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RESUMO

Avaliaram-se diferentes momentos de aplica¢do da gonadotrofina coridnica equina (eCG) em protocolos
de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) para vacas de leite. Foram utilizadas 76 fémeas, as quais
receberam, no dia zero (D0) do protocolo, dispositivos intravaginais de progesterona, sendo esses
retirados no D9, e os animais foram, entdo, distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos: T1 —
aplicacdo de eCG no momento da retirada dos dispositivos; T2 e T3 — aplicagdo de eCG 48h e 24h antes
da retirada dos dispositivos, respectivamente. No D10 os animais receberam 1mg de GnRH, e a IATF foi
realizada 52 horas ap6s a retirada do implante. Ndo houve diferenca (P>0,05) para intervalo entre a
retirada do implante a ovulagdo (72,56+3,92h), o didmetro do maior foliculo no D9 (10,88+1,49mm), o
diametro do foliculo ovulatério (15,15+1,16mm) e do segundo maior foliculo (7,49+£0,52mm), a taxa de
crescimento folicular (1,38+0,04mm/dia), a taxa de ovulacdo (96,67%), o intervalo entre diametro final e
inicial do foliculo dominante (73,49+3,84h), a area de corpo lGteo (2,27+0,43cm?), a porcentagem de CL
no ovario direito (53,00%) e no esquerdo (26,33%) e a taxa de gestacdo (33,33%). O momento da
aplicacdo da eCG ndo influenciou na eficiéncia do protocolo. Recomenda-se a utilizacdo da eCG no
momento da retirada do implante por otimizacéo do manejo.

Palavras-chave: inseminacdo artificial, reproducao, sincronizacdo da ovulagéo
ABSTRACT

Different times of application of equine chorionic gonadotropin (eCG) in Fixed-Time Artificial
Insemination (FTAI) protocols for dairy cows were evaluated. A total of 76 females were used, which
received intravaginal progesterone devices on day zero (DO0) of the protocol, which were withdrawn on
D9, and the animals were then randomly distributed in three treatments: T1- application of eCG at the
time of device withdrawal; T2 and T3 - application of eCG 48h and 24h before withdrawal of the devices,
respectively. On D10 the animals received 1mg of GnRH and the FTAI was carried out 52 hours after the
removal of the implant. There was no difference (P>0.05) for interval from implant removal to ovulation
(72.56+3.92h), diameter of the largest follicle of D9 (10.88+1.49mm), diameters of ovulatory follicle
(15.15+1.16mm) and of the second largest follicle (7.49+£0.52mm), follicle growth rate
(1.38+0.04mm/day), ovulation rate (96.67%), interval between final diameter and initial diameter of
dominant follicle (73.49+3.84h), corpus luteum area (2.27+0.43cm?), percentage of CL in right ovary
(53.00%) and in left ovary (26.33%) and pregnancy rate (33.33%). The time of the application of eCG
did not influence the efficiency of the protocol. We recommend the use of eCG at the time of the removal
of the implant for management optimization.
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Diferentes momentos de...

INTRODUCAO

Entre as biotecnologias utilizadas na reproducéo
animal, a inseminacdo artificial (IA) é uma
importante  ferramenta  para acelerar o
melhoramento genético (Vishwanath, 2003),
contudo a deteccdo de estro é o principal
obstaculo para a utilizacdo da IA em bovinos,
gue exige tempo e médo de obra especializada.
Além disso, a curta duracdo do comportamento
estral de aproximadamente 1lh e a alta
incidéncia de estro a noite, variando de 30 a
50%, tornam mais custosa a deteccdo de estro,
dificultando a utilizacdo dos programas
convencionais de 1A (Pinheiro et al., 1998).

Os estudos sobre dindmica folicular ovariana em
bovinos (Pierson e Ginther, 1988; Sirois et al.,
1988) possibilitaram o emprego de tratamentos
hormonais que controlam o crescimento folicular
ovariano e a sincronizagdo da ovulagéo,
permitindo o uso de inseminagdo artificial em
tempo fixo (IATF). Marques et al. (2003), ao
trabalharem com vacas mesticas Bos taurus
indicus primiparas pos-parto, mostraram que 0
tratamento com gonadotrofina coribnica equina
(eCG) aumentou as concentracBes plasmaticas de
progesterona (P,) aos 12 dias apds o término do
tratamento e obtiveram 76% de ovulacdo poés-
IATF+eCG, sem aumentar significativamente o
didmetro do foliculo ovulatorio dominante e a
area do corpo liteo. Esses dados indicaram que o
tratamento com eCG aumentou a producéo de P,
pelo corpo lGteo (CL) e pode ser uma alternativa
para melhorar o desempenho reprodutivo de
vacas em anestro pés-parto, submetidas a IATF.

A eCG estimula a producéo de estradiol por meio
das células da granulosa e da P, pelo CL
(Baruselli et al., 2004). O aumento na producdo
de estradiol folicular induzido pela eCG parece
estar ligado a um aumento na produgdo de
RNAm para citocromo P450 e receptores de
hormdnio luteinizante (LH) (Soumano et al.,
1998). Considerando o tempo de meia-vida e a
afinidade para os receptores de horménio
foliculo estimulante (FSH) e LH (Murphy e
Martinuk, 1991), a administracdo de eCG dois
dias antes de retirada da fonte exdgena de P,
pode ser uma estratégia para aumentar o tamanho
do foliculo dominante no momento da ovulacdo
em bovinos submetidos a protocolos de IATF
(Tortorella et al., 2013).
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Tortorella et al. (2013) sugerem que o tamanho
do foliculo dominante foi maior quando a eCG
foi administrada um dia antes da retirada do
CIDR, com uma taxa de ovulagdo superior a dos
protocolos padrdo. Esse achado demonstra a
possibilidade de se investigarem novos
protocolos com diferentes momentos de
aplicacdo da eCG, a fim de se certificar qual
melhor momento tera melhor eficiéncia aos
protocolos de inseminacdo artificial em tempo
fixo (IATF) para vacas. Por essas razles, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar
diferentes momentos de aplicacdo da eCG em
protocolos de IATF para vacas de leite.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas duas etapas experimentais
aprovadas pelo Comité de FEtica no Uso de
Animais (Ceua) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), protocolado sob nimero 342015.
A primeira etapa experimental foi conduzida no
Setor de Bovinocultura de Leite da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia — UFRB, no
campus de Cruz das Almas, Bahia, localizado a
12°39°54.9” de latitude sul, 39°04°36.9” de
longitude oeste, com altitude de 195m acima do
nivel do mar, no periodo de junho a agosto,
compreendendo o periodo de inverno (Tabela,
2013; Estagdes, 2015).

Foram selecionadas 39 vacas adultas, mestigas,
por avaliagdo ginecoldgica com ultrassonografia
(Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor
linear de 6MHz), com escore de condicdo
corporal de 3,56+0,6, segundo Edmonson et al.
(1989). Os animais foram mantidos em regime
extensivo de criagdo, em pasto de aruana
(Panicum maximum cv. Aruana), com agua e sal
mineral ad libitum.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em
trés tratamentos (T) e as aplicagdes hormonais
foram realizadas por via intramuscular no
membro posterior. No dia zero (D0) do
protocolo, todas as vacas receberam dispositivo
intravaginal impregnado com progestagenos
(Primer®, Tecnopec, Brasil) e 3mg de benzoato
de estradiol (Estrogin®, Biofarme, Brasil). No D9
do protocolo, foram retirados os dispositivos e 0s
animais foram distribuidos nos tratamentos,
sendo: T1 (n=13): aplicacdo de 150ug de um
analogo sintético da PGF,a, o d-cloprostenol
(Prolise®, Arsa, Argentina) e 400Ul de eCG
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(Novormon® Syntex, Argentina) no momento da
retirada do dispositivo; T2 (n=13): aplicacdo de
150pg de d-cloprostenol e 400Ul de eCG
aplicada 48h antes da retirada do dispositivo; e
T3 (n=13): aplicacdo de 150pg de d-cloprostenol
e 400Ul de eCG, aplicada 24h antes da retirada
do dispositivo. No D10 do protocolo, todos os
animais receberam 1mg de GnRH (Gestran Plus,
Tecnopec®, Brasil) e a IATF foi realizada 52h
apos a retirada do implante. O sémen utilizado na
inseminacdo foi proveniente de banco de sémen
de centrais de congelamento certificadas, sendo
utilizada uma palheta de 0,25mL por fémea.

Apos a retirada do implante, 10 animais de cada
tratamento foram monitorados para determinagdo
do momento da ovulagdo, por meio de avaliaces
ultrassonogréficas por via transretal, a cada 24
horas, até 24h ap0s a deteccdo da ovulagdo, para
se determinar o intervalo entre a retirada do
implante & ovulagdo (h); o tamanho do maior
foliculo do dia nove do protocolo (mm); o
tamanho do foliculo ovulatério (mm); o tamanho
do segundo maior foliculo (mm); a taxa de
crescimento folicular (mm/d); e o intervalo entre
o didmetro final e o inicial folicular (h). As
imagens dos ovérios foram obtidas por
ultrassonografia via transretal (Pie Medical,
modelo  AquilaVet®, transdutor linear de
6,0MHz).

A avaliacdo do corpo liteo (CL) foi realizada
nove dias ap6s a retirada do dispositivo
intravaginal, por meio de avaliacdo
ultrassonogréfica, para determinacdo da area de
corpo lateo (cm?) e porcentagem de corpo lteo
no ovério direito e no esquerdo (%).

A segunda etapa experimental foi realizada na
Fazenda JF Reunidas, no distrito de Tanquinho,
Bahia, localizado a 11°58°43” de latitude sul,
39°06°14 de longitude oeste, altitude de 248m
acima do nivel do mar, que apresenta clima
tropical quente Umido, compreendendo 0s meses
de julho a agosto, periodo de inverno Estagdes,
2015).

Foram utilizadas 37 fémeas adultas mesticas da
raca Girolando, previamente selecionadas por
meio de avaliagio  ginecolégica com
ultrassonografia ~ (Pie  Medical, = modelo
AquilaVet®, transdutor linear de 6MHz), com
escore de condicdo corporal de 3,45+0,31,
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segundo Edmonson et al. (1989). Os animais
foram mantidos em regime extensivo de criagéo,
em pasto de aruana (Panicum maximum cv.
Aruana), com agua e sal mineral ad libitum.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em
trés tratamentos (T), e o protocolo hormonal foi
realizado igualmente a primeira etapa,
respeitando o protocolo correspondente a cada
tratamento, sendo T1 (n=12); T2 (n=13); T3
(n=12). Foram avaliados, nessa etapa
experimental, os parametros do corpo lateo (CL)
e a taxa de gestacdo. A avaliagdo do CL foi
realizada nove dias apds a retirada do dispositivo
intravaginal, por meio de avaliagdo
ultrassonogréfica. O diagnostico de gestacdo foi
realizado 30 dias ap6s a IATF, mediante
ultrassonografia. As imagens dos ovérios e
Uteros foram obtidas por ultrassonografia via
transretal (Pie Medical, modelo AquilaVet®,
transdutor linear de 6,0MHz).

Para ambas as etapas experimentais, foi utilizado
0 delineamento inteiramente ao acaso (DIC) e
avaliado o efeito fazenda entre os dados das duas
etapas  experimentais. Os dados foram
inicialmente avaliados quanto a normalidade por
meio do teste de Shapiro-Wilk. As varidveis que
apresentaram  distribuicdo  normal  foram
analisadas por ANOVA a 5% de probabilidade e
as variaveis ndo paramétricas foram analisadas
por meio do teste de Kruskal-Wallis (SPSS,
versdo 21 (1989-2012)).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Néo foi observado efeito fazenda entre os dados
das duas etapas experimentais, dessa forma
foram avaliados conjuntamente. Kiya et al.
(2014), ao trabalharem com ovinos submetidos a
protocolos de sincronizacdo para IATF, com
aplicacdo de eCG, 24h ou 48h antes da retirada
da fonte de progesterona, também néo obtiveram
diferenca entre seus tratamentos, com
52,50+£7,55h e 51,00+6,00h, para intervalo da
retirada da fonte de progesterona a ovulacao;
6,60+0,35mm e 8,57+2,47mm, para tamanho do
maior  foliculo e  0,65+0,30mm/dia e
1,254+0,63mm/dia, na taxa de crescimento
folicular, para aplicagdo 24 e 48h antes da
remocdo do dispositivo de progesterona,
respectivamente.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec.,v.71, n.6, p.1934-1939, 2019
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Tabela 1. Crescimento folicular e momento de ovulacdo de vacas de leite submetidas a protocolos de
sincronizacdo de ovulagdo utilizando diferentes momentos da aplicacdo da gonadotrofina coridnica

equina

Parametros T1 (controle) T2 (48h antes) T3 (24h antes) Média total
IRO (h)* 77,05+10,06 70,81+11,58 69,83+0,95 72,56+3,92
TMFD9 (mm)* 9,1742,41 11,88+2,82 11,58+2,46 10,88+1,49
TMF (mm)* 13,82+2,11 15,95+2,40 15,67+2,02 15,15+1,16
TSMF (mm)* 8,07+1,54 7,35+1,94 7,05+1,54 7,49+0,52
TCF (mm/d)* 1,40+0,07 1,32+0,04 1,40+0,06 1,38+0,04
Taxa ovulacéo (%)° 10/10 (100%) 10/10 (100%) 9/10 (90%) 96,67+5,77
IDFDI (h)* 77,47+9,76 73,18+7,27 69,81+0,92 73,49+3,84

T1 (n=10); T2 (n=10); T3 (n=10); IRO=intervalo da retirada a ovulagdo, TMFD9=tamanho do maior foliculo do dia 9
do protocolo, TMF=tamanho do foliculo ovulatério, TSMF=tamanho do segundo maior foliculo, TCF=taxa de
crescimento folicular, IDFDI= intervalo entre didmetro final menos inicial. N&o houve diferenga entre os tratamentos

por meio de ANOVA (P>0,05) e *Kruskal Wallis (P>0,05).

Em contraposi¢do, Ali (2007) observou que a
antecipacdo da eCG resultou na reducéo precoce
do ndmero de foliculos menores, acompanhada
pelo aparecimento de foliculos médios e grandes,
possibilitando melhores taxas de ovulagido e
fecundacgdo. O tamanho do foliculo no dia nove
do protocolo, correspondente ao momento da
retirada do implante, foi de 9,17+2,41(T1);
11,88+2,82 (T2); 11,58+2,46 (T3) (P>0,05)
(Tab. 1). Apesar de ndo ter havido diferenca
entre 0s tratamentos neste estudo, pesquisas
comprovam que o mecanismo pelo qual a eCG
pode ser considerada eficiente nos protocolos de
sincronizacdo pode ser justificado por um
aumento da taxa de crescimento folicular,
levando o foliculo a categoria de foliculos
médios e diminuindo a ocorréncia de atresia
natural desses foliculos, melhorando o seu
crescimento (Bister et al., 1999; Mandiki et al.,
2000).

Entre as particularidades fisiol6gicas que
diferenciam vacas Bos indicus de Bos taurus,
pode-se citar o diametro folicular na divergéncia
e o diametro no qual o foliculo atinge capacidade
ovulatéria, sendo o didmetro folicular, em
fémeas Bos indicus, inferior (10mm) ao de
fémeas Bos taurus (12mm) (Gimenes et al.,
2008), como observado no presente estudo para o
valor médio do foliculo pré-ovulatorio
encontrado de 15,14+1,15mm (Tab. 1).

O tamanho médio do segundo maior foliculo foi
de 7,49+0,52mm e a taxa de crescimento
folicular média entre os tratamentos foi de
1,38+0,04mm/dia; (P>0,05) (Tab. 1). Ali (2007)
observou que a antecipacdo da eCG resultou na
redugdo precoce do numero de foliculos
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menores, acompanhada pelo aparecimento de
foliculos médios e grandes, possibilitando
melhores taxas de ovulacdo e fecundagéo, o que
mostra a importancia da utilizacdo da eCG
dentro dos protocolos de sincronizacéo, a fim de
melhorar sua eficiéncia.

Ali (2007) utilizou eCG dois dias antes da
retirada da esponja em ovelhas e obteve maior
taxa de ovulagdo (P<0,05) no grupo com
aplicacdo antecipada de eCG comparado ao
controle. Esse resultado diverge do encontrado
no presente trabalho, que ndo apresentou
diferenca (P>0,05) (Tab. 1) para taxa de
ovulacdo (10/10; 10/10; 9/10), para T1, T2 e T3,
respectivamente, com média 96,66% entre 0s
tratamentos. No entanto, Tortorelle et al. (2013),
ao trabalharem com vacas de leite, comparando a
aplicacdo de eCG 48h antes da retirada do
implante (G1) com um grupo que recebeu eCG
no momento da retirada (G2), obtiveram taxa de
ovulacdo maior para o G1 (6/7) do que para 0 G2
(3/6).

N&do houve diferenca (P>0,05) para os valores
encontrados de &rea de corpo IGteo e taxa de
gestacdo entre os tratamentos (Tab. 2). Sartori et
al. (2002) relataram uma correlagdo positiva
entre o CL e o volume de produgdo de P, em sete
dias ap6s a ovulagdo em novilhas e vacas
leiteiras. No entanto, a correlacdo entre a P,
sérica e 0 tamanho do CL parece existir somente
durante a formag&o inicial do CL (Mann, 2009).
Tendo em vista esse conhecimento, o protocolo
de IATF descrito por Tortorelle et al. (2013),
com aplicacdo da eCG 48h antes da retirada do
implante de P, foi projetado com o intuito de
aumentar o tamanho do foliculo pré-ovulatério e

1937



Araujo et al.

consequentemente o volume do CL inicial,
aumentando, assim, a concentracOes de P, apos a
ovulagdo. Entretanto, os resultados de area de CL
do presente estudo ndo diferiram entre si, com
valor médio entre os tratamentos de
2,27+0,43cm? (Tab. 2), ndo corroborando a
hipétese levantada por Tortorelle et al. (2013).

Vianna et al. (1999), ao estudarem animais da
raca Gir, encontraram 57,14% de incidéncia de

Marques Janior (2006), ao analisarem ovarios de
vacas Nelore, encontraram maior incidéncia do
corpo ldteo no ovario esquerdo, o que mostra
uma diferenca da frequéncia da incidéncia de CL
entre as racas. Esses dados corroboram o0s
achados do presente trabalho, que obtiveram um
indice numérico de CL no ovario esquerdo maior
que no ovario direito (Tab. 2), levando em
consideracdo que os animais estudados foram
meio-sangue Girolando.

CL no ovério direito, no entanto Neves e

Tabela 2. Area de corpo liteo e diagnéstico de gestacdo de vacas de leite submetidas a protocolo de
sincronizacdo de ovulagdo utilizando diferentes momentos de ampliacdo da gonadotrofina coridnica

equina

Pardmetros T1 (controle) T2 (48h antes) T3 (24h antes) Média total
ACL (cm?)* 1,78%1,19 2,44%1,20 2,58+1,42 2,27+0,43
CLOD (%)? 10/22 (45%) 14/23 (60%) 12/22 (54%) 53,00+7,55
CLOE (%)? 7122 (31%) 5/23 (21%) 6/22 (27%) 26,33+5,03
DG (%)? 10/25 (40%) 6/26(24%) 9/25 (36%) 33,3348,33

T1 (n=25); T2 (n=26); T3 (n=25); ACL=4rea do corpo liteo; CLOD=corpo no ovério direito; CLOE=corpo liteo
ovério esquerdo; DG=diagnéstico de gestacdo. N&o houve diferenca entre os tratamentos por meio de ‘ANOVA
(P>0,05) e *Kruskal Wallis (P>0,05). Treze animais ndo apresentaram CL no momento da avaliagdo (cinco do T1,

quatro do T2, quatro do T3).

N&o houve diferenca (P>0,05) (Tab. 2) para a
taxa de gestacdo observada no presente trabalho,
sendo obtidos valores de 40%; 24%; 36%, para
T1, T2 e T3, respectivamente. Esse resultado
diverge do encontrado por Tortorelle et al.
(2013), que, apdés a administragdo de eCG,
obtiveram maior a taxa de gestacdo no grupo
com aplicacdo da eCG 48h antes da retirada do
implante (27,27%) do que no grupo que aplicou
a eCG no momento da retirada (16,0%).

A antecipacdo da aplicacdo da eCG néo
melhorou os indices de crescimento folicular e
de ovulacdo, o tamanho do CL formado e a taxa
de prenhez em vacas de leite submetidas a
protocolos de sincronizacdo de ovulacdo em
programas de IATF, sendo, entéo, recomendada
a utilizacdo da eCG no momento da retirada do
implante, por uma questdo de otimizagcdo do
manejo.
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