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Alcides Torres 1

A CADEIA PRODUTIVA DA CARNE E DO LEITE NO BRASIL

Alcides M. Torres Junior; Rafael R. L. Filho
Scot Consultoria

O papel da pecudria no Brasil vai muito além da geracdo de renda e do
crescimento da economia. A atividade foi fundamental na demarcacdo das fronteiras
nacionais e ocupacao do territorio.

Hoje o cenario é diferente. O setor se profissionalizou e esta consolidado. Essa
consolidacdo néo significou aumentou de renda, pelo contrario. As margens do negécio
se estreitaram. N&o existe espago para erros.

A importancia da pecuéria e as responsabilidades inerentes a sua exploracdo ndo
diminuiram e sdo crescentes.

Além de ser um importante gerador de divisas, tendo em vista que o agronegocio
tem mantido a balanca comercial brasileira superavitaria nas Gltimas duas décadas, o
setor pecudrio contribui fortemente com o crescimento do Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro.

Na figura 1 esta o PIB da pecuaria no Brasil. Nos ultimos dez anos o setor cresceu
32,5%.

Figura 1.
Produto Interno Bruto (PIB) da pecuéria no Brasil - em milhdes de R$.
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Fonte: CEPEA / CNA / Interpretacdo Scot Consultoria - www.scotconsultoria.com.br
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Em 2011, considerando todo o PIB brasileiro que foi de R$4,14 trilhdes, a

pecudria respondeu por 6,7% desse valor. A participacdo do agronegdcio no PIB foi de
22,1%.

A cadeia ¢ ampla e envolve diversos segmentos.

Na figura 2 esta um quadro resumo com alguns elos que abastecem a cadeia
pecuaria, antes da porteira.

Figura 2.

Alguns exemplos de insumos utilizados na pecuaria, antes da porteira.
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Fonte: Scot Consultoria — www.scotconsultoria.com.br

rastreabilidade medicamentos vacinas

A Scot Consultoria estima que em 2010 o faturamento com as vendas de insumos,

animais para abate, leite e impostos recolhidos pela pecuéaria ultrapassou R$95 bilhdes.
Veja a tabela 1.

Tabela 1.

Faturamento com as vendas de insumos, animais para abate, leite e impostos recolhidos
-em RS.

Segmentos Faturamento bruto (R$)
Reprodutores 1.087.392.074,35
Sémen 86.487.481,50
EmbriGes 444.036.486,60
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Receptoras 685.770.635,68
Concentrados proteicos 467.504.817,43
Concentrados energéticos 505.926.537,96
Fertilizantes 584.796.979,43
Calcario 190.043.016,85
Defensivos Agricolas 1.907.405.312,33

Sementes forrageiras

357.165.565,33

Suplementos Minerais 2.300.000.000,00
Vitaminas e aditivos 40.631.954,61
Vacinas 485.605.597,20
Endectocidas 387.099.655,88
Diesel 6.610.037.418,94
Tratores 854.893.234,67
Implementos 73.847.102,01
Brincos (SISBOV) 3.322.423,42
Mourdes 1.559.690.510,86
Arames 1.403.399.540,48
Animais para abate 54.134.659.445,60
Produgdo de leite 21.700.000.000,00

Faturamento bruto total

95.869.715.791,13

Fonte: Scot Consultoria - www.scotconsultoria.com.br

Isto sem considerar os servi¢cos e bens gerados depois da porteira: industrias
processadoras (frigorificos e laticinios), industrias de embalagens, transporte, o proprio
varejo e intermediarios.

A SITUACAO DA PECUARIA NO BRASIL
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O Brasil € o segundo produtor global de carne bovina e estd entre os lideres
quando o assunto é mercado mundial (exportacéo).

No leite, 0 pais ocupa a sexta posi¢do em producao e o potencial de crescimento é
indiscutivelmente grande. Nas mesmas propor¢des dos desafios.

PressBes das mais diversas naturezas exigem da pecudria de corte e leite elevados
indices para ser uma atividade rentavel.

Na figura 3 esta o Indice Scot de Custo de Producéo da Pecuéria de Corte. O custo
para produzir um bovino para abate tem aumentado ano a ano.

As mesmas consideracfes valem para a pecuaria de leite.

Figura 3.
indice de Custo da Pecuéria de Corte de Alta Tecnologia. Base 100=agosto de 1994.
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Fonte: Scot Consultoria - www.scotconsultoria.com.br

Diante desse cenario, 0s ganhos em produtividade sdo essenciais para diluicdo dos
custos e melhoria da rentabilidade da atividade pecuéria.

Estamos falando, portanto, de investimentos em tecnologia. E tecnologia no
campo significa manejo, nutricio, sanidade, genética e gestéo, principalmente. E um dos
muitos gargalos da atividade e que pode ser entendida como um potencial.

Vamos pegar o exemplo do leite.

Existe uma diferenca muito grande em termos de produtividade e eficiéncia entre
as regides produtoras no Brasil.

Falta assisténcia técnica, falta uma politica de governo, além é claro de questdes
como: clima, genética em uso, sistema de producdo empregado, investimentos por parte
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dos produtores e também da industria e questdes relacionadas a logistica, que estdo
intimamente ligadas ao resultado da atividade.

Considerando um incremento na produtividade média brasileira para os niveis que
temos hoje no Sul do pais, de mais de 2,3 mil litros de leite por vaca por ano, teriamos
condigdes de produzir mais de 55 bilhdes de litros de leite. Isto levando em conta a area
e rebanho atuais.

E légico que um incremento deste ndo ocorre de uma hora para outra, nem
poderia, em funcdo da demanda ndo absorver o excedente da producdo, o que levaria a
queda de precos ou & implosdo da atividade. A ideia € mostrar o potencial que a
atividade leiteira detém.

Alids, é um dos poucos paises com capacidade para aumento da produgcéo.

Na pecuéria de corte, poderiamos pensar em reducdo da idade de abate, no
aumento da taxa de desfrute, no aumento do peso médio das carcacas, na melhoria das
condigdes das pastagens e, consequentemente no aumento da taxa de lotacéo.

CONCENTRAGCAO DO SETOR

Com a crise mundial de 2008, muitos frigorificos fecharam. Muitos.

Parte dessas industrias foi adquirida ou incorporada a outras empresas em um
processo de fusdo e aquisi¢do muito forte.

A JBS Friboi, maior empresa de proteina animal do mundo, tem hoje 20,7% do
mercado brasileiro. Um crescimento de 80,0% em quatro anos. Juntos, os dois maiores
frigorificos brasileiros - JBS e Marfrig - possuem mais de um terco do mercado.

A questdo é que em alguns estados ou regides pecudrias a concentracao é maior e
0 pecuarista fica refém de um Gnico comprador. Isto significa perda da concorréncia e
significa pressdo de baixa do sobre os produtos (arroba de boi ou bezerros, por
exemplo).

No leite, 0 processo de concentragdo esta ocorrendo, mas em um ritmo menor.

A Nestlé, maior captadora de leite no pais, com mais de dois bilhdes de litros
captados em 2011, possui menos de 7,0% do mercado.

Um exemplo de fusdo na industria de laticinios € a Lacteos Brasil, que incorporou
as marcas Parmalat, Bom Gosto e LeitBom. Apos a fusdo, a empresa passou a ocupar a
segunda posicao no ranking de captacao nacional.
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CONSIDERACOES FINAIS

Existem outros pontos a serem discutidos quando o assunto € a cadeia pecuaria.

Recentemente, o boi passou a ser acusado de ser o vildo de todo o desmatamento
no pais. Ou seja, as questdes ambientais (leia-se custo) estardo presentes na producao
pecudria. O pecuarista e a industria envolvida ndo poderao ignorar tais questdes.

Outros desafios envolvem a disseminacdo de tecnologia com foco no aumento de
produtividade, além do aumento da qualidade e redugdo dos custos de producéo.

H& que se considerar ainda que a competitividade da pecuédria moderna nédo
envolve somente a superioridade técnica no campo. E preciso compreender as diferentes
demandas e produzir carne e produtos lacteos com valor agregado e que ofereca maior
rentabilidade para toda a cadeia produtiva.

Isto significa entender a perspectiva do consumidor para dentro da pecuéria
brasileira, saber onde o produto serd vendido e quem é o cliente final. Investir na
comunicacdo com o consumidor e promover o envolvimento de todos os elos € tdo
importante quanto produzir com eficiéncia.

As oportunidades de mercado mostram bom potencial. O Brasil precisa correr
para fazer valer este potencial.

O incremento da renda que vem acontecendo no Brasil e deve elevar o consumo
de carne bovina e de produtos lacteos.

Mais do que investir na cadeia é preciso conservar e expandir o mercado. O Brasil
tem espaco de sobra para isto.
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Basic knowledge of folliculogenesis and its application in assisted reproduction
techniques

J.P. Kastelic, Agriculture and Agri-Food Canada, Lethbridge Research Centre, Box
3000, Lethbridge, AB, Canada T1J 4B1 (therio@shaw.ca)

Abstract

Ovarian follicles in cattle grow in waves, simultaneous growth of several antral
follicles. Typically, one follicle becomes dominant, and the remaining follicles in the
wave cease growth and eventually regress. The dominant follicle reaches a plateau, and
either regresses, or ovulates in response to an LH surge. Knowledge of factors
controlling follicular development has enabled development of protocols to control
follicular development for insemination, superstimulation, or ovum pick up. In these
protocols, the key factors are to control wave emergence, create an optimal progestin
environment for development for development of dominant follicle(s), and then either
recover follicles or have them ovulate at an optimal diameter and time, with formation
of a corpus luteum that supports pregnancy.

Introduction

Historically, artificial insemination in cattle was done following detection of
estrus. Once synthetic progestins became available, they were given to cattle for
extended intervals (e.g 2 weeks); a synchronous estrus was induced in a majority of
cattle, but fertility was poor, due to ovulation of persistent follicles with aged ova.
Subsequently, prostaglandins provided a practical means of inducing luteolysis.
However, in the absence of controlling follicular development, estrus and ovulation
were not sufficiently synchronous to yield satisfactory fertility to timed insemination.
Increasing knowledge of ovarian follicular dynamics, and the ability to control follicle
growth and ovulation gave rise to protocols that resulted in synchronous ovulation of a
fertile follicle, yielding acceptable pregnancy rates to timed-insemination. The purpose
of this article is to review key concepts of ovarian follicular development and indicate
how follicular development can be controlled for application of assisted reproduction
techniques.

Follicular growth and puberty

Follicular growth in prepubertal heifers occurs in waves; each wave is preceded
by a peak in serum FSH concentrations (Adams et al, 1992; Adams et al, 1994). Waves
are present in heifers at 2 weeks of age (Evans et al, 1994). Numbers of small, medium
and large follicles (3-5, 6-8 and (> 9 mm in diameter, respectively) and diameter of the
largest follicle all increase from 2 to 14 weeks of age. Between 6 and 24 weeks of age,
there is a marked but transient increase in blood concentrations of both LH and FSH
(Evans et al, 1992; Evans et al, 1994). The release of LH is pulsatile; the early increase
is attributed to increased LH pulse amplitude. Thereafter, serum concentrations of LH
and FSH decrease. However, 30-80 days before the first ovulation (Evans et al, 1994),
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increases in LH pulse frequency increase follicle diameter and serum estradiol
concentrations, the sensitivity of LH secretion to negative feedback suppression
decreases, and an LH surge causes the first ovulation. Heifers usually do not express
estrus prior to their first ovulation, the first corpus luteum is small, and may have a short
lifespan (Berardinelli et al, 1979); this is usually followed by estrus and a normal, full-
length luteal phase.

Growth phases

The interval from a primordial to an ovulatory follicle in cattle is
approximately180 days (Lussier et al., 1987). There are two stages of ovarian antral
follicle development, a ‘slow’ and a ‘fast’ growth phase (Fair, 2003). The first (slow)
phase takes > 30 days from antrum acquisition (approximately 300 pm) to the ‘small’
follicle stage (3-5 mm in diameter; Lussier et al, 1987). The second phase usually takes
~5-7 days, and includes emergence of a wave,follicle growth, selection of a dominant
follicle, and a dominance period, followed by ovulation or regression.

Follicular waves and deviation

Follicles develop in waves; on average, 7-11 follicles (4 mm in diameter)
initiate growth. Emergence of a new wave is preceded by a rise in FSH, with wave
emergence concurrent with the peak (Adams et al, 1992). Suppression of FSH prevents
further growth of 3-5 mm follicles (Turzillo and Fortune, 1990), whereas exogenous
FSH stimulates wave emergence (Bergfelt et al, 1994). Treatment with FSH (without
steroids or LH) results in follicles with limited capacity to produce steroids and lack of
selection of a dominant follicle (Crowe et al, 2001). The transient FSH rise stimulates
all antral follicles that have completed their ‘slow’ growth phase; they subsequently
depend on elevated FSH for continued cell proliferation and enhanced steroidogenesis.
Following emergence of a new wave, follicles grow (common-growth phase) for
approximately 3 days, until dominance is apparent. The future dominant follicle
emerges 6 hours earlier than other follicles in the wave and is larger than the other
follicles at the end of the common-growth phase (Ginther et al, 2003a).

The FSH surge peaks, on average, when the largest follicle is ~5 mm; mean
concentrations then decrease, with a 3-day interval between peak concentrations and the
start of deviation, when rapid development of the deviation mechanism blocks
development of the second-largest follicle (Ginther et al, 2003a). Mean diameters of the
two largest follicles at the beginning of deviation were 8.5 and 7.7 mm in heifers
(Ginther et al, 2003b). During the common growth phase, all follicles have potential for
future dominance. A subordinate follicle remains viable for at least 1 day after deviation
starts; it can become the new dominant follicle if the existing dominant follicle fails or
is removed. Loss of dominance during the luteal phase or induced atresia of a dominant
follicle that was artificially maintained is followed by increased FSH concentrations and
emergence of a new wave (Sunderland et al, 1994).
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Between the peak FSH surge and the start of deviation, all follicles of the wave
continue to require FSH and more than one follicle contributes to the FSH decrease. In
association with the onset of deviation, the FSH/follicle relationship changes; instead of
several follicles requiring FSH, only the dominant follicle continues to grow, despite
low FSH concentrations. The FSH decline is necessary for the establishment of
deviation; increasing endogenous FSH or administering FSH early in a wave induces
several follicles to become dominant. With decreasing serum FSH concentrations,
follicles begin to undergo changes, including reduced production of estrogens, reduced
levels of higher molecular weight (MW) inhibins and increased amounts of lower MW
insulin-like growth factor (IGF)-binding proteins, culminating in granulosa cell
apoptosis (Sunderland et al, 1996; Mihm et al, 1997). In this environment, only the
dominant follicle is able to continue to grow and produce steroids. FSH stimulates the
production of estradiol, activin-A and inhibin-A (Glister et al, 2001). Both estradiol and
inhibin act alone (as well as synergistically) to suppress blood FSH concentrations.
Blood estradiol concentrations begin to increase at the beginning of deviation in cattle
(Ginther et al, 2003a). Inhibin (probably inhibin-A) is produced by and suppresses FSH.
The largest and the second-largest follicles at similar diameters had similar follicular-
fluid estradiol concentrations during the common-growth phase; increasing
concentrations were detected beginning at 7.6—7.7 mm in heifers (Ginther et al, 2003b).
Estradiol began to increase in the largest follicle 4 h before diameter deviation (Ginther
et al, 2003Db); this increases blood estradiol concentrations, which enhance expression of
genes for aromatase, 3-beta-HSD, and receptors for FSH and LH in granulosa cells (Bao
and Garverick, 1998).

The IGF system is involved in cell growth and differentiation. It consists of IGF-
1, IGF-2, IGF receptors, and a family of binding proteins (IGFBPs) and IGFBP
proteases (Fortune et al, 2004). The proteases degrade the IGFBPs, liberating IGF from
the IGFBP-IGF complex. Intrafollicular concentrations of IGFBP-2 and free IGF-1 and
were lower and higher, respectively in the largest compared to the second largest follicle
in heifers (Beg et al, 2001). It appears that an FSH-induced increase in pregnancy-
associated-plasma protein-A (PAPP-A) is the earliest change detectable in the future
dominant follicle (Fortune et al, 2004). PAPP-A is a protease that degrades IGFBP-4
and IGFBP-5, thereby increasing intrafollicular IGF-1 concentrations. Increased IGF-I
acts together with FSH to increase estradiol synthesis, thereby suppressing plasma FSH
concentrations and preventing other (subordinate) follicles from acquiring PAPP-A
(Fortune et al, 2004). Estradiol stimulates the production of IGF-1, and IGF-1 stimulates
estradiol production (Ginther et al, 2003a).

LH stimulates intrafollicular steroid and growth-factor systems involved in
selection (Ginther et al, 2003a). In that regard, granulosa cells of the future dominant
follicle acquire LH receptors before selection is apparent. In addition to FSH, LH is
essential to stimulate theca cells to produce androgens (as precursors of estradiol).
Reductions in plasma LH prior to selection reduced the growth and lifespan of the CL
(Ginther et al, 2001); LH was regarded as essential for antral follicles to grow beyond 9
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mm (Gong et al, 1996). Following follicle selection, growth, estrogen production and
the lifespan of the dominant follicle are all controlled by the LH pulse pattern (Mihm
and Bleach, 2003); atresia of the dominant follicle occurs if LH pulse frequency is < 1
pulse/2 hours (Mihm and Bleach, 2003). This has important clinical implications.
Treatment with progesterone, GnRH or estradiol result in apoptosis and atresia of the
dominant follicle (Mihm and Bleach, 2003), whereas increased LH pulse frequency
(due to low-dose progestin treatment) causes persistent follicles (Stock and Fortune,
1993).

Co-dominance

More than one dominant follicle during a follicular wave in animals that
normally ovulate only a single follicle can be considered defective selection. Double
ovulations are usually due to co-dominance, but occasionally the follicles originate from
different waves. The incidence of double ovulations was much higher in dairy cows
with high versus low milk production (20 versus 7%, respectively; Fricke and Wiltbank,
1999). In high-producing cows, selection of multiple dominant follicles was related to
transient increases in plasma FSH and LH (probably due to decreased inhibin and
progesterone) in the 24-hour interval before follicle selection, resulting in continued
growth of follicles that would have otherwise regressed (Lopez et al, 2004).
Furthermore, the normal increase in blood estradiol concentrations and decrease in
blood FSH concentrations at deviation are partially suppressed in lactating cows with
high milk production (Wiltbank et al, 2000); they have steroid catabolism due to
increased hepatic blood flow; with decreased blood estradiol concentrations, blood FSH
is increased long enough for more than one follicle to become dominant and ovulate.

Final growth and ovulation

Dominant follicles continue to grow for a few days after selection. In the
absence of an LH surge, the dominant follicle starts to regress and triggers the
recruitment of a new wave of growing follicles. If there is an LH surge, the dominant
follicle continues to grow and the oocyte undergoes final maturation, culminating in
follicle rupture and ovulation. Final maturation includes expansion of the cumulus,
disruption of the contact between the corona radiata cells and the oocyte membrane and
perivitelline space formation. The cortical granules are aligned just inside the oocyte
membrane, meiosis resumes and the oocyte nucleus membrane breaks down. The
chromosomes condense, progress through meiosis I, and arrest at metaphase of meiosis
.

In cattle given GnRH to induce ovulation, follicles that were < 11 mm in
diameter prior to ovulation were associated with decreased plasma estradiol
concentrations on the day of insemination, reduced serum progesterone concentrations
and pregnancy rates, and increased late embryonic mortality (Perry et al, 2005).
Furthermore, ovulation of excessively large follicles can also reduce fertility (Wiltbank
etal., 2011).
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Two versus three waves

Lactating Holstein dairy cows tend to have two-wave cycles (Townson et al,
2002), whereas beef and dairy heifers have discrete populations with a majority of cattle
having either either two- or three-wave cycles (Ginther et al, 1989). The number of
waves per cycle is highly repeatable, as is the number of follicles per wave (Burns et al,
2005). The peak and average plasma concentrations of FSH and inhibin A are lower in
the two non-ovulatory waves of a three-wave cycle than in the ovulatory wave, but are
similar in two-wave cycles (Parker et al, 2003). Holstein cows that had a three-wave
cycle preceding insemination had higher conception rates than those with two waves
(Townson et al, 2002), and beef cows with the equivalent of three waves in the cycle
following insemination also had a higher conception rate (Ahmad et al, 1997). Higher
fertility in three-wave cycles could be due to a shorter interval for development of the
ovulatory follicle (Townson et al, 2002). There was an inverse relationship between the
interval from ovulatory follicle emergence and ovulation and Day 35 pregnancy rate in
dairy cows; on average, this interval was 1 day shorter in pregnant versus nonpregnant
cows (Bleach et al, 2004). Furthermore, increased fertility in three-wave cycles could be
due to delayed regression of the corpus luteum in cattle with three versus two waves
(Ginther et al, 1989) providing more opportunity for maternal recognition of pregnancy.

Antral follicle count

The number of antral follicles (> 3 mm) varies greatly among cattle (range, 5 to
50), is repeatable within individuals, and is highly correlated with the number of healthy
follicles (Evans et al., 2010). Cattle with a low antral follicle count have increased
serum concentrations of FSH and LH, but decreased serum concentrations of Anti-
Mullerian Hormone (AMH; Evans et al., 2010). Restricting maternal nutrition (60% of
maintenance) during the first third of gestation resulted in a 60% lower antral follicle
count in heifer calves (compared to control heifers with dams fed 100% maintenance;
Evans et al., 2010). Furthermore, cows with a high antral follicle count had higher
pregnancy rates, a shorter calving to conception interval, and required fewer
inseminations than cows with a low follicle count (Evans et al., 2010).

Managing the dominant follicle

In high-producing dairy cows, the following conditions (reviewed by Wiltbank
et al., 2011) affect fertility: reduced blood estradiol concentrations near estrus (due to
increased liver metabolism of steroids); preovulatory follicles have greater than optimal
diameter (decreased blood estradiol concentrations delay the LH surge); increased
incidence of double ovulations (attributed to decreased blood progesterone
concentrations due to liver metabolism); and increased incidence of anovulation
(perhaps due to due to hypothalamic resistance to positive feedback of estradiol).
Therefore, there are treatment protocols to manage growth and ovulation of the
dominant follicle in these cattle, with similar protocols for beef cattle and heifers.
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Regarding protocols for controlling ovarian follicular development and
synchronizing ovulation, the following are the key concepts (reviewed in Wiltbank,
2011):

1. Synchronization of a follicular wave. This can be accomplished either
mechanically (removal of large follicles by ovum pick up, with wave emergence
approximately 1 day later), exogenous estradiol (wave emergence in 3 to 5
days), or exogenous GnRH or LH. Although follicle removal or estradiol
treatment are very reliable for synchronizing wave emergence, GnRH or LH are
less reliable, resulting in ovulation in perhaps 50 to 70% of animals (generally
require a follicle responsive to LH). Consequently, many protocols using GnRH
or LH to induce wave emergence are preceded by presynchronization. Although
tight synchrony of wave emergence is critical for superstimulation, most
synchronization programs will yield reasonable fertility to timed Al even in the
absence of highly synchronous wave emergence, although cattle that fail to
ovulate will have lower fertility.

2. Optimized growth of the follicular wave and proestrus. High progesterone
concentrations during growth of the new dominant follicle, followed by low
progesterone concentrations during proestrus, optimize growth of the dominant
follicle, minimize the incidence of double ovulations, and optimize fertility
(Wiltbank et al., 2012). However, high progesterone concentrations can be
difficult to obtain, particularly in high-producing dairy cows. Since prolonged
follicular development can result in excessively large follicles (with premature
activation of the oocyte and poor fertility), recent protocols have shorter
intervals between wave emergence and decreased progesterone concentrations,
and a longer proestrus interval. Fertility is optimized by an abrupt and complete
removal of progestins during proestrus; therefore, PGF may be given prior to
removal of progestin-releasing implants, or two doses of PGF are given. Since
blood estradiol concentrations during proestrus may be suboptimal, particularly
in high-producing dairy cows, fertility may be improved with exogenous
estradiol. Equine chorionic gonadotropin (eCG) has improved follicular
development and fertility in timed-Al programs for beef cattle with a high
prevalence of anestrus or low body condition scores, but was of less benefit in
dairy cows (reviewed by Baruselli et al,, 2012).

3. Synchronization of ovulation. To overcome anovulation in dairy cows and to
enable fixed-time Al, ovulation is induced, either by treatments with LH or
GnRH (which results in an LH surge in approximately 1-2 hours), or a small
dose of estradiol (which stimulates an LH surge approximately 18 hours later).
Most synchronization protocols will result in the majority (approximately 90%)
of cattle ovulating. However, fertility will be limited by the timing of ovulation,
preovulatory follicle diameter, and the integrity of the oocyte. Furthermore, the
timing of insemination, inseminator skill, and semen quality, will also have
profound effects on fertility
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4. Post-insemination  environment.  Progesterone  concentrations  after
insemination can significantly affect fertility (Wiltbank et al., 2012); increased
progesterone 3 to 7 days after ovulation induces changes in the uterus that
increase embryo elongation by 14 days (Wiltbank et al., 2012). Remarkably,
treatment with exogenous progesterone starting 3 days after estrus increased
pregnancy rates when an in vitro-produced embryo was transferred 4 days later
(Clemente et al., 2009)

Superstimulation

When exogenous gonadotropins are given for superstimulation, the population of
gonadotropin-sensitive follicles has a profound influence on the response (Aerts and
Bols, 2010). In general, superstimulation response can be maximized by removing the
dominant follicle (ovum pick up or exogenous estradiol) or hormonal priming (e.g.
gonadotropins or growth hormone) to increase antral follicles (Aerts and Bols, 2010).
Furthermore, high progesterone concentrations during superstimulation increased
embryo quality 7 days after superovulation (Rivera et al.,, 2011). In that regard,
although, total number of embryos/oocytes that were collected did not differ among
groups, the percentage of transferable embryos was much less for cows superstimulated
during the first follicular wave (55.9%), than during the second wave (88.5%) or during
the first wave with exogenous progesterone (78.6%; Rivera et al., 2011).

Ovum pick up and in vitro embryo production

Ovum pick up and in vitro embryo production are becoming increasing popular,
especially in South America, as the number of ova recovered from Bos indicus cattle is
generally much higher than in Bos taurus cattle (Baruselli et al., 2012). The ideal
follicular phase to maximize performance of ovum pick up remains unclear, although
recovery rates were generally optimized when ova were recovered close to follicular
wave emergence (reviewed in Baruselli et al., 2012). Pre-treatment with gonadotropins
increased the number of ova recovered in Bos taurus cattle, but not in Bos indicus cattle
(reviewed in Baruselli et al., 2012).

Conclusions and Future Perspectives

Clearly, substantial new knowledge has been generated regarding ovarian
follicular dynamics, ovulation, and luteal function in cattle. Consequently, we have
functional tools to synchronize follicular wave emergence, ensure a luteal phase,
terminate the luteal phase, and synchronize ovulation, thereby enabling timed-
insemination, superstimulation, and ovum pick up. Despite substantial insights into
many mechanisms, our knowledge remains incomplete. Furthermore, physiology of
cattle, particularly the high-producing dairy cow, challenges our ability precisely control
follicular development and ovulation, and in particular, supresses fertility.
Consequently, further studies are need to elucidate underlying mechanisms, and to
provide better tools to control ovarian function and enhance fertility.
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Abstract

In cattle antral follicle count (AFC, follicles >3 mm in diameter) varies greatly
among animals (from 5 to 50), is repeatable within animals, and is highly correlated
with the total number of healthy follicles in ovaries. This variation in the ovarian
reserve is reflected in the numbers of antral follicles in the ovaries at all ages after birth.
Since numbers of follicles in ovaries are determined during gestation, the role of
maternal nutrition and health during gestation (at time of ovarian development in their
fetuses) has been investigated as factors that may impact oogonia proliferation and thus
follicle numbers postnatally. We have investigated the effect of maternal environment
during gestation on their offspring AFC by restricting maternal nutrition to 60% of
maintenance requirements (compared with 100% in controls) during the first third of
gestation. Calves born to nutritionally restricted mothers had 60% lower AFC compared
with calves born to mothers fed control diets. The idea that numbers of follicles and
oocytes in ovaries impact fertility is a long held belief in reproductive biology. We have
evidence to indicate that fertility may be compromised in animals with low AFC due to
effects on oocytes, progesterone and the endometrium compared with animals with high
AFC. This has recently been tested in cattle and it has been shown that cows with a
relatively high number of antral follicles in ovaries have higher pregnancy rates, shorter
calving to conception intervals and fewer artificial inseminations during the breeding
season compared with cows with a lower number of follicles, and similarly heifers with
many follicles had higher pregnancy rates than those with fewer follicles. In addition,
the high variation in follicle numbers in adults may not only be reflective of
reproductive disorders and suboptimal fertility, but there is evidence to indicate that it
may be associated with alterations in the function of other non-reproductive systems
(e.g. cardiovascular) that may have profound effects on the animal’s health and welfare.
The practical recommendations arising from this work are that animals with very low
AFC (<10) should be selected against in breeding programmes and that pregnant
animals should be managed to maximise the numbers of follicles in their offspring (in
particular avoid nutritional and disease stress).

Introduction

Successful reproduction and fertility is the cornerstone of most animal based
agricultural enterprises; with none being more important than cattle-based industries for
the production of milk and meat. The development of ovarian follicles has been
investigated in many studies in the literature, but only recently have the numbers of
ovarian follicles in ovaries and the factors that affect the size of the ovarian follicle
reserve in cattle received attention (Evans et al., 2010; Ireland et al., 2011; Evans et al.,
2012).
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Ovarian follicles in cattle

Ovarian follicles are endocrine structures located within ovaries of all mammals
that are essential for female reproductive function. The events of follicle development
are similar in a wide range of species (Evans, 2003; Mihm and Evans, 2008). Ovarian
follicles are formed in ovaries during the fetal period in most species (also including the
early prenatal period in rodents) resulting in a large pool of resting primordial follicles
that develop during the lifetime of animals. Mammals such as cattle (Erickson, 1966b;
a), swine (Black and Erickson, 1968), sheep (McNatty et al., 1995; Steckler et al., 2005)
and human beings (Block, 1952) are born with a highly variable number of
morphologically healthy follicles and oocytes in the ovaries that dwindle rapidly during
aging and are never replenished. Development of primordial into larger preantral then
into ovulatory follicles takes about 4-6 months in cattle. Once preantral develop into
antral follicles their antral cavity fills with a serum-like fluid rich in hormones and
growth factors and the diameter continues to increase until ovulation or atresia. These
antral follicles develop in cohorts (groups) in a pattern that has been described as a
follicle wave (Ireland et al., 2000; Evans, 2003). The wave-like pattern of follicle
growth was first proposed by Rajakoski in 1960 (Rajakoski, 1960) after a large study
examining the number of follicles >1 mm in diameter in the ovaries of slaughtered
cattle on different days of the cycle (lreland et al., 2000). The development of
ultrasonography as a tool to noninvasively monitor the growth and regression of
individual ovarian follicles repeatedly in the same animal (Pierson and Ginther, 1984)
firmly established that antral follicles grow in cohorts, in two or three wave-like
patterns during estrous cycles in cattle (Evans, 2003).

The observations that the number of primordial follicles is highly variable at
birth in cattle (Erickson, 1966b), that the number of different follicle types vary greatly
among adult cattle, and that they reliably ovulate one, or occasionally two, follicles
during each estrous cycle prompted further investigations into the physiological
significance of the high variation in ovarian follicle numbers in an agriculturally
important single-ovulating species like cattle.

Variation in the numbers of ovarian follicles in the ovaries of cattle

A number of studies have systematically catalogued numbers of antral follicles
on different days of the estrous cycle in cattle and have established that numbers of
follicles in ovarian follicular waves of the estrous cycle are highly variable among
animals but very highly repeatable (0.85 to 0.95) within individuals (Burns et al., 2005;
Ireland et al., 2007; Ireland et al., 2008; Jimenez-Krassel et al., 2009; Mossa et al.,
2010). This observation holds true when considering the peak or nadir numbers
associated with waves or the mean numbers across all days of the cycle. However, the
follicle count must include all follicles > 3 mm in diameter in both ovaries (the antral
follicle count or AFC), which explains why many studies in the last 20 years that
focused on counting follicles > 5 mm in diameter did not observe the high variability of
follicle numbers growing during follicular waves among animals nor the remarkably
high repeatability of follicle numbers during waves in individuals. For example, we
have noted that AFC during different follicular waves of an estrous cycle may be
consistently lower than 5 during follicular waves in some animals and greater than 50 in
others (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007; Mossa et al., 2010) (Figure 1)! Moreover,
this high repeatability of follicle numbers during waves persists for at least one year

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



A.C.O. Evans 20

(Burns et al., 2005). Taken together, these results firmly establish that cattle can be
phenotyped reliably based on AFC.
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Figure 1. Frequency distribution of the total number of ovarian follicles >3mm in
diameter (Antral Follicle Count) in post-partum Holstein—Friesian dairy cows (n=383)
measured using ultrasonography (Mossa et al., 2012)

Whether the high variation in number of antral follicles or AFC, which accounts
for much less than 1% of the total number of follicles in ovaries, was associated with
the inherently high variation in numbers of morphologically healthy follicles in ovaries
(ovarian reserve) is unknown. To address this question, ovaries were surgically removed
from age-matched heifers (adult cycling animal 12 to 18 months of age) that had high
(>25 follicles > 3 mm in diameter) or low (<15) AFC, and numbers of all follicles in
ovaries were counted in histological sections (Ireland et al., 2008). This study showed
that AFC was highly correlated with total number of morphologically healthy follicles
in ovaries, and for example cattle with a low AFC also had 80% fewer total number of
healthy primordial, preantral and antral follicles in ovaries compared with cattle with a
high AFC.

Causes of the variation in the numbers of follicles in the ovaries
Follicle formation during fetal development

In ruminants, follicle formation occurs during fetal life, starting with migration
of primordial germ cells to the genital ridge followed by differentiation into oogonia
(Pepling, 2006), which is completed by the first or second month of fetal life (Smitz and
Cortvrindt, 2002; Binelli and Murphy, 2010). After arrival of the primordial germ cells
into the gonadal ridge, the germ cells continue to proliferate and differentiate into
primordial follicles, comprised of an oocyte surrounded by squamous granulosa cells,
(primordial follicles are arrested in meiosis) (Webb and Campbell, 2007). In cattle,
differentiation of primordial follicles starts between 90 and 140 days of fetal life
(Erickson, 1966b; Russe, 1983; Tanaka et al., 2001; Yang and Fortune, 2008). In
addition, it is well established that the population of oogonia in the developing bovine
ovary reaches an estimated maximum number of 2.1 million (Smitz and Cortvrindt,
2002), which rapidly declines during mid to late fetal life due to apoptosis until the
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population of follicles is reduced at birth to approximately 130,000 with a high variation
among individuals (Erickson, 1966b; Aerts and Bols, 2010).

David Barker (hence the Barker Hypothesis (Barker, 1992), or more recently the
Thrifty Phenotype Hypothesis, (Hales and Barker, 2001)) suggests that environmental
influences early in human fetal life are reflected in impaired growth, development and
metabolism leading to increased risk for diseases in adulthood. The Hypothesis
proposes that some diseases originate through fetal adaptations to malnutrition that
permanently alter body function. This hypothesis is supported by animal models
(McMillen and Robinson, 2005). Most studies have examined the link between
malnutrition with cardiovascular disease, obesity and diabetes (McMillen and Robinson,
2005; Boo and Harding, 2006), but only a few studies have examined the impact of
maternal environment on reproduction. Hence, it is reasonable to speculate that the
maternal environment during gestation, at the time of ovarian development in their
fetuses, may impact oogonia proliferation and thus follicle numbers postnatally.

Evidence that maternal disease during gestation negatively impacts antral follicle count
in their offspring

We have recently examined the effect of disease during pregnancy in cattle on
ovarian development and function of their offspring. Somatic cells normally present in
milk of dairy cows are predominantly white blood cells. When somatic cells are counted
results are referred to as the Somatic Cell Count (SCC). The major factor affecting SCC
in milk is a mammary gland infection. SCC in milk samples collected from individual
dairy cows at various intervals (e.g., monthly) during lactation are commercially
determined and recorded in dairy herds. Consequently, high SCC in milk (e.g.,
>200,000) is useful as an index for potential previous or current udder
infections/inflammation that may have been caused by mastitis or injury (Caraviello et
al., 2005). In a preliminary study, we have recently shown that dairy cows with a high
number of SCC measurements >200,000 during pregnancy produce daughters with
relatively low circulating concentrations of anti-Mdullerian hormone (AMH) as adults.
AMH is a glycoprotein produced exclusively by granulosa cells of healthy growing
follicles (La Marca and Volpe, 2006) , and circulating AMH concentrations are not only
static during reproductive cycles, but also highly correlated with AFC and size of the
ovarian reserve in cattle and other species (see review (Ireland et al., 2010). In a recent
follow up study with larger animal numbers, we subjected two groups of 12 month old
Holstein heifers to two injections of prostaglandin F,, (PG) spaced 11 days apart to
synchronize estrous cycles. A single blood sample was removed from the tail vein of
each animal 96 hours after the last PG injection, and serum AMH concentration was
determined using our previously validated AMH assay (intra- and inter-assay cv =<
10%; (Ireland et al., 2008). One group of heifers were from dams (n = 25 animals) that
had 4 or 5 SCC measurements > 200,000 during pregnancy while the other group of
heifers were from dams (n = 20) with 0 or 1 SCC measurement > 200,000 during
pregnancy. Like our previous preliminary study (Ireland et al., 2010), results showed
that the heifers from dams with chronically high SCC had AMH concentrations nearly
50% lower (0.13£0.03 vs 0.075+ 0.01 ng/ml, P<0.05) compared with heifers from dams
with zero or a low SCC. Taken together, these results imply that chronic infections
during pregnancy of dairy cows diminish size of the ovarian reserve (and lower AMH)
and potentially future reproductive performance in their offspring.
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Evidence that maternal nutrition during gestation negatively impacts antral follicle
count in their offspring

Most studies examining the Thrifty Phenotype Hypothesis investigate the
consequences of nutritional challenges imposed on the dam on health of their offspring
as young adults. However, we tested the hypothesis that restriction of maternal nutrition
during gestation, at the time of ovarian development in their foetuses, negatively
impacts proliferation of primordial germ cells (to be consistent with Introduction) and
thus follicle numbers postnatally. We tested this hypothesis by restricting nutrition of
cows to 0.6 of their maintenance energy requirements shortly before conception to the
end of the first trimester of pregnancy. The first trimester of pregnancy coincides with
the peak in number of follicles and oocytes in fetal ovaries (Erickson, 1966a). Results
show that, although weight of offspring was unaltered at birth, AFC and circulating
AMH concentrations in calves born to nutritionally restricted mothers were 60% lower
compared with calves born to control mothers (Mossa et al., 2009) (Table 1). Because
AFC and AMH concentrations are positively correlated with size of the ovarian reserve
(Ireland et al., 2008), these findings imply that maternal nutrition as well as chronic
infections during pregnancy may have a previously unrecognized yet important role in
regulation of size of the ovarian reserve and perhaps fertility of cattle.

Table 1. Mean (x SEM) number of follicles >3 mm in diameter (Antral Follicle Count)
during follicle waves in heifer calves born to mothers fed a control diet (Control) or
who were nutritionally restricted (Restricted, 60% energy requirement) for the first 110
days of gestation. From (Mossa et al., 2009).

Weeks of age Control (n=13) Nutrient Restricted (n=10)
7 23821 141 £ 0.9**

18 26.0+2.8 16.2 £ 1.1**

35 239%2.2 16.6 £ 1.2**

56 21920 175+19

86 23619 158 +1.8*

*P<0.05 and **P<0.01 compared to the control animals at the same age

Effects of genotype on antral follicle count

Another intriguing observation of the numbers of follicles in cattle is a
comparison of Bos indicis versus Bos taurus breeds of cattle. While there are small
differences in the characteristics of estrous cycles and follicle waves between these
types of cattle (Sartori et al., 2010), it is clear that there are different number of follicles
in follicle waves. At the onset of each follicular wave there are on average 18 (Ireland et
al., 2007) to 24 (Ginther et al., 1996) small antral follicles detected in the ovaries of Bos
taurus cattle, whereas there appear to be at least double this is Bos indicus cattle
(Gimenes et al., 2009) with reports of average counts ranging from 40 (Alvarez et al.,
2000) to 50 (Buratini et al., 2000; Sartori et al., 2010) follicles.
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While these difference in antral follicle numbers between breeds have been
suggested to be due to differences in circulating concentrations of insulin and IGF-I
(Sartori et al., 2010; Sartori and Barros, 2011), it is also possible that they arise due to
differences in the maternal environment during gestation affecting numbers of follicles
in the ovarian reserve. In addition, it is interesting to note that while Bos indicus cattle
have more follicles than Bos Taurus breeds there is some evidence to support the notion
that prenatal maternal nutrition also negatively impacts the ovarian reserve in offspring
of Bos indicus breeds of cattle (Sullivan et al., 2009), as shown in our studies (Mossa et
al., 2009).

Association of the numbers of ovarian follicles and fertility

It has long been known that there is very high variation in the size of ovaries and
the ovarian reserve (Erickson, 1966b; a). Moreover, the idea that quantity of follicles
and oocytes in ovaries impacts fertility is a long-held tenet in reproductive biology
(Hunter, 1787; Erickson, 1966b; te Velde and Pearson, 2002). However, the association
of AFC with fertility has only recently received interest in human beings (Rosen, 2011;
Styer and Toth, 2011).

It is clear that the quantity of follicles and oocytes are highly variable throughout
reproductive life spans of adults (see above) and also that oocyte quantity rapidly
declines during ageing (Fayad et al., 2004; Kuhn et al., 2006). Furthermore, in women,
the decline in fertility about 20 years before menopause (cessation of reproductive
cycles and depletion of oocytes from ovaries) and high variability of age at menopause
(range = 40 to 60 yrs old) are both hypothesized to be caused by the high variation in
number of follicles and oocytes in women at birth (Faddy and Gosden, 1996; te Velde
and Pearson, 2002). Nevertheless, the extent and mechanisms whereby the inherently
high variation in quantity of follicles and oocytes in ovaries of individuals (Block, 1952;
Erickson, 1966b; a; Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007; Ireland et al., 2008; Ireland
et al., 2009; Jimenez-Krassel et al., 2009) may cause or contribute to the relatively large
differences in fertility amongst young adults are unknown and have not been previously
directly examined for any species.

To test the hypothesis that AFC is positively associated with fertility in cattle we
recently completed a study showing that cows with a high AFC had higher pregnancy
rates (Figure 2), shorter calving to conception intervals and received fewer services
during the breeding season compared with cows with a low AFC (Mossa et al., 2012).
This finding is supported by a study in beef heifers showing higher pregnancy rates in
heifers with high versus a lower AFC (Cushman et al., 2009).
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Figure 2. Probability of pregnancy at the end of the breeding period in 306 lactating
dairy cows plotted against the numbers of ovarian follicles > 3mm in diameter (AFC).
Logistic regression, utilising a logit link function, was used to quantify the association
between AFC and pregnancy at the end of the breeding period (P=0.06). (Mossa et al.,
2012)

Antral follicle count and superovulation

Responsiveness to superovulation and reduced success of IVF and embryo
transfer are well established to be negatively associated with ageing and to correspond
to a reduction in number of follicles and oocytes in ovaries in single-ovulating species
like cattle (Kawamata, 1994; Cushman et al., 1999; Taneja et al., 2000; Singh et al.,
2004) and humans (Beckers et al., 2002; Styer and Toth, 2011). Our results show that
young adult cattle with low versus high AFC respond poorly to superovulation and have
a reduced number of transferable embryos (Ireland et al., 2007).

Conclusions

In cattle the number of antral follicles in the ovaries is reflective of the size of
the ovarian reserve (Ireland et al., 2008) and there is increasing evidence that size of the
ovarian reserve is negatively impacted by maternal environment during gestation. The
size of the ovarian reserve is also associated with fertility, but the mechanisms whereby
the inherent high variation in follicle numbers negatively impact ovarian function,
endometrial development and embryo survival are complex and poorly understood.
These findings highlight: i) the importance of the maternal environment during
gestation in determining the size of the ovarian reserve in their offspring, ii) the
contribution of the ovarian reserve to subsequent fertility in cattle, and iii) the
importance of future studies to unravel the factors and associated mechanisms that
regulate not only size of the ovarian reserve, but also the linkage between the inherently
high variation in numbers of follicles in the ovarian reserve with subsequent ovarian and
uterine function and optimal fertility.
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Future Perspectives

This research is important is it shows that low follicle numbers are associated
with poor fertility in cattle. Two practical recommendations can now be made. Firstly,
since follicle numbers are heritable (h?> = 0.31), animals with very low numbers of
follicles (AFC<10 in Bos taurus breeds) should be selected against in breeding
programmes. Secondly, since the numbers of follicle in ovaries are determined during
gestation, pregnant animals must be managed to maximise the numbers of follicles in
their offspring (in particular avoid nutritional and disease stress). Managing animals to
have high fertility is a lifelong task and not just relevant at the time of breeding.

Acknowledgements

The Author is grateful to Science Foundation Ireland (07/SRC/B1156) and the
Department of Agriculture Food and the Marine, Ireland (RSF 06328) for funding to
support his research.

References

Aerts, J.M., Bols, P.E., 2010. Ovarian follicular dynamics: a review with emphasis on
the bovine species. Part I: Folliculogenesis and pre-antral follicle development.
Reprod. Domest. Anim. 45, 171-179.

Alvarez, P., Spicer, L.J., Chase, C.C., Jr., Payton, M.E., Hamilton, T.D., Stewart, R.E.,
Hammond, A.C., Olson, T.A., Wettemann, R.P., 2000. Ovarian and endocrine
characteristics during an estrous cycle in Angus, Brahman, and Senepol cows in a
subtropical environment. J. Anim. Sci. 78, 1291-1302.

Barker, D.J., 1992. The effect of nutrition of the fetus and neonate on cardiovascular
disease in adult life. Proceedings of the Nutrition Society 51, 135-144.

Beckers, N.G.M., Macklon, N.S., Eijkemans, M.J.C., Fauser, B.C.J.M., 2002. Women
with regular menstrual cycles and a poor response to ovarian hyperstimulation for
in vitro fertilization exhibit follicular phase characteristics suggestive of ovarian
aging. Fertility and Sterility 78, 291-297.

Binelli, M., Murphy, B.D., 2010. Coordinated regulation of follicle development by
germ and somatic cells. Reprod. Fertil. Dev. 22, 1-12.

Black, J.L., Erickson, B.H., 1968. Oogenesis and ovarian development in the prenatal
pig. Anat Rec 161, 45-56.

Block, E., 1952. Quantitative morphological investigation of the follicular systen in
women. Acta Anat 14, 108-123.

Boo, H.A.D., Harding, J.E., 2006. The developmental origins of adult disease (Barker)
hypothesis. Australian and New Zealand Journal of Obstetrics and Gynaecology
46, 4-14.

Buratini, J., Jr., Price, C.A., Visintin, J.A., Bo, G.A., 2000. Effects of dominant follicle
aspiration and treatment with recombinant bovine somatotropin (BST) on ovarian
follicular development in nelore (Bos indicus) heifers. Theriogenology 54, 421-
431.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



A.C.O. Evans 26

Burns, D.S., Jimenez-Krassel, F., Ireland, J.L., Knight, P.G., Ireland, J.J., 2005.
Numbers of antral follicles during follicular waves in cattle: evidence for high
variation among animals, very high repeatability in individuals, and an inverse
association with serum follicle-stimulating hormone concentrations. Biol. Reprod.
73, 54-62.

Caraviello, D.Z., Weigel, K.A., Shook, G.E., Ruegg, P.L., 2005. Assessment of the
impact of somatic cell count on functional longevity in Holstein and Jersey cattle
using survival analysis methodology. J. Dairy. Sci. 88, 804-811.

Cushman, R.A., Allan, M.F., Kuehn, L.A., Snelling, W.M., Cupp, A.S., Freetly, H.C.,
2009. Evaluation of antral follicle count and ovarian morphology in crossbred
beef cows: investigation of influence of stage of the estrous cycle, age, and birth
weight. J. Anim. Sci. 87, 1971-1980.

Cushman, R.A., DeSouza, J.C., Hedgpeth, V.S., Britt, J.H., 1999. Superovulatory
response of one ovary is related to the micro- and macroscopic population of
follicles in the contralateral ovary of the cow. Biol. Reprod. 60, 349-354.

Erickson, B.H., 1966a. Development and radio-response of the prenatal bovine ovary.
J. Reprod. Fertil. 11, 97-105.

Erickson, B.H., 1966b. Development and senescence of the postnatal bovine ovary. J.
Anim. Sci. 25, 800-805.

Evans, A.C.0., 2003. Characteristics of ovarian follicle development in domestic
animals. Reprod. Domest. Anim. 38, 1-7.

Evans, A.C.O., Mossa, F., Fair, T., Lonergan, P., Butler, S.T., Zielak-Steciwko, A.E.,
Smith, G.W., Jimenez-Krassel, F., Folger, J.K., Ireland, J.L.H., Ireland, J.J., 2010.
Causes and consequences fo the variation in the number of ovarian follicles in
cattle, In: Lucy, M.C., Pate, J.L., Smith, M.F., Spencer, T.E. (Eds.), Reproduction
in Domestic Ruminants VII. Society for Reproduction and Fertility, Volume 67,
Nottingham University Press, Nottingham, pp. 412-429.

Evans, A.C.O., Mossa, F., Walsh, S.W., Scheetz, D., Jimenez-Krassel, F., Ireland,
J.L.H., Smith, G.W., Ireland, J.J., 2012. Effects of maternal environment during
gestation on ovarian folliculogenesis and consequences for fertility in bovine
offspring. Reprod. Domest. Anim. 47 (Supplement 4), 31-37.

Faddy, M.J., Gosden, R.G., 1996. A model conforming the decline in follicle numbers
to the age of menopause in women. Hum. Reprod. 11, 1484-1486.

Fayad, T., Levesque, V., Sirois, J., Silversides, D.W., Lussier, J.G., 2004. Gene
expression profiling of differentially expressed genes in granulosa cells of bovine
dominant follicles using suppression subtractive hybridization. Biol. Reprod. 70,
523-533.

Gimenes, L.U., Fantinato Neto, P., Arango, J.S.P., Ayres, H., Baruselli, P.S., 20009.
Follicular dynamics of Bos indicus, Bos taurus and Bubalus bubalis heifers treated
with norgestomet ear implant associated of not to injectable progesterone. Anim.
Reprod. 6, 256.

Ginther, O.J., Wilthank, M.C., Fricke, P.M., Gibbons, J.R., Kot, K., 1996. Selection of
the dominant follicle in cattle. Biol. Reprod. 55, 1187-1194.

Hales, C.N., Barker, D.J.,, 2001. The thrifty phenotype hypothesis. British medical
bulletin 60, 5-20.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



A.C.O. Evans 27

Hunter, J., 1787. An experiment to determine the effect of extirpating one ovarium upon
the number of young produced. Philosophical Transactions of the Royal Society
of London 77, 233-239.

Ireland, J.J., Mihm, M., Austin, E., Diskin, M.G., Roche, J.F., 2000. Historical
perspective of turnover of dominant follicles during the bovine estrous cycle: key
concepts, studies, advancements, and terms. J. Dairy Sci. 83, 1648-1658.

Ireland, J.J., Scheetz, D., Jimenez, F., Folger, J.K., Smith, G.W., Mossa, F., Evans,
A.C.0., 2010. Evidence that mammary gland infection/injury during pregnancy in
dairy cows may have a negative impact on size of the ovarian reserve in their
daughters 43rd Annual Meeting for the Society for Study of Reproduction,
Milwaukee, WI.

Ireland, J.J., Smith, G.W., Scheetz, D., Jimenez-Krassel, F., Folger, J.K., Ireland, J.L.,
Mossa, F., Lonergan, P., Evans, A.C., 2011. Does size matter in females? An
overview of the impact of the high variation in the ovarian reserve on ovarian
function and fertility, utility of anti-Mullerian hormone as a diagnostic marker for
fertility and causes of variation in the ovarian reserve in cattle. Reprod. Fertil.
Dev. 23, 1-14.

Ireland, J.J., Ward, F., Jimenez-Krassel, F., Ireland, J.L., Smith, G.W., Lonergan, P.,
Evans, A.C.O., 2007. Follicle numbers are highly repeatable within individual
animals but are inversely correlated with FSH concentrations and the proportion
of good-quality embryos after ovarian stimulation in cattle. Hum. Reprod. 22,
1687-1695.

Ireland, J.J., Zielak, A.E., Jimenez-Krassel, F., Folger, J., Bettegowda, A., Scheetz, D.,
Walsh, S., Mossa, F., Knight, P.G., Smith, G.W., Lonergan, P., Evans, A.C.O.,
2009. Variation in the ovarian reserve is linked to alterations in intrafollicular
estradiol production and ovarian biomarkers of follicular differentiation and
oocyte quality in cattle. Biol. Reprod. 80 954-964.

Ireland, J.L.H., Scheetz, D., Jimenez-Krassel, F., Themmen, A.P., Ward, F., Lonergan,
P., Smith, G.W., Perez, G.I., Evans, A.C., Ireland, J.J., 2008. Antral follicle count
reliably predicts number of morphologically healthy oocytes and follicles in
ovaries of young adult cattle. Biol. Reprod. 79, 1219-1225.

Jimenez-Krassel, F., Folger, J., Ireland, J.L.H., Smith, G.W., Hou, X., Davis, J.S.,
Lonergan, P., Evans, A.C.O., Ireland, J.J., 2009. Evidence that high variation in
ovarian reserves of healthy young adults has a negative impact on the corpus
luteum and endometrium during reproductive cycles of single-ovulating species.
Biol. Reprod. 80, 1272-1281.

Kawamata, M., 1994. Relationship between the number of small follicles prior to
superovulatory treatment and superovulatory response in Holstein cows. J. Vet.
Med. Sci. 56, 965-970.

Kuhn, M.T., Hutchison, J.L., Wiggans, G.R., 2006. Characterization of Holstein heifer
fertility in the United States. J. Dairy. Sci. 89, 4907-4920.

La Marca, A., Volpe, A., 2006. Anti-Mullerian hormone (AMH) in female
reproduction: is measurement of circulating AMH a useful tool? Clinical
Endocrinology 64, 603-610.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



A.C.O. Evans 28

McMillen, 1.C., Robinson, J.S., 2005. Developmental origins of the metabolic
syndrome: prediction, plasticity, and programming. Physiological Reviews 85,
571-633.

McNatty, K.P., Smith, P., Hudson, N.L., Heath, D.A., Tisdall, D.J., O, W.-S., Braw-Tal,
R., 1995. Development of the sheep ovary during fetal and early neonatal life and
the effect of fecundity genes J. Reprod. Fertil. Suppl. 54, 3-16.

Mihm, M., Evans, A.C., 2008. Mechanisms for dominant follicle selection in
monovulatory species: a comparison of morphological, endocrine and intraovarian
events in cows, mares and women. Reprod. Domest. Anim. 43 Suppl 2, 48-56.

Mossa, F., Jimenez-Krassel, F., Walsh, S., Berry, D.P., Butler, S., Folger, J., Smith
G.W., Ireland, J.L.H., Lonergan, P., Ireland, J.J., Evans, A.C., 2010. The inherent
capacity of the pituitary gland to produce gonadotropins is not influenced by the
number of ovarian follicles > 3 mm in diameter in cattle. Reprod. Fertil. Dev 22,
550-557.

Mossa, F., Kenny, D., Jimenez-Krassel, F., Smith G.W., Berry, D., Butler, S., Fair, T.,
Lonergan, P., Ireland, J.J., Evans, A.C.O., 2009. Undernutrition of heifers during
the first trimester of pregnancy diminishes size of the ovarian reserve in female
offspring, 42nd Annual Meeting of the Society for Study of Reproduction,
Pittsburg, PA, p. 77.

Mossa, F., Walsh, S\W., Butler, S.T., Berry, D.P., Carter, F., Lonergan, P., Smith,
G.W.,, Ireland, J.J., Evans, A.C.O., 2012. Low numbers of ovarian follicles > 3
mm in diameter are associated with low fertility in dairy cows. J. Dairy. Sci. 95,
2355-2361.

Pepling, M.E., 2006. From primordial germ cell to primordial follicle: mammalian
female germ cell development. Genesis 44, 622-632.

Pierson, R.A., Ginther, O.J., 1984. Ultrasonography of the bovine ovary.
Theriogenology 21, 495-504.

Rajakoski, E., 1960. The ovarian follicular system in sexually mature heifers with
special reference to seasonally, cyclical, and left-right variations. Acta
Endocrinologica Supplement 52, 1-68.

Rosen, M.P., 2011. Do oocyte quality and quantity as measured by antral follicle count
decline in parallel? Fertil Steril 95, 482-483.

Russe, 1., 1983. Oogenesis in cattle and sheep. Bibleotheca Anatomica 24, 77-92.

Sartori, R., Barros, C.M., 2011. Reproductive cycles in Bos indicus cattle. Anim.
Reprod. Sci. In press.

Sartori, R., Bastos, M.R., Baruselli, P.S., Gimenes, L.U., Ereno, R.L., Barros, C.M.,
2010. Physiological difference and implications the reproductive management of
Bos taurus and Bos indicus cattle in a tropical environment, In: Lucy, M.C., Pate,
J.L., Smith, M.F., Spencer, T.E. (Eds.), Reproduction in Domestic Runimants VI,
Nottingham University Press, Nottingham, pp. 357-375.

Singh, J., Dominguez, M., Jaiswal, R., Adams, G.P., 2004. A simple ultrasound test to
predict the superstimulatory response in cattle. Theriogenology 62, 227-243.

Smitz, J.E., Cortvrindt, R.G., 2002. The earliest stages of folliculogenesis in vitro.
Reproduction 123, 185-202.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



A.C.O. Evans 29

Steckler, T., Wang, J., Bartol, F.F.,, Roy, S.K., Padmanabhan, V., 2005. Fetal
programming: prenatal testosterone treatment causes intrauterine growth
retardation, reduces ovarian reserve and increases ovarian follicular recruitment.
Endocrinology 146, 3185-3193.

Styer, A.K., Toth, T.L., 2011. Antral follicle count in clinical practice: building the
bridge from ovarian reserve to in vitro fertilization outcome. Fertil Steril 95, 480-
481.

Sullivan, T.M., Micke, G.C., Greer, R.M., Irving-Rodgers, H.F., Rodgers, R.J., Perry,
V.E., 2009. Dietary manipulation of Bos indicus x heifers during gestation affects
the reproductive development of their heifer calves. Reprod. Fertil. Dev. 21, 773-
784.

Tanaka, Y., Nakada, K., Moriyoshi, M., Sawamukai, Y., 2001. Appearance and number
of follicles and change in the concentration of serum FSH in female bovine
fetuses. Reproduction 121, 777-782.

Taneja, M., Bols, P.E., Van de Velde, A., Ju, J.C., Schreiber, D., Tripp, M.W., Levine,
H., Echelard, Y., Riesen, J., Yang, X., 2000. Developmental competence of
juvenile calf oocytes in vitro and in vivo: influence of donor animal variation and
repeated gonadotropin stimulation. Biol. Reprod. 62, 206-213.

Te Velde, E.R., Pearson, P.L., 2002. The variability of female reproductive ageing.
Hum Reprod Update 8, 141-154.

Webb, R., Campbell, B.K., 2007. Development of the dominant follicle: mechanisms of
selection and maintenance of oocyte quality. Society of Reproduction and Fertility
Supplement 64, 141-163.

Yang, M.Y., Fortune, J.E., 2008. The capacity of primordial follicles in fetal bovine
ovaries to initiate growth in vitro develops during mid-gestation and is associated
with meiotic arrest of oocytes. Biol. Reprod. 78, 1153-1161.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



José F. Garcia 30

O que estd havendo com as tecnologias de selegdo e melhoramento assistido
por marcadores de DNA?

José Fernando Garcia

Faculdade de Medicina Veterinaria — UNESP — Aragatuba

O que se sabe atualmente sobre a influéncia do DNA na vida?

1. Variagdes na sequencia do DNA (mutacOes, insercdes ou delecOes)
podem afetar a estrutura ou o controle da expressao de proteinas, consequentemente
alterando as func@es dessas Ultimas, com reflexos na manifestacéo fenotipica.

2. Alteracbes nos padrdes de metilacdo das cadeias de DNA podem
causar variagdes fenotipicas, independentemente de variagdes nas sequencias de bases
do DNA (fenbmeno denominado epigenética e ndo considerado nesse artigo).

3. As tecnologias atualmente disponiveis permitem gerar grandes
quantidades de informacdo sobre as sequencias de DNA e suas variacdes de forma
rapida, barata e precisa (4rea em constante transformacdo, com novas tecnologias
surgindo a cada dia).

4. O actmulo exponencial de informacBes sobre o0s genomas das
diferentes espécies biologicas em banco de dados publicos exige/permite o
desenvolvimento constante de novas ferramentas bioestatisticas para interpretar essas
informacdes.

Num cenario com essa complexidade, em que conhecemos 0 alvo de procura
(DNA), possuimos o as ferramentas necessarias (tecnologias de geracdo de
informacdo gendmica) e temos acesso a informacdo mais precisa possivel (bancos de
dados gendmicos), porque a tecnologia que envolve as analises do DNA ainda ndo se
transformou no toque de Midas que falta aos processos de selecdo e melhoramento
animal?

A despeito de todos os grandes avancos no conhecimento do genoma humano,
area que primeiramente motivou o desenvolvimento de toda essa tecnologia, somente
agora (inicio da segunda década do século XXI) comeca-se a enxergar uma ou outra
aplicacdo concreta da tecnologia/informacdo no dia-a-dia da medicina. Exemplos sdo
os marcadores como indicativos para o uso de medicamentos de forma customizada
(farmacogenémica) e para a predicdo de risco/susceptibilidade a doencas (cancer,
diabetes, obesidade, etc...). Em ambos 0s casos, trata-se de testes preditivos parciais,
com uso restrito a situacdes especificas, de custo alto e que permitem ao médico
tomar decisdes clinicas com precisdo apenas um pouco maior do que ele possuia até
entdo. Essa é uma area promissora e muito se especula sobre a dimensdo que esse tipo
de aplicacdo tecnologica tera no futuro.

Levando em consideracdo o curso do desenvolvimento da &rea gendmica em
humanos, poderiamos supor que muito em breve, sendo imediatamente, esse tipo de
uso também seria possivel na producéo animal. Porque isso ndo estd acontecendo?

As tentativas de aplicacdo das tecnologias de marcadores moleculares na
producdo animal, especificamente em bovinos, ocorreu ao longo dos ultimos 20 anos
na forma de “ondas”.

Primeira “onda”: Uso de marcadores do tipo microssatélite para a identificagao
de QTL (locus de caracteristica quantitativa). Muito em voga da década de 90,
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tratava-se da tecnologia mais moderna e precisa para tentar encontrar as variagoes do
DNA que pudessem explicar as diferencas fenotipicas observadas entre os animais.
Sua limitacdo advinha do fato de que existiam poucos marcadores disponiveis (pouca
informacdo), ndo existiam genomas de referéncia nas espécies animais (0 primeiro foi
0 do bovino taurino concluido em 2009) e o custo das analises era muito caro e dificil
(restringindo seu uso ao ambiente académico).

Segunda “onda”: Variagdes pontuais no DNA, evidenciadas por marcadores do
tipo SNP (polimorfismo de sitio Unico), associados a genes relacionados a
caracteristicas de producdo (crescimento, producdo de leite, qualidade da carne,
fertilidade). Essa era foi marcada pela entrada de empresas transnacionais do setor
farmacéutico na arena. A luz do conhecimento pré-existente em 2005, quando esse
movimento comecou, a idéia de reunir todo o conhecimento disponivel sobre SNP
associados a carateristicas funcionais e propor um teste Unico e completo que pudesse
predizer a capacidade produtiva de um determinado animal de maneira precoce e
precisa fazia todo o sentido. A limitacdo dessa estratégia fundamentou-se nas
seguintes situacOes: i. 0s poucos SNP testados (por volta de 200) explicavam apenas
parcialmente cada um dos fenétipos a eles associados, ii. 0 custo da tecnologia ainda
era alto para seu uso em larga escala nos sistemas de producdo (em torno de
US$ 50,00), iii. dificuldade em quantificar os beneficios (econdémicos) de seu uso ao
longo do tempo e iv. 0 aumento rapido na quantidade e qualidade das informacdes
gendbmicas e o surgimento de novas tecnologias analiticas (SNP chips de alta
densidade), tornaram esse tipo de teste de tecnologia de valor questionavel no ambito
das cadeias produtivas de corte e leite, ndo tendo sido incorporado de forma
contundente aos programas de melhoramento genético tradicionais.

Terceira “onda”: Surgido em 2007, sobre a revolucionéria plataforma de SNP
chip de alta densidade (mais de 50.000 marcadores em um Unico teste) e denominado
de “Selegdo GenOmica”, €sse processo consiste em interrogar a variabilidade de
dezenas de milhares de pontos (SNP) distribuidos ao longo do genoma, e associar
essa informacdo, Unica e exclusiva para cada animal, a bancos de dados fenotipicos,
permitindo o calculo de DEP (diferencas esperadas na progénie) fortalecidas pela
gendmica. Nesse caso ndo se identificam os genes envolvidos na manifestacao
fenotipica (como na “onda” anterior), mas sim realiza-se um “pente fino” ao longo de
todos os cromossomos, associando cada um dos milhares de SNP analisados com
cada fenotipo em questdo, gerando valores que sdo computados ao final gerando a
DEP gendmica. Em 2008 esse processo passou a ser utilizado oficialmente na rotina
do programa de melhoramento da raca Holandesa no Canad4 e Estados Unidos, e a
partir dai nas diferentes ragas de leite do mundo. Com isso agregou-se valor
(mensuravel) aos processos de melhoramento genético tradicionais, por aumentar a
acuracia das DEP, que no caso das racas leiteiras significou aumento de 25-30% para
75-80% na acuracia das DEP de animais jovens (ainda ndo provados por outros
métodos). As raz0es para esse Sucesso assentaram-se nos seguintes fatores: i. custo
compativel com o sistema de producéo leiteira (US$ 50,00 por um teste que permite
determinar antecipadamente qual o melhor animal, com preciséo de 80%), ii. sinergia
com o0s programas de melhoramento genético pré-existentes e solidos,
proporcionando o aumento da sua eficiéncia, iii. possibilidade de mensurar a relacéo
custo-beneficio (0 uso do processo de “Sele¢do Gendmica” permitiu a reducao de
custos com testes de progénie, aumentou a velocidade e a precisdo do processo de
selecdo), iv. os bancos de dados (fenotipicos e genotipicos) e sua manipulagdo séo de
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propriedade exclusiva dos criadores, através das suas associacfes, sendo a analise
gendmica realizada em laboratorios de prestacao de servico especifica.

Em racgas de corte, a “Selecdo Genomica” ndo se estruturou da mesma forma
que nas racas de leite. Razdes para essa diferenca sdo: i. gargalo do custo unitario de
um teste gendmico (US$ 50,00 por animal pode ser muito caro para seu uso extensivo
em grandes rebanhos de corte nos mesmos moldes do que foi observado no gado de
leite), ii. baixa qualidade e complexidade dos bancos dados fenotipicos em rebanhos
de corte (0 que ndo permite a visualizacdo de resultados tdo impactantes como no
caso das ragas leiteiras) e iii. diferengas na dinamica da cadeia de produgéo de carne
quando comparada a de leite (ciclo de producdo mais rapido e menor valor agregado
do individuo).

O cenério atual do uso de marcadores moleculares para a selecdo e
melhoramento animal pode ser resumido da seguinte forma: 1. Diferentes tentativas
relacionadas a implantacdo de métodos e estratégias para 0 bom uso de marcadores
moleculares na pecuéria foram experimentadas nas Ultimas duas décadas, 2. A Unica
aplicagdo concreta e economicamente sustentavel atualmente existente ¢ a “Seleg@o
GenOmica” em racas leiteiras e de dupla aptiddo, ligadas a programas de
melhoramento consistentes, 3. Em bovinos de corte, bem como em outras espécies
(ovinos, caprinos, bubalinos), ainda existem gargalos a serem superados, 4. A terceira
“onda” devera ser suplantada por uma “quarta” onda, a medida que o volume de
informagédo e conhecimento for aumentando com o passar dos anos.

Pode-se vislumbrar, principalmente pelo que se tem observado na area de
gendmica em humanos, que em menos de cinco anos talvez seja possivel propor
novas abordagens para a aplicacdo dos marcadores na area de producdo animal, que
desconectem-se um pouco dos principios da genética quantitativa, alinhando-se mais
com o entendimento da complexidade da relacdo entre 0s genes e suas variantes com
a manifestacdo dos fen6tipos de interesse.
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1. Introdugéo

Nos paises de clima tropical ha diversos sistemas para producéo de leite. Dentre
eles, destacam-se o intensivo, com rebanhos compostos principalmente por vacas Bos
taurus de elevada producao leiteira e o sistema extensivo ou a pasto com vacas mesticas
de menor produgdo leiteira oriundas do cruzamento entre Bos taurus (geralmente
Holandés) e Bos indicus (principalmente Gir). Independente do sistema, vacas leiteiras
tém problemas relacionados a eficiéncia reprodutiva que afetam diretamente o sucesso
econémico do empreendimento.

Devido a problemas cada vez mais frequentes de deteccdo de cio e queda nas
taxas de concepcdo (TC) em vacas leiteiras, o intervalo de partos (IP) tem sido cada vez
mais prolongado. Sendo assim, ap6s o periodo de espera voluntéario (PEV) deve-se
intensificar o manejo na tentativa de alcancar uma alta taxa de servi¢o (TS), que na
maioria das vezes obriga a lancar mdo de uma intensa observacdo de estro ou/e de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). O PEV do rebanho deve ser determinado
levando em conta principalmente a persisténcia da lactacdo e a TC. Desta forma, tendo
em que a TP é o produto da TC pela TS, se aumentar ambas ou qualquer uma das duas
se consegue aumentar a TP, e consequentemente ocorrera uma redugéo do IP.

Nota-se, ao longo dos anos, que vacas, especialmente as de elevada producéo
leiteira, apresentam um aumento gradativo em problemas reprodutivos, aparentemente
devido a causas multifatoriais (Lucy, 2001). Uma dessas causas, e talvez a mais
relevante seja o préprio aumento na producdo de leite, associado ao maior consumo de
alimentos, e subsequente elevacdo do fluxo sanguineo hepético (Sangsristavong et al.,
2002). Tal fato resulta em baixas concentra¢des circulantes de horménios esterdides e
subsequente alteracdo no comportamento de estro, qualidade ovocitaria/embrionéria e
fertilidade (Lopez et al., 2004; Wiltbank et al., 2006). A selecdo genética para producao
de leite aparentemente ndo alterou a fertilidade, pois a TC das novilhas permaneceu
constante e acima dos 60% ao longo dos anos.

Diversos trabalhos tém demonstrado uma correlagdo negativa entre o aumento
da producdo de leite e a eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras (Royal et al., 2000;
Lucy, 2001; Washburn et al.,, 2002). Por exemplo, as TC em vacas lactantes
apresentavam-se acima de 50% nos anos 40 e 50. Atualmente, a TC relatada tem sido
abaixo de 40%. Associado a baixa TC em vacas com maior producao leiteira observou-
se um aumento nos problemas reprodutivos, tais como, cistos ovarianos e anovulagéo
(Jordan & Fourdraine, 1993; Garverick, 1997; Lopez-Gatius et al., 2002; Wiltbank et
al., 2002), retardo na ovulacdo pos-parto (Nakao et al., 1992; Lamming & Darwash,
1998; Royal et al., 2000), duracdo e/ou intensidade de estro reduzidos (Nebel et al.,
1997; Dransfield et al., 1998; Lopez et al., 2004), aumento nas taxas de ovulagOes
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maltiplas (Nielen et al., 1989; Kinsel et al., 1998), lutedlise prematura resultando em
ciclos estrais curtos (Lucy, 2001) e perda gestacional (Santos et al., 2004).

Esta revisdo discorre sobre algumas particularidades da fisiologia reprodutiva da
vaca de alta producdo e das diferencas nas funcdes ovarianas, uterinas e metabolicas
entre as vacas de alta producdo de leite, baixa ou ndo produtoras, aléem de propor
algumas estratégias de manejo para elevar a eficiéncia reprodutiva.

2. Primeira ovulacdo pés-parto

Ap0s o parto, na primeira semana, ocorre um pico de FSH circulante (Ginther et
al., 1996), provavelmente resultante da reducdo nos niveis de estradiol (E2). Em
seguida, ocorre a primeira onda folicular entre quatro e 12 dias pds-parto (Ginther et al.,
1996; Haughian et al., 2002). A primeira ovulacdo pds-parto, geralmente ocorre na
auséncia (cio silencioso) ou com uma discreta manifestacdo de estro. De fato, Lopez et
al. (2004) e Endo et al. (2012) utilizando o sistema de radiotelemetria HeatWatch (DDx
Denver, CO), observaram que apenas 12% das vacas tiveram duas ou mais aceitacfes
de monta durante o estro que precedeu esta primeira ovulacdo. Além disso, entre 11 e
54% das vacas apresenta ciclo estral curto (< 16 dias), ap6s esta primeira ovulacdo
(Stevenson & Britt, 1979; Hinshelwood et al., 1982; Savio et al., 1990; Staples et al.,
1990; Royal et al., 2000).

De maneira geral, o tempo decorrido até a primeira ovulacdo é em média de 33
dias, em vacas holandesas nos EUA (compilagdo de 10 estudos; relatada por Ferguson,
1996). Considerando vacas holandesas mantidas a pasto, estas ovulam, em média, aos
43,4 + 5,3 d pds-parto (McDougall et al., 1995).

Para avaliar a ciclicidade de vacas da raca Holandés (n = 13) ou cruzadas (Jersey
x Holandés; n = 37), em sistema de pastejo, realizamos colheitas de sangue, durante um
ano, duas vezes por semana, a partir do sétimo dia do p6s-parto, para posterior dosagem
de progesterona (Meschiatti et al., ndo publicado). Interessantemente, o retorno a
ciclicidade foi similar entre as racas e estacdes do ano, em que 80% das vacas
apresentavam corpo liteo antes de 60 dias pos-parto (40/50). Por outro lado, multiparas
retomaram a ciclicidade antes que primiparas, sugerindo efeito do balango energético
negativo (BEN) mais acentuado nesta categoria, demonstrado pela maior perda de
condicdo corporal entre o parto e os 60 dias pds-parto (Tabela 1). Outro estudo
realizado no Brasil, vacas da raca Girolando apresentaram retorno a ciclicidade superior
aos 100 dias, e em torno de 25% das vacas ndo estavam ciclando até os 120 dias quando
o estudo foi finalizado (Ruas et al., 2004). O retorno atrasado de ciclicidade esta
relacionado ao contato com o bezerro, genética (Bos indicus) e principalmente ao
manejo nutricional dessas vacas.
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Tabela 1. Variaveis produtivas e reprodutivas (média + EP) no periodo entre o parto e a
primeira 1A (60 dias pos-parto), em vacas leiteiras criadas em sistema de pastejo e
confinadas no inverno, em clima tropical.

Variaveis Retornoa ECCao Perda de Pico de P4
ciclicidad Parto ECCentreo producdo de  maxima
e (dias)* (1a5) parto e 60 leite (ng/mL)*
DPP (litros/dia)
Categoria

Primiparas (n=16) 30,3+28® 35+01 096+02*® 201+09 69+0,8
Multiparas (n=34) 204+17° 34+01 052+01° 255+08° 6,1+0,5

Raca

HPB (n = 13) 264+29 34+01 06702 226+14 6,4+0,9
HPB x Jersey (n = 243+16 3501 0,79+0,1 23,0£0,8 6,5+£0,5

37)

Estacdo do ano

E)uton)o/inverno 259+19 33x£0,1 0,60+0,1 22,3+0,9 6,7+0,8
n=29

Primavera/verdo (n=21) 248+26 3,6+0,1 0,88+0,2 233+172 6,2+0,8

abp < 0 05.

'Dados referentes as vacas que haviam ovulado em até 60 dias pés parto (80%; 13/16
primiparas e 27/34 multiparas; 29/37 cruzadas e 11/13 HPB).

Além do BEN, outro fator determinante para o retorno a ciclicidade no pds-parto
é a condicdo corporal ao parto. Em um estudo recente, Adrien et al. (2012) forneceram
diferentes dietas para vacas primiparas e multiparas do dia -100 até o dia -30 da data
prevista ao parto. Apos este periodo, a dieta foi similar entre os grupos. As vacas que
receberam dieta para ganhar ECC durante o pré-parto tenderam a retornar mais cedo a
ciclicidade, apesar dos ECCs aos 21 do p6s-parto terem sido similares.

A condicdo anovulatoria pode ser classificada em bases fisioldgicas
fundamentadas no tamanho méaximo do foliculo e na concentragdo de E2 circulante
(Wiltbank et al., 2002). Em um estudo realizado em Wisconsin, a maioria das vacas
anovulatérias (63%) tinha ECC adequado e foliculos com tamanho superior ao tamanho
de foliculos ovulatorios (20 mm). Por exemplo, 20% das vacas com ECC >3,25 foram
consideradas em condicdo anovulatoria. Assim, o BEN e o crescimento folicular
inadequado podem explicar uma parte das vacas leiteiras anovulatérias, mas parece nao
ser uma explicacdo adequada para todas (Wiltbank et al., 2006).

Apesar de o0 atraso na primeira ovulacdo esteja associado ao BEN no inicio da
lactacédo, o papel do nivel de producéo de leite ndo esta esclarecido. Vacas selecionadas
para alta producdo de leite, comparadas a linhagens controle (menor mérito genético
para rendimento leiteiro), apresentam intervalo mais longo até a primeira ovulagédo pos-
parto (+14 dias [revisdo de Lucy, 2001]; +8 dias [Gong et al., 2002]) e até o primeiro
estro detectado pos-parto (+4,5 dias, [Hageman et al., 1991]). Entretanto, um estudo
mais recente, ndo detectou correlacéo entre o nivel de producgéo de leite e a porcentagem
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de vacas anovulatorias aos 71 dias em lactacdo (DEL; Lopez et al., 2005). Nesse estudo,
25% das vacas apresentavam-se anovulatorias entre 50 e 71 dias poés-parto,
independentemente do nivel de producédo (25 a 60 kg de leite/dia). Erb (1984) revisou
quatro estudos norte-americanos em que foram comparados 0s niveis ou potencial
genético para producdo de leite entre vacas ovulatdrias e anovulatorias. O autor
concluiu que a alta producdo de leite ndo causa anovulacdo em vacas leiteiras
holandesas, mas vacas anovulatorias produziam mais leite que as demais.

Ha divergéncias sobre o efeito do retorno a ciclicidade na fertilidade. Alguns
autores relatam queda na eficiéncia reprodutiva de vacas com atividade luteal precoce,
no periodo pos-parto (Ball & McEwan, 1998; Smith & Wallace, 1998), outros nao
observaram efeito (Kruip et al., 1998; Royal et al., 2000) e a maioria observou um efeito
benéfico (Stevenson et al., 1983; Staples et al., 1990; Senatore et al., 1996; Darwash et
al., 1997). Em um estudo recente Galvédo et al. (2010), trabalhando com 445 vacas
lactantes oriundas de cinco fazendas observaram que vacas que retornaram a ciclicidade
mais precocemente tiveram uma melhor TC a primeira IA (38,6 vs. 28,1%, P < 0,05) e
tiveram 50% a mais de chance de se tornaram gestantes até os 300 DEL, comparadas
com vacas que retoram a ciclicidade mais tardiamente. Isso pode ser explicado devido a
menor taxa de endometrite sub-clinica nas vacas com retorno mais precoce a
ciclicidade. Dubuc et al. (2012) demonstraram que vacas que comecaram a ciclar
precocemente apresentaram menores concentracdoes circulantes de acidos graxos nao
esterificados (AGNES) e menos haptoglobulina no Gtero, indicando um menor BEN e
mais salde. Entdo, possivelmente o efeito benéfico do retorno a ciclicidade precoce
pode ser devido ao maior nimero de ciclos estrais prévios a IA (Senatore et al., 1996;
Darwash et al., 1997) ou por essas vacas serem mais saudaveis (Galvao et al., 2010;
Dubuc et al., 2012).

3. Fisiologia reprodutiva da vaca lactante

Agrupando resultados de diversos trabalhos cientificos que avaliaram funcgéo
ovariana em novilhas holandesas (Sirois & Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Knopf et
al., 1989; Ko et al., 1991; Lucy et al., 1994; Wilson et al., 1998; Ronchi et al., 2001), e
vacas holandesas lactantes (Savio et al.,, 1990; Schemm et al.,, 1990; Taylor &
Rajamahendran, 1991; Pursley et al., 1993; Kirby et al., 1997; Trout et al., 1998; Roth
et al., 2000; Townson et al., 2002), um total de 230 ciclos de 224 vacas e 104 ciclos de
97 novilhas foi estudado, sendo observado que a duracdo média nas vacas lactantes foi
de 23 dias e nas novilhas de 21 dias. A duragéo do ciclo estral nas vacas lactantes tem
mostrado mais longa do que os conceituados 21 dias. Nos estudos citados acima, em
ciclos estrais tipicos, a lutedlise ocorreu entre os dias 14 e 19 em novilhas e entre 0s
dias 16 e 24 nas vacas. Quando vacas lactantes de alto e baixo mérito genético para
producdo de leite foram comparadas (Lucy et al., 1998), observou-se que a lutedlise
ocorreu um pouco mais tardiamente nas vacas com alto mérito genético.

Em estudos realizados em Wisconsin (Tabela 2, Sartori et al., 2002a, 2002b,
2004), foi comparado vacas lactantes (n = 31; >40 kg de leite/dia) com novilhas plaberes
(n = 29; 12 a 16 meses de idade), durante o verdo, e vacas lactantes (n = 27; >45 kg de
leite/dia) com vacas ndo lactantes ndo gestantes (n = 26), durante o inverno. Durante o
verdo, as vacas lactantes ovularam foliculos maiores do que as novilhas, mas apesar
disso, o pico de E2 antes da ovulagdo foi menor nas vacas. Na comparacdo entre vacas
lactantes e ndo lactantes durante o inverno, o pico de E2 antes da ovulagdo foi similar
(7,6 vs. 8,5 pg/ml), apesar das vacas lactantes terem ovulado foliculos maiores (18,6 vs.
16,2 mm). Seis dias apés a ovulacdo, as vacas lactantes tiveram CLs maiores do que as
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vacas ndo lactantes (7600 vs. 5100 mm3) e a concentracdes séricas de P4 similares (2,2
e 1,9 ng/ml).

Vacas lactantes desenvolvem foliculos dominantes/ovulatérios maiores, porém
tém concentragdes séricas de E2 mais baixas quando comparadas a novilhas nuliparas
(Ahmad et al., 1996; Wolfenson et al., 2004; Sartori et al., 2004) ou a vacas nao
lactantes (De La Sota et al., 1993). As razdes para menores concentracdes de E2
circulantes em vacas lactantes estdo provavelmente relacionadas ao maior metabolismo
deste horménio ou a menor producdo pelos foliculos. A Ultima hip6tese ndo foi
confirmada. Sangsritavong et al. (2002) demonstraram que vacas lactantes tém um
metabolismo de E2 muito maior do que ndo lactantes. Portanto, € muito provavel que os
foliculos das vacas lactantes tenham que crescer mais, para produzirem E2 suficiente
para induzir comportamento de cio e o pico pré-ovulatorio de GnRH/LH. Se as vacas
lactantes ovulam foliculos maiores, é esperado que também tenham CLs maiores, uma
vez que ha uma correlacéo positiva entre tamanho do foliculo ovulatério e volume de
tecido luteal (Vasconcelos et al., 2001; Sartori et al., 2002a). Apesar disso, vacas
lactantes possuem concentragdes séricas de P4 reduzidas (Wolfenson et al., 2004, De La
Sota et al., 1993). Estes efeitos do metabolismo hepatico na fisiologia de vacas lactantes
comprometem a qualidade embrionaria (Sartori et al., 2004) e concepgao (Pursley et al.,
1995) comparado a novilhas.

Tabela 2. Comparacdo (médias + EP e porcentagens) entre novilhas nuliparas (n = 27) e
vacas em lactacdo (n = 14) com intervalos interovulatorios tipicos (adaptado de Sartori
et al., 2004).

Novilhas Vacas P
lactantes
Intervalo interovulatorio (dias) 22,0+ 0,4 229+0,7 0,28
Dia da lutedlise 185+0,4 189+0,6 0,53
Ciclos com duas ondas; % (n/n) 55,6 (15/27) 78,6 (11/14) 0,15
Ciclos com trés ondas; % (n/n) 33,3 (9/27) 14,3 (2/14) 0,19
Ciclos com quatro ondas; % (n/n) 11,1 (3/27) 7,1(1/14) 0,68
Dia da emergéncia da segunda onda folicular 8,9+0,3 11,1+0,6 <0,01

Dias entre a emergéncia da Gltima onda e  10,1+£0,5 109+05 0,30
ovulacao

Dias entre lute6lise e ovulagédo 46+0,1 52+0,2 <0,01

Foliculos codominantes na primeira onda; % 3,7 (1/27) 35,7 (5/14) <0,01
(n/n)

Taxa de ovulagdo multipla; % (n/n) 1,9 (1/54) 17,9 (5/28) 0,02
Diadmetro maximo do maior foliculo ovulatério 14,9 +0,2 16,8+05 <0,01
(mm)

Pico de E2 que antecedeu a ovulagao (pg/mL) 11,3+£0,6 79+08 <0,01
Volume maximo de tecido Iiteo (mm3) 7303 + 308 11(13L72é) +  <0,01
Pico de progesterona (ng/mL) 7,3£04 56+05 <001
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A relacdo entre producdo de leite e incidéncia de taxa de ovulagcdo multipla é alta
em vacas lactantes (10 a 39%, Santos et al., 2000; Vasconcelos et al., 2001; Sartori et
al., 2002a, 2004, Fricke & Wiltbank, 1999; Lopez et al., 2005) comparada a novilhas
nuliparas (2%, Sartori et al., 2004). Além disso, a taxa de dupla ovulagdo em vacas que
apresentavam producéo acima da media do rebanho foi mais alta do que de vacas abaixo
da média (20,2% vs. 6,9%; Fricke & Wiltbank, 1999, e 50% vs. 2,5%; Lopez et al.,
2005).

4. Alteracdes na expressao do estro em vacas de leite

A duracdo e intensidade de estro em bovinos leiteiros estdo diretamente
relacionadas a categoria dos animais (novilha ou vaca lactante) e ao nivel de producéo
leiteira. Estudos com grande acurdcia, utilizando-se o sistema de radiotelemetria
HeatWatch® que possibilita a observagdo continua durante 24 horas por dia e detecta
estro, Nebel et al. (1997) compararam novilhas nuliparas e vacas lactantes das racas
Holandesa e Jersey. Os autores observaram que as novilhas aceitaram mais montas por
estro comparadas as vacas (Holandesa: 17 vs. sete aceites de monta; Jersey: 30 vs. 10
aceites de monta, respectivamente) e tiveram maior duracdo de estro (Holandesa: 11 vs.
7 horas; Jersey: 14 vs. 8 horas). No mesmo estudo, foi observado que vacas multiparas,
tanto da raca Holandesa como Jersey, aceitaram mais montas por estro no inverno do
que no verdo (Holandesa: 9 vs. 4,5; Jersey: 12 versus 5, respectivamente).

No Brasil, entretanto, estudando vacas Gir, Pires et al. (2003) ndo detectaram
diferencas entre inverno e verdo na duragdo de estro (inverno: 12,3 horas; verdo: 11,8
horas) ou nimero de montas por estro (inverno: 28; verdo: 23), porém observaram
duracdo e intensidade de estro superiores aos relatados em vacas das racas Holandesa e
Jersey. Esses resultados, provavelmente, devem-se ao fato das vacas Gir estudadas nio
estarem lactando.

Avaliando a associacdo entre niveis de producdo de leite e comportamento de
estro, Lopez et al. (2004) verificaram menor duracdo e intensidade (6,3 vs. 8,8 aceites
de monta) de estro nas vacas de maior producdo de leite (>39,5 kg/dia) comparado as de
menor (<39,5 kg/dia). Da mesma forma, Aungier et al. (2012) mostraram que, para cada
10 kg de leite a mais produzidos, a taxa de movimentacdo dos animais diminuiu em
torno de 35%. Tal fato parece estar relacionado as menores concentracdes circulantes de
E2 em vacas lactantes comparadas as novilhas (Sartori et al., 2004) e vacas de maior
producdo de leite comparadas as vacas de menor produtividade.

No intuito de auxiliar a observacdo de estro, métodos baseado no controle de
atividades fisicas foram desenvolvidos (pedémetro ou colar). No entanto, em um estudo
realizado na Gré-Bretanha utilizando colares, demonstrou-se grandes falhas de deteccao
utilizando apenas este método, onde 28% das vacas detectadas em cio apresentavam P4
circulante alta.

5. Manejo reprodutivo de vacas em lactacéo

Vacas leiteiras geralmente tém baixa eficiéncia reprodutiva, 0 que praticamente
impossibilita a obtencdo de um IP ideal (13,5 meses para vacas de alta producdo; Nebel,
2003). IP curtos aumentam a producdo de leite por dia de vida util da vaca e resultam
em maior numero de bezerros nascidos. Principalmente em vacas mesticas, a
diminuicdo do IP é uma necessidade, considerando-se que estas vacas tém uma
persisténcia de lactacdo mais curta (275 dias; Vaz de Oliveira et al., 2004) quando
comparadas a vacas taurinas (> 305 dias). Freitas et al. (2001) avaliaram a duragdo da
lactacdo de vacas com diferentes graus de sangue do cruzamento de Holandés com Gir
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(1/2, 3/4, 7/8, 15/16 e 31/32) e mostraram que quanto maior o grau de Holandés maior a
persisténcia da lactagéo.

Dentre as principais razdes para IP prolongados encontram-se a baixa taxa de
deteccdo de cio, como descrito acima, e consequentemente baixas TS e TP. Vacas
mesticas tém TC aceitaveis, entretanto apresentam baixa TS devido a limitagcdes na
expressao e deteccdo de cio, assim como retorno a ciclicidade longo no pos-parto (70
dias em média; Ruas et al. [2002], ou mais de 100 dias; Ruas et al. [2004]). No manejo
de vacas no pré e pos-parto, deve-se ter atencdo especial com a nutricdo desses animais,
para que estejam com CC adequada ao parto e percam pouca condi¢cdo durante o pds-
parto.

Outra estratégia de manejo durante o periodo peri-parto deve focar na reducdo
do estresse dos animais. Aumento do estresse nessa fase estd correlacionado
positivamente com aumento de incidéncia de doengas no poés-parto, principalmente
retencdo de placenta. Suplementacdo com niveis adequados de Vitamina E e Selénio
também pode reduzir a incidéncia de retencdo de placenta (revisado por Wiltbank.,
2006). Além da retencdo de placenta, atraso na involucdo uterina e infeccfes uterinas
pos-parto estdo relacionadas ao aumento no IP em vacas (Sheldon et al., 2000).

Em situacGes de baixa eficiéncia na detec¢do de cios, a IATF é uma ferramenta
que tem demonstrado resultados satisfatorios. Atualmente, existem diversos protocolos
de sincronizacdo de ovulacdo para IATF. Uns baseiam-se no principio do protocolo
Ovsynch (GnRH — 7 dias — PGF,, — 2 dias — GnRH — 16 horas — IA) e outros na
associacdo de P4 e benzoato de estradiol (BE). Para vacas de alta producédo leiteira
ciclando, o Ovsynch cléssico tem apresentado resultados satisfatorios, entretanto ha
algumas modificacdes que potencialmente melhoram sua eficiéncia e/ou facilitam o
manejo. Uma das alteracBes é a adicdo de um implante de P4/progestdgeno ao
protocolo, 0 que parece ser benéfico principalmente para as vacas anovulatdrias
(Stevenson et al., 2006), entretanto Bisinotto e Santos (2012) encontraram efeito
positivo da adicdo da P4 somente em vacas ciclicas. Outra possibilidade € a 1A no
momento da aplicacdo da segunda dose de GnRH (Cosynch). Entretanto, apesar de
alguns estudos sugerirem taxas de concepc¢do similares ou superiores com 0 uso do
Cosynch (Portaluppi & Stevenson, 2005), um trabalho que comparou Cosynch com 48
ou 72 h apbs a PGF,, versus Ovsynch 56 (GnRH 56 h apds PGF,, e IA 16 h apés
GnRH) demonstrou menores TC quando foi utilizado Cosynch (Brusveen et al., 2008).

A substituicdo do segundo GnRH por estrégenos também tem sido empregada,
como € o caso do Heatsynch em que, ao invés de aplicar a segunda dose de GnRH,
injeta-se cipionato de estradiol (CE; 1 mg) 24 horas ap6s a PGF,, e insemina-se 48
horas apds o CE. Apesar de apresentar TC similar ao Ovsynch (Pancarci et al., 2002), o
Heatsynch tem a vantagem de ter um custo mais baixo e de manejar 0s animais sempre
no mesmo horario do dia.

Vacas mestigas tém atraso no retorno a ciclicidade, como citado anteriormente, e
portanto, sdo recomendados protocolos de IATF que se utilizam de implantes de P4 ou
progestagenos. Com isso, aumenta-se a taxa de sincronizacdo, previne-se a ocorréncia
de ciclos curtos apds a IATF e induz-se ciclicidade nas vacas anovulares. Outro aspecto
importante na sincronizacdo de vacas mesticas é a antecipacdo em um dia da aplicacdo
de PGF,, no protocolo Cidrsynch (GnRH e dispositivo de P4 — 6 dias — PGF,, e retira
dispositivo — 2 dias GnRH — 0 a 24 horas — IA). Utilizando-se esse protocolo, a TC
observada em vacas mesticas tem sido entre 40 e 50% (José L. M. Vasconcelos,
comunicagéo pessoal).
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A manipulagdo do desenvolvimento folicular antes do inicio do protocolo de
IATF (Pré-sincronizacdo) em vacas de alta producdo leiteira tem demonstrado
resultados positivos por permitir o inicio do protocolo em um momento ideal (entre os
dias 5 e 10 do ciclo estral) (Vasconcelos et al., 1999). Nesse periodo, espera-se que a
maioria das vacas tenha um foliculo ovulatério que responda a primeira dose de GnRH
do protocolo Ovsynch. Em um estudo descrito por Thatcher et al. (2001), houve
aumento na TC a primeira IA pds-parto de 25 para 43% nas vacas ciclicas que foram
pré-sincronizadas com duas injecdes de PGF,, com 14 dias de intervalo. Nesse
programa, a segunda dose de PGF,, foi aplicada 12 dias antes do inicio do protocolo
Ovsynch. Uma limitacdo a esse tipo de pré-sincronizacdo encontra-se na possibilidade
de um elevado numero de vacas estarem anovulatérias no momento da aplicacdo de
PGF,,. Nesse caso, a pre-sincronizacdo ndo sera eficiente. Uma alternativa vidvel é a
utilizacdo de um implante de progestageno por 7 dias, com aplicacdo de PGF,, no
momento da retirada do implante (Sartori, 2002; Santos e Chebel, 2005). Doze dias
depois se inicia o Ovsynch. A vantagem deste programa é que potencialmente
sincroniza vacas ciclicas e aciclicas. Além disso, vacas detectadas em cio apos a
remocdo do dispositivo, podem ser inseminadas tendo TC aceitavel, contanto que
tenham ultrapassado o PEV.

Apos a A, é importante que as vacas sejam observadas para retorno ao cio e que
seja realizado diagnéstico de gestacdo o mais precoce possivel com o propoésito de se
detectar as vacas ndo gestantes e re-sincroniza-las o quanto antes, para com isso, elevar
a TP do rebanho.

No Brasil, atualmente, o protocolo de IATF mais utilizado é a base de P4 e E2,
tendo em vista que associacdo de um progestdgeno com E2 causa um feedback negativo
no hipotalamo, provocando uma reducdo na secrecdo de GnRH (consequentemente
FSH/LH) promovendo a atresia folicular com a regressdo fisiolégica do foliculo
dominante, cerca de 36 h apos o tratamento (Burke et al., 2003), e a emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular em aproximadamente 3 a 4 dias (B0 et al., 1995).

O uso de protocolos baseado em P4 e E2, em vacas de leite, foi descrito pela
primeira vez por Souza et al. (2009), que consistiu na insercao de um dispositivo de P4
e aplicacdo de 2 mg de BE (DO0), com retirada do implante de P4 no D8, juntamente
com a aplicacdo de uma PGF,, e 1 mg de CE, e a IA no D10. A eficiéncia de
sincronizacdo do protocolo varia de 60% (Monteiro et al., 2012) a 70% (Souza et al.,
2009) em vacas de alta producdo. O tratamento resultou na emergéncia de uma nova
onda em 3,8 dias. Para a inducdo da ovulacdo, o CE é eficiente em vacas em lactacdo
(Souza et al., 2009), no entanto a utilizacdo de BE no D9 parece ser mais efetiva
(Sartori e Monteiro Jr, dados ndo publicados).

Em um experimento do nosso grupo, as vacas holandesas de alta producéo (33,8
kg de leite), criadas em regime intensivo, foram submetidas a protocolo de P4 e E2,
sendo que as vacas que tiveram a onda sincronizada efetivamente e ovularam ao final do
protocolo (60%) apresentaram TC de 56% (42/75). No entanto, analisando 40% dos
animais que ndo apresentaram uma sincronizacéo eficiente, foi constatado que 22% ndo
ovularam ao fim do protocolo e que 18% ovularam foliculos persistentes. A TC dos
animais que ovularam foliculos persistentes foi de apenas 26% (6/23) (Monteiro et al.,
2012). Esta falha pode ser devido a diversos fatores, ainda ndo completamente
esclarecidos, tais como dose inadequada de E2 (BE), concentracdo sanguinea de P4
insuficiente ao inicio do protocolo, auséncia de uma lutedlise completa no D10, assim
como a fase do ciclo estral que se encontra 0 animal ao inicio do protocolo (também
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relatado por Vasconcelos et al. [1999] utilizando o protocolo Ovsynch). Esta Gltima
hipdtese foi reforcada por Vasconcelos et al. (2012) que encontraram maiores TC
quando o protocolo baseado em P4 e BE foi iniciado entre o dia 5 e 9 do ciclo estral.

Um incremento na TC de 18% (30/168) para 32% (76/238) foi observado
quando se aumentou o proestro, de vacas holandesas de alta producéo, passando de 2
para 3 dias (Pereira et al., 2012), considerando a PGF,, administrada no D8 ou no D7,
respectivamente. Observou-se uma maior porcentagem dos animais que tiveram
proestro mais longo, com concentracdes séricas de P4 abaixo de 0,1 ng/mL no dia da
1A.

6. Monta natural, IATF e transferéncia de embrido

O uso da MN, em fazendas produtoras de leite, apresenta mais pontos negativos
do que positivos. A presenca de touros pode ser uma alternativa para a detec¢ao de cio
(Ribeiro et al., 2012), entretanto aumenta o risco de acidentes ao maneja-los (Ribeiro et
al.,, 2012). Esses reprodutores, na maioria das vezes, ndo sdo provados e
consequentemente, ndo contribuem para melhoramento genético do rebanho.
Adicionalmente, pode-se relatar o efeito do estresse calorico sobre a fertilidade, riscos
de transmissdo de doencas e gastos com a aquisicdo destes animais, exames
androldgicos, vacinas e alimentacdo (Ribeiro et al., 2012). Apesar das desvantagens
apresentadas com o uso de touros, no Brasil, ainda poucas fazendas utilizam IA.

Associadas aos aspectos desfavoraveis da MN e as falhas de deteccdo de cio,
principalmente em sistemas leiteiros intensivos com vacas de alta producdo e em
sistemas a pasto com vacas mesticas, 0os programas de IATF sdo estratégias eficientes
para serem implementados. Os protocolos de sincronizacdo de IA aumentam a TP por
aumentar o numero de animais inseminados, sem necessariamente elevar a taxa de
concepcao (Pursley et al., 1995; Tenhagen et al., 2004; Santos e Chebel, 2005) e como
principal beneficio econdmico, reduz o IP e o nimero de vacas descartadas por
infertilidade (Pursley et al., 1995; Risco et al., 1998; LeBlanc, 2001).

Apesar de em geral, a IATF apresentar uma melhora na eficiéncia reprodutiva,
deve-se avaliar o custo-beneficio do emprego desta ferramenta, antes de comecar a
utiliza-la em larga escala. Para a IATF ser economicamente viavel em fazendas com boa
taxa de deteccdo de cio, 0s custos com os tratamentos devem ser menores do que
aqueles despendidos especialmente com a mdo de obra. A IATF comparada a MN
apresenta maior vantagem econdmica em relacao ao progresso genético, principalmente,
quando os precos de alimentacao e do leite se elevam (Ribeiro et al., 2012).

Relata-se que, quando a eficiéncia de deteccédo de cio for abaixo de 70%, o custo
da prenhez é similar ao da IATF (Ribeiro et al., 2012). Em termos gerais, fazendas com
boas taxas de deteccdo de cio e de concepgdo, ndo devem se preocupar em utilizar
IATF, entretanto, esta ndo € a realidade da grande maioria das propriedades leiteiras. A
taxa de deteccdo média de cio nos EUA ¢ abaixo de 50% (Nebel, 2003), e no Brasil,
apesar de ndo haver estudos aprofundados, os indices ndo devem ser muito diferentes,
baseando-se em dados de diversas fazendas produtoras de leite.

De forma resumida, a combinacdo da utilizacdo da deteccdo de cio e IA, em
vacas que retornam ao estro ap6s IATF é uma maneira eficiente de aumentar os indices
reprodutivos, quando a detec¢do de cio for <60%. Este programa reprodutivo pode
melhorar as TP e reduzir o periodo de servico, resultando em aumento do lucro por vaca
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servigo e reducdo do custo por prenhez (Galvao et al., 2012, citado em Ribeiro et al,
2012).

Outra estratégia utilizada para contornar problemas reprodutivos em vacas
leiteiras, principalmente durante o verdo ou em repetidoras de servico, € a transferéncia
de embrides (Ambrose et al., 1999; Al-Katanani et al., 2002; Demetrio et al., 2007,
Stewart et al., 2011). Entretanto, os custos de embries produzidos in vitro ou por
superovulacdo (Stewart et al., 2011), bem como a médo de obra empregada (Ribeiro et
al., 2012) devem ser considerados ao usar tal técnica.
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Resumo

Quais seriam os programas reprodutivos ideais para novilhas e vacas primiparas
criadas a pastos nas condicdes de Brasil central? Normalmente tais categorias sofrem
periodos de desafio nutricional que determinam pior desempenho reprodutivo do que as
fémeas adultas. Durante os periodos de estiagem, tanto novilhas virgens quanto novilhas
gestantes (futuras vacas primiparas), sdo mantidas em pastagens que, geralmente, ndo
alcancam as exigéncias nutricionais minimas da categoria. Tal situacdo determina
perdas de peso e de escore de condigdo corporal. Dessa forma, acredita-se que a
dependéncia do uso exclusivo de pastagens aumenta os riscos de falha no programa
reprodutivo. Para o sucesso do manejo reprodutivo das categorias em questdo, é
necessaria total integracdo entre o manejo nutricional (forragem e suplemento) e o
preparo do animal (idade e peso especificos). Essa integracdo possibilita que sejam
alcancadas a puberdade em novilhas e satisfatdria taxa de reconcepcdo pos-parto em
vacas primiparas. Somente com tal integracdo € possivel reduzir os riscos de insucesso
dos programas reprodutivos nessas categorias. Dessa forma, o presente artigo tem como
objetivo discutir alguns conceitos e peculiaridades referentes ao manejo reprodutivo de
novilhas e vacas primiparas, bem como abordar algumas estratégias de manejo que
podem melhorar o desempenho reprodutivo dessas categorias.

Introducéo

A eficiéncia econdbmica da pecuaria de corte esta vinculada a producdo de
bezerros, destinados a producdo de carne ou a reposi¢do do rebanho. Neste contexto, a
eficiéncia reprodutiva das novilhas e de fémeas primiparas destaca-se como de grande
importancia.

A manipulacéo estratégica das gestacdes, e consequentemente dos partos, deve
ser considerada uma importante ferramenta do manejo reprodutivo em bovinos. A
ocorréncia dos partos em momentos mais favoraveis do ano determina maiores pesos ao
desmame dos bezerros e maiores chances de re-concepc¢éo, principalmente em vacas de
primeira cria. Além disso, a concentracdo dos partos possibilita a utilizacdo de técnicas
de manejo estratégico, como a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), além de
viabilizar a suplementagdo alimentar estratégica para determinados lotes. Em novilhas,
esses tipos de ferramentas podem aumentar a taxa de ciclicidade durante os periodos
que antecedem a estacdo reprodutiva, evitar perdas de peso durante os periodos de
restricdo alimentar (inverno - seca) e melhorar o desempenho durante os periodos de
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maior disponibilidade e qualidade de alimentos, como durante os meses das chuvas
(verdo). Ja em fémeas primiparas, tais estratégias podem minimizar as perdas de peso e
condigéo corporal durante o periparto, ou melhorar a condicdo corporal dessa categoria
no momento do parto, aumentando a reposta das fémeas em programas de IATF e
incrementando a taxa de prenhez ao final apds a estacéo reprodutiva.

Diante desses fatos, o presente artigo tem como objetivo discutir alguns
conceitos importantes referentes a puberdade e aos fatores que influenciam a taxa de
ciclicidade ao inicio da estacdo reprodutiva de novilhas zebuinas, bem como discutir
alguns aspectos que devem ser considerados no estabelecimento do manejo reprodutivo
de tais novilhas de reposicdo. Também serdo abordados algumas peculiaridades e
pontos criticos para o sucesso dos programas de IATF em fémeas primiparas. Por fim
serdo discutidas algumas estratégias de manejo nutricional, que podem melhorar o
desempenho reprodutivo tanto de novilhas quanto de fémeas primiparas.

Puberdade e maturidade sexual

Em novilhas, a puberdade pode ser definida como momento em que ocorre a
primeira ovulacdo. A partir desse momento, a fémea adquire capacidade de reproduzir.
Entretanto, a puberdade ndo deve ser interpretada como um evento isolado, sendo
caracterizada como a etapa final de inUmeras alteracGes fisiologicas e morfoldgicas que
culminam com a capacidade de conceber e manter uma gestacdo. Sendo assim, a
maturidade sexual da novilha é adquira apds a ovulacdo acompanhada de um ciclo estral
de duragdo normal e do desenvolvimento adequado do sistema genital.

Apbs 0 nascimento, diversos mecanismos endocrinos blogueiam o
funcionamento do sistema reprodutivo até que a fémea atinja o desenvolvimento
corporal compativel com a reproducdo. Quando a novilha inicia a atividade reprodutiva,
0s gastos energéticos utilizados para o crescimento e desenvolvimento diminuem,
permitindo as ocorréncias normais da gestacéo, parto e lactacdo (Nogueira, 2004).

A idade a puberdade é uma caracteristica de producao fundamental em bovinos.
Em racas zebuinas de corte selecionadas para precocidade sexual, as novilhas podem
atingir a puberdade com idade entre 13 e 15 meses. Em sistemas intensivos de producéo
de leite e de carne, as novilhas devem apresentar o primeiro parto até 25 meses de idade.
O atraso na ocorréncia do primeiro parto ird acarretar importantes perdas econémicas.
No entanto, a idade a puberdade para novilhas zebuinas criadas a pasto varia entre 22 e
36 meses, projetando a idade ao primeiro parto para 44 a 48 meses (Souza et al., 1995).
A idade ao primeiro parto do rebanho de corte nacional esta em torno de quatro anos e o
intervalo entre partos de 20 a 21 meses (Torres, 1996). Essa baixa eficiéncia reprodutiva
demonstrada, ocasiona perdas econdmicas para o produtor e para a inddstria pecuaria.

Podem-se ressaltar algumas das importantes causas para o aparecimento tardio
da puberdade nos rebanhos zebuinos criados a pasto em paises tropicais: 1) a
sazonalidade da producdo de forragens, 2) o manejo deficiente de pastagens, 3) a
inexisténcia de suplementacdo alimentar durante o periodo de crescimento e 4) a falta
de selecdo genetica para precocidade sexual.
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No entanto, existem trabalhos que s&o indicativos de que um manejo nutricional
adequado, associado a terapia hormonal, pode reduzir a idade a puberdade de fémeas
zebuinas criadas a pasto para 18 a 20 meses (Santos and Sa Filho, 2006).

Santos e Sa Filho (2006) avaliaram o peso vivo, a condi¢do corporal e a
ciclicidade de 617 novilhas Nelore com idade entre dois e trés anos. Foi observada
relacdo quadratica tanto para o escore de condic¢ao corporal quanto para o0 peso Vivo na
proporcao de fémeas pré-puberes. Verificou-se que o aumento da condigdo corporal ou

do peso vivo reduziu a propor¢do de novilhas em anestro no inicio da estacdo de monta
(Figura 1).
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Figura 1. Relacdo entre o escore de condi¢cdo corporal (ECC) e o peso vivo com a
porcentagem de novilhas Nelore classificadas como pré-pubere entre dois a trés anos de
idade (Santos e S& Filho, 2006).

Em outro levantamento realizado em fazendas comerciais localizadas nos
estados do Parana e do Mato Grosso do Sul, avaliou-se o efeito da condicdo corporal na
frequéncia de novilhas Nelore (n=1803) que apresentaram corpo liteo no primeiro dia
da estacdo reprodutiva. Os resultados (Figura 2) corroboram com o observado no estudo
anterior, no qual o incremento no escore de condi¢do corporal aumenta a porcentagem
de novilhas ciclando no inicio da estacdo de monta.
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Figura 2. Relacdo entre o escore de condi¢do corporal e a porcentagem de novilhas
Nelore (n=1803) com presenca de corpo lGteo no primeiro dia da estacdo de monta.

No inicio da estacdo reprodutiva, as novilhas devem atingir um peso equivalente
a 60-65% do peso adulto da vaca da raca correspondente. Para atingir esse peso
precocemente € necessario que essas novilhas sejam submetidas a manejo nutricional
adequado. No caso de novilhas de corte de racas zebuinas, 0 peso ao inicio da estacdo
reprodutiva deve estar em torno de 300 a 350 kg. Os dados sdo indicativos de que
novilhas que ndo atingem peso adequado no inicio da estacdo apresentam reducdo no
desempenho reprodutivo. No caso de novilhas zebuinas, a viabilidade econémica da
suplementacéo alimentar para obtencdo de um peso vivo de 300 a 350 kg aos 24 meses
depende do manejo especifico de cada propriedade, principalmente quando se leva em
consideracdo o aumento na producdo final de quilos de carne/area/ano.

A maturidade sexual é evidenciada pelo aumento da incidéncia de manifestacéo
de estro e da fertilidade (Byerley et al., 1987). Geralmente, sdo necessarios dois a trés
ciclos estrais com fases luteinicas normais (40 a 60 dias apés a ocorréncia da
puberdade) para que a fémea bovina adquira capacidade plena de conceber e levar a
gestacdo a termo(Santos and Sa Filho, 2006). Byerley et al. (1987) exp6s novilhas a
touros no primeiro ou somente no terceiro estro apds a puberdade. Os autores
observaram que novilhas que foram cobertas no primeiro estro apresentaram menor taxa
de concep¢do quando comparadas as novilhas que receberam monta no terceiro estro
apos a puberdade. Assim, fica evidente a importancia da elevada porcentagem de
novilhas ciclando no inicio da estagdo de monta.

Manejo reprodutivo de novilhas

O principal objetivo do manejo reprodutivo de novilhas em fazendas comerciais
de cria e recria € a obtencdo da quantidade necessaria de fémeas gestantes para
realizacdo da reposicdo do rebanho e o aumento do numero de bezerros produzidos ao
final da vida produtiva de cada matriz dentro do rebanho, devido a antecipacédo da idade
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ao primeiro parto. Dentre as categorias que podem ser utilizadas para esta reposicao, a
novilha é a mais comum entre os pecuaristas. Normalmente, a quantidade de novilhas
que é introduzida no inicio da estacdo reprodutiva é de 15 a 35% do numero total de
matrizes do rebanho. Entretanto, esta propor¢do é dependente do grau estabilidade ou
crescimento do rebanho, bem como dos indices reprodutivos.

Como previamente discutido, diversos sdo os fatores associados a taxa de
ciclicidade ao inicio da estacdo reprodutiva em novilhas zebuinas criadas a pasto.
Dentre estes, a condicdo e 0 peso corporal tém efeito determinante na proporcdo de
fémeas ciclando ao inicio da estacdo. No Brasil central, a estacdo reprodutiva na maioria
das fazendas tem seu inicio durante a primavera ou verdo, desta forma as novilhas
passam por um periodo de menor disponibilidade de alimento, em termos de quantidade
e qualidade, no periodo que antecede a estacdo de monta. Pastagens de Brachiaria ssp.
apresentam reducdo na disponibilidade de matéria seca, proteina e NDT durante o
periodo do inverno e inicio da primavera. Geralmente, este menor suporte nutricional
leva a reducdo da taxa de desenvolvimento corporal ou mesmo queda das reservas
corporais e perda peso. Portanto, novilhas criadas a pasto podem apresentar menor
desempenho e baixa taxa de ciclicidade ao inicio da estacdo reprodutiva devido a menor
disponibilidade, consumo e qualidade de forragem durante o periodo pré-estacdo
(inverno).

Em termos gerais, a maioria das fazendas alcanca satisfatorias taxas de prenhez
ao final da estacdo reprodutiva em novilhas, ao redor de 75 a 95%. Entretanto, um ponto
importante e muitas vezes esquecido pelos pecuaristas ou técnicos é a distribuicdo da
ocorréncia das gestacdes durante este periodo de cobertura, ou seja, 0 momento em que
as novilhas estdo apresentando cio e estdo se tornando gestantes durante a estagéo
reprodutiva.

Atualmente, a eficiéncia reprodutiva em novilhas aproxima-se do ideal a medida
que maior proporcdo de novilhas é coberta e se torna gestante logo no inicio da estacdo
reprodutiva. A taxa de prenhez aos primeiros 45 a 60 dias de estacdo de monta esta
diretamente relacionada a condicéo e peso corporais bem como a taxa de ciclicidade ao
inicio da estacdo reprodutiva (Sa Filho 2010 dados ndo publicados). Desta forma,
aumentar o peso e a condicdo corporal ao inicio da estacdo pode ser uma estratégia para
aumentar a concentrac@o da ocorréncia das gestacfes durante a estacdo de monta.

Estratégias nutricionais e ndo nutricionais para aumentar a taxa de ciclicidade de
novilhas

Como citado, o sistema de reposicdo de matrizes no Brasil é baseado
principalmente em fémeas criadas e mantidas em sistema de lotagdo continua,
principalmente em pastagem de Brachiaria ssp.. A estacdo reprodutiva é realizada
principalmente durante os meses da primavera e verdo, quando se observa maior
disponibilidade de forragem. O baixo peso ao desmame e a baixa taxa de ciclicidade das
fémeas durante o periodo pré-monta sugerem falta de gestdo adequada de forragem,
associado a problemas relacionados a genética ou saude do rebanho.
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Melhorias genéticas e nutricionais visando reducdo da idade a puberdade
contribuem para 0 aumento na vida reprodutiva do animal e consequentemente a
producdo de maior numero de bezerros, com beneficios para toda a cadeia produtiva
(Cardoso and Nogueira, 2007). Segundo Nogueira (2004), para que a novilha zebuina
possa expressar seu potencial genético € necessario que disponha de alimentagdo
adequada e bom manejo sanitario. Melhorias na dieta pode afetar a idade em que a
puberdade € atingida sendo possivel antecipa-la (Romano et al., 2007).

Para que novilhas zebuinas consigam expressar seu potencial produtivo e serem
acasaladas ao redor dos 24 meses de idade é necessario que essas estejam ciclando antes
do inicio da estacdo reprodutiva (primavera-verdo). Dessa forma, durante o
desenvolvimento das novilhas, existem duas fases criticas que devem ser controladas: 1)
Desenvolvimento pré-desmame e 2) Desenvolvimento pds desmame (2A - primeiro
inverno, 2B - primeiro verdo, 2C - segundo inverno).

Desenvolvimento pré desmame

O principal objetivo do sistema de producdo de bezerras ¢ a producdo de
bezerras que alcancem o maximo do seu potencial produtivo. Para isso ser alcangado, as
bezerras devem ser desmamadas pesadas, tendo tamanho e musculosidade adequados,
no entanto, sem acumular gordura. O adequado peso ao desmame de novilhas reduz a
necessidade de peso adicional para o alcance da puberdade, permitindo a cobertura aos
dois anos de idade. Dessa forma, quanto maior o peso ao desmame, menor serd 0 peso
adicional necessario para a bezerra alcancar a puberdade. Se a meta de peso na
puberdade é de 325 kg a 330 d de idade, uma bezerra que é desmamada com 150 kg aos
7 meses de idade requererd melhor aporte nutricional do que uma bezerra desmamada
com a mesma idade mas com 205 kg.

Diversas estratégias podem ser utilizadas para melhorar do desenvolvimento das
novilhas durante a fase de pré-desmane. Dentre tais estratégias, se pode citar o
melhoramento genético das matrizes, manipulacdo da época da pari¢do (aumentando a
proporcdo de fémeas que apresentam partos em agosto, setembro e outubro) e
suplementacéo nutricional pré-desmame (creep-feeding).

Estes efeitos maternos que podem influenciar o crescimento do bezerro do
nascimento a desmama. Dentre tais fatores, o plano nutricional da fémea gestante, a
producdo de leite, a idade da fémea ao parto ou a época do parto podem influenciar o
crescimento das crias e 0 peso dos bezerros ao desmame (Corah et al., 1975). Das
varidveis citadas, a época da paricdo é uma das que mais influenciam o peso ao
desmame. Em um estudo retrospectivo (Bocchi et al., 2004), foram analisados dados de
peso a desmama de 333.259 animais da raca Nelore, nascidos entre 1976 e 2000,
provenientes da Associacdo Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ). Os nascimentos
ocorreram durante todo o ano e os animais foram desmamados, em média, entre 210-
240 dias de idade. Somente registros de animais criados em pastagem foram
considerados. Os resultados demonstraram que existe efeito significativo entre época de
nascimento, regido do Brasil e peso ao desmame (Figura 3). Portanto, para melhorar o
peso ao desmame e a recria de bezerra é importante concentrar as parigdes nas épocas
mais adequadas para cada regido brasileira.
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Outra alternativa para aumentar o peso ao desmame é fornecer suplemento para
a bezerra durante o periodo de aleitamento (creep-feeding). O creep-feeding consiste em
fornecimento de alimentos suplementares aos bezerros criados ao pé das matrizes, sem
que estas tenham acesso ao suplemento. Em animais taurinos mantidos a pasto, o
sistema de creep aumenta o peso ao redor de 19 Kg com desmame aos 205 dias de idade
(Bagley, 1993). Além disso, os mesmos autores indicam que os efeitos benéficos da
utilizacdo do creep-feeding em bezerras podem apresentar posterior reflexo positivo
sobre 0 peso ao desmame de seus futuros filhos. Em bezerros Nelore, filhos de fémeas
primiparas, a suplementacdo com creep-feeding (0.6 Kg/cab/dia) aumentou (P<0.05) o
ganho de peso diario em 8% (0,59 vs. 0,64 Kg/cab/dia), o que refletiu em maior peso ao
desmame (155,1 vs. 163,8 Kg) (Nogueira et al., 2006). Em animais cruzados Angus X
Nelore o efeito do creep-feeding é ainda mais evidente, com acréscimo de até 18 kg no
peso ao desmame quando comparados aos bezerros ndo suplementados (Araujo
Marques et al., 2005). Nesse estudo, os autores relatam peso ao desmame de 210 Kg
para os bezerros suplementados e 192 kg para os ndo suplementados.
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Figura 3. Frequéncia de nascimentos (A) e peso ao desmame (PDM; B) em cada més do
ano, para bezerros da raca Nelore, de acordo com a regido do Brasil (Bocchi et al.,
2004).

Desenvolvimento p6s desmame

Novilhas com diferentes tipos de alimentacdo p6s desmame chegam a puberdade
em diferentes idades, mas com o mesmo estadio relativo de desenvolvimento (Patterson
et al., 1992). O fator nutricional possui uma importante participacdo na expresséo do
potencial de puberdade precoce. Mais importante que o peso € o fato do animal estar
ganhando ou perdendo peso, o que interfere na secrecdo de gonadotrofinas e no
desenvolvimento folicular (Nogueira, 2004). O estado nutricional e a taxa de ganho de
peso Vivo sdo determinantes no momento do inicio da puberdade (Gasser et al., 2006a).

Entre os fatores nutricionais responsaveis pela variacao reprodutiva e inicio da
puberdade estdo a porcentagem de proteina bruta, a concentracdo de gordura e a
densidade energética da dieta (Santos and Sa Filho, 2006). A densidade de energia da
dieta parece ser um dos principais fatores envolvidos no crescimento folicular, ovulagéo
e desenvolvimento embrionéario (Santos et al., 2008; Santos and S& Filho, 2006).

Em sistemas intensivos de producgdo, a dependéncia do uso exclusivo de
pastagens aumenta os riscos de fracasso. Para a cobertura precoce das novilhas, é
indispensavel um elevado nivel alimentar, que pode ser suprido através do fornecimento
de suplementos concentrados. De maneira geral, a suplementacdo de animais em pastejo
é realizada com os objetivos de corrigir as deficiéncias de nutrientes da forragem,
aumentar a capacidade de suporte das pastagens, potencializar o ganho de peso, e
fornecer aditivos ou promotores de crescimento (Reis et al., 2005). A manipulacdo
nutricional através de suplementacdo estratégica representa uma forma de melhorar o
desempenho animal em pastejo por meio da melhora da atividade microbiana ruminal,
em que, busca-se atender as exigéncias nutricionais dos microrganismos ruminais afim
de aumentar o desempenho dos animais. Condicdes favoraveis a proliferacdo de
microrganismos sao fundamentais para que o0s ruminantes utilizem os carboidratos
estruturais dos pastos (Vieira, 2011). Portanto, a suplementacdo com concentrados € 0
manejo intensivo das pastagens tropicais sdo importantes fatores a serem considerados,
os quais influenciam o ganho de peso diario, necessario para os bovinos anteciparem a
puberdade, bem como reduzir o intervalo entre partos, principalmente nas fémeas
primiparas (Selk et al., 1988).

Efeito da suplementacdo durante a recria

As bezerras de corte no Brasil central sdo tradicionalmente desmamadas no
outono, sendo necessario assegurar ganho de peso satisfatorio destes animais nos 100
dias em média posteriores a desmama (outono-inverno), o que constitui um desafio no
sistema de cria e recria brasileiro (Rocha and Lobato, 2002).

Para assegurar um desenvolvimento corporal adequado para o acasalamento das
novilhas antes dos 24 meses, é necessario ganho de peso satisfatorio e continuo para o
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rebanho. A possivel ocorréncia de fatores climaticos adversos ao estabelecimento e
manejo correto das pastagens pode prejudicar o acasalamento precoce em situacao
exclusiva de pastejo. A utilizagdo de forragem conservada ou suplementagéo
estratégica, nesse periodo, surge como alternativa para diminuir o risco de insucesso
nesse sistema de concepgéo precoce (Rocha and Lobato, 2002).

E importante ressaltar que para o sucesso do sistema de reposicdo de matrizes
existe a necessidade de um complexo ajuste no manejo nutricional e na idade das
fémeas ao inicio do programa reprodutivo. Geralmente, novilhas prenhes ao inicio da
estacdo reprodutiva sdo aquelas mais pesadas, mais velhas e que tiveram melhor
condicdo corporal e maiores ganhos médios diarios desde o seu nascimento até o final
do primeiro acasalamento que as novilhas ndo gestantes (Rocha and Lobato, 2002;
Vieira et al., 2006).

Além disso, outro fator determinante é o componente genético. Dados de
literatura indicam que novilhas Hereford e 1/4 Nelore-Hereford apresentaram maior
eficiéncia reprodutiva (63,31; 69,18 vs. 41,82% TP) quando primiparas aos 24 meses
que novilhas 3/8 Nelore-Hereford (Rocha and Lobato, 2002).

Em um interessante estudo (Santos et al., 2005), os autores desmamaram
novilhas com idade entre 60 e 90 dias e média de 95,5 Kg, onde foram mantidas em
pastagem de milheto dos trés aos cinco meses de idade, sob lotagdo continua com carga
variavel, recebendo ou ndo suplementos energéticos, durante o verdo. As novilhas
iniciaram o periodo de pastejo distribuidas nos tratamentos: PAST1- pastagem de
milheto, sem suplementacdo aos animais; PAST1/M pastagem de milheto +
suplementacdo com grdo de milho moido; PAST1/P- pastagem de milheto +
suplementacdo com polpa citrica peletizada e moida. O teor de proteina bruta (PB) dos
suplementos utilizados nesta etapa foi analisado previamente ao experimento, sendo
corrigido com uréia para 12% PB. No inverno, as mesmas novilhas permaneceram dos
oito aos onze meses de idade em pastagem de aveia preta e azevém, sob pastejo
continuo com lotacdo variavel. As novilhas ingressaram na pastagem com peso meédio
de 110 kg, distribuidas nos tratamentos: PAST2 - pastagem de aveia preta e azevém,
sem suplementacdo aos animais; PAST2/M - pastagem de aveia preta e azevém +
suplementacdo com gréo de milho moido; PAST2/C - pastagem de aveia preta e azevém
+ suplementag@o com casca de soja (Figura 4).
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Figura 4. Ganho de peso diario médio (GDM) de novilhas criadas em pastos de milheto
+ suplementacdo energética no verdo (esquerda), e em pastos de aveia e azevém +
suplementacdo energetico-protéica no inverno (direita), de acordo com cada tratamento
(Santos et al., 2005).

Dessa forma os autores (Santos et al., 2005) concluiram que a suplementacdo
energética em pastagem de milheto € uma alternativa viavel para que novilhas
desmamadas aos 60-90 dias apresentem desempenho individual satisfatorio no periodo
inicial pos-desmama (Figura 5); o fornecimento de suplementos energéticos durante a
utilizacdo da pastagem de verdo e/ou da pastagem de inverno, no primeiro ano de recria,
permite desenvolvimento satisfatério para o primeiro servico das novilhas aos 18 ou 24
meses; do ponto de vista nutricional, os subprodutos polpa citrica e casca de soja podem
substituir o grdo de milho como suplemento energético para recria de novilhas de corte.
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Figura 5. Peso aos 12 meses de novilhas submetidas a diferentes tratamentos
nutricionais de desmame precoce (Santos et al., 2005).

Portanto, os sistemas alimentares podem influenciar de maneira significativa o
desenvolvimento e o desempenho reprodutivo das fémeas, sendo a escolha por uma ou
outra técnica dependente da identificacdo da melhor relagcdo entre preco produto/prego
insumos, e o potencial de resposta da categoria de animal trabalhada.

Efeito da suplementacdo durante o periodo das chuvas

A utilizacdo de suplementos concentrados na época seca € uma técnica cada vez
mais utilizada na bovinocultura de corte, com objetivo de evitar a perda de peso dos
animais e aumentar a produtividade por area durante o ano (Reis et al., 2009). No
entanto, a suplementagdo da dieta de animais mantidos a pasto durante o periodo da
estacdo de chuvas € pratica relativamente recente. A suplementacdo com concentrados
no periodo chuvoso e 0 manejo intensivo das pastagens podem ser tecnologias que
permitam aumentar o desempenho dos animais, reduzindo ainda mais a idade de abate
ou a da primeira cria (Reis et al., 2009). Neste tipo de suplementacdo, tem-se adotado
basicamente duas linhas em relacdo as caracteristicas dos nutrientes a serem fornecidos,
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podendo-se utilizar energia ou proteina (Reis et al., 2004). Entretanto, a forma com que
essas condicdes ocorrem aliadas as estratégias de manejo utilizadas, as interacGes entre
qualidade e quantidade do pasto e ao fornecimento de nutrientes via suplemento,
proporciona diferencas na magnitude das respostas com a técnica de suplementacao
sobre o desempenho do animal e por area de pastagem explorada (Reis et al., 2009).

Alguns trabalhos conduzidos no sudeste brasileiro com suplementacdo de
animais em pastejo tém mostrado que, em determinadas condi¢des que proporcionem
forragem com alto valor nutritivo, pode ocorrer excesso de nitrogénio na dieta
(Bertipaglia, 2008; Correia, 2006; Ramalho, 2006), sendo que nessas condi¢des o
desempenho ¢ favorecido com o fornecimento de energia. J& em condi¢des onde o valor
proteico da forragem for inferior a 12% a suplementacdo com proteina é indicada
(Detmann et al., 2010).

A suplementacdo proteica-energética, independente da relacdo entre proteina
degradavel ruminal e nutrientes digestiveis totais, no periodo das aguas é uma estratégia
eficiente para aumentar o desempenho de novilhas Nelore (Figura 6), seja ganho de
peso ou ganhos em carcaca, em pastos com diferentes caracteristicas estruturais
(Casagrande, 2010).
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Figura 6. Peso de novilhas Nelore, em funcdo do tipo de suplementacdo dos animais
(direita), em pastos de capim-marandu submetidos a diferentes ofertas de forragem em
lotacdo continua (esquerda), durante o periodo das aguas de 2008. (Casagrande, 2010).
Proteico-Energético A = Alta relacio PDR/NDT e Proteico-Energético B = Baixa
relagdo PDR/NDT.

Além disso, o suplemento energético, adicionado em quantidade relativa a 0,3%
do PV/dia a dieta de novilhas da raga Nelore, criadas em pastagens de capim-marandu
com teores de proteina bruta acima de 13%, proporcionam ganhos de peso adicional de
aproximadamente 185 g/dia, sem que haja necessidade de suplementagdo proteica
(Figura 7) (Vieira, 2011).
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Portanto, a identificagdo de indices qualitativos da forragem que guardem
relacdo com os efeitos da suplementacgéo seria determinante para a tomada de decisao de
qual a melhor estratégia a ser adotada, uma vez que o mesmo suplemento pode gerar
respostas diferentes em funcdo do valor nutritivo da forragem (Casagrande, 2010;
Vieira, 2011). Dessa forma, a suplementacdo energética em pastagens durante o periodo
chuvoso constitui uma alternativa para aumentar a velocidade de crescimento dos
animais, a partir de melhor balanceamento dos nutrientes da dieta e de aumento no
consumo total de matéria seca. De qualquer forma, a suplementacdo concentrada
durante esse periodo deve ser analisada em termos da meta a ser alcangada dentro de um
determinado sistema de producéo, ja que o custo total da suplementacdo pode aumentar,
sendo que os ganhos adicionais com a suplementacdo nas aguas a serem obtidos podem
chegar a 100 a 200 g/dia a mais por animal (Thiago and Silva, 2001). No entanto, esse
ganho adicional pode ser determinante para alcangar o peso ideal antes da estagédo
reprodutiva.
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Figura 7. Peso de novilhas Nelore, em fungéo do tipo de suplementacéo dos animais, em
pastos de capim-marandu submetidos a diferentes ofertas de forragem em lotacao
continua, durante o periodo das aguas de 2009 (Vieira, 2011).

Simulacéo do ganho de peso necessario para melhorar o desempenho de novilhas
zebuinas criadas a pasto

Diante o que foi exposto, realizou-se uma simulacao (Figura 8) do uso potencial
da suplementacdo estratégica sobre o ganho de peso de novilhas zebuinas que s&o
mantidas sob condi¢cdes de manejo exclusivamente a pasto (Controle) ou recebendo
suplementacdo durante todo o periodo de cria e recria (Suplementado). Para tal
simulacdo foi considerado que a disponibilidade de pasto apresenta uma variacdo de
acordo com 0s meses do ano, sendo mais disponivel durante os meses do verdo e menos
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disponivel durante os meses do inverno. Valores intermediarios foram considerados
para a disponibilidade de forragem durante os meses do outono e primavera. Para a
suplementacdo foi considerado como as novilhas recebendo creep-feeding durante o
periodo pré-desmame, suplementacdo proteica de baixo a médio consumo (0.1% a 0.2%
do peso vivo) durante o periodo do primeiro e segundo inverno e suplementacdo
energética durante o periodo das &guas.
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Figura 8. Desenvolvimento corporal em novilhas Nelore, em funcéo da suplementacao
dos animais durante todas as fases de cria e recria (simulacdo). Os ganhos de peso
simulam fémeas recebendo creep-feeding durante o periodo pré-desmame,
suplementacdo proteica durante o periodos secos (primeiro e segundo inverno) e
suplementacdo energética durante o periodo das aguas. O ganho de peso médio foi de
434 glcab/dia para as fémeas suplementadas e 305 g/cab/dia para as fémeas ndo
suplementadas. Durante as fases criticas do desenvolvimento (primeiro e segundo
inverno e o periodo das aguas) foram propostos para as fémeas suplementadas ou nédo
suplementadas ganhos de pesos médios de: Primeiro inverno (Suplementadas = 192 vs.
N&o suplementada = 70 g/cab/dia); Segundo inverno (Suplementadas = 180 vs. Ndo
suplementada = -138 g/cab/dia); Aguas (Suplementadas = 500 vs. N&o suplementada =
413 g/cab/dia).

Dessa forma, fica evidente que é possivel alcancar pesos satisfatorios em
novilhas durante o periodo pré-estacdo reprodutiva desde que se realize um programa
nutricional adequado.

Efeito da raca e do melhoramento genético
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A idade a puberdade é considerada o evento mais importante da vida reprodutiva
de uma fémea bovina, devendo ser incluido como critério de selecdo dentro de um
sistema de producdo de bovinos de corte (Nogueira, 2004). A capacidade da novilha
Nelore em alcancar a puberdade precocemente apresenta media herdabilidade (Eler et
al., 2002). Consequentemente, novilhas selecionadas pela idade ao primeiro parto
podem produzir progénies que exibem puberdade precoce.

Apesar da possibilidade do melhoramento genético, novilhas Bos indicus
apresentaram idade tardia para alcancar a puberdade quando comparadas com novilhas
Bos taurus (Sartori and Barros, 2011). Portanto, novilhas zebuinas necessitaram serem
mantidas em ambientes favoraveis para alcancar maior peso corporal e
consequentemente reduzir a idade a puberdade.

No caso de animais cruzados, a porcentagem superior de fémeas que manifestam
puberdade precocemente evidencia o efeito da heterose. Racas cruzadas apresentam
melhor desempenho do que as ragas puras, sendo considerada como estratégia para
reduzir a idade a puberdade de novilhas zebuinas mantidas em clima tropical.

Portanto, 0 manejo de novilhas para reposicao de matrizes exige total integracao
entre 0 manejo nutricional (forragem e suplemento) e o preparo do animal (idade e peso
especificos) para o alcance da puberdade antes do inicio da estacdo reprodutiva.
Somente integrando todas as areas do conhecimento serd4 possivel aumentar a
produtividade e a eficiéncia reprodutiva de novilhas Nelore criadas em condi¢bes
tropicais no Brasil.

Terapias hormonais para a inducéo de ciclicidade em novilhas

Diversos estudos foram conduzidos para induzir puberdade de novilhas taurinas
(Gasser et al., 2006b; Grings et al., 1998). A inducdo da puberdade pode ser obtida por
estratégias de manejo nutricional, que visam o incremento do peso ao desmame e do
ganho de peso entre 0 nascimento e o desmame ou durante a fase de recria (Gasser et
al., 2006a; Gasser et al., 2006b; Grings et al., 1998). Além disso, existe a possibilidade
de induzir a puberdade por suplementacdo hormonal com tratamentos a base de
progesterona ou progestagenos (Anderson et al., 1996; Claro-Junior et al., 2010; Grings
etal., 1998; Sa Filho et al., 2006; S& Filho et al., 2009a; Sales et al., 2009).

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos para avaliar a resposta a
diferentes protocolos hormonais de indugcdo de puberdade em novilhas zebuinas,
principalmente da raca Nelore. Em um primeiro estudo (S& Filho et al., 2006), foram
utilizadas 389 novilhas Nelore peri-puberes (auséncia de corpo liteo e presenca de
foliculo > 8mm) para avaliar o uso de um dispositivo intravaginal de progesterona
previamente utilizado por 24 dias (IND) na indugdo de ciclicidade. Observou-se
aumento na taxa de ciclicidade das novilhas tratadas (85,6% para o Grupo IND, 81,1%
para o Grupo IND-BE inicio protocolo e 63,6% para o Grupo Controle (P<0,0001).
Além disso, observou-se que o protocolo para inducdo de ciclicidade foi mais eficiente
em novilhas com maior ECC (61,3% para ECC < 2,5; 76,7% para ECC = 2,75; e 85,5%
para ECC > 3,0).

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



Manoel F. Sa Filho et al. 63

Em outro estudo realizado por nosso grupo (Sales et al., 2009), avaliou o efeito
do tratamento com P4, associado a administracdo de Cipionato de estradiol (ECP) no
dia da retirada do dispositivo de P4, na indugéo de ciclicidade em novilhas cruzadas
(Bos taurus x Bos indicus) pré-puberes. Verificou-se aumento na taxa de ciclicidade nos
grupos que receberam a indugdo [Controle=18,7" (14/75); CIDR=44,0* (33/75); e
CIDR+ECP=48,0% (36/75)]. Além disso, o tratamento aumentou (P=0,003) o diametro
uterino das novilhas tratadas com CIDR (D0=13,0+0,3" e D18=14,140,3%) e CIDR+ECP
(D0=13,310,2° e D18=14,4+0,3%), 0 mesmo ndo foi observado nas novilhas do grupo
controle (D0=13,4+0,7 e D18=13,940,3, P=0,53).

Resultados semelhantes foram demonstrados pelo tratamento com progesterona
em vacas de corte primiparas e pluriparas (Wheaton and Lamb, 2007). Os resultados
apresentados sdo indicativos de que o tratamento prévio com dispositivo intravaginal de
P4 foi capaz de induzir ciclicidade em novilhas cruzadas pré-puberes, além de aumentar
o diametro uterino (Sales et al., 2008).

Dando seqiiéncia aos estudos (Sa Filho et al., 2009a), foram avaliados diferentes
tipos de indutores da ovulacdo em protocolos de indugéo de puberdade em novilhas Bos
indicus. Verificou-se que é importante a utilizacdo de um indutor de ovulagéo ao final
do tratamento da inducdo de puberdade em novilhas zebuinas (Figura 9). Além disso, as
novilhas que apresentavam ECCO0 <2,75 obtiveram menor taxa de ciclicidade (presenca
de CL) no inicio da estacdo de monta (55,5%; 141/254 - P<0.0001) que as novilhas com
ECCO0 >3,00 (77,9% 102/131). Também, foi observado que novilhas que apresentavam
mais que 24 meses de idade demonstraram maior resposta ao tratamento (72,6%
119/164) do que novilhas com < 24 meses (56,1% 124/221; P=0,03).
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Figura 9. Efeito dos diferentes estimulos ovulatérios (ECP = cipionato de estradiol ou
BE = benzoato de estradiol) no protocolo de inducdo de ciclicidade em novilhas
zebuinas (Sa Filho et al., 2009).

Um aspecto importante e ainda ndo totalmente cientificamente elucidado esta
relacionado ao intervalo entre o final do protocolo de inducdo de puberdade e o inicio
da estacdo reprodutiva. Em estudo recente (Reis et al., 2012), foram utilizadas 670
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novilhas oriundas de duas fazendas (Colina-SP e Araguaiana-MT). As novilhas
receberam protocolo de inducdo de puberdade aos -90 dias (P4-90d) ou -45 dias (P4-
45d) antes do inicio da estacdo reprodutiva. Verificou-se maior presenca de CL
(P<0,01) nas novilhas do grupo P4-90d [52,0% (118/227)] do que nas do grupo controle
[19,3% (42/218)] e grupo P4-45d [21,8% (49/225)] 45 dias antes da estacdo de monta.
Além disso, no inicio da estacdo de monta, verificou-se maior presenca de CL (P<0,01)
em ambos 0s grupos tratados [P4-45=60,4% (136/225) e P4-90=63,9% (145/227)] em
relacdo ao grupo controle [45,4% (99/218)]. No entanto, ndo foi observada diferenca
nas taxas de concepgdo a IATF (P=0,72) entre os grupos [P4-90d=51,9% (54/104) vs.
P4-45d=54,1% (60/111) vs. Controle=45,3% (34/75)]. Portanto, a inducéo, tanto aos 90
quanto aos 45 dias antes do inicio da estacdo reprodutiva aumentam as taxas de
ciclicidade em novilhas Nelore.

IATF em novilhas zebuinas

Os programas de sincronizacdo da ovulacdo apresentam resultados satisfatdrios
e possibilitam o emprego da IATF em vacas zebuinas (Baruselli et al., 2004b). Contudo,
os protocolos hormonais desenvolvidos para vacas lactantes apresentam
comprometimento na eficiéncia quando utilizados em novilhas. Estudos realizados em
novilhas Bos indicus submetidas ao tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR®, Pfizer) apresentaram baixa taxa de ovulacdo ao final do
tratamento (Baruselli et al., 2004a). Enquanto que novilhas Bos taurus apresentam
satisfatorias taxas de ovulacdo e de prenhez ap6s sincronizacdo com dispositivos
intravaginais de progesterona (P4) (Cutaia et al., 2001). Existem diferencas na fisiologia
reprodutiva entre Bos taurus e Bos indicus que pode influenciar a resposta aos
protocolos de sincronizacdo empregados. Uma das diferencas observadas esta
relacionada aos niveis de P4 durante o ciclo estral. Na literatura existem estudos
demonstrando que elevadas concentracdes de P4 diminuem a frequéncia de liberacao de
horménio luteinizante (LH) e do crescimento folicular (Adams et al., 1992; Burke et al.,
1996). Assim, podemos levantar a hipotese de que as novilhas Bos indicus sdo mais
sensiveis aos niveis circulantes de P4 liberados pelos dispositivos intravaginais. Dessa
forma, estudos foram desenvolvidos visando aprimorar 0s conhecimentos
endocrinolégicos e fisiolégicos em novilhas Bos indicus para tentar viabilizar a
utilizacdo da sincronizacdo da ovulacdo para IATF nessa categoria animal.

Em estudos iniciais, avaliou-se a dindmica folicular e as concentragdes
plasmaticas de P4 durante o tratamento com dispositivo intravaginal de progesterona
(CIDR®) em novilhas Bos indicus, Bos indicus x Bos taurus e Bos taurus (Carvalho et
al., 2008). Verificou-se que novilhas Bos indicus apresentaram comprometimento na
taxa de crescimento do foliculo dominante, que culminou na diminuicdo do didmetro
maximo e da taxa de ovulacédo, indicando baixa resposta ao tratamento de sincronizagéo.

Em resumo, novilhas Bos indicus apresentaram menor taxa de crescimento
(mm/dia), menor didmetro maximo do foliculo dominante e menor taxa de ovulacao que
as novilhas Bos taurus. Assim, os niveis circulantes de P4 derivados da somatoria entre
a fonte enddgena (corpo luteo) e a fonte exdgena (dispositivo de progesterona) em
novilhas Bos indicus podem diminuir a freqiéncia da liberacdo de LH o que
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compromete o crescimento folicular e a ovulagdo, inviabilizando o emprego deste
tratamento para a IATF em novilhas zebuinas.

Estratégia para utilizacao de dispositivos intravaginais em novilhas

Diversas possibilidades foram testadas na tentativa de diminuir a concentracéo
de progesterona durante os tratamentos de sincronizacdo da ovulagcdo utilizando
dispositivos intravaginais. Dentre estas estratégias podem ser citadas a antecipacdo do
momento da administracdo da PGF (ao inicio do tratamento ou dois dias antes da
remocdo do dispositivo), bem como, a utilizacdo de dispositivos intravaginais
previamente utilizados.

No estudo citado anteriormente, nosso grupo de pesquisa (Carvalho et al., 2008)
também avaliou a dindmica folicular e as concentracdes plasmaticas de P4 durante o
tratamento com dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®) associado ou ndo ao
tratamento com prostaglandina F,, (PGF) no dia da inser¢do do dispositivo (D0). O
objetivo do estudo foi antecipar a lutedlise e diminuir as concentracdes sanguineas de
progesterona durante o tratamento. A hipétese levantada foi que menores concentrages
circulantes de P4 aumentaria a taxa de crescimento folicular e ovulacdo, e
consequentemente a eficiéncia do tratamento de sincronizagdo. O tratamento com
prostaglandina no momento da inserc¢éo do dispositivo intravaginal aumentou a taxa de
crescimento folicular (Com PGF=1,2+0,1* e Sem PGF=0,9+0,1"), o didmetro méximo
do foliculo dominante (Com PGF=11,940,4* e Sem PGF=10,5+0,4") e a taxa de
ovulacdo (Com PGF=78,8% % e Sem PGF=54,0"%). Esses resultados demonstram que o
tratamento com PGF no dia do inicio da sincronizacdo (D0) pode aumentar a taxa de
concepcdo a inseminacao artificial em tempo fixo em novilhas.

Ainda outros estudos foram realizados avaliando diversas estratégias para
melhorar a eficiéncia dos protocolos de IATF utilizando dispositivo intravaginal de
progesterona em novilhas Nelore (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009). Dentre estas
estratégias os autores testaram utilizacdo de dispositivos intravaginais reutilizados bem
como a suplementagdo com eCG ao final do protocolo. Resultados interessantes foram
obtidos e coletivamente, os mesmos demonstram que € possivel obter taxas de prenhez
satisfatorias pela associacdo do uso de dispositivos intravaginais reutilizados e eCG em
programas de IATF em novilhas Nelore.

Implantes auriculares contendo Norgestomet na IATF em novilhas

Como discutido anteriormente, elevadas concentracGes de P4 (enddgena e/ou
exogena) estdo associadas a inibi¢do da secrecdo pulsatil de LH (Rathbone et al., 2001).
Essa inibigdo promove reducdo na taxa de crescimento folicular em novilhas Nelore
submetidas aos tratamentos com dispositivo intravaginal de P4 (Carvalho et al., 2008).
Ainda, o bloqueio do LH promovido durante o tratamento de sincronizagdo varia em
funcdo da fonte de progesterona utilizada, visto que, 0s progestagenos promovem menor
supressdo na frequéncia de LH (Fike et al., 2004; Rathbone et al., 2001).
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Diversos trabalhos foram desenvolvidos para avaliar a dindmica folicular e a
taxa de prenhez de novilhas Nelore tratadas com implantes auriculares contendo
Norgestomet, associados ao benzoato de estradiol (S& Filho et al., 2011a). Em resumo, é
possivel obter satisfatorias taxas de ovulacéo e de prenhez que justificam o emprego da
IATF em novilhas tratadas com implante auricular de norgestomet.

Assim, com o objetivo melhorar os resultados da IATF em novilhas, nosso
grupo de pesquisa avaliou o efeito da administracdo de 400 Ul de eCG no momento da
retirada do implante auricular contendo Norgestomet em novilhas Nelore (Tabela 1)(Sa
Filho et al., 2010c).

Tabela 1 - Efeito da administracdo de eCG (400Ul) na dinamica folicular de novilhas
Nelore (Bos indicus) tratadas com implante auricular contendo Norgestomet associado
ao benzoato de estadiol.

sem eCG com eCG
Valor P

(n=87) (n=90)
@ FD D8 (cm) 0,82+0,02 0,86+0,02 0,28
@ FD na IATF (cm) 0,95+0,02 1,06+0,02 0,0009
Taxa ovulacédo %(n) 73,6 (64/87) 94,4 (85/90) 0,0001
@ do CL (cm) 1,39+0,03 1,55+0,03 0,0001
Taxa prenhez %(n) 36,8 (32/87) 50,0 (45/90) 0,04

O tratamento com eCG aumentou o didmetro folicular, a taxa de ovulacédo, o
didametro do CL e a taxa de prenhez a IATF. Com isto, pode-se concluir que € possivel
obter taxas de prenhez satisfatorias em novilhas Nelore tratadas com eCG em programas
de sincronizacdo da ovulacdo com implante auricular contendo Norgestomet e benzoato
de estradiol para IATF.

Em outro estudo (S& Filho et al., 2011a) foi avaliado o efeito da utilizacdo de
diferentes tipos de indutores de ovulacdo em novilhas Nelore ciclicas tratadas com
implante auricular novo ou reutilizado contendo Norgestomet (Fatorial 2x3). Nao foram
observadas interacgdes entre os diferentes indutores de ovulagédo (BE, CE ou GnRH) e os
tipos de implantes auriculares utilizados (novo ou re-utilizado) na taxa de prenhez a
IATF (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da utilizacdo de diferentes indutores de ovulagdo em novilhas Nelore
(Bos indicus) tratadas com implante auricular contendo Norgestomet novo ou re-
utilizado no didmetro folicular no momento da inseminacao e na taxa de prenhez.
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Taxa de Prenhez (%)

Indutor de ovulagdo BE 40,4 (88/218)
CE 48,3 (99/205)

GnRH 48,7 (95/195)

Tipo do implante Novo 46,6 (142/305)
Reutilizado 44,3 (139/314)

Portanto é possivel empregar os diferentes indutores (BE, CE ou GnRH) de
ovulacdo durante tratamentos utilizando tanto implante auricular novo ou re-utilizado
para sincronizagdo da ovulagéo e IATF de novilhas Nelore ciclando.

Importancia da maturidade sexual das novilhas em programas de IATF

Durante a puberdade o trato reprodutivo de novilhas passa por diversas
alteracdes fisiologicas e morfoldgicas para que ocorra 0 estabelecimento da gestacao.
Alguns autores tém demonstrado que o tamanho e peso do Utero, da cérvix e da vagina
aumentam rapidamente apos a puberdade (Desjardins and Hafs, 1969; Honaramooz et
al., 2004). As novilhas pré-puberes apresentaram Utero de didmetro inferior comparado
as novilhas que tinham atingido a puberdade. O efeito da puberdade no
desenvolvimento do trato reprodutivo parece estar relacionado a estimulagdo exercida
pelo aumento das concentracdes de estradiol e progesterona durante o periodo apoés a
puberdade. Como descrito anteriormente, a maturidade sexual é evidenciada pelo
aumento da incidéncia de manifestacdo de estro e da fertilidade (Byerley et al., 1987) e
geralmente, sdo necessarios dois a trés ciclos estrais com fases luteinicas normais (40 a
60 dias ap0s a ocorréncia da puberdade) para que a fémea bovina adquira capacidade
plena de conceber e levar a gestacdo a termo (Santos and Sa Filho, 2006).

O efeito da maturidade sexual em novilhas zebuinas durante programas de IATF
foi recentemente avaliado por nosso grupo de pesquisa. Em uma analise retrospectiva de
dados de dois experimentos de pesquisa (S& Filho, Marques e Baruselli, dados nédo
publicados) no qual as novilhas (n=512) foram avaliadas por ultrassom em trés
diferentes momentos antes do protocolo de sincronizagéo (90, 45 e 0 dias antes do inicio
da estacdo reprodutiva). Somente participou da andlise novilhas que estivessem néo
ciclando no primeiro exame ultrassonografico (90 dias antes da sincronizagdo). Nossa
hipotese foi de que novilhas que alcancam a antecipadamente a puberdade (entre 90 a
45 dias antes do inicio do protocolo se sincronizacdo) apresentam maior fertilidade a
IATF. Desta forma, as novilhas que iniciaram a ciclicidade entre 90 e 45 dias antes da
sincronizagdo poderiam apresentar maior maturidade sexual. Os resultados demonstram
que novilhas ciclando por mais que 45 dias antes do protocolo de sincronizagéo
apresentaram melhor taxa de concepcao (P=0.006) apos a IATF (59.5%, 97/163) do que
novilhas que alcancaram a puberdade somente nos ultimos 45 dias antes do tratamento
(47.7%, 166/349) (Figura 10). Além disso, novilhas que estavam ciclando
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antecipadamente apresentaram tendéncia em apresentar maior taxa de prenhez aos 60 da
EM (Grupo 1 = 86.5% vs. Grupo 2 = 76.8%; P = 0.07). .

60% -
P=0.01

50% - 47,6%

40% -

Taxa de Penhez a IATF (%)

30% T
CL-45 aOdias antes dalATF CL-90 a -45 dias antes da
|ATF

Momento da ocorréncia da ciclicidade (CL)

Figura 10. Efeito do momento da ocorréncia da ciclicidade na taxa de prenhez a IATF
de novilhas Nelore.

Os resultados demonstram que novilhas que foram submetidas a IATF e estavam
ciclando ao menos 45 dias antes da estacdo de monta apresentaram maior taxa de
concepgdo quando comparadas as novilhas que alcancaram a puberdade somente nos
ultimos 45 dias antes da estacdo reprodutiva. Assim, fica evidente a importancia da
maturidade sexual para a obtencdo de resultados satisfatérios em programas de IATF
em novilhas zebuinas.

Manejo reprodutivo de fémeas primiparas

Vacas primiparas mantidas a pasto frequentemente sdo associadas baixos a
indices reprodutivos em relacdo das vacas pluriparas (Sa Filho et al., 2012; Sa Filho et
al., 2009b). Essa baixa eficiéncia pode ser atribuida a maior incidéncia de anestro em
vacas de primeira cria quando mantidas exclusivamente a pasto (Wiltbank, 1970). O
anestro pds parto ocorre devido o comprometimento do eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, mais especificamente a producdo de GnRH e pulsatilidade de LH,
componentes necessarios para que ocorra a ovulagdo e a prenhez (Yavas and Walton,
2000).

Alguns fatores sdo condicionantes para as maiores taxas de anestro pds-parto em
vacas primiparas, dentre eles: 1) época da paricdo em relacdo ao inicio da estacdo
reprodutiva e, 2) escore condi¢do corporal durante o periodo pré e pds-parto. Tais
fatores sdo evidenciados principalmente pela distinta exigéncia nutricional das fémeas
primipara quando comparadas as fémeas pluriparas. Fémeas de primeira cria
apresentam o parto durante um periodo ainda de crescimento, determinando que além
do estresse do parto, da producédo de leite e dos cuidados com o bezerro essas fémeas
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ainda necessitam dispensar nutrientes para crescer. Dessa forma, fémeas mantidas em
regimes exclusivamente a pasto tropical, frequentemente sdo associadas a periodos de
restricdo alimentar, agravando o anestro pos-parto e reduzindo a eficiéncia reprodutiva.

A amamentacao é outro fator que afeta a duracdo do anestro pos-parto em vacas
de corte, sendo a relacdo mée-cria o fator regulador da frequéncia de pulsos de LH em
vacas amamentando (Wiltbank et al., 2002; Yavas and Walton, 2000). A remocédo dos
bezerros durante um periodo de 48 h aumentou o nimero de pulsos de LH a cada 6
horas em relacdo as que foram mantidas com seus bezerros (3,0 vs. 1,2)(Williams et al.,
1983). Tal informagdo tem sido frequentemente incorporada em programas de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF utilizando a associacdo entre GnRH+PGF (Sa
Filho et al., 2009d; Williams et al., 2002) ou progesterona e estradiol (Barreiros et al.,
2003; Penteado et al., 2004; Sa Filho et al., 2009c).

Em um trabalho classico sobre a importancia da nutricdo das maes no
desenvolvimento de suas crias (Corah et al., 1975), futuras matrizes, os autores
submeteram novilhas (primiparas pré-parto) nos 100 udltimos dias de gestacdo a
diferentes manejos nutricionais. Um grupo recebeu 100% das suas necessidades
nutricionais, segundo o NRC, e o outro grupo somente 65% das suas necessidades
nutricionais. Foi observado efeito deletério tanto no peso ao desmame das bezerras
como atraso na puberdade das filhas das mé&es mal nutridas (Figura 11).
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Figura 11. Peso ao desmame e idade a puberdade de bezerras cujas mées foram
alimentadas com diferentes niveis nutricionais (Corah et al., 1975).

Como discutido anteriormente, a época da paricdo apresenta impacto
significativo sobre o peso ao desmame de bezerros. Em relacdo ao manejo de novilhas e
vacas primiparas € comum iniciar a estacdo reprodutiva das novilhas antes do restante
do rebanho. A principal justificativa para esse manejo é proporcionar maior intervalo
entre 0 parto e o inicio da estagdo reprodutiva, disponibilizando maior tempo para
recuperacdo das fémeas de primeira cria antes do inicio da estacdo de monta. No
entanto, como 0s partos geralmente se concentram no final do inverno e durante a
primavera, os animais tém o periodo final de gestagdo e inicio da lactacdo em épocas de
menor disponibilidade de alimento, em termos de quantidade e qualidade, tal préatica
pode levar a reducdo das reservas corporais no periparto.

Em um elegante trabalho, foi demonstrado que vacas primiparas que tém partos
no inicio da estacdo de paricdo (setembro) apresentaram reducdo mais acentuada do
escore de condicdo corporal do que fémeas que apresentam O parto nos meses
subsequentes (Figura 12)(Meneghetti and Vasconcelos, 2008). O escore de condigéo
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corporal das fémeas Nelore paridas em setembro foi menor (P<0,05) que o das vacas
paridas em novembro e dezembro; ja o escore corporal das vacas paridas em outubro foi
menor (P<0,05) apenas ao das vacas paridas em dezembro. A reducgdo do escore de
condicdo corporal durante o periodo pés-parto das vacas Nelore foi 0,91, 0,54 e 0,13
para as fémeas paridas nos meses de setembro, outubro e novembro, respectivamente.
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Figura 12. Condicdo corporal (médias dos quadrados minimos) no pré e p6s-parto
de vacas primiparas Nelore e ¥ Nelore + % Red Angus, de acordo com o més de
parigdo (Meneghetti and VVasconcelos, 2008).

Em outro estudo dos mesmos autores (Meneghetti and Vasconcelos, 2008) foi
observado reducdo do escore de condi¢do corporal quando as fémeas apresentavam
maior intervalo entre o parto e o inicio da sincronizacao para IATF. Nas vacas ¥z Nelore
+ % Red Angus ocorreu menor reducdo no escore de condicdo corporal do que nas
vacas Nelore (Figura 13). Foi observado efeito (P<0,05) do escore de condigéo corporal
na taxa de ovulacdo apos o protocolo de sincronizacao, sendo que as fémeas com menor
escore de condicdo corporal tiveram menor taxa de ovulacdo. Também houve efeito do
escore de condicdo corporal (P<0,0001) na taxa de concepc¢do a IATF. O aumento na
taxa de concepcdo foi proporcional ao aumento no escore de condi¢do corporal das
fémeas, de forma que o incremento médio na concepc¢do foi de 6 pontos percentuais
para cada 0,25 ponto no escore de condicdo corporal.
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Figura 13. Condicao corporal das vacas Nelore e %2 Nelore + %2 Red Angus na Faz. 1 e
vacas Nelore na Faz. 2, de acordo com o numero de dias pos-parto (Meneghetti and
Vasconcelos, 2008).

Resumidamente, vacas primiparas com maior escore de condicdo corporal no
inicio do protocolo de sincronizagdo tiveram maior concep¢do a IATF. Em
contrapartida, as vacas com maior dias poOs-parto apresentaram menor escore de
condigdo corporal, sugerindo que as propriedades devem ajustar 0 momento da
ocorréncia dos partos das novilhas, visando minimizar as perdas de peso e condi¢édo
corporal das fémeas primiparas para o inicio de estacdo de monta.

IATF em primiparas

Os programas de IATF tém sido aplicados com sucesso em fémeas bovinas. Tais
programas proporcionam uma abordagem organizada para melhorar o uso da
inseminacdo artificial e para melhorar a eficiéncia reprodutiva em bovinos (B¢ et al.,
2007; Sa Filho et al., 2012). Varios fatores tém sido associados ao sucesso de tais
programas reprodutivos em fémeas Bos indicus (S& Filho et al., 2010b; S& Filho et al.,
2011b; Sa Filho et al., 2009b). Dentre esses a condigdo corporal ao parto e no inicio do
tratamento, bem como a categoria animal (novilhas, primiparas ou pluriparas) merecem
destaque. Estudos demonstram que a condicao corporal ao parto apresenta influéncia na
probabilidade das vacas zebuinas se tornarem prenhes apos a IATF (Figura 14)(Ayres,
2008). Da mesma forma, a menor condicdo corporal no inicio do protocolo de
sincronizagdo tem sido associada com menores indices reprodutivos em vacas Bos
indicus (B0 et al., 2007; Meneghetti et al., 2009; Sa Filho et al., 2009b). Fémeas com
menor condigdo corporal no inicio do protocolo de sincronizacdo apresentam menor
taxa de prenhez a IATF, menor taxa de prenhez na metade e ao final da estacdo de
monta (Sa Filho et al., 2012). Dessa forma, a reducéo das perdas de peso no inicio da
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lactacdo e o melhor suporte nutricional durante os periodos pré e pos-parto com o
objetivo de melhorar o ECC ao parto e durante o inicio da estacdo reprodutiva devem
ser metas importantes a serem buscadas com o objetivo de melhorar os indices
reprodutivos nos programas de IATF.

1.0 q
P=0.0007
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -

0.5 1

0.4

Probabilidade de prenhez aos 60 dasi apds IATF

0.3

T T T T T 1
2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0

Figur_a 14, PrOb Escore de condig&o corporal ao parto dO com O escore de
condicéo corporal ao momento do parto (Ayres, 2008).

A ordem do parto das vacas (primiparas vs. pluriparas) pode influenciar risco de
concepcao 30 dias apds a IATF. Normalmente, as vacas primiparas mantidas em
sistema de pastejo apresentam longos periodos de anestro pés-parto (Wiltbank, 1970) e
menor taxa de prenhez tanto apds a IATF (Sa Filho et al., 2012; S& Filho et al., 2009b)
quanto ao término da estacdo reprodutiva em comparacdo com vacas pluriparas (Sa
Filho et al., 2012). No entanto, essa resposta ndo tem sido consistente em vacas Nelore
(Meneghetti et al., 2009). Meneghetti et al. (2009) n&o relataram diferencas na
fertilidade de vacas primiparas e pluriparas da raca Nelore. Além disso em rebanhos de
leite, onde o suporte nutricional é adequado, fémeas primiparas sdo associadas a maior
risco de se tornarem gestantes a primeira inseminacdo e ao final da lactacdo quando
comparada a fémeas pluriparas (Santos et al., 2009).

Um aspecto importante dos protocolos de sincronizacdo da ovulagdo associadas
ao sucesso dos protocolos de fémea primiparas é a utilizacdo do tratamento com eCG
concomitante a retirada da fonte de progesterona (momento da indugdo da lutedlise;
Sales et al., 2012). O tratamento com eCG fornece o suporte de gonadotrofina para o
desenvolvimento folicular final e esse efeito positivo é especialmente benéfico a vacas
com baixo escore de condigéo corporal (Souza et al., 2009), em anestro (Baruselli et al.,
2004b; Sa Filho et al., 2010a; Sales et al., 2011) ou vacas primiparas (Sales et al., 2012;
Small et al., 2009).

Além disso, como discutido anteriormente, o periodo pés-parto no qual as
fémeas s@o submetidas ao protocolo de sincronizacdo da ovulacdo pode influenciar os
resultados da IATF em primiparas. De maneira geral, recomenda-se que os protocolos
de sincronizacgéo para IATF sejam iniciados quando as fémeas apresentavam entre 30 e
60 dias pos-parto. Normalmente, o pico da producdo de leite para vacas de corte Bos
taurus ou Bos indicus é alcancado entre 8,8 a 11,1 semanas de lactacdo (Jenkins and
Ferrell, 1992; Oliveira et al., 2007), e vacas primiparas tendem a atingir 0 pico mais
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tarde do que vacas multiparas. E possivel que, iniciando os programas de sincronizagio
para IATF antes dos periodos de maior exigéncia nutricional pode beneficiar a
fertilidade. Isso pode ser particularmente importante em vacas primiparas em condicoes
de pastejo, ndo sO porque elas tém que manter a producdo de leite para o aleitamento,
mas também por apresentarem maiores necessidades nutricionais para suporte de seu
crescimento.

Por fim, quando analisamos o efeito do escore de condi¢do corporal sobre as
taxas de concepcao a IATF de vacas primiparas (Figura 15; Girotto et al., dados ainda
nédo publicados), se observar um efeito positivo do escore de condicdo corporal sobre a
prenhez a IATF, semelhante a pluriparas. Entretanto, a taxa de prenhez a IATF
apresenta acentuado incremento quando as vacas primiparas apresentam escore de
condig¢do corporal > 3. Para visualizar tal efeito em resultados de programas de IATF de
diferentes fazendas (n=24.328 IATF) do Mato Grosso, observasse que existe um ponto
de equilibrio, no qual a taxa de prenhez a IATF de primiparas € no minimo semelhante
aqueles obtidos em fémeas pluriparas (Figura 16).

100%

80%
66,66%

60%

Taxa de prenhez

40% 34,47%

50,39%
27,02% 27,62% I
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Figura 15. Taxa de prenhez de vacas nelore primiparas submetidas a protocolo de
IATF de acordo com o ECC. Fazenda Sto. Antonio, Araguaiana/MT, 2012 (Girotto et
al., dados ainda néo publicados).
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Figura 16. Taxa de prenhez de vacas submetidas a IATF de acordo com ECC. RG
Genética Avancada 2011/2012 (24.328 inseminacdes) (Girotto et al., dados ainda nédo
publicados).

Portanto, acreditasse que utilizando o intervalo de inicio do parto ao inicio do
protocolo IATF combinado com o suporte gonadotréfico para o crescimento final do
foliculo (tratamento com eCG), em fémeas primiparas com escore de condic¢do corporal
> 3, ¢ possivel ter resultados satisfatorios na IATF de vacas primiparas, e assim, reduzir
as disparidade na taxa de concepcdo a IATF em relacdo as fémeas pluriparas.

Considerac0es finais

Ao discutir sobre programas reprodutivos de novilhas e vacas primiparas é
inevitavel tentar imaginar qual seria o protocolo ideal para tais categorias. Diante do que
foi apresentado no presente artigo fica claro que existem diversos ajustes no manejo
reprodutivo e nutricional dessas fémeas. Em termos gerais, as informacdes disponiveis
até o presente momento, demonstram a necessidade de uma visdo mais ampla do que
acontece antes da aplicacdo dos protocolos de sincronizacdo da ovulagdo. Dessa forma,
acredita-se que a dependéncia do uso exclusivo de pastagens aumenta os riscos de falha
no programa reprodutivo. Para o sucesso do manejo reprodutivo das categorias em
questdo, € necessaria total integracdo entre o manejo nutricional (forragem e
suplemento) e o preparo do animal (idade e peso especificos). Essa integracdo
possibilita que sejam alcancadas a puberdade em novilhas e satisfatoria taxa de
reconcepcgao pos-parto em vacas primiparas. Somente com a integragdo multidisciplinar
dos aspectos nutricionais, sanitarios, reprodutivos e econdmicos vdo determinar o
sucesso dos programas reprodutivos nessas categorias.
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Concluséao

Estratégias nutricionais e hormonais sdo capazes de aumentar a proporcao de
novilhas ciclando e sexualmente maduras antes do inicio da estacdo reprodutiva. Tais
ferramentas de manejo devem ser interpretadas como essenciais durante o planejamento
reprodutivo de fazendas de gado de corte. A maior proporc¢ao de novilhas ciclando no
inicio da estacdo de monta aumenta a eficiéncia reprodutiva e permite concentrar 0s
partos e programar 0s nascimentos para as epocas mais adequadas do ano. Além disso,
adocdo de manejo nutricional estratégico em vacas primiparas reduz perdas de peso e de
condicdo corporal durante os periodos pré e pos-parto, aumentando a eficiéncia
reprodutiva dessa categoria e melhorando a respostas de tais fémeas aos programas
reprodutivos como os de IATF.
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Introducéo

O Brasil atualmente ocupa a segunda posi¢cdo no ranking mundial de producao
de carne bovina. Nos ultimos 20 anos, o pais aumentou 65% sua producdo, comparado
com o crescimento de 14,4% nos EUA, que é o atual maior produtor mundial (USDA,
2012). Esse aumento na produtividade brasileira estd diretamente relacionado aos
avancos técnoldgicos nas areas de manejo nutricional, sanitario, reprodutivo, bem-estar
animal e no melhoramento genético. Dentre as pesquisas na area de reproducao animal,
tém sido desenvolvidas diferentes estratégias de manejo reprodutivo: estacdo de monta
apenas com monta natural (MN), inseminacéo artificial convencional com observacédo
de estro (1A), inseminacdo em tempo fixo (IATF) e ressincronizacdo. Estas ferramentas
de manejo foram, e estdo sendo, incorporadas na rotina das fazendas comerciais visando
melhorar da eficiéncia reprodutiva e produtiva dos rebanhos bovinos de corte.

Assim como a producdo de carne, o emprego da IA no Brasil tem apresentado
crescimento significantivo nos ultimo anos. O pais apresentou um salto no percentual do
rebanho inseminado, passando de cerca de 5% em 2002 para quase 10% no ano de 2011
(Baruselli et al., 2012). A intensificacdo do uso da IA tem possibilitado grande avanco
no melhoramento genético, pelo incremento do nimero de bezerros nascidos de touros
geneticamente superiores. A crescente utilizacdo da IA est4 associada ao maior emprego
da IATF no rebanho bovino, ultrapassando 50% do total das IA em 2011 (Baruselli et
al., 2012). Os principais entraves que reduzem a eficiéncia reprodutiva de rebanhos de
corte inseminados no Brasil estdo associados principalmente ao anestro pds-parto e a
falha na deteccédo de cio. Tais fatores sdo agravados quando consideramos as condic¢des
climaticas, o sistema de criacdo a pasto, as particularidades da espécie Bos indicus
(estro de menor duracdo e predominantemente noturno) e as dificuldades com a méo de
obra qualificada no campo. Esses desafios tém sido contornados com relativo sucesso
pela utilizacdo de protocolos de sincronizagéo da ovulagéo para IATF.

Apesar de todas as vantagens relacionadas ao uso de programas de IATF no
inicio da estacdo de reprodutiva, a utilizacdo de touros de repasse apds a IATF pode néo
contemplar todos os objetivos especificos de cada fazenda. Um dos entraves da
utilizacdo desse tipo de manejo reprodutivo (IATF seguido de MN) é a necessidade de
maior numero de touros para a realizagdo do primeiro repasse (Marques et al., 2007 —
dados de campo; Penteado et al., 2007 — dados de campo), visto que as fémeas voltam
em estro de maneira bastante sincronica. Portanto, apesar do investimento para a
realizacdo da IATF e a obtencdo de 50% das vacas gestantes, a técnica ndo permite
reducdo da quantidade de touros nas fazendas. Outro ponto importante, € que
dependendo do objetivo da fazenda, 50% de bezerros oriundos de IA pode ndo atender a
demanda comercial do sistema produtivo.

Dessa forma, pesquisadores tém avaliado o estabelecimento de programas de
ressincronizacdo das fémeas ndo gestantes apds a primeira IATF. Esse tipo de manejo
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elimina a necessidade de observacdo de cio, reduz o numero de touros necessarios para
0 repasse, e principalmente, aumenta o numero de produtos oriundos de IA que podem
determinar um maior valor agregado ao produtor.

Existem dois momentos que podem ser utilizados para o inicio dos protocolos de
ressincronizacgdo: 1) Antes do diagndstico de gestacéo, entre 0 19° e 0 23° dia apds a
primeira IATF (Chebel et al., 2004; El-Zarkouny and Stevenson, 2004; Galvao et al.,
2007; Meyer et al., 2007; Stevenson et al., 2003) e 2) No momento do diagnéstico de
gestacdo, ao redor de 28 a 32 dias apoOs a primeira IATF (Bartolome et al., 2005;
Giordano et al., 2012). O inicio da ressincronizacdo antes do diagndstico de gestacdo
aumenta as chances do animal se tornar gestante nos primeiros 40 dias da EM, no
entanto, ha um gasto adicional com tratamentos de sincronizagdo (implante de
progesterona/progestageno associado a administracdo de estrégeno), ja& que ha
necessidade de implantarmos as fémeas gestantes e ndo gestantes. A realizacdo da
ressincronizacdo no momento do diagnostico é atualmente a maneira mais utilizada,
pois além de reduzir o intervalo entre as inseminacGes (atrasando apenas 8 dias em
relacdo a op¢do 1; Figural), apenas os animais ndo gestantes a primeira IATF receberdo
o tratamento de ressincronizagéo.

Portanto, o presente artigo tem como objetivo avaliar a eficiéncia reprodutiva de
protocolos de ressincronizacdo para IATF em fémeas de corte. Serdo abordadas as
técnicas de ressincronizacdo iniciadas com e sem diagnéstico de gestacdo prévio, além
da possibilidade da realizacdo de duas ou trés sincronizagfes consecutivas, e seu
impacto na eficiéncia reprodutiva de vacas de corte. Por fim, serdo apresentadas
informagdes sobre mortalidade embrionaria/fetal apds programas de sincronizagdo e
ressincronizacdo em vacas zebuinas de corte.

Ressincronizacdo

A ressincronizacdo se refere a sincronizacdo do estro e/ou da ovulacdo de uma
fémea que foi previamente inseminada apds a observacdo de cio ou apés IATF. Essa
estratégia € uma ferramenta ja conhecida em fazendas de leite em todo o mundo, e
recentemente tem ganhado atencdo especial por diversos grupos de pesquisa que
trabalham com fémeas de corte. O objetivo da técnica é aumentar o nimero de bezerros
nascidos de IA, eliminar a necessidade de observacdo de cio, diminuir o nimero de
touros para repasse e por fim, otimizar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, reduzindo
o intervalo entre partos.

O inicio da ressincronizagdo em fémeas de corte no Brasil tem sido realizada em
dois momentos distintos: 1. Inicio da ressincronizagcdo em todas as fémeas 22 dias apds
a primeira IATF, antes do diagnostico de gestacdo; e 2. Inicio da ressincronizagdo no
dia do diagnético de gestacao (28 a 32 dias apds a primeira IATF; Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico dos manejos para a ressincronizacdo de fémeas de corte para IATF: 1. Inicio da
ressincronizacdo,em todos os animais submetidos & primeira IATF, 22 dias ap6s a IATF; e 2. Inicio da
ressincronizacdo no dia do diagnético de gestacdo (28 a 32 dias ap6s a primeira IATF), apenas nos animais nao
gestantes. Sincronizacéo - protocolo de sincronizagdo da ovulagdo; IATF — inseminacdo artificial em tempo fixo; US
— diagnostico de gestacao por ultrassonografia.

A escolha do momento para inicio do protocolo de ressincronizacdo é
dependente do objetivo do proprietario, do manejo de pastos e lotes na fazenda, dos
custos envolvidos e da méo-de-obra (disponibilidade do veterinario para realizacdo da
ultrassonografia e do pessoal da fazenda). A ressicronizacdo iniciada 22 dias apds a
IATF prévia proporciona antecipacdo em oito dias na realizacdo da 2% IATF do lote,
sendo interessante em lotes que poderiam ficar sem ser ressincronizados no fim da
estacao reprodutiva e proporcionando maior chance dos animais se tornarem gestantes.
Essa possibilidade também pode ser de grande interesse para fazendas que precificam os
bezerros por quilo vivo ou que tenham data fixa para comercializacdo dos animais
oriundos da ressincronizacao. Por outro lado, o inicio do protocolo antes do diagnéstico
de gestacdo obriga a sincronizacdo de 100% dos animais (gestantes e ndo gestantes)
previamente inseminados em tempo fixo. Ainda, com esse tipo de manejo, a realizacao
da ultrassonografia, juntamento com a retirada de implantes passa a ser numa data fixa e
ndo flexivel, exigindo maior organizagdo e disponibilidade do médico veterinario. Ja
nos programas de ressincronizacdo que tém inicio no momento do diagnéstico de
gestacdo, esses apresentam maior flexibilidade, podendo variar do dia 28 a 32 apos a
primeira IATF, de acordo com a rotina e disponibilidade do veterinario e do pessoal na
propriedade. Além disso, o tratamento somente é realizado nas fémeas ndo gestantes, o
que reduz os custos com tratamento.

Com relagdo aos produtos utilizados para a sincronizacdo das fémeas, o
protocolo de ressincronizacdo é semelhante ao utilizado para a realizacdo da primeira
IATF. J& naquelas fémeas submetidas ao previamente ao diagndstico de gestacdo,
verificou-se que a aplicacdo do GnRH em vacas de leite no 21° dia de gestagdo ndo
apresentou efeitos negativos na gestacdo, portanto, ndo interferiu na taxa de prenhez
desses animais (Chebel et al., 2003). No entanto, os protocolos comumente utilizados
em gado de corte na América do Sul sdo a base de progesterona e estradiol. Dentre as
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fungdes do estradiol, um efeito questiondvel é do possivel efeito luteolitico desse
horménio (Araujo et al., 2009), podendo afetar a gestacdo de animais tratados; situacao
observada quando a ressincronizacdo é realizada antes do diagndstico de gestacao.
Porém, assim como o estudo com GnRH, estudos realizados com fémeas Bos taurus
concluiram que o tratamento com BE em programas de ressincronizagdo nao interferem
no estabelecimento da gestacdo referente a 1A prévia (El-Zarkouny and Stevenson,
2004; Stevenson et al., 2003).

Entretanto, € importante ressaltar que existem diferencas com relacdo ao
comportamento e respostas aos tratamentos hormonais empregados entre Bos taurus e
Bos indicus (Baruselli et al., 2011; B0 et al., 2003; Carvalho et al., 2008). Portanto,
visto que, ndo é possivel transpor a resposta observada em Bos Taurus para fémeas Bos
indicus, avaliou-se a taxa de prenhez de fémeas zebuinas ressincronizadas com BE ou
GnRH no 22° dia p6s IATF prévia (Sa Filho et al., 2011). Diferentemente dos
experimentos com Bos taurus, observou-se maior taxa de prenhez em fémeas (Bos
indicus) ressincronizadas com BE [49,2% (140)], quando comparadas com as fémeas
ressincronizadass com GnRH [37,2% (137); (Sa Filho et al., 2011)]. No entanto, estes
dados ainda sdo iniciais e mais estudos estdo sendo realizados para confirmar tais
informacdes.

Devido aos inumeros beneficios adquiridos pelo uso da ressincronizagao,
profissionais que trabalham a campo tém despertado interesse por esta estratégia. Os
primeiros resultados controlados em nosso grupo de trabalho surgiram na estagdo de
monta de 2009-2010, nos quais foram observados 56,1 % de taxa de prenhez referente a
primeira IATF e 49,3% referente a segunda IATF, totalizando 77,8% com ambas IATF.
Tais taxas sdo alteradas conforme a categoria das fémea tratadas, sendo possivel
observar uma queda na taxa de prenhez a ressincronizagdo de vacas
primiparas/secundiparas (53,1% e 34,9%; 1% IATF e ressincronizacdo, respectivamente).
Esse efeito ndo é claro em vacas pluriparas (56,3% e 52,7%) e novilhas (58,4% e
52,6%; Figura 2). Portanto, os dados de campo indicam que quando a ressincronizacao
é utilizada de maneira adequada e em condic¢des propicias (nutri¢do, sanidade e manejo
adequedos), é possivel obter aproximadamente 75% de taxa de prenhez nos primeiros
40 dias de EM (incluindo todas as categorias animais), mantendo o intervalo entre
partos no valor médio de 11,6 meses.
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Figura 2. Taxa de prenhez a primeira IATF e a ressincronizagdo para segunda IATF em vacas de corte (Bos indicus)
de diferentes categorias animais ( novilhas, primiparas/secundiparas e pluriparas). Dados de 9.717 sincronizagdes
para IATF durante as EM de 2009/2010 e 2011/2012.

Em estudo recente (Marques et al., 2012) com vacas Nelore primiparas, foram
comparados trés diferentes manejos: 1.MN + mamada controla (D20 a D50 da EM); 2.
IATF + MN; e 3. IATF + Ressincronizacao (30 dias ap6s a primeira IATF). Observou-
se que mesmo com a mamada controlada, a taxa de prenhez aos 42 dias da EM continua
bastante superior (P < 0,001) para animais que receberam a IATF no inicio da EM
(Figura 3). Ainda, os animais submetidos a IATF anteciparam 0 momento de
concepcdo durante a EM (11,9 + 2,9° e 20,5 + 24° dias; IATF + MN e IATF +
Ressincronizacao, respectivamente), quando comparados aos submetidos ao manejo de
MN + mamada controlada (47,6 + 1,7° dias; P = 0,0001). Entretanto, ndo houve
diferenga (P = 0,21) na taxa de prenhez ao final da EM entre os manejos. Portanto,
conclui-se que apesar da mesma taxa de prenhez ao final da EM, a utilizacdo de IATF
nos programas reprodutivos de primiparas Nelore em condi¢Oes severas, ha uma
antecipacdo do intervalo parto-concepg¢do, 0 que adiantaria 0 momento do parto na
estacdo subsequente e aumentaria a possibilidade destas fémeas prenhes da IATF re-
conceberem.
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Figura 3. Taxa de prenhez acumulativa em primiparas de acordo com o manejo reprodutivo [MN + mamada controla
(D20 a D50 da EM); IATF + MN e IATF + Ressincronizagdom (30 dias apds a primeira IATF)]. Letras minusculas
diferentes, diferem com P <0,05.

Com base nas taxas de prenhez de primiparas e secundiparas submetidas a IATF
seguida de ressincronizacdo iniciada no diagnostico de gestacdo (Figura 2), temos
utilizado e recomendado este manejo reprodutivo. Dessa forma, é possivel obter ao
redor de 70% de taxa de prenhez final com 2 IATF’s quando o manejo nutricional ¢
mais adequad, quando comparado com as condi¢des do experimento supracitado.

Diante dos resultados positivos do manejo reprodutivo com IATF associada a
ressincronizacdo, alguns veterinarios de campo e n0sso grupo comecaram a intensificar
a utilizacdo desse tipo de manejo e ainda, quando possivel, proceder a terceira IATF
(segunda ressincronizacdo). Resultados prévios de campo indicam que a associacdo da
terceira IATF em vacas pluriparas pode ter efeito bastante positivo na eficiéncia
reprodutiva de um rebanho durante a EM, obtendo aproximandamente 90% de taxa de
prenhez em vacas pluriparas nos primeiros 80 dias da estacéo (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de prenhez em vacas pluriparas submetidas a primeira, segunda (primeira ressincronizacao) e terceira
IATF (segunda ressincronizacéo) durante os primeiros 80 dias da EM.

O intervalo entre o parto e o inicio do protocolo de sincronizacao e o intervalo
entre as sincronizacdes sdo fatores determinantes para a eficiéncia dos programas de
ressincronizacdo em fémeas de corte. Tal efeito pode ser exacerbado quando se trabalha
com fémeas submetidas a estacGes reprodutivas extremamente curtas ou naguelas
fémeas que pariram nos ultimos meses da estacdo de nascimento. Dessa forma, para que
a ressincronizacdo dessas fémeas ndo fique fora da EM, duas alternativas de manejo
podem ser sugeridas: l.diminuir o intervalo entre as IATF, realizando a
ressincronizacdo 22 dias pos a primeira IATF; ou 2. antecipar a primeira IATF pds-
parto (inicio do protocolo de sincronizacdo com menos de 30 dias pds-parto). Como
exposto anteriomente é possivel ressincronizar fémeas 22 dias apds a primeira IATF,
sem a necessidade de diagndstico de gestacdo prévio. Sobre a segunda possibilidade,
nessa Ultima EM avaliou-se a redu¢édo do intervalo entre o parto e a primeira IATF. Um
total de 393 fémeas que apresentaram partos contemporaneos foram sincronizadas em
dois lotes diferentes. O primeiro lote (n=224 fémeas) recebeu a primeira IATF entre 31
e 37 dias pos-parto, enquanto o segundo lote (n=169 fémeas) recebeu a primeira IATF
entre 42 e 49 dias pos-parto (Figura 5). Todas as vacas Nelore multiparas tinham
adequado escore corporal (2,9 + 0,46; escala de 1 a 5), receberam 0 mesmo protocolo de
sincronizacdo e foram inseminadas com sémen de um Unico touro pelo mesmo
inseminador. A reducdo do intervalo ndo influenciou (P = 0,32) a taxa de prenhez geral
dos lotes (46,4 vs 51,5%, 31-37 e 42-49 dias pOs-parto, respectivamente). No entanto,
propomos que mais estudos cientificos devam ser realizados para confirmar tal
resultado, antes de estabelecermos o periodo p6s-parto minimo na IATF de zebuinos.
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Figura 5. Taxa de prenhez de 393 fémeas Nelore contemporaneos submetidas a primeira IATF com 31, 32, 33, 34 e
37 dias pos-parto (n=224; Lotel) ou 42, 46, 47 e 49 dias pos-parto (n=169; Lote 2).

Por fim, vale ressaltar que apesar dos inimeros beneficios relacionados a
utilizacdo da ressincronizacdo, exitem algumas limitacdes. Para obtecdo de resultados
similares aos citados previamente, é muito importante que a fazenda tenha um sistema
de controle do rebanho bastante estabelecido e rigoso, desde a identificacdo dos animais
até o controle do status reprodutivo, sanitario e nutricional do mesmo (Figura 6, A, B e
C). Além disso, visto que esses animais serdo manejados com mais frequéncia e que
muitos serdo fémeas paridas com bezerro ao pé, o cuidado e atencdo com esses manejos
devem ser priorizados. Portanto, para facilitar e melhorar a conduta desse sistema, uma
das possibilidades de apartar os bezerros de fémeas gestantes, que ndo necessitam
retornar ao curral, € com o auxilio de tatuagem dos referidos bezerros ou apartacdo na
cerca entre os piquetes (Figura 6; B e D, respectivamente).
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Figura 6. (A) Identificacdo das vacas sincronizadasl; (B) Lista de tatuagem de bezerros e status reprodutivo da
genitora; (C) Diagnoéstico de gestacdo por ultrassonografia e consequente ressincronizagdo de animais ndo gestantes;
(D) Sistema de apartacdo de bezerros entre piquetes.

Mortalidade embrionéaria tardia e fetal em fémeas submetidas a programas de
IATF

Um dado zootécnico muito importante que deve ser analisado para avaliar a
eficiéncia reprodutiva e econdmica de rebanhos de corte é a taxa mortalidade
embrionéria tardia/fetal (TM). Conforme o Committee on Bovine Reproductive
Nomenclature (1972), a gestagdo bovina é dividida em periodo embrionério — se inicia
no momento da fertilizacdo e estende-se até o estadgio final de diferenciacdo
embrionaria, ao redor do 42° dia apds a fecundacdo - e periodo fetal - inicia-se
aproximadamente aos 42 dias de gestacdo e estende-se até o nascimento do bezerro.
Sendo assim, os pesquisadores definiram os tipos de mortalidade de acordo com a fase
da gestacdo em que a mortalidade ocorre: 1. Perda embrionaria precoce - ocorre antes
do periodo de reconhecimento materno; 2.Perda embrionaria tardia — ocorre entre 0s
dias 17 e 42 da gestacdo e; 3. Perda fetal ou aborto — ocorre ap6s os 42 dias de gestacao.

Com relacdo a mortalidade embrionaria tardia/fetal, (Santos et al., 2004) relatou
que 55,9% das perdas fetais foram causadas por agentes infecciosos e dentre as
enfermidades infecciosas a Leptospirose, Rinotraquite Infecciosa Bovina (IBR) e
Diarréia Viral Bovina (BVD) sdo as mais associadas as desordens reprodutivas
(Grooms, 2010a). Ainda, propriedades com fémeas de corte sem programa de vacinagdo
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contra doengas reprodutivas apresentaram TM superior, quando comparadas as
propriedades com vacinacdo (Aono, 2011). Ou seja, provavelmente, grande parte da
mortalidade embrionaria/fetal esteja diretamente relacionada ao controle sanitario das
propriedades.

Considerando-se a importancia do controle da TM, dados de campo foram
compilados para avaliar a TM entre o diagndstico de gestacdo da segunda IATF
(ressincronizagdo) e o diagnostico de gestacdo final da EM. Com total de 1.873 fémeas
submetidas a IATF e ressincronizacao, observou-se que 5,3% das fémeas tiveram perda
embrionaria tardia ou fetal, valor semelhante as taxas de mortalidade observadas apés a
primeira IATF [3,8% - S& Filho, M.F. (2009) — comunicacdo pessoal; 5,4% - Thales,
R.R.B. (2009) — comunicacdo pessoal]. Dessa forma, conclui-se que para obtencéo de
resultados satisfatorios no desempenho reprodutivo a partir das biotécnicas de
reproducdo, € imprescindivel o constante controle e acompanhamento dos demais
manejos, principalmente nutricional e sanitario.

Concluséao

A utilizacdo da ressincronizagdo para IATF como ferramenta de manejo
reprodutivo em gado corte (Bos indicus), aumenta a proporcao de animais prenhes na
primeira metade da EM, além de aumentar o nimero de bezerros oriundos de IA.
Considerando o maior emprego da IATF por meio da ressincronizagdo, esse tipo de
manejo favorece o cruzamento industrial, a reposicdo de matrizes diferenciadas e pode
reduzir a quantidade de touros de repasse. Assim, a ressincronizacdo agrega 0S
beneficios relacionados ao emprego da IA ao sistema de manejo, associada a melhoria
de indices reprodutivos e zootécnicos na atividade de cria.

Referéncias

Aono, F. H. S. 2011. Incidéncia de perdas gestacionais e efeito de vacinagdo contra
doencas reprodutivas nas taxas de prenhez em vacas de corte submetidas a
inseminacdo em tempo fixo. Tese de Mestrado.

Araujo, R. R. et al. 2009. Role of Follicular Estradiol-17beta in Timing of Luteolysis in
Heifers. Biology of Reproduction 81: 426-437.

Bartolome, J. A. et al. 2005. Resynchronization of ovulation and timed insemination in
lactating dairy cows. Theriogenology 63: 1617-1627.

Baruselli, P. S. et al. 2011. Timed embryo transfer programs for management of donor
and recipient cattle. Theriogenology 76: 1583-1593.

Baruselli, P. S., J. N. S. Sales, R. V. Sala, L. M. Vieira, and M. F. S& Filho. 2012.
History, evolution and perspectives of timed artificial insemination programs in
Brazil. Animal Reproduction 9: 139-152.

Bo, G. A., P. S. Baruselli, and M. F. Martinez. 2003. Pattern and manipulation of
follicular development in Bos indicus cattle. Animal Reproduction Science 78:
307-326.

Carvalho, J. B. P. et al. 2008. Effect of early luteolysis in progesterone-based timed Al
protocols in Bos indicus, Bos indicusxBos taurus, and Bos taurus heifers.
Theriogenology 69: 167-175.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



M. O. Marques 92

Chebel, R. C. et al. 2003. Effect of resynchronization with GnRH on day 21 after
artificial insemination on pregnancy rate and pregnancy loss in lactating dairy
cows. Theriogenology 60: 1389-1399.

Chebel, R. C. et al. 2004. Factors affecting conception rate after artificial insemination
and pregnancy loss in lactating dairy cows. Animal Reproduction Science 84:
239-255.

El-Zarkouny, S. Z., and J. S. Stevenson. 2004. Resynchronizing estrus with
progesterone or progesterone plus estrogen in cows of unknown pregnancy status.
Journal of Dairy Science 87: 3306-3321.

Galvédo, K. N. et al. 2007. Evaluation of Methods of Resynchronization for Insemination
in Cows of Unknown Pregnancy Status. Journal of Dairy Science 90: 4240-4252.

Giordano, J. O. et al. 2012. Increased fertility in lactating dairy cows resynchronized
with Double-Ovsynch compared with Ovsynch initiated 32 d after timed artificial
insemination. Journal of Dairy Science 95: 639-953.

Grooms, D. L. 2010a. Programas para controle de doencas infecciosas e melhoria do
desempenho reprodutivo. Anais do XIV Curso Novos Enfoques na Producdo e
Reprodugéo de Bovinos.

Marques, M. O., M. Ribeiro Junior, S. R.C.P.;, M. F. Sa Filho, and P. S. Baruselli. 2012.
A IATF melhora a eficiéncia reprodutiva de vacas nelore primiparas durante a
estacdo de monta. XXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de
Embrides (SBTE): 374.

Meyer, J. P. et al. 2007. Timed artificial insemination of two consecutive services in
dairy cows using prostaglandin F2alpha and gonadotropin-releasing hormone.
Journal of Dairy Science 90: 691-698.

Nett, T. M., A. M. Akbar, G. D. Niswender, M. T. Hedlund, and W. F. A. r. f. g.-r. h.
G.-R. i. 5. J. C. E. M.-. White. 1973. A radioimmunoassay for gonadotropin-
releasing hormone (Gn-RH) in serum. Jounal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 36: 880-885.

Sa Filho, M. F. et al. 2011. Sincronizacédo e ressincronizacao para IATF de novilhas
nelore utilizando implante auricular contendo norgestomet. XXV Reunido Anual
da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE).

Santos, J. E. P., W. W. Thatcher, R. C. Chebel, R. L. A. Cerri, and K. N. Galvéo. 2004.
The effect of embryonic death rates in cattle on the efficacy of estrus
synchronization programs. Animal Reproduction Science 82-83: 513-535.

Stevenson, J. S., J. A. Cartmill, B. A. Hensley, and S. Z. El-Zarkouny. 2003.
Conception rates of dairy cows following early not-pregnant diagnosis by
ultrasonography and subsequent treatments with shortened Ovsynch protocol.
Theriogenology 60: 475-483.

USDA. 2012. Brazil, Livestock and Products Annual. United States Department of
Agriculture.

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



Ed H. Madureira et al. 93
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Technological advances in the use of drugs to control the reproduction of cows
intended for TAI
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'Departamento de Reproducdo Animal Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia ,
Universidade de S&o Paulo

Introducéo

A pecuéria atual exige méxima eficiéncia reprodutiva e produtiva para possibilitar
retorno econdmico. Nesse sentido, a utilizacdo dos horménios exdgenos se faz muito
importante no contexto de se buscar produtividade e rentabilidade. A eficiéncia
reprodutiva é o principal fator para uma producéo eficiente, economicamente, viavel em
gado de corte (DICKERSON,1970).

Desde a década de 50, do século anterior, quando varios hormdnios esterdides se
tornaram comercialmente disponiveis, buscam-se avancos tecnoldgicos para controle
farmacoldgico do ciclo estral, principalmente os ligados a superovulacdo e
sincronizacdo das ovulagdes.

Na década de 70, a disponibilidade das Prostaglandinas do grupo F2 alfa (PG)
trouxe grande avanco e sua associagcdo com progestagenos e estrogenos, possibilitou o
emprego da Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Na época, 0s
conhecimentos da area da fisiologia da reproducdo eram insuficientes para proporcionar
resultados economicamente interessantes. Entretanto, na década de 80, o emprego da
ultra-sonografia e a disponibilidade de se quantificarem varios horménios possibilitaram
0 ajuste dos protocolos de IATF e eles passaram a ser empregados em maior escala nos
sistemas de producdo de carne e de leite.

Na década de 90, varios produtos hormonais estavam disponiveis comercialmente
e os protocolos recomendados ja& eram suficientes para possibilitar um avanco no
emprego da técnica, 0 que sO veio a acontecer cerca de uma década depois.

Programas de IATF servem para concentrar as inseminacdes e a parigdes em
épocas desejaveis, sendo aplicados em rebanhos de vacas zebuinas. Os protocolos de
IATF visam controlar o crescimento das ondas foliculares, regular a fungéo do corpo
luteo e 0 momento da ovulacdo (MACMILLAN e BURKE, 1996 ; RIBEIRO et al.,
2009).

Para uma eficiente sincronizacdo da ovulacéo, com taxas de prenhez adequadas, é
necessario o atendimento a 4 quesitos:

1) Proporcionar um periodo de 7 a 10 dias de exposi¢do das fémeas bovinas
a teores de progesterona ou progestagenos, que mimetizem a fase luteinica do ciclo
estral. Isto pode ser obtido pela administracdo oral de MGA (acetato de melengestrol),
ou pela utilizagdo de implantes vaginais de progesterona, ou MAP
(medroxiprogesterona), ou FGA (acetato de fluorogestona), ou implantes auriculares de
norgestomet. Existem diferencas de estrutura quimica, poténcia, farmacocinética,
metabolismo (STANCZYK, 2003) e afinidade de ligacdo ao receptor de progesterona
(MOFFATT et. al., 1993; BAUER et al., 2000; PERRY et al., 2005) entre os diversos
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progestadgenos. A capacidade deles em mudar a frequéncia e a amplitude dos pulsos de
LH parece ser necessaria para a aceleracdo do inicio da puberdade (DAY e
ANDERSON, 1998) e do retorno a ciclicidade no inicio do periodo pés parto, em vacas
européias e zebuinas.

2) A Fase progestacional deve ser encerrada em todos os animais de
maneira sincronizada e isto pode ser atingido com a retirada dos implantes ou pela
interrupcdo da administracdo oral de progestagenos e pela aplicacéo de PG.

3) Durante o periodo progestacional, deve ocorrer uma re-organizacao das
ondas foliculares, de sorte que o “status” folicular, no momento do encerramento da
fase progestacional, seja muito semelhante entre os animais. Este € um ponto chave do
sucesso e pode ser atingido de varias maneiras, como por exemplo: a) aspirando-se
todos os foliculos ovarianos, no momento da colocacao dos implantes. Assim, uma nova
onda folicular sera iniciada em todos os animais e, no momento da retirada dos
implantes e aplicacdo de PG, uma grande proporcdo de fémeas tera um foliculo
dominante e sadio, que podera ovular assim que ocorrer um pico do horménio
luteinizante (LH); b) provocando-se a ovulagédo dos foliculos dominantes, pela aplicacao
do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Isto também possibilitara a
emergéncia de uma nova onda folicular, cerca de 30 a 40 horas ap6s. Vale a pena
ressaltar que as condi¢Oes de anestro, que comumente acontecem em 70 a 75% das
vacas de corte, no inicio do periodo pos-parto, afetam a eficiéncia dos protocolos que
utilizam GnRH para sincronizar a onda. E de grande importancia que a vaca esteja
ciclando para ovular ao 1° GnRH, o que, subseqiientemente, aumenta a taxa de
ovulacdo ao indutor para inseminacdo; c) provocando-se a atresia dos foliculos
ovarianos, independentemente da fase do desenvolvimento na qual se encontrem. Isto é
geralmente atingido com a aplicacdo de 17-beta-estradiol (17B) ou de seus ésteres,
como benzoato (BE), cipionato (CE) ou valerato de estradiol (VE). O estradiol, em
associacao com 0s progestagenos, provoca uma inibicdo da liberacdo de FSH e LH, de
modo que os foliculos sofrem atresia. Assim que o efeito dos estrogenos cessa, devido a
biotransformacdo e eliminagcdo dos mesmos do organismo, surge uma nova onda
folicular, entre 3 e 6 dias (em média 2,8 d para 17B-estradiol, 3,6 d para benzoato de
estradiol e 5 d para valerato de estradiol), dependendo da vida média do estradiol
empregado. Na maioria dos animais, no momento da retirada dos implantes, havera um
foliculo dominante, com capacidade ovulatéria, para responder ao pico de LH e
apresentar uma ovulacao sincronizada.

4) Por fim, resta sincronizar o pico de LH o que ocorre pela aplicagéo do
préprio LH, ou gonadotrofina coridnica eqiina (eCG) exodgena, ou gonadotrofina
coribnica humana (hCG) exdgena, ou de um analogo de GnRH, que provocara um pico
hipofisario de LH, ou pela aplicacdo de estradiol, que proporcionara um pico de GnRH,
no hipotalamo , que também resultara um pico de LH sincronizado. Como o pico de
LH, em todos os casos, ocorrera em um momento conhecido, resta fazer uma IA, cerca
de 15 horas antes do momento esperado da ovulacéo, para que as taxas sejam aceitaveis.
Em média, as ovulagdes ocorrem cerca de 25 h ap6s a aplicacdo de LH ou hCG, cerca
de 30 h ap6s GnRH e 45h apds benzoato de estradiol. Como uma regra prética,
recomenda-se atrasar cerca de 6 h a IATF, quando se utiliza 0 sémen sexado, mas esta
recomendagé&o ainda carece de um maior amparo cientifico.

As taxas de prenhez podem variar de 20 a 80%, mas em média, sdo atingidos
resultados da ordem de 50%. A que se devem as variacdes das taxas de prenhez?
Ciclicidade? Escore de condicdo corporal (ECC)? Protocolos? Puberdade? Gostaria,
portanto, de tecer alguns comentarios, baseados em experimentos cientificos, que vém
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sendo realizados no Brasil e no mundo e acrescentar informacgdes baseadas na
experiéncia préatica de nosso grupo.

Produtos veterinarios disponiveis

De um modo geral, os produtos disponiveis no mercado brasileiro, tanto os
nacionais, como os importados, sdo de boa qualidade e as diferencas entre eles ndo
explicam as diferencas de taxas de prenhez que sdo comumente obtidas. H& inovacgdes
que poderdo trazer beneficios e serdo citadas ao final do artigo.

Protocolos

Nas duas ultimas décadas, muito tem sido dedicado ao desenvolvimento de
protocolos IATF para melhorar a fertilidade de vacas de corte. Abordagens distintas,
como o uso de diferentes hormoénios ou doses em dias diferentes, pré-sincronizacéo etc.,
tém sido utilizadas para melhorar a sincronia da onda folicular, visando aumentar a
fertilidade das vacas.

No entanto, € importante destacar que os protocolos hormonais estdo bem
ajustados e, desde que implementados de maneira correta, funcionam adequadamente.
Ha uma tendéncia de se supervalorizar a importancia dos protocolos! E de suma
importancia o conhecimento da fisiologia e endocrinologia bésicas relacionadas, para
que decisdes e ajustes possam ser feitos. Realmente, existem protocolos mais adequados
para novilhas ou vacas de corte, ciclando ou em anestro, ou para vacas leiteiras de alta
ou baixa producdo, puras ou cruzadas e isto deve ser levado em consideracdo nos
programas de IATF. Atualmente, isto ndo tem sido um fator limitante dos programas de
IATF, pois existe um dedicado trabalho das empresas fornecedoras dos medicamentos,
que contam com profissionais capacitados e sdo assessoradas por pesquisadores de
varias institui¢des. Entretanto, atribuir o sucesso ou insucesso de um programa de IATF
ao emprego do produto A ou B, fabricado pela empresa A, B ou C, que utilizam o
protocolo X, Y ou Z, é um exagero.

Condicao de manejo dos animais

Neste ponto reside, a chave do sucesso e grande parte da explicacdo do
insucesso dos programas de saude reprodutiva que vém sendo utilizados. Em varios
estudos, tem sido demonstrada a importancia dos fatores relacionados com as condicdes
metabolicas, imunoldgicas, estresse térmico e de salde de vacas de corte e de leite sobre
0 desempenho reprodutivo (MATURANA FILHO et al,, 2011; BASCHANT e
TUCKERMANN, 2010)

Nos sistemas extensivos de criacdo de bovinos de corte, observa-se que 50% das
vacas ndo recebem um manejo adequado que contribua com melhores indices de
fertilidade (LUCY et al.,2001; GASSER et al., 2003 ; MADUREIRA et al., 2006). Os
principais fatores sdo a nutricdo, a baixa condi¢do corporal ao parto, a amamentacéo e
incidéncias de ciclos curtos (MADUREIRA et al.,2006).

Portanto, é necessario dar mais atengdo a pergunta: Como podemos manejar 0s
animais para que eles respondam melhor aos bons produtos e protocolos disponiveis?

Vacas no inicio do periodo po6s parto apresentam-se anovulatérias,
principalmente por falhas no manejo nutricional e na maioria das vezes ndo concebem
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no periodo esperado para que o intervalo médio entre partos seja mantido (YAVAS e
WALTON, 2000).

E necessario que haja um sistema eficiente da disponibilidade de pastagens, para
otimizar o desempenho animal e o uso de racdo suplementar pode superar as
deficiéncias do componente forragem. Quando as necessidades de energia e proteina
aumentam por causa de lactacdo, prenhez e crescimento, podera ser necessario que parte
do componente forragem da dieta seja substituido por concentrados (FONTANELI,
1999).

Os pecuaristas que se dedicam a cria ddo muita atencdo ao periodo da estagédo
de monta, entre Novembro e Marco (apenas como exemplo), mas muitas vezes nao se
atentam que grande parte do resultado que obtém é fruto de como manejaram o rebanho
de Abril a Outubro.

E importante maximizar ou manter um oferecimento constante e em quantidade
suficiente de forragens, entretanto, quando sdo oferecidas a livre escolha, juntamente
com concentrados suplementares em quantidades restritas, 0 consumo de matéria seca
da forragem pode ser varidvel (aumentar, diminuir ou permanecer igual) (MOORE,
1992; MOORE et al. 1999). Em geral, essa estratégia auxilia na diminuicdo do consumo
de forragem, principalmente quando a qualidade da mesma é alta. As diferencas no
consumo estdo principalmente ligadas a qualidade da fibra das forragens e ao tipo de
forragem, que irdo determinar a digestibilidade e a taxa de passagem, do que as
diferencas entre os concentrados (WALDO, 1986). Entretanto, pequenas quantidades de
concentrado podem aumentar o consumo voluntario, quando o valor nutritivo das
forragens é baixo, especialmente quando a forragem tem elevada proporcéo entre NDT
e PB (MOORE, 1994).

Neste sentido, outros aspectos basicos do manejo devem ser considerados para
preparar as vacas para estacdo de monta, visando a eficiéncia reprodutiva: sanidade,
ECC ao desmame, ao parto e ao inicio da estacdo de monta, momento adequado do
desmame, mineralizacdo, manejo de pastagens, suplementacdes estratégicas,
planejamento, construcdo e manutencdo de instalagbes e cercas, investimentos em
recursos humanos etc...

A qualidade do sémen também esta diretamente ligada a taxa de concepg¢do na
IATF e deve ser avaliada antes do uso.

A qualificacdo operacional é tdo importante quanto a técnica, de modo que a
capacitacdo de recursos humanos deve ser encarada como uma pratica rotineira e
continuada.

Portanto, em Gltima analise, é a condicdo das matrizes que impacta o indice de
prenhez, tanto da IATF, quanto da EM.

Efeito da CC ao parto sobre a eficiéncia reprodutiva

E sabido que o desempenho reprodutivo de rebanhos de corte est4 intimamente
ligado a condicdo nutricional das matrizes. Os ruminantes possuem a capacidade de
armazenar energia, na forma de reservas corporais, como gordura, para disponibiliza-las
nos momentos de privacdo. Logo apos o parto, a amamentacao torna-se prioritaria e boa
parte do que a vaca consome, ou possui na forma de gordura, é destinada a
amamentacao. Outro momento critico do ciclo reprodutivo € o terco final da gestacéo,
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guando o feto aumenta cerca de 10 vezes o seu peso. Neste periodo, quase todo o
metabolismo da vaca esta direcionado ao crescimento fetal (NRC, 2000).

15,0 10 15,4

14,4

ELm, Mcal/dia
=
o

1 2 3 q 5 6 7 8 9 10 11 12
Meses pos-parto

Figura 1. Energia liquida de mantenca (ELm) de vacas de corte durante o ciclo
produtivo (NRC, 2000).

Vale lembrar que esta fase do ciclo coincide com o periodo mais seco do ano.
Portanto, é essencial que a vaca recomponha suas reservas corporais, no periodo logo
apo6s o desmame, porém antes que se encontre no terco final da gestacdo. Rebanhos de
cria, em sistemas extensivos, em regides tropicais (devido ao caracteristico regime de
chuvas e, consequentemente, da disponibilidade de forrageiras), devem ser manejados
no sentido de assegurar a recomposicdo das reservas corporais das matrizes. A
suplementacdo nutricional durante o terco final da gestacdo tende a aumentar o peso do
bezerro ao nascer e a suplementacédo ap6s o parto tende a aumentar a producao leiteira,
de sorte que, além dos custos ndo encontrarem justificativa, pouco efeito positivo havera
sobre 0 ECC das vacas.

Portanto, a produtividade e a rentabilidade do sistema de cria dependem do
planejamento nutricional durante o periodo da seca (NRC, 2000).

A alta proporcdo de vacas em anestro, no inicio da estacdo de monta, é uma
condicdo comum em vacas de corte Bos taurus indicus e afeta negativamente a
eficiéncia reprodutiva, causando sérios prejuizos na pecuaria brasileira (BARUSELLI et
al., 2004; RIBEIRO et al., 2009).

Segundo Spitzer et al., (1995), as vacas que parem com ECC maior ou igual a 5
(escala de 1 a 9) tém uma elevada probabilidade de conceber na proxima EM.
Entretanto, vacas que parem com CC menor do que 5 apresentam uma probabilidade de
gestacéo cerca de 35% menor.

Se grande percentual das vacas do rebanho esta com ECC < 4 no parto, ainda
pode haver chance dessas vacas emprenharem dentro de uma estagdo de monta, mas
para que iSso ocorra é necessario aumentar a oferta de energia e proteina além de suas
exigéncias (aproximadamente 120%) durante o periodo inicial pos-parto (COOKE et al.,
2008). No entanto, este € um procedimento de emergéncia e, provavelmente, serad
prejudicial para a eficiéncia econdmica e produtividade da fazenda.

E importante ressaltar que vacas de corte excessivamente condicionadas (ECC >
7) podem ter dificuldades ao parto, além de custos de mantenca elevados, tém chance
reduzida de emprenhar em comparagdo com vacas com ECC moderado (COOKE et al,
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2009). Isto pode ser atribuido aos efeitos de metabolitos como os &cidos graxos ndo
esterificados (AGNES) e seus compostos, sobre o consumo, ciclicidade e qualidade dos
odcitos, 0 que afeta a capacidade das vacas manterem o inicio da gestacdo. No entanto,
vacas com ECC > 6 ao parto, ndo devem ser colocadas em dieta com restricdo de
nutrientes, pois isso pode intensificar mais o balanco energético negativo e 0 anestro
poOs-parto, resultando ainda mais em diminuicdo do desempenho reprodutivo.
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Figura 2. Influéncia do escore de condicéo corporal (ECC), avaliados no inicio da estacdo de
monta, na probabilidade de vacas tornarem-se prenhes. Adaptado de Cooke et al. (2009).

Numa vaca zebuina, um ponto na escala de ECC representa cerca de 40 Kg de
peso Vvivo ou seja, uma diferenca de apenas 40Kg ao parto pode significar uma taxa de
prenhez da ordem de 60%, ao invés de 90%, ao final da EM. Uma atitude préatica de
grande importancia é avaliar o ECC das vacas ao desmame e maneja-las de forma que
atinjam um ECC de pelo menos 5 ao parto, lembrando que, ao atingir o terco final de
gestacdo, a vaca tera dificuldade de ganhar peso.

De maneira pratica, a avaliacdo do ECC tem sido uma ferramenta valiosa para
refletir o estado nutricional dos rebanhos. O ECC ao parto tem sido positivamente
correlacionado com o desenvolvimento folicular precoce no periodo pds parto, com o
estoque hipofisario de LH aos 30 dias pds parto, com as concentracdes circulantes de
IGF1 , frequéncia dos pulsos de LH e intervalo pds parto apds o desmame precoce
(MADUREIRA et al., 2005).

De um modo geral, em fazendas bem manejadas, as vacas concebem, em média,
90 dias apds o parto e os bezerros sdo desmamados aos 8 meses de idade. Por ocasido
do desmame, as vacas se encontram ao redor do 5° més de gestacdo. Neste periodo, a
exigéncia nutricional é baixa e a vaca ainda tem um periodo de 60 a 70 dias para
recompor suas reservas corporais, antes que sua exigéncia nutricional volte a aumentar,
ao atingir o terco final da gestacao.

Nas fazendas que adotam a IATF, o intervalo entre o parto e a concepgdo tem
diminuido o que faz com que, ao desmame, as vacas estejam numa fase um pouco mais
avancada da gestacdo, sobrando menos tempo para recomposicdo das reservas
corporais. Com a valorizacdo dos bezerros, nos ultimos anos, tem sido fregliente a
comercializacdo dos mesmos antes do desmame, o que, de fato, ocorre quando da
entrega dos bezerros aos compradores, evitando-se as perdas de peso ocasionadas pelo
desmame. Considerando-se o0s dois fatores em conjunto, conclui-se que um
encurtamento do periodo de servigo e um atraso no desmame praticamente provocam
uma sobreposicdo dos 2 momentos de alta exigéncia nutricional, abolindo-se o Unico
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periodo no qual a vaca tem a oportunidade de recompor suas reservas corporais. Isto
tem levado a uma diminui¢do do ECC ao parto, principalmente em anos particularmente
Secos.

O baixo ECC ao parto leva, de imediato, ao nascimento de bezerros mais leves, a
uma diminuicdo da taxa de prenhez & IATF e, por fim, a uma diminui¢do da taxa de
prenhez ao final da EM, pois hd aumento da incidéncia de anestro, por falta de reservas
corporais.

Em vacas com baixo ECC o uso da eCG pode auxiliar as condi¢BGes de
crescimento folicular e de ovulagdo, principalmente em vacas aciclicas (BARUSELLI et
al., 2004; BARUSELLI et al., 2002; CUTAIA et al., 2003).

A vantagem de se utilizar a eCG nos protocolos de sincronizacdo, é que este
horménio é administrado no momento da remoc¢do do implante de progestagenos,
evitando assim um trabalho a mais de manipulagéo.

Tabela 3. Taxa de Prenhez a IATF em novilhas Nelore tratadas com PG no inicio do tratamento
(DO0) e com eCG (400U1) na retirada do dispositivo intravaginal de progesterona

NUmero Taxa Prenhez (%)
Sem PG/Sem eCG 100 14,0 (17/100)
Com PG/Sem eCG 97 17,5 (17/97)
Sem PG/Com eCG 98 35,7 (35/98)
Com PG/Com eCG 97 34,0 (33/97)
Efeitos Principais
Sem PG 198 24,7 (49/198)
Com PG 194 25,8 (50/194)
Sem ECG 197 15,7 (31/197)
Com eCG 195 34,9 (68/125)

Fonte: Marques (2005).

Algumas recomendacdes Uteis sdo que:

1) as vacas ndo sejam protocoladas antes de 45 dias pos-parto; 2) os desmames
sejam feitos no maximo aos 240 dias de idade e 3) que se aproveitem ao maximo, os 60
dias seguintes ao desmame para oferecer uma condic¢ao nutricional que permita a rapida
recomposicdo do ECC , seja pela disponibilizacdo das melhores pastagens ou
suplementacéo nutricional (sal mineral proteinado, por ex.) para esta categoria animal.

Novilhas

Frequentemente, as novilhas apresentam resultados inferiores aos das vacas.
Uma das perguntas mais comuns € qual protocolo devo utilizar para novilhas? Mais
importante do que isso é saber em que estado estas novilhas se encontram para ser
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inseminadas. Em lotes de novilhas tém-se varias categorias como as impuberes, as pré-
puberes, as puberes imaturas, as puberes maduras que mantiveram ou interromperam
sua ciclicidade. Cada uma destas categorias responde de maneira diferente a IATF.

Vaérios fatores influenciam na idade a puberdade sendo eles o genétipo, a estagédo
do ano, o comportamento do rebanho (efeito macho), a terapia hormonal, a taxa de
crescimento, nutricdo e genética das novilhas (FIELDS, 1994; FILHO,2007).

Novilhas Nelore tém a idade a puberdade em torno de 22 a 36 meses e a idade ao
primeiro parto de 44 a 48 meses, ressaltando que zebuinos sdo mais tardios que os
taurinos (SOUZA, 1995). Porém, as novilhas podem atingir a puberdade com idade
entre 13 a 15 meses (SA FILHO, 2008), considerado o ideal e mais lucrativo.

As novilhas devem ter uma concepgdo precoce, durante sua primeira estacdo
reprodutiva e, para isso, a maioria das novilhas deve estar ciclando regularmente ja ao
inicio desta estacdo (LOBATO, 1997). Essas novilhas que concebem logo no inicio da
EM irdo parir no inicio da estacdo de nascimento com maior possibilidade de desmamar
bezerros mais pesados, aumentando, consequentemente, sua producdo ao longo da vida
reprodutiva (LESMEISTER, 1973).

A condigdo corporal dos animais é de grande importancia na adocdo de
alternativas de manejo nutricional com vistas ao aumento da eficiéncia reprodutiva das
novilhas. No inicio da estacdo de reproducdo, as novilhas devem atingir um peso
equivalente a 55-60% do peso adulto da vaca da raca correspondente. No caso de
novilhas de corte de racas zebuinas, o peso ao inicio da estacdo de monta deve estar em
torno de 300 a 330 kg. Pesos inferiores, no inicio da EM, podem comprometer o
desempenho reprodutivo dessas fémeas, e a fertilidade da EM do ano subsequente
(WILTBANK et al., 1985). No caso de novilhas zebuinas, a suplementacéo alimentar
para obtencdo de um peso vivo de 300 a 330 kg aos 18 meses pode ndo se justificar
economicamente, se a maior parte desses animais ndo estiver apta a reproducdo
(SANTOS e SA FILHO, 2006).

Tabela 1: Efeito do ECC (1-5) no diametro do foliculo dominante no momento da IATF
e na taxa de prenhez de Novilhas Nelore (Bos Indicus.)

ECC P
Variavel <2,75 3 > 3,25
Diametro 8,21+0,03b 8,29+0,03b 9,31+0,03b 0,03
Foliculo na
IATF

Taxa de 41,5 (105/253)b 43,1 (84/195)b 54,1 (93/172)a 0,03
prenhez (%)

Fonte: Adaptado de Sa Filho et al., 2008
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Percentual de novilhas prenhes de acordo com
os dias indicados no periodo de monta

Item 0 20 40 60
ECC
4 32 27 43t 562
5 42 35 652 803
6 49 47 903 963
Ganho de peso pos-parto
Moderado 341 272 562 702
Alto 482 463 763 843

aAdaptado de Spitzer et al; 1995122 Médias na mesma coluna, em cada item, sem 0 mesmo sobrescrito diferem
(P <0,05).

Existem diferencas na fisiologia reprodutiva entre Bos taurus e Bos indicus que
pode influenciar a resposta aos protocolos de sincronizacdo empregados. Uma das
diferencgas observadas esta relacionada aos teores de progesterona durante o ciclo estral
(RANDELI, 1990; BARUSELLI et al., 2004; BURKE et al., 1996).

De qualquer maneira, mesmo novilhas puberes e maduras podem ndo apresentar
0 mesmo desempenho reprodutivo de vacas frente a IATF. Programas de IATF em
novilhas ainda sdo um desafio a pesquisa, principalmente em fémeas bovinas zebuinas.

Estresse térmico e oxidativo

Nosso grupo tem verificado o efeito de varios fatores como estresse térmico,
metabolico e oxidativo sobre a fertilidade das vacas na EM. No estudo inicial de
Maturana Filho et al., 2011 com 404 vacas Nelore, com bezerro ao pé, e periodo pds-
parto entre 40 e 70 dias, no inicio do protocolo de IATF e 102 novilhas da raca nelore,
mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha, com livre acesso a suplemento mineral
e 4gua. Foram avaliados os parametros das varidveis: ECC na escala de 1-9, no inicio do
protocolo, no momento da IATF e no diagnoéstico de gestacdo (DG); Temperatura retal
(TR) no momento da IATF; e o indice de temperatura e umidade (ITU) no momento da
IATF.

O indice de temperatura e umidade (ITU) foi calculado a partir do modelo
definido por Thom, (1959): ITU: 0,8 x T + [(UR(%)/100) x (T-14,4)] + 46,4, onde: T =
temperatura OC e UR = umidade relativa do ar.

Posteriormente, de forma retrospectiva, as vacas foram alocadas para os grupos de
acordo com o numero de partos (novilhas, primiparas, vacas de 2 crias e vacas de 3

crias) e com a temperatura retal (Tretal 1: 37,0°C -39,4 °C; Tretal 2: 39,5°C - 41,5°C),
no momento da IATF.

As vacas com temperatura retal abaixo de 39,4°C apresentaram taxa de prenhez
significativamente superior a das vacas cuja temperatura retal foi maior do que 39,4°C
(75,6% VS 62,4%). No ano seguinte, no mesmo rebanho, com 506 vacas, as taxas de
prenhez também diferiram, segundo a temperatura retal: 62% VS 48%.
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Tabela 1: Odds Ratio e taxa de prenhez das variaveis, incluindo o modelo final de
regressao logistica para efeitos climaticos

Fator Classe n Taxa Prenhez  Odds ratio 95% P
(%) Intervalo
confianca
ITU 1 63 84,2 3,8 1,7-85 0,002
2 247 749 2,1 12-35
3 94 56,4 Referente
1vs3 157 - 0,009
2vs3 341 -
TRETAL 1 295 75,6 (Class 1) 0,008
2 109 62,4 (Class 2)
1vs?2 1,68 11-27 0,002
ECG Sim 246 72,1 0,96
Né&o 158 71,9
PVE 1 304 70,7 0,30
2 100 76

ITU: Classe 1- (69 — 74), Classe 2 (75- 79), Classe 3 (80- 84); TRETAL.: Classe 1 (37,0°C -39,4 °C);
Classe 2 (39,5°C - 41,5°C); PVE: Classe 1: (20 — 40 dias pos-parto); Classe 2: (50 — 70 dias p6s-parto).

Nota-se que a fertilidade de vacas e novilhas de corte também € afetada por
fatores climaticos, pois esses distintos grupos tém uma capacidade de regulacdo
metabolica e termorregulatoria diferente. Aparentemente, vacas que ja atingiram a
maturidade sexual possuem melhor fertilidade, mesmo frente a desafios como o estresse
caldrico. Isto ocorre apesar de ja ter sido demonstrado que ha um maior grau de
resisténcia celular ao calor por ragas zebuinas (PAULA- LOPES et al. 2003).

Outro fator relacionado a essas diferencas na taxa de prenhez estaria ligado a
capacidade de tolerancia térmica pelo odcito de ragas zebuinas, que provavelmente
ocorre depois da maturidade sexual completa (PAULA- LOPES et al. 2003; HANSEN,
2005).

Esse efeito observado sugere que a capacidade termorregulatéria pode estar
diminuida quando o animal passa por um grande desafio metabolico, como a
amamentacao e o crescimento, 0 que vai ao encontro dos dados de Pereira (2005), que
demonstrou ser a capacidade termorregulatoria diferente entre o0s zebuinos,
corroborando também com os achados de Paula- Lopes et al. (2003).
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Grafico 1: Taxa de prenhez de vacas e novilhas Nelore, dentro da mesma classe de TR e ITU.
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Fonte: Maturana Filho et al.,(2011)

Gréfico 2: Taxa de prenhez de vacas e novilhas Nelore, dentro da mesma classe ITU e
diferentes TR.
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O estresse oxidativo também pode interferir nas taxas de prenhez. Num estudo
preliminar, com 532 vacas nelore, avaliou-se a atividade do enzima superdxido
dismutase (SOD) e separaram-se as taxas de prenhez segundo atividade alta (acima da
meédia) ou baixa (abaixo da média) da SOD. A média das concentraces de SOD no
estudo foi de 2101,36 U/g Hb, sendo de 1665,16 U/g Hb e de 2602,16 U/g Hb para os
grupo de alta e baixa respectivamente. No grupo onde a atividade da SOD foi alta, a
taxa de prenhez foi de 67,1%, enquanto foi de 55,8% no grupo no qual a atividade foi

menor (p=0,03).

Grafico 3 — Taxas de Prenhez aos 30 e 60 dias apds IATF de acordo com as

concentragdes de SOD.
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Taxa de PrenhezSOD P1 - Vacas
67.1
52.8 54.5
J SOD (30) N SOD (30) Média Prenhez J SOD (60) N SOD (60) Média Prenhez
30 60
(124/222) (57/110) (181/332) (122/222) (57/110) (179/332)
P=0.03 P=0.05

Em nossos experimentos mais recentes, estdo sendo avaliadas variaveis
metabolicas em vacas nelore e em vacas holandesas de alta producdo leiteira para
observar o efeito do estresse metabolico sobre a fertilidade. Os dados citados acima
ainda séo preliminares e experimentos com delineamentos mais elaborados vém sendo
propostos, para elucidar e propor medidas de manejo, para contornar ou amenizar o
efeito destas variaveis sobre o desempenho produtivo e reprodutivo de rebanhos de
corte e leite.

Cuidados na Inseminacéo Artificial

Seguem algumas recomendacdes, com intuito de padronizar procedimentos
operacionais.

Quando se realiza a IATF, geralmente levantam-se as canecas com as racks,
muitas vezes. Cada vez que se levanta a caneca, expde-se 0 sémen armazenado a
temperaturas criticas. Ao final da EM, ndo se pode afirmar em que condi¢do de
armazenamento o sémen se encontra, nos diferentes botijoes, nos diferentes retiros. O
procedimento que vem sendo adotado é o de se retirarem todas as doses de uma rack e
colocé-las no banho-maria ou descongelador. O sémen esta a uma temperatura de -
196°C e, quando cerca de 10 palhetas sdo colocadas, a0 mesmo tempo no
descongelador, a temperatura cai e deixa a curva de descongelamento mais lenta o que
provoca crio-injdria nos espermatozoides .

Uma recomendacéo é de que toda a rack seja retirada e colocada em uma caixa
térmica com nitrogénio liquido. Na sequéncia, 5 palhetas podem ser colocadas de cada
vez no descongelador. Em recente experimento cientifico, ficou demonstrado que,
quando 10 palhetas foram descongeladas ao mesmo tempo, a partir da 6° palheta, a
qualidade do sémen foi comprometida (OLIVEIRA et. al., 2012).

Avancos esperados nos produtos veterinarios

Por fim, quais avancos podem se esperados nos produtos veterinarios em si?
Como sabemos que a dose ideal de progesterona varia segundo a categoria animal,
surgirdo produtos mais indicados para novilhas, com quantidades menores de
progesterona do que para vacas de corte, por exemplo. Vacas leiteiras de alta producéo,
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necessitam de doses de progesterona significativamente maiores do que vacas de corte e
necessitardo produtos mais especificos.

O fato de se manejarem as vacas 3 ou 4 vezes até que sejam inseminadas é um
fator limitante da IATF. O emprego de produtos que contenham reservatorios de
horménios, cuja liberacdo seja controlada por dispositivos eletronicos, pode ser uma
opcdo. A progesterona ou progestdgeno nano/micro estruturadas podem vir a ser
grandes aliadas na solucdo deste problema. Nestes casos, nano/micro particulas, ou
nano/micro-emulsdes, ou nano/micro filamentos tém surgido. De um modo geral, estes
medicamentos sdo suspensdes injetaveis e os hormonios vdo sendo liberados das
matrizes poliméricas utilizadas, por mecanismo de simples difusdo ou erosdo, apos
absorcdo dos veiculos utilizados, permanecendo no local de aplicagdo, um deposito de
nano/micro particulas.

Nosso grupo de pesquisa em coopera¢do com grupos da UEM, UNICAMP e
EMBRAPA ja conseguiu produzir nanoparticulas e nanofilamentos de progesterona em
matrizes biopoliméricas cujos testes in vivo iniciaram-se em 2012 (BRANDAO, 2009;
MADUREIRA e CARDOZO-FILHO, 2010; OLIVEIRA et. al., 2012; PIMENTEL,
2010).
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Resumen

La Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG) es una glicoproteina de alto peso
molecular producida por las copas endometriales en la yegua entre los 35 y 100 dias de
gestacion. Si se administra a las vacas, la eCG produce estimulacién del desarrollo
folicular, debido a que tiene la capacidad de unirse a los receptores de FSH y LH de los
foliculos. Se ha demostrado que el tratamiento con eCG incrementa el desarrollo del
foliculo dominante y la ovulacion de un foliculo mas grande que resulta en un CL maés
grande y mas funcional, que se cree que resulta en la supervivencia del embrién. En los
programas de transferencia de embriones, el tratamiento de las receptoras con 400 Ul de
eCG en el momento aproximado de comienzo de la onda folicular result6 en un foliculo
ovulatorio de mayor tamafio y un aumento de tamafio del CL, con mayores
concentraciones de progesterona (P4) en el dia de la transferencia embrionaria y
mayores tasas de prefiez. En programas de IATF vacas de carne amamantado, la
inclusion de 400 Ul de eCG en el momento de la remocion de un dispositivo con P4
resulté en un aumento en las concentraciones plasmaticas de P4 y las tasas de
concepcién después de la IATF. Asimismo, en los rodeos de leche en pastoreo en
Australia y Nueva Zelanda, la eCG aumenté las tasas de prefiez a los 7 y 28 dias de
comenzado la estacion de servicio, independientemente de que se hayan utilizado
protocolos a base de benzoato de estradiol o GnRH. Sin embargo, en rodeos que
producen mas leche y manejados en sistemas mixtos, con foliculos de mayor tamafio, la
eCG aumento las tasas de prefiez en los protocolos a base de benzoato de estradiol pero
no en los protocolos a base de GnRH. Recientemente, los efectos de la eCG
administrada después de la IA ha sido investigada. Una dosis de 400 Ul de eCG
administrada 22 dias después de la IA en vacas lecheras redujo la pérdida embrionaria.
En otros estudios la eCG administrada 14 dias después de la IATF aumento las tasas de
prefiez en Bos taurus x Bos indicus primiparas y vacas Polled Hereford en anestro
postparto. En resumen, los resultados de varios estudios, tanto en vacas productoras de
carne y leche demuestran que la adicion de eCG a diferentes protocolos de
sincronizacion del estro puede resultar en un aumento de crecimiento del foliculo
dominante y de la funcion de CL, y puede aumentar las tasas de concepcion y prefiez
después de la IA o la transferencia de embriones. Los datos recientes también sugieren
un efecto beneficioso de la eCG administrada después de la IA en la reduccion de las
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pérdidas embrionarias. Con la concepcion y las tasas de prefiez en continuo descenso
esta revision tiene como objetivo presentar datos y explorar estrategias para utilizar los
beneficios potenciales de la eCG en la mejora de las tasas de prenez en vacas de leche.

Introduccion

Las vacas lecheras son manejadas de manera distinta en el mundo. Los sistemas
pastoriles (generalmente en Nueva Zelanda, Australia, algunos paises de la Union
Europea y Sudamérica) suelen mantener un patron de paricion estacional. Las vacas que
no mantienen un intervalo de paricion anual suelen ser descartadas como no prefiadas o
inducidas al parto antes de término. Otra alternativa es servir a esas vacas en el siguiente
periodo de servicio, en rodeos con dos estaciones de servicios, comunes en Australia y
también utilizados en Argentina. Las vacas que se encuentran en sistemas estabulados
(algunos paises de la Union Europea, Norteamérica, México, Chile y Brasil) y en
sistemas mixtos (como los de de Argentina), no necesitan un patron de paricion
estacional y se trata de mantener un intervalo entre partos cercano a los 12-13 meses.

Tedricamente, mantener un intervalo de paricion de 1 afio para vacas muy
productoras de leche puede resultar perjudicial porque las vacas tendrian que ser
secadas cuando la produccion de leche es todavia rentable. Sin embargo, mantener un
intervalo entre partos de 12-13 meses se ha transformado en una utopia, debido a que en
los Gltimos afios se ha observado una constante caida de los indices reproductivos en las
vacas lecheras (Lucy, 2001; Wiltbank et al., 2006). Esto estd relacionado con un
decaimiento en la fertilidad propia de las vacas lecheras de los tambos en todo el mundo
y por la escasa eficiencia en la deteccion de celos (Thatcher et al., 2006).

Una solucién inmediata a la disminucion de fertilidad en rodeos lecheros incluye
el uso de intervencién hormonal. Se ha desarrollado una serie de tratamientos
hormonales para controlar el momento de la primera IA y las inseminaciones
posteriores en vacas no prefiadas y para el tratamiento de vacas en anestro. Una de las
hormonas que ha tenido mucha discusién en los dltimos anos es la Gonadotrofina
Corionica Equina (eCG). La eCG es una glicoproteina de alto peso molecular producida
por las copas endometriales en la yegua entre los 35 y 100 dias de gestacién (Murphy y
Martinuk, 1991). Si se administra a las vacas, la eCG produce estimulacion del
desarrollo folicular, debido a que tiene la capacidad de unirse a los receptores de FSH y
LH de los foliculos. Se ha demostrado que el tratamiento con eCG incrementa el
desarrollo del foliculo dominante y la ovulacion de un foliculo més grande que resulta
en un CL mas grande y mas funcional, que se cree que resulta en la supervivencia del
embrion. Con la concepcion y las tasas de prefiez en continuo descenso esta revision
tiene como objetivo presentar datos y explorar estrategias para utilizar los beneficios
potenciales de la eCG en la mejora de las tasas de prefiez en vacas de leche.
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Sistemas de sincronizacion del celo y de la ovulacién

Control de la actividad luteal mediante el uso de agentes luteoliticos

Desde su utilizacion comercial como hormona interviniente en la lisis del cuerpo
luteo, sigue siendo la prostaglandina F2a (PGF) la hormona mas utilizada en el mundo
para sincronizar el celo en vacas de carne y leche. La respuesta a la administracién de la
PGF sera diferente en los distintos estadios del ciclo estral (Momont y Seguin, 1984).
Del dia 1 al 5 no se observa respuesta dado que se ha producido la ovulacion y el cuerpo
luteo estd en desarrollo. En los dias 6 y 7, la respuesta es parcial, se esta Ilegando al
final del desarrollo del cuerpo lateo. Entre los dias 8 y 17, el cuerpo lGteo esta
desarrollado y es sensible al efecto luteolitico de la PGF y, por Gltimo, entre los dias 18
a 21, el cuerpo luteo ya se encuentra en regresion y el animal entrara en celo aunque no
inyectemos la PGF.

En funcion de los conocimientos de la respuesta luteal a la PGF, se disefiaron
diferentes protocolos para agrupar o sincronizar los celos. De esta manera se desarroll6
un protocolo de sincronizacion de celos (Target Breeding™ o Reproduccion
Controlada) basado en un intervalo de 14 dias entre las inyecciones de PGF (Ferguson y
Galligan, 1983). Este protocolo se basa en tres administraciones de PGF, aplicando la
primera de ellas 14 dias previos al comienzo del servicio (dosis inicial). La segunda
PGF (primera dosis de servicio), determina el comienzo de la deteccion de celo e IA.
Luego de la ultima administracion, se detecta celo e IA durante 3 dias y a las 80 horas
se realiza una IATF a toda hembra no detectada en celo (Nebel y Jobst, 1998).
Actualmente se ha decido alterar levemente este protocolo, obviando la utilizacién de la
IATF debido a la baja fertilidad que se obtiene y se recomienda, como alternativa para
las vacas que no fueron vistas en celo utilizar los protocolos de IATF que se describen
mas adelante en este articulo (revisado en B et al., 2007).

Control de la dinamica folicular y de la ovulacion mediante el uso de la GnRH en
combinacion con PGF

Diferentes hormonas pueden ser utilizadas para controlar la dinamica folicular,
de manera que el foliculo ovulatorio que se obtenga luego de implementar un
tratamiento para controlar el ciclo estral provenga de un foliculo joven, es decir
originado en una reciente onda de crecimiento folicular. Como fue mencionado, los
diferentes esquemas que utilizan a la PGF para sincronizar los celos, no controlan la
dindmica folicular. En consecuencia, se recurrié al uso de la GnRH asociada a PGF para
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controlar la dindmica folicular, la actividad luteal y generar nuevos protocolos para
controlar el ciclo estral.

La utilizacion de la GnRH para manipular el desarrollo folicular fue reportada
originalmente por Macmillan y Thatcher (1991) y se basa en la induccion de un pico de
LH y consecuentemente en la ovulacion de un foliculo dominante. Si la GnRH resulta
en ovulacién, se formara un cuerpo luteo accesorio y a su vez comenzara una nueva
onda de crecimiento folicular 2 ¢ 3 dias después, (Twagiramungu et al., 1995; Martinez
et al., 1999). Esto luego derivo en el desarrollo del protocolo llamado Ovsynch (Pursley
et al., 1995). El tratamiento consiste en la administracion de un analogo de la GnRH
(para sincronizar el desarrollo folicular), seguido de una inyeccion de PGF 7 dias
después (para inducir la lutedlisis), una inyeccion de GnRH 48 a 56 h después de la
PGF (para sincronizar la ovulacién) e IATF a las 15 h de la segunda GnRH.

Los porcentajes de prefiez obtenidos con el protocolo Ovsynch en vacas lecheras
varian entre 30% a 55%. Los resultados de prefiez han sido similares a los obtenidos
con inseminaciones realizadas a las 12 h de observado el celo (Burke et al., 1996; De la
Sota et al., 1998; Pursley et al., 1995, 1997; Stevenson et al., 1999; Thatcher et al.,
2001, 2006) y por esta razén es el protocolo mas utilizado en USA para la inseminacion
de vacas en lactancia (Caravielo et al., 2006).

A pesar que el tratamiento Ovsynch en vacas lecheras resultd en tasas
comparables a las que se obtenian a celo detectado, se observo que la respuesta al
tratamiento estaba ligada principalmente a la efectividad de la primera GnRH en inducir
la ovulacién del foliculo dominante (Vasconcelos et al., 1999). Para evitar la
variabilidad en la respuesta se desarroll un protocolo llamado Presynch en el cual los
animales reciben una inyeccion de PGF 12 dias antes de iniciar el protocolo Ovsynch o
dos inyecciones cada 14 dias, siendo la segunda de éstas administrada 12 dias antes del
inicio del protocolo (Moreira et al., 2001). En general se ha encontrado una mejoria en
la fertilidad de vacas en lactancia de 12% a 14% con este protocolo (Moreira et al.,
2001; Thatcher et al., 2006). También se ha alterado el intervalo entre la PGF y la
segunda GnRH vy actualmente se sugiere administrar la GnRH a las 56 h de la PGF y
realizar la IATF 12 a 15 h después.

Tratamientos utilizando dispositivos intravaginales con progesterona

Actualmente, existen varios dispositivos intravaginales con progesterona en el
mercado internacional. Desde que se crearon estos dispositivos se han desarrollado
protocolos de 7 u 8 dias de duracion. El tratamiento va a variar en las distintas regiones
del mundo de acuerdo a la disponibilidad de los farmacos. Por ejemplo el tratamiento
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mas utilizado en Sudamérica, Australia y Nueva Zelandia (NZ hasta el afio 2007)
consiste en administrar 2 mg de EB al momento de la insercion del dispositivo (Dia 0),
remover el dispositivo en el Dia 7 u 8 y administrar PGF. Veinticuatro horas después se
administra 1 mg de EB para sincronizar la ovulacion y la IATF se realiza a las 54-56
horas pos-remocion. Estos protocolos han sido utilizados por productores lecheros en
diversas partes del mundo con porcentajes de prefiez que oscilan entre el 35 y 55%,
encontrandose muy influenciado por la condicion corporal, los dias de lactancia y la
produccién de las vacas.

En las regiones del mundo donde los estrégenos no estan autorizados como
Norteamérica y Europa (desde Agosto del 2007 Nueva Zelandia) se utilizan los
dispositivos con progesterona en asociacion con el protocolo Ovsynch para mejorar la
fertilidad de las vacas que todavia no han comenzado a ciclar al comienzo del periodo
de servicio (llamadas vacas en anestro anovulatorio). El anestro es un problema comun
en los sistemas de produccion lechera. Aproximadamente el 20 a 40% de las vacas en
sistemas de produccién pastoril se encuentran en anestro al comienzo de la temporada
de servicio (Rhodes et al., 2003). En un estudio de vacas en los Estados Unidos, se
encontré que el 28% de las vacas primiparas y el 15% de las multiparas no habian
ovulado a los 60 dias posparto (Gumen et al., 2003). En el Reino Unido, el 11% de las
vacas no habia ovulado a los 44 dias posparto (Lamming and Darwash, 1998).

En un trabajo realizado por Pursley et al. (2001) los indices de concepcion en
vacas tratadas con Ovsynch + un dispositivo con progesterona fueron superiores a la de
aquellas tratadas con Ovsynch (41% vs. 51%; n=634). Es interesante mencionar, que no
hubo diferencias en los indices de concepcion entre Ovsynch y el Ovsynch +
progesterona en vacas que estaban ciclando. Sin embargo, los dispositivos con
progesterona aumentaron notablemente los indices de prefiez en vacas que no estaban
ciclando (34,7% vs. 55,2%; n=182). Por lo tanto, la inclusion de un dispositivo con
progesterona puede aumentar la fertilidad en vacas de leche en lactancia que no estan
ciclando.

Se realizo un trabajo con el objetivo de evaluar el tratamiento con dispositivos
con progesterona en combinacién con GnRH para sincronizar vacas en lactancia
(Veneranda et al., 2006). Se utilizaron 400 vacas Holando Argentino pertenecientes a
Los Lazos SA, en las localidades de Totoras, Sta. Fe y El Fortin, Cordoba. Los animales
utilizados tenian una CC promedio de 3,0+0,25 (Escala 1-5), con 58,0+11,6 dias en
leche y una produccion promedio de 31,1+6,6 litros diarios. Las vacas fueron
distribuidas al azar y en funcion de los datos anteriormente descriptos en 4 grupos de
tratamiento en un disefio 2x2 factorial. La mitad de las vacas recibieron un dispositivo
con progesterona (DIB, 1 g de progesterona, Syntex SA) por 7 dias, junto con la
aplicacion de una dosis de GnRH en el momento de colocado el dispositivo y una

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simpésio Internacional de Reproducéo Animal Aplicada)



Lucas Cutaia et al. 114

segunda dosis a las 48 h de retirado el dispositivo. Se aplicé una dosis de PGF cuando
se saco el dispositivo y las vacas fueron IATF a las 60 h de retirado el dispositivo. La
otra mitad de los animales recibieron un DIB por 8 dias combinado con 2 mg de EB en
el momento de la insercion. Se aplico una dosis de PGF en el momento del retirado el
dispositivo y 1 mg de EB 24 h mas tarde. Todos los animales fueron IATF a las 60 h
retirado el DIB. Cada grupo (P4+EB o P4+GnRH) fue subdividido para recibir o no 400
Ul de eCG (Novormdn, Syntex, Argentina) en el momento de retirado el dispositivo.
Los diagndsticos de prefiez se realizaron por palpacion rectal entre los 45 y 50 dias pos-
IATF. Los porcentajes de prefiez fueron comparados por regresion logistica. Se obtuvo
un mayor porcentaje de prefiez en las vacas tratadas con eCG y EB que en las no
tratadas con EB (44,9 vs 30,0%, respectivamente) y los tratamientos con GnRH no
difirieron significativamente (GnRH 37,0% y GnRH+eCG 30,0%).

A partir de la obtencion de estos resultados, realizamos un segundo experimento
con el objetivo de determinar si la diferencia numérica encontrada en los tratamientos
P4+EB+eCG y P4+GnRH (sin eCG) se mantenia. Como objetivo secundario de este
segundo experimento se compararon las tasas de prefiez obtenidas con un dispositivo
intravaginal DIB y un CIDR (Pfizer, Salud Animal, 1,9 g de progesterona). En este
experimento se utilizaron 200 vacas Holstein en lactancia, de caracteristicas similares a
las del experimento anterior. Se utilizé un disefio 2x2 factorial. Inicialmente las vacas se
dividieron al azar en dos grupos de tratamiento (EB+eCG o GnRH) y las vacas fueron
IATF a las 60 h de retirado el dispositivo y el diagnostico de prefiez se realizé a los 50
dias de la IATF por palpacion rectal.No se encontraron diferencias significativas en las
tasas de prefiez (P=0,4) entre las vacas en la que se utilizé6 un DIB (51%) o CIDR
(42%), a su vez las tasas de prefiez no difirieron (P=0,18) entre las vacas tratadas con
EB+eCG (52,0%) o GnRH. (41,0%). Sin embargo si sumamos los datos de los dos
experimentos las tasas de prefiez en las vacas del tratamiento utilizando EB+eCG es
significativamente mayor.

Debido a que el tratamiento de pre-sincronizacion ha mostrado un incremento
en la tasa de prefiez de los protocolos Ovsynch (Moreira et al. 2001), Se disefid un
experimento para comparar las tasas de prefiez en vacas tratadas con un programa pre-
synch modificado con los tratamientos evaluados en los trabajos anteriores
(P4+EB+eCG y P4- synch) (Veneranda et al. 2008). Se utilizaron 500 vacas del mismo
establecimiento que los estudios anteriores. Los animales utilizados estaban entre 30 y
51 d postparto (cuando se le aplico el tratamiento con PGF al grupo pre-synch), con una
produccion de leche promedio de 29.5+7.0 Kg diaria (rango de 13.0 a 46.0 Kg) y una
CC entre 25 y 3 de escala 1-5. Las vacas se agruparon por los dias postparto y se
asignaron aleatoriamente en 5 grupos de tratamiento. EI grupo Pre-synch recibio PGF
28 y 14 dias antes de la insercion del dispositivo DIB y 50 pg de Lecirelina (GnRH) im
(Dia 0). El Dia 7 se removid el dispositivo y se aplicé PGF. El dia 9, todas las vacas
recibieron un segundo tratamiento con GnRH y fueron IATF 16 h mas tarde (60 de
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retirado el dispositivo). Los animales del grupo pre-synch+P4 fueron tratados de
manera similar excepto que recibieron el dispositivo durante 7 dias anteriores a la
segunda inyeccion de PGF, y no tenian el dispositivo cuando se inyectd la primera
GnRH. Las vacas en el grupo P4-Synch fueron tratadas como las del grupo pre-synch
pero no recibieron las dos dosis de PGF 28 y 14 dias antes. Las vacas de los dos Gltimos
grupos recibieron un DIB y 2 mg de EB el Dia 0. El Dia 8, se removio el dispositivo y
se inyectd PGF y 400 Ul eCG IM. Las vacas del grupo P4+EB+eCG+EB recibieron 1
mg de EB el dia 9, mientras que las del grupo P4+EB+eCG+GnRH recibieron GnRH el
dia 10. Todas las vacas fueron IATF 60 h de removido el dispositivo. El diagnéstico de
prefiez se realizd a los 50 dias de la IATF por palpacién rectal y los datos fueron
analizados por regresion logistica.

Como muestra la Figura 1, los dos grupos tratados con P4, EB y eCG tuvieron
las mayores tasas de prefiez y el grupo en el cual el dispositivo fue insertado antes de las
segunda PGF (Pre-synch+P4) tuvo la menor tasa de prefiez. Las tasas de prefiez de los
otros grupos fueron intermedias y no tuvieron diferencias con los extremos.
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Figura 1. Tasas de prefiez de vacas en lactancia tratadas con diferentes protocolos de
IATF. Los porcentajes con letras diferentes tienen diferencia significativa (P<0.05)
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Los resultados de estos experimentos sugieren que la adicion de eCG
incrementaria las tasas de prefiez con IATF en vacas lecheras en ordefie en sistemas
mixtos. Cuando se toman los tres experimentos juntos, las tasas de prefiez son
significativamente mayores (P<0.008) en el tratamiento P4+EB+eCG (145/298; 48.7%)
que en el tratamiento Pre-synch (117/298; 39.3%). A la inversa, eCG no incremento las
tasas de prefiez en las vacas que recibieron GnRH en el momento de insercion del
dispositivo con progesterona, esto probablemente se deba a las diferentes dindmicas
foliculares entre vacas tratadas con EB y las tratadas con GnRH. Es necesario realizar
estudios para investigar el intervalo méas apropiado entre la administracion de GnRH y
el tratamiento con eCG en vacas lecheras en lactancia.

Ademas de los resultados observados en los sistemas mixtos de Argentina, el
tratamiento de vacas lecheras con eCG junto con dispositivos con progesterona y EB ha
sido también estudiado en un sistema de produccion intensivo en Brasil y en sistemas
estacionales de Argentina y Nueva Zelanda. El objetivo del estudio realizado en Brasil
fue evaluar los efectos de la eCG y cipionato de estradiol (ECP) sobre el picode laLH y
la tasa de concepcidn en vacas Holstein de alta produccion sincronizadas con protocolos
para IATF (Souza et al., 2009). Las vacas estaban produciendo 36.2+0.4 Kg/dia con
151.6+3.5 dias en lactancia. EI mismo tratamiento hormonal fue utilizado en 22 tambos
(intensivos). El Dia 0, todas las vacas recibieron 2 mg de EB (Estrogin, Farmavet,
Brasil) y un dispositivo de progesterona (CIDR, Pfizer Animal Health, Brasil). El Dia 8,
se removieron los CIDR vy se inyectd PGF (Lutalyse, Pfizer Animal Health, Brasil). Las
vacas fueron aleatoriamente asignadas a 1 de los 4 grupos de tratamientos. Grupo 1:
eCG (400 UlI; Folligon, Intervet, Brasil) + ECP (1 mg) el Dia 8; Grupo 2: eCG el dia 8 +
GnRH (Fertagyl, Intervet, Brasil) a las 48 h ; Grupo 3: ECP (1 mg) el Dia 8 y Grupo 4:
GnRH a las 48 h. En la fase | (n=31), se realizo ultrasonografia cada 12 hs y se tomaron
muestras de sangre cada 4 hs desde las 30 h a las 60 h de removido el CIDR. En la fase
I1, un estudio a campo (n=782) fue realizado con los mismos tratamientos hormonales.
Todas las vacas fueron inseminadas 56 a 58 luego de remover el CIDR. Se realizé el
diagndstico de prefiez 30 a 40 dias después de IATF mediante ultrasonografia. A pesar
del uso de diferentes drogas para inducir la ovulaciéon al final de los tratamientos
hormonales (EPC vs GnRH), no hubo diferencias en las caracteristicas del pico
preovulatorio de LH entre los grupos experimentales (media 43.5 + 1.5 h de removido el
CIDR). Las tasas de prefiez en el Grupo 1 (29.1%), Grupo 3 (30.9%) y Grupo 4 (28.9%)
no difirieron. En contraste, las vacas del Grupo 2 tuvieron una mayor tasa de prefiez
(33.8%) que las del Grupo 4 (P=0.02). Ademas, las diferencias en las tasas de prefiez
fueron més evidentes entre las vacas con la menor CC (<2.75); éstas fueron mayores en
las vacas tratadas con eCG (44.4%) que en las no tratadas con eCG (6.1%; P<0.05). Por
el contrario, las tasas de prefiez no difirieron en las vacas con CC >2.75 y tratadas
(32.1%) o no tratadas (33.5%) con eCG. Estos resultados sugieren que la eCG
incrementa la tasa de prefiez en vacas de alta produccion, especialmente en aquellas con
baja CC.
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Otro experimento fue realizado en un tambo, con partos estacionados en
Argentina (Mian, 2007). Se utilizaron vacas (n=81) Holstein y Holstein x Jersey con
una CC de 2.7 £ 0.3 (escala 1 a 5), produciendo 21.8 + 5.1 kg de leche y 132.8 £ 86.2
dias en lactancia. Se formaron grupos segin dias en lactancia y se asignaron
aleatoriamente a 1 de los 2 grupos de tratamientos. El Dia 0, las vacas recibieron un
DIB y 2 mg de EB i.m. El dia 8, se removieron los DIB; se inyectd PGF y se
subdividieron los grupos para recibir 400 Ul eCG o no ser tratadas en ese momento. El
Dia 9, todas las vacas recibieron 1 mg de EB y fueron IATF 54 a 56 h luego de
removido el dispositivo. Con el fin de hacer el diagnéstico de prefiez, las vacas se
examinaron 35 d después de la IATF con ultrasonografia. La tasa de prefiez fue
significativamente mayor en las vacas tratadas con eCG (21/46, 45.6%) que en las no
tratadas con eCG (8/35, 22.8%; P<0.05).

Finalmente, se disefio un experimento en Nueva Zelanda para comparar la
respuesta reproductiva de vacas lecheras en un sistema pastoril con partos estacionados
(Bryan et al., 2010). Las vacas estaban en anestro anovulatorio, diagnosticado por
palpacion rectal. Se asignaron dos tratamientos. Se realizd el experimento en 6 tambos
comerciales. Se les pinto la cola a todas las vacas por 3 semanas y fueron seleccionadas
aquellas que no manifestaron comportamiento de celo con ausencia de CL determinada
por palpacion rectal 7 dias antes del estipulado para comenzar con la aplicacion (PSM).
Todas las vacas recibieron un dispositivo intravaginal con 1.56 g de progesterona (Cue-
Mate, Bioniche Animal Health) por 8 d, y 2 mg de EB en ese mismo momento (Dia 0)
y 1 mg de EB 24 h después de remover el dispositivo (Dia 9). Aproximadamente la
mitad de las vacas fueron asignadas, aleatoriamente, para recibir 400 Ul de eCG
(Pregnecol, Bioniche Animal Health) el dia de la remocion del dispositivo (Dia 8).
Todas las vacas fueron observadas y fueron 1A 12 h después del celo, las que no
manifestaron celo fueron IATF a las 36 h de la dosis de EB (60 hs de removido el
dispositivo). Los resultados considerados fueron tasa de concepcion en las primeras 48
h, y tasa de prefiez a los 7 y 28 dias. Las vacas tratadas con eCG fueron las que mejor
concibieron en las primeras 48 h (eCG: 48.9%; n = 432 vs No eCG: 43.1%; n = 420; P
= 0.059); y tuvieron una mayor tasa de prefiez a los 7 dias de finalizado el tratamiento
(eCG: 47.3%; n = 488 vs No eCG: 41.7%; n = 503; P = 0.073). El efecto de la eCG fue
mayor en vacas con mas de 5 afios de edad, dado que las mismas tuvieron
significativamente mas posibilidad de concebir dentro de 48 h (P = 0.003; RR 1.52;
95% CI: 1.15 a 2.01) o dentro de 7 dias (P = 0.002; RR 1.44; 95% CI: 1.42 a 1.82).
Ademas, las vacas mayores a 5 afios tratadas con eCG tuvieron significativamente mas
probabilidad de estar prefiadas a las 4 semanas (P = 0.02; RR 1.21; 95% CI: 1.03 a
1.43). Se concluy6 que agregar 400 Ul de eCG el dia 8 al régimen estandar de
progesterona y EB, incrementa la probabilidad de prefiez dentro de 48 h y 7 dias,
especialmente en vacas con mas de 5 afios de edad. Este experimento es particularmente
importante en tambos con servicio estacionado, donde es esencial que las vacas
conciban dentro de los primeros 90 dias posparto, para lograr el objetivo de un ternero
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anual. Las tasas de anestro en algunos rodeos pueden llegar a ser altas y un incremento
del 5% en la tasa de concepcion, adicionando eCG, es de mucha importancia.

Tratamientos con eCG en programas Ovsynch en rodeos lecheros estacionales

Como se menciono anteriormente, en varios paises el uso de esteres de estradiol
en combinacidén con dispositivos de liberacion de progesterona ha sido el tratamiento de
eleccion para sincronizar el estro en vacas de carne y leche, especialmente en anestro
posparto. Sin embargo, su uso se ha restringido recientemente en paises como USA,
Nueva Zelanda y la Union Europea. Esta restriccion ha creado un serio dilema y la
necesidad de desarrollar tratamientos que no implican el uso de esteres de estradiol.

La opcion mas obvia fue evaluar el uso de los programas de sincronizacion con
GnRH, con o sin la adicién de un dispositivo liberador de progesterona, para el
tratamiento del anestro posparto. En un estudio reciente, la proporcion de vacas lecheras
en anestro que concibié a un programa Ovsynch fue significativamente menor a la
obtenida en un programa Ovsynch combinado con la insercion de un dispositivo
liberador de progesterona entre la primera inyeccion de GnRH y en el momento de la
PGF (33,9% vs 45,7%, respectivamente; McDougall 2008). Sin embargo, esta
diferencia inicial no se mantuvo despues que las vacas no prefiadas a la primera 1A
retornaron al celo, ya que no se encontraron diferencias significativas en las tasas de
prefiez en 21 dias y 42 dias de comenzado el servicio.

Se realizd un trabajo para evaluar el efecto de la adicion de eCG a los programas
de sincronizacién con GnRH en vacas en anestro anovulatorio (Bryan et al., 2009).
Vacas de quince establecimientos lecheros de Nueva Zelandia (n = 1991) fueron
seleccionadas para su inclusion en base a no haber presentado celo por 7 dias antes del
comienzo del servicio (PSM) y con diagndéstico de anestro anovulatorio mediante la
palpacion rectal en el comienzo del experimento. Las vacas fueron incluidas para el
tratamiento de acuerdo con el protocolo del ensayo (2 x 2 factorial). En el Dia 0, todas
las vacas recibieron un dispositivo intravaginal Cue-Mate y una inyeccion de 100 ug
gonadorelina (1 ml Ovurelin, Bomac Laboratories, Nueva Zelanda) y fueron asignadas
al azar para que el dispositivo fuera retirado y se inyectaran 500 pg de cloprostenol
(Ovuprost, Bomac) en los Dias 6 ¢ 7. Dentro de cada grupo las vacas fueron
nuevamente subdivididas para recibir 400 Ul de eCG (Pregnecol) o no recibir eCG
(control). Todas las vacas fueron inseminadas 12 horas después de la observacion del
celo y las que no se detectaron en celo, recibieron una segunda inyeccion de
gonadorelina entre 52 y 70 h después de la remocidon del dispositivo Cue-Mate y fueron
IATF a las 72 horas despues de sacar el dispositivo. Los parametros considerados
fueron el porcentaje de vacas prefiadas en los primeros 7 y 28 dias de la estacién
servicio y los dias a la concepcion. No hubo diferencias significativas entre los
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programas 6 0 7 dias y no hubo interaccion entre la duracion del tratamiento y el
tratamiento con eCG. Sin embargo, la inclusion de la eCG en ambos grupos aumento
significativamente la tasa de prefiez a los 7 (P = 0,046) y 28 dias de la estacion de
servicio (P =0,008) y disminuyo significativamente la mediana de dias a la concepcion
(P = 0,005). En general, el tratamiento con eCG aumento la tasa de prefiez a los 28 dias
de servicio del 50,4% a 56,2%. Estos resultados confirman que la adicion de eCG en
protocolos de sincronizacion para las vacas en anestro tiene un valor significativo para
conseguir mas vacas prefiadas al inicio de la temporada de servicio. Los datos estan
indicados en la Figura 2.

39%

37%

35%
33%

31% a

29%

27% ;ﬂ
25%

eCG control 6 dias 7 dias

Figura 2. Tasas de concepcién en vacas lecheras en anestro tratadas con protocolos
Ovsynch de 6 o 7 dias con la adicion de eCG (eCG) o sin la adicion de eCG (control).
ab P<0,05.

Mas recientemente, se ha utilizado eCG en un rebafio estacional en Australia.
Bajo las condiciones de Australia, el protocolo GPG (Ovsynch) ha resultado en tasas de
concepcién del 25-40%, que se considera bajo por muchos productores y veterinarios.
Se ha demostrado que el tamafio del foliculo influye en las tasas de prefiez y la
supervivencia de los embriones (Gumen et al., 2003, Vasconcelos et al., 2001). Bello et
al. (2006) demostraron que el tamario del foliculo en el momento de la segunda GnRH
en un programa de GPG era un predictor significativo de la probabilidad de prefiez 35
dias después de la IA. Los mecanismos por los cuales la eCG podria aumentar la
fertilidad en un programa de GPG incluyen el aumento del tamafio del foliculo
ovulatorio y de la capacidad de ovular después de la segunda GnRH. Beggs y Kelly
(2010) platearon la hipdtesis que la adicion de eCG a un programa estandar de GPG
podria mejorar las tasas de prefiez de una forma rentable cuando se utiliza para
sincronizar todo el rebafio de vacas lecheras al comienzo de la estacion de servicios.
Todas las vacas que parieron mas de 30 dias antes del comienzo de la IA se incluyeron
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en el estudio (n = 508). Las vacas se dividieron en grupo control (n = 255) y tratamiento
(n = 253). Todas las vacas recibieron 100 pg de GnRH en el Dia 0, PGF en el Dia 7,
100 pg de GnRH el Dia 9. Las vacas fueron inseminadas siguiendo la regla AM / PM si
se observaban en celo y los que no se observaron en celo fueron IATF por la mafana el
Dia 10 (12 h después de la segunda GnRH) y fueron inseminadas en ese momento. Las
vacas del grupo de tratamiento recibieron 400 Ul de eCG (Pregnecol) en el momento de
la inyeccion de PGF en el Dia 7. En el momento de la primera inyeccion de GnRH, las
vacas fueron clasificadas, en las que se encontraban ciclando o en anestro sobre la base
de la pintura en la cola (no por palpacion rectal). Las tasas de prefiez fueron
determinadas por ultrasonido, tanto entre las 7 y 14 semanas después de la IATF. El
tratamiento con eCG tendié a aumentar la tasa de prefiez (P=0,11) al primer servicio
(28,2% vs 34,8%, n = 508) y este efecto fue significativo (P <0,05) en vacas de més de
5 afios de edad (18,7% vs 33,8% n = 140). Sin embargo hubo un aumento
estadisticamente significativo de la prefiez a los 25 dias de haberse comenzado el
servicio en un 28% (41,2% a 52,6%) y a las 6 semanas del comienzo del servicio en
casi el 25% (47,5% a 58,9%). Este estudio es importante, ya que también demostrd un
aumento significativo la tasa de prefiez a las 6 semanas de haberse comenzado el
servicio en un 19% (55,1% a 65,8%, n = 233) debido al uso de eCG en vacas que
estaban en ciclando en el momento del tratamiento.

Parece que la eCG tuvo un efecto positivo no sélo sobre la tasa de concepcion al
primer servicio, pero también en la tasa de retorno de las vacas que no concibieron a la
primera inseminacion. Esto resulto en un aumento del nimero de vacas prefiadas para el
Dia 25 de comenzado el servicio. También parece que las vacas mas viejas y las vacas
gue estaban con un menor periodo post-parto pueden recibir un mayor beneficio por el
uso de la eCG, un hallazgo reportado previamente por Bryan et al. (2010). Aunque
puede haber beneficios, los resultados de este estudio piloto deben ser interpretados con
precaucion. Se debe comprobar todavia si la adicion de un dispositivo liberador de
progesterona en el presente protocolo permite tener un beneficio adicional,
especialmente en las vacas que no ciclan o que estan en el periodo post-parto temprano.

Aplicacion de eCG en programas Ovsynch en rodeos lecheros de paricién continua
en Argentina

Se realizaron dos experimentos con el objetivo de evaluar el efecto de la adicion
de eCG en protocolos Ovsynch con dispositivos con progesterona sobre la dindmica
folicular y luteal y las tasas de prefiez en vacas Holando Argentino en lactancia. En el
experimento 1, se utilizaron 40 vacas Holando Argentino con 65,0+3,6 dias en
lactancia, una condicion corporal de 2,9+0,1 (escala del 1 al 5) y produciendo 32,3 +3,1
litros de leche. En el Dia 0, todas las vacas recibieron un dispositivo Cue-Mate méas 0.05
mg de Lecirelina (GnRH, Biosin-OV, Biotay, Argentina). En el Dia 6 se dividieron las
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vacas en dos grupos, a las cuales se les extrajo el Cue-Mate y aplicd 0.15 mg de D (+)
cloprostenol (PGF, Bioprost-D, Biotay) en ese mismo momento (Grupo 6 dias) 0 24 h
después (Grupo 7 dias). A su vez, cada grupo fue subdividido (2 x 2 factorial) para
recibir o no recibir 400 Ul de eCG (Pregnecol) en el momento de la remocion del Cue-
Mate. Todas las vacas recibieron una segunda GnRH a las 56 h del retiro del Cue-Mate.
Las vacas fueron examinadas diariamente desde el Dia O al dia de la aplicacion de la
segunda GnRH por ultrasonografia transrectal para determinar la tasa ovulatoria a la
primera GnRH. Luego se hizo ultrasonografia cada 8 h para determinar las caractristicas
del foliculo preovulatorio.. Se tomaron muestras de sangre con heparina para la
determinacion de progesterona por RIA (DPC Diagnostics Corp., USA). En Dia 0,
32/40 de las vacas se encontraban con un CL. La ovulacién a la primera GnRH fue de
75% (30/40), sin diferencias entre los grupos (P=0,45). Tampoco hubo diferencias entre
las vacs tratadas o no con eCG en las caracteristicas del foliculo ovulatorio (17,1+0,4
mm vs 16,2 0,5 mm; P>0,14) y la fase luteal (7,6£0,5 vs 7,1£0,5 ng/mL de
progesterona; P>0,6). En el experimento 2, se utilizaron 453 vacas en lactancia del
mismo establecimiento de las utilizadas en el experimento 1. Las vacas fueron ubicadas
al azar en los los mismos grupos de tratamiento. Todas las ITAF fueron realizadas a las
72 h de la remocion del Cue-Mate y la tasa de prefiez fue diagnosticada por
ultrasonografia a los 30-45 dias de la IATF. En este caso las vacas sincronizadas con el
tratamiento de 7 dias se prefiaron mas (86/227; 38%) que las sincronizadas por el
tratamiento de 6 dias (61/226; 27%; P<0,01). Sin embargo no hubo diferencias entre las
vacas tratadas con eCG (75/227; 33%) y las no tratadas con eCG (72/226; 32%; P>0,8).
Los resultados de este trabajo no mostraron efectos significativos de la adicion de eCG
en un protocolo Ovsynch con dispositivos con progesterona en vacas Holando
Argentino ciclicas y con una mayor produccion de leche que las vacas utilizadas en los
rodeos estacionales en Australia y Nueva Zelandia.

Nuevos Tratamientos Para Disminuir la Mortalidad Embrionaria en Vacas de
Carney Leche

La alta mortalidad embrionaria es la principal causa del intervalo entre los
nacimientos, en el ganado bovino. La mayoria de las muertes ocurren durante el periodo
embrionario de la gestacion (<45 d) (Thatcher et al., 1994; Vanroose et al., 2000;
Sreenan et al., 2001), y Segin Wathes (1992), la mayoria de estas pérdidas embrionarias
se producen en los primeros dias después de la fecundacion y durante la implantacion
del embrion.

La mortalidad embrionaria se refiere a las perdidas que ocurren durante los
primeros 45 dias de gestacion que coinciden con la finalizacion del periodo de
implantacion del embrion (Ayalon, 1978). Las pérdidas embrionarias a la vez pueden
ser clasificadas en, mortalidad embrionaria, cuando ocurre dentro de los 25 dias y
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mortalidad embrionaria tardia, entre los 25 y 45 dias (Humbolt, 2002). Los términos
muerte fetal o abortos se refieren a las pérdidas que ocurren entre los 45 y 260 dias de
gestacion (Forar et al., 1996).

En los rodeos lecheros, la mortalidad embrionaria tardia en vacas en lactancion,
se estimd en un 9.5 — 12.2% (Santos et al., 2004, Stevenson et al., 2003, Vasconcelos et
al., 1997 Vasconcelos et al., 2006) en diferentes estudios donde se donde se evaluaron
las pérdidas entre los 27 - 31 y los dias 38 — 50 de gestacion. Por otra parte, otros
autores estimaron que en los mismo periodos las péerdidas fueron del 18.6 a 23.4%
(Chebel et al., 2003, Fricke et al. 2003, Sartori, 2006). Las pérdidas fetales fueron
estimadas en 10.7% entre los 38 y 90 dias (Lopez Gatius et al., 2002).

Tratamientos Farmacolégicos Para Disminuir la Mortalidad Embrionaria

Diversas estrategias terapéuticas han sido experimentadas en vacas lecheras con
el fin de inducir cuerpos luteos accesorios, aumentar los niveles de progesterona y
reducir el crecimiento folicular y los niveles de estrogeno durante los periodos
embrionarios temprano y tardio. La induccion de la ovulacion con un implante de un
agonista de GnRH (Deslorelin, Peptech Animal Health, Australia) podria estimular la
formacion de un cuerpo luteo con mayor produccion de progesterona. Un experimento
realizado en Florida utilizé6 450 y 750 ug de deslorelin para inducir la ovulacién en
vacas lecheras y lo compard con protocolos de IATF que utilizaron GnRH natural (100
ug). Se evalud la tasa de prefiez a los 27 y a los 41 dias post servicio y el implante de
750 ug redujo la tasa de prefiez en comparacién con el implante de 450 ug. Las tasa de
prefiez fueron de 40% a los 41 dias tanto para el control como para el implante de 450
ug pero las pérdidas de prefiez entre el dia 27 y 41 tendieron a ser menores para el
implante de 450 ug que para el control (5% vs. 12.7%; Thatcher et al., 2003).

Uno de los tratamientos mas comunes en investigacion fue la aplicacion de
GnRH tanto a los 5,7, 11 o 15 dias post servicio o una combinacién de dos de estos dias.
En Florida sobre vacas lecheras de alta produccién se administré una dosis de GnRH
(100 ug de gonadorelina) los dias 5 y 15 post inseminacion en un disefio 2x2
(Bartolome et al., 2005). Se utilizaron aproximadamente 800 animales y no se encontrd
un efecto beneficioso (un 4% de aumento en la prefiez a los 55 dias para el dia 15 y un
3% para el dia 5 que no fue significativo) pero la administracion de ambos (dia 5 y 15)
redujo la tasa de prefiez a los 55 dias.

La administracion de hCG deberia tener mejor resultados debido a una mas
potente accion LH con una mayor efectividad en formar cuerpos liteos accesorios y
mayor estimulacion de los mismos.

De hecho, la administracion de hCG en dia 5 post servicio incremento el numero
de cuerpos luteos y la progesterona plasmatica y las tasas de concepcién al dia 28, 45y
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90 y este aumento fue aun mas marcado en vacas que perdian condicion corporal
(Santos et al., 2001).

Un trabajo realizado recientemente en Florida (Bartolome et al., 2006) incluyé la
administracion de un implante de deslorelin (2.1 mg) en vacas detectadas prefiadas el
dia 27 post inseminacion con el fin de inducir la formacion de cuerpos luteos accesorios
y disminuir el crecimiento folicular. Si bien solo el 50% de las vacas formaron cuerpos
luteos accesorios, las que lo hicieron, tuvieron una menor pérdida fetal entre los dias 45
y 90 (0%) comparado con vacas que no formaron cuerpos luteos accesorios (16%). Este
hallazgo concuerda con un trabajo donde 49 vacas que gestaban un solo feto pero tenian
dos cuerpos luteos no experimentaron pérdidas de gestacion entre los dias 38 y 90
(Lopez-Gatius et al., 2002) y el hecho de que la presencia de un cuerpo luteo adicional
redujo las posibilidades de perdidas de gestacion especialmente en los meses de verano
(Bech-Sabat et al., 2008). Ademas, la suplementacion con progesterona por 28 dias
comenzando entre los dias 36 y 42 de gestacion redujo las pérdidas al dia 90 (Lopez-
Gatius et al., 2004).

En un trabajo reciente (Bech-Sabat et al., 2009) se administrd un dispositivo
PRID con 1,55 g de progesterona o una dosis de GnRH (100 ug, cystorelina) en vacas
entre los 28-34 dias de gestacion y se midi6 el incremento de progesterona en un primer
experimento (n=88) y pérdidas de gestacion en otro (n=585). Las vacas tratadas con
PRID y con dos cuerpos luteos incrementaron progesterona al Dia 56-62 de gestacion.
Solo el 17,7% de las vacas tratadas con GnRH formaron un nuevo cuerpo luteo y vacas
con prefiez simple se beneficiaron con el PRID (13.7 vs. 7.5% de pérdidas) y las vacas
con mellizos se beneficiaron con la aplicacion de GnRH (16,3 vs. 6,1% de pérdidas).

La administracion de somatotrofina bovina (bST) en vacas lecheras de alta
produccién tendria un efecto negativo en la reproduccion debido a que disminuye la
expresion de celo, si embargo estimularia el desarrollo del embrion y aumentaria las
tasas de concepcion (Thatcher et al., 2003). La bST incrementa la expresion de
proteinas tales como IGF-Il y IGFBP-3 y del RNA mensajero para la hormona de
crecimiento en el endometrio, como asi también disminuye la estimulacién sobre la
liberacion de prostaglandina y esto podria beneficiar la implantacion del embrion. Este
efecto se ha observado en vacas lecheras en lactacion las cuales serian deficientes en
hormona de crecimiento pero no asi en vacas secas donde la administracion de bST tuvo
un efecto negativo sobre la concepcién (Bilby, Thatcher et al., 2005).

Otra de las estrategias para aumentar la sobrevida del embrion y disminuir la
mortalidad embrionaria podria ser las administracion de grasas by-pass conteniendo
acidos grasos no saturados (Thatcher et al., 2006). La administracion de grasas
enriquecidas con &cidos grasos no saturados especificos (acidos grasos omega-3 tales
como EPA, DHA y acido linolenico) durante el periodo pre y postparto mejoroé la salud
posparto, la produccion de leche, la calidad de los embriones y el porcentaje de prefiez
(Thatcher et al., 2006).
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Destete Temporario, Enlatado y eCG en Vacas con Cria

Realizamos un experimento con el objetivo de evaluar el efecto de un destete
temporario y la aplicacion de eCG en vacas cruza cebu con cria y en pobre condicion
corporal. Se utilizaron 393 vacas con cria al pie (60 a 80 dias pos parto) y con una CC
de entre 2 y 2,5 (escala 1 a 5). Las vacas fueron asignadas a uno de 4 grupos, en un
disefio 2 x 2 factorial. Todas las vacas recibieron, en el Dia 0, un DIB (Syntex,
Argentina) nuevo o reutilizado, asignados en forma equitativa en cada uno de los grupos
de tratamiento. En el momento de colocado el DIB se inyectaron 2 mg de EB im (Dia
0), en el Dia 8 se aplicé una dosis de 150 ug de D (+)Cloprostenol im (Ciclase, Syntex)
y la mitad de las vacas recibieron 400 Ul de eCG im (Novormoén 5000, Syntex). A su
vez, cada grupo fue subdividido en dos subgrupos, en uno se mantuvieron los terneros
con sus madres mientras que en el otro subgrupo se realiz6 un destete temporario de los
terneros desde el momento de retirado el DIB hasta el momento de la IATF. Los
terneros fueron separados de sus madres por una distancia de aproximadamente 1000 m
para evitar cualquier tipo de contacto visual, auditivo u olfativo entre vacas y terneros.
Todas las vacas recibieron 1 mg de EB im 24 h luego de retirado el DIB y fueron IATF
entre las 52 y 56 h de retirado el mismo. Se realiz6 diagndstico precoz de prefiez por
medio de ultrasonografia a los 42 dias de la IATF. No se encontraron diferencias
(P=0,1) entre los dispositivos nuevos (85/204; 41,6%) y reutilizados (87/195; 44,5%)
por lo que los datos fueron combinados para su analisis. Como puede observarse en la
Tabla 1, el uso de eCG incrementd (P=0,07) la tasa de prefiez. Sin embargo, no hubo
diferencias (P=0,3) en los porcentajes de prefiez entre las vacas a las cuales se les
realiz6 destete temporario y las que estuvieron con sus terneros, tal vez debido a que las
vacas no mejoraron sustancialmente su condicion corporal durante el periodo de
servicio.

Tabla 1. Porcentajes de prefiez en vacas con cria tratadas con dispositivos con P4 y EB
con o sin 400 Ul de eCG en el momento de retirar el dispositivo (Dia 8) y
destete temporario desde la remociédn del dispositivo con P4 hasta la IATF.

eCG No eCG Total
Destete 45/94 (47,9%) 41/97 (42,3%) 86/191 (45,0%)°
Sin Destete 49/98 (50,0%) 38/104 (36,5%) 87/202 (43,1%)°
Total 94/192 (49,0%)? 79/201 (39,3%)"

25 \valores totales en la misma fila que tienden a ser diferentes (P=0,07).

¢ Valores totales en la misma columna que no difieren (P=0,3).
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En el segundo experimento realizado en Brasil, se evalué el efecto de la eCG y el
destete temporario sobre los porcentajes de prefiez en 457 vacas Nelore con cria (). En
este experimento las vacas utilizadas tenian un periodo posparto de 67,3+15,2 d y una
CC promedio de 3,0+0,3 (escala de 1 a 5). Los animales fueron distribuidos segln edad,
CC y dias posparto en uno de cuatro tratamientos en un disefio 2 x 2 factorial. En el dia
de inicio del tratamiento (Dia 0), a todos los animales se les aplic6 un implante
subcutaneo Crestar (Intervet), 3 mg de norgestomet y 5 mg de valerato de estradiol im.
En el Dia 9 se les retird el implante y la mitad de las vacas recibieron 400 Ul de eCG im
(Folligon, Intervet). A su vez, cada uno de los grupos fue subdividido en dos subgrupos,
a uno de ellos se mantuvieron los terneros con sus madres mientras que en el otro
subgrupo se realizd un destete temporario de los terneros desde el momento de retirado
el implante hasta el momento de la IATF (54 h). Como se ve en la Tabla 2, el
tratamiento con eCG increment6 (P<0,05) la tasa de prefiez y en este experimento el
efecto del destete también fue significativo (P<0,05).

Tabla 2. Porcentajes de prefiez en vacas con cria tratadas con implantes de norgestomet
y valerato de estradiol, con o sin 400 Ul de eCG en el momento de retirar el
implante (Dia 9) y destete temporario desde la remocion del implante hasta la

IATF.
eCG No eCG Total
Destete 66/113 (58,4%) 54/114 (47,4%) 120/227 (52,9%)°
Sin Destete 59/112 (52,7%) 44/118 (37,3%) 103/230 (44,8%)d
Total 125/225 (55,6%)? 08/232 (42,2%)b

Y Valores totales en la misma fila con diferentes superindices difieren (P<0,05).

¢4 Valores totales en la misma columna con diferentes superindices difieren (P<0,05).

Estos trabajos indican que la utilizacién de un destete temporario y la eCG,
siempre y cuando sea asociado a un tratamiento hormonal con dispositivos con P4 o
implantes de Norgestomet y estradiol, son herramientas muy valiosas para mejorar la
prefiez en vacas cebuinas con cria.

Finalmente, realizamos otro experimento con el objetivo de evaluar el efecto de
la aplicacion de la placa nasal en los terneros (enlatado) y eCG sobre la tasa de prefiez.
Se utilizaron 399 vacas de carne de segundo servicio, con cria al pie (60 a 80 dias pos
parto) y con una CC de entre 2 y 2,5 (escala 1 a 5). Las vacas fueron asignadas a cuatro
grupos de tratamiento, en un disefio 2 x 2 factorial. Todas las vacas recibieron un DIB
nuevo o reutilizado distribuidos en forma equitativa en cada uno de los grupos de
tratamiento. En el momento de colocado el DIB se inyectaron 2 mg de EB im (Dia 0), en
el Dia 8 se aplic6 una dosis de PGF y la mitad de las vacas recibieron 400 Ul de eCG im
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(Novormén 5000, Syntex). A su vez, cada uno de los grupos fue subdividido en dos
subgrupos, en uno se realizé enlatado de los terneros desde el momento de iniciado el
tratamiento hasta el momento de la IATF y en el otro subgrupo no se realizé enlatado de
los terneros. Todas las vacas recibieron 1 mg de EB 24 h luego de retirado el DIB y fueron
IATF entre las 52 y 56 h de retirado el mismo. Se realizd diagnostico de prefiez por medio
de ultrasonografia a los 60 dias de la IATF. No se encontraron diferencias significativas
(P=0,1) entre los dispositivos nuevos (87/195; 44,5%) y reutilizados (86/196; 43,9%) por
lo que los datos fueron combinados para su analisis. Como puede observarse en la Tabla
3, la restriccion del amamantamiento incrementd (P=0,03) los porcentajes de prefiez.
Mientras tanto, no se encontraron diferencias (P=0,82) en los porcentajes de prefiez entre
las vacas tratadas o no con eCG.

Tabla 3. Porcentajes de prefiez en vacas con cria tratadas con dispositivos con P4 y EB,
con o sin 400 Ul de eCG en el momento de la remocién del dispositivo con
P4 y colocacién de placas nasales (enlatado) en los terneros desde la insercion
del dispositivo hasta la IATF.

eCG No eCG Total
Terneros con placa 38/89 (42,3%) 53/106 (50,0%) 91/195 (46,6%)"
Terneros sin placa 44/103 (43,7%) 37/101 (36,6%) 81/204 (39,7%)°
Total 82/192 (42,7%)* 90/207 (43,4%)*

% Valores totales en la misma fila no difieren (P=0,82).

b¢\alores totales en la misma columna con diferentes superindices difieren (P=0,03).

Concluimos que el enlatado de los terneros por un periodo de 10 dias puede mejorar
las tasas de prefiez en vacas primiparas tratadas con dispositivos con P4 e IATF. Sin
embargo, este tratamiento afectd (P=0,001) el peso al destete de los terneros, que fueron
10 kg mas livianos que los terneros que no fueron enlatados (190,1+1,9 kg y 200,4+2,1
kg para los terneros enlatados o no enlatados, respectivamente). Esta disminucién de
peso debe tomarse en cuenta cuando se realiza el analisis econdmico del uso del
enlatado para aumentar la tasa de prefiez.

Si bien ensayos previos han mostrado que la eCG asociada a un tratamiento para
IATF incrementa la tasa de prefiez, en vacas de razas britanicas no se ha documentado
aun con claridad el mecanismo involucrado. El objetivo de este experimento, fue
evaluar el efecto de la eCG al finalizar un tratamiento para IATF, sobre la ovulacion y
la formacion del cuerpo lateo (CL) en vacas de carne en anestro postparto. Se utilizaron
vacas multiparas Hereford (n=46) con 60 a 75 dias posparto y una condicién corporal
(CC) de 3,5010,1 (MedialJES, escala 1 a 8). Todas las vacas se encontraban en anestro
con ausencia de CL determinado por ecografia diaria durante los 10 dias previos al
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inicio del tratamiento. El diametro folicular, el peso y la condicion corporal fueron
considerados para el disefio balanceado de los grupos experimentales. Todas las
hembras recibieron un tratamiento para IATF utilizando un dispositivo intravaginal con
0,5 g de progesterona (DIB 0,5, Syntex, Argentina) durante 8 dias asociado a una dosis
im. de 2 mg de benzoato de estradiol (Benzoato de Estradiol, Syntex) al momento de
colocar el dispositivo. Al retirar el dispositivo se administr6 500 pg de cloprostenol
(Ciclase DL, Syntex) y 0,5 mg de cipionato de estradiol (Cipiosyn, Syntex) por via im.
En este momento un grupo experimental recibio una dosis im. de 400 Ul de eCG (n=23;
Novormon, Syntex) mientras que otro grupo no recibio eCG (n=23). La inseminacion se
realizo entre las 52 y 56 hs luego del retiro del dispositivo. Los terneros recibieron una
tablilla nasal el dia que se colocd el dispositivo a sus madres hasta la IATF. La dindmica
folicular, el desarrollo ovulatorio y el tamafio del cuerpo lGteo fueron monitoreados
diariamente por ultrasonografia transrectal (Well D, WED 9618, China) desde el retiro
del DIB hasta 14 dias luego de la IATF. La tasa de ovulacion (vacas que ovularon/vacas
sincronizadas), fue comparada por Chi cuadrado, y las demas variables mediante
ANOVA. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 1. Desarrollo del foliculo ovulatorio y area del cuerpo luteo luego de una dosis de eCG al
retirar el DIB en vacas de carne en anestro.

Tasa de Diam. Folic Diam. Folic. Tasa de Interv. ala Areade
ovulacion alretiroDIB alaovul. crecim.Folic.* ovul. (hs) cL*
(%) (mm) (mm) (mm/dia) (cm?)

ConeCG 652% (15/23)" 11,5:0,5°  14,5:0,4° 1,440,2° 78,443 7% 3,440,3°
SineCG  34,8% (8/23)°  10.9+0.6°  12,9+06" 0,9:02" 81,044 26+0,2°
Diferentes superindices para cada columna, avs. b (P< 0,05); cvs. d (P< 0,1).

*Desde el retiro del DIB a la ovulacion.
**Desde el Dia 6 al 14 luego de la IATF.

eCG Como Estrategia Para Minimizar las Pérdidas Embrionarias

La Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) es una glicoporteina compleja con
actividad FSH y LH. Tiene una vida media aproximadamente de 40 horas en la vaca y
persiste por mas de 10 dias en la circulacion sanguinea (Murphy y Martinuk, 1991). La
eCG estimula el crecimiento folicular a través de su accion de FSH y LH, aumenta el
tamafo del foliculo, también incrementan las concentraciones plasmaticas de
progesterona, mejorando asi el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la prefiez
(Barucelli et al, 2004). También la eCG puede mejorar las tasas de prefiez en vacas de
carne con cria al pie y con mala condicion corporal (Roche et al,. 1992). Por su parte
Kastelic, 1999, dice que no podra ser eficaz la eCG en las vacas con buena condicién
corporal.
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La utilizacién de 400 Ul de eCG al momento de retirar el dispositivo de
liberacion de progesterona, dio como resultado un aumento en la concentracion de
progesterona en plasma y en las tasas de prefiez en vacas con cria al pie tratadas durante
el anestro posparto (Baruselli et al., 2004; B¢ et al., 2007).

Un experimento realizado en Brasil revelo, que los tratamientos con eCG
producen niveles superiores de progesterona sérica en la fase luteal siguiente, lo que
sugiere que eCG estimula el desarrollo de un cuerpo luteo (CL) méas competente. Esto, a
su vez, puede producir un incremento en la tasa de prefiez (Souza et al., 2006). La eCG,
hace un CL accesorio (Thatcher, 2002). La progesterona circulante se aumenté en la
fase luteal posterior al tratamiento con eCG, cuando se inyect6 antes de la ovulacion
(Murphy, 1991).

En consecuencia, generar alternativas que permitan perfeccionar las estrategias
para aumentar la progesterona circulante a través de la inyeccion de eCG, después de la
ovulacion podrian mejorar la supervivencia de embriones en protocolos de
Inseminacion a Tiempo Fijo (IATF).

Recientemente fueron publicados una seria de estudios (Bartolomé 2009) en los
cuales se evalud el efecto de la colocacion una dosis de 400 Ul de eCG (Novormon) 22
dias luego de realizada la IA en vacas lecheras. Se realizo el experimento en 4 réplicas
en establecimientos diferentes y se evalud el porcentaje de prefiez logrado a los 29 por
medio de US. En la Tabla 1 puede observarse que se encontrd una interaccion réplica x
tratamiento. En algunos establecimientos el uso de eCG posterior a la 1A mejoro6
significativamente los porcentajes de prefiez.

Tabla 4. Efecto del tratamiento con 400 Ul de eCG 22 pos IA sobre los porcentajes de
prefiez y mortalidad embrionaria.

Réplica x Tratamiento

US Dia 29 US Dia 45
26,5 % 20,3%
1 Control (17/64) (13/64)
50% 48,4%
eCG (31/62) (30/62)
55% 45,0%
5 Control (11/20) (9/20)
50% 38,9%
eCG (9/18) (7/18)
40,3% 27,8%
3 Control (29/72) (20/72)
39,0% 34,4%
eCG (25/64) (22/64)
39,1% 34,8%
4 Control (18/46) (16/46)
47,7% 43,2%
eCG (21/44) (19/44)
eCG*Rep (P<0,05)
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También puede observarse en estos resultados un efecto de la disminucion de la
mortalidad embrionaria luego del dia 29, ya que en algunas de las réplicas el porcentaje
de prefiez disminuyd mas en el grupo control que en el eCG a los 45 dias.

En otro Experimento (Vilches, comunicacion personal) se evaluo el uso de 400
Ul de eCG pero en este caso aplicadas a los 14 dias pos IATF. Todas las vacas fueron
tratadas con un protocolo convencional de IATF y fueron divididas para recibir 0 no
eCG en el dia 14 pos IATF.

En la Tabla 5 puede observarse que se obtuvo un mayor porcentaje de prefiez en
el diagnostico del dia 33 como asi también que los porcentajes de muerte embrionaria
fueron mayores en las vacas del grupo control que en el grupo eCG al dia 75.

Tabla 5. Porcentaje de prefiez en vacas de leche tratadas con 400 Ul de eGC 14 dias pos
IATF.

TP Dia 33 TP Dia 75 Pérdidas 33-75
% N % N % N
Treatment
Control 28.7*  29/101 23.8¢0 24/101 17.22 5/29
eCG 38.7° 36/93 37.6®* 35/93 2.7b 1/36
P<0,05

Recientemenete se finalizo otro estudio con el objetivo de evaluar el efecto de la
aplicacion de eCG en el dia 18+1 post 1A sobre la tasa de concepcidn en vacas lecheras.
Se utilizaron vacas lecheras en produccién n=327 de 2 rodeos comerciales ubicados en
Lincoln, Bs. As. En el rodeo A (n=78), las vacas fueron IATF. En el rodeo B (n=249),
las vacas fueron inseminadas celo detectado (IACD; n=185) post administracion de
cloprostenol (0,15 mg, D-cloprostenol, Enzaprost®, Biogénesis-Bago, Argentina), y las
que no fueron IACD fueron IATF posteriormente (n=64). En ambos casos, la IATF se
realizd luego de controlar la ovulacion con el protocolo tradicional que utiliza
dispositivos intravaginales con progesterona (1 g P4, DIB®, Syntex, Argentina) y
benzoato de estradiol (3 mg totales, Bioestrogen®, Biogénesis-Bagd, Argentina). En el
dia 18+1 post IA, las vacas (n=156) fueron distribuidas al azar para recibir 400 Ul de
eCG (Novormon®, Syntex, Argentina) o permanecer como controles no tratados
(n=171). Se realiz0 diagnostico de gestacion el dia 38+1 post IA por palpacion
transrectal. Los datos de analizaron por regresion logistica maltiple con eliminacion
manual paso a paso de las variables. El modelo estadistico para tasa de concepcion al
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dia 38 incluyé como variables clasificatorias: rodeo, niUmero de parto, tratamiento con
eCG, toro, tipo de inseminacién; y como covariables continuas: produccion de leche
ultimo control y dias en leche. Variables con P<0,05 fueron consideradas significativas.
Mientras que las vacas tratadas con eCG tuvieron la misma concepcion que las
controles en el rodeo B, las vacas tratadas en el rodeo A tuvieron mayor concepcion
(interaccién tratamiento con eCG por rodeo, P=0,043, ver grafico 1). El resto de las
variables no tuvo efecto sobre la variable de respuesta. Se pude concluir que tanto la
concepcién como el mantenimiento de la prefiez son procesos multifactoriales que
varian entre rodeos, asi como también la respuesta a la eCG post IA. Futuros estudios
son necesarios para investigar otros efectos de la eCG sobre la concepcion y
mantenimiento de la prefiez.

50 -

46,2%
(18/39)

40-

30

20

Concepcion (%9

Rodeo A Rodeo B

|I:I Control H eCG |

Gréfico 3: Interaccion entre Rodeo y Tratamiento con eCG (P=0,043)

El uso de eCG posterior al servicio en vacas de carne y leche 1A puede ser una
alternativa interesante para disminuir la mortalidad embrionaria. Queda por determinar
aun si el efecto positivo de eCG posterior al servicio se debe a un aumento de en los
niveles de P4. En estos momentos se encuentran en marcha una seria de experimentos
disefiados con ese objetivo. Asimismo se encuentran ejecucion experimentos orientados
a determinar el efecto del tratamiento en novillas y receptoras de embriones.

Conclusiones

Una mayor produccion de leche en vacas modernas ha llevado a tasas reducidas
de concepcion y a una mayor demanda de nuevas herramientas para el manejo de la
reproduccion. En el futuro, los programas de manejo reproductivo deberan adaptarse a
cada establecimiento. La tendencia es que los rodeos sean cada vez mas grandes, la
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mano de obra menos capacitada y los margenes de ganancia mas pequefios. Por lo tanto
la necesidad de capacitacion y tecnificacion serd critica para tener éxito. La
investigacion del control hormonal del ciclo estral y, especificamente, los patrones de
ondas foliculares ha mejorado la base de conocimiento para el desarrollo de los
programas de sincronizacion y posibilitado una estrecha sincronia entre el celo y la
ovulacion. Probablemente, la evolucion de los programas recomendados continle
mientras aumenta el conocimiento basico y se vislumbran nuevos enfoques.
Indudablemente mantenerse informado y bien asesorado es la clave del éxito.
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1. Introducéo

Vaérios testes para avaliacdo da qualidade do sémen foram desenvolvidos nas
Gltimas cinco décadas (Rodriguez-Martinez & Barth, 2007). Entretanto, o objetivo de
prognosticar a fertilidade de um touro ou de uma partida de sémen baseado em
exames laboratoriais ainda € elusivo. A diversidade de atributos necessarios para
conferir ao espermatozdide capacidade fertilizante, a constituicao heterogenea da
populacao de espermatozoides das amostras e as limitagdes de avaliacdo de
fertilidade dificultam a possibilidade de prognosticar fertilidade (Amann &
Hammerstedt, 1993; Moce & Graham, 2008).

Infelizmente, a percepcdo err6nea de que partidas de sémen provenientes de
centrais de producao idoneas podem ser “classificadas e rankeadas” de acordo com
fertilidade baseando-se em exames de laboratdrio ainda é bastante difundida, o que
gera desnecessaria frustacdo entre os profissionais envolvidos com producdo de
sémen, veterinarios, representantes comerciais e produtores. E extremamente
importante entender as limitacdes dos testes laboratoriais de qualidade de sémen para
se ter expectativas realistas e que se possa investir energia, tempo e dinheiro de
maneira inteligente.

O objetivo deste manuscrito € apresentar os fatos que precludem a utilizacdo de
exames de avaliacdo de sémen como um teste clinico e descrever a real utilidade
desses exames no contexto da inseminagcdo artificial na pecuéria bovina.

2. Exames laboratoriais e diagndstico clinico

A validez de exames laboratoriais para diagnostico clinico depende de dois
fatores: definicdo de caso e execucdo do exame propriamente dito. Com respeito a
definicdo de caso, o parametro avaliado deve ndo apenas ter uma relacéo direta com a
“condicdo” ou “doenca”, mas também deve-se conhecer a sensibilidade e a
especificidade dos resultados para diagnostico. Quanto a execugdo do exame
propriamente dito, a obtencdo de resultados exatos e precisos depende dos métodos e
equipamentos utilizados, da proficiencia dos profissionais conduzindo o exame, além
da adocdo de programas de garantia e controle de qualidade no laboratério. Exames
laboratoriais para os quais esses dois fatores ndo séo considerados tem limitado valor
para diagnostico clinico.

O diagndstico de diabetes pode ser usado como exemplo (Figura 1). A definicéo
de caso nesse exemplo € bastante clara, ou seja, o individuo com diabetes apresenta
deficiéncia de producdo de insulina e a concentracdo de glicose sanglinea em jejum
maior que 126 mg/dL apresenta sensibilidade e especificidade adequadas para
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diagndstico. Além disso, os métodos e equipamentos recomendados para avaliagdo de
glicose sdo claramente descritos e periodicamente revisados pela Organizacao
Mundial de Sadde (WHO), programas de garantia e controle de qualidade para
laboratérios sdo recomendados pela Organizacdo Internacional para Padronizagédo
(I1SO) e labaoratdrios clinicos sdo geralmente submetidos a acreditacdo por entidades
governamentais ou conselhos médicos para assegurar a adequacdo dos procedimentos.

Definicdo de caso: Organizacdo Mundial de Sadde
Deficiéncia de insulina Organ_iza:;éo Internacional para Padronizacdo
Glicose > 126 mg/dL Acreditacéo
— —
| | ——

Figura 1. A validez de exames laboratoriais para diagndstico clinico depende da
definicdo de caso, que inclui a relacdo do parametro avaliado com a condicdo e a
sensibilidade e a especificidade dos resultados para diagndéstico, além da obtencédo de
resultados acurados e precisos. No exemplo do diagnoéstico de diabetes, a defini¢do de
caso € clara, uma especifica concentracdo de glicose sangiinea apresenta
sensibilidade e especificidade adequadas para diagnostico e os procedimentos para
avaliacdo de glicose sdo estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Salde,
Organizacdo Internacional para Padronizacdo e entidades governamentais ou
conselhos médicos responsaveis pela acreditacdo de laboratérios clinicos.

3. Avaliagdo de sémen como diagndstico clinico

3.1. Definico de caso

Existem varios problemas associados com a percepcao de que avaliacdo de sémen
pode ser usada para diagnéstico de fertilidade. A primeira dificuldade é referente a
definicdo de caso. N&o existe uma clara definicdo de caso porque fertilidade pode ser
vista como uma condicdo do tipo positivo/negativo (fertilidade baixa ou alta) ou como
uma variavel continua (taxa de prenhez), além do fato de que prenhez pode ser
detectada pelo nédo retorno ao cio, por ultrasonografia ou palpacdo apos inseminacéo,
ou até mesmo pelo nascimento do bezerro. Mais importante, é preciso reconhecer as
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limitagOes de avaliagcdo de dados de fertilidade. Fertilidade pode ser descrita pela
seguinte equag&o:

Fertilidade = Taxa de deteccdo de cio e 1A (%) x Taxa de eficiéncia do inseminador
(%) x Fertilidade da fémea (%) x Fertilidade do sémen (%);

é importante entender que os fatores nessa equagdo sd80 expressos em percentagem e
que fertilidade é o produto da multiplicacdo, e ndo adicao desses fatores. Dessa forma,
a fertilidade maxima jamais ser& superior ao menor fator incluido nessa equacao, o
chamado fator limitante.

Como exemplo, consideremos um rebanho em que todos os fatores séo excelentes
(90%). Ainda assim, a fertilidade esperada seria de 65,6% (0,9 x 0,9 x 0,9 x 0,9) e ndo
90%. A simples reducdo da taxa de fertilidade das fémeas para 50% causa uma
drastica reducdo da fertilidade para 36,4% sem nenhuma mudanca nas taxas de
detecgéo de cio/lA, eficiéncia do inseminador e fertilidade do sémen (0,9 x 0,9 x 0,5 x
0,9).

Varios estudos em rebanhos leiteiros indicam que diferencas em fertilidade entre
touros comerciais provados sdo minimas e responsaveis por apenas aproximadamente
1% da variagéo da fertilidade do rebanho (Everett & Bean, 1986; Kuhn et al., 2008;
Abdel-Azim, 2010). A maior variabilidade encontrada em fertilidade esta associada
aos efeitos relacionados ao rebanho, tais como como nutri¢gdo, manejo, sanidade, meio
ambiente, técnica de inseminacdo e descongelamento do sémen, consaguinidade e
genética (Figura 2). Em um estudo recente avaliando o efeito do uso de protocolos de
sincronizacao de cio e sémen sexado, o efeito da fémea e do rebanho nos resultados
de fertilidade foram 25 a 31 vezes maiores que o efeito da variacdo em fertilidade dos
touros avaliados (Abdel-Azim, 2010).

Fatores que afetam a variacéo de fertilidade

Fertilidade do touro/sémen (1%) Nutricdio, manejo, sanidade, estacéo, sincronizacio de cio,
inseminador, consanguinidade, genética (99%)

Figura 2. Estudos em rebanhos leiteiros indicam que diferencas em fertilidade entre touros
s80 responsaveis por apenas aproximadamente 1% da variacdo da fertilidade e que a maior
variabilidade encontrada em fertilidade esta associada com efeitos relacionados ao rebanho.
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Os resultados de um estudo conduzido pela ABS para demonstrar o efeito de
fatores relacionados ao rebanho estdo ilustrados na Figura 3 (dados nao publicados).
Como pode ser observado, houve grande variacdo de fertilidade quando sémen da
mesma partida de um mesmo touro foram utilizados em diferente rebanhos. Outros
resultados interessantes foram obtidos pelo grupo Pfizer-Gerar que compila resultados
obtidos em rebanhos de carne que utilizam IATF no Brasil. Os dados obtidos por esse
grupo (comunicagdo pessoal) indicam que o nimero de propriedades com taxas
médias de prenhez superior a 50% cresceu de 41% na estacdo 2009-2010 para 59% na
estacdo de 2010-2012. Uma possivel explicagdo para esses resultados seria uma
drastica mudanca da populacdo de touros e um subito aperfeicoamento dos métodos
de producéo e controle de qualidade de sémen congelado. Contudo, a explicagdo mais
provavel é que os resultados foram positivamente influenciados pela experiéncia
adquirida ao longo dos anos e uma maior conscientizacdo de que resultados
satisfatorios requerem grande atencdo aos detalhes que afetam a fertilidade das
fémeas.

m = palheta média (0.5 mL)
m = palheta fina (0.25 mL)

Taxa de concepg¢ao (%)

Touro A Touro B Touro C Touro D Touro E

Figura 3. Exemplo da variacdo da taxa de concepc¢do da mesma partida de um mesmo
touro (A-E) em diferentes rebanhos representados por colunas differentes (isto é, trés
rebanhos para os touros A e C e dois rebanhos para touros B, D e E). Observe a
grande variacdo de fertilidade entre os rebanhos.

E também importante lembrar que taxa de prenhez é uma variavel binominal pois
existem apenas dois resultados possiveis, isto é, a fémea esta prenhe ou ela ndo esta.
Variacdo binominal é basicamente a influéncia do acaso em um ou outro resultado.
Por exemplo, com cada langamento de uma moeda h4 uma probabilidade de 50:50 de
obtencdo de ‘“cara” ou “coroa”. Entretanto, a probabilidade de que se obtenha
exatamente 50% ‘“‘cara” em uma série de observacdes ¢ menor do que a probabilidade
de que se obtenha outras combinagdes; a probabilidade “real” s6 € observada quando
um grande nimero de observacdes sdo conduzidas. A distribuicdo de resultados de
variaveis binominais obedece leis matematicas e pode ser descrita usando intervalos
de confianca colocados em ambos os lados da média. Por exemplo, um intervalo de
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confianga de 95% indica que espera-se resultados entre esse intervalo em 95% dos
€asos.

O intervalo de confianca de 95% para taxas de prenhez pode ser calculado
usando-se a seguinte equacdo (Amann, 2005):

Intervalo de confianca de 95% = 1.96 x  (probabilidade de prenhez x 1-
probabilidade de prenhez/numero de inseminagdes);

dessa forma, em rebanhos de corte utilizando IATF, onde a fertilidade esperada € de
aproximadamente 50%, o intervalo de confianca de acordo com o numero de
inseminacdes é descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Intervalo de confianga de 95% e taxa de prenhez esperada para um rebanho
com probabilidade de prenhez de 50% de acordo com o nimero de inseminacoes.

Inseminacdes Intervalo de confianca Prenhez esperada
25 19.6% 30.4 — 69.6%
50 13.9% 36.1-63.9%
75 11.3% 38.7-61.3%
100 9.8% 40.2 — 59.8%
200 6.9% 43.1 - 56.9%
500 4.4% 45.6 — 54.4%

Portanto, a comparacao de resultados entre touros deve considerar ndo apenas as
condi¢bes de uso (nutricdo, manejo, estacdo, inseminador, etc), mas também a
sobreposicdo dos intervalos de confianga dos resulstados (Amann & Delarnette,
2012). A Figura 4 ilustra o exemplo de resultados obtidos em um rebanho no qual foi
usado sémen de cinco touros para inseminar 250 fémeas. Uma variacdo da taxa de
prenhez entre touros de 40 a 60% em muitos casos gera panico entre o produtor,
inseminador, veterinario, e representantes comerciais, todos procurando uma resposta
(ou algo ou alguém para culpar) pela percepcdo de que algums touros apresentaram
resultados insatisfatorios. Entretanto quando consideramos o intervalo de confianca
de acordo com o numero de inseminagdes, vemos que na realidade ndo existe
nenhuma diferenca significativa entre os touros e que a variagdo observada estd
dentro daquela esperada devido ao acaso. Em outras palavras, ndo existe nenhuma
indicacdo que o ranking de fertilidade serd o0 mesmo em futuras inseminacdes (quando
novamente voltarmos a lancar a moeda) e nenhuma indicacdo de que algum touro
apresenta problema de fertilidade.
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Figura 4. Exemplo da variacdo esperada da
taxa de prenhez em um rebanho no qual a
probabilidade de prenhez é de 50% e no qual
foi usado sémen de cinco touros para
inseminacdo de 250 fémeas. Apesar da
aparente diferenca de fertilidade entre os
touros (40 a 60%) a sobreposicdo (zona em
verde) dos intervalos de confianga (Cl; 13.9%)
indica que ndo existe diferenca significativa de

fertilidade.

Outro problema relacionado a definicdo de caso esta relacionado a associacdo dos
resultados dos exames laboratoriais com a fertilidade. As correlacdes de motilidade e
morfologia esperméticas com fertilidade entre diferentes estudos s&o inconsistentes
(Moce & Graham, 2008) e geralmente sdo bastante baixas quando se usa sémen pre-
selecionado. Por exemplo, estudos conduzidos pela ABS em rebanhos de leite (dados
ndo publicados) demonstram que a fertilidade obtida com partidas com motilidade
entre 30 e 40% foi semelhante a fertilidade obtida com partidas com motilidade
superior a 40% (Tabela 2). Em rebanhos de corte que fazem parte da rede ABS
Pecplan de IATF, diferencas nas taxas de prenhez entre touros também ndo parecem
estar associadas a diferencas em motilidade e morfologia espermaticas ou nimero de
espermatozdides méveis na dose inseminante (Tabela 3).

Tabela 2. Fertilidade de amostras de sémen selecionadas de acordo com a motilidade
espermatica ap6s a descongelacdo em rebanhos de leite.

Motilidade 30-40% Motilidade >40%
Inseminacdes 285.639 288.048
Motilidade média 33% 46%
Taxa de prenhez 75.5% 75%
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Tabela 3. Resultados de exames de sémen e taxa de prenhez de touros de corte usados
em programas de IATF no Brasil. Resultados de avaliacdo de sémen sdao médias
obtidas entre janeiro e dezembro de 2010. Taxas de prenhez sdo médias obtidas entre
2009 e 2011.

Normal Motilidade  Espermatoz. = Numero de Taxa de

(%) (%) moveis inseminacdes  prenhez
(milhdes) (%)
Touro A 83 57 11 3.669 45
Touro B 84 o4 10 7.914 95
Touro C 84 55 11 1.504 34
Touro D 85 60 11 9.989 56
Touro E 79 56 12 1.057 47

Outro exemplo séo os resultados de um recente estudo no Brasil, que demonstrou
que a motilidade espermatica apoOs teste de termoresisténcia ndo teve qualquer
associacao com fertilidade apds a inseminacdo de 4.920 vacas Nelore (Vianna et al.,
2009). Esses autores demonstraram que amostras que ndo continham nenhum
espermatozoide movel apos incubacdo a 46°C por 30 minutos ou a 38°C por 5 horas
produziram taxas de prenhez similares a amostras que apresentavam motilidade
superior a 40% apos incubacdo quando usadas para inseminagdo imediatamente ap6s
a descongelacdo (73 vs 70% e 63 vs 66%, respectivamente).

3.2. Execucdo de exames de qualidade de sémen

Embora as vezes vistos como triviais, a obtencdo de resultados exatos e precisos
de andlise de sémen exige conhecimento dos principios e peculiaridades de diferentes
testes e equipamentos, em conjunto com programas de garantia e controle de
qualidade, incluindo educacdo e avaliagdo de proficiéncia dos professionais
realizando exames (Keel, 2002; Brito, 2010; Pacey 2010). Estudos realizados por
laboratdérios humanos de andrologia demonstram grandes variages nos resultados de
avaliagdo de sémen entre laboratorios e até mesmo dentro de um mesmo laboratério
(Keel et al., 2000; Alvarez et al., 2005). Os resultados de um estudo envolvendo seis
laboratérios nos Estados Unidos demonstrou que os mesmos desafios sdo enfrentados
por laboratdrios de andrologia veterinaria (dados ndo publicados). Dez partidas foram
utilizadas e cinco repeticdes da mesma partida foram codificadas com nUmeros de
identificacdo diferentes; portanto cada laboratorio recebeu 50 amostras para avaliagao.

Similarmente ao observado em estudos envolvendo laboratérios de andrologia
humanos, os resultados de morfologia, motilidade e concentracdo espermatica foram
diferentes entre os laboratérios (Figura 5). A distribuicdo dos resultados relatados por
cada laboratério de acordo com a média geral para cada partida sdo ilustradas na
Figura 6. As diferengas na concentragdo de espermatozoides variaram entre cerca de -
20 a +20 x 10° espermatozéides/mL, enquanto que variagdes muito maiores foram
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observados para motilidade (aproximadamente -30 a +30%) e morfologia
(aproximadamente -15 a 15%). Além das diferencas entre laboratorios, houve também
consideravel diferenca entre as repetidas analises da mesma partida dentro do mesmo
laboratdrio, como indicam os coeficientes de variacdo (CV) descritos na Tabela 4.

As diferencas de resultados relatados por diferentes laboratorios coloca a
confiabilidade da anélise do sémen em cheque e demonstra o quanto é dificil, sendo
impossivel, para veterindrios e produtores interpretarem de forma significativa os
resultados da avaliacdo do sémen. Este estudo também demonstra claramente a falacia
da adocdo de valores de referéncia indicativos da qualidade do sémen sem abordar as
questdes relacionadas com a qualidade dos procedimentos de analise propriamente
ditos.

Tabela 4. Coeficiente de variacdo (%) intra-laboratorio médio (minimo-méximo) para
avaliacdo de morfologia, motilidade e concentracdo espermaticas. Valores sao
baseados em resultados da avaliagdo de 10 partidas em cinco repeticoes.

Morfologia Motilidade Concentracéo
Lab | 8.0 (3to 14) 8.6 (4to 12) 4.6 (210 13)
Lab J 7.7 (5t0 11) 19.6 (7 to 42) 17.3 (8 to 25)
Lab K 8.5 (30 13) 17.7 (7 to 31) 86.9 (52 to 135)
Lab L 9.5(3t021) 16.9 (9 to 36) 9.4 (3 to 30)
Lab M 8.1 (4 to 10) 14.6 (0 to 25) 24.7 (12 to 56)
Lab N 5.9 (1to 10) 18.2 (8 to 31) 39.8 (14 to 79)

4. Objetivo de avaliacdo de sémen

Quando avaliamos os critérios necessarios para se estabelecer um exame clinico
valido (Figura 1) e confrontamos estes com a realidade da possibilidade de utilizar
exames laboratoriais de qualidade de sémen para “diagnosticar” (ou prognosticar)
fertilidade, podemos perceber claramente que avaliacdo de sémen ndo pode ser usada
como teste de diagnostico clinico (Figura 7). Porque entdo realizamos avaliagdo de
sémen? O objetivo da avaliacdo de sémen é identificar touros ou partidas com 0s
quais se espera obter fertilidade muito abaixo da média, ou em outras palavras,
identificar touros ou partidas que com um bom grau de certeza podem ser
classificados(as) com inferteis ou subferteis (Amann & Hammerstedt, 1993; Amann
& Delarnette, 2012).
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Figura 5. Média (+ erro padrdo) de resultados de morfologia (A), motilidade (B) e
concentragdo (C) determinadas em 10 amostras (5 repetigﬁesg em diferentes
laboratérios de andrologia veterinaria nos Estados Unidos. #““Colunas com
sobrescritos diferentes apresentam diferenca estatistica (P < 0.05).
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Figura 6. Distribuicdo de resultados de morfologia (A), motilidade (B) e concentracdo
(C) determinadas em 10 amostras (5 repeticbes) em diferentes laboratorios de
andrologia veterinaria nos Estados Unidos.
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Definicdo de caso:

Definicao de fertilidade
Avaliacédo de fertilidade
Associacéo de teste com fertilidade

Métodos de avaliacdo
Proeficiéncia

Preciséo e acuracia

Garantia e controle de qualidade

Figura 7. O uso de avaliacdo de sémen para diagnostico clinico de fertilidade néo é
um procedimento valido porque ndo existe uma clara defini¢do de caso, a associacao
dos resultados da avaliacdo com fertilidade é inconsistente, e a variacdo de resultados
obtidos em diferentes laboratdrios € muito grande.

Dessa forma, o valor da avaliacdo de qualidade do sémen se encontra justamente
no processo de controle de qualidade de centrais de producéo. O objetivo principal do
controle de qualidade de uma central de producdo € assegurar a integridade e
qualidade do sémen vendido comercialmente. Programas de controle de qualidade
visam assegurar que o produto liberado para a venda € livre de doencas conhecidas e
deve fornecer fertilidade adequada. Isto requer cuidadosa documentacdo de
procedimentos, funcionarios bem treinados e meticulosos e estrita observacdo aos
detalhes de protocolos de operagdo para processamento e avaliacdo do sémen.
Resultados do programa de controle de qualidade da ABS Global indicam que apenas
aproximadamente 60% das partidas produzidas de touros de corte séo liberadas para
comercializacdo, enquanto que aproximadamente 25% do total (touros de carne e
leite) sdo consideras insatisfatorias e descartadas (Figura 8).

O resultado do controle de qualidade posto em pratica em centrais de producao
pode ser observado através do pequeno desvio da fertilidade observada na maioria dos
touros. Por exemplo, de acordo com os dados de abril de 2011, 93, 87, 100, 92 e 87%
dos touros Ayrshire, Pardo Suico, Guernsey, Holandes e Jersey, respectivamente,
apresentaram fertilidade apenas 3 pontos percentuais acima ou abaixo da média da
populacdo (Amann & Delarnette, 2012). Além disso, dados da rede ABS Pecplan de
IATF para touros de corte indicam que a taxa de prenhez estacional média variou
apenas 2 pontos percentuais durante trés estacdes, isto €, 53% na estacdo 2008-2009
(22.770 Al), 55% na estacdo 2009-2010 (42.029 1A) e 52.8% (42.394 1A) na estacéo
2010-2011.

Apesar dos bons resultados obtidos com o uso de sémen congelado e da baixa
variacdo de fertilidade observada em rebanhos, a National Association of Animal
Breeders (NAAB) e Certified Semen Services (CSS) instituiram recentemente um
“Programa de Controle de Qualidade Sémen”. A NAAB ¢ CSS sdo entidades
responsaveis pela auto-regulacdo da industria de inseminacéo artificial na América do
Norte. A conformidade com os padrdes e diretrizes minimas recomendadas pela
NAAB e CSS séo estabelecidas através da assinatura de contratos e é avaliada através
de auditorias ndo-anunciadas anuais. O “Programa de Controle de Qualidade Sémen”
foi lancado em janeiro de 2011 como resultado de um processo de dois anos
envolvendo indmeras discussdes, reunides, teleconferéncias e consultas (Mitchell,
2012).
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Figura 8. Resultados da produgdo de sémen na ABS Global durante um periodo de
cinco anos usando critérios de morfologia espermatica e motilidade apos
descongelacéo para controle de qualidade. Apenas 63% das partidas de touros de
corte foram consideradas satisfatorias e liberadas para comercializagdo. No geral,
aproximadamente 25% das partidas sdo descartadas. Na ABS Global a percentagem
de partidas descartadas devido a motilidade inadequada é relativamente baixa porque
apenas as partidas com morfologia normal sdo submetidas ao processo de congelacéo.
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As recomendacgOes iniciais incluem descricdo do programa de controle de
qualidade, procedimentos para determinacdo do numeros de espermatozoides por
dose, documentacdo dos valores pos-descongelacdo e desenvolvimento de
procedimentos para treinamento e avaliagdo de competéncia (Mitchell, 2012). Em
2012 foi também criada uma nova comissao que tratou de desenvolver um documento
de orientacdo para procedimentos de rotina de avaliacdo de morfologia, motilidade e
concentracdo espermaticas, além de organizar um workshop de anélise de sémen
realizado durante a conferéncia técnica da NAAB (Brito, 2012). Essas iniciativas
devem ajudar a assegurar aos consumidores o0 comprometimento das empresas
produtoras de sémen com a qualidade de seus produtos.

5. Conclusdes

Estudos demonstram que a fertilidade do sémen é responsavel por apenas 1% da
variacdo nas taxas de prenhez, indicando que a fertilidade do sémen raramente é um
fator limitante. Dessa forma, produtores devem focar recursos em estratégias para
aumentar a taxa de deteccdo de cios/IA, a eficiéncia dos inseminadores e a fertilidade
das fémeas, ja que esses tem um impacto muito maior sobre as taxas de prenhez.

N&o se deve pensar em andlise de sémen como um exame clinico, devido as
limitaces impostas pela necessidade de definicdo de caso e as dificuldades
envolvidas na execugdo das avaliagbes. Andlise do sémen é utilizada como
procedimento para controle de qualidade para identificacdo de amostras com as quais
se espera fertilidade muito abaixo da média. Andlise de sémen ndo e util para a
classificacdo de amostras de acordo com a fertilidade.

Mais importante, deve sempre ter-se em mente o principal objetivo da utilizagéo
de biotécnicas da reproducdo, isto &, promover rapido melhoramento genético.
Produtores, técnicos e veterinarios devem procurar identificar touros que satisfacam
0s objetivos genéticos para o rebanho e dar preferéncia a centrais conhecidas e de
renome com elevados padrdes de controle de qualidade. Fertilidade deve ser
considerada um critério secundario e avaliada atraves de sumarios e ndo através de
estimativas baseadas em exames laboratorias do sémen.
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INTRODUCAO

Os mamiferos apresentam a capacidade de regular e manter a temperatura
corporal numa zona de conforto térmico. Quando a temperatura corporal do animal se
altera para valores abaixo ou acima da temperatura de conforto, podem ocorrer diversas
modificacBes na resposta fisiolégica normal do animal a fim de adaptd-lo as novas
condi¢des ambientais.

O estresse térmico (ET) pode causar diversos efeitos deletérios sobre a funcéo
reprodutiva dos mamiferos, incluindo mudangas na espermatogénese, com reducao
quantitativa e qualitativa da producdo de esperma nos machos, alteragbes no
desenvolvimento e maturacdo oocitaria, levando a queda da fertilidade nas fémeas,
alteragcBes no desenvolvimento embrionério inicial, no crescimento fetal e na lactacéo
(Hansen et al., 2001; Hansen, 2009).

A capacidade de um embrido responder a mudancas no seu ambiente é limitada
durante as primeiras divisdes de clivagem, quando grande parte do genoma embrionario
é ainda inativo. Esse periodo de baixa atividade transcricional cria uma janela na qual os
embribes sdo particularmente sensiveis a certas formas de estresse. Uma das alteracdes
no ambiente materno que causam efeitos profundos na sobrevivéncia embrionaria é um
aumento na temperatura corpérea em decorréncia do calor ou da febre (Paula-Lopes &
Hansen, 2002).

Os zebuinos (Bos indicus) sdo predominantes nas regides tropicais devido a sua
maior resisténcia ao estresse térmico (ET) e resisténcia aos parasitas, quando comparada
as racas européias (Bos taurus, Hansen, 2004; Barros et al., 2006).

As alteracOes adaptativas que permitem aquisicdo de termotolerancia sé&o
provavelmente resultado de mudancas na expressdao génica e/ou na atividade de
sistemas bioquimicos que comandam as fungbes celulares frente a alguma agressao
como, por exemplo, as altas temperaturas (Edwards et al., 2001).

Neste artigo de revisdo abordaremos os efeitos deletérios do estresse térmico na
funcéo reprodutiva bovina, destacando tanto estudos in vivo quanto in vitro.

ESTUDOS IN VIVO

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos trépicos (Wolfenson et
al., 2000), onde fatores estressantes como as altas temperaturas e umidades em certos
periodos do ano, a sub-alimentacdo cronica, os riscos de doencas e de parasitas, sdo
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maiores do que em regides de clima temperado (Hansen, 2004; Barros et al., 2006).
Nestas condi¢cbes ambientais, as racas zebuinas sdo as que predominam, devido a sua
maior adaptacdo em relacdo as racas européias.

Nos mamiferos, 0s processos reprodutivos sdo sensiveis as alteracdes por
hipertermia, resultando em reducdo da qualidade e quantidade de espermatozdide nos
machos e queda da fertilidade nas fémeas (Hansen et al., 2001). A infertilidade dos
machos ocasionada pelo ET pode ser eliminada por meio da inseminacdo artificial. Nas
fémeas esta situacdo é mais complicada (Hansen et al., 2001). Estd bem documentado
que a exposicdo de fémeas de mamiferos ao ET aumenta a mortalidade embrionéria
(Thatcher & Hansen, 1993).

A maior causa da reducdo da sobrevivéncia embrionaria induzida pelo ET pode
ser originada pelos efeitos adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos
zigotos e dos embrides (Ealy et al., 1993). Putney et al. (1989) observaram que a
exposicao de novilhas Holandesas Preto e Branco (HPB) ao ET entre o primeiro estro e
a inseminagdo aumentou a proporcdo de embrides anormais e com desenvolvimento
retardado quando comparados a novilhas mantidas em termo-neutralidade.

A fase de pré-implantagdo embrionaria corresponde a um periodo extremamente
dindmico da embriogénese onde o embrido se desenvolve de uma Unica célula
quiescente sobre o controle genético de transcrigdo materna, para um grupo de células
altamente ativo tanto na funcdo metabdlica como na sintese protéica, sobre o seu
proprio controle genético. Durante esse periodo o embrido passa por vérias divisdes
celulares e trés eventos importantes ocorrem: a compactacdo da morula, a formacdo do
blastocisto, com surgimento da blastocele e a diferenciacdo em dois tipos celulares
(trofoectoderme e massa celular interna), e a eclosdo do blastocisto. Essas funcbes
requerem a regulagcdo precisa de varias funcbes celulares como a homeostasia,
metabolismo e expressdo génica (Lane, 2001; Badr et al., 2007).

O desenvolvimento do embrido no periodo pré-implantacdo é muito suscetivel a
interrupcado, principalmente pelo ET (Putney et al., 1989; Edwards & Hansen, 1997;
Rocha et al., 1998; Zeron et al., 2001). Em rebanhos criados nos Estados Unidos da
América, 0 aumento na temperatura de 29,7 °C em abril para 33,9 °C em julho foi
associado a um declinio nas taxas de concep¢do no primeiro servico de 25% para 7%
(Cavestany et al., 1985).

Durante os periodos sazonais de ET, a fertilidade declina resultando em menores
taxas de concepcao (Thatcher & Collier, 1986; Wilson et al., 1998a). Na Fldrida, as
taxas de concepcéo de vacas em lactagdo caem de 48% em marco para 18% em julho e
ndo se recuperam até novembro (Badinga et al., 1985). Ingraham et al. (1976)
observaram que as taxas de concepcdo de vacas leiteiras estdo inversamente
relacionadas a temperatura ambiente durante a fase folicular. Durante o outono, as taxas
de concepgdo de vacas leiteiras em regides subtropicais e paises de clima quente sdo
menores que no inverno, embora a temperatura ambiente tenha diminuido e as vacas
ndo estejam mais expostas ao ET de verdo, indicando a existéncia de um efeito
retardado do ET na fertilidade (Roth et al., 2001). Além disso, a reducdo nas taxas de
prenhez durante o verdo pode atingir valores de 20 a 30% quando comparado ao inverno
(Cavestany et al., 1985; Badinga et al., 1985; De Rensis et al., 2002).

A dificuldade dos animais, sob ET, em estabelecer prenhez pode ser decorrente de
alteracbes nos processos fisiologicos em varios niveis. As fun¢bes dos odcitos (Lenz et
al., 1983) e do embrido inicial (Ealy et al., 1993, 1995) sédo alteradas por temperaturas
elevadas. Para Zeron et al., (2001) uma possivel explicacdo para os efeitos da
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temperatura ambiente no desenvolvimento embrionario estd na modificacdo das
propriedades fisicas e bioquimicas das membranas celulares. Esses autores, ao
avaliarem o efeito da estacdo do ano na dindmica folicular, viabilidade do odcito e
possiveis interacdes com as propriedades fisicas e bioquimicas das suas membranas,
encontraram diferencas na morfologia de o6citos no inverno e verdo, e uma maior
porcentagem de &cidos graxos saturados presente nos odcitos durante o verdo, enquanto
que a porcentagem de acidos graxos poli-insaturados era maior em odcitos e células da
granulosa durante o inverno. Essas alteracdes podem levar a mudancas nas propriedades
bioquimicas das membranas e, consequentemente, influenciar na funcionalidade e
fertilidade dos odcitos. Contudo, Edwards & Hansen (1997) sugerem que as células do
cumulus podem fornecer termoprotetores extracelulares ou produzir moléculas
regulatdrias que causem a ativacdo de mecanismos de protecdo térmica do odcito.

Além disso, o ET pode comprometer o desenvolvimento embrionario por reduzir
o fluxo de sangue uterino e aumentar a temperatura uterina (Gwazdauskas et al., 1975;
Roman-Ponce et al., 1978), reduzir as concentracbes plasmaticas de estradiol
(Gwazdauskas et al., 1981; Wilson et al., 1998a, 1998b), e por alterar a secrecdo de
proteinas uterinas (Malayer et al., 1988; Malayer & Hansen, 1990). Estas alteracdes
inibem o desenvolvimento embrionério (Rivera & Hansen, 2001), aumentam a perda do
embrido nos estagios iniciais de desenvolvimento, reduzem o sucesso da inseminagao
artificial e da producdo de embriBes por superovulacdo (Gordon et al., 1987; Alfujairi et
al., 1993). O ET pode promover o aumento da secrecdo de prostaglandina pelo
endométrio e induzir lutedlise prematura em decorréncia da dificuldade do embrido
gerar sinais bioquimicos que sinalizam a gestacdo (Putney et al., 1988, 1989).

Adicionalmente, o ET altera o padrdo de desenvolvimento folicular em bovinos
(Roth et al., 2000), diminui o tamanho do foliculo dominante da primeira e segunda
ondas foliculares do ciclo estral (Wilson et al., 1998a, 1998b) e deprime a dominancia
folicular (Wilson et al., 1998b). Consequentemente, mais de um foliculo dominante
poderia se desenvolver no periodo pré-ovulatério, resultando em dupla ovulacdo
(Kornmatitsuk et al., 2008; Ryan & Boland 1991). Em estudo realizado por Torres
Junior et al. (2008), vacas da raca Gir (Bos indicus) foram submetidas ao ET e
apresentaram efeito retardado sobre a funcdo reprodutiva, manifestando maior
incidéncia de foliculos grandes e codominancia folicular, reduzindo a duracdo do ciclo
estral, concentracdo de progesterona (P4) e capacidade de desenvolvimento do odcito.
As alteracdes no desenvolvimento folicular durante o ET provavelmente afetam outros
eventos reprodutivos como a secrecdo de gonadotrofinas (Gilad et al., 1993),
desenvolvimento do corpo lateo (Wolfenson et al., 1993) e consequentemente secrecdo
de progesterona (Breuel et al., 1993).

Os efeitos da alta temperatura ambiente nas funcgdes reprodutivas séo exacerbados
pelo aumento na producdo de calor metabolico associado a lactacdo (Sartori et al.,
2002) e pelo aumento da umidade relativa (Bianca, 1965; West, 2003). Vacas em
lactacdo sdo mais suscetiveis ao ET do que novilhas (Cavestany et al., 1985; Wilson et
al., 1998b; Pires et al., 2001) e uma explicacdo seria o fato de que o calor metabolico
produzido pelas vacas em lactacdo promove hipertermia durante o verdo, enquanto que
em novilhas a producdo de calor metabdlico é menor e, provavelmente, ndo apresentam
hipertermia nas mesmas temperaturas ambientais que as vacas (Wilson et al., 1998b).

Pires et al. (2001), trabalhando com animais puros de origem (PO) da raca HPB
no estado de Minas Gerais, relataram influéncia positiva do verdo (época das chuvas)
nas taxas de prenhez de novilhas (85,4% no verdo e 78,3% no inverno). Por outro lado,
as taxas de prenhez de vacas em lactacdo foram 45,7 e 71,2% no verdo e no inverno,
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respectivamente, demonstrando um efeito negativo do aumento da temperatura (verao)
na fertilidade das vacas.

A resisténcia ao ET esta possivelmente relacionada as caracteristicas genéticas e
raciais do animal. Desta forma, racas adaptadas apresentam menores temperaturas
corporeas durante o ET do que racas ndo adaptadas (Hammond et al., 1996, 1998;
Gaughan et al., 1999). A habilidade de racas adaptadas em regular a temperatura
corpdrea durante o ET é o resultado de menores taxas metabdlicas, bem como maior
capacidade de perda de calor (Hansen, 2004), contribuindo assim para a maior
fertilidade desses animais (Hansen, 1999).

Entre as racas zebuinas e européias, ha diferencas quanto a resisténcia ao ET. O
gado zebuino possui maior capacidade de regular a temperatura corporal em resposta ao
ET do que o gado de origem européia (Hansen, 2004). Evidéncias comprovam que racas
adaptadas a climas quentes adquirem genes que protegem suas células contra os efeitos
deletérios do ET (Hansen, 2004). A influéncia do ET sobre as células pode ser
observada nas racas HPB e Brahman, onde ocorre uma maior reducdo na sintese de
DNA das células endometriais de vacas HPB do que em vacas Brahman (Malayer &
Hansen, 1990). Adicionalmente, a exposicdo a elevadas temperaturas exerce um efeito
menos deletério sobre os linfocitos de racas adaptadas ao calor (Brahman e Senepol) do
que sobre os linfécitos de racas ndo adaptadas (Angus; Kamwanja et al., 1994; Paula-
Lopes et al., 2003).

Dikmen et al. (2009) demonstraram que a regulacdo da temperatura corpdrea em
vacas em lactacdo pode ser influenciada pela heterose. Neste estudo foi avaliado o efeito
do gendtipo na capacidade de termorregulacdo em vacas das racas HPB, Jersey,
mesticas (Sueca Vermelha x HPB) e mesticas (Jersey x HPB). Os resultados apontaram
que vacas mesticas (Jersey x HPB) apresentaram maior capacidade de termorregulagéo
em relacdo as outras racas, evidenciando assim, o efeito da heterose sobre a
termorregulacdo. Além disso, Pegorer et al. (2007) observaram que, durante o verdo, a
inseminacdo artificial de vacas HPB com touros da raca Gir resultou em taxas de
prenhez mais elevadas do que a IA com touros HPB. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por Prayaga (2003), o qual demonstrou que o cruzamento entre ragas
zebuinas e taurinas apresenta melhor adaptabilidade as condi¢cbes ambientais do que o
cruzamento apenas entre racas taurinas. Desta forma, é provavel que a capacidade de
termorregulacdo possa ser melhorada através de cruzamentos adequados e pela
exploracdo da heterose.

ESTUDOS IN VITRO

Trabalhos in vitro demonstram que a exposi¢do do oocito ou do embrido ao ET
tem influéncia no seu desenvolvimento subsequente. Oocitos de vacas HPB, aspirados
durante o verdo, apresentaram menor capacidade de desenvolvimento até a fase de
blastocisto apos a fertilizacdo in vitro, comparado a oocitos obtidos durante o inverno
(Rocha et al., 1998; Al-Katanani & Hansen 2002). Além disso, a exposi¢do do
complexo cumulus-oécito (COCs) de bovinos a elevadas temperaturas nas primeiras 12
horas de maturagdo in vitro compromete a arquitetura do citoesqueleto, reduzem a
maturacdo nuclear do odcito (Roth & Hansen, 2005), alteram a sintese de novas
proteinas (Edwards & Hansen, 1996, 1997), promove o aumento de radicais livres
(Lawrence et al., 2004) e induzem o odcito a apoptose (Roth & Hansen, 2004). Estes
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efeitos deletérios diminuem a capacidade do odcito se desenvolver a blastocisto apds a
fertilizacdo in vitro (Edwards et al., 1997).

Edwards & Hansen (1996) observaram que a exposi¢cdo de odcitos ao ET
reduziu seu desenvolvimento até a fase de blastocisto (30% vs 10% para od6citos
cultivados a 39 e 41 °C, respectivamente). Resultados semelhantes foram relatados em
outro experimento realizado por Edwards & Hansen (1997, 35% vs 18% para 00citos
cultivados a 39 e 41 °C, respectivamente). Além disso, Rivera & Hansen (2001)
verificaram que o ET a 41 °C, aplicado durante a fertilizacdo e nos estagios de uma ou
duas células, prejudica o desenvolvimento embrionario.

Experimentos realizados in vitro, nos quais embrides bovinos foram expostos a
um padrdo de temperatura ambiente semelhante aquele experimentado por vacas
leiteiras em fase de lactacdo na Florida, submetidas ao ET (EUA; temperatura variando
de 38,5 a 40,5 °C, durante 8 dias de cultivo in vitro; Rivera & Hansen, 2001) ou na
regido sudeste de Queensland (Australia, temperatura variando de 39,5 a 41,0 °C,
durante as primeiras 48h de cultivo in vitro; Sugiyama et al. 2007), mostraram
desenvolvimento reduzido até a fase de blastocisto. Desta forma, estes estudos
demonstram que as altas temperaturas em determinadas épocas do ano podem
influenciar negativamente na producdo embrionaria.

Vaérios estudos demonstram que embrifes Bos indicus e Bos taurus adaptados
(Romosinuano) sdo menos afetados por elevadas temperaturas do que embriGes Bos
taurus ndo adaptados (HPB e Angus, Block et al., 2002; Barros et al., 2006). Paula-
Lopes et al. (2001) observaram que embrides de raca resistente ao calor (Brahman) se
desenvolveram melhor ap6s o ET do que embrides de racas sensiveis ao calor (HPB e
Angus). De forma similar, Barros et al. (2006) e Eberhardt et al. (2009) observaram que
embrides da raca Nelore foram mais resistentes ao ET que embriGes mesticos (0dcito
taurino x sémen zebuino) desenvolvidos in vitro; e Hernandez-Céron et al. (2004)
mostraram que embrides Brahman e Romosinuano s&o mais resistentes ao ET que
embribes da raca Angus.

Embrides produzidos através da fertilizacdo de odcitos provenientes de vacas da
raca Brahman com sémen de touro da raca Angus sdo mais resistentes ao ETC que
embrides produzidos pela fertilizacdo de odcitos provenientes de vacas da raca
Holandesa com sémen de touros Angus (Block et al., 2002). Entretanto, ndo houve
diferenca com relacdo a resisténcia ao ETC para embrifes Holandés x Brahman e
Holandés x Angus (Block et al., 2002). Estes resultados indicam que a contribuicdo do
odcito é mais importante do que a do espermatozOide na capacidade dos embrides
Brahman resistirem aos efeitos do estresse caldrico. De forma similar, Saito et al.
(2006) e Satrapa et al. (2011a) verificaram que o ET (41 °C por 12h, 96 horas apds a
inseminacédo - hpi) diminuiu significativamente as taxas de blastocisto e de blastocisto
eclodido, tanto para oocitos HPB fertilizados com sémen Gir quanto sémen HPB, ou
seja, 0 uso de sémen da raca Gir (Bos indicus) ndo tornou os embribes mais
termotolerantes.

Por outro lado, Eberhardt et al. (2009) observaram que odcitos de vacas HPB,
fertilizados com sémen Nelore (n=2), sdo mais resistentes ao ET do que oocitos HPB
fertilizados com sémen Angus, indicando que, além do odcito, a raga do touro também
pode influenciar a resisténcia do embrido ao ET. O fato de Eberhardt et al. (2009) terem
utilizado apenas dois touros para cada raga, pode ter influenciado os resultados, ou seja,
o efeito do touro em si pode ter sido preponderante em relacéo a influéncia da raca (Bos
indicus vs Bos taurus) na resisténcia ao ET. De fato, varios estudos mostram que a
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producéo in vitro de embrides pode variar de 0 a 36% de acordo com o touro utilizado
(Lacandra et al., 1993; Lazzari & Galli, 1993; Parrish et al., 1986). Palma & Sinowatz
(2004) testaram 63 touros na producgdo de embrides in vitro e observaram que houve
variacdes de touro para touro nas taxas de clivagem (36,3 a 93,4%) e de blastocisto (6,9
a 51,2%). Estes dados séo indicativos de que ha diferengas entre touros quanto a sua
capacidade de fertilizag&o.

Efeitos dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) no
desenvolvimento embrionario

A familia de fatores de crescimento semelhante a insulina é formada pelos fatores
de crescimento IGF-1 e Il. Ambos sdo polipeptideos relacionados a pro-insulina e
apresentam receptores especificos na superficie celular. O IGF circula no plasma ligado
as proteinas de ligacdo ao IGF (do inglés IGF-binding proteins - IGFBP), que tém como
funcdo levar o IGF as suas células alvos (Kane et al., 1997). O transporte e a funcdo dos
IGFs sdo modulados pelas interacBes de pelo menos seis IGFBPs. Os membros da
familia IGF desempenham papel importante na fungdo ovarina e desenvolvimento
embrionario.

Tanto os IGFs | e 11, como seus receptores (IGFR-1 e 1), sdo expressos em 06citos
e durante todo o desenvolvimento de embribes bovinos e ovinos produzidos in vitro
(Nuttinck et al., 2004; Lonergan et al., 2000; Winger et al, 1997), sugerindo a
importancia deste fator de crescimento na funcdo oocitdria e embrionaria,
principalmente por estimular a proliferagéo celular (Herrler et al., 1998; Lighten et al.,
1998). Além disso, a expressdo das IGFBPs (1 a 6) foi demonstrada em odcitos
(Lonergan et al., 2000; Satrapa et al., 2011b) e embrides de ratos e bovinos (Winger et
al., 1997; Heyner et al., 1993). Sabe-se que a reducdo das proteinas ligantes de IGF
(IGFBPs) tem sido associada a aumento da atividade proteolitica da proteina sérica A
associada a prenhez (PAPP-A), responsavel pela degradacdo de IGFBPs, levando ao
aumento da biodisponibilidade de IGF livre (Monget et al., 2003).

Os efeitos benéficos do IGF-1 no desenvolvimento embrionario, tanto na presenca
quanto na auséncia de estresse, tém sido demonstrados em varias espécies. A adi¢do de
IGF-1 ao meio de cultura proporcionou um aumento na taxa de producdo de morulas e
blastocistos (Moreira et al., 2002; Herrler et al., 1998; Block et al., 2003; Sirisathien et
al., 2003, Satrapa et al., 2011a) e no numero de células no estdgio de blastocisto
(Moreira et al., 2002; Sirisathien et al., 2003), bem como reduziu a incidéncia de
apoptose embrionaria em bovinos (Lonergan et al, 1996; Moreira, et al. 2002; Jousan &
Hansen, 2004; Bonilla et al., 2011).

A qualidade do embrido é sensivelmente afetada pelos fatores de crescimento a
que estdo submetidos os oocitos durante a fase de crescimento folicular (Sirard et al.,
2006). A suplementacdo do meio CIV com IGF-I tornou blastocistos mais resistentes a
temperatura elevada, aumentando a taxa de prenhez apés a transferéncia de embrides
para vacas Holandesas expostas ao estresse térmico in vivo (Block et al., 2003). A
exposicao de vacas produtoras de leite ao estresse térmico in vivo diminui o consumo de
materia seca, reduzindo os niveis circulantes de glicose, insulina e IGF-1. Essa reducgao
de IGF-1 compromete o crescimento folicular e a qualidade oocitaria (De Rensis &
Scaramuzzi, 2003).
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Ao comparar a expressdo do sistema IGF em odcitos e blastocistos oriundos de
vacas Nelore e HPB, Satrapa et al. (2011b) observaram que as expressdes de IGF-1 e I,
IGFR-1 e Il e IGFBP-2 e 4 foram maiores em o0citos provenientes de vacas HPB
qguando comparados aos de vacas Nelore. Porém, a expressao da PAPP-A (responsavel
pela degradacdo de IGFBPs) foi significativamente maior em Nelore do que em HPB.
Além disso, o IGF-I foi mais expresso em blastocistos submetidos ao ET, tanto em
Nelore quanto HPB, sendo este aumento mais evidente na raga Nelore. Embora nao
tenha sido investigada a expressdo proteica, estes resultados indicam que a maior
biodisponibilidade de IGF em odcitos e blastocistos de vacas da raca Nelore, pode
contribuir para a maior tolerancia desta raga ao ET, quando comparada a HPB.

Expressao de alguns genes relacionados ao desenvolvimento embrionario inicial

As alteracOes adaptativas que permitem aquisicdo de termotolerancia sdo
provavelmente resultado de mudangas na expressdao génica e/ou na atividade de
sistemas bioquimicos que comandam as funcdes celulares frente a alguma agressdo
como, por exemplo, as altas temperaturas (Edwards et al., 2001).

A resposta ao ET e a aquisicdo da capacidade de termotolerancia pelas células
submetidas a algum tipo de estresse envolve a sintese de moléculas citoprotetoras, como
as proteinas de choque térmico (heat shock protein - HSP). Nos mamiferos, a resposta
ao estresse inclui alteracdo de expressdo génica sob a regulagdo do fator de transcricdo
de choque térmico (HSF; Collier et al., 2008) com uma rapida induc¢éo de transcricdo de
HSPs em uma grande variedade de células e tecidos (Luft & Dix, 1999). O HSF1 é
essencial para a resposta ao choque térmico e também € necessario para o processo de
desenvolvimento (Akerfelt et al., 2007). A ativacdo de HSF1 é um processo que
envolve diversos passos. Primeiro, ocorre a trimerizacdo da molécula, seguido de
translocacdo para o nucleo e posterior ligacdo a dominios especificos do DNA com
ativacdo da transcricdo dos genes de HSPs (Akerfelt et al., 2007). HSF1 é fundamental
para a manutencdo da integridade celular durante o estresse, visto que células de ratos
knock-out para o gene HSF1 perderam a habilidade de desenvolver termotolerancia
(Zhang et al., 2002).

A producdo in vitro de embrides estd associada a mudancgas na expressao génica
e também baixa taxa de sobrevivéncia embrionaria pés-transferéncia, resultando em
altas taxas de abortos. Por isso, mais importante do que conseguir grandes quantidades
de embribes in vitro, é conseguir embrides com qualidade para gerarem gestacdes a
termo, com bezerros saudaveis (Hansen et al., 2010). El-Sayed et al. (2006)
identificaram um grupo de genes relacionados com a sobrevivéncia embrionaria ao
compararem embrides produzidos in vitro que, quando transferidos para receptoras,
geraram uma gestacdo ou foram reabsorvidos. Seis genes apresentaram maior expressao
génica nos embriGes que geraram uma gestacdo quando comparados aos embrides
reabsorvidos, sugerindo que estes genes podem ter um papel fundamental no
desenvolvimento inicial e na implantacdo dos embribes. Dentre estes genes, pode-se
citar o interferon-t (IFN-tau), CDX-2, PLAC8 e COX-2.

A formacdo do blastocisto depende da diferenciacdo das células em duas
linhagens, massa celular interna (MCI) e trofectoderma, que caracterizam as duas
primeiras linhagens de células no embrido de mamiferos. O trofectoderma forma um
epitélio de transporte que vai regular o transporte de ions e 4gua, levando ao acumulo de
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liguido e a formacgdo da blastocele (Strumpf et al., 2005). Interferon-t (IFN-t) ¢
secretado exclusivamente pelas células do trofectoderma. E o agente primario
responsavel pelo reconhecimento materno da gestagdo em bovinos (Thatcher et al.,
1995). Sua funcao ¢ inibir a secrecao uterina de prostaglandina F2a (PGF2a), substancia
luteolitica que leva a degradacdo do corpo lGteo e queda dos niveis de progesterona
(Thatcher et al., 2001).

Uma grande proporg¢do das perdas embrionarias coincide com o periodo em que
o concepto inibe a secre¢ao uterina de PGF2a. Por isso, € possivel que muitas perdas
ocorram porque certos embrides ndo tém a habilidade de secretar IFN-t e assim nao
suprimem a secre¢do de PGF2a (Thatcher et al., 2001). Além disso, ele também afeta a
expressdo de diversos genes no endométrio, numa célula especifica e num momento
especifico do desenvolvimento embrionario, que vao ser responsaveis pela
receptividade uterina a implantacdo e ao desenvolvimento do concepto (Bazer et al.,
2008). Diferencas na quantidade de secrecdo de IFN-t entre embrides bovinos
produzidos in vivo, in vitro e clonados pode ser responsavel pelas diferencas nas taxas
de prenhez apos transferéncia destes embrides para receptoras (Stojkovic et al., 1999).
Yao et al. (2009) demonstraram que MRNA de IFN-t foi primeiro expresso em
embribes bovinos produzidos in vitro no estagio de 16 células (dia 4 pds inseminacdo),
mantendo a expressdo nos estagios de morula e blastocisto.

O embrido em desenvolvimento produz prostaglandinas (PGs) que apresentam
diversas fungdes como, por exemplo, modular o local da implantagdo embrionaria no
endométrio. A proteina de COX2 (Prostaglandina G/H sintase 2), responsavel pela
sintese de PG, foi encontrada nas células da TE de embrides e altos niveis de expressdo
de COX2 foi detectada em blastocistos bovinos que resultaram em gestacdo e
nascimento a termo (El-Sayed et al., 2006). Maior expressdo da COX2 na janela de
implantacdo embrionaria sugere um papel importante das PGs liberadas pelo embrido na
mediacdo das interacbes com o Utero materno (El-Sayed et al., 2006). Durante a
implantacdo de embrides ovinos, as células trofoblasticas se tornam adesivas e a sua
capacidade de invasdo esta diretamente relacionada com os niveis de expressdo de
COX2 que, portanto, deve ter um papel importante na implantacdo embrionaria
(Charpigny et al., 1997).

O CDX-2, um fator de transcricdo, € um gene expresso especificamente pelo
trofectoderma, sendo necessario para sua formacdo e integridade e, portanto, importante
para o desenvolvimento normal do embrido (Strumpf et al., 2005; Bell et al., 2008). Em
ratos, ja estd bem estabelecido que o CDX-2 é importante para a implantacdo e
desenvolvimento da placenta (Chawengsaksophak et al., 2004). Embriées CDX-2 nulo
falham em implantar e morrem no estagio peri-implantacional, sugerindo defeito no
desenvolvimento do trofectoderma. Esta falha na implantacdo é devido a perda da
integridade do epitéelio do trofectoderma e/ou aumento da apoptose no trofectoderma
(Chawengsaksophak et al., 2004).

Poucos trabalhos analisaram a expressdo de CDX-2 em embrides bovinos. Num
destes trabalhos, foi verificado que o gene CDX-2 encontra-se aumentado em embrides
bovinos produzidos in vitro que, quando transferidos, originaram gestacdo, quando
comparados com aqueles embrides que sofreram reabsorcdo uterina ao serem
transferidos (El-Sayed et al., 2006). Embrides bovinos produzidos por transferéncia
nuclear apresentam expressdo de CDX-2 alterada e em quantidade inferior quando
comparado com embrides produzidos in vivo. Talvez isto explique o fato dos embrides
produzidos por transferéncia nuclear apresentarem maior taxa de perda embrionaria
quando comparado com os produzidos in vivo (Hall et al., 2005).
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O gene PLACS é substancialmente expresso no trofectoderma dos embrifes no
estdgio de pré-implantacdo, e continua sendo expresso nas células trofoblasticas
gigantes e na camada de espongiotrofoblastos nas fases posteriores do desenvolvimento
embrionario. Estudos em bovinos mostraram que o PLACS8 ¢ altamente expresso no
endométrio de vacas gestantes quando comparado com vacas ndo gestantes, sugerindo
seu potencial papel no desenvolvimento placentario (Galaviz-Hernandez et al., 2003).A
expressdo de PLACS foi 26 vezes maior nos blastocistos bovinos que resultaram em
gestacdo quando comparado com aqueles que sofreram reabsorcdo (El-Sayed et al.,
2006).

Ao investigar a expressdo dos genes COX2, CDX-2, IFN-t, HSF1, HSP70 e
PLAC8 em embrides Jersey e Nelore produzidos in vitro, submetidos ou néo ao ET,
Silva et al. (2011) observaram que o estresse térmico (96 hpi, 41 °C, 6h) reduziu
significativamente a producdo de blastocisto na raga Jersey, mas ndo na raca Nelore.
Além disso, detectarem maior expressao dos genes PLAC8 e CDX2 nos embrides da
raca Nelore, cultivados a 38,5 °C, quando comparados aos da raca Jersey; relataram
reducdo na expressdo dos genes CDX-2, COX2 (apenas na Jersey), HSF1 (apenas na
Nelore) e PLAC8, o que poderia comprometer a implantacdo e a manutencdo da
gestacdo. Estes resultados corroboram os achados de Sartorelli et al. (2006) que, ao
transferirem para receptoras mesticas embrides da racas Nelore e Angus, submetidos ou
ndo a ET in vitro (96 hpi, 41 °C, 12h), observaram diminuicdo na taxa de gestacdo dos
embrides Angus (7%; 1/14) quando comparados aos Nelore (29%; 11/38).

Em suma, varios experimentos in vivo e in vitro evidenciam a maior resisténcia
dos embrifes de racas zebuinas aos efeitos deletérios do estresse calrico, quando
comparados aos de racas taurinas. Na medida em que compreendermos 0S mecanismos
celulares que tornam os zebuinos mais termotolerantes, maiores serdo as oportunidades
de desenvolvermos estratégias que minimizem os efeitos nocivos do estresse térmico
em racas mais sensiveis ao calor.
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Resumen. Los protocolos de superovulacion han mejorado mucho desde los primeros
dias en la transferencia de embriones bovinos cuando las gonadotrofinas purificadas no
estaban disponibles, la dindmica de la onda folicular era un fenémeno fisiologico
desconocido y las prostaglandinas no estaban disponibles. Aunque los protocolos
superestimulatorios en el ganado son iniciados normalmente durante la mitad del ciclo,
el control de la emergencia de la onda folicular y de la ovulacion ha tenido un gran
impacto en la aplicacion en el campo de la transferencia de embriones. Sin embargo, el
tratamiento mas comun para la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular
implica el uso de estradiol, el cual no estd permitido su uso en muchas partes del
mundo. Por lo tanto, la necesidad de tratamientos alternativos ha conducido a
investigaciones recientes. Un enfoque que se ha mostrado prometedor es iniciar los
tratamientos con FSH en el momento del inicio de la emergencia de una nueva onda
folicular seguida de una ovulacion inducida con GnRH. Alternativamente, se ha
demostrado que es posible ignorar el momento de la onda folicular, y extender el
protocolo de tratamiento, para inducir foliculos subordinados. Por Gltimo, la corta vida
media de la FSH hipofisaria necesita dos tratamientos diarios los cuales demandan
mucho tiempo, estrés y esta sujeto a error. Protocolos de tratamiento recientes han
permitido la superovulaciéncon con dos inyecciones de FSH cada 48 horas, lo que
reduce la necesidad de manejo de los animales durante los tratamientos con
superovulatorios.

Palabras clave: bovino, transferencia de embriones, superovulacion, gonadotrofinas,
onda folicular

Introduccion

Los tratamientos superovulatorios tradicionales consistian de una sola
administracion de gonadotrofina coridnica equina (eCG) o dos inyecciones diarias de
extractos pituitarios de FSH por 4 o 5 dias (Mapletoft et al., 2002). La gonadotrofina
corionica equina en una glicoproteina compleja con una larga vida media (méas de 40
horas) lo que representa una ventaja practica, ya que una sola aplicacién inducira
superestimulacion ovarica (Murphy and Martinuk, 1991). Sin embargo, esto se traduce
en un mayor numero de foliculos de gran tamafio en el momento de la colecta de
ovocitos/embriones lo que afecta la eficiencia de la colecta y la calidad de los embriones
cuando se superestimulan vacas Bos taurus (Gonzalez et al., 1994). En contraste, la vida
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media de la FSH es muy corta (aproximadamente 5 horas) en la vaca (Laster, 1972),
necesitando frecuentes aplicaciones para inducir superestimulacion (Monniaux et al.,
1983). Dos tratamientos diarios con FSH han resultado en mayor respuesta
superovulatoria que una sola aplicacion diaria (Looney et al., 1981; Monniaux et al.,
1983, Walsh et al., 1993).

La variabilidad en la respuesta superovulatoria, el tiempo y esfuerzo requerido
para los tratamientos y la deteccion de celo han sido los principales factores limitantes
que afectan el uso de la tecnologia de transferencia de embriones en programas de
mejoramiento genético. Aunque el reciente desarrollo de protocolos en el control de la
emergencia de la onda folicular y de la ovulacion no han eliminado la variabilidad en la
respuesta superovulatoria, estos han tenido un impacto positivo sobre la aplicacion
permitiendo el inicio de los tratamientos en cualquier momento del ciclo (B6 et al.,
2002; 2006; Mapletoft et al., 2002). Ademas, los protocolos que sincronizan la
ovulacion han permitido la inseminacién artificial (1A) de vacas donantes a tiempo fijo,
evitando asi la necesidad de detectar celo (Baruselli et al., 2006; B0 et al., 2006). Asi,
los tratamientos son ahora mas “amigables” y mas faciles de implementar en el campo y
no dependen de la eficiencia de la deteccion de celo. Como el tratamiento mas
comunmente utilizado para la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular para
la superestimulacion (es decir, estradiol) no puede ser utilizado en muchos paises (Lane
et al., 2008), tratamientos alternativos estan siendo investigados. De manera similar, la
induccion de la superovulacion con FSH hipofisaria sin la necesidad dos tratamientos
diarios es también sujeta a estudios recientes. Esta revision tiene por objeto seguir la
evolucion de los protocolos de tratamientos superovulatorios y ofrecer algunas
alternativas en la superestimulacion de vacas donantes, independientemente del
momento del ciclo estral y en la simplificacion de los protocolos de tratamiento sin
comprometer la produccién de embriones transferibles.

Superestimulacion: Enfoque tradicional

En los primeros afios de la superestimulacion, el tratamiento con eCG se hizo
coincidir con la regresion natural del CL, es decir aproximadamente a partir del Dia 16
del ciclo. Con la introduccion de la prostaglandina F2a (PGF) fue posible iniciar
tratamientos con gonadotrofinas en diferentes momentos del ciclo estral. Despues
muchos profesionales pasaron a iniciar los tratamientos con gonadotrofinas durante la
mitad del ciclo (es decir 8 a 12 dias después del estro). Aunque esto se basd
inicialmente en una cuestion empirica y algunos datos experimentales (Lindsell et al.,
1986), ahora se sabe que este abarca el momento de la aparicion de la segunda onda
folicular en el ganado bovino (Pierson y Ginther, 1987; Ginther et al., 1989). La
respuesta superovulatoria es mayor cuando los tratamientos con gonadotrofinas son
iniciados precisamente en el momento de la emergencia de la onda folicular en lugar de
1 0 2 dias después (Nasser et al., 1993), por lo que es necesario sincronizar el momento
de la emergencia de la onda folicular en un grupo de animales (B0 et al., 1995).

Con respecto al momento y protocolo de apliacion de la FSH y la PGF, muchos
profesionales prefieren dosis decrecientes de FSH y tratar con PGF en el tercer dia del
protocolo de tratamiento, mientras que otros prefieren tratar con PGF en el cuarto dia, y
muchos no tratan con FSH en el dia después de la administracion de PGF. De todos
modos, la mayoria de los protocolos de tratamiento de superestimulacion han logrado
inducir superovulacién en la mayoria de las circunstancias (revisado en Mapletoft et al.,
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2002). Otros incorporan un dispositivo con progesterona dentro del protocolo para
asegurarse de que las donantes no entren en celo (B0 et al., 2006). En todos los casos,
las inseminaciones son normalmente realizadas 12 y 24 horas después del inicio del celo
(Mapletoft et al., 2002). Aunque el inicio de los tratamientos superestimulatorios
durante la mitad del ciclo ha servido en la industria de la transferencia de embriones, los
protocolos de tratamiento convencionales requieren que el personal esté dedicado a la
deteccion del estro y que todas las donantes demuestren celo mas o menos al mismo
tiempo para comenzar los tratamientos superestimulatorios en un momento oportuno, es
decir en la mitad del ciclo.

Manipulacion de la onda folicular para superestimulacion

Estradiol y progesterona

La capacidad de inducir la emergencia de la onda folicular permite iniciar las
superestimulacion sin tener en cuenta el momento del ciclo estral y eliminar la
necesidad de detectar celo o de esperar 8 a 12 dias para iniciar los tratamientos con
gonadotrofinas (Mapletoft et al., 2002). En la década de los "90, reportamos sobre el
uso de progestagenos y estradiol para inducir la sincronizacién de la emergencia de una
nueva onda folicular (B0 et al., 1995) y este enfoque para la superovulacion en la vaca
ha sido revisada ampliamente (B¢ et al., 2002; Mapletoft et al., 2002). Esto ha sido
utilizado por profesionales alrededor del mundo y ha sido incorporado recientemente
dentro de los protocolos que permiten la 1A a tiempo fijo de las donantes (B0 et al.,
2006; Baruselli et al., 2006).

El protocolo mas comun para sincronizar la emergencia de la onda
folicular para la superestimulacion incluye la administracién de 5 0 2,5 mg de estradiol-
178 o 2,5 mg de benzoato de estradiol mas 100 o 50 mg de progesterona por via
intramuscular en el momento de la insercion de un dispositivo intravaginal con
progesterona (revisado en B4 et al., 2002; 2006; Mapletoft et al., 2002). El tratamiento
con estradiol suprime la liberacion de FSH e induce atresia folicular. Una vez que el
estradiol es metabolizado, surge la FSH y emerge una nueva onda folicular,
aproximadamente 4 dias después (B0 et al., 1995). Los tratamientos con gonadotrofinas
son iniciados 4 dias después del tratamiento.

IA a tiempo fijo en donantes

Barros y otros colegas han desarrollado un protocolo superestimulatorio en
ganado Bos indicus que lo denominan como protocolo P-36 (Barros y Nogueira, 2005).
En este protocolo, el dispositivo con progestageno permanece por hasta 36 horas
después de la administracién de PGF (por lo tanto, el protocolo fue Ilamado P-36) y la
ovulacion es inducida por la administracion de pLH (Lutropin, Bioniche Animal
Health) 0 GnRH 12 horas después de retirado el dispositivo (es decir, 48 horas después
de la PGF). Puesto que la ovulacion ocurre entre 24 y 36 horas después de la
administracion de pLH (Nogueira y Barros, 2003), la IA a tiempo fijo se realiza 12 a 24
horas después de la pLH, eliminando la necesidad de detectar el estro.
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En una serie de experimentos en donde el tiempo de las ovulaciones fueron
monitoreadas por ultrasonografia en donantes Bos taurus, demostramos que la
sincronizacion de la ovulacion podria ser incorporado en un protocolo de IA a tiempo
fijo sin deteccion de celo y sin comprometer los resultados. Basicamente, el tiempo de
remocion del dispositivo con progesterona fue demorado para prevenir ovulaciones
tempranas y permitir el desarrollo de los foliculos mas pequenos de crecer mas y
desarrllar receptores de LH, seguido de la induccién de la ovulacion con GnRH o pLH.
En este protocolo, la emergencia de la onda folicular es sincronizadacon estradiol y un
dispositivo con progesterona en el Dia 0 y los tratamientos con FSH son iniciados en el
Dia 4. En el Dia 6, se inyecta PGF AM-PM y en la mafiana del Dia 7, el dispositivo con
progesterona es removido (Protocolo P-24). En el Dia 8 AM (12 horas después), se
inyecta GnRH o pLH y las inseminaciones se realizan 12 y 24 horas despues. Desde una
perspectiva practica, la IA a tiempo fijo en donantes ha demostrado ser muy util para los
profesionales que trabajan en la transferencia de embriones (Larkin et al., 2006).

Estudios en vacas lecheras de alta produccion (Bos taurus) en Brasil han indicado
que es preferible permitir un periodo adicional de 12 horas antes de retirar el dispositivo
con progesterona (es decir, el Dia 7 PM; P-36) seguido por GnRH 24 horas después (es
decir, el Dia 8 PM) con IA a tiempo fijo 12 y 24 horas mas tarde (B6 et al. 2006). En
razas Bos indicus, se encontrd que es preferible remover el dispositivo con progesterona
en el Dia 7 PM (P-36), seguido por GnRH 12 horas después (es decir, el Dia 8 AM;
Baruselli et al., 2006). Aunque las donantes son normalmente inseminadas dos veces,
12 y 24 horas después de la administracion de GnRH o pLH, es posible utilizar una
sola inseminacién 16 horas después de la pLH, pero la calidad seminal es clave para
obtener buenos resultados con una sola IA (Baruselli et al., 2006).

Enfoques alternativos para la sincronizacion de la onda folicular vy
superestimulacion

Ablacion folicular

Una alternativa al estradiol es eliminar el efecto supresivo del foliculo
dominante mediante ablacién folicular guiada por ultrasonografia (Bungartz y Niemann,
1994; Bergfelt et al., 1997). Estudios iniciales involucran la ablacion de todos los
foliculos > 5 mm (Bergfelt et al., 1997), pero posteriormente demostraron que es
necesario ablacionar solamente los dos foliculos méas grandes (Baracaldo et al., 2000)
para estar seguros de que el foliculo dominate fue eliminado. Los tratamientos
superestimulatorios deben ser iniciados 1.5 a 2 dias despues, en el momento de la
emergencia de la onda folicular. Aungue la ablacion folicular ha demostrado ser
altamente efectiva (revisado en B0 et al., 2006), el equipamiento de ultrasonido y
personal entrenado son requeridos siendo esto mas apropiado para centros de
produccion de embriones, donde todas las donantes estan alojadas en un mismo lugar.
En este caso una opcion practica es hacer la aspiracion de los foliculos y utilizar los
ovocitos para la produccion in vitro de embriones y dos dias después de la aspiracion
comenzar con los tratamientos con FSH para obtener embriones in vivo y poder
congelarlos.

GnRH o pLH
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Se ha demostrado que la admisntracion de GnRH inducira la ovulacién de un
foliculo dominante desarrollado (Macmillan y Thatcher, 1991). Sin embargo, la
emergencia de la onda folicular ocurre solo cuando la GnRH induce ovulacion
(Martinez et al., 1999) y las tasas de ovulacion después del tratamiento con GnRH en
diferentes momentos del ciclo estral en vacas ha sido reportado con un rango de 44,3%
al 60% (Colazo et al., 2009). Por lo tanto, el intervalo desde el tratamiento con GnRH y
la emergencia de la onda puede ser inconsistente para la superestimulacion. En efecto,
Deyo et al., (2001) reporté una produccion de embriones insatisfactoria después de la
sincronizacién de la emergencia de la onda folicular con GnRH. Sin embargo,
resultados recientes (Hinshaw, pers. comm.; Steel y Hasler, 2009) y una investigacion
con 411 donantes lecheras (Wock et al., 2008) han revelado resultados prometedores.
Basicamente, un dispositivo con progesterona es insertado en cualquier momento del
ciclo estral y la GnRH es administrada 2 o 3 dias después comenzando los tratamientos
superestimulatorios 1,5 a 2,5 dias después.

Superestimulacion en la primera onda folicular después de la sincronizaciéon de la
ovulacion con GnRH

La emergencia de la primera onda folicular ocurre constantemente en el dia de la
ovulacion (o el dia después de iniciado el celo) en el ganado bovino (Ginther et al.,
1989). Nasser et al. (1993) han demostrado que la superestimulacion se puede iniciar en
el momento de la emergencia de la primera onda folicular, y los foliculos en la primera
onda folicular son tan sensibles a los tratamientos con gonadotrofinas como los
foliculos de la segunda onda (Adams et al., 1994). Sin embargo, un dispositivo con
progesterona debe estar en su lugar durante el tratamiento con FSH en la primera onda
para asegurar la calidad embrionaria (Nasser et al., 2011).

Un enfoque alternativo resulta en combinar el uso de GnRH y un dispositivo con
progesterona (revisado por Bé et al., 2010). En este protocolo, un foliculo persistente es
inducido por el uso estratégico de PGF y un dispositivo con progesterona (Small et al.,
2009) y GnRH o pLH es usada para inducir la ovulacion, momento en el cual son
iniciados los tratamientos con gonadotrofinas. El protocolo mas facil y eficaz de utilizar
consiste en la insercién de un dispositivo con progesterona y la administracion de PGF
en cualquier momento del ciclo estral (Dia 0). El dispositivo con progesterona
permanece en su lugar hasta el final de los tratamientos con FSH. La GnRH es
administrada en el Dia 7 AM vy los tratamientos con FSH son iniciados 36 horas después
(es decir, Dia 8 PM), en el momento esperado de la ovulacion. El dispositivo con
progesterona es removido y la PGF administrada en el Dia 12 AM, y mediante la
adicion de una segunda inyeccion de GnRH 24 horas después para sincronizar la
ovulacion, se realiza la IA a tiempo fijo 12 y 24 horas més tarde. Este protocolo resultd
en 90% de vacas Bos taurus y Bos taurus x Bos indicus ovulando con la primera
inyeccion de GnRH, la cual sincronizé la emergencia de la onda folicular. Este
protocolo puede ser utlilizado en cualquier momento del ciclo estral, sin deteccion de
celo y sin la disminucion en la produccién de embriones.

Efecto del prolongamiento del protocolo de tratamiento superovulatorio sobre la
respuesta ovarica y el nimero de embriones transferibles
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Durante una onda folicular normal, los foliculos subordinados regresan por las
concentraciones bajas de FSH, causados por las secreciones de estradiol e inhibina del
foliculo dominante (Adams et al., 1992; 1993). Foliculos pequefios requieren FSH para
continuar con su crecimiento y recientes estudios indican que foliculos tan pequefios
como de 1 mm de diametro comenzaran a crecer bajo la influencia de la FSH (revisado
en Adams et al., 2008). Quiza todo lo que se necesite para la superovulacién es la
presencia de foliculos de 3 a 4 mm de didmetro en el momento que sea iniciado el
protocolo tradicional de superestimulacion durante 4 6 5 dias. Asumiendo una tasa de
crecimiento de 1 a 2 mm por dia, esto deberia tomar 2-3 dias, o0 sea, sumar 2-3 dias al
protocolo de superestimulacién. Bajo estas circunstancias, la presencia del foliculo
dominante puede no tener ningin efecto en la respuesta superovulatoria, la FSH
exogena reemplaza a aquella que esta siendo inhibida por las sustancias que secreta el
foliculo dominante. De hecho, B0 et al., (2008) superovuld con éxito donantes en
cualquier momento del ciclo estral, sin tener en cuenta la presencia de un foliculo
dominante. Dosis pequefias de FSH fueron administradas dos veces diarias comenzando
2 dias antes del dia esperado de la emergencia de la onda folicular y el protocolo de
tratamiento regular con FSH comienza 2 dias después. Alternativamente, los 2 dias de
pretratamiento con FSH podria ser reemplazado con una inyeccion de 500 Ul de eCG.
Caccia et al., (2000) reportaron que la administracion de 500 Ul de eCG 2 dias antes de
iniciado los tratamientos con FSH tendieron a incrementar la respuesta superovulatoria
en vacas donantes para carne y el pretratamiento de donantes con pobre respuesta con
500 Ul de eCG resultaron en un incremento de la produccién de embriones mayor que
en aqueelas sin eCG (Bo et al., 2008). Se planted la hipotesis que el pretratamiento con
eCG dio lugar a foliclos adicionales reclutados en la onda.

Otro estudio fue disefiado para evaluar la hipétesis de que un incremento en el
alargamiento de exposicion de los foliculos ovulatorios a FSH durante la
superestimulacion ovarica incrementara el niamero de ovulaciones y embriones viables
en vacas donantes (Garcia Guerra et al., 2012). Veinticuatro vacas de carne fueron
inicialmente sujetas a ablacion folicular en estados aleatorios del ciclo estral para
determinar el nimero de foliculos en la emergencia de la onda; las vacas con nimeros
comparables de foliculos fueron asignadas al azar en grupos por réplica. Se realiz6
ablacion folicular a todos los foliculos > 5 mm y se coloco un dispositivo intravaginal
con progesterona (PRID, Vetoquinol). El grupo Control (n=12) fue tratado con FSH
durante 4 dias mientras que las vacas en el grupo prolongado (n=12) tuvieron un
tratamiento con FSH por 7 dias. El tratamiento con FSH fue iniciado 1,5 dias después
de la ablacion (Dia 0) con una dosis total de 400 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V;
Bioniche Animal Health, Belleville ON, Canada). La dosis total de FSH fue distribuida
equitativamente en 8 inyecciones (Control) y en 14 inyecciones (Prolongado) por via
IM con intervalos de 12 horas. Se administraron 2 aplicaciones de prostaglandina F2a
(con un intervalo de 12 horas) con la quinta y sexta FSH (Control) o con oneava (11) y
doceava (12) FSH (Prolongado) y el PRID fue removido 12 horas después de la ultima
PGF. Ambos grupos recibieron 12,5 mg de pLH IM (Lutropin-V) 24 horas después de
la remocion del PRID y fueron IATF 12 y 24 horas después. Se realizd una tercera
inseminacion 12 horas mas tarde a todas las vacas que tenian 2 o mas foliculos > 9 mm
(12/12 y 9/12 en los grupos Control y Prolongado respectivamente; P=0,22). Todas las
vacas fueron sujetas a ultrasonografia transrectal cada dos dias y en el momento de la
colecta de los embriones. Los ovocitos/embriones fueron colectados por método no
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quirargico 7 dias después de la pLH y fueron evaluados siguiendo las recomendaciones
de la IETS. No se encontraron diferencias significativas en el nimero total de
ovocitos/embriones, pero hubo mé&s ovulaciones, cuerpo ldteo (CL) y ovocitos
fertilizados en el grupo Prolongado (P<0,05). En resumen, la prolongacion del
tratamiento superestimulatorio dio lugar a un aumento del nimero de ovulaciones sin
una disminucion de los ovocitos o embriones. Los datos sugieren que el tratamiento
superestimulatorio tradicional de 4 dias proporciona tiempo inadecuado para maximizar
la respuesta superovulatoria. Esta alternativa deberia ser tenida en cuenta para donantes
que responden poco a la superestimulacion.

Tabla 1. Respuesta Superovulatoria (promedio + EE) de vacas tratadas con un
tratamiento tradicional de 4 dias (Control) 6 un protocolo de tratamiento de 7 dias
(Prolongado).

Control Prolongado

Numero de ovulaciones (12 a 36 h después de 18,3i2,9b 30,9+3,9%
pLH)

CL 20,8+2,2° 27,242,1°
Foliculos anovulatorios (=9 mm) 3,6+1,0 3,6+1,2
Total ovocitos/embriones 11,3£2,0 13,842,3
Ovocitos fertilizados (%) 5,6+1,5° 8,0+£2.0°
Embriones transferibles (%) 4,2+1,5° 6,3+1,6"
Embriones congelables (%) 4,0+1,4° 6,0+1,6

b1 etras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).

Uso de eCG para estimular la etapa final de crecimiento folicular en un protocolo
de superestimulacion

La necesidad de FSH y LH en diferentes momentos durante la superestimulacion
ha sido objeto de debate. Estudios basicos en el desarrollo folicular han demostrado que
la FSH es necesaria para el reclutamiento y crecimiento folicular (Adams et al., 1992;
1993), hasta que el foliculo dominate alcanza un diametro de 8,5 mm en ganado Bos
taurus (Ginther et al., 1996) y 6,2 mm en ganado Bos indicus (Gimenes et al., 2008,
Sartorelli et al. 2005). Despues de la seleccion, los foliculos dominantes adquieren
receptores de LH y se transforman en LH dependientes (revisado en Mihm y Evans,
2008). Por lo tanto, los foliculos en el gando superestimulado pueden beneficiarse de la
inclusion de LH en el final del protocolo de tratamiento superestimulatorio.
Gonadotrofina corionica equina es una gonadotrofina con actividad FSH y LH (Steward
et al., 1976; Litch et al, 1979; Murphy y Martinuk, 1991) y podria proporcionar un
estimulo constante a los receptroes de LH de los foliculos en crecimiento cerca del final
de un tratamiento convencional con FSH.
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Barros et al. (2008) llevo a cabo un experimento en el cual vacas Nelore fueron
superestimuladas con FSH durante 3 dias; las tltimas dos inyecciones de FSH (en el
cuarto dia) fueron reemplazadas por dos inyecciones de 200 Ul de eCG. Este
tratamiento increment6 significativamente el nimero de ovocitos/embriones y aumento
numericamente el ndmero de embriones transferibles sobre las controles. Aungue
Sartori et al., (2009) no encontrd ningun efecto beneficioso en vaquillonas Nelore, méas
embriones transferibles fueron producidos en vacas Red Sindhi (Mattos et al., 2011).

Para investigar mas a fondo esta alternativa, se realizd un experimento en
ganado Brangus (Reano et al., 2009). Se utilizaron 38 vacas y 25 vaquillonas que fueron
asignadas al azar en tres grupos para ser superestimuladas con dos inyecciones diarias
de FSH durante 4 dias o recibir una sola aplicacion de 400 Ul de eCG después de las
primeras 4 inyecciones de FSH (es decir, en el Dia 6, cuando se administra la PGF; sin
tratamiento en e Dia 7) o recibir dos inyecciones de 200 Ul de eCG en el Dia 7 (después
de 6 inyecciones de FSH en los Dias 4, 5 y 6). No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo Control y aquellas que recibieron una sola dosis de 400 Ul
de eCG en el tercer dia (es decir, Dia 6) que sugiere que podria ser posible reducir el
namero de tratamientos requeridos para inducir la superestimulacion. Sin embargo, aun
mas importante, tratamientos con dos dosis de 20 Ul de eCG en el Dia 7 resultaron en
un aumento en el nimero de embriones transferibles.

Superestimulacion con una sola inyeccion subcutanea de FSH

La necesidad de inyectar dos veces por dia requiere permanente atencion por
parte del personal de campo y aumenta la posibilidad de cometer fallas debido al mal
manejo y errores en el tratamiento. Ademas, dos tratamientos por dia puede causar
estrés en las donantes con una disminucién en la respuesta superovulatoria (Bo et al.,
1994), y/o alterar el pico preovulatorio de LH (Stoebel y Moberg, 1982). Protocolos
simplificados de superestimulaciéon podrian reducir los costos de manejo y mejorar la
respuesta, particularmente en animales indéciles.

Una sola inyeccion subcutanea del total de la dosis de FSH ha demostrado
resultar en una respuesta superovulatoria equivalente a tratamientos con dos
aplicaciones diarias durante 4 dias (B0 et al., 1994). Sin embargo, la respuesta parece
depender de la condicién corporal; ocurre consistentemente una mayor respuesta
superovulatoria cuando la inyeccion subcutanea se realiza detras de la escapula que
cuando se administra en la region del cuello. De hecho, cualquier factor que aumento la
velocidad de absorcion de FSH (por ejemplo, inyeccion intramuscular o inyeccion en la
region del cuello en vacas flacas) resultd en una baja respuesta superovulatoria (Bo et
al., 1994). Los resultados fueron inconsistentes en vacas Holstein debido a una menor
cantidad de grasa subcutanea, pero esto se super0 parcialmente mediante el
fraccionamiento de la dosis total de FSH por lo que el 75% fue administrado por via
subcutanea detras de la escapula en el inicio del tratamiento y el 25% fue administrado
en el momento de la inyeccion de PGF 48 horas después (Lovie et al., 1994). Como
resultado este enfoque no fue utilizado ampliamente, especialmente en animales con
poca grasa subcutanea.

Superestimulacion utilizando una o dos inyecciones intramusculares de FSH en
hialuronato
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Superestimulacion con una sola inyeccion intramuscular

Una alternativa para inducir una consistente respuesta superovulatoria con una
sola aplicacion de FSH seria combinar extracto de pituitaria con agentes que resulten en
una lenta y sostenida liberacion de la hormona durante varios dias. Estos agentes son
denominados comUnmente polimeros, y son biodegradables y no reactivos en el tejido,
facilitando su uso en animales (Sutherland, 1991). Diversos reportes de una sola
aplicacion de FSH diluidos en diferentes polimeros han aparecido en la literatura, pero
todos han tenido limitaciones (revisado por B¢ et al., 2010).

Nosotros hemos realizado una serie de experimentos para evaluar la respuesta
superovulatoria en donantes de embriones tratadas con una inyeccion unica de
Folltropin-V asociado con una formulacion de liberaciéon lenta con Hialuronato de
Sodio (SRF, Bioniche Animal Health; Tribulo et al., 2011). Estos experimentos fueron
realizados en donantes de varias razas de carne (Angus, Brangus, Bonsmara y Braford)
para probar la efectividad de este protocolo.

En el Dia 0, todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol 17B, 50 mg de
progesterona y un dispositivo Cue-Mate. El Dia 4, las vacas fueron superestimuladas
con dos tratamientos: las vacas del Grupo Control recibieron Folltropin-V en dosis
decrecientes por via intramuscular cada 12 h durante 4 dias, mientras que las vacas del
Grupo Dosis Simple recibieron una dosis Unica de Folltropin-V diluida en 10 ml de SRF
que fue aplicada por via intramuscular en la tabla del cuello. En la mafiana y la tarde del
Dia 6, todas las vacas recibieron PGF,, y se retird el Cue-Mate en la tarde del Dia 6. En
la mafiana del Dia 8 las vacas recibieron 12,5 mg de pLH y fueron inseminadas 12 y 24
h mas tarde (Dia 9). Las vacas que mostraron celo en la tarde del Dia 7, fueron
inseminadas en el momento de la pLH y 12 h més tarde. Se colectaron los embriones en
el Dia 15 y fueron clasificados siguiendo las normas de la IETS. En el Dia de la colecta,
las donantes recibieron PGF,,, para ser nuevamente tratadas entre 13 y 20 dias después
(30 a 40 dias de intervalo entre colectas). En la Tabla 2 se muestran resumidos los
resultados obtenidos de los 7 experimentos realizados. No se encontraron diferencias
significativas en el nimero y calidad de los embriones obtenidos.
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Tabla 2. Respuesta superovulatoria (media + E.E.) en donantes de embriones tratadas
con Folltropin-V administrada en 2 aplicaciones diarias durante 4 dias (Control) o
diluida en una solucion de liberacion lenta y administrada en una Unica aplicacion
(Dosis simple).

Grupos | N Ovocitos/ Ovocitos Embriones
Embriones Fertilizados transferibles
Totales

Control | 175 |12,1+0,6 8505 6,4+0/4

Sr‘ﬁ;e 178 [11,6+07 [83+05 6,5+0,5

Valor P 0,107 0,2346 0,5117

Las medias no difieren (P>0.1)

Como se muestra en la tabla, los resultados permiten afirmar que este protocolo
es viable y efectivo para superestimular donantes de razas de carne. De las dosis de
Folltropin-V evaluadas para cada raza, la que mas embriones transferibles produjo en
las donantes Angus (n=150) fue 300 mg (versus 200 y 400 mg); en las Brangus (n=41)
no hubo diferencias entre 260 y 300 mg (versus 200 mg) y en la raza Bonsmara (n=74),
no hubo diferencias entre 200 0 300 mg. En la raza Braford, s6lo se utilizo las dosis de
260 mg (n=14).

Superovulacion con dos inyecciones de FSH (Tratamiento “Split”)

Aunque la dosis simple de Folltropin-V diluido en SRF fue altamente eficaz en
la induccion de la superovulacion, se considero que la concentracion de SRF (20 mg/ml
de hialuronato de sodio) utilizada es estos experimentos era muy viscosa y el protocolo
de dilucidn no tan facil de utilizar por el personal de campo. Una reduccién del 50% en
la concentracion de SRF (10 mg/ml, MAP 5, Bioniche Animal Health) fue mucho
menos viscosa y mas facil de mezclar con Folltropin-V, pero una sola inyeccion
intramuscular resulté en una menor respuesta superovulatoria, presumiblemente debido
a una absorcién mas rapida. La media de tamafio de los foliculos en el grupo con 10
mg/ml de hialuronato de sodio fue similar a la de las vacas tratadas con 20 mg/ml de
hialuronato en los dias 4 (dia de la inyeccion Folltropin V), 5y 6, pero menor en los
dias 7 y 8, y mayor en los dias 10 y 11, lo que sugiere que varios foliculos no
alcanzaron un tamafio ovulatorio y no ovularon después del estro. Especulamos que una
inyeccién adicional de Folltropin-V en la preparacion del 10 mg/ml de hialuronato, 48
horas después de iniciar el tratamiento, podria estimular los foliculos para continuar su
crecimiento a un tamafio ovulatorio, como ocurrié en el grupo 20 mg/ml de hialuronato.
En un estudio preliminar con 50 vacas para carne, dos inyecciones intramusculares de
FSH en 10 mg/mL de hialuronato cada 48 horas (tratamiento Split; 75% en el Dia 4 y
25% en el Dia 6) indujo una respuesta superovulatoria y la produccion de
ovocitos/embriones no fue diferente de dos aplicaciones diarias durante 4 dias.
Especulamos que una preparacion mas diluida de hialuronato puede ser eficaz en un
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tratamiento Split. Se disefid un experimento para comparar dos aplicaciones
intramusculares de FSH (tratamiento Split) con dos aplicaciones intramusculares diarias
de FSH durante 4 dias en solucién salina (Tribulo et al., 2012). Veintinueve donantes
para carne fueron asignadas al azar en uno de los tres grupos de tratamiento (Control, 5
mg/mL hialuronato 6 10 mg/mL hialuronato) para ser superestimuladas tres veces en un
disefio cross-over. La dilucion del polvo de FSH liofilizado se realizé utilizando 20 mL
de solucion salina para las vacas del Grupo Control (Grupo 1) 6 10 mL de hialuronato
(5 mg/mL, MAP-5 50 MG; 10 mg/mL, MAP-5; Bioniche Animal Health, Belleville,
ON, Canada) para las vacas en los Grupos 2 y 3, respectivamente. Todas las vacas
recibieron una dosis total de 300 mg NIH-FSH-P1 (Folltropin-V; Bioniche Animal
Health) por medio de inyecciones intramusculares; en los Grupos 2 y 3, se inyectaron
200 mg de FSH en el Dia 4 y 100 mg de FSH en el Dia 6. Aunque el nimero de CL
favorecio a los Grupos con dos aplicaciones de FSH (Grupos 2 y 3), el nimero de
ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados y el nimero de embriones transferibles no
difirio entre los grupos de tratamiento. Los resultados se resumen en la Tabla 3. Los
datos confirman que dos aplicaciones intramusculares de FSH (tratamiento Split)
diluida en cualquiera de las soluciones de hialuronato (5 mg/mL 6 10 mg/mL) resultd en
un numero comparable de embriones transferibles con el tratamiento tradicional de dos
aplicaciones diarias. Dos vacas del Grupo Control y una vaca en cada uno de los Grupos
con dos aplicaciones de FSH tenian 2 0 menos CL en el momentoe de la colecta de
embriones (P>0,05).

Tabla 3. Respuesta superovulatoria (Media£EE) en vacas para carne tratadas con 300
mg NIH-FSH-P1 Folltropin-V en dos aplicaciones diarias durante cuatro dias (Control)
6 en dos aplicaciones intramusculares diluidas en 5 mg/mL 6 10 mg/mL de hialuronato
cada 48 horas.

Grupos cL Ovocitos- | Ovocitos Embriones | Vacas con
P embriones | fertilizados | transferibles “0”ET
Control 9 | 120+13%|102+18 | 6,7+1,3 40+0,8 7
5mg/mL | 9 | 15311 b1 143+21 | 93+1,9 6,1+13 4
10mg/MI| 9 | 151+1,0 b1 144+20 | 89+1,4 50+0,9 7
Valor P 0,0071 0,0236 0,3222 0,2439 0,5292

P T etras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
Nuevos tratamientos para mejorar la cantidad de ovocitos en donantes Bos taurus

En el centro IRAC-BIOGEN llevamos adelante una serie de experimentos con el
objetivo de aumentar el nimero de foliculos con el consecuente aumento en el nimero
de ovocitos aspirados.
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El experimento 1 se realiz6 con el objetivo de comprobar la hip6tesis de que la
sincronizacién de la onda folicular con benzoato de estradiol (EB) y progesterona (P4)
mejora la cantidad y calidad de los ovocitos. Para ello, se utilizaron vacas Brangus
(n=10) y vacas Angus (n=10) distribuidas aleatoriamente en dos grupos de tratamientos
las cuales recibieron ambos tratamientos en un disefio cross-over. En el Dia 0, las
donantes del grupo 1 recibieron 2,5 mg de EB (Zoovet, Argentina) y 50 mg P4 (Syntex,
Argentina), mientras que las donantes del grupo 2 (Control) no recibieron ningun
tratamiento hormonal. En el Dia 6, se realiza6 la aspiracion follicular guiada por
ultrasonografia y los COCs fueron clasificados basados en la apariencia del citoplasma
y la cantidad de células del cumulus (Chaubal et al., 2006).

Los procedimientos utilizados fueron los mismos para todos los experimentos.
Los ovocitos fueron recuperados por aspiracion transvaginal, tal como se describe
anteriormente. En pocas palabras, las vacas fueron ubicadas en la casilla de operar,
luego se realizd una anesthesia peridural (Lidocaina al 2%). Se utilizé un ecdgrafo
Chison D600Vet (Chison Medical Imaging Co.) equipada con un transductor de 5 MHz.
Los foliculos fueron clasificados en tres categorias segun su tamafio (pequefio: 2-5 mm;
medio: 6-10 mm; grande > 10 mm). Se utiliz6 una aguja Terumo 18G la cual estaba
oculta en una guia de polietileno. Una vez fijado el ovario en la guia la aguja avanzé
hasta la pared vaginal para luego ingresar en el foliculo y de esta manera aspierar el
ovocito. La aguja a su vez esta conectada con un sistema de silicona el cual conduce a
los ovocitos a un tubo Falcon cénico de 50 ml, para ello se necesita de una bomba de
vacio (WTA) con una presion de 60-70 mmHG, generando un flujo de 10-15 ml /min.
Los ovocitos caen al tubo en donde ya existe un volume de 5 ml con PBS y heparina (10
Ul/ml). Inmediatamente de la aspiracién, el tubo es lavado y su contenido se coloca en
una placa de petri para la busqueda de los ovocitos en el laborartorio.

Los resultados del experimento 1 se describen en la Tabla 3. Se encontraron
diferencias significativas en el namero total de foliculos, nimero total de ovocitos y
ovocitos viable en las vacas que recibieron EB més P4 para sincronizar la onda
follicular.

Tabla 4. Media de numero total de foliculos aspirados, total de ovocitos y ovocitos
viable en vacas de carne tratadas o no con EB + P4

Grupo n Total Foliculos | Total ovocitos Ovocitos viables
1-EB+P4 |20 129+1.1° 7.9+13° 52+0.9°"
2 - Control | 20 73+0.7° 32+05° 21+04°

2P | etras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).

El experimento 2 se realiz6 con el objetivo de comparar el efecto de 1) controlar
la aparicién de una nueva onda folicular con la eliminacién del foliculo dominante
(DFR) por aspiracion folicular guiada por ultrasonido o la aplicacion de EB + P4,y 2) el
tratamiento con eCG o FSH, que superestimule el crecimiento del foliculo, el nUmero y
calidad de los ovocitos obtenidos por aspiracion folicular. Se utilizaron vacas Brangus
(n=10) y Angus (n=10) distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento (2 x
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2 factorial) las cuales recibieron todos los tratamientos en un disefio cross-over. En el
Dia 0, las donantes del grupo 1 y 2 recibieron 2,5 mg de EB y 50 mg P4, mientras que
las donantes del grupo 3 y 4 fueron sometidas a DFR (se aspiraron todos los foliculos >
8 mm de diametro) el Dia 3. En el Dia 4, todas las donantes recibieron 150 ug D (+)
Cloprostenol (PGF, Ciclar, Zoovet, Argentina), ademas, las donantes del grupo 1y 3
recibieron 800 Ul de eCG (Novormon, Syntex), mientras que las donantes del grupo 2 y
4 recibieron160 mg de Folltropin-V (Bioniche, Canadd) divididas en dos aplicaciones
diarias durante 2 dias (es decir, Dia 4 y 5). El Dia 7 se realizo la aspiracion folicular.
Los datos fueron analizados por ANOVA.

No se encontraron diferencias significativas en el tratamiento para la
sincronizacion de la onda folicular (DFR vs EB + P4) en el numero total de foliculos
aspirados (14.8+1.2 vs 14.5+1.4), ovocitos recuperados (8.3+0.9 vs 7.8+£1.0) y ovocitos
viables (5.3£0.8 vs 4.8+0.8). Sin embargo, el nimero total de foliculos aspirados,
ovocitos recuperados y ovocitos viablesfue mayor (P<0,05) en las vacas tratadas con
FSH que las vacas que recibieron eCG (Tabla 5).

Tabla 5. Numero promedio de foliculos aspirados, recuperados y viables de vacas
donantes superestimuladas con eCG o FSH.

Grupo N Total Foliculos | Total ovocitos | Ovocitos viables
FSH 24 18.2+1.1° 9.7+1.0° 6.8+0.8"
eCG 24 11.2+1.0°% 6.3+0.8° 3.3+0.5°

2P | etras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
Observaciones finales y conclusiones

Protocolos disefiados para controlar la emergencia de la onda folicular ofrecen la
conveniencia de iniciar los tratamientos superestimulatorios de forma rapida y en un
momento deseado, sin la necesidad de detectar celo. El estradiol ha demostrado ser mas
atil para estos propoésitos en el campo pero esta siendo retirado del mercado en los
paises de Europa y Norteamerica, dejando sélo a la ablacion folicular como un método
confiable para sincronizar la emergencia de la onda folicular para la superestimulacion.
La aspiracion folicular es una alternativa interesante para combinar la produccion in
vitro e in vivo de embriones pero es mas complicada de utilizar a campo cuando solo se
quieren producir embriones in vitro. A pesar que la sincronia de la emergencia de la
onda tras la administracion de GnRH o pLH ha sido demasiado variable para la
superestimulacion, varios informes recientes sugieren que la GnRH se puede utilizar
junto con un dispositivo con progesterona para sincronizar la emergencia de la onda
folicular. Una alternativa es iniciar los tratamientos con FSH en el momento de la
emergencia de la primera onda folicular seguida de una ovulacion inducida por GnRH,
con la inclusién de un dispositivo con progesterona. Los resultados de estudios
preliminares sugieren que otra alternativa para la superestimulacion de donantes puede
ser la de ignorar el estadio de la onda folicular y provocar que foliculos subordinados
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entren a la onda por un alargamiento del protocolo de tratamiento con gonadotrofinas.
La respuesta superovulatoria y la produccion de ovocitos/embriones se puede
incrementar por la incorporacion de eCG en los ultimos dias del protocolo de
superestimulacion. Por altimo, dos aplicaciones intramusculares cada 48 horas de FSH
en hialuronato de sodio induce de forma confiable una satisfactoria respuesta
superovulatoria, lo que simplifica el protocolo reduciendo el estrés de los tratamientos y
el manejo de los animales.
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Fatores que interferem na populacéo folicular e
producdo de odcitos em bovinos

Marcelo M Seneda & Luciana S R Marinho

Gragas a maior precisdao na manipulacdo dos gametas durante 0 processo in
vitro, os indices de produgdo embrionaria mostram-se cada vez mais promissores.
Desde a ultima década, o Brasil se apresenta como lider mundial da tecnologia de
producéo in vitro de embrides, beneficiando diretamente os produtores de leite e carne
de diferentes escalas (micro, pequenos, médios e grandes) por meio do incremento do
melhoramento genético proporcionado pelo uso do embrido para gerar prenhez. Pelo
ultimo levantamento da IETS (2012), o Brasil produziu quase 270.000 embrides in
vitro, uma porcentagem préxima de 80 % da producéo mundial.

Para uma melhor compreensdo dos eventos relativos a producdo in vitro de
embrides, a fisiologia ovariana tem sido intensamente estudada e o desenvolvimento
folicular tem sido manipulado na esperanca de se produzir o0 maior numero possivel de
odcitos competentes. As informacGes obtidas até o momento tém proporcionado
métodos bastante eficientes para a obtencdo de grande nimero de embrides viaveis.

Vaérios fatores podem interferir na populagdo folicular e consequente obtengéo
de odcitos, primeira etapa da producdo in vitro de embrides. A seguir apresentaremos 0s
principais aspectos sobre este topico.

A contagem de foliculos antrais (CFA, >3 mm de didmetro) apresenta grande
variacao entre animais, podendo ser menor do que 5 em alguns animais e maior do que
50 em outros, considerando-se 0s dois OVArios.

A variacdo individual da quantidade de foliculos se reflete em grande
variabilidade entre doadoras na producdo de embrides, tanto nos procedimentos in vivo
como in vitro. Em programas de superovulacdo, apenas 30% das vacas produzem 70%
dos embrides, e 25% das vacas tratadas ndo produzem embrido algum. Da mesma
forma, algumas fémeas séo altamente eficientes na PIVE, e outras produzem resultados
bastante insatisfatorios.

Enquanto a populagéo folicular é altamente variavel entre individuos, existe uma
grande repetibilidade do numero de foliculos antrais em um mesmo individuo. Esta
contagem de foliculos antrais tende a ser constante nas diferentes ondas foliculares de
um mesmo animal, de forma que uma Unica avaliacdo ultrassonogréafica, se realizada no
inicio da onda, pode ser bastante util identificar fémeas com baixo, intermediério ou alto
namero de foliculos ovarianos. Em vacas Nelore, a variacao individual na producéo de
odcitos também demonstrou estar associada a producdo de embrides e as taxas de
prenhez. Doadoras que produzem grande numero de odcitos também produzem mais
embrides e mais prenhezes do que as doadoras que produzem poucos odcitos (Pontes et
al., 2011).

Tratando-se da variagdo individual, um aspecto interessante diz respeito a raca.
As fémeas da raca Nelore, zebuinas e suas cruzas, normalmente tém maior nimero de
foliculos recrutados por onda em comparagdo com as racas europeias (Seneda et al.,
2002). Esta caracteristica certamente favoreceu o rapido crescimento da PIVE no Brasil,
uma vez que 0s animais zebuinos representam aproximadamente 80% do rebanho
brasileiro. No entanto, apesar do potencial similar entre os individuos da mesma ragca,
parametros como recrutamento e desenvolvimento folicular podem variar amplamente,
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mesmo entre pares de gémeos monozigoticos (Machado et al., 2003). Ndo esta
completamente esclarecida a justificativa para esta maior producdo oocitaria em fémeas
indicus, visto que a populagdo folicular pré-antral entre taurus e indicus tem sido
reportada como numericamente semelhante.

A quantidade de foliculos antrais e a consequente producdo de odcitos também
sofrem alteracdes conforme o peso, a idade e as variacOes fisiologicas de cada animal.
Animais senis produzem o00citos menos competentes, com menor quantidade de
camadas de células do cumulus oophorus, que comumente resultam em baixa eficiéncia
na producdo embrionaria. De forma semelhante, animais muito jovens podem ter os
foliculos aspirados com uso de equipamento adequado, mas frequentemente os
resultados obtidos com a producdo de embrifes ndo sdo satisfatorios devido a baixa
competéncia de desenvolvimento destes 00citos.

A condicdo corporal das fémeas também exerce efeito sobre a qualidade dos
odcitos, de forma que doadoras que sofreram privacao alimentar produzem odcitos com
menor capacidade de desenvolvimento até o estadgio de blastocisto. O efeito da
subnutricdo na producdo embrionaria pode ser revertido, no entanto as fémeas podem
demorar mais de oito semanas para apresentar oécitos com capacidade satisfatoria de
desenvolvimento embrionario.

Alguns trabalhos afirmam que a competéncia de desenvolvimento dos odcitos
subordinados pode estar comprometida durante a fase de dominéncia. Todavia,
resultados de campo ndo mostram diferenca significativa na qualidade oocitaria durante
as diferentes fases do ciclo estral, e atualmente a aspiracdo folicular tem sido realizada
em momentos aleatérios da dindmica folicular. Por outro lado, a taxa de recuperacéo é
maior quando se aspiram foliculos pequenos, que podem ser encontrados em maior
ndmero no inicio de cada onda folicular.

De forma semelhante, a fase reprodutiva pode exercer efeito na producdo de
odcitos e embrides. Em fémeas leiteiras, as ndo gestantes frequentemente apresentam
mais odcitos melhor producdo embrionaria do que as gestantes. Considerando-se as
fémeas lactantes, as gestantes proporcionam melhores resultados do que as lactantes
vazias na producdo de embrides apds sessées de OPU/PIV.

A obtencdo de quantidade apropriada e boa qualidade de odcitos para PIVE
estdo diretamente relacionadas a uma metodologia adequada. A resolucédo do ultrassom
e o treinamento da equipe sdo fundamentais para a obtencdo de bons resultados. Um
veterinario experiente é capaz de aspirar 8 a 12 vacas por hora, com alto rendimento de
obtencdo de odcitos. O menor tempo também é benéfico para as etapas laboratoriais,
pois um intervalo mais curto entre a primeira e a Gltima vaca aspirada permitird maior
padronizacdo dos procedimentos. Além do menor tempo, a habilidade se reflete em
causar minimos danos ao estroma ovariano, permitindo maior longevidade reprodutiva a
doadora.

O intervalo entre sessdes de OPU influencia tanto na qualidade como na
quantidade de odcitos. A OPU deve ser efetuada com intervalo minimo de 15 dias,
preferencialmente 30, permitindo assim que a doadora retorne ao ciclo naturalmente e
de forma a ndo afetar o funcionamento ovariano.

Os protocolos pré-aspiragdo estdo praticamente restritos a vacas taurus e/ou
animais com baixa producdo de odcitos. A administragdo de FSH exdgeno pode ser
eficaz em aumentar o percentual de foliculos médios e grandes, mas nem sempre 0s
odcitos sdo proporcionalmente competentes. A combinagdo do FSH com LH parece ser
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Resumo

O uso de sémen sexado em bovinos de corte e de leite possibilita aumentar a
producdo de bezerros de géneros especificos, aumentando a velocidade do ganho
genético e a producdo de carne ou leite. O sémen sexado tem sido utilizado em diversas
biotecnologias de aplicacdo comercial: inseminacdo artificial (IA) ap6s a deteccdo de
estro, inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e produgdo de embrides in vivo
(SOV) e in vitro (PIV). Atualmente, é possivel obter taxas de concepgdo aceitaveis (ao
redor de 80% das obtidas com o sémen convencional) apds inseminacdo com sémen
sexado em novilhas observadas em cio. Ainda, com a adequacdo do momento da
inseminagdo em relacéo ao inicio do estro e/ou a ovulacédo é possivel aumentar a taxa de
concepcao com sémen sexado. Melhores resultados sdo obtidos quando as inseminacdes
sdo realizadas entre 16 a 24 horas ap0s o inicio do estro (ou seja, 6 a 14 horas antes da
ovulacdo). Em programas de IATF, a taxa de concepcdo ap0s 0 uso de sémen sexado
tem sido satisfatdria, desde que o0 momento da IATF seja ajustado para 10 horas antes
da ovulacdo. Em vacas superestimuladas, o sémen sexado reduz a producdo de embrides
viaveis. No entanto, o atraso de 6 horas nas inseminacdes também é uma alternativa
para aumentar o numero de embrides em doadoras zebuinas e taurinas. Atualmente, a
técnica de PIV tem sido empregada para otimizar o uso do sémen sexado. Com uma
dose de sémen sexado é possivel fertilizar aproximadamente 100 odcitos. Entretanto, €
importante salientar que, para 0 emprego de todas essas biotecnologias, existe grande
variacdo individual na fertilidade de touros submetidos ao processo de sexagem. Essas
diferencas devem ser levadas em consideracdo no momento da escolha do reprodutor
para programas de 1A e de producdo de embrides. Dessa forma, objetivo desta revisdo é
discutir os principais conceitos relacionados ao uso do sémen sexado em programas de
IATF e TE, abordando algumas estratégias para aumentar a eficiéncia da sua utilizacéo.

2) Introducéo

Durante anos, 0s pesquisadores vém buscando manipular o sexo da prole antes
da concepcdo (GARNER e SEIDEL, 2008). Essa determinagdo do sexo em
bovinocultura de corte e de leite pode ser um dos fatores determinantes para melhorar o
desempenho produtivo e econémico da atividade. Por exemplo, em fazendas produtoras
de leite, 0 bezerro macho tem pouco ou nenhum valor zootécnico. Porém, em fazendas
de corte comerciais, 0 bezerro macho é o sexo de interesse devido maior potencial de
producdo. Levando em consideracdo essas particularidades, muitas pesquisas veem
sendo desenvolvidas com o objetivo de se predizer e/ou manipular a proporg¢éo do sexo
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dos bezerros. Uma biotecnologia ja disponivel em escala comercial é a utilizagdo do
sémen sexado. A separacdo dos espermatozoides que carregam 0 cromossomo Y dos
espermatozoides que carregam o cromossomo X é possivel devido as diferengas no
conteddo do DNA dessas células espermaticas (X possui cerca de 4% mais material
genético que o Y), sendo realizada por citometria de fluxo. Atualmente, este € 0 método
mais eficiente de separacdo dos espermatozoides X e Y em larga escala. Algumas
biotecnologias disponiveis em escala comercial sdo: utilizacdo de sémen sexado na
inseminacao artificial (IA) com detecgdo de estro, inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF) e a transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF) por meio da superovulagao
(SOV) e da producéo de embrides in vitro (P1V).

Apesar do aumento do uso de sémen sexado, a prenhez por 1A (P/IA) ainda
€ menor do que quando se utiliza sémen convencional (DEJARNETTE et al., 2008).
Independente destes resultados reduzidos, uma concentracdo adequada de
espermatozéides no momento da IA; intervalos mais longos da inducdo da ovulagdo até
a IA (ou seja, mais proximo do momento esperado da ovula¢do); 1A no corno uterino
ipsilateral a ovulacdo esperada; o tamanho do foliculo do qual ocorre a ovulacéo;
ocorréncia de estro da remocdo da fonte de progesterona (P4) até a IATF e a
identificacdo e uso de touros com fertilidade comprovada produzindo espermatozéides
resistentes ao processo de sexagem tém aumentado a probabilidade de prenhez em
fémeas inseminadas com sémen sexado (SCHENK et al., 2009; SA FILHO et al., 2010;
SALES et al., 2011), otimizando desta forma, o uso de sémen sexado em programas de
IATF e TE.

A técnica de transferéncia de embrides (TE) tem sido amplamente aplicada
em todo o mundo. Por meio desta ferramenta é possivel aumentar o numero de
descendentes obtidos de doadoras de alto valor genético, propagando genética desejavel
de maneira segura (BARUSELLI et al., 2006; BO et al., 2006). O controle da proporcéo
de sexos permite maior velocidade no progresso genético e maior produtividade (RATH
et al., 2009). Além disso, a com o emprego da TETF, que sincroniza a ovulagdo de
forma semelhante a IATF, ao invés da inseminacédo artificial, a receptora recebe um
embrido produzido in vitro (P1V) ou in vivo (SOV) com sémen sexado sete dias apds a
ovulacéo.

A PIV tem se apresentado como uma ferramenta importante para melhorar a
aplicacdo do sémen sexado na producdo de embrides em escala comercial. Uma Unica
dose de sémen sexado é capaz de fertilizar aproximadamente 100 odcitos (equivalente a
aspiracdo de quatro fémeas; média de 25 odcitos por doadora), que, por sua vez, resulta
na producéo de cerca de 30 embrides. Considerando uma taxa de concepg¢éo ao redor de
40%, a transferéncia de 30 embrides produzidos com uma dose de sémen sexado
resultaria em 12 gestagoes.

Dessa forma, objetivo deste artigo é discutir as principais aplica¢fes atuais
do sémen sexado em programas de IATF e TE e abordar algumas estratégias para
melhorar 0 uso desse sémen em programas comerciais.
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3) Historico do sémen sexado

A definicdo do sexo anteriormente a concepcdo permite que a inddstria
pecuaria produza melhor proporcdo entre machos e fémeas, para obter vantagens sobre
a influéncia do sexo na producdo de carne e de leite, proporcionando praticas
economicamente flexiveis de manejo ao produtor (RATH; JOHNSON, 2008). Com o
advento das biotecnologias da reproducdo, a sexagem do espermatozoide apresenta
elevada perspectiva de utilizacdo, porém, alguns entraves na eficiéncia do processo
podem gerar comprometimento nos resultados (GARNER; SEIDEL Jr., 2008).

Na primeira metade do século XX, os avangos nas ciéncias bioldgicas,
especialmente em geneética, resultaram em numerosas descobertas, incluindo a
identificagcdo dos cromossomos sexuais. Os gametas contém metade dos cromossomos
das células somaticas. Assim, dos 60 cromossomos presentes na célula somatica de
bovinos, o espermatozoide (hapldide) possui 29 cromossomos autossémicos, mais o
cromossomo-X (fémeas) ou o cromossomo-Y (machos) (GARNER; SEIDEL Jr., 2008).

A separacdo dos espermatozoides contendo o cromossomo X daqueles
contendo o cromossomo Y € possivel por meio da deteccdo de diferencas fenotipicas
entre essas células (MOTA, 2004), baseadas em: sensibilidade ao pH (EMMENS, 1960;
SHETTLES, 1970), carga elétrica da superficie da membrana (KNAACK et al., 1973;
KANEKO et al., 1984), morfologia do nucleo e cabeca (SHETTLES, 1960, 1961; VAN
MUNTER et al.,, 1999), antigenos de superficie (KOO et al., 1973; ALI, 1987,
HENDRIKSEN, 1999; BLECHER et al., 1999), velocidade de migracdo (ERICSSON et
al.,, 1973; SARKAR, 1984), diferencas no contedtdo de DNA e densidade
(MEISTRICH, 1982, apud WINDSOR et al., 1993).

Na década de 80, iniciaram-se tentativas para a selecdo do sexo pela
identificacdo das diferengcas na quantidade de cromatina entre 0s espermatozoides
contendo cromossomo X ou Y por citometria de fluxo em mamiferos (JOHNSON;
PINKEL, 1986; JOHNSON et al., 1987). A aplicagdo recente de determinadas
metodologias celulares levou ao desenvolvimento de um sistema de citometria de fluxo
capaz de diferenciar e separar espermatozoides vivos com cromossomos X e Y, em
guantidades adequadas para a realizacdo da IA (GARNER; SEIDEL Jr., 2008).

A sexagem de espermatozoides pela citometria de fluxo tem sido aplicada a
uma variedade de espécies mamiferas, incluindo carneiros (CATT et al., 1996; CRAN
et al., 1997; HOLLINGSHEAD et al., 2004; HOLLINGSHEAD et al., 2001), coelhos
(JOHNSON et al., 1989), porcos (JOHNSON et al., 1991; ABEYDEERA et al., 1998;
MARTINEZ et al., 2001ab; MAXWELL et al., 2004), cavalos (BUCHANAN et al.,
2000; LINDSEY et al., 2002), alces (SCHENK; DEGROOFT, 2003), gatos (POPE et
al., 2008), golfinhos (O’BRIEN; ROBECK, 2006), humanos (FUGGER, 1999),
primatas ndo-humanos (O’BRIEN et al., 2002; O’BRIEN et al., 2005; O’BRIEN et al.,
2003) e cdes (MEYERS et al., 2008).

Nos bovinos, o espermatozoide com cromossomo X contém
aproximadamente 4% mais DNA que o0 espermatozoide com cromossomo Y. Apesar de
ser uma diferenca pequena, é possivel medir o conteido de DNA de cada um dos
espermatozdides, com precisdo suficiente para distin¢do entre 0s espermatozoides que
contém o cromossomo X e Y (SEIDEL, 2007). Além disso, existem diferencgas entre as
racas de bovinos quanto quantidade DNA presente no cromossomo Y (Figura 1,
GARNER et al., 2006).
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Figura 1. Diferenca na quantidade de material genético (DNA) entre o cromossomo X e
Y conforme a raga de bovinos

O contetudo de DNA do espermatozoide é determinado pelo uso de sondas
fluorescentes. O corante Hoechst 33342 foi escolhido por ser o menos téxico entre 0s
corantes de DNA com potencial de penetracdo na membrana plasmatica de células vivas
(JOHNSON et al., 1987). Sua acao € ligar-se, seletivamente, a regides ricas em DNA,
permitindo a deteccdo de pequenas diferencas em seu contelido (KLINC; RATH, 2006).
Assim, o espermatozoide com cromossomo X recebe cerca de 4% mais corante
vinculado ao seu DNA, do que o espermatozoide com cromossomo Y. Tal corante
fluoresce quando exposto a um especifico comprimento de onda de luz emitida pelo raio
laser. A fluorescéncia é detectada e analisada pelo aparelho, fornecendo medida da
guantidade de DNA da célula analisada (GARNER, 2006).

A eficacia da sexagem dos espermatozoides ndo depende somente das
relativas diferencas na quantidade de DNA, mas também da capacidade de orientacdo
precisa desses gametas pelo citdmetro de fluxo (GARNER, 2006).

Para tanto, o processo de sexagem se inicia com a separacdo do fluxo em
gotas, por um cristal piezoelétrico que vibra, formando cerca de 70.000 a 80.000 gotas
por segundo. Cerca de um ter¢o dessas goticulas contém um espermatozoide, cerca de
dois tercos estdo vazias e algumas gotas contém dois ou mais espermatozoides. A
goticula que contém o espermatozoide com o cromossomo X recebe uma carga elétrica
positiva. A goticula que contém o espermatozoide com o cromossomo Y recebe uma
carga negativa. Se a gota ndo contém nenhum espermatozoide, espermatozoides
danificados, ou espermatozoides indistinguiveis em relacdo ao conteudo de DNA,
nenhuma carga € acrescentada (SEIDEL, 2007).

As goticulas passam pelo aparelho a uma velocidade de cerca de 80 km por
hora, e sdo submetidas a campos elétricos com direcionamento positivo e negativo.
Dessa forma, as goticulas positivamente carregadas e contendo o espermatozoide com
cromossomo X, avancam em direcdo ao campo negativo e as goticulas com o0s
espermatozoides com cromossomo Y, negativamente carregados, avancam em dire¢édo
ao campo positivo. Aquelas com nenhuma carga seguem em uma terceira dire¢do. Deste

Biotecnologia da Reproducéo em Bovinos (5° Simposio Internacional de Reproducédo Animal Aplicada)



Pietro Sampaio Baruselli et al. 192

modo, trés fluxos de goticulas sdo produzidos e direcionados para diferentes tubos. Ao
final do processamento, em média, obtém-se 20% de espermatozoides com cromossomo
X, 20% de espermatozoides com cromossomo Y e 60% danificados ou ndo sexados por
alguma razdo (SEIDEL, 2007).

A acuracia do processo de sexagem € de, aproximadamente, 90%, podendo
variar entre 87% e 95% dependendo do operador, velocidade e variagdes individuais do
ejaculado (MOCE et al., 2006; FREITAS, 2007).

O método de sexagem pelo citdbmetro de fluxo apresenta limitagdes, pois 0s
espermatozoides sdo sexados um de cada vez, tornando o processo lento e caro
(GARNER, 2006). Atualmente, a producdo de uma palheta de sémen sexado bovino
demora cerca de 9 minutos, que se traduz em aproximadamente sete palhetas por hora
na concentracdo de 2 x 10° espermatozoides por dose (GARNER; SEIDEL, 2008). A
velocidade de separacdo dos espermatozoides X e Y € relativamente lenta
(aproximadamente 300.000 a 400.000 celulas por minuto para cada sexo). Desta forma,
para a maior eficiéncia do processo, a dose de sémen normalmente utilizada é de
aproximadamente 2x10° sptz/palheta. Sendo assim, o ndmero comercialmente
estabelecido de espermatozéides por dose de sémen sexado é de 2,1 x 10° células/dose.
Esta quantidade é muito mais baixa do que aquela presente no sémen convencional (~
20 x 10° células/dose). Muitos estudos foram realizados para estabelecer a melhor
concentracdo por palheta considerando os aspectos comerciais. Foram verificadas
semelhantes taxas de concepcdo quando vacas e novilhas foram inseminadas com
sémen sexado com dose de 2,1 ou 3,5 x 10° espermatozoides. No entanto, ndo s6 em
novilhas, mas também em vacas, hd aumento na taxa de concepcdo quando a IA é
realizada com sémen convencional (15 x 10° espermatozoides/dose), como apresentado
na Tabela 1.

Tabela 1. Taxas de concep¢do em novilhas e vacas Holandesas ap6s IA com sémen
sexado (2,1 ou 3,5 x 10°) ou convencional (15 x 10°).

- Sémen convencional
Sémen sexado (dose)

(dose)
2.1x10° 3.5x10° 15 x 10°
_ 43,9° 45,7 60,7
Novilhas (%)

(2.752/6.268) (2.864/6.268) (3.805/6.268)

23,0 25,42 31,5

Vacas (%)

(1.257/5.466) (1.388/5.466) (1.722/5.466)

Diferentes letras sobrescritas (* °) na linha indicam diferenca estatisticamente
significativa (P < 0.01).
Adaptado de Dejarnette et al. 2010.

Dejarnette et al. (2011) compararam os efeitos da dose de espermatozoides (2,1
vs. 10 x 10° sperm/dose) e do tipo de sémen (convencional vs. sexado) sobre as taxas de
concepcdo de novilhas Holandesas (n = 9.172). Os autores observaram que houve
aumento da taxa de concepcdo conforme aumento na concentracdo de espermatozoides
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por dose (Tabela 2). Em outro estudo com trés diferentes racas (Holandesas, Jersey e
Dinamarquesa Vermelha), Borchersen e Peacock (2009) observaram reducdo de 12%
para Holandesas, de 7% para Jersey, e 5% para Dinamarquesa Vermelha na taxa de
concepcao utilizando sémen sexado.

Tabela 2. Taxas de concepcao de novilhas Holandesas de acordo com o tipo de sémen
(sexado vs. convencional)e a dose (2.1 vs. 10 x 10° espermatozoides/dose).

Dose de sémen

2.1x10° 10 x 10°
Sémen sexado (%) 387 (881/2.319) 44° (1.003/2.279)
Sémen convencional (%) 55° (1.255/2.282) 60° (1.375/2.292)

Diferentes letras sobrescritas (* ” ¢ e %) na linha indicam diferenca estatisticamente
significativa (P < 0.01).

Adaptado de Dejarnette et al. (2011).

Além da baixa longevidade dos espermatozoides sexados (MOCE et al.,
2006), o processo de sexagem promove danos as células, deixando-as mais sensiveis ao
processo de criopreservacdo (HOLLINSHEAD et al., 2003). Esses danos ao sémen
ocorrem devido ao estresse quimico e fisico aos quais 0s espermatozoides sao expostos
durante a sexagem (SEIDEL, 2003). A avaliacdo da viabilidade espermatica revelou que
alguns danos mecéanicos provocados nos espermatozoides levam a menor capacidade de
fecundacdo apds a IA (in vivo) ou fecundacdo in vitro (GARNER, 2006; SEIDEL e
GARNER, 2002), com menores taxas de desenvolvimento embrionario (SARTORI et
al., 2004). Além disso, este processo pode levar a reducédo da vida util do sémen sexado
comparado ao convencional (LU and SEIDEL, 2004; MAXWELL et al., 2004; PEIPPO
et al., 2009), podendo causar mudancas na membrana do espermatozoide (MAXWELL
et al., 1998), pré-capacitacdo e um numero reduzido de espermatozoides viaveis na 1A
(VAZQUEZ et al.,, 2003; SCHENK et al., 2009). O teste de termo resisténcia
demonstrou que o declinio da motilidade no sémen sexado foi mais rapido quando
comparado ao convencional (RATH et al., 2003). Adicionalmente, existe um efeito
associado ao sémen de determinados touros com a dose inseminante (DEJARNETTE et
al., 2008). O espermatozoide de alguns touros pode tolerar o estresse do processo de
sexagem de forma mais eficiente (SEIDEL e SCHENK, 2008).

Apesar desses entraves, verifica-se aumento da comercializacdo do sémen
sexado para a IA em todo o mundo (SEIDEL Jr. et al., 1996; SEIDEL Jr. et al., 1997).
Desde que surgiu a possibilidade do emprego de protocolos de sincronizacdo sem
necessidade de deteccdo do estro, diretrizes para o uso do sémen sexado em associacao
aos protocolos de IATF estdo sendo desenvolvidas (BARUSELLI et al., 2007; SOUZA
et al., 2008; SA FILHO et al., 2010; SALES et al., 2010), permitindo a aplicacio desta
biotecnologia em escala comercial, além do seu emprego em programas de producao de
embrides in vivo (SOV) e in vitro (PIV).
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4) Sémen sexado em programas reprodutivos
4.1) Sémen sexado na IA apo6s a deteccdo de cio

Avancos no processo de sexagem de espermatozdides por citometria de fluxo
permitiram sua incorporacdo no manejo reprodutivo comercial. Apesar do aumento do
uso de sémen sexado, a prenhez por 1A (P/IA) ainda € menor do que quando se utiliza
sémen convencional (DEJARNETTE et al., 2008). Independente destes resultados, a
concentracdo adequada de espermatozoides no momento da IA,; intervalos mais longos
da inducdo da ovulacdo até a IA (ou seja, mais proximo do momento esperado da
ovulacdo); IA no corno uterino ipsilateral a ovulacdo esperada; o tamanho do foliculo
do qual ocorre a ovulacdo; ocorréncia de estro da remocdo da fonte de progesterona
(P4) até a IATF e a identificacdo e uso de touros com fertilidade comprovada
produzindo espermatozdides resistentes ao processo de sexagem tém aumentado a
probabilidade de prenhez em fémeas inseminadas com sémen sexado (SCHENK et al.,
2009; SA FILHO et al., 2010; SALES et al., 2011), otimizando desta forma, o uso de
sémen sexado em programas de 1A e TE.

Em experimento com novilhas e vacas, Seidel Jr. (2007) encontraram
menores taxas de concepgdo com sémen sexado em vacas do que em novilhas. Em
diversos experimentos, a inseminacdo de novilhas com sémen sexado resultou em taxas
de prenhez de 60% a 90% do que foi alcangado com sémen convencional congelado
(GARNER, 2006; RATH et al., 2008; GARNER; SEIDEL Jr., 2008; SEIDEL Jr.;
SCHENK, 2008; SCHENK et al., 2009).

Adicionalmente, outro possivel fator que poderia aumentar a taxa de prenhez
utilizando sémen sexado seria o local de deposicdo no Utero (corno vs. corpo uterino;
SEIDEL et al., 1997, 1999; KURYKIN et al., 2007). Em novilhas de leite, Kurykin et
al. (2007) compararam a taxa de prenhez em diferentes locais de deposi¢do do sémen
sexado no trato uterino Nesse experimento, as novilhas foram inseminad