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DIFERENTES VIAS E MOMENTOS DE APLICACAO DE GONADOTROFINA
CORIONICA EQUINA EM PROTOCOLO DE INSEMINACAO ARTIFICIAL EM
TEMPO FIXO PARA VACAS

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar diferentes vias e momentos de
aplicacdo de gonadotrofina coribnica equina (eCG) em protocolo de inseminacgao
artificial em tempo fixo (IATF) para vacas. Foram realizados dois experimentos, no
experimento |, 70 vacas da raca Nelore receberam no dia zero (DO) do protocolo,
dispositivos intravaginais com progesterona (PRIMER®) e 3mg de benzoato de
estradiol (BE); no D9 foram retirados os dispositivos, aplicados 150ug de um
analogo sintético da prostaglandina Foq (PGF2,), 0 d-cloprostenol e distribuidos os
animais aleatoriamente em trés tratamentos (T), sendo: T1 (n=22): aplicacdo de
300Ul de eCG (100% da dose) por via intramuscular (IM); T2 (n=23): aplicagéo de
90Ul (30% da dose) de eCG no acuponto Hou Hai e T3 (n=25): aplicacdo de 90UI
(30% da dose) de eCG em falso acuponto (IM). No D10 todos os animais receberam
1mg de hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) por via IM e foi realizada a
IATF, 52 horas ap0s a retirada dos PRIMER®. As avaliacbes de crescimento
folicular e momento de ovulacao foram realizadas em sete, sete e oito animais nos
T1, T2 e T3, respectivamente, em intervalos de 24h, por meio de ultrassonografia,
iniciando logo apos a retirada dos dispositivos e finalizaram 24h apos a ovulacéo. As
avaliac6es de corpo luteo (CL) foram feitas nove dias apos a retirada do PRIMER®,
por meio de avaliacdo ultrassonografica. O diagndstico de gestacédo foi realizado 30
dias ap6s a IATF em todos os animais. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, os dados foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Para as variaveis quantitativas que apresentaram distribuicdo normal
foi utilizada ANOVA, a 5% de probabilidade. Para as variaveis que néo
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, a 5% de
probabilidade. Ndo houve diferenca (P>0,05) para: o intervalo entre a retirada do
dispositivo a ovulacdo (T1=72,36+13,62; T2=51,35+35,08 e T3=51,03+32,55h);
didmetro do maior foliculo no D9 (T1=12,5+0,40; T2=8,5+0,59 e T3=8,7+0,57mm);
didmetros do foliculo ovulatorio (T1=15,8+0,33; T2=10,2+0,72 e T3=10,8+0,70mm) e
do segundo maior foliculo (T1=9,1+0,32; T2=6,0+0,55 e T3=5,0+£0,46mm); taxa de
crescimento folicular (T1=1,20+0,80; T2=0,50+0,50 e T3=0,80+0,80mm/dia); taxa de
ovulacdo (%) (T1=100; T2=71 e T3=75%); area de corpo luteo (T1=2,66+1,45;
T2=2,34+1,35 e T3=1,96+1,75cm2) e taxa de gestacao (68; 52 e 56%, para T1, T2 e
T3, respectivamente). O custo do protocolo em ddlar, por animal, foi de US$ 10,67
(T1) e US$ 8,50 (T2 e T3). No experimento Il, 76 vacas da raca Girolando,
receberam no DO do protocolo dispositivos intravaginais com progesterona
(PRIMER®) e 3mg de BE, por via IM. No D9 foram retirados os dispositivos,
aplicados 150pg de d-cloprostenol e os animais foram distribuidos em trés
tratamentos (T), sendo: T1 (n=25): aplicagcdo de 400Ul de eCG no momento da
retirada do PRIMER®; T2 (n=23): aplicacdo de 400Ul de eCG, 48 horas antes da
retirada do PRIMER® e T3 (n=25): aplicacdo de 400Ul de eCG, 24h antes da
retirada do PRIMER®. No D10 do protocolo todos os animais receberam 1mg de
GnRH, todos os horménios foram administrados por via IM. Os animais foram
inseminados 52 horas apos a retirada do dispositivo. Os parametros de crescimento
folicular e momento de ovulagao foram avaliados em 10 animais por tratamento. A
area de corpo luteo e taxa de gestacao foram avaliados em todos os animais como
descrito no experimento anterior. Foi utilizado o delineamento inteiramente



casualizado, para as variaveis com distribuicdo normal foram avaliadas por Analise
de Variancia a 5% de significAncia e para as variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Nao
houve diferenca (P>0,05) entre T1, T2 e T3, respectivamente, para intervalo entre a
retirada do dispositivo a ovulagcdo (77,05+10,06; 70,81+11,58; 69,83+0,95h);
didmetro do maior foliculo no D9 (9,17+2,41; 11,88+2,82; 11,58+2,46mm); diametros
do foliculo ovulatério (13,82+2,11; 15,95+2,40; 15,67+2,02mm) e do segundo maior
foliculo (8,07+1,54; 7,35+1,94; 7,05+1,54mm); taxa de crescimento folicular
(1,40+0,07; 1,32+0,04; 1,40+0,06mm/dia); taxa de ovulacdo (100; 100 e 90%); area
de corpo lateo (1,78+1,19; 2,44+1,20; 2,58+1,42cm2) e taxa de gestacdo (40, 24 e
36%). A utilizacdo de 90Ul de eCG, correspondente a 30% da dose total utilizada
para bovino em protocolos de sincronizacgdo, aplicadas no acuponto Hou Hai ou em
falso acuponto intramuscular foram eficientes na sincronizacdo de estro. Desta
forma, pode-se reduzir a dose, com reducdo do custo do protocolo e com menor
dose efetiva. A aplicacdo da eCG 24h ou 48h antes da retirada do implante nao
melhorou a eficiéncia do protocolo, podendo ser executada no momento da retirada
do dispositivo de progesterona, com menor manipulacdo dos animais.

Palavras chave: Acuponto Hou Hai; Farmacopuntura; Sincronizacao de ovulacao



DIFFERENT ROUTES AND APPLICATION OF MOMENTS IN EQUINE
CHORIONIC GONADOTROPIN INSEMINATION PROTOCOL ARTIFICIAL FIXED
TIME FOR COWS

ABSTRACT: The study aimed to evaluate different routes and times of application of
equine chorionic gonadotropin (eCG) in Fixed-Time Artificial Insemination (FTAI)
protocols for cows. Two experiments were carried out: in experiment I, 70 Nellore
cows received, on day zero of the protocol (DO0), intravaginal progesterone devices
(PRIMER®) and 3mg of estradiol benzoate (EB); on D9 of the protocol the devices
were removed, then 150ug of a synthetic analogue of prostaglandin F.a (PGF.a) and
the d-cloprostenol were applied, and the animals were randomly distributed in three
treatments (T), as follows: T1 (n=22): application of 300IU of eCG (100% of dose) by
intramuscular route (IM); T2 (n=23): application of 90Ul (30% of dose) of eCG in
acupoint Hou Hai and T3 (n=25): application of 90Ul (30% of dose) of eCG in false
acupoint (IM). On D10 all animals received 1mg of gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) by intramuscular route (IM) and the FTAI was carried out, 52 hours after the
removal of the PRIMER®. The evaluations of follicular growth and ovulation time
were carried out in seven, seven, and eight animals in T1, T2 and T3 respectively, in
intervals of 24 hours, by ultrasonography, beginning immediately after the removal of
devices and ended 24 hours after ovulation. The corpus luteum (CL) evaluations
were made nine days after the removal of PRIMER®, by ultrasonographic evaluation.
The pregnancy diagnosis was carried out 30 days after FTAI in all animals. The
completely randomized design was used, the data was assessed according to
normality by Shapiro-Wilk test. For the quantitative variables that presented normal
distribution, ANOVA was used, at probability of 5%. For the variables that did not
present normal distribution, Kruskal-Wallis test was used, at probability of 5%. There
was no difference (P>0.05) to: the interval from device removal to ovulation
(T1=72.36+£13.62; T2=51.35+35.08 and T3=51.03+32,55h); diameter of the largest
follicle on D9 (T1=12.5+0.40; T2=8.5+0.59 and T3=8.7+0,57mm); diameter of
ovulatory follicle (T1=15.84+0.33; T2=10.2+0.72 and T3=10.8+0,70mm) and the
second largest follicle (T1=9.1+0.32; T2=6.0+0.55 and T3=5.0+0,46mm); follicle
growth rate (T1=1.20+0.80; T2=0.50+0.50 and T3=0.80+0,80mm/day); ovulation rate
(%) (T1=100; T2=71 and T3=75%); corpus Iluteum area (T1=2.66+1.45;
T2=2.34+1.35 and T3=1.96+1,75cm?) and pregnancy rate (68; 52 and 56% for T1, T2
and T3, respectively). The cost of the protocol in dollars, per animal, was USD 10.67
(T1) and USD 8.50 (T2 and T3). In experiment Il, 76 Girolando cows received, on
day zero of the protocol (D0), intravaginal progesterone devices (PRIMER®) and
3mg of estradiol benzoate (EB), by IM route. On D9 the devices were removed, then
150ug of d-cloprostenol were applied, and the animals were distributed in three
treatments (T), as follows: T1 (n=25): application of 400IU of eCG at the time of
removal of PRIMER®; T2 (n=23): application of 400Ul of eCG, 48 hours before the
removal of PRIMER® and T3 (n=25): application of 400Ul of eCG, 24 hours before
the removal of PRIMER®. On D10 of the protocol all animals received 1mg of GnRH,
all hormones were administrated by IM route. The animals were inseminated 52
hours after the removal of the device. The parameters of follicular growth and
ovulation time were evaluated in 10 animals per treatment. The corpus luteum area
and pregnancy rates were evaluated in all the animals as described in the previous
experiment. The completely randomized design was used, the variables with normal
distribution were evaluated by Analysis of Variance at significance of 5% and for the



variables that did not present normal distribution, Kruskal-Wallis test was used, at
probability of 5%. There were no differences (P> 0.05) among T1, T2 and T3
respectively, for the interval from device removal to ovulation (77.05+10.06;
70.81+11.58; 69.83+0.95h); diameter of the largest follicle on D9 (9.17+£2.41;
11.88+£2.82; 11.58+2.46mm); diameters of the ovulatory follicle (13.82+2.11;
15.95£2.40; 15.67+2.02mm) and the second largest follicle (8.07£1.54; 7.35+1.94;
7.05+1.54mm); follicle growth rate (1.40+0.07; 1.32+0.04; 1.40+0.06 mm/day);
ovulation rate (100; 100 and 90%); corpus luteum area (1.78+1.19; 2.44 + 1.20;
2.58+1,42cm?) and pregnancy rate (40, 24 and 36%). The use of 90Ul of eCG,
corresponding to 30% of the total dose used for cattle in synchronization protocols,
applied in acupoint Hou Hai or in false acupoint intramuscular, were efficient in the
estrus synchronization. Thus, it is possible to reduce the dose, providing a reduction
in the cost of the protocol as well as a lower effective dose. The application of eCG
24 hours or 48 hours prior to the removal of the implant did not improve protocol
efficiency and it can be carried out at the time of removal of the progesterone device,
with less handling of animals.

Keywords: Acupoint Hou Hai; Ovulation synchronization; Pharmacopuncture



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Andlise de variancia

AE Animais em estro

a.C. Antes de Cristo

BE Benzoato de estradiol

cm Centimetro

CL Corpo luteo

DIC Delineamento inteiramente casualizado
d.C. Depois de Cristo

D Dia

DMF Diametro do maior foliculo

DSMF Diametro do segundo maior foliculo
DE Duracao de estro

ECC Escore de condicéo corporal

EM Estacdo de monta

FD Foliculo dominante

FOPA Foliculo pré-antral

GPS Global positioning system

eCG Gonadotrofina coridnica equina

h Horas

GnRH Hormonio liberador de gonadotrofina
LH Hormonio luteinizante

1A Inseminacgéo artificial

IATF Inseminacao artificial em tempo fixo
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IRIO Intervalo da retirada do implante a ovulacéo
IIEO Intervalo do inicio do estro a ovulacao
IM Intramuscular

MTC Medicina tradicional chinesa

Mg Micrograma

mg Miligrama

mm Milimetro

mim Minuto

Py Progesterona

PGFyq Prostaglandina F2a

TCF Taxa de crescimento folicular

TG Taxa de gestacao

T Tratamento



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Local e angulo de insercdo da agulha no acuponto Hou Hai, na espécie
bovina. Fonte: KOMATSU et al. (1998). .....cooviiiiiiiiiieeeeeeeeee e e e 13
CAPITULO 1

Figura 1 Local de injecdo no acuponto Hou Hai, na espécie bovina. Fonte: Arquivo

[OLSEST T | USRI 20



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1 Custo em délar (US$) dos horménios utilizados para sincronizagcdo de
ovulagao em vacas, na cidade de Feira de Santana-BA, em junho de 2015 ........... 22
Tabela 2 Crescimento folicular e momento de ovulacdo com aplicacdo de subdose
de gonadotrofina coribnica equina no acuponto Hou Hai de vacas de corte
submetidas a protocolo de sincronizagdo de ovUlaGao ... 23
Tabela 3 Area de corpo liteo e diagndstico de gestacdo com aplicacéo de subdose
de gonadotrofina coribnica equina no acuponto Hou Hai de vacas de corte
submetidas a protocolo de sincronizacdo de ovUlagao ...........ccceevvvviiieieeeeeeeeiiiinnn, 25
Tabela 4 Custo do protocolo de sincronizacdo de ovulagdo para vacas de corte,
(oto] r= Tor= To I =T g o (o] Fo T g (U5 SR 26
CAPITULO 2

Tabela 1 Crescimento folicular e momento de ovulagéo de vacas de leite submetidas
a protocolos de sincronizacdo de ovulagédo utilizando diferentes momentos da
aplicacao da gonadotrofina COrONICA EQUINA.........cceeerieeeeiiiiiieeeeeeeeeeeiiiiae e e eeeeeeenees 36
Tabela 2 Area de corpo liteo e diagnostico de gestacdo de vacas de leite
submetidas a protocolo de sincronizacdo de ovulacdo utilizando diferentes

momentos de ampliacdo da gonadotrofina coridnica equina...............evveeeeeeeereeeennns 39



SUMARIO

1 INTRODUGAD .....oiieiiee ettt ettt et e ettt e et et e e ste e see s 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt aens 3
2.1  Dinamica folicular ovariana €m VACAS ..........cccuuuriiiieeeeieiiiiiiiinee e eeeeeeeiiiannnns 3
2.2 Uso de eCG em protocolos de IATF para vacas............coeeeeeeeeeeieeeee e 6
P2 B A o1 U | o LU (U | PP 9

CAPITULO 1 — APLICACAO DE SUBDOSE DE GONADOTROFINA CORIONICA
EQUINA NO ACUPONTO HOU HAlI EM PROTOCOLOS DE INSEMINAGCAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO PARA VACAS DE CORTE .....cocoviieeiieeeeeee e 15
CAPITULO 2 - DIFERENTES MOMENTOS DE APLICACAO DE
GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA EM PROTOCOLO DE INSEMINACAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO PARA VACAS DE LEITE......cccooiieeeeieeeeee e 30
3 CONSIDERACOES FINAIS ...ttt 42
REFERENCIAS ... .ottt ettt et et e et et e et e ste e e etesee e 43



1 INTRODUCAO

O uso de hormbnios exdgenos para o controle do ciclo estral € uma das
biotecnologias de maior destaque na reproducdo atualmente, proporcionando
uma melhora na eficiéncia reprodutiva, na facilidade do manejo dos animais e
na reducdo do intervalo entre partos, além de ser pré-requisito para a adocao
de outras biotécnicas (MAIA e BEZERRA, 2010), a exemplo da inseminacdo
artificial em tempo fixo (IATF), que vem sendo utilizada de forma crescente
como uma ferramenta importante no manejo reprodutivo de fémeas bovinas
(PALHANO et al., 2012).

Dentre os horménios exdgenos utilizados, a gonadotrofina coribnica
equina (eCG) destaca-se pela sua importante acao nos protocolos de IATF. O
aumento da fertilidade podendo ser promovido com administracdo de eCG,
parece estar relacionado ndo somente ao padrdo de crescimento folicular,
como também, ao desenvolvimento do corpo luteo (CL), onde foliculos de
maior tamanho dardo origem a CL de melhor qualidade e consequentemente
com maior producdo de progesterona (P4) (TORTORELLA et al.,, 2013).
Contudo, a utilizacdo da eCG nos protocolos de IATF aumentam seus custos,
promovendo uma busca pela definicdo da menor dose efetiva.

Nesse contexto, a farmacopuntura vem sendo uma alternativa a
aplicacdo hormonal em protocolos de sincronizacdo. Esse método é utilizado
em animais, tendo como beneficios, reduzir os efeitos secundarios indesejaveis
de drogas, de residuos em produtos de origem animal e o custo do tratamento
(ALTMAN, 2006; LUNA et al., 2006; FARIA, 2007). Os principais acupontos que
atuam na atividade ciclica ovariana sao o Bai Hui, VG2 (Wei Ken), VG1 (Hou
Hai), B23, B25 e Yan Chi. O Hou Hai, situado na depresséo entre a distancia
média da base ventral da cauda e o anus, € um dos acupontos indicados para
tratar desordens reprodutivas, além de ser empregado em protocolos de
sincronizacao de estro em fémeas mamiferas (KOMATSU et al., 1998; LIN et
al., 2006).

Outra forma de melhorar a eficacia dos protocolos de sincronizagéo €
por meio de estudos que indentifiquem qual o melhor momento para

administracdo da eCG. Sendo assim, estudos relatam que o uso de eCG, 24h



ou 48h antes da retirada da fonte de progresterona, melhora a fertilidade de
vacas tratadas no inicio do pés-parto (BARUSELLI et al., 2004b, 2005).
Desta forma, avaliou-se diferentes vias e momentos de aplicacdo de

eCG em protocolo de IATF para vacas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica folicular ovariana em vacas

Em animais domésticos, incluindo bovinos, o potencial maximo de
producdo folicular é alcancado durante a vida fetal com a formacdo de uma
reserva de foliculos primordiais quiescentes. Tal reserva inicial € formada pela
migracdo de células germinativas primordiais do epitélio do saco vitelinico até
as gbnadas indiferenciadas, entre o primeiro e segundo més de vida fetal
(SMITZ e CORTVRINDT, 2008). Apés a chegada nas gbnadas, as células
germinativas continuam a se proliferar, chegando em bovinos a um méaximo
estimado de 2,1 milhdes de células (FIGUEIREDO et al., 2007).

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovario, sendo constituido por
um odcito circundado por células somaticas (células da granulosa e tecais). De
acordo com o grau de evolucédo, os foliculos podem ser divididos em: foliculos
pré-antrais ou ndo cavitarios e foliculos antrais ou cavitarios. Os foliculos pré-
antrais representam cerca de 90 a 95% de toda populacéo folicular e, desta
forma, armazenam a grande maioria dos odécitos presentes nos ovarios de
vacas. Na categoria de foliculos pré-antrais sé@o incluidos os foliculos
primordiais, intermediarios, primarios e secundéarios (FIGUEIREDO et al.,
2007). Em bovinos, os primeiros foliculos antrais fetais aparecem por volta de
230 dias da gestacdo. Durante a vida reprodutiva de uma fémea, ocorre atresia
de 99% dos foliculos, que dessa forma falham em ovular (BENELLI et al.,
2009).

A primeira ovulagdo, € o marco do inicio da vida reprodutiva da fémea,
caracterizando o estabelecimento da puberdade, com o aumento da sintese e
liberacdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo,
refletindo em uma maior resposta da hipofise anterior, e amplitude e frequéncia
dos pulsos das gonadotrofinas, dando inicio a exibicdo dos ciclos estrais (MAIA
e BEZERRA, 2010).



O ciclo estral em vacas apresenta uma duracdo meédia de 21 dias,
variando de 18 a 24 dias, sendo dividido em fase folicular e luteinica. Os
principais hormoénios que caracterizam essas fases sdo o estradiol-178 (E-17pB)
e a progesterona (P4) (MOTOLA et al., 2008).

A regulacdo do ciclo estral se d4 por meio da relagdo neuroenddcrina,
que é constituida pelo eixo compreendido por hipotalamo, hipdéfise, ovario e
Gtero. No hipotalamo é sintetizado o GnRH, o qual estimula a hipdéfise para que
esta sintetize e libere os horménios luteinizante (LH) e foliculo estimulante
(FSH). Estes hormonios séo liberados na corrente sanguinea e irdo estimular o
desenvolvimento folicular, a presenca de um foliculo dominante e a ovulacéo
(PALMA, 2008).

Na vaca, pelo menos trés ciclos (63 dias) sdo necessarios para gue um
foliculo pré-antrais (cerca de 0,15mm de didmetro) atinja o tamanho pré-
ovulatorio (aproximadamente 14mm de diametro) (FORTUNE et al., 1994). Em
bovinos o crescimento folicular ocorre por meio de ondas foliculares, com
recrutamento de foliculos antrais. Ocorrem durante o ciclo estral de 1 a 4
sucessivas ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 2003).

Na fase de recrutamento, um grupo de pequenos foliculos primordiais,
de tamanho entre 3 a 5mm, responsivos as gonadotrofinas séo estimulados a
iniciar um crescimento progressivo (BARROS e NOGUEIRA, 2001). Como
resultado da ativacédo, os foliculos iniciam crescimento e progridem pelas fases
de foliculo pré-antral priméario e secundério e atingem o estagio de terciario,
com a formacdo do antro folicular. Destes, alguns sofrem atresia e outros
continuam a crescer produzindo moderadas quantidades de estrogeno e inibina
(GINTHER et al., 2003; AERTS e BOLS, 2010).

O foliculo de maior tamanho, chamado de dominante, destaca-se e
passa a crescer mais rapido que os demais, produzindo altas quantidades de
estrogeno e inibina. Tal crescimento folicular é caracterizado pela proliferacéo e
diferenciacdo das células da granulosa, aumento do volume do odcito, e a
formacédo e proliferacdo das células da teca. As concentracbes de FSH séo
reduzidas a valores muito baixos, insuficientes para manter o desenvolvimento
dos foliculos subordinados, mas suficientes para o crescimento do foliculo
dominante, estabelecendo-se, entdo, o fendmeno da dominéncia folicular
(LUCY et al., 1992; GINTHER et al., 2003). Para a evolucdo desse estagio,



ocorre inicialmente a aquisicdo de resposta as gonadotrofinas e posteriormente
a dependéncia ao estimulo gonadotrofico, para manter o crescimento folicular
até o estagio pré-ovulatério (WEBB e CAMPBELL, 2007; AERTS e BOLS,
2010).

O foliculo dominante na vaca é normalmente identificado quando atinge
um diametro a partir de 10mm. Com esse tamanho, o foliculo dominante
adquire receptores para LH e adquire capacidade ovulatoria (SARTORI et al.,
2001). O pico de LH desencadeia alteracdes estruturais e bioquimicas que
levam a ruptura do foliculo pré-ovulatério, resultando na expulsdo do odcito e
posterior desenvolvimento do corpo lateo no local da ovulacéo.

Os mecanismos de selecdo sdo controversos, mas provavelmente o
foliculo selecionado apresenta mais precocemente a capacidade de responder
ao estimulo provido por uma outra gonadotrofina hipofisaria, o LH
(DRIANCOURT, 2001; SARTORI et al.,, 2001). A taxa de crescimento do
foliculo dominante é maior quanto maior for a frequéncia de pulsos de LH,
sendo esté controlada diretamente pelo GnRH (KARSCH et al., 1997).

A espécie bovina é classificada como monovulatorias, apenas um
foliculo é selecionado dentre os recrutados para continuar a crescer e
diferenciar-se em foliculo pré-ovulatério, enquanto os demais tém como destino
a atresia (FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 2002).

A eCG, que possui afinidade aos receptores de FSH e LH, ao se ligar
aos receptores do foliculo, pode promover o crescimento, maturacao folicular e
ovulacdo (BARUSELLI et al., 2008), podendo também se ligar aos receptores
de LH do CL e assim, promover um aumento das células luteais, que sdo
responsaveis por cerca de 80% da sintese de P4, conferindo-lhe maior volume
e maior capacidade de producdo (SOUZA et al.,, 2009), tanto que alguns
autores tém apontado o uso da eCG, como ferramenta potencial para melhorar
as concentragbes plasmaticas de P, em ciclos estrais subsequentes
(BARUSELLI et al., 2000).

Tanto vacas de leite, quanto de corte, possuem rapido retorno do
crescimento folicular pés-parto, ocorrendo dentro de 7 a 10 dias, quando em
bom estado de condicdo corporal. O destino do foliculo dominante dentro da
primeira onda folicular é dependente da pulsatilidade do LH. Vacas em bom

estado de condi¢do corporal, conseguem realizar a ovulagdo de um foliculo



dominante existente em uma das trés primeiras ondas de crescimento folicular
poOs-parto, o que ocorre em torno de 60 dias (MURPHY et al., 1990).

Para a maximizacao do potencial reprodutivo, especialmente de fémeas,
€ importante estudar a foliculogénese a fim de se compreender os mecanismos
e fatores envolvidos nesse evento, que podem influenciar diretamente na
eficiéncia dos protocolos utilizados na sincronizagdo da ovulacdo e de outras
biotecnologias (FIGUEIREDO et al., 2007).

2.2 Uso de eCG em protocolos de IATF para vacas

Em bovinos, protocolos hormonais que controlam o desenvolvimento
folicular e a funcéo lutea permitem a realizacdo da inseminacéo artificial (IA)
em momento pré-determinado, superestimulacado ovariana e sincronizacdo de
receptoras para transferéncia de embrides (TE), potencializando a eficiéncia
reprodutiva (PIRES et al., 2004; BURATINI, 2007). A sincronizacdo da
ovulacdo pode ser obtida por meio da aplicacdo de diferentes indutores de
ovulacdo apos o fim dos tratamentos de sincroniza¢éo de estro, tais como, LH,
eCG, GnRH e seus anélogos, e benzoato de estradiol (BE) (PURSLEY et al.,
1997).

Muitos sdo os hormonios utilizados para realizagdo da IATF nos
rebanhos de corte e leite, dentre eles destacam-se as P, e BE na fase inicial do
protocolo, com a finalidade de sincronizar a emergéncia da onda folicular; a
remocao do dispositivo de P4 e a aplicacdo de PGF,a na fase intermediaria do
protocolo, para assegurar a lutedlise e fase final do protocolo, a aplicacdo de
LH e/ou FSH e do BE, 24 horas apds a remocao da P4, para sincronizar e
induzir a ovulacéo (BO et al., 2002). A ovulacdo também pode ser induzida com
GnRH ou LH, administrados 12 horas antes da IATF (MARTINEZ et al., 2002).
Além disso, a eCG também pode ser administrada na fase intermediaria do
protocolo, para estimular o crescimento final folicular até ovulagdo (SOUMANO
et al., 1997).



A eCG é uma glicoproteina produzida nos calices endometriais do Utero
da égua gestante, entre 0 40° ao 130° dia de gestacdo (MURPHY et al., 1991).
Ela tem capacidade de expressar atividade de FSH e LH, contudo, a base
biolégica para este fendbmeno ainda ndo esta totalmente elucidada, a
explicacdo €& que a atividade dupla deve ser baseada no determinante
estrutural da eCG ou dos receptores para LH e FSH em espécies que ndo a
equina (MURPHY, 2012).

A eCG, quando administrada em vacas em anestro, cria condicfes para
estimular o crescimento folicular e a ovulagdo, mesmo em vacas que tenham
comprometimento na liberagcdo enddgena de gonadotrofinas. Seu uso tem
apresentado efeito positivo em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade
(anestro), em animais recém paridos (periodo pos-parto inferior a 2 meses), em
animais com condicdo corporal comprometida (< 2,5 na escala de 1 a 5;)
(BARUSELLI et al., 2004a) e em animais que apresentam comprometimento no
crescimento do foliculo dominante devido a altos niveis de progesterona ao
final do tratamento de sincronizacdo da ovulacdo, aumentando a taxa de
ovulacdo e a taxa de prenhez ( BARUSELLI et al., 2004b; MARQUES et al.,
2005).

Rodrigues et al. (2004) trabalharam com sincronizagéo de vacas nelores
em diferentes periodos poés-parto e verificaram que apenas as vacas em
anestro (auséncia de CL no inicio da sincronizagéo) respondem positivamente
ao tratamento com eCG, com taxa de gestacao de 52,2% (47/90) para animais
gue receberam eCG e 36,5% (27/74), para animais que ndo receberam eCG
(P<0,05). J&, nos animais ciclando (presenca de CL no inicio da sincronizacao),
nao foi verificado aumento da taxa de concepcdo apos o tratamento com eCG
em protocolos de IATF.

Contudo, Baruselli et al. (2004a) observaram que novilhas ciclando,
tratadas com eCG na retirada do dispositivo de progesterona, apresentaram
aumento significativo na taxa de ovulagdo (sem eCG=50,0% (10/20) vs com
eCG=76,2% (16/21).

Da mesma forma, Marques et al. (2005) verificaram que o tratamento
com eCG também aumentou a taxa de prenhez de novilhas Nelore ciclando,
tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona para IATF (sem
eCG=15,7% (31/197) vs com eCG=34,9% (68/195); P<0,05).



Apos estudos utilizando a eCG, Baruselli et al. (2008a) observaram que
0 aumento da taxa de concepg¢do em animais tratados com eCG pode estar
relacionado ao incremento na taxa de ovulagéo, principalmente em animais em
anestro e ao aumento das concentracdes plasmaticas de progesterona no
diestro do ciclo subsequente a IATF, que pode melhorar o desenvolvimento
embrionério e a manutencéo da gestacao.

Sales et al. (2011) realizaram um estudo para avaliar o crescimento
folicular, a ovulacéo e a fertilidade em fémeas submetidas a um protocolo para
IATF. Para tanto, vacas Nelores lactantes com bezerro ao pé e em anestro
pés-parto foram divididas em trés grupos (controle; FSH: 10mg no momento da
remocdo do dispositivo intravaginal de progestageno e eCG: 300 Ul no
momento da remocdo do dispositivo intravaginal de progestageno) e
submetidas as avalia¢des ultrassonograficas do dia zero (D0O) ao dia 12 (D12).
Nesse estudo, os autores observaram um aumento no didmetro do maior
foliculo no momento da IATF no dia 10 (D10: 12,9+0,3mm, 12,8+0,3mm e
13,94+0,2mm, P=0,006) e na taxa de crescimento folicular do dia oito ao dia 10
(0,95+0,1mm/dia, 0,90+0,1mm/dia e 1,40+0,1mm/dia, P=0,006) nos animais
tratados com eCG, em relagdo aos tratados com FSH e ao grupo controle,
respectivamente, sendo observada diferenca entre os grupos controle e
tratados com eCG para ambos os parametros de dinamica folicular.

Comparando o efeito de duas doses de eCG (200 e 300UI) nos
protocolos de IATF para vacas Nelore com cria ao pé em relagdo as nao
tratadas com eCG (controle), Rocha et al. (2007) obtiveram resultados que
demonstraram maiores taxas de prenhez com o uso de eCG, sendo 22,2%
(controle), 42,1% (200Ul eCG) e 44,0% (300Ul eCG; P<0,05) e néao foi
verificada diferenca (P>0,05) entre as duas doses de eCG, sendo
recomendada a menor dose efetiva.

Doroteu et al. (2014), apos avaliarem o efeito de duas diferentes doses
de eCG sobre a taxa de prenhez em vacas Nelore lactantes com 35 a 75 dias
de periodo pés-parto, observaram que nao houve diferenca na taxa de prenhez
para 0s animais que receberam 200 ou 300Ul de eCG no dia oito (D8) do
protocolo de sincronizagéo para IATF (200Ul 62,1% e 300Ul 78,4%; P>0,05).

Prata et al. (2014) avaliaram o efeito do tratamento com 400Ul de eCG

na fertilidade de vacas mesticas lactantes (Bos taurus x Bos indicus)



submetidas a IATF e concluiram, que o uso da eCG no dia sete (D7) do
protocolo (sendo a retirada do dispositivo intravaginal de P, feita no D8), ou
seja, 24h antes da retirada do dispositivo, aumentou a fertilidade de vacas
mesticas leiteiras submetidas a IATF, com taxa de prenhez aos 30 dias de 36,0
e 15,0% (P<0,01).

Como alternativa para estimular o crescimento folicular, as
gonadotrofinas podem ser incluidas nos protocolos de sincronizacéo que
utilizam P4, com finalidade de melhorar os niveis de LH e consequentemente a
eficiéncia do protocolo (SOUZA et al., 2009).

2.3 Acupuntura

A acupuntura consiste na estimulacdo que pode ser feita com agulhas,
com as maos, bastdo, dentre outros, em pontos especificos do corpo, com
objetivo de atingir efeito terapéutico ou homeostatico (PRADIPTO, 1986). E
uma técnica chinesa milenar, as opinides sobre a sua idade e origem tém
divergéncias. Pressupde-se, com a descoberta de agulhas de pedras, que a
acupuntura humana iniciou no final do periodo Neolitico (16.000 - 4.000 a.C.).
A descoberta concreta de agulhas de acupuntura de ouro e de prata ocorreu no
tumulo de Lieu Scheng, que morreu por volta de 200 a.C.

O termo acupuntura deriva dos radicais latinos acus e pungere, podendo
ter o sentido restrito de “agulhamento dos pontos de acupuntura”, ou de forma
mais ampla, o estimulo do acuponto segundo as varias técnicas disponiveis
(agulhamento, alteracbes de temperatura, pressao e outras) (SCHOEN, 2006;
MACIOCIA, 2007; XIE e PREAST, 2007).

As referéncias sobre acupuntura veterinaria podem ser encontradas por
volta do ano de 900 a.C., sendo tao antiga quanto a humana (DRAEHMPAEHL
e ZOHMANN, 1994). No Sri Lanka, foi encontrado um tratado de
aproximadamente 3.000 anos, que fala sobre o uso da acupuntura em

elefantes indianos. Por volta de 650 a.C., nasceu Sun Yang, que foi o primeiro
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acupunturista dedicado somente a Medicina Veterinéria, de que se tem registro
(ALTMAN, 1997).

No Brasil, um dos principais precursores da acupuntura veterinaria foi o
Professor Tetsuo Inada, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em
meados da década de 1980 (SCOGNAMILLO e BO 2006). Sua
regulamentagéo aconteceu em 1988, por meio da Resolugao N° 5/1988, da
Comisséo Interministerial de Planejamento e Coordenacédo-CIPLAN, tendo
suas normas fixadas para o atendimento nos servicos publicos de saude
(FARIA et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Podem exercer a
especialidade de Acupuntura, enfermeiros, médicos, fisioterapeutas,
psicologos, farmacéuticos, meédicos veterinarios, dentre outros, além dos
trabalhadores com formacdo na China em Medicina Tradicional Chinesa
(MTC).

Os acupontos séo considerados portas de entrada e saida de energia de
um organismo. S&8o areas onde é possivel a manipulacdo da energia para
restaurar o equilibrio do organismo. Estao distribuidos através de canais de
energia que se interligam (ALTMAN, 1997) e por onde circula um fator principal
responsavel por associar, regular e controlar as atividades funcionais do corpo.
Existem diferentes métodos para estimulacdo dos acupontos, dentre eles a
acupressado, realizada com os dedos na forma de massagem em pontos
especificos, € a mais antiga forma de acupuntura; o agulhamento simples,
utiliza a estimulacdo com agulhas com comprimentos variados dependendo da
espécie a ser tratada e tamanho do animal, bem como a localizacdo e
profundidade do acuponto; a eletroacupuntura, este método consiste na
transmissao de energia elétrica sob diferentes intensidades e frequéncias aos
acupontos, com este método, o nivel de analgesia pode ser aumentado e o
efeito da acupuntura prolongado pelo aumento da estimulacdo do ponto
tratado; implantes: varios materiais podem ser implantados no tecido proximo
ao acuponto para obter um estimulo mais prolongado, o material mais utilizado
nestes casos é ouro em forma de cilindros milimétricos. A técnica pode ser
utilizada para tratamento de osteoartrite (especialmente displasia coxo-
femural), epilepsia e doenca do disco intervertebral.

A injecdo de substancias no acuponto, denominada de farmacopuntura,

€ uma opcao interessante para acupuntura em animais, pois requer um curto
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periodo de tratamento e poucos materiais, dentre eles o principal seria a agulha
hipodérmica, podendo ser aplicado hormoénios e medicagcfes. Este método é
bastante Gtil em animais que néo toleram a permanéncia das agulhas por muito
tempo (gatos) ou como complemento ao agulhamento (FARIA et al., 2008).

Os acupontos se localizam proximos a nervos, vasos sanguineos,
tenddes, periosteos e cipsulas articulares (WU, 1990), podem ser estimulados
por varios agentes de estresse, tais como: agulha metalica, calor, massagem e
gota de acido. O importante é criar um sinal que sera transmitido aos centros
nervosos para ser decodificado, analisado, memorizado, integrado em outros
sistemas e causar, conforme sua intensidade, local e natureza, uma resposta
benéfica orientada e especifica (RUBIN, 1983).

A insercdo da agulha no ponto de acupuntura altera a carga elétrica da
hipoderme gerando uma corrente com objetivo de igualar a diferenca de
potencial existente entre a pele e a agulha (ALTMAN, 1997).

Na filosofia da MTC, o organismo € constituido pela matéria que
obedece a teoria do Yin-Yang e pelo Qi, que representa energia. A matéria €
caracterizada pela estrutura organica do corpo, e a energia, que esta agregada
a matéria, promove o dinamismo da parte material/organica (YAMAMURA,
2001). Este fator € denominado Qi, considerado a energia vital circulante. Os
manuais de acupuntura iniciam por esquemas e estudos de sinapses,
neurdnios, arcos reflexos, reparticdo metamérica dos nervos periféricos, de
potenciais evocados nas diversas areas corticais e subcorticais e de
fendmenos de facilitacdo ou inibicdo interneurénios (RUBIN, 1983).

Os pontos de acupuntura sdo localizados através de um referéncia de
medida, o Tsun, também denominado cun, que é descrito como uma medida
individual, que determina a distédncia entre duas estruturas anatdémicas fixas.
Vérias estruturas podem ser utilizadas para determinar o Tsun, uma é com
base nos dedos do paciente, na largura do polegar ao nivel dos angulos da
unha (uma polegada), ou no comprimento do antebraco dividindo-o em 12
partes, ou a distancia entre os mamilos, dividindo-a em 8 partes (CRICENTI,
2001). Entretanto estas medidas séao de dificil aplicacdo nos animais, usando-
se para estes, em alguns casos, como para encontrar a localizacdo do
meridiano de bexiga no dorso do paciente, a medida da largura de uma costela
deste mesmo animal (FARIA et al., 2008).
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Os estimulos provocados aos acupontos ligados a reproducao
promovem alteragbes nos niveis plasmaticos de LH, FSH, E, e P4. Desse
modo, foram criadas duas teorias para explicar os mecanismos da acupuntura
na reproducdo. A primeira teoria sugere que o estimulo promova a liberacdo e
acdo da endorfina no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, promovendo uma
depressdo temporaria na secrecdo de LH, onde ap0s cessar o estimulo a
hipdfise se torne mais reativa ao GnRH e retorna ao equilibrio. A segunda se
refere em estimular a producdo e liberacdo de adrenalina, catecolaminas,
estrogénios e fatores de crescimentos, provocando efeitos diretos sobre o
controle gonadal paracrino e autécrino da esteroidogénese (LIN et al., 2006).

Alguns autores chineses afirmam que em muitas situacdes o uso de
subdoses, produz um efeito longo e similar a dose convencional, com a
vantagem de causar menos efeitos colaterais (WANG et al., 2007). A técnica
tem sido usada com sucesso, especialmente em grandes animais. Seu uso traz
grandes beneficios, pois reduz a dose dos medicamentos. A utilizacdo de
horménios, vitaminas, anti-inflamatorios e anestésicos nos acupontos tém bons
resultados com doses infimas, além de poucos efeitos colaterais (LUNA et al.,
2008).

O Hou Hai, também conhecido como Vaso Governador 1 (VG1), Chang
Qiang ou Mar Caudal, um dos acupontos com agao no sistema reprodutor, tem
sido referido para tratar anestro, ovarios cisticos, corpo luteo cistico ou
persistentes, estros silenciosos e pseudociese. O acuponto Hou Hai esta
localizado na depressédo situada entre a distancia média da base ventral da
cauda e o anus (LIN et al., 2006). Anatomicamente, o Hou Hai localiza-se entre
0 musculo coccigeo e o esfincter anal e com a inervacéo do nervo retal caudal.
No seu acesso a agulha deve ser inserida em posi¢ao angular em bovinos e na
perpendicular em pequenos animais, com profundidade variando de trés a
18cm, conforme o porte do animal (HWANG e LIMEHOUSE, 2006).
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Figura 1 Local e &ngulo de insercao da agulha no acuponto Hou Hai, na espécie bovina.
Fonte: KOMATSU et al. (1998).

Alguns estudos avaliaram a utilizacdo desse acuponto, com resultados
interessantes. Quick (2010) utilizou protocolos de sincronizagdo em ovelhas
com implantes intravaginais retirados no sétimo dia apos a sua insercao (D7) e
aplicacao de eCG (Novormon ®). O G1(Dose Total) recebeu a dose de 1mL de
eCG, gque equivale a 200Ul por via intramuscular e os demais tratamentos
receberam 20UI, porém diluido de tal forma que tivesse 0os mesmo 1mL de
volume, sendo o G2 (Hou Hai) e o G3 (Bai Hui). Obteve taxa de estro de
72,73% (G1), 36,36% (G2) e 54,55% (G3).

Souza et al. (2012) avaliaram o comportamento estral de cabras
submetidas a protocolos de sincronizagéo de estro, com aplicacédo de 30% das
doses utilizadas rotineiramente de PGF,a e eCG no acuponto Bai Hui e
concluiram que 0,0375mg de cloprostenol e 90Ul de eCG aplicados nesse
acuponto foram eficientes na sincronizagdo de estro. Biscarde et al. (2012)
avaliaram o crescimento folicular e a ovulagcdo de cabras submetidas a
protocolos de sincronizagdo com aplicacdo de 30% da dose de PGF,a e eCG
no acuponto Bai Hui e ndo obtiveram diferenca significativa quando
compararam com o protocolo tradicional para caprinos, demostrando eficiéncia
na ovulagéo e sincronizacao.

Relatos anteriores demonstram o0 quanto a aplicabilidade da acupuntura em
tratamento de disturbios reprodutivos tem sido efetiva, no entanto o acuponto
Hou Hai ainda foi pouco explorado na reproducdo animal, sobretudo no
controle do ciclo estral associado a protocolos hormonais. Levando em
consideracdo que sua localizacdo anatdbmica facilita a sua abordagem na

pratica a campo, podendo ser considerada uma vantagem para implementacao
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dessa técnica apds sua eficacia ser aprovado com mais estudos (LIN et al.,
2006).
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CAPITULO 1 - Aplicacdo de subdose de gonadotrofina coridnica equina
no acuponto hou hai em protocolos de inseminacéao artificial em tempo
fixo para vacas de corte

[Application of low doses of equine chorionic gonadotropin in acupoint hou hai

in fixed-time artificial insemination protocols for beef cows]

Artigo a ser submetido ao Periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Qualis B1 na Area de Zootecnia/Recursos Pesqueiros.

Monna Lopes de Aratjo’, Claudinéia Silva Mendes®, Emmanuel Emydio Gomes
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Carmo Emanuel Aimeida Biscarde®, Rosiléia Silva Souza?, Larissa Pires

Barbosa*!

lUniversidade Federal do Recdncavo da Bahia -UFRB
2Universidade Federal da Bahia - UFBA
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RESUMO

Avaliou-se a aplicacao de subdose de gonadotrofina coriénica equina (eCG) no
acuponto Hou Hai em protocolos de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF)
para vacas de corte. Setenta vacas receberam no dia zero (D0O) do protocolo,
dispositivos intravaginais com progesterona e 3mg de benzoato de estradiol; no
D9 foram retirados os dispositivos, aplicados 150ug de prostaglandina F.a e
distribuidos os animais aleatoriamente em trés tratamentos (T), sendo: T1
(n=22): 300Ul de eCG (100% da dose) por via intramuscular (IM); T2 (n=23):


mailto:larissa@ufrb.edu.br
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90Ul (30% da dose) de eCG no acuponto Hou Hai e T3 (n=25): 90Ul de eCG
em falso acuponto (IM). No D10 todos os animais receberam 1mg de hormoénio
liberador de gonadotrofina por via IM e foi realizada a IATF, 52 horas apos a
retirada dos dispositivos. Para as variaveis quantitativas que apresentaram
distribuicdo normal foi utilizada ANOVA, a 5% de probabilidade. Para as
variaveis que ndo apresentaram distribuicio normal, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Nao houve diferenca para: o intervalo
entre a retirada do dispositivo a ovulagdo (T1=72,36+13,62; T2=51,35+35,08 e
T3=51,03+32,55h); didmetro do maior foliculo no D9 (T1=12,5+0,40;
T2=8,5+0,59 e T3=8,7+0,57mm); diametros do foliculo ovulatério
(T1=15,8+0,33; T2=10,2+0,72 e T3=10,8+0,70mm) e do segundo maior foliculo
(T1=9,1+0,32; T2=6,0+£0,55 e T3=5,0+0,46mm); taxa de crescimento folicular
(T1=1,20+0,80; T2=0,50+0,50 e T3=0,80+0,80mm/dia); taxa de ovulacao (%)
(T1=100; T2=71 e T3=75%); &rea de corpo luteo (T1=2,66+1,45; T2=2,34+1,35
e T3=1,96+1,75cm?) e taxa de gestacdo (68; 52 e 56%, para T1, T2 e T3,
respectivamente). O custo do protocolo em délar, por animal, foi de US$ 10,67
(T1) e US$ 8,50 (T2 e T3). A utilizagédo de 90Ul de eCG, correspondente a 30%
da dose total utilizada, aplicadas no acuponto Hou Hai ou em falso acuponto
foram eficientes na sincronizacdo de estro, podendo-se reduzir a dose, com

reducado do custo do protocolo e com menor dose efetiva.

Palavras-chave: corpo liteo, dindmica folicular, farmacopuntura

ABSTRACT

In the following work, the application of low doses of equine chorionic
gonadotropin (eCG) in acupoint Hou Hai in Fixed-Time Artificial Insemination
(FTAI) protocols for beef cows was evaluated. On day zero of the protocol (DO)
seventy cows received intravaginal progesterone devices and 3mg of estradiol
benzoate. On D9 of the protocol the devices were removed, 150ug of
prostaglandin F2a were applied and the animals were distributed randomly into
three treatment groups (T), as follows: T1 (n=22): 300IU of eCG (100% of dose)
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by intramuscular route (IM); T2 (n=23): 90Ul (30% of dose) of eCG in acupoint
Hou Hai and T3 (n=25): 90Ul of eCG in false acupoint (IM). On D10 all animals
received 1mg of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) by intramuscular
route (IM) and the FTAI was carried out, 52 hours after the removal of the
devices. For the quantitative variables that presented normal distribution,
ANOVA was used, at probability of 5%. For the variables that did not present
normal distribution, Kruskal-Wallis test was used, at probability of 5%. There
was no difference to: the interval from device removal to ovulation
(T1=72.36+£13.62; T2=51.35+35.08 and T3=51.03+32,55h); diameter of the
largest follicle on D9 (T1=12.5+0.40; T2=8.5+0.59 and T3=8.7+0,57mm);
diameter of owvulatory follicle (T1=15.840.33; T2=10.2+0.72 and
T3=10.8+0,70mm) and the second largest follicle (T1=9.1+0.32; T2=6.0+0.55
and T3=5.0+0,46mm); follicle growth rate (T1=1.20+£0.80; T2=0.50£0.50 and
T3=0.80+0,80mm/day); ovulation rate (%) (T1=100; T2=71 and T3=75%);
corpus luteum area (T1=2.66+1.45; T2=2.34+1.35 and T3=1.96+1,75cm2) and
pregnancy rate (68; 52 and 56% for T1, T2 and T3, respectively). The cost of
the protocol in dollars, per animal, was USD 10.67 (T1) and USD 8.50 (T2 and
T3). The use of 90UI of eCG, corresponding to 30% of the total dose used,
applied in acupoint Hou Hai or in false acupoint, were efficient in estrus
synchronization, enabling the reduction of the dose, also reducing the cost of

the protocol and with a lower effective dose.

Keywords: corpus luteum, follicular dynamics, pharmacopuncture

INTRODUGCAO

O uso de protocolos hormonais que controlam o desenvolvimento
folicular e ovulacdo, comumente conhecido como protocolos de IATF, tem a
vantagem de realizar a inseminacdo sem a necessidade de deteccao de estro.
Os protocolos mais comuns de sincronizag¢do de ovulacdo para espécie bovina
utilizam GnRH e estradiol (E;), em ambos o0s casos associados com

dispositivos liberadores de P4 (BO e Baruselli, 2014).



18

Como alternativa para estimular o crescimento folicular, as
gonadotrofinas podem ser incluidas nos protocolos de sincronizagdo no
momento da remocédo da fonte exégena de Py, incluindo a eCG (Baruselli et al.,
2004; Souza et al., 2009). A melhora na fertilidade de vacas tratadas com essa
gonadotrofina pode ser explicada por trés efeitos: a eCG pode aumentar o
didmetro do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF, melhorar a taxa de
ovulacdo e aumentar as concentracfes plasmaticas de progesterona durante a
fase luteal subsequente (Sa Filho et al., 2010a).

Na literatura ha divergéncia sobre a melhor dose a ser utilizada da eCG
em protocolos de IATF para vacas. Estudos relatam diferentes doses de eCG
que variam de 300Ul a 800Ul de eCG (Souza et al., 2009; Bryan et al.,2010;
Rostami et al., 2011; Garcia-Ispierto et al., 2012; Kenyon et al., 2012; Dias et al.
2013). No entanto, a menor dose efetiva de eCG para sincronizacdo de IATF
em vacas ainda é incerta.

Alguns protocolos hormonais associados a farmacopuntura, com o
objetivo de reduzir as doses dos horménios e por consequéncia o custo dos
protocolos, apresentam pelo menos o mesmo nivel de eficacia dos protocolos
tradicionais (Matinez et al., 2007; Simplicio, 2008). A farmacopuntura tem sido
usada na pratica veterinaria para promover a reducéo do uso indiscriminado de
medicamentos, diminuir os efeitos colaterais, os residuos nos animais de
consumo e o custo dos tratamentos (Wynn et al., 2001).

Komatsu et al. (1998) demonstram a capacidade do acuponto Hou Hai
em induzir o estro de vacas através do estimulo de agulhamento. Quick (2010),
também demonstrou a eficacia, através da farmacopuntura com hormonios
neste acuponto, para a inducéo e sincronizacao do estro de ovelhas.

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da
aplicacdo de subdose de eCG no acuponto Hou Hai em protocolos de

sincronizagao para realizacéo de IATF em vacas.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em duas etapas experimentais aprovadas pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), protocolado sob niumero 342015.

A primeira etapa experimental foi conduzida nos meses de outubro a
novembro de 2015, compreendendo a estacdo da primavera, na Fazenda Boa
Esperancga situada na cidade de Nova Soure-Bahia, localizada a 38°29'36.9”
Latitude Sul e 11°14°00” de Longitude Oeste, com altitude de 169m acima do
nivel do mar e clima tropical umido.

Foram utilizadas 48 vacas nelores adultas, ndo lactantes, com escore de
condicao corporal média de 3,62+0,5, segundo Nicholson e Butterworth (1986),
previamente selecionadas por meio de avaliacdo ginecolégica com
ultrassonografia via transretal (Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor
linear de 6MHz). Os animais foram mantidos em regime extensivo de criacao,
em pasto de Brachiaria (Brachiaria decumbens), com fornecimento de agua e
sal mineral ad libitum.

Todas as vacas receberam dispositivos intravaginais com liberacéo lenta
de progestageno (PRIMER®, Tecnopec, Brasil) e 3mg de BE (Estrogin®,
Biofarm, Brasil) no dia 0 (DO) do protocolo, no D9 foram retirados os
dispositivos e os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos
(T), sendo: T1 (n=15): aplicacdo de 150ug de um analogo sintético de PGFzq, o
d-cloprostenol (Prolise®, Arsa, Argentina) e 300Ul (100% da dose) de eCG
(Novormon®,Syntex, Argentina), ambos por via intramuscular (IM); T2 (n=16):
aplicacado de 150ug de d-cloprostenol, por via IM e 90Ul (30% da dose) de
eCG, aplicada no acuponto Hou Hai e T3 (n=17): aplicagcdo de 150ug de d-
cloprostenol e 90Ul (30% da dose) de eCG, aplicados em falso acuponto (IM).
No D10, todos os animais receberam 1mg de GnRH (Gestran Plus®,
Argentina), por via IM e foi realizada a IATF, 52 horas apés a retirada do
dispositivo de Py.

As aplicagbes dos hormodnios no acuponto Hou Hai foram realizadas
com uso de cateter intravenoso 16G (DESCARPACK®), com diametro interno

de 1,3mm, didametro externo de 1,7mm, comprimento de 45mm, com angulo de
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insercao da agulha de 45°, perpendicular ao ponto de insercao e profundidade
completa do canhéo do cateter (Fig. 1), segundo Hwang e Limehouse (2006).
Antes das aplicacdes foi feita a antissepsia do local com iodopovidona (PVPI)
(RIODEINE®).

Figura 2 Local de inje¢cdo no acuponto Hou Hai, na espécie bovina. Fonte:

Arquivo pessoal.

Foram avaliados nessa etapa experimental os parametros de area de
corpo luteo (CL), tipos de CL (normal e cavitario) e taxa de gestacdo. A
avaliacdo do CL foi realizada nove dias apdés a retirada do dispositivo
intravaginal por meio de avaliacdo ultrassonografica. O diagnéstico de
gestacdo foi realizado 30 dias ap0s a IATF, por meio de ultrassonografia. As
imagens dos ovarios e Uteros foram obtidas por ultrassonografia via transretal
(Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor linear de 6,0 MHz).

A segunda etapa experimental foi realizada no Setor de Bovinocultura de
Corte da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), no campus de
Cruz das Almas-Bahia, localizado a 12°39’°54.9” de Latitude Sul, 39°04’36.9” de
Longitude Oeste, com altitude de 195m acima do nivel do mar e clima tropical
Uumido, no periodo de novembro a dezembro de 2015, durante a estacdo da

primavera.
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Foram utilizadas 22 vacas nelores adultas, nao lactantes, com escore de
condicdo corporal média de 3,56+0,58, segundo Nicholson e Butterworth
(1986), previamente selecionadas por meio de avaliacdo clinica-ginecoldgica
com ultrassonografia via transretal (Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor
linear de 6MHz). Os animais foram mantidos em regime extensivo de criacao,
em pasto de Aruana (Panicum maximum cv. Aruana) e com fornecimento de
agua e sal mineral ad libitum.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos (T) e as
aplicacdes hormonais foram realizadas respeitando a dose e local de aplicacéo
conforme os tratamentos descritos na etapa anterior, sendo: T1 (n=7); T2 (n=7)
e T3 (n=8).

Foram avaliados o intervalo entre a retirada do dispositivo intravaginal a
ovulacgdo (h); tamanho do maior foliculo no D9 do protocolo (mm); tamanho do
maior foliculo na ovulagdo (mm); tamanho do segundo maior foliculo na
ovulacdo (mm); taxa de crescimento folicular do foliculo dominante (mm\d);
area de corpo luteo (cm?2); porcentagem de corpo luteo normal (%) e corpo
liteo cavitario (%). Para isto, ap0s a retirada do dispositivo, os ovarios dos
animais foram monitorados, por meio de avalia¢des ultrassonograficas por via
transretal, a cada 24 horas, até 24h ap6s a deteccdo da ovulacdo. As
avaliacdes de area e tipos de CL foram realizadas dezoito dias apds a retirada
do dispositivo intravaginal, por meio de avaliacdo ultrassonografica.

A avaliacdo da eficiéncia do protocolo de sincronizacdo de ovulacao foi
feita por meio da taxa de gestacdo. O diagnostico de gestacao foi realizado 30
dias apos a IATF, por meio de ultrassonografia.

Para determinacao dos custos dos protocolos, a taxa de cambio entre as
moedas real (R$) e o délar americano (US$) foi realizada conforme a cotacdo
do dolar comercial divulgada pelo Banco Central do Brasil e calculada sobre o

valor de varejo dos horménios para a cidade de Feira de Santana-Ba (Tab. 1).
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Tabela 1 Custo em ddlar (US$) dos horménios utilizados para
sincronizagdo de ovulagcdo em vacas, na cidade de Feira de Santana-BA,
em junho de 2015

Hormonios P, BE PGF,a GnRH eCG

Preco por 45,16 9,16 11,30 35,48 54,50

caixa/pacote (US$)

Preco por dose (US$) 4,51 0,37 0,75 1,77 T1=3,27
T2e T3=1,10

Cotacdo e conversdo do real (R$) para o dolar do EUA (US$) realizado no site do Banco
Central do Brasil. Valor de um doélar no més de junho de 2015 = 3,10 reais.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foi avaliado
o efeito fazenda entre as duas etapas experimentais e a normalidade dos
dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para as variaveis quantitativas que
apresentaram distribuicdo normal foi utilizada ANOVA, a 5% de probabilidade.
Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste

de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade (SPSS verséo 21 (1989-2012)).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observado efeito fazenda entre os dados das duas etapas
experimentais, desta forma, foram avaliados conjuntamente. Nao houve
diferenca para os parametros de crescimento folicular e momento de ovulagéo
entre os tratamentos (P>0,05) (Tab. 2).

O valor médio encontrado para intervalo da retirada do dispositivo a
ovulacéo foi de 58,20+12,21 (P>0,05; Tab. 2). A avaliacdo deste parametro é
importante em programas de IATF, para determinar o melhor momento para
realizar a IA, com recomendacéo de 52 horas apoés a retirada dos dispositivos.
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Tabela 2 Crescimento folicular e momento de ovulagcdo com aplicacéo de
subdose de gonadotrofina coridnica equina no acuponto Hou Hai de
vacas de corte submetidas a protocolo de sincronizacdo de ovulacao

Parametros T1 (controle) T2 (Hou Hai) T3 (Falso Acuponto) Média Total
IRO (h); 72,3+13,6 51,3+£35,0 51,0+32,5 58,2+12,2
TMFD9 (mm); 12,5+0,4 8,5+0,5 8,7+0,5 9,9+2,2
TMF (mm); 15,8+0,3 10,2+0,7 10,8+0,7 12,2+3,0
TSMF (mm), 9,1+0,3 6,0+£0,5 5,0+0,4 6,7£2,1
TCF (mm/d), 1,2+0,8 0,5+0,5 0,8+0,8 0,8+0,3

Tx Ovulacdo (%), 7/7 (100%) 5/7 (71%) 6/8 (75%) 82,0+15,7

T1 (n=7), T2 (n=7), T3 (n=8), IRO=intervalo da retirada a ovulacdo, TMFD9=tamanho do maior
foliculo do dia 9 do protocolo, TMF=tamanho do maior foliculo pré ovulatério, TSMF=tamanho
do segundo maior foliculo, TCF=taxa de crescimento folicular, Tx Ovulagdo= taxa de ovulagéo,
TCF= Taxa de crescimento folicular. Nado houve diferenca entre os tratamentos, 'ANOVA
(P>0,05) e *Kruskal Wallis (P>0,05).

A meédia do tamanho do maior foliculo no D9 foi de 9,90+2,25mm
(P>0,05; Tab. 2). Esse parametro é importante, pois sabe-se que a capacidade
ovulatéria em animais B. indicus esta relacionada ao diametro do foliculo no
momento que se inicia sua dominancia, tornando-se responsivo ao pico pré-
ovulatorio do horménio luteinizante (LH). Gimenes et al. (2008) encontraram
valores de tamanho de foliculo no D9 de 8,4mm, para vacas do grupo controle
e 10,0mm, para vacas tratadas com LH, valores proximos aos encontrados no
presente estudo. Morotti et al. (2013) utilizaram 300Ul de eCG em protocolos
de IATF, obtiveram um didmetro do foliculo no D9 de 11,7+2,0mm. Sa Filho et
al. (2010) encontraram 11,1+0,3mm, em vacas submetidas a protocolos de
IATF e Edwards et al. (2014) também relataram dados semelhantes em vacas
Bos taurus, que obtiveram diametro folicular de 10,5+0,1mm. Demostrando que
os valores encontrados no presente trabalho corroboram com os encontrados
na literatura.

O diametro do foliculo dominante tem correlagdo positiva com um
aumento da taxa da ovulacdo e consequentemente de gestacdo apos IATF em
fémeas B. indicus (Sa Filho et al., 2010). Em um estudo realizado por Gimenes
et al. (2008), foi constatado que 33% das fémeas Bos indicus ovularam com
diametros entre 7,0 e 8,4mm e que a responsividade ao LH aumentou quando

os foliculos alcancaram diametros entre 8,5 e 10,0mm (80%) e superiores a
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10,0mm (90%). Em Bos indicus, os diametros relatados para o foliculo
dominante foram de 13 e 14mm para duas ondas; 13,0; 10,6 e 13,2mm para
trés ondas (Borges et al., 2004) e 10,75; 9,75; 9,0 e 13,25 para quatro ondas
(Viana et al., 2000). No presente trabalho observou-se que o tamanho do maior
foliculo por tratamento foi de 15,8+0,33mm (T1); 10,2+0,72mm (T2) e
10,8+£0,70mm (T3) e as taxas de ovulacdo foram de 7/7(100%); 5/7(71%);
6/8(75%), respectivamente. Apesar dos dados ndo terem apresentando
diferenca, pode-se observar uma tendéncia de maior taxa de ovulacdo para o
tratamento com maior tamanho folicular.

Nao houve diferenca para o tamanho do maior foliculo (12,27+3,07mm)
e do segundo maior foliculo (6,70+2,14mm) no momento da ovulacdo, para
taxa de crescimento folicular (0,08+0,35mm/dia) e para taxa de ovulacdo (82%)
(P>0,05; Tab. 2), o que sugeri a eficacia de subdoses aplicadas no acuponto
Hou Hai e em falso acuponto, em desencadear os processos enddcrinos no
eixo hipotadlamo-hipéfise-ovério para o crescimento folicular e ovulacao.

Oliveira et al. (2008) também n&o encontraram diferencas nestes
parametros em vacas, quando avaliou o uso da eCG ou de FSH em protocolos
de IATF, com médias de 9,63+1,54mm para o didametro do maior foliculo e de
7,20+1,14mm para o segundo maior foliculo; para a taxa de crescimento do
foliculo ovulatério (0,07£0,04 mm/h) e taxa de ovulacéo (83,33%).

Cardoso et al. (2014), em trabalho com cabras, utilizaram aplicacdo de
30% da dose de eCG no acuponto Hou Hai, para sincronizacdo de estro e
ovulacdo e obtiveram taxa de crescimento folicular de 2,14+0,09mm/dia,
didmetro médio do maior foliculo foi de 7,39+0,16mm e didmetro médio do
segundo maior foliculo de 5,83+1,56mm, estando estes dentro dos limites para
a espécie caprina. Biscarde et al. (2012) obteve taxa de crescimento folicular
de 0,8+0,4mm/dia e 1,3+1,3mm/dia, utilizando também aplicacédo de subdoses
hormonois no acuponto Bai Hui e falso acuponto, respectivamente em ovinos.

N&o houve diferenca para area de corpo liteo e diagnostico de gestagéo
entre os tratamentos (P>0,05; Tab. 3), com valores médios para area do corpo
luteo (CL) de 2,32+0,35 e taxa de gestacéo de 58,67%.
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Tabela 3 Area de corpo luteo e diagnostico de gestacdo com aplicacédo de
subdose de gonadotrofina coriénica equina no acuponto Hou Hai de
vacas de corte submetidas a protocolo de sincronizacdo de ovulacao

) T3 (Falso o
Parametros T1 (Controle) T2 (Hou Hai) Média Total
Acuponto)
ACL (cm?), 2,66+1,45 2,34+1,35 1,96+1,75 2,3240,35
CLN (%), 13/22 (60%) 19/23 (82%) 10/25 (40%) 60,67+21,01
CLCV (%), 5/22 (23%) 1/23 (4%) 7125 (28%) 18,33+12,66
DG (%), 15/22 (68%) 12/23 (52%) 14/25 (56%) 58,67+8,33

Tl (n=22), T2 (n=23), T3 (n=25); ACL=éarea do corpo liteo, CLN=corpo liteo normal,
CLCV=corpo luteo cavitario, DG=diagnostico de gestacdo. Nao houve diferenca entre os
tratamentos, "ANOVA (P>0,05) e *Kruskal Wallis (P>0,05). Nao foi observada a presenca de
CL em 4 animais de T1, 3 animais do T2 e 8 animais do T3.

Génova et al. (2006) estudaram a relacdo entre o diametro do foliculo
ovulatorio, area do corpo luteo e taxa de gestacdo em vacas de corte
submetidas a IATF, obtiveram uma taxa de prenhez de 94,74% (18/19),
foliculos com didmetro de 1,21cm e corpo liteos com area média de 3,34cm?,
para os animais Nelore-Red Angus, valores esses superiores ao do presente
trabalho. Em um estudo com vacas Nelore sincronizadas para IATF, Silveira et
al. (2012) relataram taxas de prenhez de 53%, semelhante aos encontrados
nesse estudo.

Cavidades luteais podem ser observadas em corpos luteos de animais
gestantes (86%) e néo-gestantes (77%) (Kastelic et al., 1990). Borges et al.
(2003) encontraram, para animais Nelore, 46,7% de cavidades luteais. Valores
maiores que o encontrado no presente estudo que teve uma média entre 0s
tratamentos do CL cavitario de 18%, comparado os de CL sem cavidade, de
60% (Tab. 3).

Morrito et al. (2013), utilizando protocolo convencional para IATF
obtiveram taxa de gestacdo de 45,4% (10/22), valor inferior ao encontrado em
ambos os tratamentos do presente estudo que utilizaram apenas 30% da dose
de eCG (Tab. 3), obtendo 52%, para T2 e 56%, para T3.

Também utilizando 30% da dose no acuponto Hou Hai ou IM, porém em
protocolo de sincronizacao de cabras, Cardoso et al. (2014) obtiveram 70,6% e

85,7%, respectivamente para taxa de gestacéo e Araujo et al. (2014), utilizando
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0 acuponto Bay Hui ou IM na mesma dose, obtiveram taxa de gestacdo de
73,6% e 75,0%, respectivamente. Valores esses superiores aos do presente
trabalho quando comparados com 0s mesmos tratamentos, que obtiveram
52%, para o acuponto Hou Hai e 56%, para via IM.

O custo dos protocolos por animal apresentou os valores de US$ 8,50,
para o0 T2 e T3 e de US$ 10,67, para o T1 (Tab. 4), com uma reducdo de
20,34% no valor do grupo 100% da dose, comparado aos grupos gue usaram
30% da dose total de eCG.

Tabela 4 Custo do protocolo de sincronizagdo de ovulacdo para vacas de
corte, cotacao em délar (US$)

Parametro T1 (n=22) T2 (n=23) T3 (n=25)

Custo/Protocolo por animal
(US$)
T1=100% IM; T2=30% acuponto Hou Hai; T3=30% falso acuponto

10,67 8,50 8,50

A aplicacdo de subdoses hormonais de eCG (90UI), correspondendo a
30% da dose normalmente utilizada em protocolos de IATF para vacas de
corte, aplicadas no acuponto Hou Hai e em falso acuponto foi eficiente em
induzir o crescimento folicular e ovulagcdo, mediante o acompanhamento do
crescimento folicular, momento de ovulacdo, area de corpo liteo e taxa de
gestacdo. Podendo assim, utilizar o falso acuponto para aplicacdo da dose
utilizada, por apresentar maior praticidade.

Sugere-se mais estudos utilizando doses ainda menores de eCG, ja que
os resultados encontrados mostram que as doses tradicionais usadas em

vacas de corte estdo superestimadas.
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[Different times of application of equine chorionic gonadotropin in fixed-time
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RESUMO

Avaliou-se diferentes momentos de aplicacdo da gonadotrofina coribnica
equina (eCG) em protocolos de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF)
para vacas de leite. Foram utilizados 76 animais que receberam no dia zero
(DO) do protocolo dispositivos intravaginais de progesterona e 3mg de
benzoato de estradiol. No D9 do protocolo foram retirados os dispositivos e 0s
animais foram distribuidos em trés tratamentos (T), sendo: T1 (n=25): aplicagédo

de 150ug de um analogo sintético da PGF.a, o d-cloprostenol e 400Ul de eCG
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no momento da retirada dos dispositivos; T2 (n=26): 150ug de d-cloprostenol e
400Ul de eCG, aplicados 48horas antes da retirada do dispositivo e T3 (n=25):
150ug de d-cloprostenol e 400Ul de eCG, aplicada 24h antes da retirada do
dispositivo. No D10 do protocolo todos os animais receberam 1mg de GnRH e
a IATF foi realizada 52 horas apds a retirada do implante. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, os dados com distribuicdo normal
foram avaliados por Andlise de Variancia a 5% de probabilidade e os dados
nao parameétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Ndo houve
diferenca entre os tratamentos para os parametros avaliados: intervalo entre a
retirada do implante a ovulagéo (72,56+3,92h), diametro do maior foliculo do
D9 (10,88+1,49mm), diametros do foliculo ovulatério (15,15+1,16mm) e do
segundo maior foliculo (7,49+0,52mm), taxa de crescimento folicular
(1,38+0,04mm/dia), taxa de ovulacéo (96,67+5,77%), intervalo entre diametro
final menos inicial do foliculo dominante (73,49+3,84h), area de corpo luteo
(2,27+0,43cm?), porcentagem de CL no ovario direito (53,00%) e esquerdo
(26,33%) e taxa de gestacdo (33,33%). Desta forma, o momento da aplicacao
da eCG néo influenciou positivamente a taxa de eficiéncia do protocolo, sendo
entdo recomendado a utilizagdo da eCG no momento da retirada do implante

por uma questao de otimiza¢cdo do manejo.

Palavras-chave: inseminacao artificial, reproducao, sincronizagao da ovulacao

ABSTRACT

In the following work, different times of application of equine chorionic
gonadotropin (eCG) in Fixed-Time Artificial Insemination (FTAI) protocols for
dairy cows were evaluated. 76 animals were used. On day zero of the protocol
(DO) they received intravaginal progesterone devices and 3mg of estradiol
benzoate. On D9 of the protocol the devices were removed and the animals
were distributed in three treatments (T), as follows: T1 (n=25): application of
150ug of a synthetic analogue of PGF2a, the d-cloprostenol and 400Ul of eCG

at the moment of removal of the devices; T2 (n=26): 150ug of d-cloprostenol
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and 400Ul of eCG, applied 48 hours before the removal of the device and T3
(n=25): 150ug of d-cloprostenol and 400Ul of eCG, applied 24 hours before the
device was removed. On D10 of the protocol all animals received 1mg of GhnRH
and the FTAI was carried out 52 hours after the removal of the implant. The
completely randomized design was used, the data with normal distribution were
evaluated by Analysis of Variance at probability of 5% and the nonparametric
data were analyzed by Kruskal-Wallis test. There was no difference among
treatments for the evaluated parameters: interval from implant removal to
ovulation (72.56+3,92h), diameter of the largest follicle of D9 (10.88+£1,49mm),
diameters of ovulatory follicle (15.15+1,16mm) and of the second largest follicle
(7.49+0,52mm), follicle growth rate (1.38+0,04mm / day), ovulation rate
(96.67+5.77 %), interval between final diameter minus initial diameter of
dominant follicle (73.49£3,84h), corpus luteum area (2.27+0,43cm?), percentage
of CL in right ovary (53.00%) and in left ovary (26.33%) and pregnancy rate
(33.33%). Thus, the time of the application of eCG did not influence positively
the efficiency rate of the protocol, therefore, it is recommend the use of eCG at
the moment of the removal of the implant, for management optimization

purposes.

Keywords: artificial insemination, reproduction, ovulation synchronization

INTRODUCAO

Entre as biotecnologias utilizadas na reproducdo animal, a inseminacao
artificial (IA) é uma importante ferramenta para acelerar o melhoramento
genético (Vishwanath, 2003). No entanto, o principal obstaculo para a utilizagédo
da IA em bovinos é a deteccdo de estro, que exige tempo e mao de obra
especializada. Além disso, a curta duracdo do comportamento estral (~11 h) e
a alta incidéncia de estro a noite (30-50%) tornam dificil a deteccéo de estro,
dificultando a utilizagcdo dos programas convencionais de IA (Pinheiro et al.,
1998).
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Os estudos sobre dinamica folicular ovariana em bovinos (Pierson et al.,
1988; Sirois et al., 1988) possibilitou a utilizacdo de tratamentos hormonais que
controla o crescimento folicular ovariano e a sincronizacdo da ovulacao,
possibilitando a utilizacdo de inseminacdao artificial em tempo fixo (IATF).

Marques et al. (2003), trabalhando com vacas mesticas Bos taurus
indicus primiparas pdés-parto, mostraram claramente que o tratamento com
gonadotrofina coridénica equina (eCG) aumentou as concentracfes plasmaticas
de progesterona (P4) aos 12 dias ap0s o término de tratamento (76% ovulacdo
poés-IATF+eCG), sem aumentar significativamente o didmetro do foliculo
ovulatério dominante e a area do corpo luteo. Estes dados indicaram que o
tratamento com eCG aumentou a producéo de P4 pelo corpo lateo (CL) e pode
ser uma alternativa para melhorar o desempenho reprodutivo de vacas em
anestro pés-parto, submetidas a IATF.

A eCG estimula a producdo de estradiol por meio das células da
granulosa e P4 pelo CL (Baruselli et al., 2004). O aumento na producdo de
estradiol folicular induzido pela eCG parece estar ligado a um aumento na
producdo de RNAm para citocromo P450 e receptores de hormonio luteinizante
(LH) (Soumano et al., 1998). Considerando o tempo de meia-vida e a afinidade
para os receptores de horménio foliculo estimulante (FSH) e LH (Murphy et al.,
1991), a administracdo de eCG dois dias antes de retirada da fonte exégena de
P, pode ser uma estratégia para aumentar o tamanho do foliculo dominante no
momento da ovulacdo em bovinos submetidos a protocolos de IATF (Tortorella
et al., 2013).

Tortorella et al. (2013) sugerem que o tamanho do foliculo dominante foi
maior quando a eCG é administrada um dia antes da retirada do CIDR, com
uma taxa de ovulacdo superior a dos protocolos padrdo. Este achado
demonstra a possibilidade de se investigar novos protocolos com diferentes
momentos de aplicacdo da eCG, afim de certificar qual o melhor momento trara
melhor eficiéncia aos protocolos de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF)
para vacas. Por estas razfes, 0 estudo teve como objetivo avaliar diferentes

momentos de aplicacdo da eCG em protocolos de IATF para vacas de leite.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizadas duas etapas experimentais aprovadas pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
protocolado sob nimero 342015.

A primeira etapa experimental foi conduzida no Setor de Bovinocultura
de Leite da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia-UFRB, no campus
de Cruz das Almas-Bahia, localizado a 12°39'54.9” de Latitude Sul, 39°04'36.9”
de Longitude Oeste, com altitude de 195m acima do nivel do mar, no periodo
de junho a agosto, compreendendo o periodo de inverno (IBGE, 2016; INMET,
2015).

Foram selecionadas 39 vacas adultas meio sange Girolando, com
escore de condi¢do corporal de 3,56+0,6 segundo Edmonson et al., (1989),
previamente selecionadas por avaliacdo ginecologica com ultrassonografia (Pie
Medical, modelo AquilaVet®, transdutor linear de 6MHz). Os animais foram
mantidos em regime extensivo de criacdo, em pasto de Aruana (Panicum
maximum cv. Aruana), com agua e sal mineral ad libitum.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos (T) e as
aplicacdes hormonais foram realizadas por via intramuscular no membro
posterior. No dia zero (DO) do protocolo, todas as vacas receberam dispositivos
intravaginal impregnados com progestagenos (PRIMER®, Tecnopec, Brasil) e
3mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Biofarme, Brasil). No D9 do protocolo
foram retirados os dispositivos e 0s animais foram distribuidos nos tratamentos
(T), sendo: T1 (n= 13): aplicacdo de 150ug de um analogo sintético da PGFaq,
o d-cloprostenol (Prolise®, Arsa, Argentina) e 400Ul de eCG
(Novormon®,Syntex, Argentina) no momento da retirada do dispositivo; T2
(n=13): aplicagcdo de 150ug de d-cloprostenol e 400Ul de eCG aplicada
48horas antes da retirada do dispositivo e T3 (n=13): aplica¢do de 150ug de d-
cloprostenol e 400Ul de eCG, aplicada 24h antes da retirada do dispositivo. No
D10 do protocolo todos os animais receberam 1mg de GnRH (Gestran Plus,
Tecnopec®, Brasil) e a IATF foi realizada 52 horas apds a retirada do implante.

O sémen utilizado na inseminacdo foi proveniente de banco de sémen de
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centrais de congelamento certificadas, sendo utilizada uma palheta de 0,25ml
por vaca.

Apoés a retirada do implante, uma amostra por tratamento dos animais
(T1=10; T2=10; T3=10), foram monitorados para determinacdo do momento da
ovulacdo, por meio de avaliagbes ultrassonogréficas por via transretal, a cada
24 horas, até 24h apés a deteccdo da ovulacdo, para determinar o intervalo
entre a retirada do implante a ovulacdo (h); tamanho do maior foliculo do dia 9
do protocolo (mm); tamanho do foliculo ovulatério (mm); tamanho do segundo
maior foliculo (mm); taxa de crescimento folicular (mm/d); intervalo entre o
diametro final e o inicial folicular (h). As imagens dos ovérios foram obtidas por
ultrassonografia via transretal (Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor
linear de 6,0 MHz).

Avaliacao do corpo luteo (CL) foi realizada nove dias ap0s a retirada do
dispositivo intravaginal por meio de avaliagdo ultrassonografica, onde os
parametros avaliados foram; area de corpo liteo (cm?); porcentagem de corpo
lGteo no ovario direito e esquerdo (%).

A segunda etapa experimental foi realizada na Fazenda JF Reunidas, no
distrito de Tanquinho-Bahia, localizado a 11°58’43” de Latitude Sul, 39°06’14
de Longitude Oeste, altitude de 248m acima do nivel do mar, que apresenta
clima tropical quente Uumido, compreendendo os meses de julho a agosto,
periodo de inverno (IBGE, 2015; INMET, 2015).

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

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos (T) e o
protocolo hormonal foi realizado igualmente o da etapa anterior respeitando o
protocolo correspondente a cada tratamento, sendo T1 (n=12); T2 (n=13); T3
(n=12). Foram avaliados nessa etapa experimental os parametros do corpo
lateo (CL) e taxa de gestacdo. A avaliacdo do CL foi realizada nove dias ap0s a
retirada do dispositivo intravaginal por meio de avaliacdo ultrassonografica. O

diagnéstico de gestacdo foi realizado 30 dias apdés a IATF, por meio de
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ultrassonografia. As imagens dos ovarios e Uuteros foram obtidas por
ultrassonografia via transretal (Pie Medical, modelo AquilaVet®, transdutor
linear de 6,0 MHz).

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observado efeito fazenda entre os dados das duas etapas

experimentais, desta forma, foram avaliados conjuntamente.

Tabela 5 Crescimento folicular e momento de ovulacdo de vacas de leite
submetidas a protocolos de sincronizacdo de ovulacdo utilizando
diferentes momentos da aplicacdo da gonadotrofina coridnica equina

Paréametros T1 (controle) T2 (48h antes) T3 (24h antes) Média Total
IRO (h), 77,05+£10,06 70,81+11,58 69,83+0,95 72,56+3,92
TMFD9 (mm), 9,17+2,41 11,88+2,82 11,58+2,46 10,88+1,49
TMF (mm), 13,82+2,11 15,95+2,40 15,67+2,02 15,15+1,16
TSMF (mm), 8,07+1,54 7,35%£1,94 7,05+1,54 7,49+0,52
TCF (mm/d), 1,40+0,07 1,32+0,04 1,40+0,06 1,38+0,04
Taxa Ovulacdo (%),  10/10 (100%) 10/10 (100%) 9/10 (90%) 96,67+5,77
IDFDI(h) 4 77,47+9,76 73,18+7,27 69,81+0,92 73,49+3,84

T1 (n=10); T2 (n=10); T3 (n=10); IRO=intervalo da retirada a ovulacdo, TMFD9=tamanho do
maior foliculo do dia 9 do protocolo, TMF=tamanho do foliculo ovulatério, TSMF=tamanho do
segundo maior foliculo, TCF=taxa de crescimento folicular, IDFDI= intervalor entre diametro
final menos inicial. N&o houve diferenca entre os tratamentos por meio de *ANOVA (P>0,05) e
®Kruskal Wallis (P>0,05).
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Kiya et al. (2014), trabalhando com ovinos submetidos a protocolos de
sincronizagao para IATF, com aplicagéo de eCG, 24h ou 48h antes da retirada
da fonte de progesterona, também ndo obtiveram diferenca entre seus
tratamentos, com 52,50+7,55h e 51,00+£6,00h, para intervalo da retirada da
fonte de progesterona a ovulagdo; 6,60+0,35mm e 8,57+2,47mm, para
tamanho do maior foliculo e 0,65+0,30mm/dia e 1,25+0,63mm/dia, na taxa de
crescimento folicular para aplicacdo 24 e 48h antes da remocéao do dispositivo
de progesterona, respectivamente.

Em contraposi¢cao, Ali (2007) observou que a antecipacdo da eCG
resultou na reducdo precoce do numero de foliculos menores, acompanhada
pelo aparecimento de foliculos médios e grandes, possibilitando melhores
taxas de ovulacao e fecundacéo.

O tamanho do foliculo no dia nove do protocolo, ou seja, no momento da
retirada do implante foi de: 9,17+2,41(T1); 11,88+£2,82 (T2); 11,58+2,46 (T3)
(P>0,05) (Tab. 1), apesar de ndo ter havido diferenca estatistica,
numericamente observa-se gque os tratamentos com antecipacao da aplicacdo
da eCG obtiveram valores numéricos maiores para o tamanho do foliculo no
D9, comparado ao grupo tratado com eCG no momento da retirada. O
mecanismo pelo qual a eCG pode ser considerada eficiente nos protocolos de
sincronizacéo, pode ser justificado por um aumento da taxa de crescimento
folicular, levando o foliculo a categoria de foliculos médios e diminuindo a
ocorréncia de atresia natural desses foliculos, melhorando o seu crescimento
(Bister et al., 1999; Mandiki et al., 2000).

Dentre as particularidades fisiolégicas que diferenciam vacas Bos
indicus de Bos taurus pode-se citar o diametro folicular na divergéncia e o
didametro no qual o foliculo atinge capacidade ovulatéria, sendo que em fémeas
Bos indicus o diametro folicular é inferior (10mm), do que fémeas Bos taurus
(12mm) (Gimenes et al., 2008). O que explica o valor medio do foliculo pré-
ovulatério encontrado, ser de 15,14+1,15mm (Tab. 1).

O tamanho médio do segundo maior foliculo foi de 7,49+0,52mm e a
taxa de crescimento folicular média entre os tratamentos foi de
1,38+£0,04mm/dia; (P>0,05) (Tab. 1). Ali (2007) observou que a antecipacéo da
eCG resultou na redugdo precoce do numero de foliculos menores,

acompanhada pelo aparecimento de foliculos médios e grandes, possibilitando
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melhores taxas de ovulagcdo e fecundagédo. Mostrando a importancia da
utilizacao da eCG dentro dos protocolos de sincronizagéao afim de melhorar sua
eficiéncia.

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

N&o houve diferenca (P>0,05) para os valores encontrados de area de
corpo luteo e taxa de gestacdo entre os tratamentos (Tab. 2).

Sartori et al. (2002) relataram uma correlagédo positiva entre o CL e 0
volume de producdo de P, em 7 dias apdés a ovulacdo em novilhas e vacas
leiteiras. No entanto, a correlacao entre a P, sérica e o tamanho do CL parece
existir somente durante a formacéo inicial do CL (Mann, 2009). Tendo em vista
este conhecimento, o protocolo de IATF descrito por Tortorelle et al. (2013),
com aplicacdo da eCG 48h antes da retirada do implante de Py, foi projetado
com intuito de aumentar o tamanho do foliculo pré-ovulatério e
consequentemente o volume do CL inicial, aumentando assim a concentragdes
de P4 apds a ovulacdo. Entretanto os resultados de area de CL do presente
estudo nado diferiram entre si, com valor médio entre os tratamentos de
2,27+0,43cm? (Tab. 2), ndo corroborando com a hipétese levantada por
Tortorelle et al. (2013).
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Tabela 6 Area de corpo IGteo e diagndstico de gestacéo de vacas de leite
submetidas a protocolo de sincronizacdao de ovulagcdo utilizando
diferentes momentos de ampliacdo da gonadotrofina coriénica equina

Parametros T1 (Controle) T2 (48h antes) T3 (24h antes) Média Total
ACL (cm?), 1,78+1,19 2,44+1,20 2,568+1,42 2,27+0,43
CLOD (%), 10/22 (45%) 14/23 (60%) 12/22 (54%) 53,00+7,55
CLOE (%), 7/22 (31%) 5/23 (21%) 6/22 (27%) 26,33+5,03
DG (%), 10/25 (40%) 6/26(24%) 9/25 (36%) 33,33£8,33

T1 (n=25); T2 (n=26); T3 (n=25); ACL=area do corpo lateo; CLOD=corpo no ovario direito;
CLOE=corpo luteo ovario esquerdo; DG=diagnéstico de gestacao. Nao houve diferenca entre
os tratamentos por meio de 1ANOVA (P>0,05) e *Kruskal Wallis (P>0,05). Treze animais nao
apresentaram CL no momento da avaliacdo (cinco do T1, quarto do T2, quatro do T3).

Vianna et al. (1999), estudando animais da raca Gir, encontraram
57,14% de incidéncia de CL no ovério direito, no entanto Neves et al. (2006),
analisando ovérios de vacas Nelore encontraram maior incidéncia do corpo
liteo no ovario esquerdo, mostrando uma diferenca da frequéncia da incidéncia
de CL entre as racgas. Esses dados corroboram com os achados do presente
trabalho que obtiveram um indice numérico de CL no ovario esquerdo maior
que no ovario direito (Tab. 2), levando em consideracdo que 0s animais
estudados foram meio sangue Girolando.

N&do houve diferenca (P>0,05) (Tab. 2) para a taxa de gestacao
observada no presente trabalho, obtendo valores de 40%; 24%; 36%, para T1,
T2 e T3, respectivamente. Divergindo de Tortorelle et al. (2013), que apos a
administracdo de eCG, obteve maior a taxa de gestacdo no grupo com
aplicacao da eCG 48h antes da retirada do implante (27,27%) do que no grupo
gue aplicou a eCG no momento da retirada (16,0%).

A antecipacdo da aplicacdo da eCG ndo melhorou os indices de
crescimento folicular, ovulagdo, o tamanho do CL formado e taxa de prenhez
em vacas de leite submetidas a protocolos de sincronizacdo de ovulacdo em
programas de IATF, sendo entdo recomendado a utilizacdo da eCG no

momento da retirada do implante por uma questao de otimizagdo do manejo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagdo de subdoses hormonais de eCG (90Ul), correspondendo a
30% da dose normalmente utilizada em protocolos de IATF para vacas de
corte, aplicadas no acuponto Hou Hai e em falso acuponto foi eficiente em
sincronizar a ovulacdo, mediante o acompanhamento do crescimento folicular,
momento de ovulacdo, area de corpo liteo e taxa de gestacdo. Podendo
assim, utilizar o falso acuponto para aplicagdo da dose utilizada, por apresentar
maior praticidade. Sugere-se mais estudos utilizando doses ainda menores de
eCG, ja que os resultados encontrados mostram que as doses tradicionais
usadas em vacas de corte estdo superestimadas.

A antecipacdo da aplicacdo da eCG ndo melhorou os indices de
crescimento folicular, ovulagdo, o tamanho do CL formado e
consequentemente ndo aumentou a taxa de prenhez em vacas de leite
submetidas a protocolos de sincroniza¢do de ovulacdo em programas de IATF,
sendo entdo recomendado a utilizacdo da eCG no momento da retirada do

implante por uma questédo de otimizacao do manejo.
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