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1 INTRODUCAO

No Brasil, o primeiro trimestre do ano de 2023 foi marcado por um crescimento de
1,9% no Produto Interno Bruto (PIB) do pais segundo estatisticas do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatisticas (IBGE). Este feito s6 foi possivel gracas ao setor
agropecuario, que € responsavel por 8% de toda economia do pais, e cresceu 21%
durante os trés primeiros meses do ano. A bovinocultura, tanto corte como leite,
compdem parte deste resultado, e para que estes numeros continuem a crescer, é
necessario que a quantidade de bezerros nascidos também aumente, a fim de garantir

a manutencao da taxa de reposicdo de todo o gado (Silva et al., 2019).

Dessa forma, a fase de recria merece atencao especial, coordenacdo e gestao para
garantir os lucros da atividade leiteira, porém muitas vezes é negligenciada por ser
um investimento de retorno tardio (Hoffman e Funk, 1992). Um dos grandes problemas
desta fase esta na puberdade tardia e idade do primeiro parto das novilhas (Ferreira
et al., 2012). Assim, antecipar a idade com que estes animais entrem em puberdade
pode revelar um maior nimero de bezerros, além de maior longevidade reprodutiva
da fémea (Cardoso et al., 2007).

Protocolos hormonais de inducédo de puberdade tém sido amplamente empregados
com a finalidade de melhorar indices reprodutivos do rebanho, antecipando a entrada
de novilhas no periodo reprodutivo (Santos et al., 2018). Para efetivar esta estratégia,
a progesterona (P4), seja por dispositivo intravaginal ou injetavel, e o estrogeno (E2)
estdo sendo vastamente utilizados como método de inducdo da onda folicular (Bo et
al., 2018; Santos et al., 2018).

Além disso, Ribeiro e colaboradores relataram no ano de 2020 o emprego da
Somatotropina Bovina Recombinante (RBST) na produc¢éo in vivo e ha maturacao in
vitro de odécitos bovinos da raca Sindi, que evidenciou resultados positivos quanto ao
emprego do farmaco, obtendo maior porcentagem de foliculos grandes e odcitos
viaveis in vitro. Logo, o emprego do RBST na inducdo de puberdade de novilhas

girolando também podera apresentar resultados satisfatorios.

Dessa forma, € imprescindivel estudos observando o emprego da Somatotropina
Bovina Recombinante (RBST), adjunto a outros hormdnios sintéticos com objetivo de

estimular a puberdade em novilhas da raga Girolando.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR DA FEMEA BOVINA

O estudo da reproducdo bovina envolve varias areas do conhecimento das ciéncias
veterinérias. O entendimento correto dos sistemas de producdo, fisiologia, anatomia,
aplicacdo das técnicas de melhoramento genético e de tecnologias da reproducéo séo
essenciais sao essenciais para maximizar a produtividade destes animais. Em fémeas
bovinas, o sistema reprodutor € formado por dois ovarios, tubas uterinas ou ovidutos,
Gtero, que é composto por um corpo e dois cornos, cérvix ou colo uterino, vagina,

vestibulo e vulva (Frandson et al., 2016) (Figura 1).

Figura 1 - Representacéo ilustrativa do sistema reprodutor feminino de bovinos.

|"--‘ »

Anus

Corpo do Utero
Tuba Uterina

(Fonte: Colecdo Senar 132, Inseminacao Atrtificial)

A vulva, composta por dois labios vulvares e pelo clitoris, possui a funcdo de ocluir o
trato reprodutivo da fémea e permitir o alojamento do érgdo copulador masculino. O
clitéris € fundamental na concepcdo, uma vez que promove contragdo uterina,
facilitando a acdo dos espermatozoides (Niciura, 2008).
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A vagina é formada por uma superficie epitelial, muscular e pela camada mucosa.
Além de ser o orgao copulador da fémea, também é canal de passagem do feto
durante o parto (Freitas et al., 2022). Entre a vagina e o Utero localiza-se uma estrutura
fibrosa, dividida em pregas, que sdo cognominadas de anéis cervicais. A cérvix é uma
barreira fisica que se abre apenas no momento do parto ou no periodo estral, que &

guando o animal apresenta cio (Soares et al., 2019).

O utero é constituido de trés camadas, uma mais interna, denominada endomeétrio,
que é onde o concepto se fixa e desenvolve-se durante o periodo gestacional. A
camada intermediaria € composta por musculatura lisa e denominada de miométrio.
Ja a camada mais externa € uma membrana serosa, formada pelo peritonio visceral,

0 perimétrio (Silva, 2022).

A ligacdo entre os ovarios e o Utero é realizada pelo oviduto ou tuba uterina. O érgéo
é dividido em trés estruturas funcionais: o infundibulo, cuja funcéo é fazer as capturas
dos odcitos apols a sua liberacdo, a ampola, que € o perimetro deste érgdo em que
ocorre a fecundacdo, e por fim, o istmo, que recebe os espermatozoides e, por meio

de contracdes, os conduz até o infundibulo (Soares & Junqueira, 2018).

Por fim, os ovarios, além da gametogénese, também sdo responsaveis pela sintese
de hormonios esteroides. S&o estruturas pares, e divididos em zona medular e
cortical. A medula é parte mais interna do 6rgédo, formada de tecido conjuntivo e uma
rede vascular e nervosa. Recobrindo o mesovario estd a zona cortical, que é
preenchida pelos foliculos ovarianos em diferentes estagios que, apdés a ovulacéo,

formam os corpos luteos (CL) (Nogueira et al., 2017).

2.2FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL DA FEMEA BOVINA

O ciclo estral é originado através de uma interagdo entre horménios, sistema
reprodutor feminino (Gtero e ovarios) e sistema neuroendocrino (hipéfise e hipotalamo)
(Weeb & Amstrong, 1998). Deste processo participam principalmente seis hormonios:
o Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), produzido pelo hipotalamo e com
funcéo de promover estimulos secretdrios do Hormdnio Luteinizante (LH) e Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH). O LH e FSH sao sintetizados pela adenohipéfise, sendo

o primeiro responsavel por formar e manter o CL, e o FSH participa da
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esteroidogénese, crescimento e maduracéo folicular. Ja o estrégeno (E2) é produzido
pelos foliculos, possui feedback positivo sobre o hipotdlamo, e € o hormdnio
responsavel pela manifestacdo visual de cio. Por ultimo, a progesterona (P4), é
concebida por CL e atua preparando o ambiente uterino para receber um concepto
(Weeb & Amstrong, 1998; Rippe, 2009).

O entendimento do ciclo estral € de suma importancia para que se faca um controle
correto da dinamica reprodutiva. Senger (2003) descreve que o ciclo estral
compreende um periodo que varia de 18 a 24 dias, e pode ser dividido em quatro
fases: estro, metaestro, proestro e diestro.

O estro possui duracdo de 6 a 21 horas em animais taurinos, e € a etapa mais
marcante do ciclo estral, uma vez em que a fémea se mostra receptiva para a copula,
apresenta Utero turgido, cérvix relaxada, hiperemia em vulva e vagina e corrimento
vaginal cristalino. Nesta fase, os niveis de E2 estdo em grande concentracao, o oposto
da P4, que esta baixa, j& que ndo ha presenca de CL (Ferreira, 2010). Em resposta
aos elevados niveis de E2, ocorre concomitantemente o aumento de LH (Carvajal, et
al., 2020).

O Metaestro inicia-se ap0s o pico de producdo de E2, que como consequéncia,
promove o rompimento do foliculo, fase denominada ovulacdo (Carvajal, et al., 2020).
Em seguida, comeca-se a formacéo do CL, que inicialmente é denominado de Corpo
Hemorragico (CH) (Ferreira, 2010). O pico de LH ocorre mediante aos altos niveis de
E2, que estava sendo produzido pelo foliculo maduro (Rathbone et al., 2001). Com a
queda de E2 que ocorre apos a ovulagéo, os niveis de P4 comecam a se elevarem
gradualmente, preparando o Utero para manter uma gestacéo (Carvajal, et al., 2020).
O metaestro se insere desde o final do estro até o 5° dia do ciclo estral (Bowen &
Burghardt, 2000).

Assim que o CL se torna funcional, ou seja, produz P4 e esta responsivo a
Prostaglandina F2a (PGF2a), inicia-se o diestro. Esta fase compreende niveis
elevados de P4, que se manterdo assim caso haja a gestacéo. Todavia, ndo havendo
a fecundacgao, o CL sera destruido por agao da PGF2a, e os niveis de P4 irdo declinar.

Esta fase do ciclo possui duracdo média de 16 dias (Cunha et al., 2019).
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A ultima fase do ciclo estral € chamada de proestro. Tem inicio apds a agao da PGF2aq,
lise do CL e declinio de P4. Assim, inicia-se maior liberacdo de FSH e elevacao do E2

circulante (Ferreira, 2010).

O desenvolvimento de foliculos ovarinos ocorre através do estabelecimento de ondas,
que envolvem o crescimento e regressdo de foliculos antrais. Este processo €
denominado dinamica folicular (Ginther et al., 1989). Na fase de emergéncia, foliculos
pequenos sao recrutados e irdo crescer concomitantemente atraves da liberacao de
FSH. Assim, irdo manter seu crescimento até comecarem a exibir a esteroidogénese,
onde um foliculo apenas se sobressaira e sera chamado de Foliculo Dominante (FD),

engquanto demais foliculos irdo regredir (Adams et al., 1992, Lucy et al., 1992).

A baixa concentracdo de P4, e aumento na producdo folicular de E2 promove
feedback positivo com GnRH, estabelecendo maior secrec¢édo de LH, e estimulando o

processo de ovulacao, reiniciando o ciclo (Fortune, 1993).

2.3 FISIOLOGIA APLICADA A PUBERDADE DA FEMEA BOVINA

Jones et al., e colaboradores, em 1991, definiu que a puberdade € marcada pelo
primeiro dia em que a fémea apresentara concentracdo plasmatica de P4 superior a
1ng/ml. Em contrapartida, Aradjo e colegas pesquisadores (2019), afirmam que
puberdade € um evento fisiolégico que evidencia o inicio da atividade reprodutiva da
fémea, em que ha a primeira ovulacao viavel, formacéo do corpo liteo e manifestacéo

de cio.

Novilhas leiteiras, em condi¢des ideais de sanidade e nutricdo, podem atingir esta fase
em torno de 11 a 12 meses. Todavia ainda ndo sé&o consideradas aptas para manter
uma gestacao (Silva, 2022). Através da interagcdo entre ambiente, nutricdo, genética
e mecanismos endaécrinos é definido o inicio da atividade reprodutiva, havendo perda

da sensibilidade do feedback negativo gerado pelo E2 (Moran et al., 1989).

Para este processo, a atuacdo do LH é fundamental para que a novilha se torne
pubere. Nos primeiros 2 meses ap0s 0 nascimento da cria, ja existe o estabelecimento
de secrecédo pulsatil de LH, que € aumentada entre 3 e 5 meses de idade. Apos isto,

ocorre a chamada fase estatica, em que os niveis de LH declinam e se mantém baixos
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até o inicio da fase pré pubere, que culmina no aumento de secrecéo de LH, gerando
a puberdade (Schams et al., 1981; Anderson et al., 1996).

Apos o evento do parto, no periodo pés-natal, o animal jA é capaz de produzir
pequenas quantidades E2 pelos foliculos ovarianos (Rodrigue; Wise, 1991). Assim, a
sensibilidade do feedback negativo diminui estimula o aumento das secrecdes de
GnRH, e consequentemente, do LH, promovendo maturacao dos foliculos ovarianos,
ovulacdo e formacdo de CL. Este processo ira garantir a producdo de P4 e o

prosseguimento do ciclo estral. (Ramirez e Mccann,1963; Evans et al., 1994).

2.4FATORES QUE INTERFEREM NO INICIO DA PUBERDADE

Diversos séo os fatores que podem atuar sobre o inicio do periodo pubere de novilhas.
Barroso e colaboradores (2020) definem que as condi¢cdes ligadas a puberdade

envolvem genética, nutricdo e sanidade.

Animais taurinos e zebuinos tendem a alcancar a puberdade em periodos diferentes
(Rodrigues et al., 2002). Novilhas Bos taurus taurus séo geralmente mais precoces,
atingindo periodo pubere entre 10 e 15 meses. Ja animais Bos taurus indicus, sao

mais tardios, alcancando a puberdade de 22 e 36 meses (Santos; S& Filho, 2006).

Um estudo realizado em 1959 por Sorensen e colaboradores, demonstrou que a
puberdade ndo estd associada a idade, e sim ao peso do animal. O National Research
Council (NRC), em sua publicacdo de 1996, indica que animais Taurinos entram em
periodo pubere com 60% do peso vivo corporal de um animal adulto, e zebuinos aos
65% do peso corporal final. Assim, é evidente que a nutricdo € um fator primordial

para anteceder o inicio da atividade reprodutiva de novilhas.

Animais jovens, cuja dieta é restrita a forragem, ocorre um menor desenvolvimento
das papilas ruminais. Assim, incorporar graos ou concentrados na alimentacao destes
animais assegura um crescimento eficiente (Bittar et al., 2016). O FD é fundamental
durante o ciclo estral da fémea, e apés a sua liberacéo, e posterior formacao de CL,
ha producao de P4, que auxiliard durante todo processo gestacional. Logo, uma dieta
restritiva pode diminuir a taxa de crescimento folicular e promover maior permanéncia

do foliculo no ovario (Diskin et al., 2003; Fonseca, 2017).
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A elevada densidade energética e o alto consumo de matéria seca caracterizam uma
dieta que objetiva o ganho de peso. Dessa forma, havera acumulo de energia corporal
que se dard atraves da lipogénese, processo pelo qual ha deposi¢do de gordura no
subcutaneo e esta inteiramente ligado a puberdade por meio da acdo da leptina
(Spicer, 2001).

A leptina € um mensageiro adipostatico que atua como sinalizador da condicéo
corporal do animal no hipotalamo (Spicer, 2001), influenciando na liberacdo de GnRH
e gonadotrofinas, assumindo papel fundamental na fertilidade da fémea. Logo, dietas
energéticas colaboram para aumentar o Escore de Condi¢cdo Corporal (ECC) do
animal, além de promover maior sinalizacdo pela leptina (Costa e Duarte, 2006).
Pereira et al. (2017) demonstrou em seu experimento, acerca da influéncia do ECC
de novilhas de corte sob o inicio do periodo pubere, que animais com baixo ECC sdo
mais tardios em relagcéo a aqueles com maior ECC.

Apesar dos efeitos positivos, a leptina quando produzida em excesso antagoniza a
acao do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), insulina e producéo
de estradiol (Barb & Kraeling, 2002; Williams et al., 2002; De La Hoya et al., 2015).

O IGF-1 tem sua producéo estimulada pelo horménio do crescimento (GH), e atua em
sinergismo com o FSH (Fortune et al., 2004), estimulando o crescimento folicular, e
consequentemente, aumentando a esteroidogénese (Lucy, 2000). Dessa forma, o
IGF-1 se caracteriza como um fator primordial para o inicio e manutencdo da vida

reprodutiva bovina.

2.5 AVALIACAO REPRODUTIVA

Os métodos de avaliacdo do trato reprodutivo de fémeas bovinas consistem na
avaliacdo fisica, nutricional, palpacdo transretal manual e através do uso da
ultrassonografia. Nos ultimos anos, a utilizacéo desta biotecnologia vem sendo cada
vez mais difundida, ja que é possivel monitorar de forma fidedigna a fisiologia
reprodutiva da fémea bovina, avaliar o estado uterino e atividade ovariana,

principalmente quando comparado a propria palpacgéo retal (Fissore et al., 1986).
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Um dos grandes embargos na reproducdo de bovinos sdo os animais aciclicos, ou
seja, que nao possuem ciclicidade, ndo estando aptos a reproducéo. Esta estagnacao
reprodutiva pode estar associada a patologias ovarianas ou anestro, podendo ser
identificada sua origem e realizado o tratamento conforme a apresentacao clinica do
animal. Assim, a avaliacdo ovariana e uterina, através da palpacao transretal e do
ultrassom garantem meios para melhorar os indices reprodutivos do rebanho
(Gonzalez-Padilla et al., 1975; Smith et al., 1983; Beal et al., 1984; Beal & Good, 1986;
Williams, 1990).

A ultrassonografia também auxilia no diagnéstico diferencial de cistos, corpos luteos,
e no diagnostico gestacional precoce, mostrando-se uma ferramenta com grande
potencial para auxiliar no desenvolvimento pecuario. Animais que apresentam corpo
lteo, podem ser tratados através do uso de agentes luteoliticos, como a
prostaglandina F2a. J& animais n&o ciclicos, os tratamentos mais adequados séo a

utilizacao de progestagenos (Implantes ou P4 injetavel) (Sprecher & Nebel, 1988).

A avaliacdo ovariana durante a ultrassonografia em bovinos permite avaliar duas
estruturas principais: os foliculos e o CL. Os foliculos adquirem formato esférico, fluido,
anecoico e tamanhos. O didmetro das estruturas pode ser medido e o liquido celular
também pode ser identificado e caracterizado. Assim, € possivel saber se um foliculo
€ dominante ou pré ovulatério. Para determinar a fase do ciclo estral em que o animal
se encontra, € necessario avaliar se ha a presenca do CL. Em alguns casos, durante
avaliacdo de CL, alguns destes ndo se projetam suficientemente a superficie do ovario
para serem palpados manualmente, ou estdo em fase hemorragica, podendo ser
confundidos com foliculos. Nestes casos, com auxilio da ultrassonografia, fica
possivel identificar CL’s ndo palpaveis, e diferenciar foliculos de CH (Griffin & Ginther,
1992).

Segundo Herzog e Bollwein (2007), o conhecimento acerca da dinamica folicular, o
entendimento do ciclo ovariano das fémeas bovinas e o0 exame ultrassonografico do
trato reprodutivo de vacas e novilhas indicam em que fase do ciclo estral a fémea se
encontra. Com 0s avangos tecnologicos e ferramentas como o ultrassom com Doppler
colorido, é possivel avaliar o fluxo sanguineo demandado pelos foliculos e CL. Esta

observacéo torna possivel precisar momentos de regressao do CL e ovulacgéo.
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Santiago (2002) avaliou com auxilio de um aparelho ultrassonografico a variacédo
existente entre os diametros foliculares de novilhas. Verificou variacées de 8,91mm
até e 17,44 com animais tratados para terem superovulacao. Dessa forma, verificou-

se que foliculos com diametro superior a 8 mm sdo denominados de FD.

2.6 PROTOCOLOS DE INDUCAO DE PUBERDADE EM NOVILHAS

Além da genética, nutricdo e sanidade dos animais, a utilizacdo de fontes exdégenas
de P4 pode estimular a circulagdo sanguinea da fémea antes mesmo da primeira
ovulagéo, e em conjunto com fontes de E2, contribui para que as novilhas antecipem
o periodo pubere (Vilela, 2021). Nao obstante, a efetividade destes tratamentos
apresentara resultados satisfatorios apenas quando o animal ja estiver préximo da
puberdade (Guerreiro, 2009; Chaves, 2019).

A técnica visa, por meio da terapia hormonal, induzir uma ovulacdo por meio da
modulacédo eixo hipotalamico-hipofisario gonadal, induzindo a puberdade elevando a
sintetizacdo de gonadotrofinas (Bo et al., 2018). Dessa forma, o protocolo de inducéo
consiste na utilizacdo de um dispositivo intravaginal de P4 no dia 0 (D0O) ou de forma
injetavel. Ja no dia 12 (D12) acontece a retirada do dispositivo quando utilizado e €
feita a aplicagao de cipionato de estradiol nos animais (Chaves, 2019) (Figura 2).

Figura 2 - Protocolo de inducao de novilhas realizado por Chaves, 2019.

24 Dias
Sincronizacido P4
| l I
I ' |
D0 D12 D24
Us Ret. Dispositivo P4 us

Ins. Dispositivo P4 (4°uso) CE

Fonte: Chaves, 2019
US: Ultrassonografia; P4: Progesterona; CE: Cipionato Estradiol; DO: Dia 0; D12: Dia 12; D24: Dia 24.
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Um estudo realizado por Magi (2020), avaliou animais que receberam dispositivo
intravaginal de P4 associado ao uso de cipionato de estradiol, em comparacdo ao
segundo tratamento, em que 0s animais receberam apenas P4 injetavel. Ao final do
experimento todos os animais foram submetidos a Inseminagéo Artificial em Tempo
Fixo (IATF), revelando maior taxa de prenhez nos animais que receberam a P4

intravaginal e Cipionato Estradiol.

Para que os tratamentos hormonais sejam eficazes, € preciso estar atento a dose a

ser utilizada, tempo de exposi¢do do animal ao farmaco, e manejo (Junior et al.,2010).

2.7 SOMATOTROPINA BOVINA (BST)

Dentre os hormonios de crescimento, a somatotropina bovina (BST) foi um dos
primeiros hormoénios recombinantes que conseguiram produzir em larga escala
(Bauman, 1992). A proteina bovina recombinante (RBST) difere do natural por poucos
aminoacidos na sua constituicdo, cerca de até 8 podendo variar de acordo com o
processo de fabricacdo. A producédo do horménio se da através da técnica de DNA

recombinante em Escherichia coli (Santos et al., 2001).

O IGF-1 é encontrado em maior quantidade no figado, sendo reconhecido como o
principal sitio de producdo desse fator, expressando quantidade significativa de
receptores para a BST e produzindo IGF-1 em resposta ao tratamento com RBST
(Gluckman et al., 1987; Peel & Bauman, 1987). Este fator tem sido associado com
diversas caracteristicas reprodutivas, tais como: a idade ao primeiro parto (Yilmaz et
al., 2006; Brickell et al., 2007), a taxa de concepc¢ao ao primeiro servi¢o (Patton et al.,
2007), dupla ovulacdes (Echternkamp et al., 2004), e no desenvolvimento do embrido
(Velazquez et al., 2005). Alguns autores relacionaram baixas concentracfes de IGF-
1 com o aumento do intervalo pds-parto (IPP) em vacas de corte (Rutter et al., 1989;
Nugent et al., 1993; Roberts et al., 1997) e atraso ao inicio da fase de puberdade
(Granger et al., 1989).
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2.8 SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (RBST) E IGF-1 NA
REPRODUCAO

A somatotropina bovina recombinante (RBST), tem sido utilizada pensando
principalmente em fatores produtivos e reprodutivos, visto que, segundo Saraiva e
colaboradores (2020), o horménio do crescimento tem participacao ativa na dinamica
folicular e no desenvolvimento embrionario. Ainda assim, segundo Lucy (2000), a
RBST é tida como uma substancia que acarreta 0 aumento de receptores para o IGF-
1, favorecendo o recrutamento folicular ovariano. A RBST aumenta a quantidade de
foliculos na fase de recrutamento da onda folicular (Kirby, C.J.; Lucy, M.C; Smith, M.F.,
1995). Esta resposta € observada na primeira e na segunda onda folicular e pode ser
associada com aumento de IGF-1 no sangue de vacas suplementadas com RBST.

A RBST quando administrada por via subcutanea, permanece circulante por até trés
semanas (Cushmann et al., 2001). Segundo Lucy (2000), a maior influéncia da RBST
na reproducdo é feita de modo indireto, através do IGF-lI, o que gera melhores
resultados reprodutivos. Alguns pesquisadores relataram o potencial do tratamento
com RBST em aumentar a quantidade de FD (Tanner & Hauser, 1989; Gong et al.,
1991).

Em ovarios bovinos, foi constatada a presenca de receptores de GH no odcito de
foliculos primordiais e nas células da granulosa de foliculos primarios e secundarios
(Kolle et al., 1998). O IGF-1 no sangue atua de forma sinérgica com as gonadotrofinas
LH e FSH, estimulando o crescimento folicular (Hammond et al., 1991)

Em estudo realizado em ovinos por Eckery e colaboradores em 1994, apés uma
hipofisectomia, foi observado que havia dependéncia dos foliculos em relacdo aos
horménios produzidos por essa estrutura. Dessa forma, com a remocéo da hipdfise,
foi observado atresia folicular e a interrupcédo de uma nova onda de crescimento dos
foliculos. O desenvolvimento folicular foi retomado somente ap0s a administracao

exégena de gonadotrofinas e GH.

Por meio de testes de cultura in vitro, (Spicer e Stewart, 1996; Stewart et al., 1996)
destacou-se que o IGF-1 aumenta o numero de sitios de ligagdo de LH, assim como

a producéao de P4 e androstenediona pelas células da teca, estimulada pelo LH. Dessa
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forma, mostrando o potencial do IGF-1 para aumentar a resposta das células
foliculares frente ao LH, este poderia atuar de forma indireta elevando o estrégeno

plasmético, que é essencial para o fenbmeno da ovulagéo.

Através de um estudo realizado por Cooke e colegas pesquisadores (2013), a fim de
avaliar os efeitos do IGF-1 e leptina na puberdade de novilhas Bos Taurus, realizando
a aplicacdo de RBST, observou-se que as novilhas com os niveis de IGF-1 maiores
alcancaram a fase de puberdade mais rapidamente, independente de outros fatores

externos.

2.9 TRANFERENCIA DE EMBRIAO EM TEMPO FIXO (TETF)

Atualmente, a transferéncia de embrido € uma das biotecnologias da reproducdo mais
bem difundidas e aplicadas na pecuaria (Hasler, 2003), sendo o Brasil, o pais
referéncia mundial dessa biotécnica (Viana & Camargo, 2007). No entanto, taxa de
gestacdo das receptoras ainda é um dos grandes gargalos da técnica, devido a
relacdo entre o embrido e 0 ambiente intrauterino no momento da inovulacéo (Spell et
al., 2001). Dessa forma, o custo se eleva, e em alguns casos onde o resultado ndo é

positivo, pode levar prejuizos ao produtor (Fernandes, 1999).

Para que o procedimento seja efetuado, € necessaria uma receptora previamente
examinada, para que seja fim de identificar se apresenta corpo luteo (Leal et al., 2009).
Caso a receptora esteja apta, é realizada a insercdo do aplicador pelo canal da vagina,
passando pela cérvix até o corno uterino, e apds essa que € onde o embrido sera

depositado (Jainudeen et al., 2004).

Algumas intempéries apresentadas no momento da inovulacdo podem dificultar a
implantacdo da técnica. A presenca de animais ciclicos e enovelamento cornual do
Utero sao exemplos desses percalcos (Diaz, 1988; Cutini et al., 2000;). Dessa forma,
0 operador da técnica deve estar atento a todas as dificuldades e estabelecer métodos
gue visam 0 aumento a taxa de prenhez e obtenha sucesso (Sreenan & Diskin, 1987,
JIta,1995; Fernandes, 1999).

Atualmente, ha uma crescente associacao entre a técnica de transferéncia de embriao
e a utilizacdo de protocolos hormonais, que € denominada transferéncia de embrido

em tempo fixo (TETF). Logo, o objetivo é manipular o ciclo estral das fémeas para
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gque no momento da inovulacdo as receptoras apresentem corpo luteo e estejam
viaveis para a implantacdo do embrido. Ribeiro, em seu trabalho em 2011, utilizou no
DO implante de progesterona intravaginal, juntamente com 2mg de Benzoato de
estradiol por via intramuscular. No Dia 5, os animais receberam 300U.l de
Gonadotrofina Coriénica equina (eCG), e 500ug de Cloprostenol, ambos por via
intramuscular. Ao oitavo dia do protocolo, os dispositivos intravaginais foram
removidos, e em seguida, aplicado 1mg de Benzoato de estradiol. Todas as
receptoras foram avaliadas no dia 17, e os animais que apresentavam corpo liteo

foram inovulados por meio da transferéncia de embrido.
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3 JUSTIFICATIVA

A puberdade € um importante marcador fisiol0gico que evidencia o inicio da atividade
reprodutiva da fémea bovina. Dessa forma, protocolos de inducao deste periodo sao
fundamentais para tornar a fémea produtivamente mais precoce, aumentando 0s
lucros da producdo. Por conseguinte, torna-se necessario a avaliacdo de novas

técnicas e protocolos de inducéo estral em novilhas pré-puberes.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a inclusdo da somatotropina bovina recombinante (RBST) em protocolos de

inducgéo de puberdade em novilhas da raca Girolando.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Se existe efetividade na adicdo da RBST em protocolos de inducéo de novilhas;

e Comparar protocolos indutores ja existentes com o protocolo proposto.
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RESUMO

O setor agropecuario no Brasil cresce cada vez mais, acompanhado de uma
bovinocultura estruturada e que sustenta milhares de pessoas. E imprescindivel que
0 numero de animais cresca, para que o0s indices reprodutivos resultem em
lucratividade na cadeia produtiva. Sendo assim, antecipar a idade com que estes
animais entrem em puberdade e comecem sua vida produtiva, pode resultar em maior
progresséo do rebanho. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do
uso da somatrotopina bovina recombinante em protocolo de indu¢éo de puberdade de
novilhas da raca girolando. O experimento foi realizado na zona rural da cidade de
Montanha, localizada no estado do Espirito Santo, Brasil. Foram utilizados 40 animais,
novilhas girolando, % sangue, com peso médio de 300 Kg e Escore de Condi¢cao
Corporal (ECC) de 3. Os animais foram divididos em 4 grupos compostos por 10
animais cada. O primeiro grupo nao recebeu tratamento hormonal, o segundo foi
tratado somente com progesterona injetavel, o terceiro grupo contou com a aplicacéo
de progesterona associada ao cipionato de estradiol, e no ltimo grupo foi realizada a
aplicacdo de progesterona, cipionato de estradiol e somatrotopina bovina
recombinante. Os resultados evidenciaram que o grupo em que as novilhas
receberam o incremento da somatotropina bovina recombinante, obtiveram melhores
resultados na resposta a inducdo. Por fim, no protocolo de transferéncia de embrido
em tempo fixo, evidenciou também neste grupo maior tonicidade uterina e taxa

prenhez.
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ABSTRACT

The agricultural sector in Brazil is growing more and more, accompanied by structured
cattle farming that supports thousands of people. Given this, it is essential that the
number of animals increases, so that reproductive rates result in profitability in the
production chain. Therefore, anticipating the age at which these animals enter puberty
and begin their productive lives earlier can result in greater herd progression. The
present work aimed to evaluate the effects of using recombinant bovine somatrotopin
in a puberty induction protocol and compare it with other existing protocols. The
experiment was carried out in the rural area of the city of Montanha, located in the state
of Espirito Santo, Brazil. 40 animals were used, heifers growing ¥z blood, with an
average weight of 300 kg and a Body Condition Score (BCS) of 3/5. The animals were
divided into 4 equal groups, in which the first group did not receive hormonal treatment,
the second group was treated only with injectable progesterone, the third group had
the application of progesterone associated with estradiol cypionate, and the remaining
group was Progesterone, estradiol cypionate and recombinant bovine somatrotopin
were administered. Based on the results, it was noted that the group in which the
heifers received the increase in recombinant bovine somatotropin obtained better
results in response to induction. Finally, in the fixed-time embryo transfer protocol, this

group also showed greater uterine tone and pregnancy rate.

Keywords: Induction; puberty; somatotropin; embryo.
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Introducéo

No Brasil, o primeiro trimestre do ano de 2023 foi marcado por um crescimento de
1,9% no Produto Interno Bruto (PIB) do pais segundo estatisticas do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatisticas (IBGE). Este feito s6 foi possivel gracas ao setor
agropecuario, que € responsavel por 8% de toda economia do pais, e cresceu 21%
durante os trés primeiros meses do ano. A bovinocultura, tanto corte como leite,
compdem parte deste resultado, e para que estes numeros continuem a crescer, é
necessario que a quantidade de bezerros nascidos também aumente, a fim de garantir

a manutencao da taxa de reposicdo de todo o gado (Silva et al., 2019).

Dessa forma, a fase de recria merece atencao especial, coordenacdo e gestao para
garantir os lucros da atividade leiteira, porém muitas vezes é negligenciada por ser
um investimento de retorno tardio (Hoffman e Funk, 1992). Um dos grandes problemas
desta fase esta na puberdade tardia e idade do primeiro parto das novilhas (Ferreira
et al., 2012). Assim, antecipar a idade com que estes animais entrem em puberdade
pode revelar um maior nimero de bezerros, além de maior longevidade reprodutiva
da fémea (Cardoso et al., 2007).

Protocolos hormonais de inducédo de puberdade tém sido amplamente empregados
com a finalidade de melhorar indices reprodutivos do rebanho, antecipando a entrada
de novilhas no periodo reprodutivo (Santos et al., 2018). Para efetivar esta estratégia,
a progesterona (P4), seja por dispositivo intravaginal ou injetavel, e o estrogeno (E2)
estdo sendo vastamente utilizados como método de inducdo da onda folicular (Bo et
al., 2018; Santos et al., 2018).

Além disso, Ribeiro e colaboradores. relataram no ano de 2020 o emprego da
Somatotropina bovina recombinante (RBST) na producéo in vivo e na maturacao in
vitro de odécitos bovinos da raca Sindi, que evidenciou resultados positivos quanto ao
emprego do farmaco, obtendo maior porcentagem de foliculos grandes e od0citos
viaveis in vitro. Logo, o emprego do RBST na inducdo de puberdade de novilhas

girolando também podera apresentar resultados satisfatorios.

Dessa forma, € imprescindivel estudos observando o emprego da Somatotropina
Bovina Recombinante (RBST), adjunto a outros hormdnios sintéticos com objetivo de

estimular a puberdade em novilhas da raga Girolando.
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Material e métodos

O experimento foi realizado na zona rural da cidade de Montanha, localizada no
estado do Espirito Santo, Brasil (18°10'47.0"S 40°22'03.9"W). Foram utilizados 40
animais, novilhas girolando % sangue, com peso médio de 300 Kg e Escore de
Condicao Corporal (ECC) de 3, segundo a classificacdo de Lowman et al., (1976).
Todos os animais sao criados em sistema extensivo e foram submetidos ao mesmo
manejo nutricional, em pasto de Brachiaria brizantha, fornecimento de concentrado a

base de farelo de milho (2kg/animal/dia), sal mineral no cocho e agua limpa ad libitum.

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado (DIC), em que animais
serdo divididos em 4 tratamentos, cada um composto por 10 animais: Tratamento
Controle (TC), Tratamento Progesterona (TP), Tratamento Progesterona + Cipionato
Estradiol (TPE) e por fim, Tratamento Progesterona + Cipionato Estradiol +

somatotropina bovina (TBST).

Todos os protocolos tiveram duracédo de 25 dias, iniciando no dia 0 (D0), e findando
no dia 24 (D24). Ambos DO e D24 contaram com avali¢cao ginecoldgica com auxilio de
um aparelho ultrassonografico (Mindray® DP 10) a fim de comparar a relevancia

cientifica de cada tratamento.

O TC foi composto apenas por uma avaliacdo ginecoldgica no DO, inicio do protocolo,
e uma no D24, fim do protocolo de inducao. Ja o tratamento progesterona (TP), além
das avaliacfes ginecoldgicas no DO e D24, foi incluso no primeiro manejo a aplicacéo

de 1 ml de P4 injetavel, por via intramuscular (Sincrogest® 150mg/ml — Ourofino).

O TPE foi executado de forma semelhante ao TP, todavia, ao dia 12 (D12) ocorreu a
aplicacao de 0,4 ml de Cipionato Estradiol (CE) (E.C.P.® 2mg/ml — Zoetis), por via
intramuscular, em todos o0s animais pertencentes a este grupo. Por fim, o quarto
tratamento ou TBST se diferenciara do TPE pela aplicacdo de 1 seringa de RBST
(Posilac® 325mg — Agener) por via subcutanea tanto no DO como no D12. Os manejos

referentes a cada grupo foram exemplificados conforme a Figura 3.
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Figura 3 — Delineamento Experimental.

A: Tratamento Controle (TC) B: Tratamento Progesterona
AG (TP)
AG AG P4 AG
| | | 1 | |
DO D12 D24 | DO D12 D24
C: Tratamento Progesterona+ Cipionato D: Tratamento Progesterona+ Cipionato
- Estradiol (TPE) AG  Estradiol + SomatotropinaBovina (TBST)
P4
P4 CE AG RBST CE+ RBST AG
l | ||| | I
DO D12 D24 | po D12 D24

AG = Avaliagdo Ginecologica; CE = Cipionato Estradiol; P4 = Progesterona; RBST = Somatotropina
Bovina Recombinante. A: Tratamento Controle (TC); B: Tratamento Progesterona (TP); C: Tratamento
Progesterona + Cipionato Estradiol (TPE); D: Tratamento Progesterona + Cipionato Estradiol +
somatotropina bovina (TRBST).

A avaliacdo ginecoldgica do D24 visou identificar animais que ap0s o protocolo de
inducao de puberdade apresentaram resposta ao mesmo. Logo, apenas animais que
evidenciaram presenca de Corpo Luteo foram considerados como responsivos ao

protocolo.

Todos os animais que apresentaram resposta foram submetidos a transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF). Dessa forma, o nimero de animais protocolados por
grupo variou conforme a eficiéncia da taxa de resposta que apresentaram. O protocolo
de TETF foi realizado em um periodo de 19 dias, subdividido em 3 manejos, sendo

eles o0 DO, D9 (Dia 9) e D18 (Dia 18), conforme o esquema representado na figura 4.

Figura 4 - Protocolo de Transferéncia de Embrido em Tempo Fixo (TETF).

Transferéncia De Embridao Em Tempo Fixo (TETF)

ECG
()

CE AG
BE Remocgdo do Inovulagdo
Implante de P4 Implante do Embrido

DO D9 D18
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No DO, utilizou-se 2 mg de Benzoato de Estradiol (BE) (Ric BE - Agener®) e procedeu-
se com a aplicacado de um dispositivo intravaginal de progesterona multidose (Primer
Multidose - Agener®), de segundo uso, em todos os animais. No D9, foi feito a
remocao do implante progestageno e administrado 400 Ul (Unidades internacionais)
de Gonadotrofina Coriénica Equina (ECG) (SincroECG - Ourofino®), 0,5 mg de
Cloprostenol Sédico (CS) (Estron— Agener®) e 1 mg de Cipionato de Estradiol
(Cipiotec — Agener®). No D18, fim do protocolo de transferéncia, através da
ultrassonografia transretal, todos os animais foram avaliados individualmente,

executando a inovulacédo dos embrides.

O diagndstico gestacional dos animais inovulados ocorreu em duas etapas. A primeira
etapa transcorreu apos 22 dias da inovulacdo do embrido. O diagndstico gestacional
definitivo, ou segunda etapa, ocorreu ap6s 60 dias do procedimento. O diagndstico
gestacional foi feito por ultrassonografia transretal (DP-50 Color Power Doppler -
Mindray®).

Para este estudo, foi realizada uma analise estatistica abrangente empregando a
obtencao de frequéncias absolutas e relativas, teste exato de Fisher para associagoes
entre variaveis categoricas, corre¢cdes multiplas com Bonferroni para controlar o erro
tipo I, construcdo de tabelas de contingéncia para visualizar relacdes, calculo de
probabilidades condicionais e aplicacdo da Regra de Bayes para entender a
dependéncia entre variaveis, e utilizacdo dos softwares estatisticos R® e JAMOVI®.
Foi utilizado um nivel de significancia de 5%, permitindo explorar eficazmente a

relacdo entre variaveis categoricas do conjunto de dados.

Resultados

Segundo o delineamento experimental, 40 animais correspondem a amostra, ou seja
100%. Estes animais foram alocados aleatoriamente em 4 grupos, cada um composto

de 10 animais. Dessa forma, cada tratamento representa 25% da amostra.

Apés a avaliacdo ginecologica realizada no DO, foi constatado que, segundo a
tonicidade uterina, 17 animais (42,5%) possuiam o utero flacido, 11 (27,5%) targido,
9 (22,5%) Regular e 3 (7,5%) pouco retratil, conforme esta evidenciado no gréafico da
figura 5.
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Figura 5 — Tonicidade uterina.

Tonicidade do atero
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Considerando o niumero amostral, apenas 25 animais (62,5%) obtiveram resposta ao
seu respectivo tratamento. Ao fim do estudo, 18 animais obtiveram prenhez,
representando 72% dos 25 animais com resposta ao tratamento, e 45% dos 40

animais que iniciaram o estudo. Veja as figuras 6 e 7.
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Figura 6 — Taxa de resposta.
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Figura 7 — Taxa de prenhez.

Prenha

B Vazia
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Frequéncias relativas da amostra e entre os grupos foram calculadas e exemplificadas
conforme mostra a tabela 1, levando em consideracdo a resposta ao tratamento,

tonicidade do uterina e prenhez.



Tabela 1 — Comparacédo entre grupos.

Total

Controle

P+ CE

P4+ CE + rBST

n_ %col [n %hn %ecol n %in %ol n %ln %col  n Hlin % ool N2 p-wal
RESPOSTA Mioresposta 15 375% |3 200% 300% 4 267% 400% 6 400% 600% 2 133% 200% o o
Resposta 25 625% |7 280% 700% 6 240% 600% 4 160%  400% & 320%  B0O0% "
TONICIDADE Flacido 17 425% | 6 353% 600% 3 176% 300% 6 353% 60,0% 2 1L8%  20,0%
Poucocontréti 3 75% |1 333% 100% 2 667% 200% 0 00%  00% 0 00K O0% .o oo
Regular 9 225% |2 222% 200% 3 333% 300% 3 333%  300% 1 I1L1%  100% ‘
Tiirgido 11 275% |1 91% 100% 2 182% 200% 1 91% 100% 7 GILE%  70.0%
DIAGNASTICO GESTACIONAL _ Vazia 7 2B0% | 2 28,6% 2B6% 1 14,3% 167% 4 57,0% 1000% 0 O00%  00% ]
Prenha 18 708 |5 27EM TLAM 5 278% EIIN O 00%  00% & 444% 1op0w o0 0002

Mota. Teste Exato de Fisher
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Mesmo que mais da metade da amostra (62,5%) tenha exibido resposta ao

tratamento, o numero ndo € muito elevado. Isso quer dizer que o resultado nédo é

suficiente para comparacdo entre os grupos. Verificou-se que a resposta ndo esta

associada significativamente tratamento recebido pelo animal (X 2 = 3,73; p = 0,375)

(Tabela 1), ou seja, ndo ha diferencas significativas nas proporcdes de resposta entre

0S 4 grupos, veja Figura 8.

Figura 8 — Proporcéo de Resposta dado o grupo de tratamento.

Porcentagem de Resposta segundo o tratamento
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Mesmo néao significativo, observou-se na amostra que o grupo de animais que recebeu

P4+CE+RBST obteve uma taxa de resposta maior que os outros (80%), todavia muito
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similar ao grupo Controle (70%). O grupo P4+CE foi o que obteve a menor taxa de

resposta (40%).

Para estudar a associagcao entre a resposta, tonicidade uterina e o tratamento ao qual
0s animais foram submetidos, tabelas de contingéncia foram criadas para estas trés
variaveis, considerando cada uma das caracteristicas avaliadas, os resultados
mostram que ha uma associacgao significativa entre estas trés variaveis (X 2 =18,3; p
=0,026):

e R = Resposta ao tratamento;
e T =Tonicidade do utero;

e G = Grupo de tratamento.

As seguintes tabelas salientam a quantidade de animais conforme o grau de
tonicidade uterina para cada grupo, Tabela 2 (TxG); e a quantidade de animais que
obtiveram resposta segundo a tonicidade e o tratamento submetido, Tabela 3
(RXTXG).

Tabela 2 - NUumero de animais segundo a tonicidade e grupo de tratamento.

Tonicidade do utero
Flacido Pouco contratil Regular Turgido Total

Controle 6 1 2 1 10
P4 3 2 3 2 10
P4 + CE 6 0 3 1 10
P4 + CE + rBST 2 0 1 7 10

Tabela 3 - Frequéncia de resposta segundo a tonicidade e tratamento.

Tonicidade do dtero
Contagem de Resposta Flacido Pouco contratil Regular Targido Total

Controle 3 1 2 1 7
P4 0 1 3 2 6
P4 + CE 0 0 3 1 4
P4 + CE + rBST 0 0 1 7 8




36

As tabelas 2 e 3 devem ser interpretadas em conjunto. A primeira tabela apenas indica
a tonicidade que cada animal apresentou ao fim do estudo, segundo o tratamento em
que o animal foi inserido. J4 a tabela 3, evidencia quantos animais, de acordo com a
tonicidade uterina que apresentaram ao fim do experimento (Tabela 2), obtiveram
resposta. Por exemplo, 6 animais do grupo controle (linha controle, tabela 2)
apresentaram Utero flacido ao final do estudo (coluna flacido, tabela 2). Dos animais
do grupo controle com utero flacido (linha controle, tabela 2), ao final do estudo, 3
alcancaram resposta ao tratamento (coluna flacido, tabela 3).

Através destas tabelas foi possivel calcular dois tipos de probabilidade condicional:

1. P(R|TNG): Probabilidade de ter resposta dados a tonicidade final do animal e
0 grupo;
2. P(RNT|G): Probabilidade de ter resposta com determinada tonicidade do utero

dado o grupo.

A Regra de Bayes aplicada nestas duas situacdes permite calcular ambas

probabilidades:

e P(RITNG) = P(RNTNG)/P(TNG);
¢ P(RNT|G) = P(RNTNG)/P(G).

Para cada um dos 4 tipos de Uteros e cada um dos 4 tratamentos, a probabilidade

P(R|TNG) de obter resposta dado o tipo de utero e o grupo do animal € (Tabela 4):

Tabela 4 - Probabilidade de resposta dada a tonicidade do utero e o grupo de

intervencao.
TONICIDADE
P(R|TNG
(R] ) Flacido Pouco contratil Regular Turgido
Controle 50%
P4
P4 + CE

P4 + CE + rBST
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Através da tabela 4 é possivel concluir que animais com utero regular a tlrgido obtém
uma probabilidade de 100% de obtencédo de resposta para todos 0s grupos. Isto
evidencia a diferenca da probabilidade de resposta quando 0s animais apresentam o
tero flacido daqueles com boa tonicidade. Independente do tratamento que o animal
esta inserido, a tonicidade alta e regular estara sempre associada a obtencédo de
resposta (X 2 = 26,6; p < 0,001). Por outro lado, uteros com tonicidade flacido e pouco
contrdtil, de maneira geral, ndo exibiram resposta em praticamente todos os

tratamentos.

A probabilidade de resposta segundo a tonicidade uterina e o tratamento no qual

animal foi inserido, esta representada na tabela 5.

Tabela 5 - Probabilidade de resposta conforme a tonicidade do Gtero, dado o grupo

de intervencéo.

Tonicidade do Gtero

PRNT|G) Flacido Pouco contratil Regular Turgido Total
Controle 30,0% 10,0% 20,0% 10,0% 70,0%
P4 0,0% 10,0% 30,0% 20,0% 60,0%
P4 + CE 0,0% 0,0% 30,0% 10,0% 40,0%
P4+ CE+rBST  0,0% 0,0% 10,0% 70,0% 80,0%

Analisando esta tabela, € possivel perceber que a probabilidade de um animal do
grupo P4+CE+rBST apresentar Utero tlrgido e resposta é de 70%, representando o
namero mais elevado entre 0os grupos, e o Unico acima de 50%. Logo, destaca-se o
gue este grupo redne uma alta probabilidade de alcancar turgidez uterina e resposta
ao mesmo tempo. Novamente observa-se que vemos o resultado referente resposta
e tonicidade uterina flacida e pouco contratii ndo é frequente em grupos que
receberam o tratamento P4+CE+rBST.

Ao analisar a taxa de prenhez, € possivel perceber que dos animais que foram
submetidos a TETF, 72% da amostra obteve resposta positiva, desenvolvendo a
gestacdo. Constatou-se que todos os grupos, exceto P4+CE, tiveram uma taxa

significativamente elevada de animais prenhes (X 2 = 13,8; p = 0,002), destacando o
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grupo P4+CE+rBST, j4 que todos os animais deste grupo tiveram condi¢cdes para
necessarias para emprenhar, todos obtiveram diagnostico gestacional positivo, veja a

Figura 9.

Figura 9 — Proporgéao de animais que ficaram prenhes segundo o tratamento.

Porcentagem de animais prenhados
segundo o tratamento
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N&o obstante, as taxas de animais prenhes nos grupos Controle, P4 e P4+CE+rBST
ndo apresentaram diferenca significativa entre eles (pa > 0,05), existindo apenas

diferenca significativa entre os grupos P4+CE e P4+CE+rBST (pa = 0,023).

Para estudar a associacao entre a prenhez, tonicidade do Utero e o tratamento, foram
construidas tabelas de contingéncia para estas trés variaveis, considerando cada uma
das caracteristicas avaliadas. Os resultados mostram que ndo ha uma associagédo
significativa entre estas variaveis (X 2 = 10,2; p = 0,068). Nesta analise foi considerado
gue nenhum animal do grupo P4+CE foi apto para emprenhar. A amostra de animais
a considerar para emprenhar sdo aqueles que revelaram resposta ao final D24. Seja:

e P =Prenha;
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¢ R =Resposta;
e T =Tonicidade do Utero;

e G = Grupo de tratamento.

A seguinte tabela mostra a quantidade de animais que tiveram resposta e ficou prenhe
em cada categoria, segundo a tonicidade e o tratamento ao qual o animal foi inserido,
Tabela 6 (PXRXTXG).

Tabela 6 — Taxa de resposta X Prenhez

TONICIDADE
GRUPO Flicido Pouco contratil Regular Tuargido Total
Controle 1 1 2 1 5
P4 0 0 3 2 5
P4 + CE 0 0 0 0 0
P4 + CE + rBST 0 0 1 7 8

Através desta tabela foi possivel calcular a probabilidade condicional de interesse:

1. P(P|RNTNG): Probabilidade de um animal ficar prenha dado que teve resposta
comum a determinada tonicidade do Utero e o grupo de intervengdo que foi
alocado;

2. P(PNRNT|G): Probabilidade dados o grupo da intervencdo do animal

desenvolver uma determinada tonicidade, ter resposta e ficar prenhe.

A Regra de Bayes aplicada nestas duas situacdes permite calcular ambas

probabilidades:

e P(PIRNTNG) = P(PNRNTNG)/P(RNTNG);
¢ P(PNRNT|G) = P(PNRNTNG)/ P(G).

Animais que apresentaram resposta, e cada um dos 4 tipos de turgidez uterina, tem-
se que a probabilidade P(P|RNTNG) do animal é:
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Tabela 7 - Probabilidade de prenhez dado a tonicidade do utero e o grupo de
intervencao.

TONICIDADE
P(PIRNTNG) Flicido Pouco contratil Regular Tu
Controle
P4
P4 + CE
P4 + CE + rBST

A tabela 7 ressalta que ambos grupos P4 e P4+CE+rBST promovem prenhez desde
gue exibam resposta e tonicidade uterina regular ou targido. No entanto, o grupo

P4+CE+rBST € o que atinge uma maior taxa de prenhez.

A seguinte Tabela (Tabela 8) mostra a probabilidade de um animal ficar prenhe

quando obteve resposta com determinada tonicidade uterina, dado o grupo do animal.

Tabela 8 - Probabilidade de um animal ficar prenhe segundo a resposta,

determinada tonicidade uterina, e o grupo do animal.

Tonicidade do utero

PIPARNT|G) Flacido Pouco contratil Regular Tuargido Total
Controle 10,0% 10,0% 20,0% 10,0% 50,0%
P4 30,0% 20,0% 50,0%
P4 + CE

P4 + CE + rBST

Note que a probabilidade de um animal do grupo P4+CE+rBST ter Utero turgido,
resposta e ficar prenhe é de 70%, que € a mais elevada e a Unica acima de 50%, o
gue destaca o fato de que este grupo tem uma alta probabilidade de que os animais

apresentem turgidez, resposta e prenhez.
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Discussao

Araljo e colegas pesquisadores (2019) definem que a puberdade é um evento
fisioldgico que evidencia o inicio da atividade reprodutiva da fémea, em que ha a
primeira ovulacéo viavel, formacdo do corpo liteo e manifestacédo de cio. Seguindo
esta légica, conforme o estudo realizado, durante a avaliacéo inicial realizada no DO
toda a amostra encontrava-se em anestro (Tabela 9), ou seja, ainda encontravam-se

em fase pré- pubere.

Tabela 9 — Avaliagéo ginecoldgica inicial das fémeas.

GRUPOS ANESTRO CICLICAS
Controle 10 0
P4 10 0
P4+CE 10 0
P4+CE+rBST 10 0

Uma forma mais especifica de avaliar o inicio da ciclicidade das fémeas foi descrito
por Jones et al. em 1991, que definiu que a puberdade € marcada pelo primeiro dia
em que a fémea apresentara concentracdo plasmética de P4 superior a
1ng/ml. Todavia, o presente estudo ndo levou em consideracdo as concentracdes
plasmaticas de P4, sendo avaliada a puberdade apenas pelos quesitos descritos por
Araujo et al. (2019).

McDonald (2003) também realizou estudos voltados para a puberdade de fémeas
bovinas. Ele descreve que a puberdade € um processo que inicia-se antes do
nascimento e continua durante todo periodo pré e peripuberal. Desde o inicio da vida
da fémea, o eixo Hipotalamico-Hipofisario-Gonadal (HHG) é funcional, entretanto o
estrogeno exerce inicialmente um efeito inibitorio sobre o hipotalamo, impedindo a que
haja a liberagdo do Hormoénio Liberador De Gonadotrofinas (GnRH) e posterior

liberacdo do Hormonio Luteinizante (LH) e do Horménio Foliculo Estimulante (FSH).

Ainda que nao chegue de fato a puberdade ou que leve algum tempo para que iSso

aconteca, 0s animais com altas concentracdes de estrogeno permanecerdo em
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anestro, mediante ao seu efeito inibitdrio sobre o hipotalamo, ndo permitindo o

desencadeamento de eventos que irdo culminar com a ovulacdo (Atkins et al., 2013).

A fim de contornar isto, protocolos de indugéo de puberdade estdo cada vez mais
sendo empregados nas propriedades, visando ampliar os indices produtivos e
reprodutivos. Nao obstante, a efetividade destes tratamentos apresentara resultados
satisfatorios apenas quando o animal j& estiver proximo de alcancar a puberdade
(Guerreiro, 2009; Chaves, 2019).

Protocolos de inducdo de puberdade utilizando apenas P4, ou a associando a uma
fonte estrogénica sao amplamente descritos na literatura. Antunes e Primieri (2020),
realizaram um estudo utilizando P4 injetavel visando induzir a puberdade de novilhas.
O experimento foi conduzido com 64 animais, divididos em dois grupos: 32 animais
receberam a progesterona, e a outra metade ndo se utilizou de ferramentas para
inducdo. Apoés 24 dias, todos os animais foram submetidos a um protocolo hormonal
prévio a inseminacao artificial em tempo fixo, que ocorreu 10 dias depois. Ao fim do
estudo 56% dos animais do grupo induzido apresentaram prenhez, em contrapartida,

0 grupo controle obteve 50% de confirmacdes.

Antunes e Primieri (2020) ndo avaliaram indice de resposta, o que compromete 0s
resultados finais acerca da técnica, uma vez que 0s animais podem ter obtido resposta
ao tratamento, porém, ao fim do estudo, ndo exibirem prenhez, ja que tanto a TETF
guanto a IATF estao sujeitas a erros no descongelamento do sémen, armazenamento

do embrido ou na execugédo, como descrito por Freitas (2022).

O presente estudo avaliou a taxa de resposta e prenhez dos animais dos diferentes
grupos. Para o TP, a taxa de resposta foi satisfatoria, representando 60% dos animais.
Ao comparar os resultados do TP e TC, é possivel observar que animais que néo
receberam nenhum tipo de terapia hormonal indutora apresentaram resultados
superiores a aqueles que receberam a aplicacdo de P4, quando observado apenas a
taxa de resposta. Todavia, aos comparar a taxa de prenhez, animais induzidos

exibiram maiores resultados (83,3%) do que aqueles pertencentes ao TC (71,4%).

Diversos séo os fatores que podem atuar sobre o inicio do periodo pubere de novilhas.
Barroso e colaboradores (2020) definem que as condi¢cdes ligadas a puberdade

envolvem genética, nutricdo e sanidade.
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Animais taurinos e zebuinos tendem a alcancar a puberdade em periodos diferentes
(Rodrigues et al., 2002). Novilhas Bos taurus taurus sdo geralmente mais precoces,
atingindo periodo pubere entre 10 e 15 meses. Ja animais Bos taurus indicus, sdo
mais tardios, alcangcando a puberdade de 22 e 36 meses (Santos; S& Filho, 2006).

Um estudo realizado em 1959 por Sorensen e colaboradores, demonstrou que a
puberdade néo esta associada a idade, e sim ao peso do animal. O National Research
Council (NRC), em sua publicacao de 1996, indica que animais Taurinos entram em
periodo pubere com 60% do peso vivo corporal de um animal adulto, e zebuinos aos
65% do peso corporal final. Assim, € evidente que a nutricdo € um fator primordial

para anteceder o inicio da atividade reprodutiva de novilhas.

Animais jovens, cuja dieta é restrita a forragem, ocorre um menor desenvolvimento
das papilas ruminais. Assim, incorporar graos ou concentrados na alimentacao destes
animais assegura um crescimento eficiente (Bittar et al., 2016). O FD é fundamental
durante o ciclo estral da fémea, e apos a sua liberacdo, e posterior formacéo de CL,
h& producédo de P4, que auxiliara durante todo processo gestacional. Logo, uma dieta
restritiva pode diminuir a taxa de crescimento folicular e promover maior permanéncia

do foliculo no ovario (Diskin et al., 2003; Fonseca, 2017).

Antunes e Primieri (2020) em seu experimento, utilizaram animais da raca nelore, Bos
taurus indicus, em pasto de Baracharia Brizantha, ndo ofertando nenhuma fonte de
concentrado. Isto pode explicar a diferenca entre os resultados do presente estudo
em relacdo ao de Antunes e Primieri. Apesar da amostra de Antunes e Primieri ser
maior, os resultados para taxa prenhez, tanto do TC quanto TP, foram maiores em

comparacao aos resultados do grupo induzido com P4.

Ao comparar resultados de taxa de prenhez e taxa de resposta é possivel concluir
que uma boa nutricdo, boa genética e manejo sanitario correto sédo suficientes para
gue 0s animais apresentem indices reprodutivos satisfatorios. Porem, é fato que o
grupo induzido com P4 obteve menor taxa de resposta quando comparado com

animais do TC, que nao receberam nenhuma terapia hormonal prévia.

Segundo Macedo et al. (2011), um fator que pode afetar de forma direta a reproducao
€ 0 estresse. Em resposta a uma condicdo estressante ocorre a secre¢cdo hormonal

de cortisol pela glandula adrenal, que ira inibir a liberacdo de gonadotrofinas pela
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adenohipofise, impedindo que o pico de LH ocorra, podendo coibir também a ovulacéo

e afetar a qualidade do embrido.

O estresse pode ser definido pelos ajustes exorbitantes que o animal promove em seu
organismo, a fim compensar condi¢coes negativas de manejo e ambiente (Fraser et al.,
1975). Em resposta aos fatores estressantes, hd o desencadeamento de
mecanismos que irdo induzir a secrecao do Hormonio Liberador de Corticotropina pelo
hipotdlamo, e consequentemente promovendo a secrecdo de corticotropina pela
hipofise anterior (Kaneko et al., 1997).

A corticotropina terd sua acdo no cortex adrenal, que € responsavel por sintetizar e
liberar na corrente sanguinea os glicocorticéides. Logo, animais que receberem
estimulos ao estresse, terdo ativacdo do eixo hipotalamo-pituitario-adrenal,
aumentando os niveis de cortisol e corticosterona (Kaneko et al., 1997).

Tais fatos relacionados ao estresse podem ter correlacdo com o percentual de
resposta exibido pelos animais do TC, uma vez que foram levados ao curral poucas
vezes e ndo foram submetidos a estimulos dolorosos por aplicacdo medicamentosa

hormonal.

Para o presente estudo, o grupo TPE foi induzido utilizando a P4 injetavel associada
ao CE. Os resultados respectivamente, para taxa de resposta e prenhez, foram de
40% e 0%.

Um estudo realizado por Araujo e colaboradores (2019), utilizou como protocolo de
inducdo de puberdade associacdo entre uma fonte progesterbnica, dispositivo
intravaginal de 4° uso, com uma estrogénica, o benzoato estradiol. Participaram do
experimento 180 animais, e foram submetidas no DO a aplicacdo do implante e do
BE. No dia 8, o implante removido e novamente aplicado o BE. Ap6s 12 dias os
amimais foram avaliados e classificados como ciclicos (82,22%) ou aciclicos
(17,78%).

Os resultados encontrados por Araujo (2019) sao bem diferentes dos obtidos através
deste experimento, em que a taxa de resposta equivale a menos da metade do seu
resultado. Lima (2017) afirma que animais so irdo atingir a maturidade sexual apds o

terceiro ciclo estral, que € quando a fémea apresentara um CL capaz de manter uma
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gestacado. Ou seja, apenas um ciclo de inducdo pode néo ser o suficiente para que as

novilhas se tornem aptas para gestar.

Em seu estudo, Silveira et al. (2020), afirma que a utilizagdo em conjunto do Cipionato
Estradiol com a progesterona € eficiente, e promove a inducdo de puberdade.
Todavia, protocolos que utilizam apenas a progesterona também s&o eficientes,
possuem menor custo, manejo e menos estresse. Ou seja, por se tratar de fémeas
jovens que ainda nao estao acostumadas a serem manejadas no curral, poderdo obter

niveis elevados de cortisol, interferindo nos resultados do TPE.

O grupo TBST, em que os animais foram induzidos com progesterona injetavel,
Cipionato de Estradiol e Somatotropina bovina recombinante, evidenciou 80% de
resposta ao tratamento. Segundo Saraiva e colaboradores (2010), o horménio do
crescimento possui participacdo ativa na dinamica folicular e no desenvolvimento

embrionario.

Lucy (2000), descreve que a RBST é uma substancia que acarreta no aumento de
receptores para o Fator De Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1). O IGF-1, no
sangue, atua de forma sinérgica com as gonadotrofinas LH e FSH, estimulando o
crescimento folicular (Hammond et al., 1991). Dessa forma, RBST promove aumento
da quantidade de foliculos na fase de recrutamento da onda folicular (Kirby, C.J.; Lucy,
M.C; Smith, M.F., 1995).

Um estudo realizado por Cooke e colegas pesquisadores (2013), a fim de avaliar os
efeitos do IGF-1 na puberdade de novilhas Bos Taurus, realizaram a aplicacdo de
RBST e observaram que as novilhas com os niveis de IGF-1 maiores alcancaram a
fase de puberdade mais rapidamente, independente de outros fatores externos. Logo,
é factivel perceber a influéncia do estresse sobre o TP e o TPE, e como mesmo
animais do TBST tendo sido submetido a manejos semelhantes, ainda assim,

apresentaram excelentes resultados para taxa de resposta e de prenhez.

Iza Dyar et al., (1996) relata a utilizagdo da RBST, verificando que durante a utilizagéo
do hormdnio houve uma melhor maturacdo dos odcitos cultivados, culminando em um
melhor embrido, ou seja, promove maior taxa de fertilizagdo. A adicdo da RBST em
culturas de células endometriais resultou na inibicdo da ciclogenase-2 e da producéo

de PGF2Y, que possui acéo luteolitica (Badinga et al., 2000). Dessa forma, o embrido
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tem suas chances de implantacdo no endométrio aumentadas, gerando melhora nos

indices de sucesso da transferéncia de embrido.

Um estudo realizado por Moreira (2000) descreveu que o uso do RBST acarretou no
aumento da taxa de embrides viaveis para a transferéncia e diminuiu o nimero de
oocitos nao fertilizados. Lucy et al., (1993) propde que a melhoria reprodutiva gerada
pelo RBST ocorre mediante a sua acao direta nas células luteais, aumentando o peso

do CL e consequentemente da producéo de P4.

Outro fator importante a ser avaliado é a tonicidade uterina. Trata-se de um reflexo
dos niveis de progesterona circulantes presentes, ja que possui acdo sobre a
musculatura endometrial, reduzindo sua tonicidade (Bertan et al., 2005; Lima & Souza,
2009). Diaz (1988) e Fernandes (1999) relataram que as melhores taxas de prenhez
sdo observadas nos animais cujo o Utero se encontra relaxado, consequente de
maiores niveis de progesterona circulantes.

Ribeiro Filho e colaboradores (2011) realizaram um estudo utilizando 1.096 receptoras
Bos Taurus Indicus da raca nelore, no qual foi avaliado a relagéo entre contratilidade
uterina e taxa de prenhez. Os resultados obtidos diferiram do que foi relatado por Diaz
e Fernandes. Tanto animais com Uteros flacidos, regulares e turgidos apresentaram

taxa de prenhez semelhantes.

Ja o presente experimento obteve resultados discordantes daqueles encontrados por
Ribeiro Filho, Diaz e Fernandes. Animais com o utero flacido e pouco contratil
apresentaram taxa de resposta e de prenhez insatisfatérios para todos tratamentos.
Ja aqueles que apresentaram Gtero regular a targido maior taxa de resposta e penhez.
Animais pertencentes ao TBST evidenciaram com mais frequéncia o Gtero targido, ou
seja, é evidente que a utilizacdo do RBST promove aumento da circulagéo sanguinea.
Outro ponto importante, conforme os dados estatisticos produzidos, existe sim uma

relacdo positiva entre a contratilidade uterina sobre a taxa de prenhez dos animais.

Noakes (2001) refere que a turgidez ou aumento da circulagdo sanguinea uterina
ocorre devido a elevados niveis de estrogeno. Ou seja, € uma caracteristica que
marca o estro. Dessa forma, animais que apresentam turgidez uterina marcante séo
animais ciclicos. Assim, as informacdes geradas Noakes condizem com aquelas
relatadas por Diaz e Fernandes. Nessa logica, Uteros flacidos sao o resultado de altas

concentracbes de P4 circulantes, e uteros tdnicos, de altas concentracbes de
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estrogeno. Todavia ambos resultados obtidos no presente trabalho e no elaborado pro

Ribeiro Filho, contrapde esta informacao.

Ainda ndo h& dados em literatura que expliquem os resultados aqui obtidos. Porém,
trata-se de um tema com alta relevancia para o avanco de novas tecnologias da

reproducéo na bovinocultura.

Consideracgbes Finais

A taxa de resposta e de prenhez dos animais foi maior naqueles que apresentaram
Uteros com tonicidade regular e alta. E muito provavel que animais que receberam o
RBST desenvolva utero turgido e fiqgue prenhe. Animais cujo o tratamento utilizou
apenas P4 e CE evidenciaram os piores resultados para taxa de resposta e de
prenhez. Ao fim do experimento, nenhum animal do TPE obteve resultados positivos

para prenhez.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

S&o0 escassas na literatura pesquisas utilizando o RBST em protocolos de inducéo,
apesar da existéncia de muitas informacgfes acerca de seu uso em protocolos de
TETF e IATF. Portanto, as informac0es obtidas através deste estudo séo inéditas.
Todavia, é necessario que a inclusdo do RBST em protocolos de inducao seja testada
com um numero amostral maior, e sendo realizada, além das avalicGes ginecoldgicas,

a dosagem plasmatica de P4.
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