Archives of Veterinary Science ISSN 1517-784X
v.21, n.3, p.61-67, 2016 www.ser.ufpr.br/veterinary

CORRAELA(;AO ENTRE O DIAMETRO DO FOLICULO PRE-OVULATORIO E A
EFICIENCIA REPRODUTIVA EM VACAS Bos taurus indicus SUBMETIDAS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

(Correlation between preovulatory follicle diameter and reproductive efficiency in
Bos taurus indicus cows submitted to timed artificial insemination)

Danilo Amadori Martins de Oliveira, Luiz Ernandes Kozicki, Rafaela Talini, Victor Breno

Pedrosa, Grassiele Gassenferth, Romildo Romualdo Weiss?
1Correspondéncia: kozicki.l@pucpr.br

RESUMO: O presente estudo objetivou avaliar o didmetro do foliculo ovariano pré-
ovulatério (FPO) no momento da IATF em vacas multiparas Bos taurus indicus
correlacionando-o com a taxa de concepcao (TC). Foram utilizadas 145 vacas,
paridas até 65 dias, e submetidas a Unico protocolo: no dia 0 (d0) implante de 1,0 g
de progesterona + aplicacdo de 2,0 mg de benzoato de estradiol; em d8 remocé&o
dos implantes e aplicacdo de 500 pg de D-Cloprostenol + 300 Ul de Gonadotrofina
coribnica equina e 1,0 mg de cipionato de estradiol; no d10 mensurou-se o FPO
(ultrassom) e procedeu-se a IATF com sémen congelado. No d35 pés IATF
realizou-se o diagnostico de prenhez. A taxa de concepc¢édo a IATF foi de 62,7% e o
diametro médio do FPO nas vacas prenhes foi de 15,1mm, e de 13,7mm nas vazias
(P=0,03). Foram estabelecidos 04 estratos relativos ao diametro dos FPOs (mm):
8,0a11,0; 11,1 a14,0; 14,1 a 17,0 e 17,1 a 20,0, resultando respectivamente em
37,0; 75,7; 66,6 e 72,7% de TC. Estratificou-se ainda o diametro do FPO em <11,0
mm e > 11,1 resultando em TC de 36,8% e 72,0% (P < 0,01) respectivamente.
Onze animais ovularam antes da IATF, com TC de 36,4%. Concluiu-se que o
diametro do FPO na IATF tem correlagdo com a TC; FPOs > 11,1mm constituem

forte indicativo de maior eficiéncia reprodutiva.
Palavras-chave: didmetro foliculo pré-ovulatério; taxa de concepcao; IATF; vacas Bos taurus
indicus; multiparas

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the diameter of the ovarian
preovulatory follicle (POF) at the time of TAI in multiparous cows Bos taurus indicus
correlating it with the conception rate (CR). POR Extenso o 145 cows were used,
calving to 65 days and subjected to a single protocol: day 0 (dO) implantation of 1.0
g of progesterone + application 2 mg of oestradiol benzoate; d8 removal P4 implant
and applied to 500 mcg of D-cloprostenol + 300 IU of equine chorionic gonadotropin,
and 1.0 mg estradiol cypionate; d10 measured the POF (ultrasound) and proceeded
to TAIl with frozen semen. On d35 after TAI the pregnancy diagnosis was performed.
The conception rate to TAI was 62.7% and the average POF on the pregnant cows
was 15.1 mm and 13.7mm on the open cows (P=0.03). Related to diameter of the
POF, four diameter ranges were established: 8.0 to 11.0 mm; 11.1 to 14.0 mm; 14.1
to 17.0 mm and 17.1 to 20.0 mm, resulting respectively in 37.0; 75.7; 66.6 and
72.7% of CR. The POF’s diameters were also distributed in < 11.0mm e > 11.1
resulting in 36.8% and 72.0% CR (P < 0.01) respectively. Eleven animals ovulated
before TAI with CR of 36.4%. It was concluded that the POF’s diameter at TAI has
correlation with CR; FPOs > 11.1mm are strong indicatives of greater reproductive
efficiency.

Key Words: preovulatory follicle diameter; conception rate; TAI; Bos taurus indicus
cows; multiparous
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INTRODUCAO

A inseminacao artificial (I1A) €
uma tecnologia utilizada em todo o
mundo, auxiliando principalmente no
melhoramento genético de rebanhos de
varias espécies de animais, com énfase
aos bovinos. No Brasil, o percentual de
fémeas bovinas inseminadas
artificialmente ainda é baixo, atingindo
12,0% em 2015 (Baruselli et al., 2016).
As dificuldades na observacdo do estro
constituem-se nos principais fatores
limitantes da utilizacdo da |IA,
principalmente em fémeas de origem
zebuina, as quais apresentam estros de
duracdo mais curta, além de que 50,0%
desses animais manifestam o estro em
periodos noturnos (Ereno et al., 2007),
reduzindo ainda mais a eficiéncia
reprodutiva.

A inseminagéo artificial em tempo
fixo (IATF), constitui em biotecnologia,
que elimina a necessidade de
observacéo de cio, tornando mais facil o
emprego da IA, acelerando desta forma
0o ganho genético dos rebanhos
mediante o emprego de material
genético superior. A IATF atingiu os
limites de aproximadamente 10,5
milhdes de procedimentos em 2015, um
crescimento de 11,2% comparado ao
ano anterior num levantamento baseado
no ndamero de protocolos
comercializados por empresas do setor
e doses de sémen comercializadas
(Baruselli, 2016). Apesar disso, nos
altimos anos as taxas de prenhez de
fémeas submetidas aos protocolos de
IATF, estabilizou-se ao patamar de 40 a
60%. (Meneghetti et al., 2009; Sa Filho
et al., 2009; Souza et al., 2016).

Vérios fatores podem influenciar
0 sucesso de programas de IATF em
bovinos (corte e leite). Dentre eles,
insere-se a concentracdo e a dose dos
horménios utilizados para a
sincronizagao da ovulagéo, bem como o
didmetro do foliculo dominante (FD) no
momento da inseminacdo artificial

(Pfeifer et al., 2015). O diametro do FPO
no momento da IATF, destaca-se como
um importante fator de sucesso nhas
taxas de concepcao, onde foliculos com
maiores diametros, contém maiores
concentracbes de estradiol e maior
possibilidade de ovulacdo, resultando
em aumento nos indices de fertilidade
em rebanhos sincronizados (S& Filho et
al., 2010). Além disso, um foliculo com
maior didmetro origina um corpo Iuteo
de maior dimenséo, elevando
consequentemente as possibilidades de
manutencdo da prenhez (Lonergan et
al.,, 2013). As células da teca interna e
da granulosa, (componentes do
foliculo), se transformam em células

luteinicas  pequenas e  grandes,
respectivamente, desenvolvendo o
corpo luteo (Giometti et al., 2009);

portanto, quanto maior for o FPO, maior
serd o aporte de células luteinicas na
cratera de ovulacdo, acarretando maior
dimenséo do CL e, consequentemente,
maior producéo de P4.

O objetivo do presente estudo foi
avaliar o diametro do foliculo pré-
ovulatério no momento da inseminacgao
artificial em fémeas Bos taurus indicus,
submetidas a um protocolo de IATF e
correlacionar com as taxas de
concepcgao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 145 vacas
multiparas de corte Bos taurus indicus
lactantes, com periodo de 40 a 65 dias
de dias abertos, procedentes de uma
fazenda comercial. As vacas eram

criadas em sistema extensivo, com
suplementacdo mineral e &gua ad
libitum, apresentando ao inicio da

aplicacdo do protocolo escore de
condicao corporal (ECC) entre 2,5 e 3,5
(1 = magra; 5 = obesa) (Houghton et al.,
1990).

Todas o0s animais  foram
submetidos a um protocolo de
sincronizagdo de estro e inseminadas
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artificialmente em tempo fixo com
sémen congelado de touro fértil, na
estacdo reprodutiva. Ao inicio da
administracdo do protocolo hormonal
(dO) (diagrama figura 1) as vacas
receberam um implante de P4 +
benzoato de estradiol (BE); no d8 foi
retrado o implante e aplicado D-
Cloprostenol + gonadotrofina coridnica
equina + cipionato de estradiol. No d10
procedeu-se a mensuracdo do foliculo
pré-ovulatério (FPO) mensurando-se o
diametro maior + diametro menor + por
2 (Gastal et al., 2008), mediante
aparelho de ultrassom (Mindray DP
2200 vet, transdutor linear de frequéncia
de 6MHz; China) + a IATF com sémen
congelado. Os diametros dos FPO
foram estratificados em varias faixas de
dimensdo como segue: 8,0 a 11,0; 11,1
a 14,0; 141 a 17,0 e 17,1 a 20,0 mm
(Ribeiro Filho et al, 2013). O
diagnéstico de prenhez (DP) foi
realizado 35 dias apos a IATF (d45)
visando a taxa de concepcédo. A andlise
do sémen utilizado obedeceu as
Normas do CBRA (1998).

-P4
+PGF2a

+pa +eCG IATF

+BE +ECP +US FPO US DG

Do D8 D10 D45

Figura 1 — Protocolo hormonal. Implante P4 (1,0 g, Cronipres Mono Dose®,
Biogenesis Bago, Curitiba - Brasil); BE (2,0 mg, Bioestrogen®, Biogenesis Bagoé); D8
- retirada da P4, PGF2a (500 pg, Croniben®, Biogenesis Bagé); eCG (300 UI,
Ecegon®, Biogenesis Bagd), ECP (1,0 mg, Croni-Cip®, Biogenesis Bago); D10 - IATF
+ exame ultrassonografico para mensuragéo do FPO; D45 - DG.

Analise estatistica

As medidas de diametro dos FPO foram
estratificados em 4 categorias de
intervalos (8,0 a 11,0; 11,1 a 14,0; 14,1
al7,0 e 17,1 a 20,0 mm). Para cada
uma das classes de FPO verificou-se a
respectiva taxa de concepcéo. Assim 0s
dados de diametro dos FPO versus
dados da taxa de concepcéo (TC) foram
estatisticamente tratados empregando-
se o0 teste de correlacdo de Pearson.
Em posterior analise, outra
estratificacdo foi feita (Tabela 2)

restringindo-se o intervalo de dimenséo
de foliculos para < 11,0 e > 11,1 mm e
correlacionando-se as duas variaveis.
Para checar as diferencas das TC entre
os diferentes intervalos do diametro do

FPO foi utilizado o teste Exato de
Fisher. O nivel de significancia
empregado foi de P<0,05. As

correlacdes foram efetuadas baseando-
se nos critérios descritos por Mukaka
(2012). As médias de cada categoria de
FPO foram executadas pelo teste de
Tukey. O programa do software
GraphPad Prism, versdo 5.0 (Prism 5
Statistics  Guide, 2007, GraphPad
Software Inc., San Diego CA.) foi
utilizado para a analise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 145 vacas inseminadas, 91
tornaram-se prenhes resultando em TC
geral na IATF de 62,7% (Tabela 1).
Onze vacas haviam ovulado até o dia da
IATF e néo foram contabilizadas para o
diametro de FPO. Na correlagdo entre
as categorias do diametro do FPO e a
TC verificou-se que FPO entre 11,1 e
14,0mm resultaram em maior TC
seguido da categoria >17,1 mm. Na
estratificacdo das categorias de < 11,0 e
> 11,1 mm versus TC detectou-se
diferencas de TC entre esses dois
grupos (P<0.05) (Tabela 2). A média do
FD das vacas gestantes foi de 15,1 mm
e das nao gestantes de 13,7 mm.

Tabela 1 - Distribuigdo dos foliculos pré-ovulatérios (FPO) verificados no dia
da inseminacao artificial em tempo fixo de acordo com diferentes estratos de
diametro e a respectiva taxa de concepgdo em vacas Bos taurus indicus (n
=134)
Diametro do FPO
(mm)
8,0-110
11,1a14,0
14,1a17,0
17,1a20,0

Numero de Animais
com FPO
n (%)
27/134 (20%)
33/134 (25%
30/134 (22%
44/134 (33%)

Taxa de concepgao
n (%)
10/27 (37%)?
25/33 (76%)°
20/30 (66%)°
32/44 (73%)°

)
)
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Tabela 02 — Diametro do foliculo pré-ovulatério versus a taxa de concepgéo entre
grupos de vacas Bos taurus indicus, estratificados em duas faixas com < 11.0 e
> 11,1, submetidos a protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo (n=145)

Diametro do FD Taxa de concepgao

(mm) n (%)

<11,0 10/27 (37%)
>11,1 77107 (72%)

Valor de P 0,008

Obs.: Letras diferentes na mesma coluna indica
significAncia ao nivel de P < 0,002.

Em estudo sobre a reducgéo das
dimensdes de um foliculo pré-ovulatorio,
Vasconcelos et al. (2001) verificaram
que a ovulacdo de pequenos foliculos
acarretava menores taxas de fertilidade,
devido ao desenvolvimento de menor
corpo luteo e consequentemente menor
concentracdo de progesterona
circulante. O didmetro do maior foliculo
ovariano teve significativa influéncia
sobre a taxa de prenhez a IATF,
porquanto a medida em que as
dimensdes do foliculo eram maiores,
maior era a taxa de prenhez (S& Filho et
al., 2010). O presente estudo mostrou
gque menores dimensbes do FPO
(foliculos < que 11,1 mm) acarretaram
menor TC. Ao se observar as categorias
dos diametros do FPO versus prenhez,
interessantemente os foliculos com
diametros > 11,1 a 14,0 mm detiveram o
maior percentual de TC que os demais,
embora sem significancia. De modo
geral os foliculos com didmetros
maiores que 11,1mm resultaram em
maior TC (Tabela 1), corroborando os
relatos dos pesquisadores (S& Filho et
al.,2010)

Diversos séo os fatores influentes
sobre o sucesso da IATF em vacas Bos
taurus indicus, dentre os quais pode-se
citar o local, o rebanho, a paridade e o
escore da condicdo corporal dos
animais (B6 et al., 2007; Sa Filho et al.,
2009). Estudos em novilhas (Perry et al.,
2007) e em vacas multiparas, relatam a
influéncia da dimensdo do foliculo
ovulatorio sobre a TC (Perry et al., 2005;
Meneghetti et al., 2009). Acredita-se que
haja uma correlagdo entre as dimensdes

do FPO e a TC no fato, de que foliculos
menores tendem a produzir inferiores
guantidades de estradiol no momento
da ovulacdo, devido ao menor numero
de células da granulosa e da teca
interna que apresentam (Vasconcelos et
al., 2001). Isso afetaria o feedback
positivo para a liberacdo adequada do
LH, gerando menor comprometimento
da ovulacdo e da TC (Sa Filho et al.
2010). Estudos demonstraram que ha
uma proporgéo entre o diametro do FPO
e a concentracao de estradiol em vacas
(S&4 Filho et al., 2009). Além disso,
vacas ao apresentarem um FPO de
maior diametro exibiréo maior
guantidade de estradiol, promovendo
modificagdes no meio-ambiente uterino,
otimizando o transporte espermatico e
beneficiando a concepcédo (Sa filho et
al., 2010), ndo ocorrendo esta condigéao
em casos de insuficientes
concentracbes estrogénicas (Hawk,
1983).

A expressao génica de
receptores de LH nas células da
granulosa é outro importante fator que
contribui para o sucesso da TC, uma
vez que quanto maior a quantidade de
receptores, maior ser4 a resposta a
gonadotrofina (crescimento e maturacao
folicular final) (Dias et al., 2009). A maior
expressdo de receptores em fémeas
zebuinas ocorre quando o foliculo atinge
o diametro de aproximadamente 7,0
mm, aumentando este ndamero de
acordo com o aumento do diametro
folicular (Simoes et al., 2012).

No presente estudo, a
estratificacdo em duas categorias de
dimensbes de FPO (< 11,0 e > 11,1
mm) e confrontando com a TC,
evidenciou que as dimensdes do FPO
exercem significativa influéncia sobre a
eficiéncia reprodutiva (Tabela 2).
Borsato et al. (2004) ao correlacionarem
as TC em novilhas Bos taurus taurus X
Bos taurus indicus com as dimensdes
dos FPO, verificaram TC de 11,1; 63,8 e
88,2% para foliculos de 7-10 mm, 10-13
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mm e de 13-19 mm respectivamente.
Em estudo com vacas Nelore Silveira et
al. (2014) observaram que a dimensao
meédia dos FPO foi de 12,4 mm, sendo
de 13,2 mm nas fémeas gestantes, e de
10,9 mm nas vazias. Perry et al. (2005),
utilizaram GnRH (indutor da ovulacéo),
e obtiveram resultados muito similares
aos do corrente estudo, verificando
menores TC em animais com FPO <
11,0 mm. Resumidamente ha uma
correlacdo positiva entre o diametro do
FPO e a eficiéncia reprodutiva (Silveira
et al, 2014; Perry et al, 2005)
caracteristicas estas também
observadas no presente estudo.

Além desses aspectos, estudos
comprovam que animais com um maior
diametro de FPO possuem maior
capacidade de manutencdo da prenhez,
porquanto, foliculos de  maiores
didmetros originam CLs com maiores

diametros, gerando maiores
qguantidades de P4 produzida e
reduzindo as perdas embrionarias

(Santos, 2004). Siqueira et al. (2009)
constaram elevada correlagdo entre o
volume de tecido Iuteal e as
concentragbes de P4. Mann e Lamming
(2001) afirmam que baixos niveis de P4
prejudicam o] desenvolvimento
embrionario  (comprometimento  da
capacidade do embrido de produzir
interferon-tau) com vistas ao

reconhecimento da prenhez, assim
como favorecem o] mecanismo
luteolitico.

No presente estudo 11 vacas
encontravam-se ovuladas no dia da
IATF (7,6% do total), atingindo somente
36,4% de prenhez a IATF (P<0,05).
Esses animais ovularam precocemente
ou devido a presenca de grandes FPO
(maior numero de receptores ao LH) ou
devido a que ja na retirada da P4 tais
foliculos dominantes encontravam-se
em adiantado estagio de
desenvolvimento. Assim a
administracdo de eCG ou de ECP
podem ter exercido efeitos de

sinergismo, acelerando o]
desenvolvimento folicular, maximizando
0 numero de receptores ao LH e
acelerando o processo da ovulacao
propriamente dito. Isso foi
significativamente relevante pois
acarretou baixos niveis de TC na IATF.
Para esses animais a IATF foi
executada tardiamente, periodo de
tempo em que o odécito ja ndo tinha mais
viabilidade  (Walker et al.1996),
porquanto a ovulacdo se da em média
27,6 £ 5,4 horas ap6s o inicio do estro.
E também factivel ponderar a
concretizagdo da fertilizagdo dos oocitos
dos animais precocemente ovulados,
mas estando o oocito jA envelhecido,
provavelmente comprometeu as
clivagens sucessivas, proporcionando
baixas TC (Revah e Butler, 1996).

Pursley et al. (1997) e Baruselli et
al. (2007), afirmam que uma das
possibilidades de redugcdao da variacao
do momento da ovulacdo em bovinos
(exemplo ovulacdo precoce), € o0
emprego de protocolos de IATF,
permitindo a execucédo da IATF em um
horario 6timo e consistente com a
ovulacdo. A utilizaggo do ECP
sincronizada a remocdo do implante de
P4, leva a uma ovulagdo sincronizada
dos animais (média de 70 horas apés a
remocdo da P4) (Reis et al., 2004,
Martins et al., 2005). A IATF
propriamente dita pode ser realizada em
um intervalo de 48 a 58 horas apos a
remocao do implante de P4 (Ayres et
al., 2008). Contudo no presente estudo
0s animais ovularam antes mesmo das
48 horas ap0s a remoc¢do da P4 e da
aplicacdo do eCG e do ECP. lIsso
comprometeu a TC das vacas ovuladas
antes da IATF.

CONCLUSAO

A mensuracao do diametro do FPO
no momento da IATF em vacas Bos
taurus indicus mostrou-se um
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importante instrumento, revelando que
guanto maior a dimenséo do FPO maior
correlacdo havera com a TC; FPOs
maiores que 11,1 mm no momento da
IATF, s&o indicativos de maior eficiéncia

reprodutiva, constituindo-se em
importante caracteristica aos
profissionais.
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