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RESUMO

BARROSO, JPR. Monitoramento da ciclicidade de novilhas Nelore submetidas a
protocolos hormonais com progesterona aos 14 meses de idade. 2023. 72f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2023.

Diversos protocolos hormonais tem sido utilizados para antecipar a primeira ovulagao
de novilhas Nelore, visando maior rentabilidade e eficiéncia reprodutiva. Nesse estudo
foi avaliado a resposta a ovulacdo de novilhas Nelore submetidas a protocolos
hormonais e a manutencao da ciclicidade apos a aplicacdo de mais de um protocolo.
Foram utilizadas 213 novilhas da raca Nelore pré-puberes, submetidas protocolos
hormonais aos 14,1 + 0,22 meses de idade. Os tratamentos foram: Controle (0P4):
sem protocolo hormonal; Inducédo (1P4): receberam um protocolo hormonal; Inducéo
+ 1 protocolo de sincronizacao (2P4): receberam dois protocolos hormonais; Inducéo
+ 2 protocolos de sincronizacdo (3P4): receberam trés protocolos hormonais. As
novilhas ndo foram inseminadas e foram submetidas semanalmente a
ultrassonografia transretal do aparelho reprodutor para identificacdo de CL e
acompanhamento da ciclicidade. As andlises estatisticas foram realizadas pelo
procedimento GLIMMIX do software SAS®. O tratamento OP4 apresentou menor
percentual (45%; p < 0,0001) de novilhas que ovularam pelo menos uma vez durante
o estudo comparado aos grupos 1P4, 2P4 e 3P4 (90%, 96% e 100%). Do total de
novilhas que ovularam 12%, 37%, 32% e 37% (p = 0,28) ndo mantiveram a ciclicidade
apos a primeira ovulagao, respectivamente para 0P4, 1P4, 2P4 e 3P4. Os grupos 2P4
e 3P4 (65% e 63%) apresentaram uma maior proporc¢do de novilhas ciclando ao final
do estudo comparados ao O0P4 (42%), enquanto o 1P4 apresentou valores
intermediarios (56%; p = 0,04). O didmetro uterino foi maior apenas no momento nas
avaliacdes durante o protocolos (p < 0,0001). Nao houve diferenca no volume de CL
7 dias ap0s os protocolos. O diametro folicular reduziu apos a aplicacao dos protocolos
(p < 0,001) e reduziu com o maior numero de protocolos dentro do tratamento (p <
0,0001). A taxa de ciclicidade foi afetada pela genética paterna (p = 0,03). Os
protocolos hormonais foram eficazes em induzir a primeira ovulagdo de novilhas
Nelore de 14 meses, entretanto, um percentual consideravel de novilhas nao
mantiveram a ciclicidade e retornaram a condi¢cdo anovulatéria.

Palavras-chave: Anestro, Inducéo, Maturidade, Precocidade, Puberdade.



ABSTRACT

BARROSO, JPR. Estrous cycle monitoring of Nellore heifers submitted to
hormonal protocols with progesterone at 14 months of age. 2023. 72f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Several hormonal protocols have been used to anticipate the first ovulation of Nellore
heifers, aiming at greater profitability and reproductive efficiency. In this study, the
response to ovulation of Nellore heifers submitted to hormonal protocols and the
maintenance of cyclicity after the application of more than one protocol were evaluated.
A total of 213 prepubertal Nellore heifers, submitted to hormonal protocols at 14.1 +
0.22 months of age, were used. The treatments were: Control (OP4): without hormonal
protocol; Induction (1P4): received a hormonal protocol; Induction + 1 synchronization
protocol (2P4). received two hormonal protocols; Induction + 2 synchronization
protocols (3P4): received three hormonal protocols. The heifers were not inseminated
and were submitted weekly to transrectal ultrasonography of the reproductive tract to
identify CL and monitor cyclicity. Statistical analyzes were performed using the
GLIMMIX procedure of the SAS® software. Treatment OP4 had a lower percentage
(45%; p < 0.0001) of heifers that ovulated at least once during the study compared to
groups 1P4, 2P4 and 3P4 (90%, 96% and 100%). Of the total heifers that ovulated,
12%, 37%, 32% and 37% (p = 0.28) did not maintain cyclicity after the first ovulation,
respectively for OP4, 1P4, 2P4 and 3P4. Groups 2P4 and 3P4 (65% and 63%) showed
a higher proportion of heifers cycling at the end of the study compared to 0P4 (42%),
while 1P4 showed intermediate values (56%; p = 0.04). The uterine diameter was
greater only at the moment in the evaluations during the protocols (p < 0.0001). There
was no difference in CL volume 7 days after the protocols. The follicular diameter
reduced after the application of the protocols (p < 0.001) and reduced with the highest
number of protocols within the treatment (p < 0.0001). The cyclicity rate was affected
by paternal genetics (p = 0.03). Hormonal protocols were effective in inducing the first
ovulation of 14-month-old Nellore heifers, however, a considerable percentage of
heifers did not maintain cyclicity and returned to the anovulatory condition.

Keywords: Anestrus, Induction, Maturity, Precocity, Puberty.
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1 INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva determina o sucesso de uma fazenda do sistema de cria.
Especificamente sobre as novilhas, a idade com que sdo expostas a reproducao pode
elevar significativamente a lucratividade do sistema, pois a reducdo na idade ao
primeiro parto (IPP) antecipa o retorno financeiro, aumenta a vida produtiva das vacas
e aumenta a producdo de kg de bezerros (LESMEISTER; BURFENING;
BLACKWELL, 1973; NUNEZ-DOMINGUEZ et al., 1991). Todavia, a antecipacao das
novilhas nas estacdes reprodutivas depende do seu status puberal. Novilhas puberes
estdo aptas a se reproduzirem e apresentam melhores taxas de concepcdo que
novilhas pré-puberes (ALVES, 2020).

A puberdade € um evento endocrino multifatorial, que sofre influéncia de
diversos fatores genéticos (raca, aptidao, genealogia), nutricionais (nutricdo nas fases
fetal, cria e recria, coposicdo dietética; resticdo alimentar) e ambientais
(bioestimulacao, fotoperiodo, sazonalidade de alimentos, grupos sociais) (MORAN;
QUIRKE; ROCHE, 1989; PERRY, 2016; D’OCCHIO; BARUSELLI; CAMPANILE,
2018). Novilhas Nelore sdo sexualmente mais tardias que racas taurinas (DAY;
NOGUEIRA, 2013), atingindo a puberdade ao redor dos 2 anos de idade (NOGUEIRA,
2004). Além disso, ao longo dos anos a selecéo genética desvinculada de precocidade
sexual e os sistemas de criagdo extensivos e a sazonalidade da producao de forragem
no Brasil sdo desafios para antecipacédo de puberdade em novilhas Nelore (FARIA et
al., 2009; FERRAZ; FELICIO, 2010).

Para contornar alguns mecanismos enddcrinos que ndo seriam ativados para
o atingimento da puberdade na idade desejada, biotécnicas foram desenvolvidas a fim
de antecipar a primeira ovulacado de novilhas (GONZALEZ-PADILLA; NISWENDER,;
WILTBANK, 1975). Protocolos a base de progesterona (P4) tem sido usados como
estratégia para induzir novilhas pré-puberes a primeira ovulacdo (RODRIGUES et al.,
2013), pois tem a funcdo de sensibilizar o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal e
desencadear processos que culminam em uma ovulagdo (ANDERSON; McDOWELL,;
DAY, 1996; DAY; ANDERSON, 1998), e por esse motivo sdo comumente chamados
de protocolos de “inducéo de puberdade”.

No cenario atual, propriedades com foco em precocidade sexual tem exposto
as novilhas a reprodugédo entre 12 e 14 meses (chamadas “super precoces” ou

“precocinhas”), a fim de se obter o primeiro parto com 2 anos de vida. Entretanto,
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como um percentual muito baixo de novilhas Nelore esta ciclando nessa idade, é
necessario um maior aporte nutricional e um protocolo hormonal a base de P4 antes
dos protocolos de sincronizacao de ovulagao para inseminacgao artificial em tempo fixo
(IATF), para induzir uma primeira ovulacdo. Quando o primeiro protocolo hormonal
(inducéo de primeira ovulacdo) resulta em um corpo lateo (CL) no inicio do protocolo
para IATF, ha melhora na taxa de concepcéo de novilhas de 14 meses (MARTINS et
al., 2021).

Sabe-se que os protocolos com P4 sao eficientes para induzir a ovulagao
mesmo em novilhas muito novas (abaixo dos 14 meses), entretanto, por se tratar de
uma categoria com animais em desenvolvimento corporal (baixa idade e baixo peso),
alguns desafios sédo encontrados. Elevadas taxas de perda gestacional precoce tem
sido relatadas em novilhas Nelore de 14 meses de idade, mesmo quando a resposta
aos protocolos de sincronizacdo de ovulacao é alta (PERES, 2019). Provavelmente,
o sistema enddcrino-reprodutivo ndo esta apto a manter a gestacdo de um percentual
consideravel de novilhas dessa categoria. Outro fator observado nessa categoria sao
as taxas de concepcao variaveis e muitas vezes abaixo de 50% na primeira IATF
(FELISBINO NETO, 2021; GALINDEZ, 2022). Além disso, a auséncia de CL apos a
primeira IATF em novilhas Nelore diagnosticadas como vazias, pode indicar que
algumas novilhas retornam ao anestro e ndo mantém a ciclicidade, mesmo apés a
exposicdo a P4 (FELISBINO NETO, 2021; GALINDEZ, 2022).

A partir desses relatos, hipotetizamos que um percentual de novilhas Nelore
pré-puberes ovulam quando expostas a protocolos hormonais, porém ndo mantém a
ciclicidade. Hipotetizamos também que a taxa de manutencdo de ciclicidade das
novilhas sera afetada pelo numero de exposicdo aos protocolos hormonais e pela
genética paterna. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a taxa de ovulacédo e a
manutenc¢do da ciclicidade de novilhas Nelore, submetidas a aplicacdo de um ou mais

protocolos hormonais a partir de 14 meses de idade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PUBERDADE

2.1.1 Definicdo de puberdade em novilhas

A puberdade é definida como o0 momento em que o animal torna-se capaz de
reproduzir, marcando o inicio da vida reprodutiva. Para novilhas, o processo de
puberdade € marcado pela primeira ovulacdo (RAWLINGS et al., 2003), a expressao
do comportamento estral e o estabelecimento de ciclo estrais regulares, com
manuten¢do de um CL funcional com tempo de vida normal (KINDER et al., 1987,
MORAN; QUIRKE; ROCHE, 1989). Metodologicamente, a puberdade em novilhas tem
sido estabelecida com base na detecéo do primeiro CL. Outras metodologias adotam
a concentracdo de P4 circulantes acima de 1 ng/ml ou 2 ng/ml para considerar as
novilhas como puberes, em duas amostras com intervalo de uma semana (NELSEN
et al., 1985; COOKE; ARTHINGTON, 2008). Outra metodologia aplicada para a
definicdo de puberdade é a juncdo da identificacdo de CL com a mensuracdo da
concentracdo de P4. Entretanto, muitas vezes essas metologias sao realizadas em
um dnico ponto, sem acompanhamento posterior da atividade litea e manutencao da
ciclicidade. A campo, € comum haver apenas uma avaliacio ultrassonogréafica antes
da EM. Em novilhas Nelore é relatado que o primeiro ciclo estral pode ser curto,
seguido de ciclos regulares, sendo que as concentracdes de P4 podem ficar acima de
1 ng/mL por menos de 10 dias no primeiro ciclo (NOGUEIRA, 2004; PERRY, 2012).

A fase em que a novilha atinge seu maximo potencial reprodutivo é chamada
de maturidade sexual, e é evidenciada pelo aumento da manifestacdo do estro e da
fertilidade (BYERLEY et al., 1987). Pode haver uma maturacdo pdés-pubere
evidenciada pela maior fertilidade obtida apds trés estros no inicio da puberdade
(PERRY, 2012). E relatado que a maturidade sexual ocorre aproximadamente 40 a 60
dias apos o inicio da puberdade, periodo que compreende dois a trés ciclos estrais,
com atividade luteal normal (SANTOS; SA FILHO, 2006). Quando a fémea esta
sexualmente madura, entende-se que o0 crescimento gonadal e corporal se
estabilizaram e que o sistema enddcrino é plenamente competente (AUSTIN; SHORT,
1984).
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2.1.2 Mecanismos enddcrinos na puberdade de novilhas

Uma série de mecanismos enddcrinos estd envolvida no processo de
puberdade. A teoria gonadostética foi desenvolvida com base nos estudos conduzidos
com animais Bos taurus e propde que o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal esta
fisiologicamente maduro desde os primeiros meses de idade. Nesta fase ja existe
atividade folicular com producéo de estradiol (E2), entretanto, na fase pré-pubere, o
E2 exerce acéo inibitéria (feedback negativo) sobre o hipotalamo, e consequetemente
na liberacdo de GnRH. Dessa forma, ndo ha pico de GnRH para gerar, na hipdfise,
um pico de liberagdo de hormonio luteinizante (LH) que culminaria na primeira
ovulagédo. Por atuarem diretamente no processo de ovulagdo, o GnRH e LH sé&o
fatores enddcrinos priméarios para estabelecimento da puberdade de novilhas (DAY
et al., 2010). Com o aumento da idade, as estruturas reprodutivas vao se tornando
mais competente, havendo maior crescimento folicular (MONTEIRO et al., 2013) e
consequentemente maior producdo de E2. H4 também uma maturacao do hipotalamo,
ao passo em que a resposta ao E2 vai se invertendo, de feedback negativo para
feedback positivo, culminando em uma liberacdo de GnRH e, consequentemente, pico

de LH que resulta na primeira ovulacdo (DAY et al., 1987).

2.1.3 Puberdade de novilhas de corte no cenario nacional

A pecuéria de corte aumentou a produtividade em 176% de 1990 até 2018
enquanto a area de pastejo regrediu 15%, principalmente devido ao uso de manejo e
biotecnologias (ABIEC, 2020). O numero de fémeas expostas a IATF aumentou
consideravelmente nos ultimos 20 anos, com taxa de crescimento anual composta de
31,8% (BARUSELLI, 2023), sendo possivel inferir que nesses ultimos anos houve
maior utilizacdo de touros com provas genéticas. Entretanto, para que ocorra maior
retorno produtivo, as novilhas devem ser expostas mais cedo a reproducéo, uma vez
gue sao improdutivas até que produzam o primeiro bezerro. Portanto, um limitante
para maior desenvolvimento da pecuaria de corte € a idade elevada das fémeas ao
primeiro parto, pois retarda o retorno financeiro a propriedade rural (NUNEZ-
DOMINGUEZ et al., 1991).
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A idade ao primeiro parto (IPP) no rebanho brasileiro € elevada, ao redor dos
40 meses de idade (NOGUEIRA, 2004), enquanto paises como os EUA apresentam
o indice de IPP médio préximo de 24 meses (DAY, 2015). No Brasil, a criacdo de
bovinos de corte é majoritariamente realizada em sistema extensivo a pasto
(FERRAZ; FELICIO, 2010). Além disso, em muitas fazendas ndo s&o realizados
manejos de pastagens e suplementacdo, o que compromete o desenvolvimento das
novilhas e resulta em idade elevada a puberdade (NOGUEIRA, 2004). Além disso, as
estacbes de monta (EM), s&o utilizadas para concentrar os nascimentos, programar
0S manejos e otimizar a mao de obra, e séo definidas de acordo com a sazonalidade
de chuvas e producéo de forragens. Isso faz com que as novilhas que nao estejam
aptas para a primeira EM ap6s a desmama sejam expostas a reproducdo apenas no
proximo ano. Dessa forma, a elevada IPP é resultado da exposicdo tardia das fémeas
a reproducdo, uma vez que as novilhas atingem a puberdade ao redor dos 22-36
meses. Entretanto, para que as fémeas de corte tenham o maior desempenho
reprodutivo ao longo da sua vida produtiva, o ideal € que ela seja exposta a
reproducao antes de dois anos de idade (NUNEZ-DOMINGUEZ et al., 1991).

Na EM com touros ou IA convencional, apenas as novilhas puberes tém a
chance de se tornar gestantes, pois precisam manifestar o estro. Na IATF, o protocolo
hormonal pode induzir novilhas pré-puberes a primeira ovulacdo, aumentando a taxa
de servico (CLARO JUNIOR et al., 2010; RODRIGUES et al., 2013). De qualquer
forma, em ambos os casos, pode-se realizar tratamento hormonal a base de P4,
anterior a EM, com intuito de induzir a primeira ovulacdo das novilhas. Assim, os
protocolos hormonais sdo uma ferramenta eficaz para elevar a taxa de servico das
novilhas na EM, entretanto, ndo resolvem o real problema da puberdade tardia que

esta relacionado principalmente a genética e ao manejo nutricional.
2.2 ASPECTOS NUTRICIONAIS QUE AFETAM A PUBERDADE DE NOVILHAS
2.2.1 Relacgéo entre o peso corporal e aidade a puberdade

Idade e peso sdo caracteristicas simples, que ndo demandam muita
tecnologia para sua obtencéo e mensuracéao, e que podem auxiliar nas decisdes sobre

a puberdade e o inicio da vida reprodutiva de novilhas (SA FILHO et al., 2008). Esses

dois fatores precisam ser complementares para a obtencdo de um bom resultado, seja
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a antecipacao da puberdade, antecipacdo de exposicdo a protocolos hormonais ou
mesmo selecdo genética. Uma novilha muito nova com elevado PC néo atingira,
necessariamente, bons resultados reprodutivos, assim como uma novilha de idade
avancada mas com baixo PC. Devido a evolucao da selecdo genética e evolugéo
nutricional, principalmente, tem sido observado ao longo dos anos uma reducao na
idade e peso a puberdade de novilhas Nelore. Historicamente, novilhas Nelore eram
expostas a reproducdo com 24 ou 36 meses de idade (SOUZA et al., 1995), e pesando
acima de 300 kg (DAY; NOGUEIRA, 2013). Hoje, existe uma tendéncia em expor as
novilhas Nelore a reproducédo até os 15 meses de idade, e ha relatos de puberdade
atingida abaixo de 14 meses e 252 kg (FREITAS et al., 2021).

Existem diferencas na idade a puberdade entre as ragas bovinas, mesmo que
0S mecanismos endadcrinos sejam os mesmos (HAFEZ; HAFEZ, 2004; ARANA, 2015).
Geralmente as racas taurinas sdo mais precoces do que as racas zebuinas, tomando
por exemplo a raca Holandesa, Bos taurus, que geralmente € exposta a reproducao
com 12 meses de idade (GLENCROSS, 1984), e tem primeiro parto ao redor de 25
meses de idade (SA FILHO et al., 2008). Ja na raca Nelore, Bos indicus, apesar de
haver uma tendéncia em selecionar para precocidade sexual, a exposicdo a
reproducdo comumente ocorre ao redor de 22 e 36 meses de idade, e 0 primeiro parto
entre 44 e 48 meses de idade (SOUZA et al., 1995).

Em relacdo ao PC, as racas taurinas, na média, atingem a puberdade ao redor
de 250 a 320 kg (HAFEZ; HAFEZ, 2004), enquanto novilhas zebuinas iniciam a
atividade reprodutiva ao 300 a 330 kg (WILTBANK et al., 1985). No passado,
consideravam 270 kg o peso base para a novilha atingir a puberdade e ser exposta a
reproducao, enquanto que abaixo desse PC (270 kg), havia menor frequéncia de estro
e reducdo nos indices de concepcao (PIMENTEL et al., 1981). Segundo o National
Research Council (NRC) o peso indicado para iniciar a atividade reprodutiva em
novilhas da raca Bos indicus é de 65% do PC adulto e para novilhas de racas taurinas,
60% (NRC, 1996).

Havendo grande influéncia do PC na puberdade de novilhas, estratégias
nutricionais sdo capazes de alterar o inicio da vida reprodutiva das futuras matrizes
(MORIEL et al., 2017). Um manejo nutricional deficiente, como o baixo ganho de peso
durante a fase de recria, pode comprometer o desenvolvimento das novilhas e ha
reducdo da frequéncia de LH (DAY et al., 19877), corroborando para a manifestacao
mais tardia da puberdade e baixo desempenho reprodutivo (VASCONCELOS et al.,
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2003; AZEVEDO et al., 2006). Por outro lado, investir em estratégias nutricionais pode
reduzir a idade de exposi¢ao a programas reprodutivos (SOUZA et al.,1995), uma vez
que ocorrem modifica¢cdes no sistema reprodutivo como 0 aumento dos foliculos e da
secrecao de LH (DAY et al., 1987; GASSER, 2013). Ainda que as novilhas sejam
sexualmente tardias, a melhoria do aporte nutricional pode reduzir a idade das
novilhas & puberdade para 18 a 20 meses (SANTOS; SA FILHO, 2006), passando de
3 para 2 anos a idade a primeira estacdo aumentando a producdo de bezerros por
matriz (SOUZA et al.,1995).

Além do PC, a composicao corporal focada na deposicéo de gordura pode ser
um indicador de maior sucesso reprodutivo nas novilhas. Novilhas que apresentaam
maior escore de condicdo corporal (ECC) atingem a puberdade em idade inferior a
novilhas de menor ECC (PEREIRA et al., 2017). Além disso, a exigéncia de
determinados mercados para obtenc&do de carne mais magra, selecionando animais
com menor propor¢cao de gordura na carcaca pode estar selecionando animais com
maior peso maduro, consequentemente elevando a idade a puberdade (BERG;
WALTERS, 1983; MACNEIL et al., 1984).

2.2.2 Estratégias nutricionais

2.2.2.1 Suplementacédo materna e programacao fetal

A suplementacdo materna com foco em reduzir a idade a puberdade da
progénie, tem por objetivo influenciar o desenvolvimento fetal (BARKER et al., 1993),
a que se da o nome de “programacgéao fetal”. A nutricdo fetal no terco médio da
gestacao pode afetar a formacéao da reserva folicular do feto (RHIND; RAE; BROOKS,
2001; FORTUNE, 2003). No terco final de gestacédo, a nutricdo fetal afeta desde o
desenvolvimento da progénie até a performance reprodutiva na fase adulta
(FUNSTON et al., 2010), uma vez que o maior desenvolvimento fetal se d&4 nessa
fase. Entretanto, Nepomuceno et al. (2017) nédo observaram reducdo na idade a
puberdade de novilhas Nelore cujas vacas tiveram suplementacgéo no terco final de

gestacao.

2.2.2.2 Desmama precoce e impressédo metabolica
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O termo desmama precoce esta relacionado ao desaleitamento de bezerras
alguns meses antes do convencional na intencdo de favorecer o desempenho da
vaca. Entretanto, desmamar precocemente as novilhas e submeté-las a dietas ricas
em concetrado pode causar modificacdes epigenéticas, a que denominamos
impressdo metabdlica (metabolic imprinting) que podem alterar o desempenho
reprodutivo a longo prazo (WATERLAND; GARZA, 1999; HANLEY, 2010; MORIEL et
al., 2014). O aporte nutricional deve ser aumentado entre 3 e 7 meses de idade, e 0s
efeitos da impressdo metabdlica podem favorecer a antecipacdo da maturidade
ovariana e aumento na duracdo das ondas de desenvolvimento folicular (HANLEY,
2010; GASSER et al., 2006a; GASSER et al., 2006b; GASSER et al., 2006c). Um
estudo avaliou a estratégia de creep-feeding em novilhas Nelore na fase de cria,
entretanto, ndo foram observados efeitos na idade a puberdade (NEPOMUCENO et
al., 2017).

2.2.2.3 Suplementagédo na recria

A recria de novilhas é realizada a pasto, sendo que durante o periodo de baixa
disponibilidade de forragem, pode haver reducdo do consumo e/ou do valor nutricional
da pastagem, acarretando em subnutricdo. Nepomuceno et al. (2017) mostraram que
o tamanho médio do foliculo ovariano em novilhas Nelore pré-puberes esta
relacionado a condig¢&o nutricional do animal, sendo maior na época chuvosa, com
mais disponibilidade de forragens. Além disso, 0s mesmos autores demonstraram que
o aumento do nivel nutricional das novilhas pos-desmame antecipou o aparecimento
de puberdade e aumentou a taxa de puberdade aos 18 meses. Estudos avaliando a
suplementacao de novilhas na recria observaram antecipacao da idade a puberdade,
aumento da manifestacao de estro e taxa de prenhez (YELICH et al.,1995; VAZ et al.,
2012).

2.2.2.4 Crescimento compensatorio

Apdbs um periodo de restricado alimentar e déficit energético a secrecéo de LH é
negativamente afetada (DAY et al., 1987), enquanto que em situacdes de maior aporte
caldrico ha um maior desenvolvimento folicular e a secregéo de LH é aumentada (DAY

etal., 1987; GASSER, 2013). Novilhas que passaram por um periodo de alimentacao
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restritiva seguido por um periodo de compensacao (ganho compensatorio), reduziram
a idade a puberdade (YELICH et al., 1995; CARDOSO et al., 2014). Em novilhas
Nelore, a restricdo alimentar seguida de um maior aporte energético resultou na
mesma taxa de puberdade de novilhas que n&o soferam restricdo alimentar,

resultando em uma estratégia mais economica (MISZURA et al.,2021).

2.2.3 Horménios e metabdlitos influenciados pela nutrigcdo

Diversos hormonios e mediadores endocrinos como IGF1, insulina, glicose,
leptina, grelina, glicose, podem ser influenciados pela nutricdo, atuando no eixo
hipotalamico-hipofisario (HALL et al., 1995; WILLIAMS et al., 2002). A secrec¢do de
GnRH, pelo hipotalamo, e consequentemente de FSH e LH, pela hipofise, é que
antecedem a ovulacdo e marcam o inicio da vida reprodutiva. Estratégias nutricionais
na fase de pré-puberdade podem aumentar a pulsatilidade de LH que ocorrem na
peripuberdade, resultando em aumento do diametro folicular, maior pico secretorio de
E2 e antecipagéo da primeira ovulagao (AMSTALDEN et al., 2011; NEPOMUCENO et
al., 2017).

Ferraz et al. (2018) constataram que novilhas Nelore que receberam dietas com
2,9 Mcal de energia metabolizavel atingiram a puberdade em idade inferior as novilhas
que receberam dietas com 1,6 Mcal. Miszura et al. (2021) obtiveram resultados
similares quando restringiram a dieta as novilhas Nelore, que atingiram a puberdade
em idade mais elevada em relacdo as novilhas que receberam dieta ad libitum. Em
ambos estudos o0s animais dos tratamentos com menor aporte nutricional obtiveram
menores taxas de puberdade ao fim do estudo. Estudos conduzidos com animais
taurinos demonstraram que a puberdade é antecipada quando novilhas sédo
alimentadas com dieta de alta inclusdo de concentrado em relacéo a dieta volumosa
(GASSER et al., 2006a; GASSER et al., 2006b; MORIEL et al., 2014), quando a dieta
é rica em amido (CICCIOLI et al., 2005) ou suplementada com aditivos ionéforos
(LALMAN et al., 1993).

Dietas ricas em carboidratos geram mais glicose, que € a principal fonte de
energia para os ovarios e também esta envolvida na modulagéo da liberacédo de LH
(MEDINA et al., 1998). A insulina regula as concentracdes de glicose, regulando
respostas fisiolégicas (FOULADI-NASHTA; CAMPBELL, 2006). Além disso, a insulina

esta envolvida no desenvolvimento, manutencdo e crescimento dos foliculos



25

ovarianos (LOUHIO et al., 2000; SHIMIZU et al., 2008). O IGF1, por exemplo, estimula
as fases pré-antral e antral do desenvolvimento folicular em sinergismo com o FSH,
atuando na producgéo de E2 e crescimento folicular (ARMSTRONG; BENOIT, 1996;
FORTUNE et al., 2004), além de aumentar receptores para gonadotrofinas (LUCY,
2000). O IGF1 também se expressa em neurdnios hipotalamicos (DAFTARY; GORE,
2004), e pode estar relacionado a secrecdo de GnRH e gonadotrofinas. A leptina
aumenta com maior deposicdo de gordura e é um sinalizador de status energético.
Quando aumentada, pode estimular secre¢des de GnRH e gonadotrofinas, enquanto
reduz os efeitos da insulina, IGF1 e E2 (WILLIAMS et al., 2002; BARB; KRAELING,
2004; DE LA GALLEGOS HOYA et al., 2015). Ja a grelina aumenta com o déficit
energético e restricdo alimentar, reduzindo concentracfes plasmaticas de leptina e
insulina (KOWALSKI et al.,2014).

2.3 ASPECTOS GENETICOS QUE AFETAM A PUBERDADE DE NOVILHAS

2.3.1 Raca

O rebanho de bovino brasileiro tem aproximadamente 224,6 milhdes de
cabecas (IBGE, 2022) e é composto predominantemente pela raca Nelore ou animais
anelorados (NOGUEIRA, 2004). A idade a puberdade é inerente a raca, havendo
grande diferenca entre taurinos e zebuinos, largamente documentado em diversos
trabalhos. Sabe-se que Bos indicus sdo mais tardios sexualmente que Bos taurus, e
por essa razdo, podemos considerar a raca Nelore como um dos motivos para a
elevada idade a puberdade. Além disso, a selecao da raca Nelore no Brasil foi por
muitos anos focada na padronizacao racial, negligenciando a precocidade sexual e
aumentando a consanguinidade, o que também pode afetar caracteristicas de carater
reprodutivo (MC PARLAND et al., 2007, FARIA et al., 2009). Apesar do avanco em
selec@o genética para caracteristicas reprodutivas ser notorio nos ultimos anos, 0s
programas de melhoramento genético ainda tem muita oportunidade para avancar
neste quesito nos proximos anos (ELER et al., 2010).

Estudos com novilhas Bos taurus observaram taxa de puberdade superior a
80% aos 8 meses de idade, quando novilhas receberam dietas com elevado teor
nutricional (GASSER et al., 2006a; GASSER et al., 2006b; GASSER et al., 2006c).

Por outro lado, submeter novilhas Bos indicus a dietas com alta energia pode reduzir
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a idade a puberdade, porém, séo consideradas precoces animais até os 15 meses de
idade (NOGUEIRA, 2004). Outros trabalhos em novilhas Bos taurus x Bos indicus
mostraram um aumento na idade a puberdade a medida em que se aumentava o grau
de sangue zebuino (WEEKLEY et al., 1993; PEREIRA et al., 2017).

2.3.2 Genética dos progenitores

Além da raca, a genética dos progenitores influencia diretamente a idade a
puberdade dentro de uma mesma raca, sendo demonstrada em estudos mais
recentes. Nepomuceno (2013) avaliou a puberdade de novilhas Nelore aos 18 meses
de idade e observou, em 13 reprodutores, variagdes na taxa de puberdade de 58% a
0%. Miszura et al. (2021) também relataram influéncia da genética do touro na
porcentagem de novilhas Nelore puberes aos 18 meses de idade, variando de 83% a
26%, independente do tratamento nutricional.

A selecéo genética baseada em caracteristicas reprodutivas de mérito genético
do progenitor tem aumentado ano apds ano (FERRAZ; ELER, 2007), utilizando a
diferenca esperada na progénie (DEP). As DEPs mais utilizadas e correlacionadas
com precocidade sexual sdo circunferéncia escrotal (CE), IPP e probabilidade de
prenhez aos 14 meses (PP14) (MARTIN et al., 1992).

Apesar de boa herdabilidade da DEP para CE, a mensuracao da CE deve ser
realizada em animais mais jovens, evitando mensuracdes em idades distintas
(JOHNSTON et al., 2014; SANTANA et al., 2015). A IPP é interessante para selecao
de novilhas precoces, pois essa é uma caracteristica mensurada nas fémeas,
diferentemente da CE (EVANS et al.,, 1999). Entretanto, pode haver um viés
determinado pela exposicao a reproducdo. A PP14 tem a vantagem de ser mensurada
em novilhas expostas a reproducdo aos 14 meses, além de apresentar alta
herdabilidade (PEREIRA et al., 2001; ELER et al., 2002; FERRAZ et al., 2007). A DEP
3P é mensurada em novilhas expostas a reproducéo com 12 e 21 meses de idade, e
recebem uma nota de sucesso (1) ou fracasso (0). Entretanto, sugere-se que todas
as novilhas contemporaneas sejam desafiadas ao mesmo tempo para aumentar a
acuracia dos dados gerados (SILVA et al., 2005; PATERNO, 2015). Mais recente, a
selecdo genbmica baseada em marcadores do tipo polimorfismos de nucleotideo de
sitio Unico (SNP) tem a vantagem de desconsiderar a influéncia ambiental e

dificuldades de manejo, por exemplo (HAYES et al., 2001). Essa ferramenta gera a
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predicdo de DEPs mais precisas com um menor volume de dados, favorecendo a
selecédo baseada em precocidade sexual.

Barroso et al. (2023) avaliaram o efeito da DEP para CE de touros Nelore na
idade & puberdade de novilhas cruzadas Angus x Nelore e observaram menor idade
a puberdade em novilhas filhas de touros sexualmente precoces. Ferraz et al. (2018)
demonstraram que novilhas Nelore filhas de touros com DEP de IPP positiva para
precocidade sexual apresentaram puberdade mais precocemente em relacdo as
novilhas filhas de touros com avaliagdo negativa. Apesar dos trabalhos recentes
destacarem a importancia genética na puberdade, os trabalhos classicos e a maioria
dos trabalhos que estudaram o efeito nutricional na puberdade desconsideraram o

efeito genético dos progenitores.

2.4 PROTOCOLOS HORMONAIS PARA INDUCAO DA PRIMEIRA OVULACAO EM
NOVILHAS

Por muitos anos novilhas zebuinas foram expostas a reprodugdo com 21 a 24
meses de idade e 60 a 65% do peso adulto, utilizando-se o conceito de idade e peso
minimos. O limitante para a reproducao, entretanto, era a baixa taxa de puberdade
em novilhas com idade e peso inferiores. Atualmente, a idade e o peso das novilhas
expostas a reproducgédo reduziram expressivamente, sendo que as novilhas tém sido
expostas a reproducao entre 11 e 14 meses de idade e PC inferior a 300 kg (PERES,
2019; FREITAS et al., 2021). Esse avanco s6 foi possivel pelo melhoramento
genético, avancos no manejo nutricional e sanitario, aliados aos protocolos de
hormonais.

Ao longo dos anos foram descritos alguns protocolos hormonais para induzir a
primeira ovulacdo em novilhas utilizando P4 natural ou sintética (ANDERSON;
McDOWELL; DAY, 1996; IMWALLE; PATTERSON; SCHILLO, 1998), em combinacao
com E2 e seus diferentes ésteres (RASBY et al.,, 1998), GnRH e seus analogos
(MADGWICK; EVANS; BEARD, 2005) ou prostaglandinas (PGF2a) e seus analogos
(PFEIFER et al.,, 2009). Foi sugerido que a P4 atua na reducao dos receptores
hipotalamicos de E2, reduzindo o feedback negativo que bloqueia a liberacdo de
GnRH (DAY e ANDERSON, 1998).

As taxas de puberdade obtidas apds os protocolos de inducdo sdo variaveis
podendo atingir até 100% em alguns estudos (IMWALLE; PATTERSON; SCHILLO,
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1998). Resultados mostraram que a utilizacdo de dispositivos intravaginais (DIV) de
P4 por 5 dias foram mais eficientes (31% vs 73%) em induzir a puberdade de novilhas
Angus quando associados a PGF2a. Claro Junior et al. (2010) relataram maiores taxas
de estro aos 45 dias da EM em novilhas Nelore que receberam DIV reutilizados (9 e
27 dias de uso), ou seja, com baixas concentracdes de P4, comparadas a novilhas
que receberam DIV novo (altas concentracbes de P4). Rodrigues et al. (2013)
obtiveram taxa de ovulagcdo média de 88% apoOs protocolo de 12 dias com DIV
previamente utilizado por 27 dias. Além disso, foram observadas maiores taxas de
concepcao quando o protocolo para IATF iniciou aos 12 ou 14 dias ap06s o término do
protocolo de inducédo, comparado a 10 dias (RODRIGUES et al., 2013).

Com o surgimento da P4 injetavel de longa acdo no mercado nacional, novos
protocolos tem sido desenvolvidos por apresentarem maior praticidade e menor custo.
Neto et al. (2016) relataram taxa de puberdade de 75% quando utilizaram 150 mg de
P4 injetavel e 12 dias ap0s realizaram uma aplicacdo de 1 mg de cipionato de estradiol
(CE). Santos et al. (2019) relataram, em novilhas Nelore pré-puberes com 2 anos de
idade, taxas de ciclicidade ao inicio da IATF de 80% com aplicagdo Unica de 150 mg
de P4 sem associacdo de outro hormonio no protocolo ou com associacao de CE no
dia 12; entretanto, o grupo que utilizou DIV (previamente reutilizado por quatro vezes)
e CE apresentaram 94% de ciclicidade, estatisticamente superior. Entretanto, apesar
da aplicacao de hormonio injetavel ser um facilitador do manejo, pode haver variacao
da metabolizacdo de P4 de acordo com o consumo de matéria seca (CMS) e da
composicao da dieta (SANGSRITAVONG et al., 2002), prolongando ou reduzindo 0s

dias de efetividade da P4, o que pode ser melhor controlado com o DIV.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado e conduzido seguindo as diretrizes do Comité de
Estudos com o Uso de Animais (CEUA) da Universidade de S&o Paulo sob o protocolo
n° 9274150720.

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO E ANIMAIS

Foram utilizadas 213 novilhas da raca Nelore de 11,3 + 0,22 meses e pesando
205,61+ 4,24 kg (Figura 1). As novilhas foram adquiridas de fazendas comerciais dos
estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e Parana que utilizavam inseminacao
artificial (IA) e mantinham um rigoroso controle de dados zootécnicos relacionados a

genealogia dos animais.

Figura 1 — Novilhas Nelores utilizadas no estudo

Legenda: A,B: Recepcdo de um dos lotes de novilhas no campus da ESALQ/USP; C,D: Chegada dos
animais nas instalacdes do LNRA.
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As novilhas foram alocadas nas instalacdes experimentais do confinamento de
bovinos do Laboratorio de Nutricdo e Reproducédo Animal (LNRA) do Departamento
de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) - USP em
Piracicaba.

3.2 PERIODO EXPERIMENTAL

As novilhas ficaram alojadas aleatoriamente em 44 baias, equipadas com
bebedouros e cochos, durante um periodo de adaptacdo (pré-experimental). As
novilhas chegaram em trés lotes e datas distintas, porém alojadas para o estudo no
mesmo dia, sendo que o periodo de adaptacédo foi de 39, 38 e 31 dias, para cada um
dos trés lotes. Esse periodo ndo fez parte do estudo e foi utilizado tanto para
adaptacdo ambiental (instalacdes e manejo diario) bem como para adaptacao a dietas
com elevado teor de concentrado, que foi feita com a reducdo gradual do teor de
volumoso na dieta.

O estudo teve duracdao total de 240 dias (dia O marcou o inicio do estudo e dia
240 marcou o final do estudo), dividido em dois periodos: Periodo 1 e Periodo 2. O
periodo 1 iniciou-se com a alocacdo dos animais e terminou previamente ao momento
em que esses animais foram expostos a aplicacdo dos primeiros tratamentos
(protocolos reprodutivos), compreeendendo um total de 85 dias. Nesse periodo as
novilhas foram alimentadas com o objetivo de atingirem a meta de 300 kg de PC no
momento da aplicacéo do primeiro protocolo hormonal. O periodo 2 iniciou-se apés a
primeira aplicacdo dos tratamentos e encerrou apos 155 dias. Nesse periodo, as
novilhas foram alimentadas com uma dieta para ganho de PC moderado. As dietas
experimentais serdo descritas na secdo 3.5.1 Dietas experimentais. Os bebedouros

foram limpos diariamente e as baias foram limpas de duas a trés vezes por semana.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental aplicado foi o de blocos incompletos
casualizados. As novilhas foram blocadas de acordo com sua paternidade (12 touros
classificados em catalogos de selecédo genética da raca Nelore) e distribuidas entre
0S grupos experimentais em funcdo da idade e do PC. Foram utilizados quatro

tratamentos experimentais, abreviados de acordo com o numero de exposicdes a
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protocolos hormonais: Controle (OP4, n= 55), Inducdo (1P4, n = 52), Inducdo + 1
protocolo de sincronizacdo de ovulacdo (2P4, n = 52) e Inducdo + 2 protocolos
sincronizacdo de ovulacdo (3P4, n = 54). No inicio do estudo, apds o periodo de
adaptacao, as novilhas foram alojadas em 39 baias coletivas equipadas com cochos
e bebedouros. Cada baia recebeu apenas um tratamento experimental, sendo que,

33 dessas baias alocaram 5 novilhas e outras 8 baias alocaram 6 novilhas (Figura 2).

Figura 2 — Novilhas Nelores alojadas nas instalacdes experimentais

Legenda: A: Novilhas alojadas nas instalagBes no periodo 1; B: Novilhas alojadas nas instalagbes no
inicio do periodo 2; C: Alimentac&o das novilhas sendo oferecida com vagao misturador de racéo; D,
E: Novilhas alojadas nas instala¢des no periodo 2.

3.3.1 Tratamentos experimentais

Os tratamentos foram idealizados e definidos visando representar situagdes de
manejo reprodutivos reais e serdo descritos abaixo (Figura 3):
» Controle (OP4): As novilhas ndo foram submetidas a qualquer protocolo hormonal
com P4 ou qualquer outro farmaco. Esse tratamento atuou como grupo controle
negativo para comparacdo com os demais, apresentando ovulagces espontaneas e
puberdade fisiologica sem qualquer tipo de inducao farmacologica;
* Inducédo (1P4): As novilhas receberam um protocolo a base de P4 (descrito na se¢do
3.3.2 Protocolos hormonais) aos 14 meses de idade. Comercialmente esse protocolo
é utilizado a campo como indutor de ovulacdo em novilhas pré-puberes e é utilizado
previamente aos protocolos de IATF para aumentar o numero de novilhas com CL no

inicio dos protocolos de IATF;
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* Inducdo + 1 protocolo de sincronizacdo de ovulacdo (2P4): As novilhas
receberam dois protocolos a base de P4 (descritos na secdo 3.3.2 Protocolos
hormonais). Além do protocolo de indugédo aos 14 meses de idade, os animais desse
tratamento receberam mais um protocolo a base de P4 (protocolo de sincronizagao
de ovulacédo) 14 dias depois, mimetizando uma situacéo real em que as novilhas
seriam expostas a IATF apos o protocolo de “indugéo de puberdade”. Para a avaliacdo
da ciclicidade apds os protocolos, as novilhas ndo foram inseminadas apos o protocolo
de sincronizacgéo de ovulacéao;

* Inducdo + 2 protocolos de sincronizacdo de ovulacdo (3P4): As novilhas
receberam trés protocolos a base de P4 (descritos na se¢do 3.3.2 Protocolos
hormonais). Esse tratamento seguiu o0 proposto para o tratamento 2P4 com a inclusao
de mais um protocolo a base de P4 30 dias depois, mimetizando uma situacao a
campo em que um segundo protocolo de IATF seria realizado em novilhas
diagnosticadas como nédo prenhes 28 dias apds o primeiro protocolo de IATF. Assim
como no tratamento 2P4 os animais também ndo foram inseminados ao final dos

protocolos de sincronizacao de ovulagéo.

A |IA néo foi realizada pois o0 objetivo desse estudo foi entender e relatar como é a
resposta das novilhas na manutencao da ciclicidade ap6s uma ou mais exposicdes a

um protocolo hormonal.

3.3.2 Protocolos hormonais

Como as novilhas foram mantidas confinadas em baias coletivas, o cabo para
a remocao do implante foi cortado para que as novilhas ndo puxassem umas das
outras. Nos dias em que as novilhas estavam com o implante de P4, o piso das baias

foi avaliado para identificar se algum implante havia sido removido dos animais.



Figura 3 - Representacédo esquematica dos tratamentos experimentais
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Legenda: Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicdo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugdo de ovulagéo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulagéo e dois protocolo de
sincronizagéo de ovulacéo).

Protocolo de inducédo de ovulacdo: duracdo de 12 dias, com insercdo do implante intravaginal de P4 de
baixa concentra¢éo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) no inicio do protocolo; retirada do implante de P4
com Unica aplicagdo IM de Cipionato de Estradiol (CE; 0,5 mg, Cipion®, Globalgen) no final do
protocolo. Protocolo de sincronizacéo de ovulagdo: duracdo de 7 dias, com implante intravaginal de P4
de baixa concentracgédo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) e aplicacdo de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol
(BE, Syncrogen®, Globalgen) IM no inicio do protocolo. Retirada do implante de P4 ap6s 7 dias com
aplicacdo de 0,5 mg de CE (Cipion®, Globalgen), 0,526 mg de Cloprostenol sédico (PGF2a, Induscio®,
Globalgen) e 200 Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG, eCGen®, Globalgen) por via IM.

3.3.2.1 Protocolo para indugéo da primeira ovulacao

Os grupos experimentais 1P4, 2P4 e 3P4 foram submetidos a um protocolo
hormonal a base de P4 no dia 85 do estudo, para mimetizar um protocolo para inducao
da primeira ovulacdo, que é realizado em novilhas pré-puberes antes da estacao
reprodutiva.

Esse protocolo teve duragéo de 12 dias (Figura 4) e a fonte de P4 utilizada foi
implante intravaginal de baixa concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen). Na
retirada do implante de P4 foi realizada uma Unica aplicacao intramuscular (IM) de 0,5
mg de CE (Cipion®, Globalgen).
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Figura 4 - Representacado esquematica do protocolo de inducéo de primeira
ovulacao

[ PROTOCOLO DE INDUGAO DE OVULAGAO }
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Protocolo de inducdo de ovulacdo: duracdo de 12 dias, com insercdo do implante intravaginal de P4 de
baixa concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) no inicio do protocolo; retirada do implante de P4
com Unica aplicagdo IM de Cipionato de Estradiol (CE; 0,5 mg, Cipion®, Globalgen) no final do
protocolo. Protocolo utilizado nos tratamentos 1P4: Grupo exposto a 1 protocolo hormonal a base de
P4, 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos hormonais a base de P4; 3P4: Grupo exposto a 3 protocolos
hormonais a base de P4.

3.3.2.2 Protocolo de sincronizacéo de ovulacéo

O grupo experimental 2P4 foi submetido a um protocolo hormonal de
sincronizacao de ovulacdo 14 dias apo6s o protocolo de inducéo de primeira ovulacéao.
O grupo experimental 3P4 foi submetido a um protocolo hormonal de sincronizacéo
de ovulacédo 14 dias apds o protocolo de inducéo de primeira ovulagéo, e apds 30 dias
foi submetido a um segundo um protocolo hormonal de sincronizagéo de ovulagéo. O
protocolo de sincronizagédo de ovulagéo utilizado nos grupos 2P4 e 3P4 teve duracao
de 7 dias (Figura 5). No inicio do protocolo de sincronizag¢édo de ovulacao foi inserido
um implante de baixa concentracdo de P4 (0,5 g, Repro One®, Globalgen) e aplicado
2,0 mg de BE (Syncrogen®, Globalgen) por via IM. Sete dias apés o inicio desse
protocolo, o implante de P4 foi removido e foram aplicados 0,5 mg de CE (Cipion®,
Globalgen), 0,526 mg de Cloprostenol sddico (PGF2a, Induscio®, Globalgen) e 200

Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG, eCGen®, Globalgen) por via IM.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do protocolo de sincronizacao de
ovulacao
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Protocolo de sincronizacdo de ovulagdo: duracdo de 7 dias, com implante intravaginal de P4 de baixa
concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) e aplicacéo de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE,
Syncrogen®, Globalgen) IM no inicio do protocolo. Retirada do implante de P4 apés 7 dias com
aplicacéo de 0,5 mg de CE (Cipion®, Globalgen), 0,526 mg de Cloprostenol sédico (PGF2a, Induscio®,
Globalgen) e 200 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG, eCGen®, Globalgen) por via IM. Protocolo
utilizado uma vez no tratamento 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos hormonais; e utilizado duas vezes
no tratamento 3P4: Grupo exposto a 3 protocolos hormonais.

3.4 AVALIACOES REPRODUTIVAS

Todas as novilhas foram submetidas semanalmente a ultrassonografia
transretal do aparelho reprodutor para identificacdo de CL e acompanhamento da
ciclicidade. Foi utilizado o aparelho de ultrassonografia DP-20® (Mindray Bio-Medical
Electronics Co., Ltd., Shenzhen) com probe linear de 7,5 MHz. As avaliacdes
ultrassonograficas iniciaram no dia 7 do estudo (7 dias apds a alocacdo dos animais)
e encerraram no ultimo dia do estudo (dia 240). Objetivou-se dessa forma, identificar
as novilhas que pudessem se tornar puberes antes da aplicacdo dos tratamentos
experimentais. Novilhas identificadas como ovuladas (n=3) antes da aplicacdo do
protocolo de inducao de primeira ovulacdo foram desconsideradas nas avaliagdes de
taxa de ovulacdo como reposta ao protocolo. Apdés a aplicacdo dos protocolos
reprodutivos, a avaliacéo ultrassonografica ocorreu 7 dias apos a retirada do implante
de P4. As novilhas foram consideradas em anestro quando ndo apresentaram um CL

por um periodo minimo de 4 semanas e, portanto, ndo foram contabilizadas como
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puberes. Os CL foram identificados semanalmente para acompanhar a ciclicidade e
mensurados 7 dias apods a retirada do implante de P4 afim de se identificar a taxa de
ovulagéo, e foram comparados entre 0s grupos que receberam protocolos hormonais.
O volume do CL foi mensurado a partir da formula: Volume CL = 4/3nR3. Quando foi
detectado alguma cavidade no CL esta foi descontada utilizando a mesma férmula do
volume do CL. Além do CL, ao exame ultrassonografico foram avaliados os foliculos
e utero. Os foliculos ovarianos foram mensurados 2 dias apos a retirada do implante
de P4 afim de se identificar o didametro do foliculo pré-ovulatério, e foram comparados
entre 0os grupos que receberam protocolos hormonais. O didmetro médio do maior
foliculo ovariano foi obtido através da média de duas medidas de diametro
perpendiculares entre si. O diametro uterino foi mensurado antes da exposicdo aos
protocolos de inducado de ovulacdo e no momento da retirada do implante de P4, em
cada um dos protocolos hormonais, em todos 0os grupos experimentais. O diametro
uterino foi obtido pela mensuragéo do didametro médio do corno uterino direito, em sua
regido proximal imediatamente apds a bifurcacdo dos cornos uterinos, considerando

todas as camadas musculares do utero.

3.5 MANEJO ALIMENTAR

Todos animais receberam a mesma dieta, referente ao periodo experimental, e
foram alimentados uma vez ao dia, pela manha. As novilhas tiveram alimentacéo ad
libitum, bem como acesso a agua tratada. As baias recebiam a dieta com base em
leitura de cocho realizada previamente ao momento da oferta. A leitura de cocho tinha
por objetivo manter uma sobra entre 10% e 5% no cocho para o dia seguinte, e dessa
forma foi aumentada ou diminuida a quantidade de racdo ofertada diariamente. Os
ingredientes das dietas foram misturados diariamente com auxilio de vagao
misturador de dieta total (Delaval®) equipado com balanca eletrbnica com precisao
de 1 kg. Sobras foram retiradas do cocho no final de cada periodo para célculo de

CMS e eficiéncia alimentar (EA) no periodo.

3.5.1 Dietas experimentais
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As dietas foram formuladas pelo Beef Cattle Nutrient Requirements Model
(BCNRM 2016), contendo bagaco de cana-de-acgucar, milho moido, casquinha de
soja, caroco de algodao com linter, farelo de soja, ureia e mistura mineral (Tabela 1).
A dieta 1 foi utilizada do primeiro dia do estudo até o dia da aplicacdo dos primeiros
protocolos hormonais (85 dias), objetivando elevado GMD (~1.000 g/d) para atingir a
meta de peso (aproximadamente 300 Kkg), suficiente para aplicar os protocolos
hormonais. Apos esse periodo e até o final do estudo (155 dias) foi fornecida a dieta
2, objetivando um moderado GMD (~600 g/d), para manutenc¢éo das novilhas.

Tabela 1 — Dietas experimentais

Dietas!
Variaveis
Periodo 1 Periodo 2
Ingredientes (% MS)
Bagaco de Cana-de-agucar 11,00 25,00
Caroco Algodéo 9,00 0,00
Polpa Citrica peletizada 29,00 38,00
Milho 29,55 30,00
Farelo de Soja 19,80 4,00
Ureia 0,45 1,80
Mineral 1,20 1,20
Composicdo bromatolégica? (%)
MS 78,15 71,71
PB 18,82 13,61
FDN 25,20 39,40
FDA 14,21 21,66
EE 3,96 2,16
MM 5,99 571
NDT?3 78,90 69,40

Legenda: 'Dietas: Periodo 1: Fornecida para as novilhas antes da exposicao aos protocolos hormonais,
do dia 0 ao dia 84; Periodo 2: Fornecida para as novilhas ap6s a exposi¢éo aos protocolos hormonais,
do dia 85 ao dia 240.

2Variaveis em porcentagem da MS.

SEstimado pelo Beef Cattle Nutrient Requirements Model 2016.

Abreviacdes: MS: Matéria seca; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra sollvel em detergente neutro; FDA:
Fibra soltvel em detergente acido: EE: Extrato etéreo; MM: Matéria mineral; NDT: Nutrientes digestiveis
totais.

3.5.2 Andlises bromatoldgicas

Mensalmente foram colhidas amostras da dieta e congeladas a -18°C para
posteriores analises bromatoldégicas. As amostras foram compostas dentro de um

mesmo periodo experimental e analisadas no LNRA -ESALQ -USP.
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O teor de matéria seca (MS) da oferta e da sobra foi obtido apds secagem das
amostras em estufas de ventilacdo forcada a 55°C por 48 horas, e este valor foi
utilizado para célculo do CMS. As amostras congeladas foram descongeladas, e
secas pelo mesmo processo para determinacdo da MS 1. As amostras foram
processadas em moinho de faca com peneiras com crivos de 1 mm e secas em estufa
a 105° C por 24 horas para determinacdo de MS 2, e incineradas em mufla a 550°C
por 4 horas para determinacdo de matéria mineral (MM) (AOAC, 1997). Nitrogénio
total foi determinado pelo método de Dumas. A proteina bruta (PB) foi calculada pela
multiplicacdo do nitrogénio total por 6,25. A determinacdo da fracdo de fibra em
detergente neutro (FDN) ocorreu de acordo com metodologia proposta por Van Soest
et al. (1991) e a fibra em detergente &cido (FDA) de acordo com Goering e Van Soest

(1970), e posteriormente foram corrigidos para cinzas.

3.6 MENSURACOES CORPORAIS

3.6.1 Peso corporal (PC)

As novilhas foram pesadas ao inicio do estudo (dia 0), no dia de aplicacdo dos
primeiros protocolos hormonais (dia 85), quando o primeiro CL foi identificado e no
final do estudo (dia 240). Apenas as mensura¢des de PC nos dias 0 e 240 do estudo
foram obtidas com as novilhas em jejum de 14 hr. Os PC que foram coletados em
outros momentos durante o estudo foram ajustados para PC em jejum com a formula:

PCjejum = PCsem jejum * 0,96.

3.6.2 Ultrassonografia de carcaca

A ultrassonografia de carcaca foi realizada no momento da aplicacdo dos
protocolos de inducdo de ovulacdo (dia 85) e ao término do estudo (dia 240) para
mensuracao da Espessura de Gordura Subcutanea na Costela (EGSC) e Espessura
de Gordura Subcutanea na Garupa (EGSG). A EGSC foi mensurada entre a 122 e 132
costela. A EGSG foi mensurada na regido da garupa da novilha, sobre o musculo
Biceps femuris.

As mensuragbes de EGSC e EGSG foram realizadas com aparelho de
ultrassom HS-2000 (HONDA ELETRONICS CO. LTDA., Toyohashi, Jap&o) e probe
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linear de 1,5 - 3 MHz (HONDA ELETRONICS CO. LTDA., Toyohashi, Jap&do) com
auxilio de dleo vegetal aplicado sobre a regido da garupa para proporcionar maior

superficie de contato entre o transdutor e o corpo do animal.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As novilhas foram utilizadas como unidade experimental para andlise das
varidveis idade, PC, taxa de ovulacdo, volume do CL, didametro do FolD, diametro
uterino, EGSC e EGSG. Dessa forma, foram utilizadas 213 unidades experimentais
(novilhas).

As baias foram utilizadas como unidades experimentais para analises de CMS,
GMD e EA. O CMS foi calculado pela divisdo do CMS da baia pelo nimero de novilhas
na baia. O GMD da baia foi calculado pela média do GMD das novilhas na baia. Os
valores médios de CMS e GMD da baia foram usados para calcular a EA. Dessa forma
foram utilizadas 39 unidades experimentais (baias).

As analises estatisticas foram realizadas pelo procedimento GLIMMIX do
software SAS®. O tratamento experimental foi considerado como efeito fixo e bloco
como efeito aleatério. Analise secundarias foram realizadas para comparar novilhas
ovuladas durante o estudo vs. novilhas ndo ovuladas; novilhas ciclando vs. ndo
ciclando; e efeito da paternidade. Para essas analises desconsiderou-se o efeito de
tratamento e apenas a comparacao foi utilizada como efeito principal.

Durante a interpretacdo e discussdo dos resultados foi adotado como efeito
significativo quando P < 0,05 e tendéncia quando 0,05 < P < 0,10. Todos os dados
continuos foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro
Wilk, homogeneidade das variancias através do teste de Levene e retirada dos outliers
com base no valor do r de student. O conjunto de dados que néo respeitou alguma

das premissas estatisticas foi submetido a transformacdes logaritmicas.

4 RESULTADOS

As novilhas iniciaram o estudo com 11,3 + 0,22 meses de idade e PC médio
de 205,61+ 4,24 kg (Tabela 2). No primeiro periodo do estudo, o plano nutricional foi
elevado para que as novilhas fossem expostas ao protocolos hormonais ao redor de

300 kg de PC. As novilhas pré-puberes foram induzidas a primeira ovulacdo quando
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atingiram um PC médio de 299,76 + 5,86 kg, com 14,1 + 0,22 meses de idade, nédo

havendo diferenca desses parametros entre os tratamentos. Nao houve perda de

implante de P4 em nenhum dos protocolos aplicados.

Tabela 2 — Parametros de desempenho zootécnico de novilhas Nelore submetidas a
protocolos hormonais a base de progesterona, monitoradas dos 11 aos 19 meses de

idade
Tratamentos?
Variaveis? EPM3  Valor-P*
0P4 1P4 2P4 3P4
n 55 52 52 54 - -
Periodo 1 (pré-protocolos)
Idade inicial (m) 11,3 11,4 11,3 11,3 0,22 0,95
Peso inicial (kg) 203,82 207,56 205,24 205,80 4,24 0,94
CMS (kg) 6,12 5,74 5,90 5,95 0,15 0,34
GMD (kg) 1,18 1,11 1,14 1,17 0,04 0,55
EA 0,19 0,19 0,19 0,20 0,00 0,92
Parametros na aplicacédo do
primeiro protocolo hormonal
Idade (m) 14,1 14,2 14,1 14,1 0,22 0,94
Peso (kg) 300,39 298,41 298,95 301,30 5,86 0,98
EGSC (mm) 5,17 5,11 5,37 5,48 0,12 0,15
EGSG (mm) 7,47a 6,79b 7,60a 7,57a 0,25 0,03
Periodo 2 (pds-protocolos)
CMS (kg) 7,00 6,79 6,79 6,83 0,13 0,65
GMD (kg) 0,65 0,66 0,64 0,67 0,02 0,86
EA 0,09 0,10 0,09 0,10 0,00 0,32
EGSC final (mm) 8,41x 7,70y 7,91xy 8,00xy 0,20 0,09
EGSG final (mm) 12,09a 11,02b 11,62ab 11,06b 0,31 0,05
Peso final (kg) 404,74 404,86 401,97 408,72 8,73 0,96
Idade final (kg) 19,4 19,5 19,4 19,4 0,22 0,93
Periodo total
CMS (kg) 6,70 6,43 6,49 6,53 0,13 0,51
GMD (kg) 0,83 0,81 0,81 0,83 0,02 0,87
EA 0,12 0,13 0,12 0,13 0,00 0,32

Legenda: t Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposi¢éo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de inducdo de ovulagdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de

sincronizacdo de ovulacao).

2Variaveis: CMS: Consumo de matéria seca diario; GMD: Ganho de peso médio diario; EA: eficiéncia
alimentar; EGSC: Expessura de gordura subcutdnea na costela; EGSG: Expessura de gordura

subcuténea na garupa.

3EPM: Erro padrdo da média.
4Significativo quando < 0,05.
a,b: indicam diferenca estatistica p < 0,05.

X,y: indicam tendéncia estatistica 0,05 < p < 0,10.
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N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos nas variaveis PC,
CMS, GMD e EA das novilhas no primeiro periodo, no segundo periodo ou no periodo
total do estudo. No momento da aplicagédo dos primeiros protocolos hormonais, as
novilhas do grupo 1P4 apresentaram menor EGSG (6,69 mm; p = 0,03) em
comparacao aos outros tratamentos (OP4 = 7,47 mm; 2P4 = 7,60 mm; 3P4 = 7,57
mm). No final do estudo as novilhas do grupo 0P4 apresentaram maior EGSG (12,09
mm; p= 0,05), que as novilhas 1P4 e 3P4 (11,02 mm e 11,06 mm), enquanto o0 grupo
2P4 néo diferiu dos demais (11,62 mm). Além disso, houve tendéncia do grupo 0P4
apresentar maior EGSC (8,41 mm; p = 0,09) do que o tratamento 1P4 (7,70 mm),
enguanto os grupos 2P4 e 3P4 apresentaram valores intermediarios (7,91 mm e 8,09
mm). Ao término do estudo, as novilhas apresentaram PC médio 405,07 + 8,73kg com
19,42 + 0,22 meses de idade.

A taxa de ovulacdo dos protocolos foi superior a 76%, independente do
tratamento (Tabela 3). O protocolo de inducédo da primeira ovulacéo foi aplicado nos
tratamentos 1P4, 2P4 e 3P4 e resultou em 78% de ovulacdo. Novilhas que ovularam
espontaneamente (n = 3) antes de receber o protocolo de inducdo de ovulagéo néo
foram contabilizadas na taxa de ovulacdo ao protocolo. O primeiro protocolo de
sincronizacdo de ovulacdo resultou em 86% de ovulacdo e foi aplicado nos
tratamentos 2P4 e 3P4. Apenas as novilhas do tratamento 3P4 receberam o segundo

protocolo de sincronizacéo de ovulacdo e apresentaram resposta de 76%.

Tabela 3 - Taxa de ovulacdo de novilhas Nelore submetidas a protocolos hormonais para
inducéo de ovulacéo a base de progesterona.

Protocolos hormonaist

Variaveis - x 1° protocolo de 2° protocolo de
Protoco(l)ovgltzlrécci)ugao de sincronizagéo de sincronizagéao de
& ovulacéo ovulacéo
Taxa de ovulagéo 78% 86% 76%
0 i .
(% de novilhas com CL; n/n) (124/159) (921107) (41/54)

Legenda: tProtocolo de inducdo de primeira ovulacdo (aplicado nos grupos 1P4, 2P4 e 3P4): 12 dias
de implante intravaginal de P4 de baixa concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen), com aplicacao
intramuscular (IM) de Cipionato de Estradiol (CE; 0,5 mg, Cipion®, Globalgen) na retirada do implante.
1° protocolo de sincronizagdo de ovulacdo (aplicado nos grupos 2P4 e 3P4) e 2° protocolo de
sincronizacdo de ovulacdo (aplicado no grupo 3P4): 7 dias de implante intravaginal de P4 de baixa
concentracéo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) e aplicacdo IM de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE,
Syncrogen®, Globalgen) no dia da inser¢cdo do implante; aplicacdo IM de 0,5 mg de CE (Cipion®,
Globalgen), 0,526 mg de Cloprostenol sédico (PGF2a, Induscio®, Globalgen) e 200 Ul de gonadotrofina

coribnica equina (eCG, eCGen®, Globalgen) no dia da retirada do implante.
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Na figura 6 esta representado o percentual de novilhas com CL antes da
aplicacao do protocolo de inducéo de ovulacao e na avaliacéo realizada sete dias apos
a retirada do implante de P4 em cada tratamento. Apenas 3 novilhas apresentaram
CL antes da aplicacéo dos protocolos hormonais. ApGs o primeiro protocolo hormonal
(protocolo de inducéo da primeira ovulagéo), as novilhas que receberam protocolos
hormonais (1P4, 2P4 e 3P4) apresentaram proporcao similar de CL (75%, 75% e
83%). Apenas o grupo 0P4 diferiu dos demais (0%, p < 0,001), sendo que nenhuma
novilha apresentava CL nessa avaliacéo.

Figura 6 - Percentual de novilhas Nelore apresentando corpo liteo antes e
apos a exposicdo a protocolos hormonais
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DIAS EXPERIMENTAIS

Legenda: Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicdo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de inducdo de ovulagdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo).

Significativo quando < 0,05.

a,b, c: indicam diferenca estatistica p < 0,05.
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Apés a aplicacdo do segundo protocolo hormonal (primeiro protocolo de
sincronizacao de ovulagao), houve diferenca entre os tratamentos (p < 0,001), sendo
qgue o grupo OP4 apresentou menor porcentagem de novilhas com CL (11%), sendo
inferior aos demais. O grupo 3P4 apresentou um maior numero de novilhas com CL
(93%) em comparacao aos tratamentos 1P4 (11%) e 0P4 (67%), mas nao diferiu do
tratamento 2P4 (79%). Além disso, os grupos 1P4 e 2P4 nao diferiram entre si. Apos
o terceiro protocolo hormonal (segundo protocolo de sincronizacdo de ovulag&o),
apenas o grupo 0OP4 apresentou um baixo percental de novilhas ovuladas (31%; p <
0,001), comparado aos tratamentos 1P4, 2P4 e 3P4 (75%, 79% e 76%).

Houve efeito de tratamento na idade a primeira ovulacéo (p <0,0001; Tabela 4),
sendo que o grupo que nado recebeu nenhum protocolo hormonal (OP4) apresentou
maior idade no momento de identificagcdo do primeiro CL (16,7 m), comparado aos
grupos 1P4, 2P4 e 3P4 (14,9 m, 14,8 m e 14,8 m). Além disso, o tratamento OP4
apresentou menor percentual (45%; p <0,0001) de novilhas que ovularam pelo menos

uma vez durante o estudo comparado aos grupos 1P4, 2P4 e 3P4 (90%, 96% e 100%).

Tabela 4 - Idade a primeira ovulagdo e taxa de ovulacdo total de novilhas Nelores
expostas a protocolos hormonais aos 14 meses de idade

Varidveis Tratamentos’ EPM? Valor-P?
OP4 1P4  2P4 3P4
n 55 52 52 54 - -
Idade na deteccdo do 1° CL (m) 16,7b 149a 14,8a 14,8a 0,23 <0,0001
Percentual de novilhas que:

Ovularam pelo menos uma vez no estudo (%) 47b 88a 96a 100a - <0,0001
Retornaram ao anestro (% do total ovuladas) 12 37 32 37 ) 0,28
Estavam ciclando no final do estudo (%) 42b  56ab 65a 63a 0,04

Legenda: 'Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposicao a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulagdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacéo de ovulacéo).

2EPM: Erro padrdo da média.

3Significativo quando < 0,05.

a,b: indicam diferenca estatistica p < 0,05.

Abreviacdes: CL: Corpo lteo.

Foi observado uma variacéo entre o percentual de novilhas que ovularam e as
que mantiveram a ciclicidade até o fim do estudo. Os tratamentos que receberam

protocolo hormonal (1P4, 2P4 e 3P) apresentaram maior propor¢cédo de novilhas
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ciclando ao final do estudo comparados ao tratamento OP4 (p = 0,04). Independente
da ovulacao ter sido espontanea ou induzida, ocasionada por acdo hormonal exdgena,
um percentual de novilhas retorna ao anestro. Na figura 7 esté representada a curva

de sobrevivéncia das novilhas que ovularam e permaneceram ciclando.

Figura 7 - Curva de sobrevivéncia das novilhas que ovularam e mantiveram a ciclicidade

100%

95%
90% 0P4
85%
80%
w 75% 1P4
< 70%
§' 65% 65a
g 60% — ) P4 63a
g 55% 56aB
0, —_
S 50% 3pa p =004
< 45%
£ 40% 42b
2
W 35%
& 30%
& 25%
20%
15%
10%
5%
0% I~

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101111121131141151161171181191201211221231241
DIAS EXPERIMENTAIS

Legenda: Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicdo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulagdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizagéo de ovulacéo).

As novilhas do grupo 0P4 apresentavam diametro uterino maior (13,61 mm; p
= 0,04) que das novilhas dos grupos 2P4 e 3P4 (12,62 mm e 12,70 mm) antes da
aplicacao dos protocolos, enquanto o grupo 1P4 nao diferiu dos demais (13,23 mm;
figura 8). Apos a aplicagdo do primeiro protocolo (indugédo da primeira ovulacdo), os
grupos 1P4, 2P4 e 3P4 apresentaram maior diametro uterino (15,10 mm, 14,79 mm e
14,71 mm; p = 0,0001), comparados ao grupo controle (13,40 mm). Apdés a aplicacao
do segundo protocolo hormonal (primeiro protocolo para sincronizacao de ovulagéo),

houve diferenca entre os tratamentos (p = 0,0014), sendo que 0S grupos que
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receberam o segundo protocolo (2P4 e 3P4) néo diferiram entre si (14,74 mm e14,60
mm), mas ambos foram diferentes do grupo OP4 (13,64 mm), que apresentou menor
diametro uterino. Novilhas que receberam apenas um protocolo hormonal (1P4)
apresentaram diametros uterinos intermediarios (13,99 mm) e ndo foram diferentes
dos grupos 3P4 e OP4. ApoOs o terceiro protocolo (segundo protocolo para
sincronizacado de ovulacéo), apenas o grupo 3P4 apresentou maior diametro uterino
maior que os outros tratamentos (14,28 mm; p < 0,001), que nao diferiram entre Si
(OP4 = 12,60mm; 1P4 = 13,13 mm; 2P4 = 13,07 mm). Na média das avalia¢ges, 0s
trés tratamentos que foram expostos a protocolos hormonais, por pelo menos uma
ocasido, apresentaram maiores diametros uterinos do que o grupo controle (p <
0,0001).

Figura 8 - Didmetro uterino das novilhas Nelore antes da aplicagdo do
protocolo de inducéo de ovulacdo e no momento da retirada no
implante nos protocolos
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DIAS EXPERIMENTAIS

Legenda:Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposi¢ao a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulacdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo).
Significativo quando < 0,05.
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Na analise do diametro uterino ao longo do estudo observou-se um efeito
positivo no aumento do diametro uterino no momento da retirada do implante de
progesterona para 0s tratamentos que receberam o implante de P4, conforme

demonstrado na figura 9.
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Figura 9 - Didmetro uterino de novilhas Nelore durante o periodo experimental por tratamento
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Legenda: Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposi¢do a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulacdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulacdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo). Significativo quando < 0,05.
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As novilhas foram avaliadas para a presenca de CL semanalmente sendo que,
para comparacao do CL resultante da ovulacéo ao protocolo, foi considerado o volume
do CL 7 dias apés a retirada do implante de P4, nos grupos que receberam os
protocolos. O volume do CL formado & partir da ovulacdo ao protocolo, ndo diferiu
entre os tratamentos 1P4, 2P4 e 3P4 (2,41 cm3, 2,67 cm3 e 2,24 cm3), que receberam
o protocolo de inducdo de ovulacdo (Tabela 5). O mesmo foi observado nos grupos
2P4 e 3P4 (2,34 cm3 e 2,92 cm3), para o volume do CL ap6s o segundo protocolo
hormonal (primeiro protocolo para sincronizagéo de ovulagéo). Para os grupos que
receberam mais de um protocolo hormonal, a analise intragrupo nao identificou
diferencas no volume do CL nos grupos 2P4 (2,67 cm3 vs. 2,34 cm3; p = 0,57) e 3P4
(2,24 cm3 vs. 2,92 cm3 vs. 1,25 cm3; p = 0,16), apds a aplicacdo de cada protocolo
hormonal.

Tabela 5 - Volume do corpo lateo de novilhas Nelore de 14 meses de idade, mensurado
sete dias apés a aplicacéo de protocolos hormonais

. Tratamentos?
Varidveis EPM2  Valor-P3
0P4 1P4 2P4 3P4
n 55 52 52 54 - -

Volume do CL 7 dias apés a
retirada do implante (cm3)

. ~ 2,41 2,67 2,24
Protocolo de indugéo (n = 39) (n = 39) (n = 45) 0,37 0,63
R . o 2,34 2,92
1° Protocolo de sincronizacao - - (n = 41) (n = 50) 0,71 0,57
2° Protocolo de sincronizacao - - - 1,25 0,13 -
¢ (n=41) '
Valor-P (intragrupo)* - - 0,57 0,16 - -

Legenda: 'Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposic¢ao a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulagéo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulacao).

2EPM: Erro padrdo da média.

3Significativo quando < 0,05 na andlise intergrupo.

4 Significativo quando < 0,05 na andlise intragrupo.

Semanalmente, foi mensurado o didmetro do maior foliculo ovariano, havendo
efeito de tratamento (p=0,004), semana (p<0,001) e interacdo tratamento*semana
(p<0,001) (figura 10). Considerando todo o estudo, o tratamento OP4 apresentou
foliculos com maiores diametros (10,7 mm) do que os tratamentos 2P4 (10,2 mm) e
3P4 (10,0 mm) , enquanto o tratamento 1P4 apresentou tamanho intermediario (10,3

mm).
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Figura 10 — Média do didmetro do maior foliculo de novilhas Nelore,
mensurado na avaliagdo semanal de ultrassonografia
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Legenda: Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposi¢édo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulacéo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo).

Asterisco (*) indica a Unica semana em que nédo foi mensurado o foliculo pois as novilhas estavam com
o implante intravaginal, devido ao protocolo de indu¢c&o de ovulacao de 12 dias.

Linha tracejada (------ ) na vertical sinaliza a semana em que o implante intravaginal de cada protocolo
hormonal foi removido.

Significativo quando < 0,05.

Na analise por periodo, foi observado uma tendéncia para efieto de tratamento
(p = 0,10), efeito de periodo (p < 0,0001) e interagéo entre tratamento e periodo (p <

0,0001), conforme apresentado na figura 11.
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Figura 11 — Média do diametro do maior foliculo de novilhas Nelore em
relagéo ao periodo experimental
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Legenda: Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicdo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulagdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugcdo de ovulacdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de inducdo de ovulagéo e dois protocolo de
sincronizacgéo de ovulacéo).

Periodo 1 (antes da inducao de ovulacéo): Dieta fornecida para as novilhas antes da exposi¢cao aos
protocolos hormonais objetivando 1,0 kg/d de GMD, do dia 0 ao dia 84; Periodo 2 (depois da inducéo
de ovulagdo): Dieta fornecida para as novilhas apés a exposi¢ao aos protocolos hormonais objetivando
0,6 kg/d de GMD, do dia 85 ao dia 240.

Significativo quando < 0,05.

O diametro do maior foliculo ovariano mensurado 2 dias apos a retirada dos
implantes de P4 foi avaliado apds cada protocolo hormonal nos grupos que receberam
os protocolos. N&ao foram observados diferencas entre os tratamentos que receberam
0 mesmo protocolo hormonal (Tabela 6). Houve diferenca no diametro folicular em
relacdo ao protocolo hormonal, sendo que no grupo 2P4, as novilhas apresentaram
menores foliculos apds a segunda exposicéo a protocolos hormonais (14,16 mm vs.
9,22 mm;p < 0,0001). O mesmo resultado foi observado nas novilhas do tratamento
3P4, sendo que um maior numero de exposi¢cdes a protocolos de P4 resultou em

menor diametro folicular (13,79 mm vs. 9,07 mm vs. 7,92 mm; p < 0,0001).
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Tabela 6 - Diametro do maior foliculo ovariano de novilhas Nelore mensurado dois dias
apos a remocédo do implante de P4

o Tratamentos?
Variaveis EPM? Valor-P3
oP4 1P4 2P4 3P4

n 55 52 52 54 - -
Diametro do maior foliculo na
retirada do implante de P4 (mm)

Protocolo de indugéo - 14,13 14,16A 13,79A 0,42 0,62
1° Protocolo de sincronizacéo - - 9,22B 9,07B 0,39 0,78
2° Protocolo de sincronizacao - - - 7,92C 0,40 -
Valor-P (intragrupo)* - - <0,0001  <0,0001 - -

Legenda: I Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicéo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugdo de ovulagéo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indugdo de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizagdo de ovulacéo).

2EPM: Erro padrdo da média.

3Significativo quando < 0,05 na andlise intergrupo.

4 Significativo quando < 0,05 na andlise intragrupo.

A,B,C: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os protocolos dentro de
um mesmo tratamento (andlise intragrupo).

Foram feitas andalises secundarias para comparar as variaveis entre as novilhas
gue ovularam com as novilhas que ndo ovularam durante o estudo (Tabela 7). N&do
houve diferenca nas variaveis PC aos 11 meses, PC aos 14 meses, PC aos 19 meses
e meédia do maior foliculo ovariano. Houve tendéncia para maior GMD no periodo 1
para as novilhas que n&do ovularam no estudo (1,01 kg/d vs. 0,96 kg/d; p = 0,08).
Também houve tendéncia para idade ao fim do estudo, em que as novilhas que
ovularam durante o estudo eram mais velhas que as novilhas que ndo ovularam (19,44
m vs. 19,16 m; p = 0,10) As novilhas que ovularam durante o estudo apresentaram
maior GMD no periodo 2 (0,75 kg/d; p = 0,0009) em comparacao as novilhas que ndo
ovularam (0,67 kg/d). As novilhas que ovularam durante o estudo também
apresentaram maior diametro uterino (14,12 mmz2; p < 0,0001) em comparacao as

novilhas que ndo ovularam (13,06 mm?).



Tabela 7 — Comparacéo de novilhas
ovularam durante o estudo

Nelore que ovularam com as novilhas que néo
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Variaveis - Ovulagao . EPM? Valor-p2
Sim N&o

n 177 38 - -
PC 11 meses, kg 205,38 201,69 3,93 0,35
GMD periodo 1, kg/d 0,96 101 0,03 0,08
PC 14 meses (induc&o), kg 311,40 313,78 5,78 0,68
GMD periodo 2, kg/d 0,75 0,67 0,02 0,0009
PC 19 meses (fim do estudo), kg 407,91 399,03 7.14 0,21
GMD total, kg/d 0,83 0,81 0,02 0,30
Idade ao fim do estudo, m 19,44 19,16 0,17 0,10
Média maior foliculo, mm 10,33 10,44 0,84 0,90
Média diametro uterino, mm2 14,21 13,06 0,20 <0,0001

1EPM: Erro padrao da média.
2Significativo quando < 0,05.

Abreviacdes: PC: Peso corporal; GMD: Ganho de peso médio diario.

Foram feitas andalises secundarias para comparar as variaveis entre as novilhas
gue ovularam e mantiveram a ciclicidade com as novilhas que ndo mantiveram a
ciclicidade durante o estudo (Tabela 8). Nao houve diferen¢a nas variaveis GMD no
periodo 1 e didmetro uterino. Houve tendéncia para maior idade ao fim do estudo para
as novilhas que mantiveram a ciclicidade (19,51 m vs. 19,25 m; p = 0,10) e para
diametro folicular (10,44 mm vs. 10,18 mm; p = 0,08). As novilhas que ovularam
durante o estudo apresentaram maior GMD no periodo 2 (0,77 kg/d vs. 0,71kg/d ; p =
0,0014) e no periodo total (0,86 kg/d vs. 0.80 kg/d; p = 0,0012) em comparacado as
novilhas que ndo ovularam. As novilhas que ovularam durante o estudo também
apresentaram maior PC aos 11 (207,24 kg vs. 200,32 kg; p = 0,05), aos 14 (315,46 kg
vs. 303,47 kg; p = 0,02) e aos 19 meses (415,51 kg vs. 394,41 kg; p = 0,0012) .

Tabela 8 — Comparacdo de novilhas Nelore que mantiveram a ciclicidade com as
novilhas que ndo mantiveram a ciclicidade durante o estudo

Variaveis - Ciclicidade = EPM? Valor-P?
Sim N&o

n 109 68 - -
PC 11 meses, kg 207,24 200,32 3,51 0,05
GMD periodo 1, kg/d 0,98 0,93 0,03 0,11
PC 14 meses (induc&o), kg 315,46 303,47 5,17 0,02
GMD periodo 2, kg/d 0,77 071 0,02 0,0014
PC 19 meses (fim do estudo), kg 415,51 394,41 6,41 0,0012
GMD total, kg/d 0,86 0,80 0,02 0,0012
Idade ao fim do estudo, m 19,51 19,25 0,15 0,10
Média maior foliculo, mm 10,44 10,18 0,15 0,08
Média diametro uterino, mm2 14,24 14,16 0,19 0,67

1EPM: Erro padrao da média. 2Significativo quando < 0,05.
Abreviacdes: PC: Peso corporal; GMD: Ganho de peso médio diario.
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Foi feita uma analise independente do tratamento para entender a influéncia da
paternidade das novilhas em relacéo a taxa de ovulacdo e manutencédo da ciclicidade
(figura 12). N&ao houve efeito no percentual de novilhas ovuladas em relagéo ao touro
progenitor (p = 0,61). Entretanto, houve diferenca no percentual de novilhas que nao

mantém a ciclicidade em relacéo a sua paternidade (p = 0,03).

Figura 12 — Percentual de novilhas Nelore ovuladas e de novilhas que ndo
mantiveram a ciclicidade em relacéo ao touro progenitor
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Legenda: Barras brancas representam o percentual de novilhas que ovularam pelo menos uma vez no
estudo. Barras pretas representam o percentual de novilhas que ndo mantiveram a ciclicidade e
retornaram ao anestro.

Numeros de 1 a 12: Cada ndmero representa um touro progenitor.
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PERCENTUAL DE NOVILHAS

As figuras abaixo sugerem que um volume menor de racdo foi ofertado em
decorréncia da leitura de sobras de cocho quando as novilhas receberam os
protocolos hormonais (figuras 13, 14 e 15). Como a oferta de racéo foi baseada em
leitura de cocho e ndo foram realizadas mensuracdes de sobras diariamente para
determinacdo do CMS diario real, ndo se pode afirmar, mas os dados sugerem uma
reducdo do CMS em decorréncia da aplicacdo dos protocolos hormonais, atraves da
curva de oferta de racao durante os dias de protocolo.
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Figura 13 — Oferta de racao para novilhas Nelore antes, durante e apés o 1°
protocolo hormonal a base de progesterona (protocolo de
inducdo de ovulacéo)
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Legenda: Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposicao a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulagdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indu¢do de ovulacdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagao).

Linha tracejada (------ ) delimita o periodo em que as novilhas permaneceram com o implante de P4.
Abreviacdes: kg: quilograma; MS: matéria seca.
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Figura 14 — Oferta de racao para novilhas Nelore antes, durante e apds o 2°
protocolo hormonal a base de progesterona (1° protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo)
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Legenda: Tratamentos: 0P4: Grupo controle sem exposicdo a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulagdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugdo de ovulacdo e um protocolo de sincronizacdo de ovulacéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indu¢do de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizacdo de ovulagao).

tracejada (------ ) delimita o periodo em que as novilhas permaneceram com o implante de P4.
Abreviacdes: kg: quilograma; MS: matéria seca.
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Figura 15 — Oferta de racdo para novilhas Nelore, durante e apés o 3°
protocolo hormonal a base de progesterona (2° protocolo de
sincronizacdo de ovulagéo)
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Legenda: Tratamentos: OP4: Grupo controle sem exposicao a protocolo hormonal; 1P4: Grupo exposto
a 1 protocolo hormonal (protocolo de inducdo de ovulacdo); 2P4: Grupo exposto a 2 protocolos
hormonais (protocolo de indugdo de ovulagéo e um protocolo de sincronizacdo de ovulagéo); 3P4:
Grupo exposto a 3 protocolos hormonais (protocolo de indugdo de ovulagdo e dois protocolo de
sincronizagdo de ovulacéo).

Protocolo de inducdo de ovulacdo: duracdo de 12 dias, com insercdo do implante intravaginal de P4 de
baixa concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) no inicio do protocolo; retirada do implante de P4
com Unica aplicagdo IM de Cipionato de Estradiol (CE; 0,5 mg, Cipion®, Globalgen) no final do
protocolo.

Protocolo de sincronizacdo de ovulagéo: duracdo de 7 dias, com implante intravaginal de P4 de baixa
concentracdo (0,5 g, Repro One®, Globalgen) e aplicacéo de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE,
Syncrogen®, Globalgen) IM no inicio do protocolo. Retirada do implante de P4 apés 7 dias com
aplicacdo de 0,5 mg de CE (Cipion®, Globalgen), 0,526 mg de Cloprostenol sddico (PGF2a, Induscio®,
Globalgen) e 200 Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG, eCGen®, Globalgen) por via IM.

Linha tracejada (------ ) delimita o periodo em que as novilhas permaneceram com o implante de P4.
Abreviacdes: kg: quilograma; MS: matéria seca.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo é pioneiro na avaliagdo da manutencéo da ciclicidade de novilhas
Nelore pré-puberes, de 11 a 19 meses de idade, submetidas a protocolos hormonais
a partir dos 14 meses de idade. Novilhas Nelore tendem a ser sexualmente um ano
mais tardias do que racas taurinas (NOGUEIRA, 2004) e, aos 14 meses de idade,
apresentam baixas taxas de puberdade (SA FILHO, 2008; FREITAS et al., 2021).
Freitas et al. (2021) observaram em 650 novilhas Nelore de 14 meses de idade a
presenca de CL antes da exposi¢cdo a protocolos hormonais variando de 2% a 15%
em relacdo as trés fazendas avaliadas. Entretanto, a taxa de puberdade espontanea
(n&o induzida) de novilhas Nelore, aos 14 meses de idade, pode aumentar se houver
selecdo genética direcionada para precocidade sexual e regime alimentar adequado
que atenda aos requerimentos nutricionais dessa categoria (NOGUEIRA, 2004,
FERRAZ et al., 2018). No presente estudo, mesmo em elevado regime nutricional e
elevada condig&o corporal, as novilhas apresentaram baixa taxa de ovulagéo antes
da exposicdo aos protocolos com P4 (3 novilhas considerando todos 0s grupos
experimentais), confirmando os dados que demonstram baixa taxa de puberdade
precoce em novilhas Nelore (FERRAZ et al., 2018).

Protocolos hormonais a base de P4 e E2 tem sido utilizados como estratégia
para induzir a primeira ovulacdo de novilhas pré-puberes antes da EM com o intuito
de melhorar os resultados reprodutivos (RODRIGUES et al., 2013; MARTINS et al.,
2021). No presente estudo, a utilizacdo dos protocolos hormonais resultou em maior
taxa de ovulacdo durante o estudo e maior niumero de novilhas ciclando ao término
do estudo. Estd bem documentado que esses protocolos aumentam o namero de
novilhas com CL antes da EM (MORIEL et al., 2017; LIMA et al., 2020), todavia, as
novilhas que ovularam em decorréncia desse protocolo sdo comumente avaliadas
uma unica vez antes de receberem um protocolo para IATF, e ndo se sabe se elas
continuam a ciclar. Nesse estudo, foi observado que 35% das novilhas que receberam
protocolo hormonal ndo mantiveram a ciclicidade ap0s a primeira ovulacéo e retorna
a condig&o anovulatoéria, confirmando nossa hipétese inicial. Se seguirmos a definicdo
de puberdade, além da identificacdo de um CL, devemos considerar um CL ativo e
um ciclo estral com duragédo normal (KINDER et al., 1987; MORAN; QUIRKE; ROCHE,

1989). Dessa forma, podemos questionar se as novilhas que nd&o mantiveram
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ciclicidade e retornam a uma condicdo anovulatéria apds o protocolo de inducéo de
primeira ovulacdo se tornaram puberes.

A inducéo de ovulacao de novilhas pré-puberes com protocolos a base de P4
resulta em supressdo dos receptores de E2 no hipotdlamo, reduzindo o feedback
negativo do E2 e consequentemente aumentando a pulsatilidade de LH, culminando
na primeira ovulacdo (ANDERSON; McDOWELL; DAY, 1996; DAY; ANDERSON,
1998). Além disso, Vrisman et al. (2018) demonstraram que novilhas Nelore
apresentam maior propor¢éo de CL com func¢ao luteal normal quando induzidas com
P4, em comparacdo a inducdo de novilhas pré-puberes apenas com GnRH.
Fisiologicamente, apds a primeira ovulacdo, novilhas Nelore apresentam um primeiro
ciclo estral curto, caracterizado por apresentar fase luteal reduzida e baixas
concentracdes de P4, enquanto os ciclos estrais consecutivos apresentam fase luteal
normal e concentracbes mais elevadas de P4 (NOGUEIRA, 2004). A ocorréncia de
mais de um ciclo estral antes da exposi¢cdo da novilha a reproducdo beneficia os
resultados reprodutivos (BYERLEY et al., 1987; PERRY et al., 1991). Dessa forma,
havendo maior numero de exposi¢cdes de P4 previamente a EM, ha melhoria dos
indices reprodutivos, evidenciado pela maior taxa de concepcao de novilhas Nelore
guando ja havia um CL previamente a primeira exposi¢cdo hormonal (ALVES, 2020).

Por outro lado, curiosamente, algumas novilhas que ovularam
espontaneamente (grupo OP4) ndo mantiveram a ciclicidade. Nafziger et al. (2021)
observaram diferentes padrdes de ciclos estrais até que a ciclicidade fosse
plenamente estabelecida em novilhas que ovularam espontaneamente, sem inducao
hormonal. Os autores identificaram, apds a primeira ovulacdo, novilhas com ciclos
estrais regulares, novilhas com ciclos estrais irregulares e novilhas que nao
estabeleciam ciclos e retornavam a condi¢cdo anovulatéria e, dessa forma, foram
consideradas ndo puberes (NAFZIGER et al., 2021). A literatura mais antiga relata um
fendmeno descrito como “estro nao-puberal’, em que as novilhas expressam estro
mas ndo ha formacao de um CL funcional, as concentracdes sao P4 < 1,0 ng/ml nos
dias seguintes e o intervalo para o proximo estro pode ser superior a 60 dias (NELSEN
et al., 1985; RUTTER; RANDEL et al., 1986).

Considerando que a puberdade induzida ndo € atingida apenas com a
formacdo de um CL (KINDER et al., 1987), alguns outros fatores relacionados ao
sistema enddcrino-reprodutivo devem ser considerados como, por exemplo, 0

desenvolvimento uterino (KASIMANICKAM et al., 2020). Novilhas com maior escore
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uterino (EUT) atingem a ciclicidade em menor tempo e, além disso, novilhas que foram
expostas a protocolos com P4 apresentam menor tempo para estabelecer a
ciclicidade (KASIMANICKAM et atl., 2020). Corroborando esses dados, novilhas
Nelore puberes apresentam maior EUT do que novilhas nao puberes (MONTEIRO et
al., 2013). Além disso, novilhas Nelore com maior EUT apresentam maior taxa de
prenhez (CLARO JUNIOR et al., 2010; MARTINS, et al., 2017). Em novilhas pré-
puberes submetidas a protocolos hormonais com implante de P4, a queda abrupta
nas concentracdes de P4 apds a retirada do implante faz com que ocorra uma
elevacdo nas concentracdes de E2, estimulando a proliferacdo e o crescimento de
células endometriais, resultando no aumento do diametro uterino (MURRAY, 1992,
JOHNSON; REDMER; REYNOLDS, 1997). Além disso, o controle da concentracdo
enddgena de P4 com PGF2a, para novilhas com CL durante o protocolo, e a aplicacdo
de eCG e ésteres de E2 contribuem de forma aditiva aos efeitos do E2 enddgeno.
Porém, foi observado no presente estudo que 0s grupos que receberam protocolos
hormonais (1P4, 2P4 e 3P4) apresentaram maior didmetro uterino apenas durante os
protocolos hormonais. As novilhas que ndo foram expostas a nenhum tratamento
hormonal mantiveram o mesmo diametro uterino durante todo o estudo, enquanto as
novilhas dos tratamentos 1P4 e 2P4 apresentaram menor diametro uterino nos
momentos em que ndo estavam recebendo protocolo hormonal. Dessa forma, o Utero
parece ser reativo aos hormdnios exdgenos mas ndo aumentando definitivamente seu
didmetro em funcdo da aplicacdo de um protocolo hormonal. Além disso, as
mensuracdes uterinas obtidas no presente estudo corroboram os dados de que
novilhas Nelore apresentam menor didametro uterino do que novilhas taurinas
(ANDERSON et al., 1991; MONTEIRO et al., 2013).

O didmetro do maior foliculo foi influenciado pela aplicagcdo dos protocolos
hormonais. Novilhas pré-puberes apresentam elevado crescimento folicular quando
submetidas a dietas com maior teor de energia (GASSER et al., 2006). Porém,
dependem da reducédo do feedback negativo de E2 para que ocorra a primeira
ovulagcédo, que pode ocorrer por acdo de P4 exdgena (ANDERSON; McDOWELL,;
DAY, 1996; DAY; ANDERSON, 1998). Durante o periodo 1, as novilhas de todos os
tratamentos apresentavam o mesmo desenvolvimento folicular, entretanto, néo
tinham capacidade de ovular. A aplicagcdo de protocolos hormonais resultou na
reducdo do diametro folicular nos tratamentos 1P4, 2P4 e 3P4, devido a ovulagédo do

maior foliculo e surgimento de uma nova onda de crescimento folicular. Além disso, o
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o tamanho do foliculo € modulado pela acédo da P4, tendo seu crescimento reduzido
sobre elevadas concentracdes de P4 (PFEIFER, et al., 2009). Os tratamentos que
receberam protocolos hormonais apresentaram maior taxa de ovulacéo, resultando
em menor crescimento folicular por acdo da P4 produzida pelo CL (enddgena). Para
0S grupos que receberam mais de um protocolo hormonal (2P4 e 3P4), as novilhas
qgue iniciaram um protocolo com CL tem a concentracdo de P4 aumentada pela
liberacdo de P4 do implante intravaginal (exdgena), o que pode favorecer a reducéo
do didametro folicular. O grupo que ndo recebeu nenhum protocolo hormonal n&o
alterou o diametro folicular, mesmo que um percentual de novilhas comecaram a
ovular, isso ndo foi o suficiente para alterar a média do grupo. Além disso, 0 grupo
0P4 demonstra que a diferenca energética da dieta do periodo 1 para o periodo 2 ndo
foi suficiente para influenciar no desenvolvimento folicular.

O plano nutricional do primeiro periodo do estudo foi proposto para que as
novilhas atingissem o PC em que comumente é observado a puberdade em novilhas
Nelore (DAY; NOGUEIRA, 2013). Além disso, novilhas mais pesadas tem melhor
resposta ovulatéria a protocolos hormonais (MARTINS et al., 2021), o que favoreceu
a alta taxa de ovulacdo aos protocolos hormonais. As novilhas foram submetidas a
elevado GMD fazendo com que acumulassem gordura subcutanea. Isso mostra que
0s protocolos hormonais sdo uma ferramenta muito potente, uma vez que 0 grupo
controle (OP4), mesmo em elevada condi¢do corporal (maior EGSG ao final do
estudo), apresentou menor nimero de novilhas ovuladas e ciclando ao final do estudo
comparado aos outros tratamentos que foram submetidos aos protocolos hormonais.
Apesar de ndo observarmos diferencas entre os tratamentos em relacdo ao
desempenho no periodo 1 e 2, quando desconsideramos 0S grupos experimentais,
observamos que as novilhas que ovularam no estudo foram as que apresentaram
maior GMD no periodo 2 e maior diametro uterino. Por outro lado, houve uma
tendéncia dessas novilhas apresentarem menor GMD no periodo 1. Em relacdo a
manutenc¢ao da ciclicidade, as novilhas que estabeleceram ciclicidade eram as mais
pesadas aos 11, 14 e 19 meses de idade e apresentaram maior GMD no periodo 2 e
maior GMD total. Além disso, essas novilhas apresentaram uma tendéncia de maior
diametro folicular médio.

O efeito genético na idade a puberdade de novilhas é bem documentado
(PERRY, 2016). Trabalhos mais recentes tém demonstrado efeito especificamente da
paternidade sobre a puberdade de novilhas Nelore (NEPOMUCENO, 2013; FERRAZ
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et al., 2018; MISZURA et al., 2021). Novilhas submetidas a elevado regime nutricional
apresentam menor idade a puberdade quando séo filhas de touros com caracteristicas
de precocidade sexual e, da mesma forma, novilhas em subnutricdo s&o mais
precoces se forem filhas de touros com mérito genético para precocidade sexual
(FERRAZ et al., 2018; BARROSO et al., 2023). O efeito da paternidade na inducdo da
primeira ovulacdo e manutencdo da ciclicidade, entretanto, ainda néo foi ainda
avaliado. Os dados do presente trabalho mostram que a paternidade € um fator
genético que afeta também a continuidade dos primeiros ciclos estrais apos a primeira
ovulacdo. Novilhas que atingem a puberdade espontaneamente (sem inducéo
hormonal) apresentam diferentes taxas de puberdade em funcéo da genética paterna,
mesmo sobre o0 mesmo manejo nutricional (NEPOMUCENO, 2013; MISZURA et al.,
2021). Independente do tratamento experimetanl, nossos dados mostraram que a taxa
de ovulacdo de novilhas nao é influenciada pelo efeito da paternidade. Todavia, um
namero consideravel de novilhas ndo mantém a ciclicidade e retorna a condicao
anovulatéria, havendo diferenca na taxa de ciclicidade das novilhas em funcédo dos
touros progenitores. Os protocolos de inducéo de ovulagao séo bastante eficientes e
devem ser usados para aumentar o numero de novilhas com CL na EM. Todavia,
ainda que as novilhas ovulem em funcdo de um determinado protocolo hormonal, a
genética pode influenciar a sua ciclicidade.

Como achado experimental, os dados gerados através dos gréaficos de oferta
de racdo sugerem uma reducdo do consumo apés a aplicacéo do protocolo hormonal.
Estudos devem ser conduzidos nesse sentido para avaliar a influéncia do implante de
P4 e demais farmacos sobre a reducao do consumo das novilhas durante o protocolo,
e os dados gerados podem auxiliar no desenvolvimento de protocolos hormonais e
implantes de P4 que se adequem melhor a categoria animal.
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6 CONCLUSOES

Os protocolos hormonais para indugéo de primeira ovulacdo e sincronizacao
de ovulagéo resultam em elevada resposta quando aplicados em novilhas Nelore a
partir de 14 meses de idade. Porém, um percentual consideravel de novilhas que ovula
apo0s um protocolo hormonal ndo mantém a ciclicidade e retorna a condicéo
anovulatéria. De toda forma, utilizar protocolos hormonais resultou em um maior
percentual de novilhas ciclando ao final do estudo. As novilhas que nao sao induzidas
comecam a ovular mais tarde e apresentam menor percentual de ciclicidade em
comparacao as contemporaneas. O numero de protocolos hormonais (1, 2 ou 3) ndo
influencou a taxa de ciclicidade, porém, novilhas que ovularam e mantiveram a
ciclicidade ganharam mais PC, principalmente, apés a aplicacdo dos protocolos
hormonais.

A taxa de ovulacdo durante o estudo nao foi influenciada em funcdo da genética
paterna (touro). Entretanto, o percentual de novilhas ndo manteve a ciclicidade e
retornou a condic¢éo anovulatoria foi influenciado pela genética paterna. Dessa forma,
considerando apenas o fator genético,o0s protocolos hormonais podem alterar a taxa
de ovulacao, porém, nao tem efeito sobre a manutencao de ciclicidade. Novos estudos
devem ser conduzidos para entender a relacdo entre o numero de protocolos
hormonais e genética na manutenc¢édo da ciclicidade de novilhas Nelore induzidas com

protocolos hormonais aos 14 meses idade.
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