides de alta qualidade.

Embora os valores apresentados ndo tenham sido significativos, é possivel
afirmar que as variagbes no momento da inseminagdo comprometeram a fertilidade
das novilhas que expressaram estro e que ndo foram inseminadas entre 12 e 18h.
Dessa forma, mesmo que mais novilhas tenham expressado estro 72 horas apés a
retirada do dispositivo, melhores taxas de concepg¢do ndo foram notadas nesse
horéario. Ainda que a taxa de deteccao de cio tenha sido superior (54h: 17,07% vs 72h:
31,99%), pode-se considerar que expressdo de cio foi baixa, contribuindo para
auséncia de efeitos detectados na taxa de concepgao. As baixas taxas de detecgéo de
cio também sao reflexo da propor¢édo de novilhas com foliculos pequenos, ja que o
didmetro do maior foliculo no momento da retirada do dispositivo interferiu na
probabilidade de expressao de cio (figura 28).

Além da maior expressao de cio, a inseminacao 72 horas apés a remogao do
dispositivo resultou em aumento da taxa de ovulacao, que ocorreu como conseqiéncia
da maior proporgdo de novilhas ovuladas antecipadamente (CIDR1-72h: 13,35%;
20/160 e CIDR3-72h: 37,72%, 63/168), prejudicando a fertilidade desse grupo.

Uma alternativa que permite aumentar as concentragdes pré-ovulatérias de
estradiol, sem a necessidade de alterar o momento da inseminacao, é o emprego de
E. ex6geno como estimulo ovulatério. De acordo com Cerri et al. (2004) e Sa Filho et
al. (2011), a administragao de ECP aumentou a expresséo de cio e melhorou a taxa de
prenhez dos animais. Similarmente, novilhas que receberam 0,5 mg de ECP
apresentaram maior taxa de deteccdo de cio (40,92%) e fertilidade (cio: 60,39%;
75/126 e nao cio: 37,31%; 46/125). Entretanto, esta propor¢cdo de animais em estro
néo foi suficiente para promover aumentos significativos na taxa de concepcao dos
grupos CIDR1-48h e CIDR3-48h. Cerri et al. (2004), observaram que o aumento do
diametro do maior foliculo no momento da IATF afetou positivamente a proporg¢éao de
vacas detectadas em estro apos o tratamento com ECP. Nesse estudo, novilhas
tratadas com ECP e detectadas em estro apresentaram maior didmetro folicular no dia
9 (figura 28) e momento da IATF (11,45 mm) em relagdo as ndo observadas em estro
(10,29 mm). Essa relacdo demonstra que a suplementagcdo com E, exdégeno alterou
apenas a fertilidade das novilhas com foliculos adequados no momento da IATF
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(maduros), concordando com os resultados de Souza et al. (2007), que verificaram
que a adicdo de 1 mg de ECP 48 h antes da aplicagdo do 2° GnRH (Ovsynch)
incrementou a fertilidade, apenas das vacas leiteiras com foliculos entre 15 e 19 mm
no momento da IATF.

O emprego de dispositivo previamente utilizado constitui alternativa para o
aumento do diametro folicular e taxa de concepcao (DIAS et. al., 2009). Porém, assim
como no experimento 2, outros estudos (PFEIFER et al, 2009 e PEGORER
FIGUEIRA et al., 2011) falharam em demonstrar aumento na concepgao através da
reducdo dos niveis de progesterona. Nesses estudos, os autores concluiram que
outros fatores, além do diametro folicular interferiram na fertilidade dos animais. Peres
et al. (2009) verificaram que a concepgao de vacas Nelore ndo lactantes sincronizadas
com dispositivo de 1° uso por 9 dias foi superior quando a administracao de PGF2a foi
antecipada para o dia 7. Possivelmente, esta estratégia incrementou a fertilidade das
novilhas sincronizadas com CIDR de 1° uso, impedindo que grandes diferencas na
taxa de concepcgao fossem detectadas entre os grupos tratados com dispositivo de 1°
e 3°uso.

Além disso, na figura 23 observa-se queda na probabilidade de concepcéao
guando os foliculos atingem aproximadamente 14,0 mm de diametro. Considerando as
analises de diametro folicular no momento da IATF, verifica-se que novilhas tratadas
com CIDR de 3°uso apresentaram maior propor¢ao de foliculos superiores a 14,0 mm
do que os animais com implante de 1°uso (CIDR3: 13,64%; 54/396 vs CIDR1: 7,92%;
32/404, p<0,01). Portanto, uma maior proporgdo de animais apresentou
comprometimento da fertilidade, em consequéncia da possivel formacao de foliculos
persistentes que resultam em queda da fertilidade (MIHM et al., 1994 e AUSTIN et al.,
1999).

Baruselli et al. (2004), Dias et al. (2009), Peres et al. (2009) e Sa Filho et al.
(2010a) relataram efeito positivo da administracdo de eCG na taxa de prenhez de
novilhas puberes. A eCG é uma gonadotrofina capaz de se ligar a receptores de LH e
FSH (MURPHY e MARTINUK, 1991), por isso Peres et al. (2009) demonstraram que a
aplicacao de 200 Ul de eCG foi suficiente para promover o aumento do crescimento
folicular. Essa é uma estratégia largamente empregada para estimular o
desenvolvimento folicular final, embora Pegorer Figueira et al. (2011) tenham
verificado que o uso de 300 Ul de eCG néao permitiu o aumento do diametro do foliculo
ovulatério e melhora da taxa de prenhez de novilhas puberes recebendo 2mg de
estradiol no inicio do protocolo. Os resultados do experimento 3 demonstraram que o
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tratamento com 200 Ul de eCG foi eficiente em aumentar a taxa de sincronizagéo e
elevar as concentragdes séricas de P, pos IATF, concordando com os resultados de
Baruselli et al. (2004), Peres et al. (2009) e Sa Filho et al. (2010).

Soumano e Price (1997) detectaram maior expressdo da proteina StAR em
foliculos de novilhas Bos Taurus superovuladas com eCG. Os autores correlacionaram
esse achado com as maiores concentragbes de progesterona e estradiol encontrado
durante o tratamento com eCG. Em estudo subseqiente, Soumano et al. (1998)
verificaram que o mesmo tratamento aumentou os niveis de mRNA-rLH e diminuiu as
concentracdes de mRNA-rFSH. A partir desses resultados é possivel especular que o
tratamento com 200 Ul de eCG alterou as caracteristicas do foliculo dominante,
permitindo maior resposta ao estimulo ovulatério e aumento da sintese de
progesterona. Ainda que o eCG tenha melhorado a taxa de ovulagdo e a produgéo de
P4, o tratamento ndo incrementou a taxa de concepcgao/prenhez em relagdo aos
demais tratamentos (experimento 3). Na figura 31, é possivel constatar que nao houve
efeito do didametro folicular na probabilidade de concep¢édo de novilhas tratadas com
eCG. Peres et al. (2009) observaram aumento da taxa de concepgdo em animais com
altas concentragdes séricas de P4 (> 3,0 ng/ml) no dia da retirada do dispositivo.
Posteriormente, S& Filho et al. (2010b) verificaram incremento na taxa de ovulagao de
novilhas com foliculos pequenos (4-8 mm). Esses dados em conjunto demonstram que
o eCG parece ser uma alternativa eficiente para melhorar a fertilidade de foliculos
imaturos, no entanto pode prejudicar os resultados de animais com foliculos maiores
(figura 31). E possivel que esse seja o motivo da auséncia de efeito do eCG, quando
este é empregado em protocolos com dispositivos contendo menor concentracao de
P4 que proporcionam maior diametro folicular (DIAS et al. 2009, PERES et al. 2009 e
BUTLER et al. 2011).

A reducédo da dose de BE (experimento 3) foi eficiente em produzir foliculos
cujo didmetro médio nao diferiu do tratamento com eCG, proporcionando taxas de
concepgao/prenhez similares entre os dois grupos. Burke et al. (2003) demonstraram
que o aumento das concentragoes de FSH que precedem o inicio da nova onda
folicular variou de acordo com a dose de benzoato de estradiol empregada. Bastos et
al. (2011) observaram que a emergéncia folicular de vacas Nelore e Holandesa nao
lactantes, tratadas com 1 mg de BE + P4, ocorreu antecipadamente (1mg: 3,0 £ 0,3;
2mg: 3,3 £ 0,1 e 4mg: 3,8 £ 0,2 dias) e o didmetro folicular 9 dias apds o inicio do
protocolo de sincronizagéo foi superior (1mg: 12,5 + 0,7; 2mg: 11,3 £ 0,7 mm e 4mg:
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10,4 £ 0,7). Portanto, a administracdo de uma dose reduzida de BE é uma alternativa
viavel que pode ser utilizada em protocolos de sincronizagao de novilhas puberes.

Outra maneira de se obter foliculos maiores € através da extensao do tempo de
dominéncia folicular, que pode ser feita de acordo com a manipulagdo dos niveis de
progesterona (ADAMS et al.,, 1992, UTT et al.,, 2003 e KOJIMA et al., 2003). Os
resultados do experimento 3 demonstram que ndo houve diferenga no diametro
folicular médio quando o dispositivo foi removido um dia depois em relagdo aos
demais tratamentos. Entretanto, a taxa de prenhez desse grupo foi significativamente
inferior ao grupo 2 (200 Ul de eCG ) e numericamente mais baixo que o grupo 1(1 mg
de BE). Adams et al. (1992) observaram que o aumento das concentragdes séricas de
P, durante a fase de crescimento do foliculo dominante da primeira onda folicular,
suprimiu o desenvolvimento folicular e encurtou o tempo de dominancia folicular.
Similarmente Kojima et al., (2003), falharam em induzir persisténcia do foliculo
dominante durante o tratamento com altas concentrag¢des de progesterona por 16 dias.
Segundo Kojima et al., (2003) o aumento dos niveis de progesterona diminuem os
pulsos de LH e induzem a atresia do foliculo dominante. Ao contrario do que ocorreu
no experimento 2 (figura 24), no qual foliculos maiores (>14,0 mm) provavelmente séo
foliculos persistentes. No experimento 3 é provavel que os foliculos menores do
tratamento CIDR 10 dias sejam na verdade foliculos dominantes que se tornaram
atrésicos, devido aos niveis elevados de progesterona por maior periodo de tempo.
Explicando assim a queda da fertilidade observada na figura 31, quando foliculos
menores estiveram presentes no momento da IATF.

Além dos efeitos do diametro do folicular no momento da IATF, é importante
destacar que a progesterona pds-IA também desempenha papel fundamental na
fertilidade dos animais (VASCONCELOS et al., 2001, MUSSARD et al., 2007 e
PERRY et al., 2005) e assim como nesse estudo a produgao de P, esteve diretamente
correlacionada com o aumento do diametro do FD (PERES et al. 2009). Neste caso
nao é possivel atribuir maior concepgao apenas as concentragbes elevadas de Py,
pois outros fatores que afetam a fertilidade estdo associados a indugao da ovulagao de
foliculos de maior diametro (VASCONCELOS et al., 2001, MUSSARD et al., 2007 e
PERRY et al., 2005).

Portanto mesmo que Bridges et al. (2010) tenha demonstrado a importancia da
duragdo do proestro sobre a fertilidade, este ndo € o fator limitante no protocolo

convencional. Parece que o principal entrave no protocolo de sincronizacdo em



79

novilhas puberes é a grande proporcao de foliculos pequenos (imaturos) presente no
momento da IATF.

5. CONCLUSOES

» A maior concentracao de P, diminui o desenvolvimento folicular no dia 7 do
protocolo de sincronizagao;

» A aplicacdo de PGF2a e a manutencao do dispositivo de progesterona por mais

de 7 dias resultou em um estro mais fértil;

» O atraso do momento da IATF ndo aumentou a taxa de concepgao;

» Novilhas com foliculos entre 11,0 e 14,0 mm apresentaram maior taxa de
concepcao, constituindo-se um bom parametro de fertilidade;

» No momento da IATF 36% das novilhas apresentaram foliculos menores que 11,0
mm, constituindo um entrave para obtencao de bons resultados em protocolos de

sincronizacao;

» O diametro folicular no momento da IATF interfere na producao de P, no diestro
subsequente alterando a probabilidade de concep¢ao;

» O CIDR de 3°uso diminuiu as concentra¢des de P, possibilitando aumentar a taxa
de ovulagéo, entretanto ndo houve aumento na taxa de concepgéo;

» O uso de 200 Ul de eCG no dia 9 aumentou a taxa de concepgao de novilhas com
foliculos pequenos (imaturos), no momento da IATF;

» A administragdo de 1mg de BE permitiu obter taxa de concepgao/prenhez similar
ao protocolo padrdao com 200 Ul de eCG;

» A extensao do tempo de dominancia folicular com o CIDR por 10 dias prejudicou a
fertilidade das novilhas.
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Conclusoes Gerais e implicacoes:

Os resultados desses experimentos demonstraram que a extensao ou reducao
do periodo de dominancia folicular através da manipulacdo do tempo de permanéncia
do CIDR interferiram na fertilidade de novilhas puberes. De acordo com o experimento
1, a aplicagdo de PGF2a seguido da manutencao do dispositivo de P4 por mais 2 dias
foi suficiente para reduzir os niveis séricos de P4 e proporcionar um estro mais fértil.
Quando o mesmo protocolo foi utilizado para inseminacdo em tempo fixo, maiores
taxas de concepg¢ao ndo ocorreram com 0 aumento da duragao do proestro, devido a
grande propor¢cao de novilhas com foliculos imaturos. Dados da literatura e desse
experimento demonstram que 0s niveis de progesterona exercem papel fundamental
no desenvolvimento folicular, o qual esta diretamente relacionado com a probabilidade
de concepcao. Entretanto, o emprego do dispositivo intravaginal de P, previamente
utilizado por 18 dias ndo permitiu incrementos na taxa de concepcao de novilhas
submetidas a IATF. E provavel que o momento da aplicacdo da PGF2a impediu que
grandes diferencas fossem notadas entre as novilhas sincronizadas com CIDR1 e
CIDRS. Nesse estudo o diametro folicular foi o melhor preditor de fertilidade, nesse
sentido estratégias que maximizem o diametro folicular potencialmente melhoram a
concepgao. Dessa forma a taxa de concepgao/ prenhez obtida com o emprego de 1ml
de BE foi similar ao protocolo convencional com 200 Ul de eCG, sinalizando que essa
dose de BE pode ser utilizada em protocolos de sincronizagao.

Em conjunto, os dados desse estudo sugerem que o tempo de dominancia
folicular desempenha papel fundamental na fertilidade de novilhas puberes e o
diametro folicular interfere de maneira significativa na taxa de concepcao desses
animais. Desse modo, novos estudos se fazem necessario para avaliar o motivo da
grande proporgao de novilhas Nelore com foliculos imaturos no momento IATF, bem
como 0s mecanismos através dos quais as concentracées de progesterona interferem
na fertilidade de novilhas puberes.

Dessa forma as implicagdes praticas desse estudo sao:

1- A manutencao do dispositivo de P4 por 2 dias a mais ap6s a aplicacao da
PGF2ao implicou em maior taxa de concepgao apds a detec¢do de cio com

menor dispersao do estro, favorecendo a implementagéao da IATF;
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O proestro ndo é um fator limitante no protocolo convencional, portanto o

atraso do momento da IATF n&o alterou a taxa de concepgéo;

O didmetro do foliculo no momento da IATF é um bom parametro de

maturidade folicular;

A taxa de concepgao nao foi alterada pelo nimero de usos do dispositivo
intravaginal de progesterona;

O emprego do CIDR por 10 dias diminuiu a taxa de prenhez;
A reducdo da dose de BE proporcionou resultados similares aos

encontrados com protocolo de sincronizagao convencional com 200 Ul de
eCG.
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