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RESUMO

Aécio Silveira Raymundy. Ressincronizagcdo como ferramenta para aumentar
a eficiéncia da utilizacdo de receptoras de embrides bovinos. Orientador:
Carlos Antonio de Carvalho Fernandes. 2016. 65 f.Dissertacdo (Mestrado em
Reproducéo, Sanidade e Bem Estar Animal)-UNIFENAS, 2016.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficdcia de um protocolo de ressincronizagdo na taxa
de prenhez em novilhas mesticas utilizadas como receptoras de embrido. Este
experimento foi desenvolvido em uma fazenda localizada no sudoeste de Minas Gerais.
Foi composto de duas etapas: Experimento 1. Visou avaliar a eficiéncia de 1mg de
benzoato de estradiol (BE) na sincronizacdo da onda de desenvolvimento folicular. Foram
utilizadas 40 fémeas mesticas divididas em dois grupos. G1 - 1mg de BE; e G2 - 1 ml de
soro fisiologico. As alteracbes da dinamica folicular foram acompanhadas por
ultrassonografia. A Aplicacdo de 1mg de BE se mostrou eficiente (95%) na sincronizagéo
do desenvolvimento folicular. No experimento 2, foram produzidos 275 embrides in vitro
(PIV), utilizando doadoras Gir (Bostaurusindicus) e sémen sexado da raca holandés. A
transferéncia de embrides foi sincronizada por meiode um protocolo de transferéncia de
embribes em tempo fixo (TETF): DO: dispositivo intravaginal de progesterona- DIP
(Prociclar - Brasil) mais 0,5 mg de benzoato de estradiol - BE IM; D8: remover DIP mais 0,5
mg de cipionato de estradiol - CE IM e 0,15mg de D-Cloprostenol.No dia da transferéncia
de embrides (D17), as receptoras foram avaliadas por ultrassom (Mindray - M5). Catorze
dias apds a transferéncia de embrides (TE), as receptoras foram divididas aleatoriamente
em dois grupos: G1 (n = 137) inicio do protocolo ressincronizagéo com a insergao de um
DIP e aplicagéo de 1 mg de BE, e G2 (n = 138) néo foi tratada. Esse procedimento foi
desenvolvido para avaliar o efeito da aplicacdo de estradiol no inicio da prenhez.Oito dias
mais tarde, todas as receptoras foram novamente avaliadas por ultrassom para
diagnostico de gestacdo. Nas fémeas gestantes do G1, so foi removido o DIP. As fémeas
nao gestantes nesse grupo receberam 0,5 mg de CE e 0,15 mg de D-Cloprostenol IM e
DIP foi removido. Dez dias depois, foram novamente avaliadas e aquelascapazes foram
inovuladas. No G2, o inicio do segundo protocolo TETF sé comeca depois do diagndstico
de nao prenhe. Foi comparada por X? a taxa de prenhez apés a primeira e a segunda

transferéncia de embrides e o nimero de receptoras gravidas aos 30 e 45 dias. A taxa de



prenhez apos a primeira TE ndo teve diferenca entre os grupos (P> 0,05 — 49,6% vs
48,6% para G1 e G2, respectivamente). Esseresultado confirma que a inser¢éo de um DIP
e a aplicacdo de 1 mg de benzoato de estradiol em vacas no inicio da prenhez néo
interfere na manutencdo da gestacdo. Também néo houve diferenca na taxa de prenhez
apos a segunda TE (P> 0,05 — 47,8% vs 45,1% para G1 e G2, respectivamente). Conclui-
se que o protocolo de ressincronizagédo utilizado nao interfere na manutengéo da gestacao
precoce em receptoras e pode antecipar a gestacdo, permitindo que receptoras

emprenhem num curto periodo de tempo.

Palavras Chave: Hormonios, fertilizacdo in vitro, taxa de gestacao.



ABSTRACT

AécioSilveiraRaymundy. Resynchronization as a tool for Increase the
efficiency of the use of bovine embryo recipients. Advisor: Carlos Antdnio de
CarvalhoFernandes. 2016. 65 f. Dissertation (Masters in Reproduction, Health and
Animal Welfare)- UNIFENAS, 2016.

The objective of this study was to evaluate the efficiency of a resynchronization
protocol, in the rate of pregnancy in mixed breed cattle; used as embryo recipients.
This study was conducted on a farm in the southeastern part of Minas Gerais —
Brazil, and it was divided into two experiments:Experiment 1: It had the purpose of
evaluating the efficiency of the administration of - 1mg estradiol benzoate (BE) on
the synchronization of cycle waves and follicular development. Therefore, 40 mixed
breed cows were divided into two groups; G1 — received 1lmg of estradiol
benzoate; While G2 - received 1ml of physiologic serum.The follicular
development was observed through ultrasound imaging, proved to be efficient in
(95%) of the synchronization and follicular and development.Experiment 2: 275 in
vitro embryos (PIV) were developed using Gir (BosTaurosInducus) oocytes and
Holstains cattle sexed semen. The embryo transfers were synchronized through a
protocol of embryo transfer in fixed time (TETF). Day O: insertion of progesterone
implants DIP (Prociclar — Brazil), added to 0,5mg Estradiol Benzoate (BE) IM; Day
8 — Removal of DIP implants and administration of 0,5mg of Estradiol Cypionate
CE (IM) and 0,15mg of D Cloprostenol on the day of the embryo transfers ( D17) —
All recipient animals were examined through ultrasound (Middray — M5). Fourteen
days after the embryo transfer (TE) the animals were randomly divided in two
groups: G1 ( n 137) began the protocol of resynchronization with the insertion of
the DIP implants and the application of 1mg Estradiol Benzoate (BE), and the
animals from G2 (n 138) were not treated. This procedure was developed to
evaluate the effects of the application of estradiol in the beginning of the
pregnancy. Eight days later, all recipients were once again evaluated through
ultrasound for diagnose of pregnancy. On the pregnant recipients of G1 only the



DIP implants were removed, while the non pregnant recipients received 0,5mg of
CE, and 0,15mg D-Cloprostenol IM and the implant (DIP) was also removed. Ten
days later these animals were evaluated again, and those found capable were
unovulated. On G2 was established a second TETF protocol beginning just after
the confirmation of non pregnancy. It was compared to X2 the rate of pregnancy
after first and second embryo transfers and the number of pregnant recipients on
30 and 45 days. The rate of pregnancy after the first embryo transfer (TE)
presented no difference between the groups (p>0,05 — 47,8% vs 45,1% for G1 and
G2 respectively). Therefore we can conclude that the protocol of resynchronization
does not interfere in the maintenance of early pregnancy in recipients and can
anticipate a pregnancy, allowing the recipients to become pregnant in a short

period of time.

Key words: Hormones, In Vitro fertilization, pregnancy rate.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Ao longo dos ultimos anos, o uso de novas tecnologias, especialmente, as
relacionadas com a criagao de animais tornaram-se de grande importancia para a

melhoria da producéo agricola no mundo.

A agropecuéaria foi o setor do pais que mais cresceu nos ultimos dez anos.
Em 2013, registrou um avanco de 7,47%, enquanto o PIB geral do Pais ficou em
2,52%.Em 2014 e em 2015, continuou a crescer, enquanto o PIB geral do Pais
ainda regredia. Considerando o perfil produtivo dos diferentes estados, Minas
Gerais se destaca pela producao de leite. A atividade ocupa lugar de relevancia no
agronegoécio mineiro. O Estado de Minas Gerais € o maior produtor de leite do
Brasil, sendo responsavel por 28% da producdo nacional, e possui o segundo
maior rebanho do Pais, com cerca de 19,6 milhdes de cabecas. A cadeia
produtiva leiteira € uma das atividades mais importantes no Estado, presente em
todas as regifes, empregando maodeobra (576 mil empregos diretos), gerando
excedentes comerciais, com um faturamentoproximo a R$ 2,4 bilhdes e garantindo
renda para grande parte da populacdo mineira. A pecuaria leiteira de Minas
Gerais,em sua maioria, € composta por pequenos produtores, visto que mais de
75% do volume de leite é originado dessas pequenas propriedades, que produzem
até 300 litros/dia. Infelizmente, a maioria dessas propriedades esta a margem das
tecnologias disponiveis para o setor. A melhoria da eficiéncia técnica e econémica

dessas tecnologias poderia viabilizar o uso para pequenos produtores.

O custo de manutencédo de receptoras esté entre as principais limitagbes na
utilizacdo das biotécnicas por embrides. A utilizacdo racional desses animais
interfere diretamente na viabilidade econémica dos projetos. Reduzir o tempo em
que cada receptora permanece vazia, diminuindo o tempo para sua reutilizagao
apos um inovulagdo sem sucesso, € imprescindivel para que se tenha sucesso

técnico e econdmico.

Dentre as alternativas existentes para resolver ou contornar essa situacao,

sao duas as principais: 1) A antecipacdo do diagndéstico de gestacao, utilizando a
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tecnologia Doppler Colorido, que pode diagnosticar as fémeas ndo gestantes 20
dias apos a inseminacdo. O emprego dessa tecnologia é limitado pelo custo do
equipamento e pela necessidade da quase onipresenca do técnico na
propriedade, visto que o diagndstico precisa ser feito num periodo de 13 a 14 dias
apos cada inovulacdo. 2) Protocolos de ressincronizacdo com status de prenhez
desconhecida. Nesse caso, inicia-se 0 novo protocolo de TETF antes mesmo do
diagnostico de gestacdo, que deverd ser feito ao final desse protocolo, indicando
as fémeas nado gestantes e possibilitando a reutilizacdo destas, poucos dias mais
tarde. Com esse procedimento, o intervalo de inovulacdes pode ser reduzido e,
com isso, melhorada a eficiéncia reprodutiva. Sao varios os protocolos propostos,
assim como os resultados existentes na literatura, principalmente para a IATF. A
verificacdo da adequacdo técnica e econdmica desses protocolos para as

receptoras é o motivo do trabalho em questao

2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo de ressincronizagéo para receptoras de embriéo,
visando melhoria de eficiéncia técnica e econémica de programas de multiplicacédo

genética em bovinos.

2.1 Objetivos especificos

» Verificar a eficiéncia de uma dose reduzida de benzoato de estradiol, na
sincronizagdo da onda de desenvolvimento folicular em fémeas bovinas;

» Verificar se esse produto é seguro para a utilizagdo em um protocolo de
ressincronizacdo em receptoras de embrido com situacdo de gestacao
desconhecida;

* Gerar inovacéo tecnolégica para a melhoria de eficiéncia da atividade;

» Gerar informacdes para a criacdo e para a aplicacado imediata desse protocolo.



17

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1Producao de Embrides no Brasil

O Brasil € o Pais onde a Tecnologia de embrides mais evoluiu, na espécie
bovina, nos ultimos 10 anos. Esta situacdo se explica, pois, além de um grande
rebanho bovino, existe grande necessidade de animais geneticamente superiores
(Viana et al., 2010). Para a multiplicacdo de gendtipos superiores, a técnica de
Producdo In Vitro de Embrides (PIVE) é a que permite obter os melhores
resultados e em um curto periodo. Apenas em 2012, foram produzidos e
transferidos no Brasil mais de 350.000 embrides de PIVE. Essabiotécnica
movimenta anualmente, apenas na espécie bovina, mais de R$80 milhdes.
Estima-se que o valor dos produtos gerados ultrapasse R$170 milh&es/ano.
Embora experimentando apreciavel crescimento, a utilizagdo da tecnologia de
embrides, visando a multiplicacdo de gendtipos superiores, é pequena, ao se
considerar que o Pais possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo
(mais de 190 milhdes de cabecas).

Em um programa de multiplicacdo genética de bovinos por embrides, os
custos de manutencao de receptoras estdo entre os principais, além do fato de
que a oferta destes animais em quantidade e em qualidade € um dos principais
fatores limitantes a disseminacdo da PIVE (Viana et al., 2010). Alternativas tém
sido observadas, principalmente em rebanhos leiteiros, para minimizar esses
impactos econdmicos e para aumentar a disponibilidade de receptoras de
embrido. No Brasil, cada vez mais, utilizam-se como receptoras fémeas
geneticamente inferiores, pertencentes ao préprio rebanho leiteiro onde o
programa de TE é desenvolvido. Dessa forma, aumenta a importancia do
desempenho reprodutivo, visto queas fémeas utilizadas como receptoras tém,
nesse modelo, a fungdo da manutencéo da producéo de leite da propriedade.

Diante desse cenario, a eficiéncia reprodutiva das receptoras ficou ainda mais
importante. Para evitar perdas, alternativas tem sido propostas, visando ao uso

racional das fémeas que recebem o0s embribes. Os protocolos de
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ressincronizacdo, embora em baixa escala, ja utilizados para aumentar a taxa de
animais servidos em programas de inseminacéo artificial (IA), podem ser também
aplicados quando as fémeas s&o servidas com embrides em um programa de TE.
Na ressincronizacdo, o novo protocolo é iniciado mesmo antes do diagndstico de
gestacao, visando ao ganho de tempo com reducdo no tempo que as fémeas nao

gestantes permanecem nao servidas (Sa Filho et al., 2014).

3.2Sincronizagéo de estro e ovulagdo

Em programas de biotecnologias reprodutivas com uso da IA, a deteccao
do estro por meio de observacéo tornou-se um dos principais desafios no emprego
da técnica (Lopez et al., 2004). Essa limitacdo motivou que estudos relacionados
ao controle do ciclo estral da vaca fossem desenvolvidos com intuito de buscar
maior praticidade na técnica. Com o advento da ultrassonografia e com a
possibilidade de conhecer a dinamica das ondas foliculares, a entdo ideia de

controlar o ciclo estral das vacas tornou-se mais préxima do real.

Os programas hormonais de sincronizacdo sao ferramentas que
possibilitam a utilizacdo da IA com a finalidade de concentrar a maodeobra
utilizada na propriedade, de sincronizar e de induzir a ciclicidade dos animais, de
diminuir 0s efeitos ambientais e da amamentacao, e

consequentemente,melhorarem as taxas de prenhez (Neves et al, 2010).

Existem diversas formas possiveis para controlar o desenvolvimento
folicular em bovinos. O surgimento de novas ondas foliculares tem sido
influenciado por procedimentos mecanicos ou por tratamentos hormonais
(Baruselliet al., 2002).

Nos dias de hoje, é possivel ter um controle sobre o ciclo estral da vaca de
forma eficiente, 0 que nos permite sincronizar o crescimento folicular e induzir a
ovulagdo de um foliculo dominante em um momento conhecido, permitindo a

inseminacdo em um dia pré-determinado sem necessidade de observar o cio



19

(Baruselliet al, 2004). A sincronizacdo pode ser empregada em vacas de qualquer

idade, independentemente de estarem ciclicas ou em anestro (Béet al, 2003).

A combinacdo de progesterona e benzoato de estradiol € um dos mais
comuns protocolos de sincronizacdo, que tem por objetivo promover a atresia do
foliculo dominante e o recrutamento de uma nova onda folicular 4 dias apos
administracdo destes hormoénios. Entretanto o estado do ovario no inicio do
protocolo de sincronizagdo pode ser fator variavel para os resultados finais. Ha
dados mostrando que protocolos de sincronizagao da ovulagéo (IATF) sdo mais
eficientes quando iniciados em fases determinadas do ciclo estral (Vasconcelos et
al, 1999;. Moreira et al., 2000).

O controle exdgeno do desenvolvimento folicular e luteo facilita a aplicacéo
de tecnologias de reproducéo assistida em bovinos, oferecendo a possibilidade de
planejar a superestimulacdo das doadoras e a sincronizag&o de receptoras em um
tempo fixo, sem a necessidade de deteccdo de estro e sem resultados

insatisfatorios (Boéet al., 2002).

Os tratamentos mais utilizados para a sincronizacdo de receptoras
consistiam na administracdo de duas doses de PGF2a com intervalos de 11 a 14
dias. Com isso, se todas as receptoras estiverem ciclando, em torno de 80% delas
apresentariam sinais de estro 5 dias apds o tratamento. Entretanto, devido a baixa
acuracia na deteccdo do estro, apenas 50% das receptoras tratadas serao
detectadas em cio, apresentardo CL e receberdo um embrido sete dias apds o
estro. Porém se viu que a incorporacdo de técnicas para o controle da dinamica
das ondas foliculares reduziria a variabilidade ao tratamento de doadoras em
diferentes estagios do ciclo estral, notando-se que esquemas de sincronizacao de
estro baseados tanto no controle luteinico quanto no controle folicular do ciclo
estral permitem a IA em tempo fixo e eliminam a necessidade de deteccéao de

estro em receptoras (Boet al, 2004).

O estradiol e a progesterona sao amplamente utilizados para protocolos de

superestimulacdo com producdo de embribes equivalente ao de vacas doadoras
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superovuladas,empregando-se a tradicional abordagem com inicio de oito a doze
dias apos o estro. Estas possuem como resultados taxas de prenhez comparaveis
aquelas obtidas com embrides transferidos sete dias apos a observacao do estro
(Béet al., 2002).

Apesar de a variabilidade na resposta ter continuado a ser um dos
problemas mais frustrantes associados com sincronizacdo de estro e com
programas de superovulacdo em bovinos (Baruselliet al., 2002), o estradiol e a
progesterona combinados com PGF2a e eCG (dado 1 dia depois da hora prevista
de emergéncia da onda) resultaram em altas taxas de ovdcitos selecionados para
a transferéncia (84,6%) e uma prenhez de 48,7% (B0 et al., 2002).

Dentre os hormonios utilizados no tratamento hormonal em vacas no pos-
parto, estdo os progestagenos, os derivados do 17-f estradiol, o eCG, o FSH, a
PGF2a , e o0 GnRH. As associacdes feitas com esses hormdnios visam aumentar
a fertilidade do estro induzindo com precisdo o momento da ovulacdo quando a
IATF ou a TETF é utilizada (Neves et al, 2010).

3.2.1 Progesterona e progestagenos

Os progestagenos sdo de grande importancia, visto que diminuem a
ocorréncia de ciclos curtos ap6s a primeira ovulacdo e ajudam a restabelecer a
ciclicidade (Perry et al., 2004; Sa Filho et al., 2009a,b). Os ciclos curtos devidos a
lutedlise prematura séo decorrentes de uma liberacdo precoce de PGF2a por um
namero insuficiente de receptores de progesterona no endométrio (Zollerset al.,
1993).

Quando os progestagenos sdo administrados de forma continua, entre
cinco e nove dias, inibem a secre¢cdo de LH. A partir do momento em que a
exposicdo a esse hormonio é interrompida, ocorre uma onda de LH capaz de
induzir o crescimento do foliculo pré-ovulatorio, culminando com a ovulacao.
Contudo a utilizacdo dessesprogestagenos de forma indevida pode levar a
formacdo de foliculos persistentes. A partir dessa dominéncia persistente, o
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desenvolvimento dos foliculos torna-se desorganizado e quase sempre seus

ovacitos sdo inférteis (Fortune & Rivera, 1999).

Como resultado dos inumeros aspectos positivos da utilizacdo de
progestinas, pesquisas consideraveis tém sido realizadas para desenvolver
tecnologias que rednam as vantagens proporcionadas pela progesterona,
evitando-se ao mesmo tempo 0s aspectos negativos do crescimento folicular
alterado (Burke, 2003).

A progesterona tem papel determinante no desenvolvimento embrionario,
pois a concentragdo circulante deste horménio durante o periodo de
reconhecimento materno da gestacao é correlacionada com a taxa de crescimento
embrionario, com a producédo de INT- T e com a taxa de prenhez (Strongeet al.,
2005; McNeill et al., 2006). Estudos ja foram realizados na tentativa de aumentar
as concentragfes circulantes de progesterona a partir da insercdo de implantes
intra-vaginais em diferentes dias apds inseminagcdo (Mann et al., 2006; Carter et
al., 2008; Beltman et al., 2009).

3.2.2 Estradiol

O estradiol é uma excelente ferramenta para induzir a atresia de foliculos
do ovério (Bo et al., 1995a e 1995b). Com a finalidade de evitar a persisténcia
folicular, derivados do 17-B estradiol sao utilizados em conjunto com o0s
progestagenos na sincronizacao, pois levam a regresséo do foliculo dominante e
promovem um novo recrutamento folicular, caracterizando uma nova onda folicular

com grande potencial de fertilidade (B0 et al., 2000).

Os derivados do 17p — estradiol utilizados com maior frequéncia sado o
benzoato de estradiol (BE) e o cipionato do estradiol (CE). Esses horménios levam
a regressdo de foliculos LH-dependentes por sua interacdo com a P4 e FSH
dependentes por si s6 (Martinez et al., 2005), promovendo uma nova onda
folicular apos 4 e/ou 3 dias de sua aplicacéo (Bo6 et al., 2000).Porém, ambos sao

diferentes quanto a sua utilizacdo, pois possuem meias-vidas distintas. O
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Benzoato de Estradiol € sabidamente uma preparacao farmacoldgica de tempo de
meia-vida mais curto que o Cipionato de Estradiol. Isso significa que o benzoato
de estradiol tem um tempo de atuacdo mais pontual, fazendo com que sua

atuacao seja mais sincronica que o cipionato (Andrade et al. 2012).

Varios trabalhos demonstram que a utilizacdo de BE ou de CE mostra-se
eficiente quando estes sdo empregados como indutores de ovulacdo, com

semelhancas em relagéo a dindmica folicular.

A escolha do cipionato de estradiol em substituicdo ao benzoato de
estradiol ndo compromete os indices de concepcao dos animais inseminados 48h
(manha) ou 54h (tarde) ap6s a remocao da progesterona, no entanto sua escolha
torna a execucdo dos protocolos mais simplificada, proporcionando uma reducéo
no numero de manejo do protocolo e, consequentemente, um menor custo
logistico e operacional. Essa extensdo no intervalo para a realizacdo das
inseminac¢des (manhé e tarde) revela-se como uma alternativa aos modelos de
gestdo no uso dessa biotecnologia, permitindo a inclusdo de um maior nimero de
animais submetidos a um protocolo e inseminados no mesmo dia (Andrade et al.
2012). Vale ressaltar que a escolha do protocolo a seguir deve ser realizada de
acordo com caracteristicas pertinentes de cada propriedade.

Contudo, a aplicacdo do estradiol para sistemas de controle de estro se
estende para além da capacidade de regular o processo da dinamica folicular. O
estradiol também pode ser utilizado para sincronizar os eventos de estro e da
ovulacdo apOs a retirada da progestina.Para qualquer indicacdo, os efeitos de
estradiol s&o mediados através do eixo gonadotropico, com a presenga ou com a
auséncia de progesterona para a determinacdo do tipo de resposta eliciada pelo
estradiol (Burke, 2003).

Em um estudo, foi comparada a eficacia do BE, em doses de 0,5, 1 ou 2 mg
/ 500 kg de peso corporal para induzir a regressdo da onda folicular em vacas.
Como resultado, tanto 1 e como 2 mg de BE foram altamente eficazes (Bogacz et
al., 2000).
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A capacidade do estradiol para induzir nova onda folicular € dependente
das concentracbes de progesterona em circulacdo. Isso foi claramente
demonstrado em vacas que receberam uma injecdo de 1 mg de BE no dia 13 do
ciclo estral e depois receberam tratamento adicional, de uma dose luteolitico de
PGF2a quer 0, 24 ou 48 h apds a injecdo de benzoato de estradiol (Burke et al.,
1997).

3.2.3 Gonadotrofinas

A gonadotrofina coribnica equina (eCG) € produzida pelos calices
endometriais das éguas entre os dias 40-120 de gestacdo. Sua funcdo primordial
€ estimular a manutencdo do corpo liteo primario e promover uma luteinizacdo
dos foliculos secundarios, formando, assim, corpos lateos acessoérios que ajudam
a elevar a concentracdo de P4 até que a placenta seja a fonte principal da
producdo deste hormoénio (Senger, 2003). Quando aplicado em fémeas bovinas,
possui acdo nos receptores LH e FSH, estimulando a esteroidogénese e o
crescimento folicular (Duffyet al., 2004; Senger, 2003).

Quando o eCG ¢ aplicado antes da retirada dos progestagenos e em doses
baixas, o foliculo dominante adquire maiores dimensdes apds a suspensao do
tratamento com progestagenos (Loguércio, 2005). Seu uso é necessario para
animais com baixa condi¢cdo corporal (CC <3), provavelmente devido a alta
frequéncia de anestro encontrada nesta categoria (Baruselliet al., 2004b). Contudo
algumas pesquisas recentes estudam a possibilidade da substituicdo do eCG por
uma unica aplicacdo de FSH (Nascimento et al., 2007a,b; Santos et al., 2007a,b;
Valentin et al., 2008).

O horménio foliculo estimulante (FSH) € uma glicoproteina secretada pela
adeno-hipdfise. No foliculo, o FSH age em sinergismos com o estradiol para
aumentar o numero de receptores nas células da granulosa, onde desempenha
papel na formacdo do antro e estimula a proliferagéo celular na granulosa (Ayres,
2011).
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O FSH é responsavel pelo estimulo da producéo de estradiol pelos foliculos
ovarianos, pois a elevacao das concentragdes de FSH desencadeia o aumento da
conversdo de andrégenos em estrégeno por meiodo aumento da atividade da
enzima aromatase(Spinosa et al., 2006). Sua acdo pode sofrer variacdo de acordo
com alguns fatores como pureza do horménio, quantidade de gonadotrofina
administrada, via e local de administracdo, quantidade de gordura subcutanea
(Gonzaleset al., 1990; Bo et al., 1994).

3.2.4 Prostaglandinas e analogos

Prostaglandinas, com suas diversas fun¢des, sdo sinais quimicos celulares
lipidicos similares a horménios, porém gue ndo entram na corrente sanguinea,
atuando apenas na prépria célula e nas células vizinhas. Sua secre¢do no

endométrio é regulada pelo estrogeno e pela progesterona (Spinosaet al., 2006).

A sincronizacédo do estro, por meioda aplicacdo de agentes luteolitico, como
a prostaglandina (PGF2a), ou seus analogos, tem sido amplamente utilizada, tanto
em casos de monta natural, de inseminacdo artificial, como na técnica de
transferéncia de embrides (TE), para a qual é imprescindivel. Trata-se de um
método pratico e que induz um estro de fertilidade comparada ao

natural(Fernandes, 1994).

Sabe-se que, além da presenca de um corpo lateo funcional, a eficiéncia do
processo luteolitico varia de acordo com a fase do ciclo estral na qual a fémea se

encontra quando recebe o produto com esta finalidade (Spinosaet al., 2006).

A variacdo da sensibilidade do corpo lateo aos analogos da prostaglandina
depende do dia do ciclo. Do estro até cerca de seis dias ap0s este evento, a
sensibilidade a prostaglandina e seus analogos no corpo liteo € minima. Assim
sendo, a resposta aos indutores de lutedlise é irriséria. Entre seis e dez dias do
ciclo estral, a literatura indica uma elevagao gradativa da sensibilidade. Nessa
fase, o corpo luteo passa a ser sensivel, além de apresentar resposta dependente

da dose de produto utilizada para induzir a lutedlise. A partir de doze dias apos o
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estro, a sensibilidade atinge seu limite e assim permanece até o periodo da

lutedlise natural (Spinosaet al., 2006).

3.2.5 Hormoénio liberador de gonadotrofinas

O hormaonio liberador de gonadotrofina (GnRH) é um horménio polipeptidico
sintetizado pelo hipotalamo, que age sobre a hipofise e leva a liberacdo dos
horménios LH e FSH; como consequéncia, o0 GnRH é responsavel por regular
indiretamente a atividade gonadal por meio de estimulos da secrecdo de LH e
FSH pela hipéfise. A frequéncia e a amplitude dos pulsos de GnRH e
gonadotrofinas sdo responsaveis pelo controle da atividade gonadal e,

consequentemente, das funcdes reprodutivas (Spinosa et al., 2006).

A frequéncia e a amplitude dos pulsos de secrecdo de GnRH dependem de
neuromodulacdes e podem variar de acordo com a maturagdo sexual e com a

fase do ciclo reprodutivo (Spinosa et al., 2006).

3.2.6 Ressincronizacao

Rotineiramente, com o0 uso da IA convencional, apés aobservacao de estro,
sdo apontados dados de que em torno de 55% a 70% de vacas leiteiras nao
conseguem emprenhar com a IA e devem ser reinseminadas (Santos et al., 2004).

Vérios programas de sincronizacdo tém sido aplicados em vacas leiteiras com
0 objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva diminuindo o intervalo de partos.
No entanto, na maioria das vezes, as vacas precisam ser identificadas como nao
prenhes para depois sofrerem um programa de ressincronizacao (Sinedinoet al.,
2014), o que é realizado tradicionalmente em torno de 35 a 40 dias ap0s a IA por
palpacéo transretal para identificacdo da vesicula amniotica, ou com 27 dias apos
IA com o auxilio da ultrassonografia (Silva et al., 2007).

Em protocolos de IATF comum ou mesmo em programas de TE, a
reinseminagdo ou reinovulagéo, respectivamente, s6 acontecem em torno de 35

dias ap6s a primeira tentativa (Galvao et al., 2007). Com o objetivo de minimizar
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esse intervalo entre a primeira e a segunda inseminacao/inovulacédo, métodos de
ressincronizacdo precoce sdo empregados (Caravielloet al., 2006).

O diagnostico de gestacdo precoce seguido de ressincronizacdo jA € uma
ferramenta eficiente para otimizar o gerenciamento de uma propriedade, reduzindo
o0 tempo até a gestacdo (Melendez et al., 2006), porém a atividade ainda exige
menores intervalos para diminuir perdas, o que pode ser feito com a
ressincronizacdo premeditada ao diagnéstico de gestacao.

Diferentes protocolos de ressincronizacdo tém sido propostos para gado de
leite (Cavalieri et al, 2007; Green et al., 2010) e corte (Colazo et al., 2006, Sa Filho
et al., 2013). Todos, porém, visam & melhoria da eficiéncia de programadas de IA.
Como os protocolos para IA e TE apresentam semelhancas, metodologias
semelhantes poderiam ser utilizadas para receptoras de embrido.

A principal questdo técnica dos protocolos de ressincronizacao, iniciados
em fémeas com situacdo de gestacdo desconhecida, ou seja, antes do diagndstico
de prenhez, diz respeito a aplicacdo de produtos em fémeas no inicio da gestacdo
(Galvao et al., 2007). Alguns protocolos que utilizam analogos do GnRH para
sincronizacdo vém sendo propostos (Mendonca et al.,, 2012), pois estas
substancias tém pouco ou nenhum potencial de interferir na manutencao da
gestacdo (Chebel et al., 2003). De acordo com Cavalieri et al. (2007), os
protocolos que utilizam ésteres de estradiol para a sincronizacdo da onda de
desenvolvimento folicular merecem atencéo especial. A literatura é controversa no
sentido de indicar a seguranca desse produto em fémeas gestantes. Alguns
estudos indicam que ésteres de estradiol, aplicados no meio do diestro (dias 13-14
pés ovulagdo), podem comprometer a capacidade do corpo Iuteo em produzir
progesterona (El-Zarkouny et al., 2004) e reduzir a taxa de gestagado. Outros,
porém (Sa Filho et al., 2013), ndo mostram qualquer efeito deletério. Devido as
variacbes das doses e dos analogos do estradiol, ndo se permite muitas vezes
comparar os resultados dos diferentes estudos.

Segundo Baruselliet al. (2012), esse tipo de protocolo, utilizando ésteres de
estradiol, é o mais efetivo e utilizado em animais de genética zebuina ou mesticos,

categoria comum como receptoras no Brasil.
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Iniciar protocolos ovsynch antes ou apos o diagnostico de gestacdo é uma
estratégiausada para sincronizar a ovulacao para IATF em vacas leiteiras. Essa
abordagem tem sido amplamente bem sucedida com benzoato de estradiol porque
este garante a inseminacao das vacas em um prazo razoavel sem detectar estro
(Giordano et al., 2015).

Contudo, o estradiol € conhecido por estimular a presenca de receptores de
ocitocina e por potencializar sua ac¢do no Uutero, liberando prostaglandina e
desencadeando a lutedlise. Entretanto, segundo Sa filho et al. (2013) e B0 et al.
(2002), é possivel utilizar 1 mg de BE no dia 22 apds a primeira 1A, mesmo com
estado de prenhez ainda ndo confirmado, para voltar a sincronizar novilhas e

vacas sem efeitos prejudiciais em uma prenhez pré-estabelecida.

El-Zarkouny e Stevenson (2004) e Munroet al. (1985) relatam que a
administracdo de BE no meio do ciclo estral, em algumas categorias de vacas,
para ressincronizacdo do estro, comprometeu a capacidade do CL em produzir
progesterona e diminuiu a porcentagem de prenhez. ARAUJO et al. (2009)
afirmam que estrogenos exdgenos sao indutores de lutedlise, podendo aumentar

as perdas embrionarias em fémeas que estejam prenhes.

Galvdo et al. (2007) e Stevenson et al. (2003) sustentam que a
administracdo de estrogeno no momento da remocdo do implante de
progesterona, no dia 20 ou 21 apos a primeira IA, ndo tem efeitos negativos sobre
qualquer prenhez pré-estabelecida. Isso deve estar relacionado com 0 mecanismo
luteolitico o qual o estrogeno pode desencadear,porja estar estabilizado no inicio
gestacao (20 dias pés inseminacao), com o reconhecimento materno da gestacao
(Araujo et al. 2009, Robinson et al. 2001 e Bazer et al. 2009).

Outro método para ressincronizacdo de vacas antes do diagndstico de
gestacdo é a aplicacdo de GnRH sete dias antes do diagndstico de gestacao, e
caso este seja negativo, completa-se o protocolo (Chebel et al., 2003). Porém,
guando avaliado sua eficiéncia, a utilizacdo de 1 mg de BE tem maior eficiéncia do

que a utilizacdo de GnRH na ressincronizacao (Sa filho et al, 2013).
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Segundo Galvao et al. (2007), taxas de prenhez semelhantes entre D31 e
D61 apls a IA, entre programas de ressincronizagdo, em que se tratou vacas
leiteiras em lactagdo e com status de prenhez desconhecida, ndo houve efeito
sobre a possivel gestacdo quando utilizada insercdo de progesterona, ECP e
GnRH.

Em programas de IATF,Chenaultet al. (2003) relatam que o uso do CIDR de
14 a 21 dias poOs a inseminagdo melhora a sincroniza¢do do retorno ao estro e
melhora a taxa de prenhez em vacas reinseminadas, pois ha um aumento da
sobrevivéncia embrionaria quando se utilizam implantes de progesterona em

protocolos de ressincronizagao (14 a 21 dias pos IA) (Chebel et al., 2006).

A alta concentracdo de progesterona antes da inseminacao artificial
melhora as taxas de prenhez devido a melhor sincronizacédo da ovulacéo e produz
embrides de melhor qualidade (Denicolet al., 2012; Galvao et al., 2004). Vacas
submetidas a programa de ovysinch podem se beneficiar quanto a aplicacdo de
progesterona, uma vez que o risco do alto metabolismo de progesterona e a
insuficiéncia litea podem suprimir a fertilidade em vacas de alta producéo leiteira
(Sangsritavonget al., 2002), visto que a fungdo uterina é prejudicada por baixas
concentragbes de progesterona (Cerri et al., 2011). Em dois estudos feitos
recentemente por Bisinottoet al. (2010) e Dewey et al. (2010), com progesterona

complementar, houve um aumento de 7% a 10% na taxa de prenhez.

Curiosamente, a inser¢cdo de progesterona em vaca com status de prenhez
desconhecida aumenta a taxa de concepcdo (Chebelet al., 2006). O efeito
negativo da insercéo intravaginal de progesterona esta apenas relacionado a um
qguadro de vaginite e possivel metrite ascendente, que pode levar a uma baixa

taxa de gestacdo (Chenaultet al., 2003), o que é pouco percebido na literatura.
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RESSINCRONIZAQAO COMO FERRAMENTA PARA AUMENTAR A EFICIENCIA
DA UTILIZAC}AO DE RECEPTORAS DE EMBRIOES BOVINOS
Reshyncronization as a toll to improve the efficiency of bovine embryo transfer

recipients utilization

Raymundy, A.S.; Garcia, J.A.D.% Fernandes, C.A.C.?
! _ Mestrando Unifenas — Rod. MG 179, km 0, Alfenas, MG Brasil,

aecio 4 5@yahoo.com.br: ? - Prof. Unifenas.

RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de um protocolo de ressincroniza¢éo na taxa
de prenhez em novilhas mesticas utilizadas como receptoras de embrido. Este
experimento foi desenvolvido em uma fazenda localizada no sudoeste de Minas Gerais.
Foi composto de duas etapas: Experimento 1: Visou avaliar a eficiéncia de 1mg de
benzoato de estradiol (BE) na sincronizacdo da onda de desenvolvimento folicular. Foram
utilizadas 40 fémeas mesticas divididas em dois grupos. G1 - 1mg de BE; e G2 - 1 ml de
soro fisiologico. As alteracbes da dindmica folicular foram acompanhadas por
ultrassonografia. A Aplicacéo de 1mg de BE se mostrou eficiente (95%) na sincronizagcéo
do desenvolvimento folicular. No experimento 2, foram produzidos 275 embrides in vitro
(PIV), utilizando doadoras Gir (Bostaurusindicus) e sémen sexado da raca holandés. A
transferéncia de embrides foi sincronizada por meio de um protocolo de transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF): DO: dispositivo intravaginal de progesterona- DIP
(Prociclar - Brasil) mais 0,5 mg de benzoato de estradiol - BE IM; D8: remover DIP mais 0,5
mg de cipionato de estradiol - CE IM e 0,15mg de D-Cloprostenol.No dia da transferéncia
de embriGes (D17), as receptoras foram avaliadas por ultrassom (Mindray - M5). Catorze

dias apos a transferéncia de embrides (TE), as receptoras foram divididas aleatoriamente


mailto:aecio_4_5@yahoo.com.br

41

em dois grupos: G1 (n = 137) inicio do protocolo ressincronizacdo com a inser¢éo de um
DIP e aplicagéo de 1 mg de BE, e G2 (n = 138) néo foi tratada. Esse procedimento foi
desenvolvido para avaliar o efeito da aplicacdo de estradiol no inicio da prenhez.Oito dias
mais tarde, todas as receptoras foram novamente avaliadas por ultrassom para
diagndstico de gestacdo. Nas fémeas gestantes do G1, so6 foi removido o DIP. As fémeas
nao gestantes nesse grupo receberam 0,5 mg de CE e 0,15 mg de D-Cloprostenol IM e
DIP foi removido. Dez dias depois, foram novamente avaliadas e aquelas capazes foram
inovuladas. No G2, o inicio do segundo protocolo TETF s6 comeca depois do diagndstico
de nao prenhe. Foi comparada por X? a taxa de prenhez apés a primeira e a segunda
transferéncia de embriées e 0 nimero de receptoras gravidas aos 30 e 45 dias. A taxa de
prenhez apods a primeira TE ndo teve diferenca entre os grupos (P> 0,05 — 49,6% vs
48,6% para G1 e G2, respectivamente). Esse resultado confirma que a inser¢éo de um
DIP e a aplicacdo de 1 mg de benzoato de estradiol em vacas no inicio da prenhez nao
interfere na manutencéo da gestacdo. Também néo houve diferenca na taxa de prenhez
apos a segunda TE (P> 0,05 — 47,8% vs 45,1% para G1 e G2, respectivamente). Conclui-
se que o protocolo de ressincronizacgdo utilizado nao interfere na manutencdo da gestacao
precoce em receptoras e pode antecipar a gestacdo, permitindo gue receptoras

emprenhem num curto periodo de tempo.

Palavras Chave: Hormonios, fertilizagdo in vitro, taxa de gestacao.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of a resynchronization
protocol, in the rate of pregnancy in mixed breed cattle; used as embryo
recipients.

This study was conducted on a farm in the southeastern part of Minas Gerais —
Brazil, and it was divided into two experiments:Experiment 1: It had the purpose
of evaluating the efficiency of the administration of - 1mg estradiol benzoate

(BE) on the synchronization of cycle waves and follicular development.
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Therefore, 40 mixed breed cows were divided into two groups; G1 — received
1mg of estradiol benzoate; While G2 — received 1ml of physiologic serum.The
follicular development was observed through ultrasound imaging, proved to be
efficient in  (95%) of the synchronization and follicular and
development.Experiment 2: 275 in vitro embryos (PIV) were developed using
Gir (BosTaurosIinducus) oocytes and Holstains cattle sexed semen. The
embryo transfers were synchronized through a protocol of embryo transfer in
fixed time (TETF). Day O: insertion of progesterone implants DIP (Prociclar —
Brazil), added to 0,5mg Estradiol Benzoate (BE) IM; Day 8 — Removal of DIP
implants and administration of 0,5mg of Estradiol Cypionate CE (IM) and
0,15mg of D Cloprostenol on the day of the embryo transfers ( D17) — All
recipient animals were examined through ultrasound (Middray — M5). Fourteen
days after the embryo transfer (TE) the animals were randomly divided in two
groups: G1 ( n 137) began the protocol of resynchronization with the insertion
of the DIP implants and the application of 1mg Estradiol Benzoate (BE), and the
animals from G2 (n 138) were not treated. This procedure was developed to
evaluate the effects of the application of estradiol in the beginning of the
pregnancy. Eight days later, all recipients were once again evaluated through
ultrasound for diagnose of pregnancy. On the pregnant recipients of G1 only
the DIP implants were removed, while the non pregnant recipients received
0,5mg of CE, and 0,15mg D-Cloprostenol IM and the implant (DIP) was also
removed. Ten days later these animals were evaluated again, and those found
capable were unovulated. On G2 was established a second TETF protocol
beginning just after the confirmation of non pregnancy. It was compared to X2
the rate of pregnancy after first and second embryo transfers and the number of
pregnant recipients on 30 and 45 days. The rate of pregnancy after the first
embryo transfer (TE) presented no difference between the groups (p>0,05 —
47,8% vs 45,1% for G1 and G2 respectively). Therefore we can conclude that
the protocol of resynchronization does not interfere in the maintenance of early
pregnancy in recipients and can anticipate a pregnancy, allowing the recipients

to become pregnant in a short period of time.
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INTRODUCAO

Em um programa de multiplicacdo genética de bovinos por embrides, os
custos de manutencdo de receptoras estdo entre os principais, além de que a
oferta destes animais em quantidade e qualidade € um dos principais fatores
limitantes a disseminacdo da PIVE (Viana et al.,, 2010). Alternativas tém sido
observadas, principalmente em rebanhos leiteiros, para minimizar esses impactos
econdmicos e aumentar a disponibilidade de receptoras de embrido. No Brasil,
cada vez mais, utiliza-se como receptoras fémeas com baixo mérito genético,
pertencentes ao proprio rebanho leiteiro em que o programa de TE é
desenvolvido. Dessa forma, aumenta a importancia do desempenho reprodutivo,
visto que as fémeas utilizadas como receptoras tém a funcdo de manter a
producao de leite da propriedade.

Diante desse cenario, a eficiéncia reprodutiva das receptoras ficou ainda
mais importante. Para evitar perdas, alternativas tém sido propostas, visando ao
uso racional das fémeas que recebem os embrides. Os protocolos de
ressincronizacdo, embora em baixa escala, ja utilizados para aumentar a taxa de
animais servidos em programas de inseminacao artificial (IA), podem ser também
aplicados quando as fémeas sao servidas com embrides em um programa de TE.
Na ressincroniza¢do, o novo protocolo é iniciado mesmo antes do diagndstico de
gestacdo, visando a reducdo no tempo em que as fémeas nao gestantes
permanecem nao servidas (Sa Filho et al., 2014).

Varios programas de sincronizacdo tém sido aplicados em vacas leiteiras
com o objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva, diminuindo o intervalo de
partos. No entanto, na maioria das vezes, as vacas precisam ser identificadas
como ndo prenhes para depois sofrer um programa de ressincronizagéo

(Sinedinoet al., 2014), o que é realizado tradicionalmente em torno de 35 a 40 dias
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apos a IA por palpacéo transretal para a identificacdo da vesicula amniotica, ou
com 27 dias apés IA com o auxilio da ultrassonografia (Silva et al., 2007).

Em protocolos comuns, a reutilizagdo dos animais s6 acontece em torno de
35 dias apos a primeira tentativa (Galvao et al., 2007). Na pretensédo de minimizar
esse intervalo entre a primeira e a segunda inseminacéo/inovulacdo, métodos de
ressincronizacao precoce sao empregados (Caravielloet al., 2006).

A principal questao técnica dos protocolos de ressincronizagdo, iniciados
em fémeas com situacao de gestacado desconhecida, ou seja, antes do diagnostico
de prenhez, diz respeito a aplicacdo de produtos em fémeas no inicio da gestacao
(Galvao et al., 2007). Alguns protocolos que utilizam analogos do GnRH para
sincronizagdo tém sido propostos, pois essas substancias possuem pouco ou
nenhum potencial de interferir na manutencéo da gestacao (Chebel et al., 2003).
De acordo com Cavalieri et al. (2007), os protocolos que utilizam ésteres de
estradiol para sincronizacdo da onda de desenvolvimento folicular merecem
atencéo especial.

A literatura € controversa no sentido de indicar a seguranca desse produto
em fémeas gestantes. Alguns estudos indicam que ésteres de estradiol, aplicados
no meio do diestro (dias 13-14 pd4s ovulacdo), podem comprometer a capacidade
do corpo luteo em produzir progesterona (El-Zarkouny et al., 2004) e reduzir a taxa
de gestacdo. Outros, porém (Sa Filho et al., 2013), ndo mostram qualquer efeito
deletério. Devido as variacbes das doses e dos analogos do estradiol, ndo se
permite muitas vezes comparar os resultados dos diferentes estudos.

Os objetivos deste estudo sao inicialmente verificar a eficiéncia de uma
dose reduzida de benzoato de estradiol, na sincronizagcdo da onda de
desenvolvimento folicular em fémeas mesticas. Em uma segunda etapa, verificar
se esse produto € seguro para a utilizacdo num protocolo de ressincronizacéo em
receptoras de embrido com situacdo de gestacdo desconhecida e também a

eficiéncia desse protocolo em antecipar a gestagéo.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em dois experimentos. Inicialmente,na primeira
etapa,(exp. 1) procurou-se determinar a eficiéncia de utilizacdo de 1mg de
benzoato de estradiol (BE) para a sincronizacdo da onda de desenvolvimento
folicular. Na segunda etaoa(exp. 2), foi avaliado o efeito de um protocolo de
ressincronizacdo, em fémeas com situacado de gestacdo desconhecida, ou seja,
iniciado antes do diagndstico de gestacdo em receptoras de embrido. Em ambos
0S experimentos, utilizaram-se fémeas bovinas mesticas, sem raca definida,
manejadas em pastagem de Brachiariabrizanta, suplementadas com mistura
mineral comercial e agua ad libitum.

Experimento 1. Neste experimento, foram utilizadas 40 fémeas,
previamente sincronizadas,sendo 20 vacas e 20 novilhas. Somente foram
utilizadas fémeas ciclando, caracterizadas pela presenca de um corpo lateo. Os
animais tiveram o diametro do maior foliculo mensurado por ultrassonografia no
inicio do estudo, quando foram divididas de acordo com essa mensuracao em dois
grupos homogéneos. BE (N=20) receberam implante de progesterona e 1mg de
benzoato de estradiol Intramuscular, e SF (N=20) implante de progesterona e 1mL
de soro fisiolégico. Para avaliar a ocorréncia de atresia, o diametro do maior
foliculo foi novamente mensurado nos dias 2 e 3 apds os tratamentos. Outras
avaliacdes ultrassonograficas foram feitas nos dias 4 e 5, visando detectar a
emergéncia de uma nova onda de desenvolvimento folicular. Considerou-se a
onda sincronizada quando houve redugéo do diametro do foliculo dominante entre
DO e D3 e a presenca de um foliculo com didmetro superior a 4mm em
desenvolvimento entre D4 e D5. Todas as avaliagdes foram realizadas com um
equipamento de ultrassonografia portatil e transdutor linear transretal de 5,0MHz
(Mindray™ — M5).

Experimento 2: Foram utilizadas 396 fémeas mesticas, ciclicas, que
tiveram a ovulagdo sincronizada pelo seguinte protocolo de transferéncia de
embribes em tempo fixo (TETF): DO — colocagcdo de implante vaginal de

progesterona e aplicacdo de 1mg de BE; D8 — retirada do implante, aplicacédo de
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0,15mg de D-cloprostenol e 0,5mg de Cipionato de estradiol. Em D18, os animais
foram avaliados por ultrassonografia e aqueles com corpo luteo (Fernandes e
Velasquez, 1997) foram inovulados com embrides produzidos in vitro (PIVE),
originados de doadoras da raca Gir e sémen sexado de touros da raca holandeses
(HPB). Das fémeas inicialmente preparadas, 275 receberam embribes em D18.
Em D32, essas receptoras foram aleatoriamente divididas em dois grupos: RES
(N=137), e receberam outro implante vaginal de progesterona e aplicagao de 1mg
de BE. O grupo CONT (N=138) que ndo receberam nenhum tratamento. Todas as
fémeas foram submetidas ao diagnéstico de gestacdo em D40. Nesse dia, as
fémeas do grupo RES que foram diagnosticadas gestantes tiveram o implante
removido. Aquelas diagnosticadas ndo gestantes, além do implante retirado,
receberam aplicacdo de 0,15mg de D-cloprostenol e 0,5mg de Cipionato de
estradiol. Estas foram reavaliadas em D50, por meio da ultrassonografia, e
aquelas com corpo lateo foram novamente inovuladas nessa data.

Nas receptoras do grupo CONT com diagndstico ndo gestante, iniciou-se
em D40 um novo protocolo de TETF, exatamente como o anterior, e aquelas com
corpo lateo 18 dias apods o final do protocolo (D58) foram novamente inovuladas.

O esquema de tratamento de ambos 0s grupos esta na Figura 1.

Figura 1: Esquema de tratamento dos animais nos diferentes grupos.
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Apoés 22 dias da 22 inovulacéo, foi realizado o diagndéstico de gestacao por
meio da ultrassonografia, para ambos 0s grupos.

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC). Os dados referentes a
atresia folicular no experimento 1 foram avaliados quanto a normalidade e aqueles
com esta caracteristica foram comparados por Anova. A eficiéncia na
sincronizagdo do desenvolvimento folicular foi comparada pelo Teste Exato de
Fisher. No experimento 2, a taxa de gestacdo entre os grupos, apds a 1% e
2%novulacGes e acumuladas, foram comparadas pelo Teste Exato de Fisher.
Considerou-se significativa probabilidade menores de 5%. Utilizou-se nas analises
0 programa SAEG (2002).

Este estudo possui aprovacdo pelo comité de ética registrado sobre o
namero 08A/2014 (CEUA/IF Sul de Minas).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Eficiéncia da sincronizagdo da onda folicular.

No primeiro experimento, os efeitos da utilizacdo de 1mg se mostraram
eficientes (p<0,05), quando se compara com o grupo SF, no qual apenas foi
colocado o implante de progesterona. Os resultados em provocar a atresia
folicular e a sincronizagdo da nova onda de desenvolvimento foram de 95,0 vs
15,0% para BE e SF, respectivamente. Resultados similares sao vistos por S&
filho et al. (2013), B6 et al. (2002), Galvao et al. (2007) e Stevenson et al. (2003).

Nos dias subsequentes a aplicacdo do BE, as fémeas apresentaram
reducdo no didametro do maior foliculo nos ovéarios (Figura 2), efeito ndo observado
nos animais que receberam soro fisiolégico, que mantiveram o desenvolvimento
folicular. Foi observada diferenca (P>0,05) entre o diametro médio dos foliculos
nos dois tratamentos em D2 e D3, mostrando que o BE, na dose aplicada,
promove atresia folicular. No grupo SF, 15% das fémeas também apresentaram
regressao folicular durante a avaliacao.

A eficiéncia média de sincronizacdo, considerada pela atresia folicular e
pela posterior emergéncia de nova onda de desenvolvimento entre D4 e D5, foi
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superior nos animais do grupo BE (P>0,05 — Tabela 1). Houve diferenca tanto em
vacas como em novilhas e nas categorias analisadas em conjunto.

A eficiencia demonstrada pelo uso de 1 mg de benzoato de estradiol em
promover a atresia folicular e a sincronizacdo da nova onda folicular sdo também

percebidos porBo et al. (2005).

Tabela 1: Eficiéncia média de sincronizacdo do desenvolvimento folicular nos

animais de diferentes categorias e em conjunto.

Categoria

Grupo Vacas Novilhas Total

Trat. Sincr. Efic.(%) Trat. Sincr. Efic.(%) Trat. Sincr. Efic.(%)

BE 10 9 90,02 10 10 100,0* 20 19 95,0¢

SF 10 2 20,0° 10 1 10,0° 20 3 15,0°

Letras iguais na coluna nao diferem a 5% de probabilidade — Teste Exato de

Fischer.

Assim como neste, em outro estudo que comparou a eficacia do BE, em
doses de 0,5, 1 ou 2 mg / 500 kg de peso corporal para induzir nova onda folicular
em vacas néo lactantes, tanto 1 ou 2 mg de BE foram altamente eficazes (Bogacz
et al., 2000).

Porém a capacidade de o estradiol induzir nova onda folicular € dependente
das concentracdes de progesterona em circulacéo. Isso foi demonstrado em vacas
gue receberam uma injecdo de 1 mg de BE no dia 13 do ciclo estral e depois
recebeu tratamento adicional, de uma doseluteolitico de PGF2 a quer 0, 24 ou 48

horas apds a injecdo de benzoato de estradiol (Burke et al., 1997).

Apenas uma fémea ndo teve a onda de desenvolvimento folicular
sincronizada com a aplicagdo de 1mg de BE neste estudo. Esse animal
apresentava no momento da aplicacdo do produto um foliculo com diametro de

14,2 mm. Possivelmente, essa situacao de final de desenvolvimento folicular no
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momento da aplicacdo contribuiu para que esta fémea nao respondesse. Nesses
casos, segundo Burke et al. (2003), foliculos ao final do desenvolvimento séo
menos dependentes do FSH para seu desenvolvimento. Como o efeito do BE para
provocar a atresia folicular ocorre indiretamente pelo bloqueio na sintese de FSH,
essa situacdo pode nao ser eficiente para provocar atresia e sincronizagdo do
desenvolvimento folicular em fémeas num periodo em queos foliculos néo

dependam dessagonadotropina (Sales et al., 2012).

Figura 2: Variacdo média do diametro do maior foliculo apds a aplicacdo de

tratamentos com Benzoato de Estradiol ou Soro Fisiologico.
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No grupo SF, 15% das fémeas também apresentaram regressao folicular
durante a avaliacdo. A explicacéo para que alguns animais do Grupo SF também
tivessem atresia folicular durante o periodo de avaliacdo se deve ao fato que se
encontravam, no momento dos tratamentos, no final de uma onda de
desenvolvimento folicular. De fato, esses animais, no DO, possuiam um foliculo
com diametro superior a 12mm, indicando que, fisiologicamente, na presenca de
progesterona elevada, essa estrutura sofreria atresia espontaneamente (Burke et
al., 2003).

Em fémeas zebuinas, Sa Filho et al. (2013) indicam que essa mesma

guantidade de benzoato de estradiol, utilizado ao inicio de um protocolo de IATF,
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forneceu taxas de gestacdo satisfatorias, embora o efeito especifico do produto
nao tenha sido avaliado.

Os resultados deste estudo corroboram outros (Sa filho et al., 2013; B6 et
al., 2002; Galvao et al., 2007; e Stevenson et al., 2003), indicando que o Benzoato
de Estradiol, na dose de 1mg, € eficiente para provocar atresia folicular e
emergéncia de uma nova onda de desenvolvimento folicular sincronizada,

podendo, portanto, ser utilizado no inicio de um protocolo de tempo fixo.

Experimento 2: Eficiéncia do protocolo de resincronizacao.

Taxa de gestacdo na 12 Inovulagéo

Na 1?2 inovulagdo do segundo experimento, o protocolo utilizado forneceu
resultados de taxa de gestacdo compativeis com outros existentes na literatura
(49,6% para o grupo ressincronizacdo versus 48,6% para o grupo controle),
utilizando animais de categoria e de genética semelhantes (Béet al., 2002).
Quando se analisa a taxa de gestacao das receptoras, no segundo experimento,
apos a 1%inovulacdo, ndo foi vista diferenca entre o grupo RES e CONT (P>0,05 —
Tabela 2). Isso ja era esperado ja que até a 12 inovulacdo os procedimentos
aplicados a um grupoforam feitos igualmente ao outro. Contudo, é possivel
observar que iniciar protocolo de ressincronizagdo antes do conhecimento do
estado gestacional da receptora nado interferiu nos resultados dessa primeira

inovulagao.

Tabela 2: Taxa de gestacédo de receptoras de embrido apos 12 inovulacao,
nos diferentes tratamentos ressincronizado (RES) e controle (CONT)

Tratamento Total de animais Gestacgoes (n e %)*
RES 137 68 - 49,6%
CONT 138 67 - 48,6%"

N&o significativo a 5% de probabilidade.
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Segundo Galvao et al. (2007), a principal questéo técnica dos protocolos de
ressincronizacéao, iniciados em fémeas com situacdo de gestacédo desconhecida,
ou seja, antes do diagndstico de prenhez, diz respeito a aplicagdo de produtos em
fémeas no inicio da gestacao, o que realmente merece atencao.

Estudos anteriores (Munroet al., 1985; El-Zarkouny et al., 2004) indicam
alteracdo na producdo de progesterona pelo corpo liteo quando se aplicou um
analogo do estradiol. Possivelmente,seencontrou esse efeito por ter sido usada
guantidade maior de um anélogo do estradiol ou por este ter sido aplicado em um
periodo diferente apds a ovulacao.

Contudo, resultados positivos sdo encontrados nesse e em outros estudos,
contrapondo-se a outros com resultados negativos quanto ao uso do estradiol.
Resultados divergentes podem estar sendo influenciados pelo protocolo definido a
se usar e pelo momento da sua aplicacdo. Segundo alguns autores (Araujo et al.,
2009; Robinson et al., 2001; e Bazer et al. 2009), o mecanismo luteoliticoque o
estrogeno pode desencadear, ja esta estabilizado no inicio gestacao (20 dias pos
inseminacao), pos o reconhecimento materno dessa gestacdo (15 a 19 dias pos

inseminacao) (Marques et al., 2007).

Taxa de gestacdo na 22 Inovulagéo

A taxa de gestacdo apds a segunda inovulagéo foi de 47,8% para o grupo
ressincronizacdo e 45,1% para o grupo controle, resultando em uma acumulada,
de 73,7% para o primeiro e 71,7% para o segundo, em que nao se verifica
diferenca (P>0,05 - Tabela - 3).

Tabela 3: Taxa de gestacdo de receptoras de embrido apds 22 inovulacao,

nos diferentes tratamentos ressincronizado (RES) e controle (CONT).

Tratamento Total de animais Gestagoes (n e %)*
RES 69 33 - 47,8%°
CONT 71 32 - 45,1%%

N&o significativo a 5% de probabilidade.
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Esses resultados reforcam a afirmacgédo de que a ressincronizacao antes do
1° diagndstico de gestacdo nao interfere na manutencdo da gestacdo que estad em
curso quando o protocolo € utilizado, assim como na fertilidade futura dessas
fémeas. Outros estudos, utilizando IATF, também indicam que a ressincronizacao
em fémeas antes do diagndstico de gestagcdo ndo interfere na fertilidade desses
animais e pode aumentar o numero de fémeas gestantes (Sa Filho et al., 2013;
Galvéo et al., 2007;).

Diversos estudos nesse sentido demonstraram resultados similares aos de
Galvao et al. (2007) com taxa de prenhez semelhantes entre D31 e D61 apos a IA,
indicando que o tratamento em vacas leiteiras em lactagcdo e com status de
prenhez desconhecida néo teve efeito sobre a possivel gestacdo quando utilizada
insercado de progesterona, ECP e GNRH, e Sa Filho et al. (2013) relatam que a
ressincronizacdo aumenta a taxa de servico e reduz o intervalo das inseminacdoes.
Em seu estudo, 75% das vacas ressincronizadas estavam gestantes com apenas
32 dias de estacdo de monta. Resultados no mesmo sentido também sao vistos

por Cavalieri et al., (2007), Green et al., (2010) e Colazo et al. (2006).

Diante desses resultados (Figura - 3), protocolos de ressincronizagdo como
os utilizados podem ser iniciados em receptoras de embrido mesmos antes do
diagnéstico de gestacdo, e concluidos apenas naquelas fémeas diagnosticadas
ndo gestantes ao final do protocolo, quando se realizada o diagnéstico. Nesse
caso, pode-se antecipar, sem riscos, a reutilizacdo dos animais ndo gestantes (Sa
Filho et al., 2013).
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Figura 3: Evolucéo da porcentagem de vacas gestantes.
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Na ressincronizacdo, o novo protocolo é iniciado mesmo antes do
diagndstico de gestacao, visando ganho de tempo com reducdo no tempo que as
fémeas ndo gestantes permanecem nao servidas (Sa Filho et al., 2014). Segundo
Viana et al. (2010), os custos de manutencdo de receptoras em um programa de
multiplicacdo genética de bovinos por embrides estdo entre os principais, além de
que a oferta desses animais em quantidade e qualidade é um dos principais
fatores limitantes a disseminacéo da PIVE. Essa dificuldade seria minimizada ja
gue a ressincronizacao possibilita o reaproveitamento precoce da receptora.

Quando se comparam o0s tratamentos ap0s a segunda inovulacéo,
nota-se que esse procedimento foi antecipado em 8 dias sem reducdo na
eficiéncia, como demonstrado pelos resultados de taxa de gestacdo. Na
ressincronizacdo convencional, a 22 inovulagdo acontece no D58; ja& com a
ressincronizacdo antes de conhecer o estado gestacional da vaca, acontecera no
D50. Como consequéncia, teriamos um namero menor de receptora por embrido
produzido e uma economia na realizagéo da técnica.

Segundo Fernandes (2016), o custo médio de manutencdo diario de uma
receptora é de R$5,77, considerando o valor da ocupacao da pastagem (R$2,15),
da mdo de obra para manejo (R$0,60), da nutricaio (R$1,80),
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dosmedicamentos(R$0,75) e da depreciacdo e riscos (R$0,47), levando-se em

conta que a ressincronizagdo aplicada a animais com condicdo de gestacao

desconhecida aumenta apenas o custo da aplicagdo de parte do protocolo

naquelas receptoras que estavam gestantes, que € de cerca de R$5,30/animal.

Calculando uma situacdo em que 50% das receptoras ficariam gestantes na 12

TE, esse custo adicional da ressincronizacdo seria apenas para esses animais.

Assim sendo, é possivel fazer a seguinte simulagéo (Tabela 4).

Tabela 4: Simulacdo de resultados financeiros utilizando os dados de taxa de

gestacao obtidos no tratamento ressincronizado.

Variavel Valor Custo Beneficio
Numero inicial de animais 137
Taxa de gestacdo na TE anterior 49,6%
Animais ressincronizados 68
gestantes
Custo adicional da R$5,30
ressincronizacao
Total adicional gasto R$5,30x68 R$360,40
ressincronizacao
Taxa de gestacdo na 22 TE 47,8%
Receptoras gestantes 33
Ressincronizagao
Dias ganho em cada receptora 8
Custo de manutencao diaria R$5,77
Total de dias ganhos 33x8 = 264
Ganho total com ressincronizagéo R$5,77x264 R$1.523,28
Diferenca final R$1.162,88

Tais dados demonstram que a ressincronizagdo traz uma economia nos

custos da técnica de multiplicagdo genética por embrides, o que pode tornar a

técnica mais viavel e acessivel aos produtores. Em locais onde as receptoras sao
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as proprias vacas do rebanho leiteiro da propriedade, comum em pequenos
produtores, a ressincronizacao pode apresentar um retorno financeiro ainda maior,
visto que as vacas retornardo a lactagdo mais cedo.

A aplicacdo do protocolo de ressincronizacdo, conforme proposto, pode
antecipar a gestacao em receptoras de embrido. Considerando o estabelecimento
da gestacao no dia da ovulagéo induzida pelos protocolos, ao se analisar o tempo
gasto do inicio do estudo até o estabelecimento da gestacdo nos dois grupos,
percebe-se que, embora ndo existam diferencas entre a taxa de gestacdo nos
grupos, aquelas fémeas que foram ressincronizadas antes do 1° diagndstico de
gestacdo tiveram um tempo reduzido, desde o inicio do 1° protocolo até o
estabelecimento da gestacdo. Resultados semelhantes, aumentando a taxa de
prenhes e reduzindo o intervalo parto/concepcdo, com outros protocolos de
ressincronizacdo, sdo relatados por Galvéao et al. (2007) e Cavalieri et al. (2007),

trabalhando com IATF em fémeas leiteiras.

CONCLUSAO
A aplicacdo de 1mg de benzoato de estradiol é eficiente para promover
sincronizacdo de onda de desenvolvimento folicular ao inicio de protocolos de
tempo fixo. A utilizagcdo do protocolo de ressincronizagcdo proposto, em fémeas,
com estado gestacional desconhecido, é seguro, visto que ndo interfere na
manutencdo da prenhez e pode antecipar a reutilizacdo dessas fémeas,
permitindo que se obtenham mais animais gestantes em um menor tempo,

trazendo economia e viabilidade a técnica de PIVE.
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