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RESUMO

OLIVEIRA, Fabricio Albani, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Hormoénio foliculo estimulante (FSH-p) em protocolo de sincronizag¢ao da
ovulacdo de fémeas de bovinos mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus). Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-orientadores: Eduardo
Paulino da Costa e Antonio Bento Mancio.

Objetivou-se avaliar a utilizacdo do hormonio foliculo estimulante (FSH-p) em
protocolos de inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) quanto a dindmica folicular e
taxa de prenhez em novilhas mesticas puberes e em vacas mesticas ciclicas e em
anestro. No estudo com novilhas, foram utilizados 138 animais em experimentos com
delineamento inteiramente casualizado. No experimento I, avaliou-se a dinamica pelos
protocolos: Tcontrole (n= 11 novilhas) — dia 0, insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona (Primer®) mais aplicacdo (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®); dia 8, retirada do Primer® e aplicacdo, IM, de 0,150 mg de PGFa,
(Prolise®); dia 9, foi aplicado (IM) 1 mg de benzoato de estradiol; dia 10, a TA foi
realizada entre 48 e 54 horas apds a retirada do Primer®; TFSH (n= 11 novilhas) —
similar ao Tcontrole, sendo que, no dia 8 administrou-se 15 mg de FSH-p (Folltropin®).
Os exames ultrassonograficos foram realizados nos dias 0, 8, e no dia da IATF e até a
determinagdo da ovulagdo pela auséncia do foliculo dominante. No experimento II,
avaliou-se a taxa de prenhez em protocolos similares, diferindo pelo nimero de animais:
Tcontrole= 55 novilhas e TFSH= 61 novilhas. No estudo com vacas, utilizaram-se 220
fémeas para avaliagdo da dinamica folicular e taxa de prenhez em vacas mestigas
ciclicas e em anestro distribuidas em dois experimentos similares ao estudo com
novilhas. Em ambos experimentos, o delincamento foi fatorial 2x2 (protocolos de
sincronizagdo da ovulagdo e ciclicidade das vacas). No experimento I, avaliou-se a

dinamica pelos protocolos constituidos de vacas ciclicas (Tciclicas, n=23), e em anestro
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(Tanestro, n=22) e dois protocolos similares ao do experimento I das novilhas: 1)
Tcontrole - 22 vacas; 2) TFSH - 23 vacas. Contudo, a distribui¢do estabelecida nas
vacas foi: TciclicastTcontrole (n=11 vacas), Tanestro+Tcontrole (n=11 vacas),
TciclicastTFSH (n=12 vacas), Tanestro+TFSH (n=11 wvacas). Os exames
ultrassonograficos foram realizados em esquema similar ao experimento I das novilhas.
No experimento II, a avaliacdo da taxa de prenhez das vacas foi por tratamentos
similares ao experimento I, diferindo pelo niimero de animais: Tciclicas+Tcontrole
(n=28), Tanestro+Tcontrole (n=55), Tciclicas+TFSH (n=29), Tanestro+TFSH (n=63).
Todos os dados foram analisados no programa SAS versdo 9.0 (2002), a 5% de
probabilidade. No estudo com novilhas, ndo foi verificada diferenga (P>0,05) na taxa de
crescimento folicular, sendo de 1,21 e 1,93 mm/dia para as novilhas do Tcontrole e
TFSH, respectivamente. Nao houve (P>0,05) efeito do tratamento para didametro do
maior foliculo no dia 10, sendo de 9,47 ¢ 10,27 mm nas fémas do Tcontrole ¢ TFSH,
respectivamente. A administracdo do FSH-p em protocolo de sincronizagido da ovulagdo
ndo afetou a taxa de ovulacdo (81,82%, P>0,05). No entanto, as novilhas do TFSH
apresentaram taxa de prenhez superior (50,82%) as do Tcontrole (30,91%;P<0,05). No
estudo com vacas, ndo houve efeito (P>0,05) dos protocolos de sincronizagdo, da
ciclicidade das vacas e da interacdo desses fatores para taxa de crescimento folicular
(1,08+0,12 mm/dia), intervalo da retirada do dispositivo de progesterona ¢ da IATF a
ovulacdo (57,26+0,78 e 9,26+0,78 horas, respectivamente). Nao houve intera¢do
(P>0,05) de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade, dia de observagao)
para didmetro do maior foliculo (10,15+0,44 mm). Nao houve interacao (P>0,05) dos
efeitos principais para taxa de ovulacao e prenhez e nem do efeito dos protocolos. As
taxas de ovulacdo e de prenhez foram maiores (P<0,05) para as vacas ciclicas (91,39% e
54, 39%), em relagdo as em anestro (63,64% e 24,58%). Conclui-se que a administragdo
de FSH-p em protocolo de sincroniza¢ao de ovulagdo, em novilhas e vacas mesticas,
nao apresentou diferencas marcantes nos padrdes avaliados para dinamica folicular, mas
proporcionou eficiente incremento da taxa de prenhez das novilhas. As vacas ciclicas
apresentaram taxa de prenhez satisfatoria, independentemente da administragdo do

FSH-p.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Fabricio Albani, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009.
Hormone stimulating follicle (FSH-p) in the synchronization protocol of female
bovine crossbreed (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) ovulation. Advisor: Ciro
Alexandre Alves Torres. Co-advisors: Eduardo Paulino da Costa and Anténio Bento
Mancio.

The aim was to evaluate the use of follicle stimulating hormone (FSH-p) in
IATF protocols in the follicular dynamics and pregnancy rates in crossbred puberal
heifers and in crossbred cyclic and anestrus cows. In the study with heifers, 138 animals
were used in experiments with complete random design. In experiment I the dynamics
were evaluated by the protocol: Tcontrol (n = 11 heifers) — day O, insertion of
intravaginal progesterone device (Primer®) plus the application (IM) of 2 mg of
estradiol benzoate (Estrogin®); day 8, withdrawal of the Primer® and application, IM,
of 0.150 mg of PGF,, (Proliser); day 9, (IM) 1 mg of estradiol benzoate was applied;
day 10, the IA was carried out between 48 and 54 hours after the removal of the Primer;
TFSH (n = 11 heifers) — similar to the Tcontrol, but on day 8, 15 mg of FSH-p
(Folltropin®)was administered. The ultrasonography examinations were carried out on
days 0, 8, and on the IATF day until the ovulation event determined by the absence of
the dominant follicle. In experiment II the pregnancy rate in similar protocols was
evaluated, differing in the number of animals: Tcontrol = 55 heifers and TFSH = 61
heifers. In the cow’s study, 220 females were used for the evaluation of the follicular
dynamics and pregnancy rate in crossbred cyclic and anestrous cows distributed in two
experiments similar to the study with heifers. In both experiments, a factorial 2x2
design was used (synchronization protocols of the ovulation and cyclicality of the
cows). In experiment I the dynamics were evaluated for the protocols consisting of

cyclical cows (Tcyclic, n=23), and in anestrous (Tanestrous, n=22) and two protocols
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similar to that of experiment I of the heifers: 1) Tcontrol - 22 cows; 2) TFSH - 23 cows.
Nevertheless, the distribution established in the cows was: TcyclictTcontrol (n=11
cows), TanestroustTcontrol (n=11 cows), Tcyclic+tTFSH (n=12 cows),
Tanestrous+TFSH (n=11 cows). The ultrasonography examinations were carried out in
a similar scheme to the experiment I of the heifers. In experiment II, the evaluation of
the pregnancy rate of the cows was for treatments similar to experiment I, differing by
the number of animals: TcyclictTcontrol (n=28), TanestroustTcontrol (n=55),
Tcyclic+tTFSH (n=29), Tanestrous+TFSH (n=63). All the data were analyzed by the
SAS program version 9.0 (2002) to 5 % probability. In the study with heifers, no
difference (P> 0.05) was detected for the follicular growth rate, being 1.21 and 1.93 mm
/ day for the heifers in the Tcontrol and TFSH, respectively. The diameter of the largest
follicle was not affected (P>0,05) by the treatment on day 10, being 10.27 and 9.47 mm
in the TFSH and Tcontrole females, respectively. The ovulation rate was not affected
(P>0,05) by the FSH-p treatment in the ovulation synchronization protocol (81.82 %,
P> 0.05). However, the TFSH heifers showed a pregnancy rate (50.82 %) superior (P
<0.05) to that of the Tcontrol (30.91 %). In the study with cows, there was no effect (P>
0.05) from the synchronization protocols, the cyclicity of the cows and the interaction
among these factors in the follicular growth rate (1.08+0.12 mm / day), and on the
interval of the progesterone device removal and the IATF to the ovulation (57.26+0.78
and 9.26+0.78 hours, respectively). No interaction (P>0,05) among the evaluated effects
(treatment, cyclicality, day of observation) and the diameter of the largest follicle (10.15
+0.44 mm). There was no interaction (P> 0.05) from the main effects for the ovulation
and pregnancy rates and not even an effect from the protocols. The ovulation and
pregnancy rates were greater (P <0.05) for the cyclic cows (91.39 % and 54.39 %),
compared to those in anestrous (63.64 % and 24.58 %). It is concluded that the
administration of FSH-p in an ovulation synchronization protocol in heifers and
crossbred cows did not show differences in the patterns evaluated for follicular
dynamics, but provided an efficient increase in the pregnancy rate in heifers. The cyclic

cows showed a satisfactory pregnancy rate independent of the FSH-p administration.
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1. INTRODUCAO

O anestro pds-parto ¢ o periodo que vai do parto até a manifestacdo do
primeiro estro fértil (Yavas & Walton, 2000), sendo influenciado pelo estado nutricional
pré e pos-parto (Holness et al., 1978), involugdo uterina (El et al., 1995; Yavas &
Walton, 2000), estimulo da mamada (Lamb et al., 1997) e pela produgdo leiteira
(Bartlett et al., 1987). O prolongamento do periodo de anestro pds-parto ocasiona perdas
econdmicas na bovinocultura de corte, por aumentar o intervalo parto-concepgao e,
consequentemente, comprometer a eficiéncia reprodutiva com diminui¢do da produgdo
de bezerros e do peso ao desmame por vaca.

O intervalo de partos ideal, para que se obtenha o maximo de eficiéncia
reprodutiva de uma fémea bovina, ¢ de 12 meses, com intervalo parto-concepcao
proximo a 85 dias (Yavas & Walton, 2000). Com o intuito de aumentar a eficiéncia
reprodutiva de bovinos, devem ser empregadas estratégias para diminuir o periodo de
anestro pods-parto, como o uso de tratamentos hormonais para indug¢do de estro e
ovulagdo (Fike et al., 1997), que podem estar associados, ou ndo, com desmame
temporario dos bezerros. Os resultados variaveis de inducdo da ovulagdo em vacas em
anestro estdo em func¢do do estado nutricional (Butler, 2003). Também, para diminuir o
intervalo de geragdes, ou seja, diminuir a idade ao primeiro parto, os tratamentos
hormonais podem ser utilizados em novilhas.

A deteccao do estro ¢ o principal fator que influencia a fertilidade a
inseminacdo artificial (IA) em bovinos, gerando baixa taxa de servigo, sobretudo em

rebanhos Bos indicus (Baruselli et al., 2004a). Nesses animais, o comportamento



reprodutivo apresenta particularidades como estro de curta duragdo e elevado percentual
de manifestacao a noite (Galina et al., 1996, Pinheiro et al., 1998).

O uso da [A em tempo fixo (IATF) tem aumentado expressivamente no Brasil
em decorréncia das facilidades de realizagdo dos programas de IA a campo e dos
compensadores resultados obtidos. O emprego de associagdes hormonais
(progestagenos, prostaglandina - PGF,,, hormodnio liberador de gonadotrofinas - GnRH,
gonadotrofina coridénica humana - hCG, gonadotrofina coridnica eqiiina - eCG,
horménio foliculo estimulante - FSH e benzoato de estradiol - BE) em protocolos de
IATF induz a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, controla a
duragdo do crescimento folicular até o estagio pré-ovulatorio e induz a ovulagdo. Os
exames ultrassonograficos para determinacdo da dindmica folicular em protocolos de
sincronizagdo de ovulagdo sdo importantes para a visualizacdo dos efeitos dessas
associacdes hormonais e determinar o momento ideal de inseminagdo, aumentando a
probabilidade de concepgdo, de acordo com o protocolo utilizado.

A utilizagdo de hormonio com acao foliculo estimulante (eCG) em protocolos
de sincronizacdo de ovulacdo, na retirada do dispositivo de progesterona, tem
proporcionado melhor viabilidade do odcito, com maior taxa de prenhez (Baruselli et
al., 2004b). Preconiza-se este tratamento para maior desenvolvimento folicular e a
formagdo de corpo luteo mais funcional quanto a sintese de progesterona. Contudo, a
molécula de eCG ¢ de alto peso molecular e induz a formacao de anticorpos anti-eCG se
usado em aplicacdes repetidas. Uma alternativa ao uso de eCG ¢ a utilizacdo do FSH-p
por apresentar reacdo imunoldgica menor e por ter maior disponibilidade e aceitacdo em
varios paises. A partir de uma unica aplicagdo de FSH-p, proteina de baixo peso
molecular, fracamente antigénica, os foliculos crescem continuamente durante trés dias
(Kenny et al., 2006).

O conhecimento e aperfeicoamento da biotécnica de IATF deve existir para
uma ampla e segura utilizacao, além de poder propiciar melhor relagdo custo/beneficio
na adoc¢do de tal tecnologia. Assim, objetiva-se avaliar a utilizacdo do hormdnio foliculo
estimulante (FSH-p) em protocolos de sincroniza¢do da ovulagdo em novilhas ptuberes e

vacas mesticas, ciclicas e em anestro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo estral

O ciclo estral em bovinos apresenta duracdo média de 21 dias e ¢ regulado por
interagdes e antagonismos endocrinoldgicos de hormonios secretados pelo hipotalamo,
hipofise, ovarios e tutero. Esse periodo pode ser dividido em duas fases distintas quais
sejam: folicular ou estrogénica, que se estende do pro-estro ao estro, culminando com a
ovulacdo; e fase luteinica ou progesterdnica (metaestro e o diestro) fase de maior
secre¢ao de progesterona, que termina com a lutedlise.

O ciclo estral de bovinos apresenta duas ou trés ondas de crescimento folicular
(Ginther et al., 1989) e, eventualmente, uma ou quatro (Figueiredo et al., 1997). Na
emergéncia cada onda folicular, um dos foliculos ¢ selecionado, torna-se dominante e
continua o crescimento, enquanto os demais regridem e se tornam atrésicos
(Reichenbach et al., 2001). Um dos mecanismos essenciais para a divergéncia folicular,
inicio da maior diferenca nas taxas de crescimento entre os dois maiores foliculos da
onda, ¢ a diminuicdo da concentragdo de FSH plasmatico (Ginther et al., 1999). A
capacidade do foliculo dominante de continuar o crescimento apds o declinio da
concentragdo de FSH pode ser decorrente do aumento da biodisponibilidade do fator de
crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1) no foliculo, da expressao de RNA
mensageiro (RNAm), do receptor de hormonio luteinizante (LH) e da expressdo de
receptores de LH nas células da granulosa, que conferem maior responsividade ao LH

em relacdo aos foliculos menores (Crowe, 1999).



Considerando as dificuldades inerentes a detec¢do de estro, que pode ser
considerada um dos maiores entraves a eficiéncia reprodutiva, tem-se desenvolvido
protocolos que sincronizam a ovulagdo pela aplicagdo de fairmacos que possibilitam o
emprego da IATF, independente da manifestagdo de estro. Estes protocolos permitem
controle do desenvolvimento folicular ¢ que a maioria dos animais expostos ao
protocolo ovule e seja inseminada em tempo determinado. Tais protocolos possibilitam
inseminar um grande nimero de vacas sem a necessidade de se implantar programas
intensivos de detecgdo de estro.

A sincronizagdo de estro, como biotécnica reprodutiva, surge como uma
ferramenta de manejo auxiliar para o aumento da eficiéncia produtiva e economica da
atividade pecuaria (Odde, 1990). Pela sincronizagao, o periodo de IA pode ser reduzido
de 21 dias para o minimo de algumas horas, no caso da IATF, dependendo do método
escolhido (Braganga et al., 2004). Programas de sincronizacdo de estro oferecem uma
série de beneficios, destacando-se: previsdo do momento do estro e IA, reducdo de
custos de mao de obra, concentragdo do periodo de paricio com consequente
uniformidade de produtos e menor tempo de observacdo de partos e maior praticidade
na execucdo de programas de TA (Gregory & Rocha, 2004). Para isto, um protocolo de
IATF deve ser de facil aplicabilidade, ter alta probabilidade de sucesso, ser
administrado em curto intervalo de tempo e ser vidvel economicamente (relagao
custo/beneficio), sendo fundamental que o programa de sincronizacdo de estro e,ou
ovulacdo seja capaz de induzir a ciclicidade nas vacas em anestro, com boa taxa de
concepcao.

A eficécia da inclusdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG), em protocolos
de sincronizagdo de estro, ¢ devida ao seu efeito foliculo estimulante (similar ao do
FSH). Experimentos comprovaram que a administragdo 300 a 500 Ul de eCG, em
protocolos de IATF, estimula o crescimento folicular até o estagio pré-ovulatorio,
aumenta a taxa de ovulacdo e, consequentemente, as taxas de prenhez nos programas
(Aleixo et al., 1995, B6 et al., 2003). Entretanto, o eCG ¢ uma proteina de alto peso
molecular, extraido do soro de éguas prenhes, passivel de provocar reagdes
imunolodgicas (formagdo de anticorpos), quando utilizado repetidamente. Neste caso, os

anticorpos se ligam ao eCG, anulando seu efeito.



2.2. Sincronizacio de estro

A sincronizacdo de estros ¢ a biotécnica reprodutiva que permite manipular o
ciclo estral, com a utilizacdo de substancias hormonais. A diferenga entre sincronizagao
e inducdo de estros € que a sincronizagdo consiste em encurtar ou prolongar o ciclo
estral pela utilizacdo de hormonios ou associagdes hormonais que induzam a lutedlise
ou prolonguem a vida do corpo lateo, ao passo que, a indugdo consiste em induzir o
estro em fémeas que estejam em anestro, por meio também, do emprego de hormdnios
ou praticas de manejo. Assim, sdo processos distintos e aplicaveis a diferentes
categorias de animais (Moraes et al., 2001).

O primeiro sucesso na sincroniza¢do de estros foi relatado por (Christian &
Casida, 1948) e, a partir desta data, a pesquisa tem focado no desenvolvimento de
protocolos e produtos de sincronizagdo. A utilizacdo de protocolos de sincronizagao de
estro visa encurtar o periodo para ocorréncia da primeira ovulagdo, por induzir o
crescimento folicular e posterior ovulagdo em fémeas que se apresentem em anestro.
Virios protocolos sdo descritos na literatura, os quais apresentam resultados variaveis,
dependendo da condicdo sanitaria e nutricional das fémeas. Para a escolha do protocolo,
devem ser analisadas as condi¢des individuais de cada rebanho, levando-se em
consideragdo as condicdes citadas anteriormente, além da relagcdo custo/beneficio de seu
uso (Moraes et al., 2001).

Os principais hormdnios utilizados na inducdo do estro e/ou ovulacdo sdo
progestagenos ¢ GnRH, os quais muitas vezes sao utilizados em associagdo com outros
hormonios, como PGF,, (e seus analogos sintéticos), estradiol, eCG ou FSH. Estas
associagdes visam manipular tanto a dindmica folicular como o corpo luteo (Mapletoft
et al., 2000), aumentar a fertilidade do estro induzido e aumentar a precisdo do
momento da ovulagdo e qualidade do ovocito, quando se utilizam protocolos de

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

2.3. Prostaglandina F,

As prostaglandinas sdo substancias organicas, biologicamente ativas, com
efeitos fisiologicos e farmacologicos no organismo, muito potentes. Ocorrem
naturalmente em muitos tecidos e situacdes biologicas. Inicialmente encontradas na

prostata (Von Euler, 1934 citado por Von Euler, 1973), dai o nome de prostaglandina. A



maior parte das prostaglandinas seminais se origina das glandulas vesiculares e ndo da
prostata, mas o nome original permanece.

Os efeitos das diferentes prostaglandinas (PGF) na reproducdo dos animais
domésticos sdo amplos, atuando no desenvolvimento folicular, ovulacdo, regressdo
luteal, implantagdo e manutengdo da gestagdo, parto e fisiologia puerperal (Weems et
al., 2006). A PGF,, e seus analogos sintéticos sao utilizados na sincronizacao do ciclo
estral das fémeas domésticas devido a sua agdo luteolitica, que ¢é promover a
vasoconstricao seguida de uma cascata apoptotica. A PGF,, e seus andlogos t€ém sido os
agentes farmacoldgicos mais utilizados nos programas para sincronizagdo do estro em
fémeas bovinas.

Nas fémeas com a lise do corpo luteo, o estro aparece a intervalos de cinco ou
mais dias, o que torna impraticaveis os programas de inseminagdo e transferéncia de
embrides em tempo fixo (B6 & Baruselli, 2002). Esta variacdo no intervalo da aplica¢ao
da PGF,, ao estro ¢ a ovulagdo ¢ decorrente do estado de desenvolvimento dos foliculos
no momento do tratamento. Dessa forma, se o tratamento for realizado quando o
foliculo dominante esta na fase final do seu crescimento, ou no inicio da sua fase
estatica, a ovulagdo ira ocorrer dentro de dois a trés dias. Por outro lado, se a PGF,, for
aplicada quando o foliculo dominante estiver no meio ou no final da sua fase estatica, a
ovulagdo ira ocorrer cinco a sete dias mais tarde, apos o crescimento do foliculo
dominante da proxima onda folicular (Kastelic & Ginther, 1991). As grandes variagdes
no intervalo do tratamento a ovulagdo, além do manejo da detecg¢ao de estro, reforcam a
necessidade de protocolos destinados a controlar tanto a fase luteal quanto o
crescimento folicular e a ovulagdo, para aumentar a eficiéncia reprodutiva nos rebanhos.

Alguns resultados (Cruz et al., 1997) sugerem que a PGF,, pode exercer efeito
na ciclicidade por causar a liberagdo de LH, independente dos niveis de progesterona, e
que a administragdo de PGF,, 30 horas antes do GnRH aumenta o efeito de indugdo

deste na liberagao do LH e resposta ovulatoria.

2.4. Progestagenos

A progesterona ¢ o progestageno natural mais importante secretado pelas

células luteinicas. Assim como os estrogenos, ¢ derivada do colesterol, sendo também

secretada pela placenta, testiculos e cortex adrenal, em pequenas quantidades.



Grande numero de progestagenos sintéticos tem sido utilizado na pratica como:
acetato de medroxiprogesterona (MAP); acetato de clormadinona (CAP); acetato de
melengestrol (MGA) e acetato de flurogesterona = clonolone (FGA), bastantes eficazes
como sincronizadores de estro e para aumento de peso em novilhas. O MGA inibe a
ovulacdo, mas permite o crescimento de foliculos ovarianos.

A progesterona e sua associagdo com outros hormoénios estdo amplamente
utilizadas no tratamento do anestro pés parto em bovinos, com resultados variaveis na
inducdo de estro. Os resultados variam de acordo com o tipo de progesterona que ¢é
utilizada e com o tempo de tratamento (Nation et al., 2000; Perry et al., 2002; Stevenson
et al., 2003).

A administracdo continua de progesterona por 5 a 9 dias inibe a liberacdo de
LH e, quando hé a interrupcdo de seu fornecimento, ¢ desencadeada uma onda de LH
capaz de induzir o crescimento final do foliculo pré-ovulatorio, culminando com a
ovulacdo (Moraes et al., 2001), e a administragdo de estradiol aumenta a resposta de
expressao de estro (McDougall, 1994). Assim, o tratamento com progesterona
aparentemente sensibiliza vacas em anestro em resposta ao nivel folicular de estradiol.
A utilizacdo de progesterona no tratamento do anestro pds parto tem proporcionado
resultados superiores aos obtidos com MGA, principalmente por diminuir a ocorréncia
de corpos luteos de curta duragdo apds o tratamento de indugdo de estro (Perry et al.,

2004).

2.5. Estrogenos

Sdo substincias derivadas do colesterol e seus precursores imediatos sdo
androstenediona e testosterona. Varios estrogenos sdo secretados pelos ovarios dos
mamiferos: 17-estradiol (E»), estrona, estriol e outros. O LH estimula as células tecais
do foliculo que secretam testosterona, que ¢ convertida em estradiol nas células da
granulosa por a¢do do FSH na sintese da enzima aromatase.

Os estrogenos sdo secretados pelas células da granulosa, no foliculo em
desenvolvimento e maduro e no corpo luteo (células luteinicas), placenta, testiculos e
pequenas quantidades na cortex adrenal. Como os demais esteroides, os estrogenos nao
sdo armazenados na glandula, mas rapidamente utilizados ou degradados no figado,

conjugados com sulfatos inorganicos ou com acido glicurdnico e eliminados na urina.



A utilizacdo do E, em programas de sincronizagdo de estro e ovulagdo esta
relacionada com sua habilidade em induzir o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH,
lutedlise durante a fase folicular e atresia folicular (B6 et al., 1993; Lammoglia et al.,
1998).

A aplicagdo de estrégenos causa, inicialmente, supressdo da secregdo tanto de
FSH quanto de LH (Martinez et al., 2003), levando a atresia dos foliculos. Segue-se a
liberagdo de um pico de FSH e, consequentemente, o recrutamento de uma nova onda.
O intervalo da aplicagdo do estrogeno e do recrutamento da nova onda depende da dose
administrada do estrogeno, variando em torno de 36 a 72 horas (Martinez et al., 2005).
O desenvolvimento de uma nova onda folicular ocorre em torno de quatro dias apods a
aplicagdo do E; e depende do reaparecimento do pico de FSH (B¢ et al., 1993). Na
auséncia de progesterona, o E; induz liberagdo de GnRH e LH e ovulacdo do foliculo
dominante em 36 a 72 horas, dependendo do éster de E, utilizado.

Diferentes ésteres de E, veem sendo utilizados para a sincronizagdo do estro. A
maioria € utilizada como solu¢do injetavel, como o valerato de estradiol (VE), benzoato
de estradiol (BE), cipionato de estradiol (CE) e E, (B¢ et al., 1994; Murray et al., 1998).
A maior diferenga entre esses compostos ¢ a meia-vida apos a administra¢dao. A duragdo
da meia-vida é maior em ordem crescente: E;, BE, VE ¢ CE. A administracdo de uma
unica injecao de VE (5 mg) resulta na elevagdo da concentragdo plasmatica de estradiol
por um periodo de cinco a sete dias (B6 et al., 1993), sendo que uma unica injecao de E,
(5 mg) resulta na elevacao plasmatica de estradiol por apenas 42 horas (B¢ et al., 1994).

Estas diferengas promovem mudangas referentes ao protocolo de sincronizagio
estabelecido (Lopez, 2005). Os estrégenos de longa duragao promovem o surgimento de
uma onda folicular muito varidvel e ainda estdo ativos no momento de induzir a
ovulacdo durante o protocolo de IATF, por isso o éster de estrogeno mais utilizado € o
BE. Colazo et al. (2003) ao procederem analise comparativa do CE com o E; ¢ BE,
observaram que o CE foi menos eficaz em sincronizar a emergéncia da onda e ovulagao,
sem, repercutir na taxa de gestacdo. Lopes et al. (2000) relataram sucesso na utilizacao

do CE em protocolos de IATF.

2.6. Hormonio foliculo estimulante

O hormonio foliculo estimulante (FSH) estimula o crescimento e a maturagdo

do foliculo ovariano ou foliculo de Graaf. O FSH por si s6 ndo causa secrecdo de



estrogenos pela camada da granulosa do foliculo ovariano, ao contrario, necessita da
presenca do LH para estimular a producao estrogénica.

As preparagdes comerciais sdo extraidas e purificadas da hipdfise do suino
(FSH-p). A base de sua acdo e ligagdo ¢ ativagdo de receptores de FSH nas células da
granulosa, principalmente dos foliculos de tamanho médio e pequeno, estimulando o
crescimento continuo desses, provavelmente pelo fato de inibir a apoptose (Armstrong,
1993). No entanto, existem evidéncias de que receptores para FSH seriam ativos
funcionalmente, durante o desenvolvimento pré-antral.

O crescimento de foliculos até = 2 mm ¢ independente do FSH, visto que
Braw-Tal & Yossefi (1997) observaram o crescimento de foliculos primordiais in vitro
sem FSH. No entanto, existem evidéncias de que receptores para o FSH seriam ativos
funcionalmente, durante o desenvolvimento pré-antral. Em ovérios bovinos, fetais e
adultos, a expressdo desses receptores foi detectada em foliculos, apresentando uma ou
duas camadas de células da granulosa (Xu et al., 1995; Perry et al., 2000), e a liga¢ao do
FSH foi observada em células da granulosa de foliculos primarios (Wandji et al., 1992).

Seccdes corticais ovarianas de ratas, em cultivo, quando adicionados FSH e
hCG, mostraram aumento do niimero de foliculos com mais de seis camadas de células
da granulosa e com a presenca das células da teca, sugerindo que o receptor para o FSH
em foliculos pré-antrais foi capaz de iniciar os mecanismos de sinal de traducao (Parrot
& Skiner, 1999). Os foliculos antrais, com didmetro maior ou igual do que 2 mm, sdo
responsivos ao FSH demonstrado pela ocorréncia de ondas de crescimento folicular

(Webb et al., 1999).
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Hormonio foliculo estimulante (FSH-p) em protocolo de sincronizacio da
ovulacao de novilhas mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) puberes

Resumo: Objetivou-se avaliar a utilizagdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH-p)
em protocolos de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) sobre a dindmica
folicular e taxa de prenhez de novilhas mestigas puberes. Utilizaram-se 138 novilhas em
experimentos com delineamento inteiramente casualizado. No experimento I, avaliou-se
a dindmica pelos protocolos: Tcontrole (n= 11 novilhas) — dia 0, inser¢do de dispositivo
intravaginal de progesterona (Primer®) mais aplicagdo (IM) de 2 mg de benzoato de
estradiol (Estrogin®); dia 8, retirada do Primer® e aplicagdo, IM, de 0,150 mg de PGF,,
(Prolise®); dia 9, foi aplicado (IM) 1 mg de benzoato de estradiol; dia 10, a IA foi
realizada entre 48 ¢ 54 horas apos a retirada do Primer®; TFSH (n= 11 novilhas) —
similar ao Tcontrole, sendo no dia 8 administrados 15 mg de FSH-p (Folltropin®). Os
exames ultrassonograficos foram realizados nos dias 0, 8, e no dia da IATF até a
determinagdo da ovulagdo pela auséncia do foliculo dominante. No experimento II,
avaliou-se a taxa de prenhez em protocolos similares, diferindo pelo nimero de animais:
Tcontrole= 55 novilhas e TFSH= 61 novilhas. Os dados foram analisados em
delineamento inteiramente casualizado a 5% de probabilidade. Nao foi verificado
diferenca na taxa de crescimento folicular, sendo de 1,21 e 1,93 mm/dia para as
novilhas do Tcontrole e TFSH, respectivamente (P>0,05). Nao houve efeito do
protocolo de sincronizagao no diametro do maior foliculo no dia 10, sendo de 9,47 e
10,27 mm nas fémas do Tcontrole e TFSH, respectivamente (P>0,05). A administragdo
do FSH-p em protocolo de sincronizagdo da ovulacdo nao afetou a taxa de ovulagao
comparado ao grupo controle (81,82%; P>0,05). No entanto, as novilhas do TFSH
apresentaram taxa de prenhez superior (50,82%) as do Tcontrole (30,91%; P<0,05). A
administragdo de FSH-p em protocolo de sincronizagdo de ovulagdo em novilhas
mesticas proporciona eficiente aumento da taxa de prenhez.

Palavras—chave: biotecnologia, bovinos, fertilidade, foliculos.
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Follicle stimulating hormone (FSH-p) in the ovulation synchronization protocol of
crossbred puberal heifers (Bos taurus indicus vs Bos taurus taurus) puberty

Abstract: The aim was to evaluate the utilization of the follicle stimulating hormone
(FSH-p) in IATF protocols in terms of follicular dynamics and pregnancy rate in
crossbred puberal heifers. One hundred and thirty eight heifers were used in random
design experiments. In experiment I the dynamics of the protocols were evaluated:
Tcontrol (n = 11 heifers) — day 0, insertion of the intravaginal progesterone device
(Primer®) plus an application (IM) of 2 mg of estradiol benzoate (Estrogin®); day 8,
withdrawal of the Primer® and application, IM, of 0.150 mg of PGF,,, (Proliseg); day 9,
(IM) 1 mg of estradiol benzoate was applied; day 10, the IA was carried out between 48
and 54 hours after the removal of the Primer; TFSH (n = 11 heifers) — similar to the
Tcontrol, but on day 8, 15 mg of FSH-p were administered (Folltropin®). The
ultrasonography examinations were carried out on days 0, 8, and on the IATF day until
ovulation was determined by the absence of the dominant follicle. Experiment II
evaluated the pregnancy rate in similar protocols, differing in the number of animals:
Tcontrol = 55 heifers and TFSH = 61 heifers. The data were analyzed in a randon
design to 5 % probability. No difference was detected for the follicular growth rate,
being 1.21 and 1.93 mm / day for the heifers in the Tcontrol and TFSH, respectively
(P>0,05). The diameter of the largest follicle was not affected by the treatment on day
10, being 10.27 and 9.47 mm in the TFSH and Tcontrole females, respectively
(P>0,05). The ovulation rate was not affected by the FSH-p treatment in the ovulation
synchronization protocol (81.82 %, P> 0.05). However, the TFSH heifers showed a
pregnancy rate (50.82 %) superior to that of the Tcontrol (30.91 %; P <0.05). In this
way, the administration of FSH-p in the synchronization protocol of the ovulation in
crossbred heifers did not show differences in the follicular dynamics patterns, but
resulted in greater pregnancy rate.

Keywords: artificial insemination, biotechnology, cattles, fertility, follicle, hormones
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1. Introducao

A utilizacdo da inseminagdo artificial (IA) apresenta muitas vantagens, como a
padronizagdo do rebanho, o controle de doengas sexualmente transmissiveis, a
diminui¢do do custo de reposicao de touros etc. E as principais vantagens dessa técnica
estdo diretamente ligadas ao processo de melhoramento genético e a obtencdo de
animais com maior potencial de producdo e reprodu¢do. No entanto, o sucesso de um
programa de [A estd intimamente correlacionado com a eficiéncia de deteccao de estro.

A utilizacao de protocolos de inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) como
estratégia de facilitar a inseminacdo ¢ importante por ser realizada sem a deteccdo de
estro, além de aumentar a taxa de servigo em bovinos. Os protocolos de IATF consistem
em um tratamento hormonal para a sincronizagdo da ovulagdo, por controlar as fases
folicular e luteinica.

Um fator que pode interferir na taxa de prenhez em protocolos de IATF esta
relacionado ao didmetro do maior foliculo na ovulac¢ao induzida, pois quanto menor o
diametro do foliculo ovulatorio, menor as chances de concep¢do (VASCONCELOS et
al., 1999; COLAZO et al., 2003; MUSSARD et al., 2007). Existe estreita relacao entre o
diametro do foliculo ovulatorio e o volume do corpo luteo quanto aos niveis sanguineos
de progesterona (VASCONCELOS et al., 1999). Dessa forma, a taxa de prenhez em
fémeas submetidas a IATF pode ser comprometida na indug¢do da ovulagdo de pequenos
foliculos, com formacdo de pequenos corpos luteos e, consequentemente, menor
producdo de progesterona. Baixo nivel de progesterona circulante suprime o
desenvolvimento embrionario inicial (GARRET et al., 1988; MANN et al., 2006).
Assim, aplicagdo de FSH-p na remoc¢ao do dispositivo de progesterona, ou seja, na fase
em que estd ocorrendo a divergéncia folicular, proporciona aumento no diametro do
foliculo ovulatorio; logo, ha maior volume do corpo luteo, que resulta em aumento da
concentragdo de P4 plasmatica e, consequentemente, da taxa de prenhez.

Os protocolos ja desenvolvidos tém sido utilizados, com sucesso, em novilhas
Bos taurus taurus (MARTINEZ et al., 2000). No entanto, os programas de IATF em
novilhas Bos taurus indicus tém sido implementados (BARUSELLI et al., 2001),
necessitando de mais estudos para incremento da taxa de prenhez. A maioria dos
trabalhos publicados sobre protocolos de IATF em novilhas se relaciona as ragas puras,

europeias e zebuinas. Todavia, poucos estudos sdo realizados com animais mesticos.
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Nota-se, assim, a necessidade de estudo que caracterize o uso de protocolos de IATF
em novilhas mesticas B. taurus x B. indicus.

Objetivou-se, neste estudo, avaliar a utilizacdo do hormoénio foliculo estimulante
(FSH-p) em protocolos de IATF quanto a dinamica folicular e a taxa de prenhez em

novilhas mesticas ptberes.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de fevereiro a maio de 2009, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41° Sul, 41°50” Oeste e 774 m de altitude. A propriedade
localizava-se em regido com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos e clima
tropical de altitude. A temperatura média anual ¢ de 19,2 °C e a precipitagdo
pluviométrica, de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 138 novilhas mestigas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus)
puberes com idade de 18 a 24 meses, ndo gestantes, previamente selecionadas por
exame ginecologico. O manejo das novilhas foi em regime extensivo, utilizando-se a
pastagem principalmente de braquiardo (Brachiaria brizantha vc. Marundu), com
fornecimento de sal mineral ¢ agua ad libitum. As novilhas ptuberes foram determinadas
pela presenga de corpo luteo, observado por palpagado retal e ultrassonografia. Aquelas
sem corpo lateo no primeiro exame foram avaliadas novamente, apds cinco dias, para
confirmagao.

Na inser¢do do dispositivo, registrou-se o peso corporal das novilhas (PV, kg) e
determinou-se a condicdo corporal (CC, escala de 1 a 5), de acordo com a tabela
proposta por Edmonson et al. (1989). Foram selecionadas novilhas com peso corporal
médio de 361,3%1,1 kg e condigdo corporal com o escore médio de 3,4+0,01.

Foram executados dois experimentos simultdneos em delineamento inteiramente
casualizado, sendo no experimento I (n = 22 novilhas) realizados os exames da
dindmica folicular e, no experimento Il (n = 116 novilhas), avaliada a eficiéncia
reprodutiva das fémeas com o emprego dos protocolos de sincroniza¢do da ovulagao.

No experimento I, as novilhas foram distribuidas em dois tratamentos: Tcontrole

e TFSH. No Tcontrole (n = 11 novilhas), adotou-se o seguinte protocolo: dia 0 (DO0),
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inser¢do de dispositivo intravaginal de progesterona' (DIP) mais aplica¢io (IM) de 2
mg de benzoato de estradiol’; dia 8 (D8), retirada do DIP e aplicacdo, IM, de 0,15 mg
de PGF,,*; dia 9 (D9), aplicado (IM) 1 mg de benzoato de estradiol; e dia 10 (D10),
realizada a inseminagdo artificial (IA) entre 48 e 54 horas ap6s a retirada do DIP. No
TFSH (n = 11 novilhas), o protocolo utilizado foi similar ao Tcontrole, sendo no dia 8
administrados 15 mg de FSH-p".

Os exames ultrassonograficos foram realizados com um aparelho portatil de
ultrassom acoplado a um transdutor linear retal de 5,0 MHz (Aloka®, modelo SSD500),
nos dias 0, 8 e 10, em que neste dia se iniciou 0 acompanhamento da dindmica folicular
até a ovulagdo pela determinacdo da auséncia do foliculo dominante. Verificou-se no
DO o status folicular, e em seguida, nos dias 8, 10 e deste até a ovulagdo, com intervalo
de 12 horas, avaliaram-se a dinamica folicular e a taxa de ovulagao. Também foram
determinados o nimero e didmetro dos foliculos e a presenca de corpo luteo. Os
foliculos foram classificados de acordo com o seu didmetro: pequenos (FP<6 mm),
médios (FM de 6 a 8,0 mm) e grandes (FD>8,0 mm). A taxa de crescimento (mm/dia)
foi calculada pela diferenga entre os didmetros do foliculo nos dias 10 e 8, dividida pelo
nimero de dias.

No experimento II, as novilhas foram distribuidas uniformemente pelo peso e
condicdo corporal nos tratamentos propostos no experimento I: Tcontrole = 55 novilhas
e TFSH = 61 novilhas.

As inseminagdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando
sémen de touros da raca Girolando de Central de sémen associada a Associagdo
Brasileira de Inseminagdo Artificial (ASBIA).

O diagnostico de gestagao foi realizado 45 dias apoOs a inseminacao artificial, por
palpagdo retal, sendo determinada a taxa de prenhez de cada tratamento (nimero de
novilhas prenhes dividido pelo nimero total de novilhas do tratamento).

Todos os dados foram analisados no programa SAS, versdao 9.0 (2002), a 5% de
probabilidade. A taxa de crescimento, o didmetro do maior foliculo no dia 10 e o
intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulacdo foram
avaliados por analise de variancia, considerando-se o efeito dos tratamentos. O niimero

médio de foliculos por novilha foi analisado em parcela subdividida, considerando-se o

1,0 g de Progesterona, PRIMER®, Tecnopec, Brasil.

1 mg/mL benzoato de estradiol, Estrogin®, Farmavet Produtos Veterinarios Ltda., Brasil.
30,75 mg/mL d-cloprostenol, Prolise®, ARSA S.R.L., Argentina.

20 mg/mL NIH-FSH-P1, Folltropin®-V, Bioniche AnIMal Health Canada Inc., Canada.
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efeito dos tratamentos nas parcelas e o dia de observacdo na subparcela, com
comparacdo de médias pelo teste de Tukey. Porém, as variaveis qualitativas (classe
folicular e taxas de prenhez e de ovulacdo) foram analisadas por andlise de regressdao
logistica. Na classe folicular, consideraram-se, ainda, o efeito do dia de observagdo e a

interagdo com o tratamento.

3. Resultados e Discussao

Nao houve interagdo entre o dia de observagdo e o tratamento quanto ao nlimero
de foliculos e & classificacao folicular (P>0,05; <6 mm, 6 a 8 mm ¢ >8 mm — Tabela 1).
As médias do nimero de foliculos nos dias 0, 8 ¢ 10 do protocolo foram de 9,55+0,63,
10,59+0,63 e 12,68+0,68, respectivamente. Numero similar 8 média de 10,53 foliculos,

encontrada por Oliveira et al. (2008a) em protocolo de IATF em novilhas Nelore.

Tabela 1 — Numero de foliculos (novilhas/dia; médiaterro-padrao) e classificagdo
folicular, em func¢ao dos dias de observa¢ao e dos tratamentos

Diametro folicular (mm)

N*de foliculo — = o0 6a8mm (%) >8mm (%)
Tratamento®
Tcontrole 11,00+0,51° 90,25(324/359)*  4,18(15/359)*  5,57(20/359)*
TFSH 10,88+0,51* 90,91(330/363)*  3,58(13/363)*  5,51(20/363)*
Dia de observagio®

0 9,55+0,63° 90,95(191/210)*  2,86(6/210)* 6,19(13/210)*
8 10,59+0,63° 91,42(213/233)*  4,72(11/233)*  3,86(9/233)*
10 12,68+0,63* 89,61(250/279)*  3,94(11/279)*  6,45(18/279)*

'"TControle= tratamento controle; TFSH= tratamento com FSH. *Valores seguidos por letras diferentes, na
mesma coluna, diferem entre si pelo teste x* na anélise de regressdo logistica (P<0,05). *Médias seguidas
por letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nao houve diferenca quanto a classificagdo folicular (P>0,05). Entretanto,
observou-se que no dia 8 ocorreu aumento no numero de foliculos médios em ambos os
tratamentos, em relagdo ao dia 0, e, no dia 10, como esperado, houve aumento no
numero de foliculos dominantes (>8 mm). Assim, evidencia-se que as condigdes
fisiologicas proporcionadas pela administragdo da progesterona exodgena até o dia 8
proporcionaram aumento do crescimento folicular. Também, a administragdo de
benzoato de estradiol, associada a de progesterona, foi capaz de causar atresia folicular,
verificando-se diminui¢ao dos foliculos dominantes no dia 8. Tal fato reforca ainda

mais evidéncias de que, com o uso de protocolos de progesterona associada a 2 mg de

20



benzoato de estradiol, se pode sincronizar a emergéncia da onda folicular com éxito em
novilhas mesti¢as, corroborando estudos anteriores (BO et al., 1995; BURKE et al.,
2001; MORENO et al., 2001).

Nao foi verificada diferenca na taxa de crescimento folicular entre o Tcontrole e
TFSH (P> 0,05; Tabela 2). Carvalho et al. (2008) nao observaram diferenca, na taxa de
crescimento de foliculos de novilhas de diferentes ragas submetidas a protocolo de
IATF sem a utilizagdo de hormonio foliculo estimulante no dia 8, sendo 0,9; 1,2; ¢ 1,1
os valores reportados em novilhas B. indicus, B. indicus x B. taurus e¢ B. taurus,
respectivamente. Os valores verificados neste estudo aproximaram-se da taxa de
crescimento em novilhas mesticas que ndo foram submetidas a protocolos de IATF,
como os reportados por Borges et al. (2001), que variaram de 1,0 a 1,4 mm/dia.
Entretanto, a taxa de crescimento do TFSH (1,93 mm/dia) foi maior que as de
crescimento reportadas por diferentes pesquisadores em estudos com novilhas de
diversas racas (SAVIO et al., 1988; KNOPF et al., 1989; FIGUEIREDO et al., 1997,
GRADELA et al., 2000).

Nao houve interagdo entre o tratamento e o didmetro do maior foliculo no dia 10
(P> 0,05; Tabela 2). O tratamento com FSH n3o aumentou o tamanho do foliculo
ovulatorio medido 48 horas apds a retirada do dispositivo de progesterona. Esses
valores verificados neste estudo estdo de acordo com pesquisas preliminares realizadas
com gado de corte (BARUSELLI et al., 2004; SMALL et al., 2009) e gado leiteiro
(VENERANDA et al., 2006; SOUZA et al., 2009), em que se utilizaram o hormdnio
eCG pela sua acdo foliculo-estimulante em bovinos. Carvalho et al. (2008), utilizando
protocolo de IATF em novilhas, reportaram didmetro maximo do foliculo dominante de
9,5; 12,3; e 11,6 mm em novilhas B. indicus, B. indicus x B. taurus e B. taurus,
respectivamente. O didmetro do maior foliculo verificado em novilhas mesticas foi
similar ao de 9,4 a 12,1 mm relatado por Figueiredo et al. (1997) ¢ 9,8 mm observado
em protocolo de TATF por Oliveira et al. (2008a), em novilhas da raga Nelore, e
inferiores aos de animais de origem europeia (13 a 18 mm; GINTHER et al., 1989). Por
sua vez, Borges et al. (2001), estudando a dindmica folicular em novilhas ciclicas
mesticas Holandés/Zebu, relataram que o diametro maximo do primeiro FD, em animais
de duas ondas, foi de 7,1 mm, e, em animais com trés ondas, os valores foram de 6,8 e
6,2 mm, no primeiro e segundo foliculos dominantes, respectivamente, valores esses
inferiores aos encontrados neste estudo. Assim, os protocolos de IATF foram eficientes

quanto ao crescimento folicular, independentemente do FSH-p. Esse menor didametro do
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foliculo ovulatério em novilhas mesticas pode ser o resultado da menor taxa de
crescimento folicular que apresentam em relagdo aos de animais de ragas taurinas

(BORGES et al., 2001).

Tabela 2 — Taxa de crescimento folicular, didmetro do maior foliculo no dia 10 e
intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulagao,
em funcao dos tratamentos

Tratamento’ 2
I lor-P
tem Tcontrole TFSH Valor

Taxa de crescimento
folicular (mm/dia) 1,21 1,93 0,1001
Diametro do maior
foliculo no dia 10 (mm) 9,47+0,57 10,27+0,57 0,4779
Intervalo a ovulagao (h)

Retirada do dispositivo 54.67 56,00 0.2837

de progesterona

IATF 6,67 8,00 0,2837

'"TControle= tratamento controle; TFSH= tratamento com FSH. *Nivel descritivo de probabilidade para o
erro tipo I associado.

O intervalo da retirada do dispositivo a ovula¢ao (Tabela 2) foi menor que os
relatados na literatura, de 66,38 h (OLIVEIRA et al., 2008a) ¢ 74,3 h (BARUSELLI et
al., 2003a), e similar aos intervalos de 54,1 e 51,4 h reportados por Oliveira et al.
(2008b), que utilizaram o FSH-p e a eCG, em novilhas da raca Nelore. O intervalo da
IATF a ovulacao foi inferior a encontrada, de 15,78 h (OLIVEIRA et al., 2008a), ¢
superior a 3,40 h (OLIVEIRA et al., 2008Db).

Foi verificado que, para o oocito, o melhor periodo para a fertilizacao ¢ entre 6 e
10 h apoés a ovulagao (AYRES et al., 2008). Adicionalmente, Roelofs et al. (2005)
demonstraram que a probabilidade de ocorrer concepg¢ao diminui & medida que a IA se
aproxima do momento da ovulagdo. O momento ideal para obter grandes taxas de
fertilizagdo ¢ em torno de 24 e 12 h antes da ovulacdo e 16-12 h para alcangar maior
porcentagem de embrides de alta qualidade (89% de embrides recuperados; Roelofs et
al., 2006). Assim, esse pequeno intervalo da IATF a ovulagdo pode ter prejudicado a
taxa de prenhez.

A administragdo do FSH-p na IATF em novilhas, no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo da ovulagdo, ndo aumentou a porcentagem de novilhas que ovularam
(P>0,05; Tabela 3). No entanto, as novilhas que receberam FSH-p apresentaram maior
taxa de prenhez (50,82%) em relagdo as que ndo receberam (30,91%; P<0,05). E

provavel que a dose de 15 mg de FSH-p tenha sido eficiente em alterar a viabilidade do
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pool de foliculos recrutados ¢ o desenvolvimento do foliculo dominante nas novilhas do

TFSH.

Tabela 3 — Taxas de ovulacdo e prenhez, em func¢do dos tratamentos

1
Item Tratamento Valor-P>
Tcontrole TFSH
Taxa de ovulagao (%) 81,82 (9/11) 81,82 (9/11) 1,000
Taxa de prenhez (%) 30,91 (17/55) 50,82 (31/61) 0,0289

"TControle= tratamento controle; TFSH= tratamento com FSH. *Nivel descritivo de probabilidade para o
erro tipo I associado a hipétese de nulidade relacionada a auséncia de diferenca entre tratamentos pelo
teste %* na analise de regressio logistica.

A taxa de ovulacdo média foi similar a de 67,8 a 86,7% citada por Sa Filho et al.
(2005) em novilhas Nelore submetidas a protocolos de IATF. Valores préoximos
também foram citados por Carvalho et al. (2008), trabalhando com protocolo de IATF
similar ao deste estudo, que foram de 39,1; 84,0; ¢ 72,7% em animais B. indicus, B.
indicus x B. taurus e B. taurus, respectivamente.

Como os foliculos crescem e passam pela fase de divergéncia folicular, ha
dependéncia decrescente de FSH e crescente de hormoénio luteinizante (LH), para o
crescimento, causada pelo aumento na quantidade de expressdo de RNA mensageiro
(RNAm) e do nimero de receptores de LH nas células da granulosa do foliculo
dominante (IRELAND et al., 1983; XU et al., 1995). Apesar de o foliculo dominante
depender mais de LH em comparacdo com o FSH para crescimento final e maturagao, o
nivel de RNAm de receptores de FSH ndo se altera (XU et al., 1995), bem como a
capacidade das células da granulosa de se ligarem ao FSH ndo varia significativamente
com o tamanho folicular (RICHARDS et al., 1980). Assim, baixas concentracdes de
FSH no momento da divergéncia ainda sdo necessarias para a continuagdo do
crescimento do maior foliculo (BERGFELT et al., 2000). Isso indica que o FSH pode
vir a exercer algum estimulo nos foliculos dominantes, que foi a premissa do
experimento. As novilhas tratadas com FSH-p tiveram taxas de prenhez superiores as
das novilhas nao tratadas (P<0,05; Tabela 3).

A taxa de prenhez foi similar as encontradas por Sa Filho et al. (2005), de 50,0%
e 36,8%, para novilhas Nelore tratadas com eCG no dia 8 do protocolo de IATF ou nao,
respectivamente. Baruselli et al. (2003b), comparando a aplicacdo ou nao de hormdnio
com efeito foliculo estimulante, obtiveram taxas de 55,1 e 38,9%, respectivamente. Esse

efeito também foi observado por Cavalieri ¢ Fitzpatrick (1995) em novilhas B. indicus
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(taxa de prenhez de 50%) com adicao de eCG, quando retirados os implantes. Dessa
forma, os resultados obtidos com o uso de FSH resultaram em taxa de prenhez

satisfatoria.

4. Conclusao

A administragdo de FSH-p em novilhas mestigas puberes associada a dispositivo
de progesterona, benzoato de estradiol e prostaglandina em protocolo de sincronizagdo
de ovulagdo ndo influenciou a dindmica folicular. No entanto, aumentou a taxa de

prenhez.
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Hormonio foliculo estimulante (FSH-p) em protocolo de sincronizacio da ovulacio
de vacas mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) ciclicas e em anestro

Resumo: Objetivou-se avaliar a utilizagdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH-p)
em protocolos de inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF) quanto a dindmica
folicular e taxa de prenhez em vacas mestigas ciclicas e em anestro. Utilizaram-se 220
vacas em experimentos com delineamento fatorial 2x2 simultdneos, constituido de
vacas ciclicas, Tciclicas, e em anestro, Tanestro, e dois protocolos: 1) Tcontrole — dia 0
(DO), insergdo de dispositivo intravaginal de progesterona (Primer”) mais aplicagio
(IM) de 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®); dia 8 (D8), retirada do Primer” e
aplicacdo, IM, de 0,150 mg de PGF;, (Prolise”™); dia 9 (D9), foi aplicado (IM) 1 mg de
benzoato de estradiol (Estrogin®); dia 10 (D10), a inseminacdo artificial (IA) foi
realizada entre 48 e 54 horas ap6s a retirada do Primer™; 2) TFSH — similar ao
Tcontrole, sendo no dia 8 administrados 15 mg de FSH-p (Folltropin®™). No experimento
I, realizaram-se exames ultrassonograficos nos dias 0, 8, e na IATF até a determinagdo
da ovulag¢ao das vacas submetidas aos tratamentos TciclicastTcontrole (n=11 vacas),
Tanestro+Tcontrole (n=11 vacas), TciclicastTFSH (n=12 vacas), Tanestro+TFSH
(n=11 vacas). No experimento II, a avaliacdo da taxa de prenhez das vacas foi por
tratamentos similares ao experimento I, diferindo pelo nimero de animais:
Tciclicas+Tcontrole (n=28), Tanestro+Tcontrole (n=55), TciclicastTFSH (n=29),
Tanestro+TFSH (n=63). Os dados foram analisados em fatorial 2x2 a 5% de
probabilidade. Nao houve efeito dos protocolos de sincronizagdo, da ciclicidade das
vacas e da interacdao entre esses fatores para taxa de crescimento folicular (1,08+0,12
mm/dia), intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulacdo
(57,26+0,78 e 9,26+0,78 horas, respectivamente; P>0,05). Nao houve interacdo de
nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade, dia de observagdo) para didmetro
do maior foliculo (10,15+0,44 mm; P>0,05). Nao houve interagao dos efeitos principais
para taxa de ovulacdo e prenhez e nem efeito dos protocolos (P>0,05). A taxa de
ovulacdo e de prenhez foram maiores para as vacas ciclicas (91,39% e 54, 39%), em
relacdo as em anestro (63,64% e 24,58%; P<0,05). A administracio de FSH-p ndo
alterou os padroes de dinamica folicular, nem as taxas de ovulagdo e de prenhez.
Entretanto, a taxa de prenhez das vacas ciclicas foi satisfatéria independente da
administracao do FSH-p.

Palavras—chave: biotecnologia, fertilidade de bovinos, foliculo, hormdnios
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Follicle stimulating hormone (FSH-p) in the ovulation synchronization protocol of
crossbhred cows (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) cyclic and in anestrous

Abstract: The aim was to evaluate the use of the follicle stimulating hormone (FSH-p)
in [IATF protocols in terms of follicular dynamics and pregnancy rate in crossbred cows
that are cyclic and in anestrous. Two hundred and twenty cows were used in the
experiments with a simultaneous 2x2 factorial design, consisting of cyclic cows,
Tcyclic, and in anestrous, Tanestrous, and two protocols: 1) Tcontrol — day 0 (DO0),
insertion of intravaginal progesterone device (Primer ®) plus the injection (IM) of 2 mg
of estradiol benzoate (Estrogin ®); day 8 (DS8), withdrawal of the Primer ® and
injection, IM, of 0.150 mg of PGF,, (Prolise ®); day 9 (D9), (IM) 1 mg of estradiol
benzoate (Estrogin ®) was applied; day 10 (D10), artificial insemination (IA) was
carried out between 48 and 54 hours after the removal of the Primer; 2) TFSH — similar
to the Tcontrol, where on day 8, 15 mg of FSH-p (Folltropin ®) was administered. In
experiment I, ultrasonography examinations occurred on days 0, 8, and on the IATF
until ovulation was determined for the cows undergoing Tcyclict+Tcontrol (n=11 cows),
Tanestrous+Tcontrol (n=11 cows), Tcyclic+tTFSH (n=12 cows), Tanestrous+TFSH
(n=11 cows) treatments. In experiment II, the evaluation of the pregnancy rate of the
cows for treatments was similar to experiment I, differing in the number of animals:
TcyclictTeontrol  (n=28), Tanestrous+Tcontrol (n=55), TcyclictTFSH (n=29),
Tanestrous+TFSH (n=63). The data were analyzed in a 2x2 factorial to 5 % probability.
There was no effect of the synchronization protocols, of the cyclicality of the cows and
of the interaction between these factors for follicular growth rate (1.08+0.12 mm / day),
the interval of the removal of the progesterone device and the IATF to ovulation
(57.26+£0.78 and 9.26+0.78 hours, respectively; P> 0.05). There was no interaction
among any of the evaluated effects (treatment, cyclicality, day of observation; P> 0.05)
for the diameter of the largest follicle (10.15 £0.44 mm). There was no interaction of the
principal effects for ovulation and pregnancy rate and not even an effect on the
protocols (P> 0.05). The ovulation and pregnancy rate were greater for the cyclic cows
(91.39 % and 54.39 %), in relation to those in anestrous (63.64 % and 24.58 %; P
<0.05). In the cows, the administration of FSH-p did not alter the follicular dynamics
patterns, the ovulation and pregnancy rates, while the pregnancy rate of the cyclic cows
was satisfactory independent of the FSH-p administration.

key words: biotechnology, bovine fertility, follicle, hormones
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1. Introducéo

A fertilidade do periodo pds-parto ¢ influenciada negativamente pela incidéncia
de anestro, que ¢ caracterizada pela auséncia também de comportamento sexual,
indicando condi¢des suboOtimas (nutricdo inadequada peri-parto) ou condigdes
patoldgicas (doengas cronicas debilitantes do ttero e, ou, ovario). A duragdo do anestro
no pos-parto influencia diretamente no desempenho reprodutivo, permitindo que
animais subférteis e improdutivos permanegam na propriedade (NEVES et al., 1999;
YAVAS; WALTON, 2000).

A alternativa para melhorar as taxas de prenhez em vacas no pos-parto ¢ a
utilizagdo de programas hormonais para induzir a ciclicidade e minimizar os efeitos
ambientais ¢ da amamentagdo, incrementando, assim, a produtividade desse setor do
agronegocio. As associagdes hormonais adotadas nos protocolos de sincronizagdo de
estro e ovulagdo, bem como o efeito na dinamica folicular, permitem adequar os
programas a diferentes situacdes e possibilitam a atuacdo conjunta para o
desenvolvimento de novas biotecnologias.

Em vacas lactantes submetidas a programas de inseminagdo artificial em tempo
fixo (IATF), independentemente do indutor da ovulacao utilizado, as taxas de prenhez
tétm oscilado entre 25 e 67% (FIKE et al., 1997, STEVENSON et al., 2000;
FERNANDES et al.,, 2001; GEARY et al., 2001; BARUSELLI et al.,, 2002;
MARTINEZ et al.,, 2002ab; BARUSELLI et al., 2004, NASCIMENTO, 2005;
KASIMANICKAM et al., 2006). Esses resultados variam em funcao da porcentagem de
animais em anestro no rebanho, com as condi¢cdes ambientais e nutricionais ¢, também,
com a associacdo hormonal utilizada.

O hormoénio foliculo estimulante (FSH-p), quando administrado, estimula o
crescimento folicular até o estagio pré-ovulatorio, crescendo continuamente durante trés
dias (KENNY et al., 2006). Assim, parte-se da premissa de que a utilizagdo do FSH-p
em protocolos de IATF aumenta o crescimento do foliculo ovulatorio e,
consequentemente, eleva a taxa de prenhez.

Objetivou-se, neste estudo, avaliar a utilizagcdo do hormdnio foliculo estimulante
(FSH-p) em protocolos de IATF na dindmica folicular e na taxa de prenhez de vacas

mesticgas ciclicas e em anestro.
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2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de fevereiro a maio de 2009, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41’ Sul, 41°50” Oeste e 774 m de altitude. A propriedade
localizava-se em regido com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos, com
clima tropical de altitude. A temperatura média anual ¢ de 19,2 °C e a precipitagao
pluviométrica, de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 220 vacas, apresentando histérico de boa fertilidade, auséncia
de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica e de alteracdes dos 6rgaos genitais
ao exame ginecologico. As vacas tinham de 45 a 75 dias pos-parto. O manejo das vacas
foi em regime extensivo, utilizando-se a pastagem principalmente de braquiardo
(Brachiaria brizantha vc. Marundu). As vacas receberam sal mineral e agua ad libitum.

Na inser¢do do dispositivo, registrou-se o periodo pds-parto relativo ao dia da
IATF (dia 10), pesaram-se as vacas (PV, kg) e determinou-se a condi¢ao corporal (CC,
escalade 1 a 5), de acordo com a tabela proposta por Edmonson et al. (1989). As vacas
apresentaram peso corporal médio de 393,62+2.,09 kg e condi¢do corporal com o escore
médio de 2,88+0,01.

Foram realizados dois experimentos em delineamento fatorial 2 x 2 simultaneos
(ciclicidade das vacas e protocolo de sincronizagdo). No experimento I, foram feitos os
exames da dindmica folicular e, no experimento I, avaliada a eficiéncia reprodutiva das
fémeas. A ciclicidade das vacas correspondeu as vacas ciclicas (Tciclicas) e em anestro
(Tanestro) e os protocolos de ovulacdo, a utilizagao (TFSH) ou ndo (Tcontrole) de FSH.
A condigdo fisiologica das vacas foi determinada no inicio dos experimentos pela
presenca de corpo luteo (vacas ciclicas) ou auséncia (vacas em anestro) por palpacdo e
exame de ultrassom acoplado a um transdutor linear retal de 5,0 MHz (Aloka®™, modelo
SSD500).

No experimento I, as vacas ciclicas (23 vacas) e em anestro (22 vacas) foram
distribuidas em dois protocolos de sincronizagdo da ovulacdo: 1) Tcontrole (n = 22
vacas) — dia 0 (D0), inser¢do de dispositivo intravaginal de progesterona’ (DIP) mais

aplicacio (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol®; dia 8 (D8), retirada do DIP e

°1,0 g de Progesterona, PRIMER®, Tecnopec, Brasil.
%1 mg/mL de benzoato de estradiol, Estrogin®, Farmavet Produtos Veterinarios Ltda., Brasil.
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aplicacdo, IM, de 0,150 mg de PGF,,’; dia 9 (D9), aplica¢do (IM) e 1 mg de benzoato
de estradiol; dia 10 (D10), realizada a insemina¢ao artificial (IA) entre 48 e 54 horas
apos a retirada do DIP; 2) TFSH (n = 23 vacas) — similar ao Tcontrole, sendo no dia 8
administrados 15 mg de FSH-p® (Folltropin®). Assim, a distribuicio das vacas foi 11,
11, 12 e 11 nos tratamentos Tciclicas+Tcontrole, Tanestro+Tcontrole, TciclicastTFSH
e Tanestro+TFSH, respectivamente.

Os exames ultrassonograficos foram realizados nos dias 0 e 8 e no dia da IATF,
sendo neste dia feito acompanhamento da dinamica folicular até a determinacdo da
ovulagdo pela auséncia do foliculo dominante, com um aparelho portatil de ultrassom
acoplado a um transdutor linear retal de 5,0 MHz (Aloka®, modelo SSD500). Assim, foi
verificado no DO o status folicular, ¢ nos dias 8, 10 e deste até a ovulacdo, com
intervalo de 12 horas, avaliadas a dinamica folicular e a taxa de ovulagdo. Os foliculos
foram classificados de acordo com o diametro: pequenos (FP<6 mm), médios (FM de 6
a 8 mm) e dominantes (FD>8 mm). Calculou-se a taxa de crescimento (mm/dia) pela
diferenca entre os didmetros do foliculo nos dias 10 e 8, dividido pelo nimero de dias.

No experimento II, as vacas foram distribuidas uniformemente pelo peso e
condicdo corporal nos tratamentos propostos no experimento I: Tciclicas+controle = 28
vacas, Tanestro+controle = 55 vacas; TciclicastFSH = 29 vacas; Tanestro+FSH = 63
vacas.

As inseminagdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando
sémen de touros da raca Girolando de Central de sémen associada a Associagdo
Brasileira de Inseminacao Artificial ASBIA.

O diagnostico de gestagao foi realizado 45 dias apds a inseminagao artificial por
palpacdo retal, sendo determinada a taxa de prenhez de cada tratamento (numero de
vacas prenhes dividido pelo numero total de vacas do tratamento).

Todos os dados foram analisados no programa SAS, versdo 9.0 (2002), a 5% de
probabilidade, em fatorial 2 x 2 (ciclicidades das vacas e dois protocolos de
sincronizagao da ovulagdo). A taxa de crescimento, o didmetro do maior foliculo no dia
10 e o intervalo da retirada do dispositivo de progesterona ¢ da IATF a ovulagdo foram
avaliados por analise de variancia, considerando-se o efeito dos tratamentos. O numero
médio de foliculos por vaca foi analisado em parcela subsubdividida, levando-se em

conta o efeito dos protocolos de sincronizagao nas parcelas, a ciclicidade das vacas na

70,75 mg/mL d-cloprostenol, Prolise®, ARSA S.R.L., Argentina.
$20 mg/mL NIH-FSH-P1, Folltropin®-V, Bioniche AnIMal Health Canadé Inc., Canada.
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subparcela e o dia de observacdo na subsubparcela, em comparagdo com médias pelo
teste de Tukey. Porém, as variaveis qualitativas (classe folicular e taxas de prenhez e de
ovulacdo) foram analisadas por andlise de regressdo logistica, considerando-se o efeito
dos tratamentos em fatorial. Para a classe folicular, consideraram-se, ainda, o efeito do

dia de observacdo e a interacao dos tratamentos e o dia de observagao.

3. Resultados e Discussao

Nao houve interacao de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade,
dia de observacgdo) na classifica¢ao folicular (P>0,05) nem efeito dos protocolos e dos

dias de observagao (P>0,05; Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagdo folicular em fun¢cdo do protocolo de sincronizacao da
ovulacdo, da ciclicidade das vacas e do dia de observacao

Diametro folicular (mm)

Item'
<6 6a8 >8
Protocolo’
Tcontrole 91,87 (791/861)" 3,95 (34/861)" 4,18 (36/861)"
TFSH 91,20 (808/886)" 3,50 (31/886)" 5,30 (47/886)"
Ciclicidade’
Tciclica 90,02 (857/952)b 4,73 (45/952)* 5,25 (50/952)"
Tanestro 93,33 (742/795)" , 2,52 (20/795)° 4,15 (33/795)"
Dia
0 92,38 (473/512)" 4,49 (23/512)* 3,13 (16/512)"
8 90,02 (550/611)* 4,42 (27/611)* 5,56 (34/611)*
10 92,31 (576/624)" 2,40 (15/624)" 5,29 (33/624)"

'"TControle = tratamento-controle; TESH = tratamento com FSH; Tciclicas = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. Médias seguidas por letras minusculas
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si, pelo teste x° na analise de regressio logistica (P<0,05).

Com relagao a ciclicidade, as vacas ciclicas apresentaram menor percentual de
foliculos pequenos (P<0,05) e maior de médios (P<0,05), ndo diferindo entre os
foliculos de didmetro superior a 8§ mm (P>0,05). Pode ser observado, também, menor
numero de foliculos totais nas vacas em anestro, o que pode ser devido as alteragdes
hormonais em vacas em anestro. A dinamica folicular de fémeas nessa condigao
fisiologica caracteriza-se por emergéncia folicular e atresia ou crescimentos foliculares,

resultando em nao ovulacdo, de forma que o desvio do foliculo ocorre, mas ndo chega
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as fases finais de desenvolvimento devido a baixa frequéncia de pulsos de hormonio
luteinizante (WILTBANK et al., 2002).

Nao houve efeito dos protocolos de sincronizacdo, da ciclicidade das vacas e da
interacdo entre esses fatores para taxa de crescimento folicular, intervalo da retirada do
dispositivo de progesterona e da IATF a ovulacdo (P>0,05; Tabela 2), demonstrando
que a utiliza¢ao de FSH nao afeta a taxa de crescimento folicular. A taxa de crescimento
folicular média encontrada foi inferior a relatada por Gradela et al. (2000) em vacas
Nelore tratadas com FSH-p e superior aquela encontrada por Santos et al. (2007b),
trabalhando com vacas Nelore, com protocolo de TATF similar ao utilizado neste
estudo, que foram de 0,73; 0,72; e 0,78 mm/dia, para tratamento-controle, 10 mg de

FSH-p e 20 mg de FSH-p, respectivamente.

Tabela 2 — Taxa de crescimento folicular e intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona e da IATF a ovulagdo (médiaterro-padrao), em funcao dos
protocolos de sincronizacdo e da ciclicidade das vacas

Intervalo a ovulacao

Taxa de .
Item crescimento Retirada do
folicular (mm/dia) dispositivo de IATF (h)
progesterona (h)
Protocolo’
Tcontrole 1,07+0,18 57,50+1,21 9,50+1,21
TFSH 1,13+0,16 56,88+1,05 8,88+1,05
Média 1,08+0,12 57,26+0,78 9,26+0,78
Valor-P? 0,8014 0,6999 0,6999
Ciclicidade’

Tciclicas 0,98+0,16 57,75+1,02 9,75+1,02
Tanestro 1,21+0,18 56,63+1,24 8,63+1,24
Média 1,08+0,12 57,26+0,78 9,26+0,78
Valor-P? 0,3389 0,4890 0,4890

"TControle = tratamento-controle; ¢ TFSH = tratamento com FSH. “Tciclicas = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. “Nivel descritivo de probabilidade do erro tipo I
associado a hipdtese de nulidade relacionada a auséncia de diferenga entre tratamento pelo teste F.

Os intervalos da retirada do dispositivo de progesterona a ovulagio e da IATF a
ovulacdo foram inferiores aos relatados por Santos et al. (2007b), entretanto corroboram
os reportados por Oliveira et al. (2008), de 51,4 a 62,2 horas e de 3,4 a 14,2 horas, para
retirada do dispositivo a ovulacdo e da IATF a ovulacdo, respectivamente. Foi
verificado que, no o6cito, o melhor periodo para a fertilizagdo ¢ entre 6 e 10 h apds a

ovulagdo (AYRES et al., 2008). Adicionalmente, Roelofs et al. (2005) demonstraram
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que a probabilidade de ocorrer concep¢ao diminui a medida que a IA se aproxima do
momento da ovulagdo. O momento ideal para obter grandes taxas de fertilizagdo varia
de 24-12 h antes da ovulagdo e 16-12 h para obter maior porcentagem de embrides de
alta qualidade (89% de embrides recuperados; ROELOFS et al., 2006). Assim, esse
pequeno intervalo da IATF a ovulagdo pode ter prejudicado a taxa de prenhez.

Houve interacdo do tratamento e da ciclicidade quanto ao numero de foliculos
(P<0,05; Tabela 3). Observou-se que somente houve diferenga entre as vacas que foram
sincronizadas com o protocolo-controle com menor numero de foliculos nos animais em
anestro (10,94 versus 15,15; P<0,05), causado pelo fato de os animais ndo apresentarem
estimulos hormonais para desenvolvimento folicular. Outro fator a ser considerado ¢ o
fato de os animais em anestro possuirem menor produ¢do de hormonio do crescimento,
consequentemente de IGF-1, e maior concentracdo de IGFBP, que se liga ao IGF-1,
diminuindo a resposta. Alguns autores relataram que o ntimero de foliculos na onda de
emergéncia folicular estd positivamente correlacionado com as concentragdes
circulantes de IGF-1, pois as vacas tratadas com horménio do crescimento (estimulador
de IGF-1) aumentam a quantidade de foliculos durante a emergéncia folicular (GONG
et al., 1996). Oliveira et al. (2008), trabalhando com sincronizagdo de ovulacdo com
protocolos hormonais associados a administracdo de FSH-p em vacas Nelore, também
nao observaram diferenga de quantidade média de foliculos por animal (P>0,05), tendo

uma média de 11,93, nimero similar ao verificado neste estudo.

Tabela 3 — Numero de foliculos (média+erro-padrao), em fun¢do dos tratamentos e da
ciclicidade das vacas

Item! Ciclicidade™
Tciclicas Tanestro
Tcontrole 15,15+1,19* 10,94+1,19°4
TFSH 12,561,144 13,15+1,19*

"TControle = tratamento controle; e TFSH = tratamento com FSH. *Tciclicas = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. “Médias seguidas por letras minusculas ou
maiusculas diferentes na mesma linha e coluna, respectivamente, diferem entre si, pelo teste F (P<0,05).

Nao houve intera¢do dos efeitos principais e do dia de observagao sobre nimero
de foliculos (P>0,05; Tabela 4). No dia da colocagao do dispositivo de progesterona (dia
0), havia menor nimero de foliculos (P<0,05), enquanto no momento da retirada do
dispositivo (dia 8) e no dia da IATF (dia 10) esse nimero nao diferiu (P>0,05). Assim,
evidencia-se que as condi¢des fisiologicas proporcionadas pela administracdo da

progesterona exogena até o dia 8 aumentaram o nimero de foliculos em crescimento. O
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menor nimero de foliculos no dia 0 em relagdo aos dias 8 e 10 pode ser devido, naquele
dia, ao fato de os animais nao apresentarem estimulos hormonais suficientes para

aumentar o numero de foliculos em desenvolvimento.

Tabela 4 — Numero de foliculos (média+erro-padrao), em fun¢do do dia de observagdo

o1
Item Dia
0 8 10
Niimero de foliculos 11,38+0,79b 13,58+0,79a 13,89+0,79a

(vacas/dia)

"Médias seguidas por letras minusculas ou maiusculas diferentes, na mesma linha e coluna,
respectivamente, diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nao houve interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade,
dia de observagdo) sobre didmetro do maior foliculo e do segundo maior (P>0,05;
Tabela 5). O tratamento com FSH ndo aumentou o tamanho do foliculo ovulatério 48
horas depois da retirada do dispositivo de progesterona, ou seja, no dia 10. Esses
resultados corroboram os estudos preliminares realizados com gado de corte
(BARUSELLI et al., 2004; SMALL et al., 2009) e gado leiteiro (VENERANDA et al.,
2006; SOUZA et al., 2009), nos quais se utilizaram o hormoénio eCG devido a sua agao
foliculo-estimulante em bovinos. A aplicagdo de 400 UI de ECG em vacas holandesas
nao alterou o diametro do foliculo ovulatorio (VENERANDA et al., 2006). No entanto,
em outros estudos o tratamento com eCG na retirada do dispositivo de progesterona
aumentou o didmetro do foliculo ovulatério em bovinos de corte em anestro (SA
FILHO et al., 2004; MARANA et al., 2006).

A média do didmetro do maior foliculo no dia 10 foi similar a relatada por
Figueiredo et al. (1997) em vacas Bos taurus indicus, inferior a constatada por Gradela
et al. (2000) em vacas Nelore tratadas com FSH e por Savio et al. (1988) e Murphy et
al. (1990) em vacas Bos taurus taurus, sendo inferior também a diametros do maior
foliculo no dia 10 de vacas Nelore submetidas a protocolo de IATF similar ao utilizado
neste estudo, que foram de 12,8; 12,9; e 12,9 mm, para tratamento-controle, 10 pg e 20
ng de FSH-p, respectivamente (SANTOS et al., 2007b). Entretanto, neste estudo

também nao houve diferenca do FSH-p no diametro do maior foliculo.
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Tabela 5 — Diametro do maior foliculo ¢ do segundo maior (médiat+erro-padrao), em
funcdo dos protocolos de sincronizagdo, da ciclicidade das vacas e do dia de

observagao
Item! Didmetro folicular (mm)
Maior foliculo Segundo maior foliculo
Protocolo®
Tcontrole 8,57+0,532 5,15+0,14%
TFSH 8,55+0,52% 5,15+0,14*
Ciclicidade’
Tciclicas 9,01+0,52* 5,36+0,14%
Tanestro 8,11+0,53* 4,95+0,14b
Dia®
0 6,92+0,44c 5,02+0,17%
8 8,61+0,44b 5,31+0,17*
10 10,15+0,44° 5,11+0,17%

"TControle = tratamento-controle; TESH = tratamento com FSH; Tciclicas = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. Médias seguidas por letras minusculas
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05). *Médias seguidas por letras mintsculas diferentes
na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nao houve interacao dos efeitos principais de taxa de ovulagdo e prenhez nem
efeito dos protocolos (P>0,05). Entretanto, tanto a taxa de ovulacdo quanto a de prenhez
foram maiores nas vacas ciclicas (P<0,05; Tabela 6). Bryan et al. (2008) relataram que o
tratamento com eCG aumentou as taxas de concep¢ao em vacas nao ciclicas, devido ao
seu efeito foliculo estimulante, o que nao condiz com os resultados deste estudo, em que
a aplicacao de FSH nao promoveu melhoras na taxa de concep¢ao de vacas em anestro
(P>0,05). O tratamento com FSH, no momento da retirada do dispositivo de
progesterona, ndo ¢ indicado em rebanhos bovinos; ao contrario do eCG, recomendado
para rebanhos que tém elevada porcentagem de vacas em anestro (BO et al., 2003;
BARUSELLI et al., 2004). Uma das suposicoes dos melhores resultados do eCG em
outros estudos ¢ causada por possuir concentragdo de LH. E amplamente conhecido que
vacas em anestro tém baixas concentracdes sanguineas de LH (WILTBANK et al.,
2002). Assim, as diferengas no efeito do FSH em relagdo ao eCG no tamanho do
foliculo e nas taxas de ovulagdo e prenhez podem estar relacionadas as diferencas entre
as concentragdes de LH no sangue das vacas.

Baruselli et al. (2004) concluiram que a melhora da fertilidade depois do
tratamento com eCG foi devida ao aumento na porcentagem de vacas que ovularam
ap6s os protocolos de IATF, bem como ao aumento da progesterona circulante nos
ciclos subsequentes, talvez minimizando as perdas embriondrias precoces. Os resultados

desses experimentos contrariaram os obtidos por Santos et al. (2007a), em que uma
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unica dose de FSH-p aumentou a taxa de ovulagdo quando comparada com a do grupo-

controle.

Tabela 6 — Taxa de prenhez e ovulagdo, em fun¢do dos tratamentos

Taxa de ovulagao (%) Taxa de prenhez (%)
Protocolo’
Tcontrole 68,18 (15/22) 33,73 (28/83)
TFSH 86,96 (20/23) 34,78 (32/92)
Valor-P’ 0,1331 0,9605
Ciclicidade’
Tciclicas 91,30 (21/23) 54,39 (31/57)
Tanestro 63,64 (14/22) 24,58 (29/118)
Valor-P’ 0,0089 <0,0001

"TControle = tratamento-controle; e TFSH = tratamento com FSH. “Tciclicas = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. *Nivel descritivo de probabilidade para o erro
tipo I associado a hipétese de nulidade relacionada & auséncia de diferenca entre tratamentos pelo teste x>
na analise de regressdo logistica.

A taxa de prenhez total foi de 34,29% (n =175). As vacas em anestro
apresentaram menor taxa de prenhez (24,58%), em compara¢do com aquelas que se
apresentavam ciclando (54,39%; P<0,05). Em contrapartida, ndo foi verificado efeito
quanto ao uso de FSH no dia 8 (P>0,05), sendo as taxas de prenhez de 33,73% e
34,78% para Tcontrole e TFSH, respectivamente. Houve efeito positivo da ciclicidade
dos animais, mas ndo quanto a utilizacdo do FSH sobre a taxa de prenhez. Entretanto,
Oliveira et al. (2008) ndo encontraram diferenca na taxa de prenhez entre os animais
tratados com eCG ou FSH-p, no dia 8, com um protocolo similar ao usado neste estudo.

Sa Filho et al. (2009) relataram que o eCG ¢ superior ao FSH-p para estimular a
taxa de ovulagdo e de prenhez em vacas Nelore, contrariando os resultados de Santos et
al. (2007a), que reportaram nao haver diferenga utilizando FSH-p e eCG em vacas Bos
indicus em anestro submetidas a IATF. Sa Filho et al. (2009) também relataram que o
eCG tem efeito de FSH como de LH, e meia-vida mais longa, mantendo-se ativo no
sangue por mais tempo, de cinco a sete dias apos a administragio (MURPHY;
MARTINUK, 1991; SIDDIQUI et al., 2002). J4 o Folltropin-V contém 87% de FSH
(MAPLETOFT; PIERSON, 1993), e seu metabolismo parece ser rapido, visto que, apds
a administracdo intramuscular, a meia-vida e o desaparecimento do FSH foram
estimados em 5 h e 10 a 12 h, respectivamente (DEMOSTIER et al., 1988). Essas

diferencas de meia-vida entre eCG e FSH estdo relatadas em estudos de protocolos
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superovulatérios, em que a dose unica de eCG intramuscular ¢ suficiente para estimular
o crescimento de multiplos foliculos (BARUSELLI et al., 2006; SENDAG et al., 2008),
enquanto para superovular uma vaca com FSH ¢ necessario utilizar varias
administracdes intramusculares (BARROS; NOGUEIRA, 2001), ou unica dose
intramuscular com veiculos de liberagdo lenta (YAMAMOTO et al., 1993), ou uma
dose subcutdnea (BO et al., 1994). Assim, o efeito do tratamento encontrado com a
utilizagdo do FSH pode ser devido a uma dosagem insuficiente neste estudo e, ou,
devida a meia-vida curta do FSH, que ndo permaneceu por tempo suficiente na

circulagdo para estimular o foliculo em desenvolvimento.

4. Conclusao

A administragcdo de FSH-p em protocolo de sincronizacdo de ovulagdo em vacas
mesticas ndo apresentou diferengas marcantes nos padroes avaliados de dinamica
folicular. As vacas ciclicas exibiram taxa de prenhez satisfatoria, independentemente da

administragdo do FSH-p, que ndo aumentou essa taxa em vacas em anestro.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A administragdo de FSH-p em novilhas mesticas puberes associada a dispositivo
de progesterona, benzoato de estradiol e prostaglandina em protocolo de sincronizagao
de ovulagdo nao influenciou a dindmica folicular. No entanto, aumentou a taxa de
prenhez.

A administragdo de FSH-p em protocolo de sincronizagdo de ovulagdo em vacas
mesticas nao apresentou diferencas marcantes nos padroes avaliados de dinamica
folicular. As vacas ciclicas exibiram taxa de prenhez satisfatoria, independentemente da
administragcdo do FSH-p, que ndo aumentou essa taxa em vacas em anestro.

Independentemente, mais estudos sdo necessarios para explicar a fisiologia
subjacente a utilizagdo do FSH-p para melhorar a fertilidade em protocolos de IATF,
principalmente em animais em anestro, esses devem comparar tratamentos com
diferentes doses de FSH-p, e também levar em conta a forma de aplicagdo e o veiculo
do produto aplicado para se compreender melhor a acdo do FSH nos protocolos de

IATF.
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Analises estatisticas do primeiro artigo
Hormonio foliculo estimulante (FSH-p) em protocolo de sincronizagao da ovulagao de
novilhas mesti¢as (Bos taurus indicusxBos taurus taurus) puberes

Quadro 1 - Andlise de variancia para nimero de foliculos em novilhas

Fonte de variagao Gl Valor F P>F
Tratamento 1 0,01 0,9181
Erro (a) 20
Dia 2 6,44 0,0037
Dia*tratamento 2 0,59 0,5610
Erro (b) 40
Total 65

Quadro 2 - Comparagao do numero de foliculos em fun¢ao do dia de observacao em

novilhas
Dia Dia P>F
0 8 0,5860
0 10 0,0060
8 10 0,0003

Quadro 3 - Analise de regressdo logistica para classificagdo folicular em novilhas

Fonte de variagio | Gl | Valor y° | P>y
Foliculo com didametro <6 mm

Tratamento 1 0,07 0,7942

Dia 2 0,54 0,7637

Dia*tratamento 2 0,66 0,7185
Foliculo com diametro 6 a 8 mm

Tratamento 1 0,11 0,7370

Dia 2 1,04 0,5936

Dia*tratamento 2 0,15 0,9292
Foliculo com diametro > 8 mm

Tratamento 1 0,01 0,9315

Dia 2 2,00 0,3683

Dia*tratamento 2 0,45 0,7976
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Quadro 4 - Analise de variancia para taxa de crescimento, diametro do maior foliculo no
dia 10 e intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a
ovulagdo em novilhas

Fonte de variagio | Gl | Valor F | P>F
Taxa de crescimento folicular
Tratamento 1 3,05 0,1001
Erro 16
Total 17
Diametro do maior foliculo
Tratamento 1 0,52 0,4779
Erro 20
Total 21
Intervalo da retirada do dispositivo de progesterona a ovulacdo
Tratamento 1 1,23 0,2837
Erro 16
Total 17
Intervalo da IATF a ovulagao
Tratamento 1 1,23 0,2837
Erro 16
Total 17

Quadro 5 - Analise de regressdo logistica para taxa de ovulacdo e de prenhez em

novilhas
Fonte de variagio | Gl | Valor | P>y
Taxa de ovulagao
Tratamento | 1 | 0,00 | 1,0000
Taxa de prenhez
Tratamento \ 1 | 4,78 \ 0,0289
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Analises estatisticas do segundo artigo
Hormonio foliculo estimulante (FSH-p) em protocolo de sincronizagao da ovulagao de
vacas mesticas (Bos taurus indicusxBos taurus taurus) ciclicas e em anestro

Quadro 1 - Andlise de regressao logistica para classificagdo folicular em vacas

Fonte de variagdo | Gl | Valor y° | P>y
Foliculo com didametro <6 mm
Protocolo 1 0,36 0,5495
Ciclicidade 1 6,02 0,0141
Protocolo*ciclicidade 1 0,05 0,8264
Dia 2 2,17 0,3374
Dia*protocolo 2 0,46 0,7957
Dia*ciclicidade 2 0,26 0,8778
Dia*protocolo*ciclicidade 2 0,38 0,8267
Foliculo com didmetro 6 a 8 mm
Protocolo 1 0,01 0,9381
Ciclicidade 1 5,23 0,0222
Protocolo*ciclicidade 1 0,05 0,8234
Dia 2 4,12 0,1275
Dia*protocolo 2 0,28 0,8703
Dia*ciclicidade 2 0,74 0,6895
Dia*protocolo*ciclicidade 2 0,37 0,8302
Foliculo com diametro > 8 mm
Protocolo 1 0,98 0,3216
Ciclicidade 1 1,61 0,2047
Protocolo*ciclicidade 1 0,17 0,6775
Dia 2 4,96 0,0836
Dia*protocolo 2 0,05 0,9730
Dia*ciclicidade 2 0,34 0,8448
Dia*protocolo*ciclicidade 2 0,07 0,9639
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Quadro 2 - Analise de variancia para taxa de crescimento, diametro do maior foliculo no
dia 10 e intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulacdo em
vacas

Fonte de variagio | Gl | Valor F | P>F
Taxa de crescimento folicular
Protocolo 1 0,06 0,8014
Ciclicidade 1 0,95 0,3389
Protocolo*ciclicidade 1 1,11 0,3005
Erro 29
Total 32
Diametro do maior foliculo
Tratamento 1 0,80 0,3770
Ciclicidade 1 0,88 0,3536
Protocolo*ciclicidade 1 0,18 0,6710
Erro 41
Total 44
Intervalo da retirada do dispositivo de progesterona a ovulagao
Tratamento 1 0,15 0,6999
Ciclicidade 1 0,49 0,4890
Protocolo*ciclicidade 1 0,01 0,9385
Erro 31
Total 34
Intervalo da IATF a ovulagao
Tratamento 1 0,15 0,6999
Ciclicidade 1 0,49 0,4890
Protocolo*ciclicidade 1 0,01 0,9385
Erro 31
Total 34

Quadro 3 - Andlise de varidncia para nimero de foliculos em vacas

Fonte de variagao Gl Valor F P>F
Ciclicidade 1 2,34 0,1337
Erro (a) 20
Protocolo 1 0,03 0,8718
Protocolo*ciclicidade 1 4,14 0,0484
Erro (b) 42
Dia 2 4,56 0,0132
Dia*ciclicidade 2 0,29 0,7513
Dia*protocolo 2 0,10 0,9009
Dia*ciclicidade*tratamento 2 0,16 0,8514
Erro (c) 54
Total 127
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Quadro 4 - Comparacao do numero de foliculos em fun¢ao do protocolo sincroniza¢ao
da ovulacdo e da ciclicidade das vacas

Protocolo Ciclicidade Protocolo Ciclicidade Valor t P>t
Controle Ciclica Controle Anestro 2,49 0,0168
Controle Ciclica FSH Ciclica 1,57 0,1241
Controle Anestro FSH Anestro 1,18 0,2432
Controle Anestro FSH Ciclica -0,98 0,3341
Controle Anestro FSH Anestro -1,31 0,1976
FSH Ciclica FSH Anestro -0,36 0,7204

Quadro 5 - Comparacdo do numero de foliculos em fun¢do do dia de observacao em

vacas
Dia Dia Valor P ajustado-Tukey
0 8 0,0454
0 10 0,0187
8 10 0,9368

Quadro 6 - Anélise de variancia para didmetro do maior foliculo em vacas

Fonte de variagao Gl Valor F P>F
Ciclicidade 1 1,48 0,2304
Erro (a) 20
Protocolo 1 0,01 0,9862
Protocolo*ciclicidade 1 0,11 0,7467
Erro (b) 42
Dia 2 30,28 <0,0001
Dia*ciclicidade 2 0,01 0,9942
Dia*protocolo 2 2,36 0,1011
Dia*ciclicidade*tratamento 2 0,25 0,7760
Erro (c) 54
Total 127

Quadro 7 - Comparacdo do didmetro do maior foliculo em funcao do dia de observagao

em vacas
Dia Dia Valor P ajustado-Tukey
0 8 0,0001
0 10 <0,0001
8 10 0,0004
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Quadro 8 - Andlise de variancia para diametro do segundo maior foliculo em vacas

Fonte de variagao Gl Valor F P>F
Ciclicidade 1 421 0,0422
Erro (a) 20
Protocolo 1 0,01 0,9829
Protocolo*ciclicidade 1 0,02 0,8987
Erro (b) 42
Dia 2 0,72 0,4873
Dia*ciclicidade 2 0,17 0,8474
Dia*protocolo 2 0,34 0,7113
Dia*ciclicidade*tratamento 2 0,13 0,8801
Erro (¢) 54
Total 127

Quadro 9 - Andlise de regressdo logistica para taxa de ovulacdo e de prenhez em vacas

Fonte de variagio | Gl | Valor | P>y

Taxa de ovulacao

Protocolo 1 2,26 0,1331

Ciclicidade 1 6,85 0,0089

Protocolo*ciclicidade 1 1,48 0,2236
Taxa de prenhez

Protocolo 1 0,00 0,9605

Ciclicidade 1 15,35 <0,0001

Protocolo*ciclicidade 1 2,00 0,1569
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