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RESUMO

MIELKE, Lais Fernanda. Uso de Benzoato de estradiol no inicio do protocolo Heat Synch em
vacas da raca holandés lactantes. 2013. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo deste estudo foi avaliar o uso do benzoato de estradiol na indugdo e sincronizagdo do
desenvolvimento folicular em vacas da raca Holandesa durante um protocolo Heat Synch. Foram
incluidos no protocolo Heat synch duzentos e trinta vacas da raca Holandesa entre primiparas (n= 110)
e multiparas (n= 120) consistindo de um CIDR contendo 1,9 g de progesterona, novo ou usado
anteriormente uma vez (7d uso), mais 25 mg de GnRH intramuscular (IM) ou injecdo de 2mg de
benzoato de estradiol (BE) no dia 0 (82 + 6 DEL) e todas as vacas receberam 25mg de PGF2a IM
durante a remocéo do CIDR, sete dias depois (dia 7), seguido de uma injecdo de 1mg de cipionato de
estradiol (ECP) IM no dia 8 CIDRs usados foram cuidadosamente lavados com uma solucao
desinfetante suave, secas ao ar e armazenadas em um recipiente seco, fechado apds a primeira
utilizacdo. Os animais foram entdo observados para sinais de cio (duas vezes ao dia, as 7:00 e 18:00)
por trés dias apos a retirada do CIDR . Vacas observadas em cio foram inseminadas 12 horas depois.
Os elementos fixos analisados foram utilizados para o hormdnio na inducdo da onda o folicular, no
inicio do protocolo Heat Synch, GnRH (n = 120) e de benzoato de estradiol (BE) (n = 110), e utilizacédo
do CIDR (novo, de segundo ou terceiro uso ) . Um unico técnico foi responsavel pela deteccéo de cio e
inseminacdes. O diagndstico de gestacao foi determinado por ultrassonografia aos 30 a 35 d. Os dados
foram analisados pelo procedimento LOGISTIC do SAS. A taxa de concepcao nao diferiu (P= 0,86)
entre os grupos hormdénio GnRH e BE. Além disso, ndo houve diferenca (P= 0,18) em sinais de cio
entre tratamentos com hormonios, bem como entre vacas primiparas e multiparas (P = 0,23). Os usos
de CIDR néo diferiu (P = 0,75) na taxa de concepcao. Também n&o houve interacdo (P> 0,05) entre os
usos de CIDR e tratamentos de horménios. Em conclusdo, o BE pode ser usado para induzir e
sincronizar a onda folicular no inicio do protocolo Heat Synch em vacas leiteiras, bem como as taxas de
concepcao nao sao afetadas pelo uso de CIDR .

Palavras chave: Cio, GnRH, BE, Concepcéao



ABSTRACT

MIELKE, Lais Fernanda. Use of estradiol benzoate at the beginning of the heat synch protocol in
lactating Holstein cows. In 2013. Disseration (Master). Programa de p6s graduacao em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this study was to evaluate the use of estradiol benzoate inducing and synchronizing
the follicular development in Holstein cows during a Heat Synch protocol. Two hundred and thirty
primiparous (n= 110) and multiparous (n= 120) Holstein cows were enrolled in a Heat synch program
consisting of a CIDR containing 1.9 g of progesterone, either a new one or previously used once (7d
use), plus either 25 pg GnRH i.m or 2mg estradiol benzoate (EB) injection on day 0 (82 + 6 DIM) and
all cows were given 25 mg PGF2a i.m upon CIDR removal seven days later (day 7) followed by an
injection of 1 mg of estradiol cypionate (ECP) i.m at day 8. Used CIDRs had been thoroughly rinsed with
a mild disinfectant solution, air-dried, and stored in a dry, enclosed container after first use. Cows were
then observed for signs of estrus (twice daily at 7:00 and 18:00) for three days following CIDR removal.
Cows observed in estrus were inseminated 12 h later. The fixed factors analyzed were the hormone
used to the follicular wave induction at the beginning of Heat Synch protocol, GhRH (n = 120) and
estradiol benzoate (EB) (n = 110), and the CIDR uses (either a new one, second or third use). A single
technician was responsible for the estrus detection and inseminations. Pregnancy status was
determined by ultrasonography at 30 to 35 d. Data were analyzed by the LOGISTIC procedure of SAS.
Conception rate did not differ (P =0.86) between hormone groups GnRH and EB. In addition there was
no difference (P = 0.18) in estrus signs between hormones treatments, as well as between primiparous
and multiparous cows (P = 0.23). The CIDR uses did not differ (P = 0.75) in conception rate. Also there
was no interaction (P>0.05) between CIDR uses and hormones treatments. In conclusion, EB may be
used to induce and synchronize the follicular wave at beginning of Heat Synch protocol in dairy cows,
as well as conception rates are not affected by CIDR uses.

Keywords: heat, GnRH, EB, conception
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INTRODUCAO GERAL

O grande e rapido progresso no manejo de selecdo genética na pecuaria leiteira criou uma nova
realidade para industria de laticinios, objetivando um aumento na produtividade individual por animal
para satisfazer a demanda de producéo leiteira. Esta capacidade de vacas leiteiras produzirem mais
leite, esta intimamente ligada com sua eficiéncia reprodutiva (LUCY, 2001). Com isso os rebanhos
leiteiros convivem com o desafio que é a baixa eficiéncia reprodutiva, tendo como causa principal,
fatores ligados a fisiologia animal e gestdo da propriedade (LUCY, 2001). No mesmo sentido, Butler
(2010) relatou um declinio de 25% na eficiéncia reprodutiva de 1951 para 2007.

A eficiéncia reprodutiva do gado de leite esta relacionada a fatores como a reducao de intervalo
entre partos, o qual € dependente de adequados manejos sanitario e nutricional e idade ao primeiro
parto. Em um sistema em que a reproducdo é ineficiente, ocorre aumento no descarte involuntério
(cerca de 22%), diminuicdo da longevidade e do nUmero de animais para reposi¢cdo, menor progresso
genético, maior gasto com inseminacdo e com medicamentos. Além disso, ha reducdo na producédo de
leite, pois havera aumento do intervalo entre lactacdes, assim como prolongamento do periodo seco da
vaca e da proporcéo de vacas secas no rebanho (ALBARRAN et al., 2013).

O atraso para primeira ovulacdo pode ser explicado pelo maior desequilibrio energético em
vacas de maior producéo, que ocorre no periodo pos parto e é responsavel por uma queda nos pulsos
de LH e IGF1, em decorréncia de menores niveis de estradiol sanguineo, atrasando o retorno na
atividade ovariana (BUTLER, 2000). Em decorréncia da particdo de nutrientes e perda de peso no
periodo pés parto que resultam em um efeito inibitério sobre o crescimento e desenvolvimento folicular
(LUCY, 2000). Além disso, durante o balanco energético negativo (BEN), os niveis de GH se elevam,
tendo como funcdo mobilizar gordura como reserva de energia, podendo desta forma transmitir
informagdes negativas para o foliculo neste periodo (LUCY et al.,, 2009), em contraste, o IGF1 esta
diminuido, prejudicando o eficiente desenvolvimento folicular (PATTON et AL., 2007).

Nos rebanhos leiteiros em que ha partos durante o ano inteiro, as vacas devem ser manejadas
individualmente e de forma mais intensiva do que as de corte. Com a meta de um bezerro por vaca por
ano, o intervalo parto/concepcdo se limita a cerca de 85 dias, durante os quais deve ocorrer a
involugcéo do utero, a atividade ovariana deve ser retomada e o estro detectado. Em geral, por volta de

25% das vacas leiteiras ndo sao observados em estro antes do dia 40 pds-parto. Sendo assim, 0 uso
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de estratégias de selecdo genética, tratamentos hormonais e manejo nutricional que antecipem o
momento da primeira ovulacéo irdo beneficiar a eficiéncia reprodutiva do rebanho.

Protocolos hormonais de inseminagao artificial objetivam induzir a sincronia de estro e ovulagéo
de vacas ciclicas, bem como em animais em anestro, causando queda nas concentracfes de
progesterona, crescimento e ovulacédo do foliculo dominante (Mapletoft et al., 2003). Estes protocolos
utilizados para inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) possibilitam a inseminacdo de um maior
namero de vacas e aproveitamento de mao de obra, sem a necessidade de observacdo de cio
(BARUSELLI et al., 2004), tendo em vista que um ponto critico para eficiéncia reprodutiva do rebanho é
a falha na deteccéo de cio. As taxas de concepc¢ao nestes protocolos sédo aceitaveis, porém menores
guando comparada com inseminacdo acompanhada de cio (NEBEL e JOBST, 1998). Casida (1961)
descreve a eficiéncia reprodutiva em inseminacao artificial com observacéo de cio de 55%. Dados mais
recentes sao de taxas de concepcéo de 45% para inseminagao com observacéo de cio (Dransfield et
al., 1998) e de 35% para inseminacao artificial em tempo fixo (SCHMITT et al., 1996).

O crescimento folicular e a inducdo da ovulacdo sdo eficientemente possiveis de serem
realizados, com dia determinado para inseminagao artificial, eliminando a deteccdo de estro
(BARUSELLI et al., 2004) independente da fase do ciclo estral no inicio do protocolo (BO; BARUSELLI;
MARTINEZ, 2003). Esta sincronizacdo € conseguida através da administracdo de hormonios
esteroides. Ja4 comprovado ha bastante tempo a utilizacdo do GnRH, promove a ovulacdo do foliculo
dominante e comego de uma nova onda folicular. Estudos recentes estudam e validam o uso de
Benzoato de Estradiol no inicio do protocolo, causando uma atresia ou ovulacao do foliculo presente e
emergéncia de uma nova onda folicular (BO et al, 2002), estes s&o os dois principais horménios
utilizados em protocolos de IATF (SARTORI et al., 2002). A resposta satisfatéria € de 50% em
protocolos utilizando benzoato de estradiol em Bos Taurus (Colazo et al, 1999) e em Bos Indicus
(BARUSELLI et al, 2004). Os farmacos mais utilizados em protocolos de sincronizacéo de cio/ovulacéo
como ja descrito, possuem funcdes distintas, o0 GnRH, induz a secrecdo dos hormoénios FSH e LH,
assim o FSH estimula o crescimento dos foliculos ovarianos, enquanto o LH estimula sua maturacao,
producédo de estradiol e ovulacdo. O LH d& suporte a formacéo e a funcao inicial do corpo liteo. E um
dos principais efeitos do estradiol é a inducdo dos sinais de estro. A progesterona € essencial para o
ciclo reprodutivo normal na vaca e, ap0s a concepcao, € o principal hormbénio responsavel pela
manutencdo da gestacdo. A PGF2a da inicio a regressdao do corpo luteo, denominada lutedlise,
reduzindo o suprimento sanguineo para o corpo luteo. Portanto a PGF2a fazendo a regressao do corpo
liteo, promove uma queda nas concentracdes de P4, desblogueando a liberacdo de GnRH, dando
inicio a nova onda folicular (STEVENSON et al., 2004).



11

Utilizados a mais de quatro décadas, os dispositivos intravaginais de liberacdo de progesterona
objetivam controlar o ciclo estral para inseminacdo artificial de ruminantes (CARRICK e SHELTON,
1967). O dispositivo mais utilizado mundialmente é o CIDR® *(RATHBONE et al., 1997) este dispositivo
se encontra na forma de “T” contendo 1,9 g de progesterona, com potencial de reutilizagdo apés sete
dias de uso (RATHBONE et al., 2002). Comercialmente sua recomendacédo de uso é de apenas uma
utilizacao, porém a reutilizacdo deste € tema de diversos estudos, principalmente em bovinos de corte.
Colazo et al., (2004) ndo observaram diferengca nas taxas de prenhez em inseminagdo artificial de
bovinos com CIDR de primeira ou segunda utilizacdo. Concordando (Cerri, 2005) comparou as
concentracfes de P4 de um CIDR novo e reutilizado, em ambos os niveis aumentaram imediatamente
apos a insercao e permaneceram por todo periodo de uso.

Diversos programas sao utilizados em protocolos de inseminagdo de bovinos leiteiros, como
Ovsynch, Select synch, heat synch, co synch, pré-synch ovsynch, sendo os quatro udltimos séo
adaptacdes do protocolo ovsynch.

O protocolo Ovsynch envolve duas inje¢cdes de um analogo de GnRH intercaladas por uma Unica
administracdo de PGF2a. A combinacdo de GnRH com PGF2a promove homogeneidade entre os
estagios foliculares do ovario das vacas no momento da inducdo da lutedlise. Assim, o momento de
ocorréncia do estro apos a inducéo da lutedlise pela prostaglandina torna-se bastante previsivel, com
alto sincronismo dos picos de LH, e verifica-se a sincronizacdo tanto do desenvolvimento folicular
quanto da regressdo do corpo liteo. Esta associacdo provoca a ovulacdo ou a luteinizacao do foliculo
dominante, em cerca de 85% das vacas (PURSLEY et al.,1995). O Ovsynch facilita a programacao
precisa da primeira IA pos parto, ao mesmo tempo em que melhora o desempenho reprodutivo. Além
disso, reduz bastante a necessidade de méo de obra pela eliminacdo da necessidade de deteccéo de
cio, Coleman et al. (1991) e Twagiramungu et al. (1992) observaram que a taxa de fertilidade de vacas
sincronizadas com GnRH e PGF2a variou entre 35 e 65% e foi semelhante a dos animais controle,
inseminados no primeiro cio observado. No estudo de Vasconcelos et al. (1999) pode-se concluir que é
possivel obter maiores taxas de concepc¢ao quando se inicia o protocolo Ovsynch entre os dias 5 e 12
do ciclo estral. Entretanto, monitorar o ciclo estral da vaca para selecionar o momento mais promissor
para iniciar o protocolo Ovsynch nao é viavel e, de certa forma, vem contra toda a idéia de praticidade

deste sistema, de ndo depender do estagio do ciclo da vaca.

L cIDR® Pfeizer Satde Animal, Dispositivo intravaginal de libera¢do controlada de progesterona
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O protocolo Heat Synch, mais usado nos EUA, envolve a substituicdo da segunda injecdo de
GnRH por ésteres de estradiol (STEVENSON et al., 2004). Os conceitos sdo de que o estradiol
melhora a sincronizacao da ovulacdo do foliculo dominante e provoca aumento da expressao de estro
nas vacas tratadas. Com o aumento da preocupagdo com 0 uso de estrégenos em animais para
producdo de alimentos, e com a impossibilidade de seu uso na Europa, a aplicacdo desse sistema é
limitada. O estradiol exdgeno, administrado junto com o0 progestageno, provoca atresia do foliculo
dominante, quando administrado antes ou durante a emergéncia da onda, suprimindo FSH e LH.
Quando a selecdo do foliculo j& tiver ocorrido, esse tratamento resulta também na atresia do foliculo
dominante (MCDOUGAL et al., 2004).

Quando se utiliza o Benzoato de Estradiol no inicio de um tratamento de sincronizacdo com
progestageno, mesmo que a duracdo do tratamento seja estendida para 12 dias, ndo € possivel
provocar regressao completa do corpo liteo em todos os animais até a retirada do progestageno.
Deste modo, € recomendavel que a PGF2a seja administrada na retirada do dispositivo, para
assegurar a regressao do corpo liteo nos animais que ndo responderem ao estradiol. Estudos
recentes, relatam que a injecao de estradiol foi substituida pela administracdo de GnRH no inicio do
tratamento STEVENSON et al., (2000). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
protocolos de IATF com o uso de Benzoato de Estradiol, sendo uma alternativa mais barata para o
sistema de producédo, bem como a reutilizacdo de CIDR até o 3° uso em bovinos de leite, visto que a

grande parte dos estudos é direcionada a bovinocultura de corte.



Universidade Federal de Pelotas
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
Programa de Pds-Graduacao em Zootecnia

Desempenho reprodutivo de vacas leiteiras submetidas a protocolos de IATF a

base de GnRH ou Benzoato de estradiol e aplicacdo de insulina exdgena

Equipe:

Pesquisadores colaboradores:

Marcio Nunes Corréa, Médico veterinario, Mestre em Zootecnia e Doutor em Biotecnologia
Viviane Rabassa

Augusto Schneider

Céssio Cassal Brauner

Charles Ferreira Martins

Eduardo Goncalves Xavier

Eduardo Schmitt

Francisco Augusto Burkert Del Pino

Ivan Binachi



Luiz Francisco Machado Pfeifer

Alunos Pés-Graduacéo:

Ana Rita Tavares Krause (Doutoranda em Veterinaria)
Béarbara Scherer (Residente em Clinica Veterinéria)

Carolina Bespalhok Jacometo (Doutoranda em Biotecnologia)
Camila Pizoni (Residente em Clinica Veterinaria)

Claudia Demarco (Mestranda em Zootecnia)

Diego Andres Velasco Acosta (Doutorando em Veterinéria)
Elizabeth Schwegler (P6s Doutoranda em Veterinaria)
Josiane de Oliveira Feij6 (Doutoranda em Veterinaria)

Lais Fernanda Mielke (Mestranda em Zootecnia)

Leila Cardoso (Doutoranda em Zootecnia)

Lucas Teixeira Hax (Doutorando em Biotecnologia)

Luis Gustavo Crochemore da Silva (Mestrando em Biotecnologia)
Marcio Erpen Lima (Mestrando em Veterinaria)

Marina Menoncin Wensche felder (Mestranda em Veterinaria)
Paula Montagner (Doutoranda em Biotecnologia)

Pedro Augusto Silva Silveira (Mestrando em Veterinaria)
Ruvens Alves Pereira (P0s Doutorando em Veterinaria)

Vinicius Tabeledo (Doutorando em Biotecnologia)



Alunos Graduacéo:

Aline Marangon de Oliveira (Medicina Veterinaria)
Andressa Stein Maffi (Medicina Veterinaria)
Arthur de Castro Jorge e Silva (Biotecnologia)
Douglas Perazzoli (Medicina Veterinaria)

Erica Ferri de Oliveira (Medicina Veterinaria)
Fabiane Pereira de Moraes (Medicina Veterinéria)
Fernanda Trindade da Rosa (Zootecnia)

Gabriela Bueno Luz (Medicina Veterinaria)
Guilherme Nunes Bolzan (Medicina Veterinaria)
Jéssica Halfen (Zootecnia)

Leandro Krenski da Silva (Medicina Veterinaria)
Leila Cardozo (Doutoranda em Zootecnia)

Lucas Balinhas Farias (Medicina Veterinaria)
Mityelle da Costa Chaves Rodrigues (Medicina Veterinaria)

Patricia Mattei (Ciéncias Bioldgicas)

Pelotas, Fevereiro de 2013.



16

1.Caracterizacdo do Problema

As demandas do setor de producéo leiteira tém influenciado o manejo da
alimentacéo e os habitos dos animais, que tém sido exigidos metabolicamente
para cumprir com as necessidades produtivas dos estabelecimentos leiteiros
(DILLON et al., 2005). Devido a esta intensificacdo nos sistemas de producéo
leite tem ocorrido um aumento no aparecimento de transtornos metabdlicos nos
rebanhos leiteiros. Uma vez que, o desafio metabdlico imposto pela maior
produtividade destes animais, favorece o desequilibrio entre o aporte de
nutrientes no organismo, capacidade de metabolizacdo desses componentes e
os niveis de producdo alcancados, caracterizando um Balanco Energético
Negativo (BEN) (FENWICK et al., 2008).

O BEN é caracterizado pelas ultimas trés semanas de gestacdo e trés
primeiras semanas de lactacdo. A demanda de nutrientes pelo feto e placenta
atinge o nivel maximo neste periodo, Grummer et al. (2009). No entanto, o
consumo de matéria seca (CMS) diminui em 10 a 30% devido as
concentracbes de estrégeno no plasma que aumentam abruptamente
(INGVARSTEN, 2006). As maiores concentracdes de estrégeno no plasma tém
sido relacionadas a inapeténcia dos ruminantes durante os ultimos dias de
gestacdo, podendo também influenciar maior mobilizacdo de acidos graxos do
tecido adiposo neste periodo, para suprir a demanda energética (GRUMMER,
2008), representando perda de escore de condicdo corporal, que segundo

Chapinal (2012) é fator determinante para o maior intervalo parto/concepcao.

A caracterizagéo do BEN é de um aumento dos niveis de acidos graxos
nao esterificados (NEFA) na corrente sanguinea, em decorréncia de
mobilizacdo de reservas corporais, junto com uma queda nos niveis de
glicemia, insulina e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). Estas
alteracdes metabdlicas levam a uma diminuicdo nos pulsos LH (horménio
luteinizante), necessarios para estimular o desenvolvimento de foliculos
ovarianos e reduzindo também a resposta ovariana as gonadotrofinas. O atraso

ou a baixa producdo de esteroides nos ovarios, estrogeno nos foliculos e
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progesterona apds ovulacdo, promove atraso na involugdo uterina e o
restabelecimento das funcdes ovarianas (Santos, 2005; Butler, 2004),
ocorrendo um aumento do intervalo parto concepcdo e, com isto,

comprometendo a lucratividade do sistema (LUCY, 2007).

Em rebanhos leiteiros, o adequado intervalo de parto/concepcéo é de 12
a 13 meses, (SANTOS, 2001), e esta diretamente relacionado com a eficiéncia
reprodutiva do rebanho. Para cumprimento desta meta e melhor eficiéncia da
atividade reprodutiva, foram desenvolvidos protocolos para sincronizar a
ovulacdo de vacas, permitindo a reproducdo sem deteccdo de cio, e
aumentando assim as taxas de servico (VASCONCELOS et al.,, 1999,
PURSLEY et al., 1995).

Para aperfeigoar a utilizagdo de inseminacéo artificial, foi desenvolvida a
técnica de Inseminacdo Artificial a Tempo Fixo (IATF), que permite
inseminacdo de 100% dos animais, sem a necessidade de deteccdo de cio,
reduzindo a atividade de médo de obra e falhas na atividade préatica de
observacéo de cio (0 que € um dos entraves para o sistema de producao),
além de, induzir ciclicidade de vacas em anestro, e diminuicdo do intervalo
entre partos (PATTERSON, 2006; SARTORI et al, 2006).

Atualmente, existem duas principais abordagens farmacoldgicas para
sincronizar a emergéncia de uma nova onda folicular durante os protocolos de
sincronizagdo de ovulacdo. A inducdo da ovulacao do foliculo dominante com
gonadotrofinas (PURSLEY et al., 1995) ou a inducéo da atresia folicular com
estrogénios e progesterona (SOUZA et al., 2009). Porém, mesmo VAarios
estudos realizados com foco na reproducdo de vacas leiteiras, a baixa
eficiéncia reprodutiva continua sendo uma grande preocupacédo econdmica
para o0 sistema de producdo de leite, havendo a necessidade de

desenvolvimento de novas pesquisas nesta area.

Desta forma, trabalhamos com a hipétese de que protocolos de
inseminacao artificial em bovinos leiteiros a base do horménio benzoato de
estradiol pode ser utilizado como uma alternativa mais barata, obtendo taxas

de concepcéao similares quando comparado ao horménio GnRH. Além disto, a



1)

2)
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administracdo de insulina humana injetavel proporciona um melhor crescimento
folicular final, aumentando as taxas de concepcdo em protocolos de

inseminacao artificial em tempo fixo.

2.20bjetivos e Metas

2.2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia reprodutiva de dois protocolos de sincronizacédo de
cio/ovulacédo, bem como o efeito da utilizacdo da aplicacdo de insulina durante

0s protocolos sobre o desempenho reprodutivo de vacas leiteiras.
2.2.2 Objetivos Especificos

Comparar a eficiéncia de um protocolo de sincronizacdo de cio a base de
hormonio GnRH ou Benzoato de estradiol;

Avaliar a eficiéncia da aplicacdo de insulina humana no desempenho
reprodutivo de vacas leiteiras;

Avaliar a eficiéncia do uso de CIDR de 1°, 2° e 3° uso;

2.3 Metodologia

Instalacdes

O experimento sera realizado em uma propriedade leiteira no sul do Rio
Grande do Sul, no municipio de Rio Grande, nas coordenadas geograficas 32 °
16 'S, 52 ° 32' E, a qual possui convénio firmado com a Universidade Federal
de Pelotas para a realizacao de atividades de pesquisa.

Os animais serdo mantidos em sistema semi-extensivo de producéo sob

mesmas condicdes de manejo e alimentacao.
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Animais
Experimento 1.

Serdo utilizadas 200 vacas a partir de 60 até 200 dias de lactagcao, com
produgdo de leite e ordem de partos similares, sendo estas divididas
aleatoriamente em dois grupos com diferentes protocolos de sincronizacdo de
cio/ovulac&o. No inicio do protocolo 1, o dia zero, que representa o inicio do
protocolo, serd a base de uso de hormoénio GnRH, dose de 1mg/animal via
intramuscular (IM), e inser¢do de dispositivo intravaginal de liberagéo
controlada do horménio progesterona (CIDR), que sera reutilizado até 3° uso,
sendo também fator considerado para analise. No dia sete, sera retirado o
dispositivo CIDR e aplicado 5mg/prostaglandina/animal, via IM. No dia oito,
aplicacdo de hormonio cipionato de estradiol, e no dia dez, realizagdo da
inseminacao artificial, com ou sem observacédo de cio (fig. 1), os animais que
manifestarem cio antes deste periodo também serdo inseminados, com
intervalo de observacdo de cio/inseminacdo de 8-12 h. Para realizacdo do
protocolo 2, o dia zero sera a base de hormonio benzoato de estradiol, na
dose de 2mg/animal via IM, seguindo a partir dai como o protocolo 1. (fig 2). O
manejo reprodutivo acontecera nas tercas feiras, apds a ordenha dos animais,

por tempo necessario, até atingir o numero de animais proposto.

Fig 1. Protocolo 1. Sincronizacao de cio/ovulc¢éo utilizando horménio
GNRH

CIDR 1°, 2°
ou 3° uso

ECP 1A
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Fig 2. Protocolo 2: Sincronizagdo de cio/ovulagéo utilizando hormonio

Benzoato de Estradiol

CIDR 1°, 2°
ou 3° uso

ECP 1A

C e

Experimento 2

Serdo utilizadas 60 vacas a partir de 60 a 100 dias de lactagdo. O
protocolo utilizado sera com uso do hormoénio GnRh e CIDR de primeiro uso
(fig 3), sendo que no dia 7 do protocolo as vacas receberdo uma aplicacao
subcutanea de 0,25 UI/Kg P.V de insulina humana recombinante (Novolin N-
Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark).

Fig 3. Protocolo de sincronizacdo utilizando insulina exégena

! Ve (]
e s

Coletas das amostras

CIDR

10

Experimento 1

A partir do dia zero do inicio do protocolo de sincronizagao de ovulagao,
serdo coletadas amostras de sangue do complexo artério venoso coccigeo nos
dias zero e sete durante o periodo de tratamento. Dados como, producéao de
leite, escore de condi¢cédo corporal, dia da inseminacdo, manifestacéo de cio,

diagnostico de gestagdo também serdo obtidos.
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Experimento 2

No dia 7, 9, 10 e 14 do protocolo de sincronizagcédo de ovulagéo, serado
coletas amostras de sangue do complexo artério venoso coccigeo, para
realizacdo de analises de niveis de progesterona, estrogénio, IGF 1, glicose,
insulina e &cidos graxos ndo esterificados, bem como avaliacdo
ultrassonogréfica das estruturas ovarianas, além de estimar escore de

condicao corporal.
Andlises sanguineas

Serdo realizadas analises das concentragcbes plasmaticas de
Progesterona (P4) e IGF1, através do método radioimunoensaio, utilizando o kit
coat-A-Count Progesterone (Siemens Medical Solutions Diagnostics). Glicose
sanguinea, mensurada através do método colorimétrico com Kits enzimaticos,
conforme a metodologia indicada pelo fabricante, para leitura destes testes
sera utilizado espectrofotometro de luz visivel. As concentracdes de Acidos
Graxos Nao Esterificados (AGNE) serdo mensuradas, sendo utilizado para este
marcador o kit reagente Wako NEFA-HR®, em leitor de placas. Além destes,
serd realizado analises de insulina, através de imunoensaio enzimatico,
utilizando o kit comercial (INS-Easia KAP125, EUA).

Anélise Estatistica

Os dados obtidos deste experimento serdo analisados no programa
estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, EUA). As médias serdo analisadas
através do método MIXED MODELS, considerando o animal, o grupo € o e
momento da coleta. A comparacdo de médias individuais sera feita através do
teste de Tukey-Kramer. Médias pontuais serdo analisadas através do método
One-way ANOVA. A correlagdo entre as variaveis sera feita através do
coeficiente de correlacdo de Pearson. Serdo considerados significativos valores
de P<0,05.

Infra-estrutura disponivel
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Os procedimentos experimentais serdo realizados junto ao Nucleo de
Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuaria (NUPEEC). Tal grupo mantém
convénio com, Fazenda 4 Irmaos, Laboratério de Analise de Leite (Embrapa),
Laboratério Regional de Diagnéstico (UFPel), Laboratério de Patologia Clinica
(UFPel), Laboratério de Patologia Clinica (UFPel), Laboratério de Bioquimica
Aplicada (UFPel), Hospital de Clinicas Veterinaria (UFPel) e, também, com o
Centro de Desenvolvimento Tecnologico (UFPel), Laboratorio de Nutricdo
Animal (LNA) do Departamento de Zootecnia — FAEM - UFPel.

2.4 Resultados e Impactos esperados

2.3.1 Cientificas

Espera-se determinar o efeito de diferentes protocolos utilizados na
sincronizagdo de cio de vacas leiteiras, bem como a interferéncia nas
concentragbes de P4, com utilizagdo de CIDR de 1°, 2° e 3° uso, sobre a
resposta a eficiéncia reprodutiva. Além disto, sera avaliado o efeito de infusao
de insulina em aplicacdo Unica junto ao protocolo. Elaboracdo de uma
dissertacdo de mestrado e consequente publicacdo de um artigo cientifico
completo em periddico indexado da area com considerado fator de impacto.
Além da publicacdo de resumos em congressos de nivel nacional e

internacional.

2.3.2 Tecnolébgicas

Ao final do projeto, espera-se determinar o melhor protocolo de sincronizagéo
de cio para vacas de leite, em termos de eficiéncia reprodutiva e mesmo
econdbmica. Esta a definicho é de extrema relevancia, pois permitird aos
produtores ajustarem o controle de manejo reprodutivo com expectativas a
producéo e reproducdo, bem como possiveis aumentos na taxa de concepcéo,
reduzindo intervalo parto concepcao, impactando diretamente na lucratividade

de fazendas leiteiras.



23

2.4 Qualificacdo da equipe envolvida

Este projeto estd vinculado as linhas de pesquisa referente a Clinica
Metabdlica, nas quais j& viemos desenvolvendo atividades dentro do grupo de
pesquisa NUPEEC - Estudos em Metabolismo Animal (sob o co6digo no
COCEPE 52.75.10.34). Serao envolvidos orientados dos Programas de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia, Medicina Veterinaria e Zootecnia, bem como,
estudantes de iniciagcdo cientifica dos cursos de graduacdo em Biotecnologia,
Medicina Veterinaria e Zootecnia, nas atividades de pesquisa relacionadas ao
projeto, sendo um importante instrumento de formacao de recursos humanos.

Para execucdo deste projeto trabalharemos com uma equipe
multidisciplinar, com a participacdo de pesquisadores/professores de nossa
instituicao.

2.5 Indicadores de resultados esperados ao final do projeto

Produzir uma dissertacdo de mestrado;

Publicar pelo menos 1 artigo em revistas de circulacdo internacional e 1
nacional, classificadas na area de medicina veterinaria como entre “A1” e “B1”
no Sistema de Classificacdo de Periddicos, Anais e Revistas da CAPES;
Divulgar os resultados em congressos da area em ambito nacional e
internacional;

Divulgar os resultados em congressos da area em ambito local e regional, tais

como Congressos de Iniciacao Cientifica e Encontros de Pés-graduacao.
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Cronograma do Projeto

Cronograma:

Tabela 1 — Lista de atividades a serem desenvolvidas durante a execucao do projeto.

Atividades
2011 2012 2013

2° 1° 2° 1°
Revisado X X X X
Bibliografica
Selecéo dos X
Animais
Avaliagéao clinica X
Avaliagcéo X
zootécnica
Coletas a campo X
Anélises X
bioquimicas
Infus&o de insulina X
Analise estatistica X X
Preparacéo de X
artigo
Submissé&o de artigo X
Reunides semanais X X X X
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2.6 Aspectos Eticos (quando aplicavel)

Todos os procedimentos que serdo realizados com 0s animais estaréo
de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal.

Apo6s o término do experimento, todos os animais permanecerdo na

fazenda dando continuidade ao seu ciclo produtivo.
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3 Relatorio de trabalho de campo
3.1 Local

Este estudo foi realizado em uma propriedade leiteira no sul do Rio
Grande do Sul, no municipio de Rio Grande, nas coordenadas geogréficas 32 °
16 'S, 52 ° 32' E, a qual possui convénio firmado com a Universidade Federal
de Pelotas para a realizacdo de atividades de pesquisa. Em atividade ha 60
anos, a propriedade compreende quatro diferentes setores produtivos,
plantacdes de arroz e soja, rebanho de gado de corte e leite, com 197
funcionarios fixos. A regido é de clima subtropical ou temperado, com
temperatura média no verao de 28° e no inverno de 5°, com precipitacdo meédia

anual de 1.196mm/ano.
3.2 Animais, dieta e manejo

O periodo do estudo a campo foi de agosto a dezembro de 2012, com
vacas multiparas e primiparas da raca holandés de um rebanho médio de 900
animais em lactacdo, mantidas em sistema semi extensivo, com producao
média de 28 litros/leite/animal/dia em duas ordenhas diérias, com intervalo de
12 h. Os animais foram selecionados pelos dias ap0s o parto, as vacas que se
encontravam entre 60 a 160 dias pos-parto, e foram aleatoriamente distribuidas
nos dois grupos de protocolos de sincronizagcdo de cio/ovulagdo. O manejo
reprodutivo da propriedade € realizado uma vez por semana, portanto,
semanalmente as vacas foram inseridas nos tratamentos durante o periodo de
estudo, totalizando 230 animais até os 160 dias de lactacao.

A alimentacdo do periodo pré-parto consistiu de dieta a pasto e
suplementacao de dieta anidnica e ap0s o parto, dieta concentrada para vacas
em lactagcdo e pastagens cultivadas, as quais recebiam apdés a ordenha.
Imediatamente apds o parto os animais eram transferidos para o lote colostro,
e permaneciam neste por 14 ordenhas, apds este periodo sdo distribuidos em

lotes de primiparas e multiparas de maior ou menor producéo de leite.
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3.3 Protocolos de sincronizacéo de cio/ovulacao
3.3.1 Experimento GnRH ou BE

Dois tratamentos de sincronizacdo de cio/ovulacdo foram utilizados no
protocolo. No primeiro dia de protocolo, chamado dia zero, os animais
recebiam um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR®; Pfizer
Saude Animal, Brasil), concomitantemente com a aplicacdo i.m. de 25 ug de
lecirelina (GnRH; Gestran Plus®, Tecnopec, Brasil). No Dia 7 foi realizada a
remocdo do CIDR, seguido da injecdo i.m. de 25 mg de um anélogo da
prostaglandina F.a (PG; Lutalyse®, Pfizer Saude Animal, Brasil). No dia 8, foi
realizada uma aplicacdo i.m. de 1 mg de cipionato de estradiol (CE; ECP®,
Pfizer Saude Animal, Brasil) e 48 horas depois realizada a inseminacdo dos
animais que nao foram observados em estro. Animais observados em estro
entre os dias 7 e 9 do protocolo eram inseminados 12 horas apés a deteccéo.
O diagnostico de gestacdo (DG) foi feito aos 32+3 dias poOs-IA, através de
ultrassonografia transretal e confirmacdo da gestacdo 30 dias ap0s o0 primeiro
DG (62+5). Animais ndo prenhes nos DG de 30 e 60 dias eram
resincronizados.

O outro protocolo difere somente pela aplicacdo de Benzoato de estradiol ao
invés do GnRH no momento da insercdo do dispositivo liberador de

progesterona.

3.3.1.1 Coleta de amostras e andalises

Nos dias zero e sete do protocolo de sincronizacdo de cio, foram coletadas
amostras de sangue do complexo coccideo, através de sistema vaccutainer. As
amostras foram processadas no laboratorio de Bioquimica da Universidade
para separacdo e armazenamento do soro para posterior analise. Todas as
andlises serdo realizadas no mesmo laboratério, com excecdo da andlise de
progesterona e estradiol, que sera realizada através de radioimunoensaio em

laboratorio da cidade de Sdo Paulo.
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar dois tratamentos indutores de ovulacdo para
protocolo Heat Synch, utilizando também dispositivo de progesterona de até 3°
utilizacdo (CIDR) para cada tratamento. Para o estudo foram utilizadas 230 vacas da
raca holandés multiparas (n=120) e primiparas (n=110), as quais foram divididas em
dois tratamentos de protocolos de sincronizacgao de cio/ovulagéo. No dia 0 do protocolo
as vacas receberam GnRH (n=120) ou BE (n=110), junto com a insercdo de um CIDR
de 1, 2 ou 3 uso, sendo também uma variavel de analise. No dia 7 o CIDR foi removido
e prostaglandina administrada. No dia 8 as vacas receberam uma injecdo de ECP, sendo

inseminadas por observacdo de cio, ou em tempo-fixo (dia 10). O diagnoéstico de
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gestacdo foi realizado entre os dias 302 pds inseminacao artificial (1A). As taxas de
concepcao nao diferiram entre os tratamentos com GnRH ou BE (P=0,86). A taxa de
concepcao entre os diferentes usos de CIDR também néo diferiu para o grupo BE (P=
0,58) bem como para o grupo GnRH (P= 0,36). Quando comparada a manifestacdo de
cio entre os grupos BE e GnRH ndo houve diferenca (P= 0,18) e entre primiparas e
multiparas (P=0,23). Conclui-se que o hormoénio BE pode substituir o GnRH no inicio
do protocolo de sincronizacdo, e a reutilizacdo do CIDR ndo afetou as taxas de

concepcao neste estudo.

Palavras chave: GnRH, BE, cio, concepc¢éo
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Introducéo

O progresso na selecdo genética na pecuaria leiteira objetivando um aumento na
produtividade individual por animal estd intimamente ligado com a eficiéncia
reprodutiva, onde segundo relatado por Butler (2010) houve um declinio nas taxas de
concepcao de 25% desde o0 ano de 1951 até 2007. Além do fator nivel de producao estar
relacionado negativamente com a eficiéncia reprodutiva, no periodo de transicdo, de
gestante para lactante, a vaca encontra-se em balanco energético negativo (BEN).
Caracterizado por um desequilibrio entre o0s nutrientes consumidos através da
alimentacdo e a exigéncia do organismo animal, com consequente queda nos niveis de
insulina circulante (SCARAMUZZI et al., 2006). Desta forma, alta producao de leite,
BEN estd associado ao atraso no retorno a atividade ovariana pos-parto e,
consequentemente, um atraso no momento da primeira ovulacdo e concepgdo
(BUTLER, 2000).

Protocolos hormonais para a inducdo de estro e ovulacdo em vacas durante o
pOs-parto sdo estratégias que visam maximizar indices relacionados a fertilidade,
através do controle a exposicdo a progesterona, crescimento e ovulacdo do foliculo
dominante (MAPLETOFT et al., 2003). Diversos programas sdo utilizados em
protocolos de inseminacdo de bovinos leiteiros, havendo variagcdo quanto a utilizacdo de
tipos diferentes de hormdnios, momento da utilizacdo e intervalo dos mesmos, bem
como 0 momento da IA (RABIEE et al., 2005). Quando administrado junto com um
progestageno, o estradiol provoca atresia do foliculo dominante, dando inicio a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular (McDougal et al., 2004) ja o
GnRH promove a ovulagéo do foliculo dominante e inicio de uma nova onda folicular
(BO et al., 2002). Os progestagenos objetivam controlar o ciclo estral para inseminacao

artificial de bovinos e ovinos (CARRICK e SHELTON, 1967). Comercialmente os
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dispositivos tem recomendacao de apenas uma utilizacéo, a reutilizacédo deste, é tema de
diversos estudos principalmente em bovinos de corte (COLAZO et al., 2004; CERRI,
2005) porém ndo héa informac6es sobre a eficacia na reutilizacdo dos progestagenos em
bovinos de leite.

Sendo assim, o experimento foi realizado com objetivo de comparar a eficiéncia
de dois protocolos de IATF, variando-se o horménio utilizado para a sincronizacdo da
emergéncia da onda folicular (BE ou GnRH), bem com a reutilizacdo de CIDR de até 3°

uso em bovinos de leite;

Materiais e Métodos
Desenho experimental

O estudo foi desenvolvido em uma propriedade localizada no sul do Rio Grande
do Sul, (32° 16’ S, 52° 32’ O) entre os meses de julho de 2012 a dezembro de 2012,
Com aprovacio do Comité de Etica e Experimentacio animal da Universidade Federal
de Pelotas, sob o nimero 2358. Para o estudo foram utilizadas 230 vacas primiparas e
multiparas da raca Holandés, entre 60 e 165 dias de lactacdo, com média de producéo de
leite de 28 + 3,4 kg/dia. Os animais eram mantidos em sistema de criagdo semi-
extensivo, com suplementacdo concentrada ap6s cada ordenha, que era realizada duas
vezes ao dia, com intervalo de 12 h.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois diferentes tratamentos para o
protocolo de sincronizagdo de cio/ovulagdo de acordo com o hormonio utilizado no
inicio do protocolo de sincronizagdo de cio/ovulacdo. A variacdo entre 0S grupos
ocorreu no inicio do protocolo (Dia 0), onde as vacas receberam duas abordagens

farmacologicas diferentes (GNnRH ou BE) para sincronizacdo da emergéncia de uma
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nova onda folicular. No grupo BE, foi utilizado 2 mg de benzoato de estradiol i.m.
(RIC-BE, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil), ja no grupo GnRH, foi aplicado 25 pg de
lecirelina (Gestran Plus®, Tecnopec, Brasil). No dia zero do protocolo, foi inserido um
dispositivo intravaginal de liberacdo de progesterona controlada (CIDR®; Pfizer Satde
Animal, Brasil), contendo 1,9 g de progesterona, o qual foi reutilizado até o 3° uso,
sendo também este fator considerado para analise. Desta forma, animais do grupo BE,
receberam, CIDR de 1°, 2° e 3° uso, do mesmo modo no grupo GnRH.

Sete dias apos (Dia 7), o CIDR era retirado e aplicado 25 mg de prostaglandina
i.m. (Lutalyse®, Pfizer Satde Animal, Brasil). No Dia 8 do protocolo, aplicava-se 1 mg
de cipionato de estradiol i.m. (ECP®, Pfizer Satide Animal, Brasil) conforme a figura 1.
Os animais observados em cio eram inseminados 12 horas apds e no dia 10 era realizada
a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) daqueles animais ndo observados em cio.
A observacdo de cio era realizada duas vezes ao dia, por técnico devidamente treinado,

do momento da retirada do CIDR até o dia 10.

Fig 1. Protocolo de sincronizacao de cio/ovulagdo, experimento 1.

GnRH ou BE PGF2a ECP IA
l CIDR 1,2.3 (7d) l l l
0 7 8 10

Exames ultrassonograficos
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Os exames ultrassonograficos, com ultrassom Weld 3000, sonda transretal linear
de 5 MHz, para diagnéstico de gestacdo foi realizado aos 30 a 35 dias apés a

inseminacao artificial.

Anélise Estatistica

As andlises foram realizadas considerando o total de animais, bem como entre
grupos de primiparas e multiparas submetidas aos diferentes tratamentos, considerando
os hormonios utilizados e tipo de CIDR usado. Os dados obtidos deste experimento
foram analisados no programa estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, EUA), através

do teste de qui quadrado, considerando valores significativos de P<0,05.

Resultados

Dentre as 230 vacas, a taxa de concep¢do foi semelhante entre os tratamentos
GnRH (51,4%, 38/120) e BE (48,6%, 36/110) (P=0,86). Porém houve diferenca
(P<0,000003) quando comparado as taxas de concepgdo em IATF (13,5%, 10/80) e
IATF com demonstracdo de cio (86,5%, 64/150). Desta forma foi avaliado a taxa de
exteriorizacdo de cio do total de vacas sincronizadas (n= 230) nos diferentes
tratamentos, sendo de (69,2%, 83/120) para o grupo que recebeu GnRH e 60,9%,
67/110) para o que recebeu BE no inicio do protocolo (P=0,18). A demonstracdo de cio
entre primiparas 50,7% (n=110) e multiparas 49,3% (n=120) nao foi diferente (P=0,23).

A utilizacdo de CIDR de 1°, 2° e 3 ° uso, ndo afetou as taxas de concepcéo,
sendo de 36,5% (27/92), 28,4% (21/61) e 35,1% (26/77), respectivamente (P=0,75).
Quando avaliada a interacdo da utilizacdo de CIDR com o uso de BE ou GnRH no
inicio do protocolo os resultados de taxa de concepcdo ndo demonstraram diferenca
entre os diferentes tratamentos. CIDR 1, 2, 3 uso para o tratamento BE respectivamente,

30,9% (n=17/55), 36,6% (n=15/41), 40,9 (n=18/26) (P=0,58). CIDR 1, 2, 3 uso para 0
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tratamento GnRH respectivamente, 31,4% (n=16/51), 45,5% (n=20/44), 38,2%
(n=21/55) (P=0,36). Houve diferenca no DG 60 entre vacas que manifestaram cio e
vacas IATF (P= 0,000001), ou seja, 38,7% (n58/150) dos animais que demonstraram
cio apresentaram prenhez ao DG de 60 dias, contra 7,5% (n=6/80) para 0s animais que

ndo demonstraram cio no protocolo de IATF.

Discussao

O manejo reprodutivo de bovinos de leite € comprometido devido a falhas da
deteccdo de cio. Para minimizar este efeito negativo, os programas de IATF permitem a
inducdo da ovulacdo sem a ocorréncia de manifestacdao cio (THATCHER et al., 2010).
O estradiol exdgeno, administrado junto com o progestdgeno, provoca atresia do
foliculo dominante, quando administrado antes ou durante a emergéncia da onda,
suprimindo FSH e LH (MCDOUGAL et al., 2004). Nossos resultados demonstram que
as taxas de concepcdo ndo foram afetadas utilizando o BE no inicio do protocolo em
comparacdo ao tratamento com GnRH. Trabalho semelhante foi realizado por
Vasconcelos et al., (2011) com vacas da raca holandesa, onde também foi observado
que ndo ha diferenca na taxa de concep¢do dos dois protocolos de IATF, com a
utilizacdo de GnRH ou BE. Quando comparado os tratamentos GnRH e BE em bovinos
de corte, os resultados de taxas de concepcdo também ndo diferiram entre os dois
farmacos (SILVEIRA et al., 2011).

Confirmando nossa hipdtese, a reutilizacdo do dispositivo CIDR, mostrou ser
eficiente até o 3° uso, sem afetar as taxas de concepcdo. Quanto a reutilizacdo do CIDR,
Dias et al. (2009) realizaram um estudo, verificando a eficiéncia na utilizacdo de CIDR
de 1°, 2° e 3° uso em novilhas da raca nelore, no qual as taxas de concepgéo ndo foram

diferentes entre os grupos. Do mesmo modo Colazo et al., (2004) ndo observaram
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diferenca nas taxas de prenhes na IA de bovinos sincronizados com CIDR de primeiro
ou segundo uso. Concordando (Cerri, 2005) comparou as concentracdes de P4 de um
CIDR novo e reutilizado em vacas de leite, e observou que em ambos os niveis
aumentaram imediatamente ap0s a insercao do dispositivo e permaneceram com niveis
de >1 ng/ml por todo periodo de uso. Com base nos dados dos demais estudos,

confirmamos a hipdtese do presente trabalho.

5. Concluséo geral
A utilizacdo do BE no momento da insercdo do CIDR em protocolos de IATF
para bovinos de leite, mostrou-se ser uma alternativa compardvel ao GnRH
considerando as taxas de concepcdo. Da mesma maneira a reutilizacdo do CIDR

demonstrou ser eficiente até o terceiro uso, sem alterar as taxas de concepcao.
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