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Com o potencial de expansdo do mercado da carne bovina brasileira, o investimento em
tecnologias que aperfeicoam a eficiéncia reprodutiva, na pecuéria de corte, € essencial para
intensificacdo da producdo. Biotécnicas como a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)
contribuem, acelerando ganhos genéticos, produtivos e intensificando a utilizacdo das fémeas
em idade reprodutiva. Embora seja uma ferramenta consolidada, as pesquisas priorizam
ajustes nos protocolos hormonais, considerando as particularidades dos grupos genéticos e
categoria animal. Quando se trabalha com bovinos Bos taurus alguns ajustes se fazem
necessario, pois a maioria dos protocolos foram desenvolvidos em gado Bos Indicus. Em
relacdo as novilhas Bos taurus existem poucos estudos avaliando qual a menor dose efetiva de
gonadotrofina coridnica equina (eCG) a ser utilizada, sem prejuizo as taxas de concepcdo. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito sobre o crescimento folicular e a taxa de
prenhez utilizando diferentes doses de eCG em novilhas B. taurus submetidas a programa de
IATF. Foram utilizadas 1080 novilhas com idade entre 24 e 26 meses, escore de condi¢do
corporal (ECC) de 2,90 + 0,02 (1- extremamente magro 5- extremamente gordo), em 8
fazendas comerciais no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. No dia 0 (D0), as novilhas foram
avaliadas quanto a ciclicidade, (presenca de corpo luteo; CLDO) e escore de condi¢do corporal
(ECC) e receberam dispositivo de liberacdo lenta de P4 (CIDR®, Zoetis, Campinas, SP,
Brazil) e 2 mg de benzoato de estradiol IM (E2; Gonadiol®, Zoetis, Brazil). No dia 7 (D7),

foram administradas 12,5 mg de dinoprost trometamina IM (PGF; Lutalyse®, Zoetis, Brazil)
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e no dia 9 (D9), o dispositivo de P4 foi removido e aplicado 0,5mg de cipionato de estradiol
IM (E.C.P.®, Zoetis, Brazil). Neste momento, as novilhas foram divididas de forma
homogénea em 3 tratamentos: 200 Ul (n=387), 300 Ul (n=357) ou 400 Ul (n=336) de eCG.
Todas foram pintadas na base da cauda com bastdo de tinta (Raidl-Maxi, Raidex GmbH,
Dettingen / Erms, Germany) no momento da remocéo da P4. Os animais observados sem tinta
no momento da IATF foram considerados em estro. A IATF foi realizada 48h ap0s a remocao
do implante de P4 (D11). Adicionalmente, 213 fémeas foram examinadas por ultrassonografia
nos dias D9 e D11 para mensurar o diametro do maior foliculo (FL) e no dia 18 (D18) do
corpo lateo (CL). O diagnéstico de gestacdo foi realizado no D41. Para a andlise estatistica
utilizou-se o procedimento GLIMMIX do SAS, e as varidveis comparadas pelo teste Tukey-
Kramer (P<0,05). A reducdo da dose de eCG ndo influenciou o crescimento folicular
(P=0,22); o didametro do maior foliculo no D11 (P=0,79); ocorréncia de estro (P=0,92); taxa
de prenhez (P/IA; 52,2%+2,54, 49,77%+2,63, 51,48%+2,73; P=0,46) e o diametro do CL
(18,60+0,57, 17,92+0,67 e 18,93%0,5; P=0,29), respectivamente, para dose 200, 300 e 400 UlI.
No entanto, a presenca de CL no DO levou a maiores tamanhos do foliculo dominante em D9
e D11 (P=0,006 e P<0,0001), do diametro do CL no D17 (<0,0001) e P/IA quando comparada
as novilhas sem CL (57,7% vs. 44,8 % P=0,01). Com base nestes resultados conclui-se que a
reducdo da dose de eCG para 200 Ul, ndo acarretou prejuizos a fertilidade das novilhas, e o
status de ciclicidade antes da estacdo reprodutiva mostrou ser um importante fator para

predizer o sucesso dos programas de IATF baseado em aplicacdo de E2 e exposicao a P4.

Palavras-chave: Novilhas. eCG. Puberdade. Fertilidade. Ciclicidade
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With the potential for expansion of the Brazilian beef market, investment in technologies that
improve the reproductive efficiency of beef cattle is essential for the intensification of
production. Biotechniques such as fixed-time artificial insemination (TAI) contribute,
accelerating genetic and productive gains and intensifying the use of females of reproductive
age. Although it is a consolidated tool, research prioritizes adjustments in hormonal protocols,
considering the particularities of genetic groups and animal categories. The administration of
gonadotropins, such as equine chorionic gonadotrophin (eCG), is widely studied, aiming to
raise conception rates. The objective of the present study was to evaluate the effect on
follicular growth and pregnancy rate using different doses of eCG in B. taurus heifers
submitted to TAI program. A total of 1080 heifers with 24 and 26 months and body condition
score (BCS) of 2.90 £ 0.02 (1-cachectic 5-obese) were used in 8 commercial farms in the state
of Rio Grande do Sul, Brazil. On day 0 (DO0), heifers were evaluated for cyclicity (CLDO) and
BCS and received a slow release device of P4 (CIDR®, Zoetis, Campinas, SP, Brazil) and 2
mg of benzoate of estradiol IM (E2; Gonadiol®, Zoetis, Brazil). On day 7 (D7), 12.5 mg of
dinoprost tromethamine IM (PGF; Lutalyse®, Zoetis, Brazil) were given and on day 9 (D9)
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the P4 device was removed and 0.5 mg estradiol cypionate IM (ECP®, Zoetis, Brazil). At this
time, heifers were homogenously divided into 3 treatments: 200 IU (n = 387), 300 IU (n =
357) or 400 U (n = 336) of eCG. All were painted at the base of the tail with an ink stick
(Raidl-Maxi, Raidex GmbH, Dettingen / Erms, Germany) at the time of removal of P4. The
animals observed without paint at the time of TAI were considered in estrus. TAI was
performed 48 hours after removal of the P4 implant (D11). In addition, 213 females were
examined by ultrasonography on days D9 and D11 to measure the diameter of the largest
follicle (FL) and day (D18) of the corpus luteum (CL). The pregnancy rate was performed at
D41. For the statistical analysis, the GLIMMIX SAS procedure was used, and the variables
compared by the Tukey-Kramer test (P <0.05). Reduction of the eCG dose did not influence
follicular growth (P = 0.22); the diameter of the largest FL in D11 (P = 0.79); occurrence of
estrus (P =0.92); (P /1A, 52.2% + 2.54, 49.77% + 2.63, 51.48% * 2.73, P = 0.46), and the CL
diameter (18.60 £ 0, 57; 17.92 = 0.67 and 18.93 £ 0.5, P = 0.29), respectively, for dose 200,
300 and 400 IU. However, the presence of CL in the DO led to larger sizes of the dominant
follicle in D9 and D11 (P = 0.006 and P <0.0001), CL diameter in D17 (<0.0001) and P / IA
when compared to heifers without CL (57.7% vs. 44.8% P = 0.01). Based on these results, it
was concluded that reducing the dose of eCG to 200 1U did not impair fertility of heifers, and
the status cycling status before the breeding season proved to be an important factor for

predict the success of the application-based TAI programs of E2 and exposure to P4.

Keywords: Heifers. eCG. Puberty. Fertillity. Cyclicity
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo, composto por 215,2 milhdes de
cabegas (IBGE, 2016). Embora enfrente dificuldades operacionais internas, o pais segue entre
os lideres no ranking mundial de producéo (2° colocado, 9,450 mil toneladas) e exportacdo (1°
colocado, 1,760 mil toneladas) de carne bovina, sendo impulsionado pelas exportacdes
(USDA, 2017). A disponibilidade de terra e agua, a oferta de qualidade genética bovina,
juntamente com a forte demanda internacional por proteina animal, séo fatores que estimulam
investimentos em tecnologia e infraestrutura. Com a necessidade de melhorar os indices
zootécnicos, caracteristicas como a eficiéncia reprodutiva e produtiva, sdo imprescindiveis na
viabilidade econdémica da bovinocultura de corte brasileira. Investimentos em biotécnicas,
como a inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF), possibilitam o manejo reprodutivo a
campo e auxiliam o aumento da eficiéncia dos sistemas de criagdo de vacas e novilhas. Nesse
sentido, a intensificacdo e adequacdo dos manejos, proporcionam maior aproveitamento das
fémeas em idade reprodutiva maximizando a eficiéncia do rebanho (um terneiro/vaca/ano).

Os programas de IATF proporcionam agilidade na selecdo por precocidade sexual,
melhoram o ganho genético e contribuem para se conseguir a uniformidade do rebanho, assim
como para a reducdo do periodo da estacdo de parto, além de facilitar os manejos e uso da
inseminacdo artificial (IA). A evolucdo dos programas de IATF levou ao incremento de
bovinos inseminados no Brasil, levando a grande impacto no ganho genético. Embora
consagrados, os protocolos hormonais utilizados em programas de IATF ainda passam por
adaptacdes, visando aumentar as taxas de prenhez, considerando aspectos fisiologicos e
econdmicos.

A eficiéncia reprodutiva das fémeas bovinas esta diretamente associada com a idade e
a época da primeira paricdo (primeiro, segundo ou terceiro servigo das novilhas). Novilhas
que se tornam gestantes mais cedo e consequentemente tem o parto no inicio da temporada
reprodutiva sdo consideradas como preceitos de longevidade e rentabilidade no sistema de
producdo (CUSHMAN et al., 2013; PERRY et al., 2007). No entanto, a precocidade sexual de
novilhas é dependente de uma diversidade de estimulos ambientais, genéticos, fisiologicos e
comportamentais (FORDE et al., 2011; SARTORI; BARROS, 2011). Assim, levando em
consideracdo o sistema de criagdo extensivo e o grande nimero de fémeas que chegam aos

22-24 meses de idade ainda em anestro, o aperfeicoamento de programas reprodutivos para
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antecipacdo da puberdade e sincronizagdo de estro e ovulagdo em novilhas tornam-se
economicamente necessarios e viaveis.

Estratégias que intensifiquem a resposta dos tratamentos hormonais, como a
administracdo de gonadotrofinas, sdo cada vez mais estudadas por serem capazes de aumentar
a taxa de servigo e concepcdo em novilhas (PERES et al., 2009; SA FILHO et al., 2010a).
Neste contexto, a utilizacdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG) em programas de IATF
em novilhas Bos taurus, assim como o0 ajuste da dose administrada sd@o procedimentos
pontuais que necessitam ser estudados, uma vez que, grande parcela dos relatos encontrados
na literatura abrangem resultados envolvendo bovinos do grupo genético B. Indicus. Em
novilhas de corte B. taurus, a utilizacdo de eCG em programas de IATF ainda deixam lacunas
a serem exploradas, pois atualmente as dosagens utilizadas para novilhas de corte B. taurus,
sd0 as preconizadas em vacas ou em outros grupos genéticos, sendo necessarios mais estudos

que compreendam as particularidades apresentadas para essa categoria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral

Ciclo estral denomina-se o periodo compreendido entre um estro e outro, com
intervalo médio de 21 dias (18 a 24 dias) em bovinos. Cada ciclo é composto por duas fases
envolvendo a emergéncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular, sendo que apenas
um foliculo (FL), da ultima onda, atinge a dominancia, maturacédo e ovulacdo (FORDE et al.,
2011). O ciclo estral pode ser dividido em duas fases: folicular e luteinica. A fase luteinica
(14 a 18 dias) é caracterizada pela luteinizacdo das células foliculares. Cursa com a formacéo
e predominancia de um corpo lateo (CL), que é responsdvel pela manutencdo de altas
concentracdes de progesterona e caracteriza-se pela emergéncia de ondas de crescimento
folicular (metaestro e diestro) sem a ocorréncia da ovulacdo. Apds a lutedlise, com o
desaparecimento do CL, segue a fase folicular (4 a 6 dias). Durante essa fase ha
predominancia e maturacao de um foliculo dominante (FD), levando a altas concentracGes de
estradiol, sequida da manifestacdo do estro e ovulacéo (proestro e estro; FORDE et al., 2011).

A funcionalidade do eixo reprodutivo depende da maturacdo neuroenddcrina e
regulacdo das concentracdes hormonais séricas. Desta forma, estimulos multifatoriais dao
inicio a excitacdo de neuroreceptores hipotalamicos. Em bovinos a secrecdo de estradiol pelo
FL ativa pulsos do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo (ATKINS;
POHLER; SMITH, 2013). Seguidamente, um sistema de retroalimentacdo de alca curta inicia
a comunicacgdo entre hipotdlamo-hipéfise (HAFEZ, B.; HAFEZ, 2004), levando a modulagéo
da secrecdo de GnRH. Este coordena a liberacdo de gonadotrofinas como o Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) e o Hormonio Luteinizante (LH), armazenados pela hipofise
(ATKINS; POHLER; SMITH, 2013). O FSH e o LH séo responsaveis pela sensibilizacdo de
receptores ovarianos, promovendo crescimento e maturagdo folicular, além da liberagdo de
esteroides gonadais (DUITTOZ et al.,, 2016). As estruturas ovarianas, possuem funcgéo
glandular, logo secretam inibina, ativina, estrogeno e progesterona realizando a comunicagédo
entre o eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal estabelecendo uma relacdo de feedback. No

entanto, este sistema s6 ira ocorrer de forma ciclica apds a puberdade.
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2.2 Puberdade

A puberdade é estabelecida a partir da primeira ovulacdo, antecedida por sinais de
estro e seguida pela formagdo do CL funcional (ATKINS; POHLER; SMITH, 2013). Neste
periodo, sucede a maturacdo do eixo reprodutivo, estabelecendo um padrdo ciclico da
atividade ovariana, tornando a fémea apta a reproduzir (FORDE et al., 2011). Geralmente,
novilhas B. taurus iniciam a puberdade entre 6 e 12 meses de idade, sob a influéncia do peso
corporal, préximo de 250 Kg (FORDE et al., 2011).

Estimulos autocrinos e pardcrinos implicam na sensibilizacdo do eixo porta-
hipotalamico-hipofisario (HAFEZ, B.; HAFEZ, 2004). Prévia a puberdade, uma exacerbada
sensibilidade a horménios esteroides sobre o eixo hipotalamico-hipofisario leva a falha na
atividade secretora de gonadotrofinas, impedindo que haja estimulo suficiente para o
crescimento, divergéncia e maturagdo folicular (AMSTALDEN et al., 2014). Durante o
periodo pré-pubere, os niveis de estrogeno (E2) circulantes, proveniente dos foliculos,
suprime a secre¢do de GnRH (DAY et al., 1987; MORAN; QUIRKE; ROCHE, 1989), o qual
realiza o efeito inibitorio (feedback negativo) sobre a liberacdo episddica de LH, mantendo
sua concentracdo sérica em baixa frequéncia (DAY et al., 1987). Cerca de 50 dias que
antecedem o estro pubere, da-se a diminuicdo do feedback negativo do E2 no hipotalamo,
aumentando a frequéncia dos pulsos de GnRH/LH (DAY et al., 1987; MORAN; QUIRKE;
ROCHE, 1989; PERRY, 2016), sendo esta condi¢do necessaria para que ocorra a ovulacdo de
um foliculo dominante (FD). No entanto, entre a primeira ovulacdo e a puberdade existe uma
assincronia, que leva a ocorréncia de ciclos estrais curtos e ovulacdes silenciosas (MORAN;
QUIRKE; ROCHE, 1989)

2.2.1 Fatores que interferem na puberdade

O status nutricional e a selecdo genética sdo caracteristicas importantes para o
desenvolvimento de ciclos estrais normais. Assim, a maturacdo do sistema reprodutivo €
influenciada pela sinalizacdo de hormdénios metabolicos. Estes modulam a agdo de
neuropeptidios hipotalamicos na secrecdo de GnRH e aumento da concentracdo sérica de
progesterona (AMSTALDEN et al., 2014; BYERLEY et al., 1987). Adicionalmente o inicio
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da puberdade ainda sofre influéncia da selecéo por caracteristicas reprodutivas (BASARAB et
al., 2007).

2.2.1.1 Nutricao

O status nutricional influéncia diretamente no desempenho reprodutivo dos bovinos.
As reservas energeéticas e o perfil metabdlico pds-natal sdo considerados fatores determinantes
no progresso da puberdade (AMSTALDEN et al., 2014; DAY et al., 1984). Estudos relatam
que a idade a puberdade apresenta-se menor quanto maior o ganho de peso antes e pos
desmame (PATTERSON et al., 1992; WILTBANK et al., 1966). Mesmo quando bezerras sdo
desmamadas precocemente (73 + 3 dias de idade), ao receber uma dieta com alto ganho de
energia apresentam aumento da frequéncia dos pulsos de LH, acelerando a ocorréncia da
puberdade (GASSER et al., 2006). O aumento das reservas corporais antes do desmame, leva
a maior sintese e secrecdo de hormdnios metabdlicos, como a leptina (CARDOSO et al.,
2014). O aumento da leptina, atua sobre a expressao de neurdnios reguladores da secrecdo de
GnRH, levando a redugdo dos sinais inibitdrios promovido pelo neuropeptideo Y (NPY),
estimulando sinais excitatorios de propimelanocartina (POMC) e aumentando a inervacgéo de
neurdnios Kisspeptin (Kiss). Além disso, a leptina atua sobre a sinalizacdo neural mediando
conexdes aferentes a GnRH, sobretudo, agindo em células sensitivas no nucleo arqueado.
Desta forma, 0 aumento das taxas de ganho de peso, durante o periodo juvenil influencia a
expressdao de genes no nudcleo arqueado. Este aumento de sinalizacdo na interacdo de
horménios metabdlicos p6s-natal, pode ser observada em estudos realizados em camundongos
e novilhas, onde 0 ganho de condicdo corporal atuou positivamente promovendo a maturacao
do eixo neuroendocrino reprodutivo (AMSTALDEN et al., 2014).

No sistema de criagdo extensivo, como o utilizado no Brasil, o consumo de forragens
com baixo teor nutricional é um dos principais fatores que retardam a maturidade sexual de
novilhas. A idade em que individuo atinge a maturidade sexual, portanto, tende a ser
proporcional ao seu peso adulto (TAYLOR; FITZHUGH H. A., 1971), quanto mais leve,
mais avancada sera a idade a puberdade (SHORT; BELLOWS, 1971; WILTBANK et al.,
1966). Sendo assim, a influéncia nutricional é um dos fatores que traz maior impacto a

fertilidade do rebanho.
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2.2.1.2 Grupos genéticos

As distingBes entre novilhas B. indicus e B. taurus sdo maiores do que a conformacao
morfologica. Desde que a ultrassonografia passou a ser utilizada e as caracteristicas ovarianas
passaram a ser estudadas, aliadas a concentragdes séricas de horménios metabdlicos,
esteroides e androgenos estas diferencas sdo cada vez mais conhecidas. O desencadear da
puberdade assemelha-se entre os dois grupos genéticos, no entanto ocorre de forma mais
precoce em fémeas B. taurus (RODRIGUES; KINDER; FITZPATRICK, 2002). Isto pode ser
explicado pela interferéncia humana na selecdo genética de novilhas Bos taurus para
puberdade (BASARAB et al., 2007; CROWLEY et al., 2011), desenvolvendo a precocidade
sexual e alta produtividade (NOGUEIRA, 2004). Especificamente é estabelecida variacdo
entre 9 a 12 meses de idade para taurinas e 16 a 40 meses para zebuinas (FAJERSSON et al.,
1991).

Mesmo quando novilhas de ambos os grupos genéticos sdo submetidas as mesmas
condicdes de manejo, nutricdo e ambiente, sdo observadas diferencas substanciais de cunho
fisiolbégico. Apesar do menor didmetro das estruturas ovarianas, novilhas B. indicus
apresentam maior concentracdo de hormonios esteroides, quando comparado a fémeas B.
taurus. E sugerido que essa evolucdo da producio de esteroides em fémeas B. indicus é
proporcional & maior concentracdo de colesterol circulante (SARTORI et al., 2016). Ainda,
horménios metabdlicos também atuam, interagindo na proliferacdo celular e esteroidogénese
(WEBB et al., 2004). O sistema IGF1 e a insulina sdo reguladores metabolicos que atuam a
nivel hepéatico na depuracdo de hormonios esteroides e estdo associadas com a atividade
ovariana (SARTORI et al., 2010, 2016). E observado em fémeas B. indicus que as
concentragfes de IGF-1 circulante estdo correlacionadas positivamente ao maior nimero de
foliculos emergentes por onda folicular (ALVAREZ et al., 2000). Mesmo assim, novilhas B.
taurus apresentam-se mais eficientes em caracteristicas reprodutivas, mostrando que a selecéo
dos animais por caracteristicas reprodutivas sdo essenciais para melhorar a fertilidade do

rebanho, mesmo que esse impacto seja observado a longo prazo.
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2.3 Manejos reprodutivo de novilhas

A conformacao, a condicdo corporal, o fator genético e a hereditariedade sao aspectos
importantes para produtividade, no entanto, 0 manejo estratégico das novilhas é fundamental.
Sabe-se que novilhas, devem conceber logo no inicio da estagdo reprodutiva, para conseguir
atingir a maxima capacidade de producdo (kg/terneiro/vaca/ ao longo da vida reprodutiva).
Novilhas de corte que concebem cedo, durante a época inicial de reproducdo e parem no
primeiro periodo de 21 dias da estacdo de parto, apresentaram maior percentual de prenhez e
peso de desmame de terneiros, nos primeiros 6 partos (CUSHMAN et al., 2013). Além disso,
a taxa de prenhez por 1A é menor para novilhas em seu primeiro estro em comparagdo com as
inseminadas no segundo ou terceiro estro, podendo ser observado incremento de 21% na
fertilidade do primeiro ao terceiro estro (BYERLEY et al., 1987). Portanto, a selecdo de
animais jovens e aptos a reproduzir no inicio da estacdo reprodutiva € imprescindivel para
eficiéncia e longevidade de fémeas bovinas de corte. Neste sentido, as terapias hormonais
também podem auxiliar, visto que, favorecem a puberdade e/ou melhoram as taxas de servico,
estimulando o aumento de eficiéncia reprodutiva.

Durante a puberdade, a maturacdo, crescimento uterino, estruturas ovarianas e
regulacdo dos receptores neurais hipotalamicos ocorrem em sincronia (ATKINS; POHLER,;
SMITH, 2013). Estes indicativos para ciclicidade podem ser mensurados a partir do exame
ginecologico interno avaliando-se o grau de contratilidade uterina, didmetro e presenca de
estruturas ovarianas. Baseado nesta concepgdo, Anderson et al., (1991) propuseram a
classificacdo do Escore do Trato Reprodutivo (ETR) usando uma escala entre 1 e 5, indicando
imaturidade sexual, anestro, pré puberdade e puberdade. No: ETR 1, o Gtero é pequeno, sem a
presenca de tbnus e 0s ovarios sdo pequenos e com foliculos ndo palpéveis; no ETR 2, o Utero
é pequeno, sem ténus e os ovarios possuem FL pequenos (8 mm); no ETR 3, o Utero
apresenta tonus e os ovarios contem FL médios (8-10 mm); no ETR 4, o Utero apresenta tonus
e 0s ovarios possuem FL grandes (> 10mm); ja no ETR 5, o (tero apresenta tonus e ha a
presenca de CL em um dos ovarios, demonstrando que a fémea esté ciclando.

Estudos confirmam que o ETR pode ser utilizado como marcador para diagnosticar ou
estimar a eficiéncia reprodutiva de novilhas, possibilitando o reconhecimento e selecdo de
novilhas puberes (ROSENKRANS; HARDIN, 2003). Seguindo este método, novilhas
diagnosticadas puberes (ETR 5) ou muito proximo da puberdade (ETR 4), apresentam maior

probabilidade de prenhez em programas de sincronizacdo de estro e ovulacdo, gquando
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comparadas a novilhas imaturas (ETR 3, 2 ou 1; PERRY, 2012). A imaturidade sexual torna-
se um agravante no manejo de novilhas que adentram a estacdo reprodutiva, principalmente
em novilhas diagnosticadas com ETR 2 e 1. Para esta situacdo, estimulos exdgenos como a
utilizacdo de esteroides associando progestagenos pode ser uma ferramenta eficaz para

indugéo da puberdade.

2.4 Programas hormonais

Os programas de sincronizacdo de estro e ovulagédo para IA estdo no mercado a mais
de 30 anos. (LAMB et al., 2010). Inicialmente o desenvolvimento de um protocolo de
sincronizacdo para novilhas ndo foi tdo facil, devido a dificuldade em sincronizar as ondas
foliculares com o mesmo nivel de sucesso que o alcangado em vacas (LAMB et al., 2006). O
desenvolvimento de protocolos de sincronizacdo da ovulacdo praticos e econdémicos facilitam
0s manejos de IA, no entanto, devem ser avaliados considerando a sua eficacia na
sincronizacdo do estro entre populagdes de novilhas ciclicas ou ndo (LEITMAN et al.,
2008). As pesquisas mostraram que as novilhas nem sempre ovulam foliculos em resposta aos
protocolos GnRH, amplamente utilizados para o gado leiteiro, e que foram a géneses dos
protocolos desenvolvidos para a sincronizagdo de estro em bovinos de corte (PURSLEY;
MEE; WILTBANK, 1995). Estratégias como a exposicdo de novilhas a progestagenos
mostraram ser eficientes em modular a secrecdo pulsétil de LH, diminuindo o feedback
negativo de estradiol, promovendo a inducédo de puberdade. Para isto, diversos manejos foram
estudados, nas formas de implante intravaginal (ANDERSON; MCDOWELL,; DAY, 1996);
via oral (IMWALLE; PATTERSON; SCHILLO, 1998); ou subcutanea (GRINGS et al.,
1998).

A manipulagdo hormonal do ciclo estral baseado em progesterona e estrogeno
(P4+E2) em programas de IATF auxilia na modulagéo hipotaldamica regulando a liberagdo de
gonadotrofinas (BO et al., 2000; PESSOA et al., 2015). Estratégias utilizando P4+E2 se
mostraram eficazes, quando manipuladas antes da estacdo reprodutiva, aumentando a
percentagem de novilhas puberes antes da IATF. Este manejo capacita a formacdo do CL de
funcdo normal quando comparado as novilhas ndo expostas, influenciando positivamente os
resultados de prenhez (JUNIOR et al., 2010; VRISMAN et al., 2018).
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No entanto, estudos realizados em novilhas submetidas a programas de IATF mostram
que a exposicdo a altas concentracbes de P4 exdgena, pode restringir o crescimento do FD,
intervindo negativamente sobre a taxa de ovulagéo e o0 sucesso da gestacdo em novilhas nelore
(CARVALHO et al., 2008). As concentracdes de P4 sérica atuam negativamente sobre o
crescimento folicular, quando seguem em altas concentracdes séricas apds a divergéncia do
FD. Para isto, resultados de pesquisa sugerem que a administracdo de PGF2a auxilia no
crescimento final do foliculo pré ovulatério (FP), tanto quando aplicada no dia 0
(CARVALHO et al., 2008), como 2 dias antes da remocdo do dispositivo intravaginal (SA
FILHO et al., 2009). Contudo, levando em consideragdo a puberdade e a fisiologia
reprodutiva dos grupos genéticos, é notado maior velocidade de metabolizacdo de P4 em
racas B taurus, quando comparada ao cruzamento entre racas B. indicus x B. taurus e B.
indicus (CARVALHO et al., 2008). Isto sugere que novilhas taurinas ndo sdo tdo sensiveis a
acdo de P4. Além disto, estratégias como a utilizacdo de gonadotrofinas tornam-se uma

alternativa importante, uma vez que melhoram as taxas de crescimento folicular e ovulagéo.

2.5 Utilizagéo de eCG em programas de IATF

Buscando potencializar os resultados na taxa de prenhez, estratégias como a
administracdo de gonadotrofinas sdo consideradas substanciais. A eCG € uma glicoproteina
descoberta na década de 30, produzida pelas células dos calices endometriais de éguas entre
40 e 130 dias de gestacdo (MURPHY; MARTINUK, 1991). Em equinos, a eCG causa
ovulacédo ou luteinizacdo de foliculos durante a gestacdo, elevando a progesterona circulante.
Em outras espécies, a eCG apresenta caracteristica foliculo estimulante e luteinizante (COLE;
HART, 1930; MURPHY; MARTINUK, 1991), ou seja, realiza a ligacdo aos receptores de
FSH e LH localizados nas células da granulosa e da teca, promovendo crescimento e
maturacao folicular e consequente ovulagdo (SOUMANO; LUSSIER; PRICE, 1998).

A eCG ¢ uma molécula composta de duas subunidades (o - composta por 96
aminoacidos; e B - composta por 149 aminoacidos) com grande quantidade de carboidratos
(aproximadamente 45% de sua massa), principalmente a N-acetil-neuramina (ou acido sialico;
MURPHY; MARTINUK, 1991b). Estas caracteristicas conferem alto peso molecular e meia
vida longa, permanecendo perceptivel ate 10 dias apés a aplicagdo (PAPKOFF, 1981).
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Quando administrada apds a divergéncia folicular favorece o crescimento final do FD,
melhora as taxas de ovulacdo, leva a formacdo de CL de maior volume, estimulando a
expressao de enzimas esteroidogénicas e levando a maiores taxas de concepc¢do. A aplicacédo
do eCG, antes da divergéncia folicular, parece ativar através do sistema IGF1, os caminhos
necessarios para aumentar a disponibilidade de glicose e o crescimento celular (SALES et al.,
2016). Em programas hormonais a administracdo da eCG mais usual € realizada apos a
divergéncia folicular e auxilia a encurtar o anestro pos-parto em vacas, sendo capaz de induzir
crescimento e ovulacdo de foliculos em novilhas pré-puberes (DORNELES TORTORELLA
et al., 2013; DUFFY et al., 2004). Sobretudo, é observado maior intensidade estimulat6ria em
fémeas com foliculos pequenos e médios (4-8 mm de didmetro) melhorando os resultados de
prenhez (SA FILHO et al., 2010b), assim como em vacas lactantes, em anestro p6s parto e
com baixo ECC (BO et al., 2007, 2016; MARQUES et al., 2013 MARQUEZINI et al., 2013).
A proliferacdo celular estd relacionada com a secrecdo de estradiol e a preparacdo do
ambiente uterino (BARUSELLI et al., 2004; DORNELES TORTORELLA et al., 2013;
MENEGHETTI et al., 2009; RIGOGLIO et al., 2013; SA FILHO et al., 2010a, 2009). Além
disso, as novilhas tratadas com eCG apresentaram maiores taxas de deteccdo e ovulacdo do
estro, devido ao aumento subsequente das concentracdes de estradiol (PERES et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2013). Apds a ovulacdo, a eCG segue atuando, melhorando a qualidade
do CL, apresentando capacidade de ligar a receptores de LH no CL e aumentando a
capacidade luteotrdfica, com a proliferacdo de células luteas grandes (SOUSA et al., 2016).
Estudos em vacas mesticas comprovam as alteracdes morfofuncionais no CL, a partir da
utilizacdo de eCG, levando ao aumento do volume e producdo de P4 durante a fase lutea
subsequente (RIGOGLIO et al., 2013). Ou seja, o tratamento com eCG tem efeito
angiogénico e aumenta a densidade vascular no parénquima luteo (MOURA et al., 2015).

Em programas de IATF em vacas lactantes, € comprovado que o tratamento com eCG
melhora as taxas de ovulacdo e prenhez, assim como eleva as concentragcdo sérica de
progesterona apos a ovulagio tanto para B indicus (SA FILHO et al., 2010a, 2009; SALES et
al., 2011) como para B. taurus (CUTAIA et al., 2003; PESSOA et al., 2015; SMALL et al.,
2009). Atualmente, as pesquisas buscam adequar a melhor forma de utilizagdo da eCG,
considerando o metabolismo hormonal de cada categoria, grupo genético e visando a
diminuic&o do volume de aplicacio (AYRES et al., 2009; PESSOA et al., 2015; SA FILHO et
al., 2009). A redugdo do volume de eCG administrada possibilita maior economia em
protocolos hormonais sem causar prejuizos na taxa de prenhez. Estudos relatam resultados

satisfatorios ao reduzir a dose de 400 Ul para 300 Ul de eCG em vacas lactantes, tanto para



22

Bos indicus (SA FILHO et al., 2010a), como para Bos taurus (PESSOA et al., 2015). Alguns
estudos apontam a utilizacdo de dosagens ainda menores, como 200Ul, levando a resultados
positivos em vacas de corte B. indicus lactantes (DOROTEU. E. M.; OLIVEIRA. R. A. E
PIVATO. I, 2015). No entanto, vacas B. indicus apresentam diferencas sutis quando
comparado a B. taurus, como a sensibilizacdo a gonadotrofinas exdgenas. Para vacas B.
taurus lactantes este resultado ndo se confirmou (MARQUEZINI et al., 2013).

Efeito semelhante ao das vacas foi observado em novilhas B. indicus, levando ao
incremento nas taxas de concepcdo em programas de IATF (BARUSELLI et al., 2004; BO et
al., 2007; MARQUES et al., 2005). Além disso, o tratamento com diferentes concentracdes de
eCG no momento da remocdo da P4, também foi eficiente para novilhas B. indicus,
melhorando o diametro folicular no momento da IATF (11,50 +/- 0,10 mm, 11,90 +/- 0,11
mm e 12,00 +/- 0,10 mm) aumentando as taxas de ovulacdo (83,8%, 88,5% e 94,3%),
concentracdo de progesterona sérica no D18 (2,77 +/- 0,11 ng / mL, 3,81 +/- 0,11 ng/ mL e
4,87 +/- 0,11 ng / mL), e prenhez (41,3%, 47,0% e 46,7%) para os tratamentos: 0, 200 e 300
Ul de eCG, respectivamente (PERES et al., 2009). Posteriormente, resultados similares
foram observados em novilhas B. indicus ciclando, onde diferentes doses foram testadas
levando a taxas de concepc¢éo de 40,8%, (122/299) vs 45.8%, (132/288) para 200 e 300 Ul de
eCG, respectivamente (GIROTTO et al., 2016). No entanto para novilhas B. taurus nédo
existem estudos avaliando a dosagem mais adequada a ser utilizada e/ou se a reducdo da dose
pode ser efetivada sem prejudicar a fertilidade em programas de IATF. Portanto, torna-se
relevante avaliar o efeito de diferentes doses de eCG em novilhas B. taurus, visto que 0s
protocolos utilizados extrapolam as concentragdes utilizadas em outras categorias animais ou

grupos genéticos.



23

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito da reducéo da dose de eCG (20UI) em novilhas de corte (Bos taurus)

submetidas a protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para IATF

3.2 Objetivo especifico

Avaliar a o efeito da reducdo do eCG (400, 300 e 200Ul) sobre:

- A taxa de estro e prenhez;

-O crescimento final do provavel foliculo pré ovulatério, a partir do monitoramento do
crescimento folicular por ultrassonografia;

-O diametro do CL por ultrassonografia 7 dias apds a inseminacao;

-A interacdo com a ciclicidade das novilhas.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secGes Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito, que esta apresentado da mesma forma

que sera submetido ao periddico Theriogenology.
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Ovarian and pregnancy responses of beef heifers treated with different
doses (200, 300 and 400 1U) of equine chorionic gonadotropin in an
estradiol plus progesterone based TAI protocol

ABSTRACT

This study evaluated the effect of different doses (200, 300 or 400 IU) of equine chorionic
gonadotrophin (eCG) in timed artificial insemination (TAI) protocol on follicular growth,
occurrence of estrus and pregnancy rate in Bos taurus beef heifers. A total of 1080 heifers
presenting 24-26 months old, and average body score of 2.9+0.02 (1 to 5 scale), from 8
commercial beef farms were utilized. At the onset of the synchronization (DO0), heifers were
examined by ultrasound to evaluate the presence of CL (CLDO) and received an intravaginal
P4 device plus 2 mg of estradiol benzoate IM. On D7, 12.5 mg of dinoprost IM were
administrated. The P4 device was removed and it was administered 0.5mg of estradiol
cypionate IM on D9. At this moment, heifers were blocked by the presence of CL on DO and
were randomly assigned in one of three treatments: 200 IU (n=387), 300 1U (n=357) or 400
IU (n=336) of eCG. Estrus occurrence was evaluated using tail chalk painted at P4 device
removal and evaluated at TAI 48 later (D11). A subset of heifers (n=213) had the largest
follicle (LF) evaluated at D9 and at D11 and the new the corpus luteum (CL) formed at D18.
No effect of eCG treatment was detected on LF on D11 (P=0.79), on occurrence of estrus
(P=0.92), and on 30d pregnancy rate (52.2%, 49.8% and 51.5% for 2001U, 3001U and 4001U,
respectively; P=0.46). Regardless of the treatment (P=0.12) greater pregnancy rate (30d) was
detected when heifers presented a CL at onset of the synchronization protocol (CL 57.7% vs.
No CL 44.8 % P=0.01). Therefore, it’s possible reduce the dose of eCG from 4001U to 2001U
in Bos taurus beef heifers with no detrimental impact on ovarian, estrus and pregnancy
responses.

Keywords: Heifers. eCG. Follicular grow. Pregnancy rates. Cyclicity
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1. Introduction

In beef cattle production systems, female fertility is a factor of high impact being the
production cost absorbed by born calves. Heifers that reach puberty early are more likely to
become pregnant in their first breeding season and have greater lifetime productivity [1].
Therefore, adequate reproductive management in heifers to achieve gestation at the beginning
of the breeding season is essential for the female's future productive life. In extensive
breeding systems the exposure to ovulation synchronization protocols is fundamental to
improve the conception results in heifers.

In heifers, the treatment with gonadotrophins, as the equine chorionic gonadotropin
(eCG) at the time of CIDR removal, increases fertility in TAI protocol are is related with the
additional stimulus in the follicular development, enhancing probability of ovulation and
pregnancy [2-5]. Also has been used to minimizes the negative effects of progesterone on
follicular development [1,6]. The eCG is a glycoprotein of long half-life produced by the cells
of the endometrial cups in pregnant mares [7]. Furthermore, eCG leads to formation of larger
corpus luteum (CL) and increase circulating progesterone (P4) [3-5,8,9]. However, eCG
represents a high cost in the synchronization conventional protocol [3,10] (4001U, 48.78%).
Reduction of the eCG dose utilized can be economically important enabling an application of
the protocol without reducing pregnancy rates at FTAI.

Previous studies showed the positive effects of eCG treatment in cows, mainly in
those presenting low body condition score (BCS) or not cycling at onset of the
synchronization protocol [2,3,8,11-14]. Studies in suckled Bos indicus cows demonstrated
that the reduction of 400 to 300 IU, in E2-plus-P4-based synchronization protocols, were
similary efficient to improve pregnancy to artificial insemination [2]. In addition, other
studies reported the satisfactory efficiency of the administration of lower doses, such as 200
IU, of eCG in suckled B. indicus beef cows and heifers [1,15]. In Bos taurus suckled beef
cows synchronized the reduction doses of 400 1U to 300IU also showed satisfactory results
[11] However, with a GnRH-plus-PGF2a-based TAI protocol, Marquezini et al. [16], failed
to find any improvement on pregnancy per artificial insemination (P/Al) after administering
4001U of eCG versus calf removal and 200 IU of eCG versus control group (OUI). Finding the
minimal effective dose of eCG reduce costs of TAI programs and deserves further
investigation. However, the minimal effective doses need to be tested in B. taurus beef heifers

since for B. taurus heifers no reports are found on the effective dose to be used.
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We hypothesized that in Bos taurus beef heifers submitted to a P4-plus-E2—based
TAI, the reduction of the eCG dose to 2001U can be used without affecting pregnancy rate.
Thus, the aims of the present study were to evaluate the impact of the eCG doses (400, 300 or
200 1U) administrated at P4 removal, and verify the effect of dose on ovarian follicular

growth, pregnancy rates and corpus luteum diameter.

2- Material and methods

2.1. Animals and management

This experiment was conducted in eight commercial beef farms located in two
distinguished regions (Region 1: 29°47°S - 56°58’0 and region 2: 29°27°S-53°42°0) of Rio
Grande do Sul State, Brazil, during the period from July of 2016 to January 2017. The study
was carried on 1080 Bos taurus beef heifers (Angus, Hereford, Brangus and Braford), ranging
between 24 - 26 months of age. Were given BCS (1= emaciated, 5= obese [18]) and CL DO or
No CL at enrollment (DO0). Information regarding the heifers breed, BCS and CL DO at the
beginning of the TAI protocol, and breeding group within each farm location is shown in
Table 1.

All the experimental procedures and protocols described in this study were approved
by the Committee for Ethics in Animal Experimentation from the Universidade Federal do

Pampa (protocol number 033/16).

2.2. Experimental design

The TAI protocol (Fig. 1) was initiated on random days of the estrous cycle,
designated as DO. At this moment, heifers were blocked by the presence of CL on DO (n =
704). Within each they were randomly assigned into one of three treatments with 2001U
(n=387), 3001U (n=357) or 400U (n=336) of eCG, IM (Novormon®, Zoetis, Campinas, Sdo
Paulo, Brazil) administered on D9. The synchronization protocol consisted of the insertion of
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a controlled internal drug releasing device (CIDR, 1.9 g of P4; Zoetis) on DO and 2 mg of
intramuscular (IM) estradiol benzoate (Gonadiol®, Zoetis). At seventh day of protocol (D7)
all heifers received 12.5 mg of Dinoprost Tromethamine (Lutalyse®, Zoetis). On D9 the P4
device was removed, the females had their tail-heads painted with chalk paint (Raidl-Maxi,
Raidex GmbH, Dettingen / Erms, Germany), plus 0,5 mg of estradiol cypionate IM (E.C.P.®,
Zoetis) were administered to all animals. The heifers were timed artificially inseminated 48
hours later (Fig. 1). Semen from 16 different bulls was using during TAI. All batches from
each bull were analyzed. Only batches with sperm quality features exceeding the minimum
requirements of the Brazilian College of Animal Reproduction [17], namely 35% progressive
sperm motility and a maximum of 30% total abnormal sperm cells after thawing, were used.

2mg 12.5mg 0.6mg ECP D
EB Dinoprost m TAI

! ! ! LI | !
BCS [ P4 1.9mg J
and @ ® - e / @ ®
CL/WCL
2mg 12.5mg 0.6mg ECP
EB Dinoprost ESAMLYKESE TAI PD
! ! ! | I | 1
BCS [ P4 1.9mg }
and [ L @ e /! @ ]
CL/WCL
2mg 12.5mg mﬁﬁm ECP
EB Dinoprost TAI PD
! | ! ! ! !
BCS [ P4 1.9mg ]
and @ e ° e / e o
CL/WCL
DO D7 D9 DI1  DI8 D41
US-LF US-LF US-CL

Fig. 1. Experimental design. BE=2 mg of estradiol benzoate; ECP=0.6 mg of estradiol cypionate; dinoprost =
12.5 mg of dinoprost tromethamine; FTAI = timed artificial insemination performed 48 hours after removal of
the progesterone (P4) insert; BCS= body condition score; CL/WCL= cyclicity/ without cyclicity; LF= largest

follicle; CL= corpus luteum; US= ultrasound examinations PD= pregnancy diagnosis.
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2.3. Ultrasonography examinations

Transrectal ultrasonography of both ovaries was first on the day (DO) to identify the
presence or absence of a CL. At the time of implant removal (D9) and immediately before
TAI (D11), ovaries were evaluated to measure the diameter of the largest follicle (LF), and 7
days later (D18) to determine the presence and the diameter of the resulting CL. A real-time
ultrasonic scanner equipped with a 6.0 MHz/ 8.0 MHz linear transducer (Aloka- SSD500)
was used. The growth rate of the LF (mm/day) were defined as the difference between the
diameter of the LF on Days 11 and 9, divided by the number of days (two). In day 18 (D18),
was measured the size of a CL, on the same ovary where the LF was detected on Day 11.
Pregnancy diagnosis was performed by ultrasonography 30 days after TAI. Pregnancy per Al
(P/Al) was defined as the number of pregnant heifers divided by the total number of heifers
submitted to TAI in each treatment (200 1U, 300 1U or 400 1U eCG).

2.4. Detection of estrus

The cows had their tailheads marked with chalk (Raidl-Maxi; RAIDEX GmbH,
Dettingen/Erms, Germany) at the removal of the P4 insert (D9). The occurrence of estrus was
evaluated at TAI and was determined based on the removal of the tailhead mark. Estrus we

deemed to have occurred in cattle without a tailhead chalk mark at TAI.

2.5. Statistical analysis

Statistical analysis we performed using the SAS System for Windows (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA, 2000). Explanatory variables considered for inclusion in the statistical
models were BCS, treatments of eCG and presence of a CL on DO0. Dependent variables
(diameter of the LF on D9, diameter of the LF at FTAI, growth rate of the LF from the time of
implant removal (D9) until TAI (D11) and diameter of the CL 7 days after TAI), were
analyzed by two-way ANOVA using PROC GLM. Response variables were tested
accordingly to their homogeneity and normality of variances using Guide Data Analysis from
SAS. The follicle growth rate (FG) was determinate by equation: FG= (diameter of LF at D11
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diameter of LF at D9)/2 days. The data of follicle growth rate was analyzed by Glimmix of
SAS, using Gaussian response distribution, not blocked and included fixed effects: body score
condition, treatment, cyclicity (occurrence of CL at DO of protocol) and cyclicity vs
treatment. The diameter of the CL on D7 after TAI and pregnancy rate, was log transformed
to reach normality. These variables were analyzed using the procedure Glimmix of SAS, the
averages were compared by Tukey-Kramer test. Differences were considered significant when
P <0.05.

3- Results

3.1 — Effects of treatment on ovarian response, estrus occurrence and pregnancy rates

The growth rates of the LF at the time of implant removal (D9) until artificial
insemination (D11:P=0.43) and CL diameter (D18:P=0.29) were similar among treatments.
Also, the percentage of heifers that displayed estrus and pregnancy rate did not differ among
treatments (Table 2).

3.2 — Effects of cyclicity on pregnancy rate and CL diameter

The ovarian function (CL or No CL) at the start of treatment showed significant effect.
Heifers with CL at DO presented larger diameter follicles from the time of implant removal
until TAI (D9:P=0.006; D11:P<0.0001), in addition, the diameter of the CL (P<0.0001) and
pregnancy rate (P=0.01) was greater (Table 3).

3.3 —Treatments and cyclic status interaction

There was no interaction between eCG doses (200, 300 and 4001U) and the presence
of CL on DO. The estrus occurrence was similar non- cycling or cycling heifers (P= 0.26) as
the P/Al (P=0.12; Fig. 2) among treatments. Although be observed there is a cyclic status
effect on pregnancy rates between treatment.
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4- Discussion

In this study, it was demonstrated that it is possible to reduce the eCG doses from 400
IU to 2001U, at P4 removal time, without a negative impact on ovarian follicular growth,
estrous occurrence and pregnancy rate in B. taurus beef heifers, subjected to an E2-plus-P4-
based TAI protocol. Additionally, an improvement on P/Al was observed in heifers that had
CL on DO, showing effect the cyclic status on reproductive management. The reduction dose
from 200 IU enable a reduction cost of 12.19%, respectively of total value of the protocol
without reduces pregnancy rates at TAI.

Previous studies showed the benefits of eCG administration in synchronization
protocols, demonstrated effectiveness to increase follicular development and pregnancy rates
in herds exhibiting high prevalence of anestrus cows or presenting a low BCS at the onset of
the synchronization program in B. indicus (400 / 300IU) and B. taurus (4001U) beef cows
[3,4,8,18-20]. Furthermore, other studies evaluating reduction eCG doses helping to reduce
costs of TAI programs, in B. indicus beef cows (300 to 2001U), and cycling heifers (300 and
2001U) or no cycling heifers (2001U)[1,12,21,22]. However few studies report results for eCG
in B. taurus. Marquezini et al. [16] failed to find any improvement P/Al after administering
200 IU of eCG in B taurus suckled beef cows, in GnRH based protocol. On the other hand,
Pessoa et al. [11] reported that supplementation with 400 and 300 IU doses were equally
efficient to improve to P/Al in B taurus suckled beef cows in p4+E2 based protocol. The
variability of pregnancy outcomes in response to eCG may be related to the dose and timing
of eCG treatment, BCS, days postpartum of the cows, and eficienting of protocol. The GnRH
based protocol produces distinct differences in the ovulation rate reasons for failure to
synchroniz, whereas only a small number of anestrus cows ovulate [22,23]. Therefore to B.
taurus beef heifers, our results demonstrated that reduction doses to 200IU was effective,
demonstrating similar results P/Al compared 300 or 4001U. This result indicates that heifers
may be less demanding than lactating cows and this may be related to greater steroid
metabolism in lactating cows, the rate of cyclicity or follicular development at the onset of the
synchronization. The maximal size the ovulatory follicle, and CL is simillar between heifers
or lacting cows, however, heifers showing greater maximal concentration of E2 after
luteolysis, and peak concentration of circulating P4 than cows [25].

The LF diameter, in at TAI appears to be an indicator of follicle maturity and fertility
[26-28]. Management practices that optimize ovulatory follicle size may improve fertility

[27]. The eCG administration in the time of removal P4 stimulates cellular proliferation and
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increase the cell diameter and esteroidogesis, stimulates growth and maturation of the LF,
resulting in the CL morphologically greater and to increased lipogenic activity, angiogenesis
and plasticity from the extracellular matrix of the uterine environment [2,3,6,8,9,13,14,29].
In addition, heifers treated with eCG had greater estrus detection and ovulation rates, due to
subsequent increase in estradiol concentrations [1,21]. In B. taurus eCG-treated cows
presented greater follicular growth, larger diameter of the LF at TAI and P/IA [11]. Peres et al
[1] study in B. indius beef heifer was observed the eCG use improved the results and the
minimum dose used (2001U) was sufficient to promote adequate follicular growth and
pregnancy rates. In this study, regardless of the dose used the growth rate LF from D9 to D11,
CL diameter and pregnancy rate at 30 days were similar among treatments, confirming the
effectiveness of the dose of 200 IU. Thus, we can suggest that in B. taurus heifers the
reduction of the dose of eCG to 200 IU is sufficient to enable follicular growth, maturation,
ovulation and functional CL formation.

The cyclicity status before the breeding season influences the results of reproductive
performance and is consequence of the interactive effects and nutrition, age, and genetics
[30]. The age puberty and conception affect longevity of cows impacting on the profitability
and sustainability of the herd. The pregnancy success it depends of the percentage of heifers
that reaching puberty before or early in the breeding season [31]. Therefor fertility is strongly
related as the conception rate to first service for both dairy and beef heifers. The heifers
conceive to give birth first birthing season increased longevity and kilograms weaned
throughout life [26,32]. Non-cycling heifers, the lower results in TAI, is usually due to
endocrine events occur in characteristic of first ovulation, and short-lived duration of the first
ovulatory CL [30]. In this study, non-cycling heifers (without CL on DO), demonstrated lower
LF diameter (D9 and D11), smaller CL diameter in D18 and reduced P/Al, when compared to
cyclic heifers. This result corroborate with Sa Filho et al. [33] reported B. indicus heifers with
CL on Day 0 also had more P/Al when compared to heifers without CL (49.1% and 30%
respectively; P = 0.02). So with, cyclic heifers, selected by the reproductive condition score,
have better P/Al results [34,35]. Furthermore, in this study, although the estrus rate was
similar, in non cycling heifer, the ovulation of smaller follicles produced lower fertility at
TAI, showing decrease to pregnancy rates, regardless of treatment, and this was observed
more pronounced in low dose of eCG, as 200IU (P=0.12,). Numerical difference was also
observed in B. taurus beef cows, about interaction between cyclic status and treatment when
noncyclic cows treated with eCG was previously observed despite similar P/Al (300 and

4001U) [11]. In B. indicus ther results increase when observed non-cycling heifers was eCG
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treated [10]. Therefore, especially for non-cycling heifers, positive effect of the eCG can be
observed resulting in the follicular growth rates, occurrence of estrus, and on P/Al.

In conclusion, this study demonstrated what the fertility of B. taurus beef heifers was
not affected by reduction of eCG dose to 200 IU. This reduction is important to increase the
applicability of the technique because it reduces the cost of the synchronization protocol. In
addition, the status of cyclicity is a determining factor in predicting pregnancy success in an
E2-plus-P4-based TAI.

Acknowledgment: CAPES, Zoetis Brasil, Agrop. Pitangueira, Estancia Renascer, Santa

Camila, Ancora, Posto Branco, Baviera e Fepagro.
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Region of state  Farm  NO of heifers Mean BCS (1-5)  Cyclicity % (n)  Estrus, % (n)*  P/IA, % (n)°

Center West A 76 3.44+0.01 31.58 (24) 76.32(58)  69.74 (53)
B 176 2.59+0.01 89.20 (157) 83.52 (147)  58.52 (103)
C 399 3.06+0.01 84.46 (337) 81.70 (326)  51.63 (206)

South West D 42 2.97+0.01 59.52 (25) 97.62 (41)  57.14(24)
E 46 2.76+0.01 17.39 (8) 86.96 (40)  50.00 (23)
F 47 2.700.01 23.40 (11) 93.62 (44)  53.19 (25)
G 93 2.47+0.01 10.75 (10) 88.17(82)  20.43(19)
H 201 2.93+0.01 65.67 (132) 92.04 (185)  59.70 (120)

Overall 1080 2.87+0.01 65.19 (704) 85.46 (923)  53.06 (573)

Abbreviations: BCS, body condition score;
a Occurrence of estrus between progesterone insert removal and timed artificial insemination (FTAI).
b Pregnancy per Al (P/Al) 30 days after FTAL.
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Table. 2 Effect of eCG treatments, on the variables ovarian response, occurrence of estrus,

pregnancy rates and corpus luteum diameter.

Item Treatments® P
values
200U1 300Ul 400U1
Estrus and pregnancy responses (all heifers)

387 357 336
BCS (1-5 scale) 2.90+0.02 2,88+0.02 2,91+0.02
Occurrence of estrus, %° 86.56 84.87 84.82 0.92
P/IA, % 52.2 55.46 51.49 0.46

Ovarian dynamic (subset of 214 heifers)

N° animals 72 75 67
LF. Diameter D9" 10.37£0.2 10.47+£0.2 10.79+0.2 0.66
LF. Diameter D11° 13.41+0.2 13.10+0.3 13.54+0.3 0.79
Growth rate of the LF, mm/day 1.52+0.1 1.4+0.1 1.75+0.1 0.43
CL. Diameter D 18 18.60+0.5 17.92+0.6 18.93+0.5 0.29

Abbreviations: LF, largest follicle diameter; P/IA, pregnancy per artificial insemination; CL corpus luteum; BCS, Body

condition score evaluated at the onset of the synchronization protocol
Heifers received a P4 insert and 2 mg of intramuscular estradiol benzoate on the first day of the protocol for
synchronization.

®D9=The insert was removed 9 days after, and cows were received 0,6 mg of estradiol cypionate and eCG treatment with

200, 300, or 400 1U. To measure the diameter of the largest follicle.
°D11= To measure the diameter of the largest follicle, and was realized.

dOccurrence of estrus = percentage of heifers that displayed estrus between P4 insert removal and the artificial insemination.
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Table. 3 Effect of cyclicity on ovarian response, occurrence of estrus and pregnancy rates, in
heifers independent of eCG treatment used.

Item Anestrus cyclic / cycling
No Cyclicity Cyclicity P values
N° of animals (heifers 1080) 376 704
Ovarian Follicle response (heifers 214)
LF. Diameter D9%, mm 10.1+0.2 10.94+0.1 0.006
LF. Diameter D11°, mm 12.44+0.3 14.06+0.2 <0.0001
Growth rate of the LF, mm/day 1.45+0.1 1.62+0.08 0.23

Estrus and pregnancy (all heifers)

Occurrence of estrus, %° 84.8 85.7 0.47
P/1A, % 44.8 57.7 0.01
CL. Diameter D 18 16.8+0.5 19.64+0.4 <0.0001

Abbreviations: LF largest follicle diameter; P/Al, pregnancy per artificial insemination; CL, corpus luteum.

 D9= the insert P4 was removed heifers were received 0,5 mg of estradiol cypionate and eCG treatment with 200, 300, or
400 IU. To measure the diameter of the largest follicle.

b D11=to measure the diameter of the largest follicle, and was realized artificial insemination.

¢Occurrence of estrus= percentage of heifers that displayed estrus between P4 insert removal and the artificial insemination.
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0,
100% Cyclic status*Treatments-Estrus: P=0.26
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Non-cyclic Cyclic PNA
TREATMENTS

Fig. 2 Occurrence of estrus and pregnancy per artificial insemination (P/Al) in Bos taurus
beef heifers (heifers; n= 1080). Interaction treatment with different doses of eCG (200, 300,
or 400 IU) and the cyclic status (evaluated by ultrasound presence of CL at insertion of P4
insert; P>0.05).
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5 CONCLUSAO

-A reducdo da dose de eCG para 2001U, pode ser utilizada em programas de IATF sem
prejudicar a fertilidade das novilhas;

-As diferentes doses (200, 300 e 400 Ul) levaram a taxas de ocorréncia de estro e concepcao
semelhante para novilhas de corte B. taurus submetidas a programas de IATF.

-As avaliacdes ultrassonograficas mostraram que a reducdo da dose de eCG levou a
semelhantes taxas de crescimento folicular e de formacao do corpo lateo.

-Novilhas ciclando antes do programa de IATF, apresentaram maior didmetro de foliculo
dominante e corpo lateo, além de superior taxa de concepcdo apdés IATF independente da

dose de eCG utilizada.
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6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, as perspectivas seguintes sao avaliar:
-a taxa de concepcéo de novilhas B. taurus ciclando com e sem a utilizagdo de eCG ;
-a taxa de concepgdo de novilhas B. taurus submetidas a programas de IATF com exposi¢do a

progesterona por 8 e 9 dias e diferentes doses de eCG.
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