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RESUMO GERAL

ANDRADE, Jodo Paulo Nascimento. Inseminagdes sincronizadas com intervalo de 21 dias
em novilhas Nelores ndo gestantes apds diagnostico precoce de gestacdo com
ultrassonografia Doppler. 2019. 41p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Ciéncias Clinicas). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Dois experimentos foram realizados para desenvolver novas estratégias para ressincronizar a
ovulacdo de bovinos de corte. O primeiro foi realizado em Rio Branco-AC utilizando 300
novilhas Nelores. Apos a primeira IATF, as novilhas foram distribuidas em dois programas de
ressincronizacdo com inseminagdes em intervalos de 24 (PR-24) e 21 (PR-21) dias. Os
tratamentos diferiram principalmente no momento de iniciar a ressincronizagdo e do
diagnostico de gestacdo (DG). No PR-24, o DG foi baseado na perfusdo vascular do CL aos
22 dias pos IATF, sendo que fémeas vazias receberam aplicacdo de andlogo de PGF2o,
cipionato de estradiol, eCG e foram inseminadas no dia 24. No PR-21, o DG foi realizado
com a mesma metodologia do PR-24, entretanto fémeas consideradas vazias foram
inseminadas imediatamente ap0s o0 DG e receberam apenas gonadorelina. Novilhas do PR-21
apresentaram maior tamanho de foliculo dominante do que as do PR-24, 10,9mm (+1,9) vs.
10mm (x2,1), respectivamente (P=0,0003), no entanto ndo houve diferenca para taxa de
ovulagéo (86,9% em PR-21 vs 86,8% em PR-24). A taxa de concepcdo (TC) da primeira
IATF foi de 24,6%. As TCs das novilhas ressincronizadas foram 33,6% e 29%,
respectivamente, para PR-21 e PR-24 (P = 0,4). A TC da IATF realizada nas fémeas que
foram falso positivo no primeiro DG foi de 21,6% e as taxas de prenhez ao final da estacédo
para PR-21 e PR-24 foram, respectivamente, 58,5% e 55,6%. Foi observada diferenca entre
TC das resynch PR-21 + PR-24 comparado a IATF (31% vs 24,6%; P=0,01). Foi observada
diferenca entre touros para concepc¢do 59,2% vs. 24,8% (P=0,0001) e incidéncia de DG FP
6,5% vs 34% (P=0,01). O segundo experimento foi realizado em Valenca-RJ utilizando 76
Novilhas Nelores, sendo que os tratamentos de ressincronizagdo foram os mesmos utilizados
no PR-21. O objetivo foi comparar a eficiéncia de diferentes métodos de avaliacdo do corpo
luteo (perfusdo vascular, tamanho e ecotextura) de forma objetiva e em escores subjetivos
com diferentes avaliadores, como estratégia de DG precoce aos 21 dias pés IATF. Numero de
pixels coloridos, ecotextura/mm?2 e didmetro apresentaram correlacdo de 0.65, 0.42 e 0.70,
respectivamente, com o DG aos 33 dias (P<0,0001). Acuréacia, sensibilidade e valor preditivo
negativo (VPN) do didmetro do CL foram similares a contagem de pixels coloridos. N&o foi
observada diferenca entre avaliadores e todos apresentaram correlagdes similares dos escores
com seus respectivos valores objetivos com alta significancia nas correlages (P<0,0001).
Somente escores de vascularizagdo tiveram mesma eficiéncia que a avaliagdo objetiva,
contudo, escores de tamanho e ecotextura juntos tiveram acuracia 88%, similar aos escores de
vascularizagéo 87.8%. As metodologias de escores subjetivos apresentaram eficiéncia similar
pela anélise na curva ROC (P=0,34). DG falso positivo foi de 22,7% e 19,2% (P=0,3), ja 0
DG falso negativo foi 0% e 5,4% (P=0,0001), respectivamente, para DG no modo Doppler e
modo B (ecotextura e tamanho). O PR-21 apresentou mesma eficiéncia que PR-24 e a
ultrassonografia Doppler apresentou mesma eficiéncia quando usada de forma subjetiva,
enquanto o tamanho do CL apresentou mesma eficiéncia que o Doppler somente avaliado de
forma objetiva.

Palavras-chave: Eficiéncia reprodutiva, bovinos, ultrassom.



GENERAL ABSTRACT

ANDRADE, Jodo Paulo Nascimento. Synchronized insemination with 21 days interval in
open Nellore heifers post Doppler ultrasonography preg check. 2019. 41p Dissertation
(Masters in Veterinary Medicine, Clinical Science). Instituto de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Two experiments were carried out to develop new strategies for resynchronization of
ovulation in beef cattle. The first experiment was carried out in a commercial farm in Rio
Branco-AC, using 300 Nellore heifers. After the first conventional TAI the heifers were
distributed in two resynchronization programs with inseminations at intervals of 24 (PR-24)
and 21 (PR-21) days. Treatments differed mainly at the time of resynchronization and at the
time of the early preg check (PC) based in blood flow of the CL. In the PR-24, PC was at 22
days post TAI, non-pregnant heifers received an application of analog of PGF2a, estradiol
cypionate, eCG and were inseminated on day 24. In the PR-21, the PC was on day 21, non-
pregnant heifers received gonadoreline and immediately after a new insemination was
performed. Heifers of PR-21 had greater size of dominant follicle comparing with heifers of
PR-24, 10.9mm (£1.9) vs. 10mm (+2.1), respectively (P=0.0003), but did not have difference
in ovulation rate (86.9% PR-21 vs. 86.8% PR-24). The conception rate (CR) of the first TAI
was 24.6%. The CR of resynchronized heifers was 33.6% and 29%, respectively, for PR-21
and PR-24 (P = 0.4). The CR of heifers that was false positive in the first PC was 21.6% and
the pregnancy rates at the end of the breeding season for PR-21 and PR-24 were, respectively,
58.5% and 55.6%. There was a difference between resynch PR-21 + PR-24 CT compared to
TAI (31% vs 24.6%; P = 0.01). It was observed a difference between bulls for conception
59.2% vs. 24.8% (P = 0.0001) and incidence of PC false positive 6.5% vs. 34% (P = 0.01).
The second experiment was carried out in a commercial farm located in Valeng¢a-RJ with 76
Nellore heifers and the hormonal treatment was the same as were utilized in PR-21. The
objective was to compare the efficacy of different methods of evaluation of the corpus luteum
(vascular perfusion, size and ecotexture) in an objective way and in subjective scores with
different evaluators, as a strategy of early PC at 21 days post TAL. Number of color pixels,
ecotexture/mm? and diameter presented correlation of 0.65, 0.42 and 0.70, respectively, with
the PC at 33 days (P<0.0001). Accuracy, sensitivity and negative predictive value (NPV) of
CL diameter were similar to counting colored pixels. No difference was observed between the
evaluators and all presented similar correlations of the scores with their respective objective
values with high significance in the correlations (P <0.0001). Only vascularization scores had
the same efficiency as the objective evaluation, however, size and echocardiographic scores
together had an accuracy of 88%, similar to vascularization scores of 87.8%. The
methodologies of subjective scores presented similar efficiency by the analysis in the ROC
curve (P = 0.34). False positive PC was 22.7% and 19.2% (P = 0.3), while the false negative
PC was 0% and 5.4% (P = 0.0001), respectively for PC in Doppler mode and B mode
(echotexture + size). The PR-21 presented the same efficiency as PR-24 and Doppler
ultrasound showed the same efficiency when used subjectively, while the CL size showed the
same efficiency as the Doppler only objectively evaluated.

Key words: Reproductive efficiency, bovine, ultrasound.
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1. INTRODUCAO GERAL

Estima-se que no Brasil, atualmente, cerca de 19 milhGes de vacas em idade
reprodutiva ficam sem produzir um bezerro por ano, considerando uma ocupacéo de 1 vaca/ha
podemos considerar que temos aproximadamente 19 milhdes de hectares improdutivos. Dessa
maneira 0 desempenho reprodutivo de vacas além de ser importante para economia do Brasil
é um ponto de destaque na discussdo de ocupacgdo de terras. Biotécnicas reprodutivas como a
IATF podem melhorar o desempenho de vacas de corte, pois aumenta a taxa de prenhez ao
final da estacdo de monta. Apesar de aumentar a fertilidade das vacas de corte, a realizagéo de
somente uma IATF ndo é capaz de encurtar a estacdo de monta em cerca de dois meses com
mais de 80% de vacas gestantes. O objetivo é ter uma janela de nascimento também com dois
meses e assim aproveitar a estacdo com maior indice pluviométrico e dessa maneira aumentar
0 peso ao desmame das progénies.

Mais uma vez biotécnicas reprodutivas foram desenvolvidas sendo possivel realizar
uma estacdo de monta de cerca de dois meses somente com trés IATFs. Essa estratégia além
de encurtar a estacdo de monta, mais de uma sincronizagdo na estacdo aumenta a taxa de
prenhez ao final da estacdo pois possibilita que vacas em anestro que ndo responderam na
primeira IATF ainda tenham mais uma inducdo da ovulacdo. O grande problema da estacao
de monta com 64 dias é que essa biotécnica ndo é capaz de ser replicada na seguinte estagcdo
(1 ano apds), porque fémeas que concebem na segunda ou terceira IATF, depois que parem,
sO se tornam aptas ja com a estacdo iniciada. Um modelo ideal € de uma estagdo com 42 dias,
pois vacas que concebem na primeira e segunda inseminacdo se tornam aptas para proxima
estacdo antes dessa ter sido iniciada, apesar do ultimo grupo de vacas ainda estar apta no
inicio da estacdo ainda tem tempo suficiente para receber outras duas inseminagdes.

Um novo modelo com estagéo de monta em 48 dias vem sendo desenvolvido, mas este
apresenta um manejo de dificil programacdo porque os dias dos tratamentos caem em dias
aleatdrios da semana dificultando sua aplicacdo em grandes lotes em uma mesma semana e
eventualmente alguns manejos caem em finais de semana. Além disso, esse programa que
vem sendo desenvolvido, é dependente da ultrassonografia Doppler para diagnostico precoce
de gestacdo e aparelhos esquipados com essa avaliagdo geralmente sdo cerca de trés vezes
mais caros de aparelhos de ultrassom convencionais (modo B).

Assim sendo, a presente dissertacdo foi estruturada em dois capitulos que tratam do
emprego da ultrassonografia Doppler e modo B no diagndstico precoce da gestacdo em
fémeas Nelores, sendo apresentada da seguinte maneira: “Capitulo | — “Ressincronizacdo da
ovulacdo a cada 21 dias em novilhas Nelores”, onde foi desenvolvido um novo programa de
ressincronizacgdo de ovulagdes para inseminagdes com intervalo de 21 em fémeas Nelores e
estacdo de monta em apenas 42 dias, sendo que essa perspectiva permitird que oS manejos
sejam executados em um mesmo dia da semana. Adicionalmente, fixaré a taxa de servico em
100%, fazendo com que a taxa de prenhez seja igual a taxa de concepcdo. Ja o “Capitulo Il -
Diagnostico de gestagcdo superprecoce aos 21 dias utilizando ultrassonografia modo Doppler
ou B em novilhas Nelores” esta relacionado com a eficiéncia de diferentes caracteristicas do
CL (perfuséo vascular, diametro e ecotextura) aos 21 dias avaliados com ultrassom no modo
Doppler ou B, como pardmetro para diagnéstico precoce de gestacdo em bovinos de corte.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Corpo Luteo: Formacao e Regressao

O corpo luteo (CL) € uma glandula que controla de forma refinada o ciclo estral de
fémeas bovinas pela producdo de progesterona (P4). A concentracdo de P4 controla a
amplitude e os pulsos de LH/FSH, assim como elevadas concentracfes de P4, associadas a
altas concentrac@es de estradiol (E2), induzem a regressao de foliculos em qualquer fase do
ciclo e com isso induz a emergéncia de uma nova onda folicular sincronizada (ADAMS;
MATTERI; GINTHER, 1992; BO et al., 1995; GIORDANO et al., 2012).

A fase que precede a formacgédo do CL compreende um momento onde o estrégeno esta
em altas concentragfes plasmaticas fazendo uma retroalimentacdo positiva no hipotalamo.
Este feedback positivo provoca um pico de LH, culminando na ovulacdo (ACOSTA;
MIYAMOTO, 2004). Apos a ovulagdo, a estrutura que era o foliculo dominante inicia um
processo de formacdo de uma nova estrutura dessa vez solida e iniciando a producdo de
progesterona (THATCHER, 2017). A massa luteal continua aumentando juntamente com
intenso processo de neovascularizacdo que dura cerca de 7 dias, sendo essa fase descrita como
metaestro conhecida pela formagdo e também fase onde o CL ndo é responsivo a luteolise
exogena (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004; GINTHER, 2007).

A partir disso, inicia-se a fase de diestro caracterizada pelo aumento na produgéo de
progesterona e pela intensa vascularizagdo do corpo lateo. Avaliagdes da perfusao vascular do
CL empregando a ultrassonografia Doppler mostraram alta correlagdo da vascularizagdo com
a producdo de progesterona (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). No diestro, o CL passa a
ser responsivo e a lutedlise pode ser induzida de forma exdgena. Estudos mostram que na fase
do diestro uma tnica aplicacdo de analogos de prostaglandina 2 o (PGF2a) decrescem a
producdo de progesterona em 1 hora, ja perfusdo vascular diminui em cerca de 5 a 6h e por
ultimo a area do CL comeca a diminuir em 24h (GINTHER, 2007).

Estudos ainda procuram esclarecer eventos fisioldgicos que determinam a regressao ou
a manutencao do CL. Até o momento sabe-se que a concentracdo de estrogenos determina a
expressdo de receptores de estradiol (ESR) e receptores de ocitocina (OR) (AROSH; BANU,;
MCCRACKEN, 2016). Quando estes aumentam, permitem a ligacdo de estrogenos e
ocitocina no utero e culminam com a producdo de PGF2a ¢ através de um sistema de
irrigacdo sanguinea de contracorrente conhecido como plexo venoso Utero ovariano chega nos
ovarios (MCCRACKEN et al., 2012). A PGF2a desencadeia um processo de produgdo de
PGF2a e ocitocina pelo proprio CL assim com 3 picos de PGF2a levam a total regressao do
CL diminuindo as concentragdes plasmaticas de P4 abaixo de 1 ng/ml (AROSH; BANU,;
MCCRACKEN, 2016). Os picos de PGF2a sao verificados pela presenga do seu metabolito
15keto-13,14-dihyodro PGF2 (PGFM). Estudos mostraram que em novilhas ndo gestantes, 14
dias apds a ovulacdo, 0,1ng de 17b estradiol estimula pico de PGFM superior ao necessario
para lutedlise, evidenciando a importancia do estradiol no processo de regressdo do CL
(THATCHER, W. et al., 1986; PUGLIESI et al., 2012). Trabalhos utilizando antagonistas de
OR no final da fase luteal, conseguiram impedir a lutedlise nas fémeas tratadas, dessa maneira
foi observado o papel fundamental da expressdo de receptores de ocitocina no processo
regressdo do CL (GRAZZINI et al., 1998).

2.2 Anestro

Um grande entrave no manejo reprodutivo de fémeas de corte é o anestro (condicéo
onde a fémea ndo apresenta cio/ovulacdo), sendo que 0s principais momentos em que essa
condicdo ocorre sdo no pds-parto e no inicio da puberdade. Wiltbank et al. (2002) citaram
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como condi¢des anovulatorias em bovinos: o crescimento folicular somente até a fase de
emergéncia; crescimento folicular ultrapassando a fase de divergéncia; crescimento folicular
até atingir didmetro compativel com a ovulacdo ou mesmo superior (cistos foliculares); e
condicdo anovulatdria por persisténcia de tecido luteo, sendo que a maioria desses problemas
é causado por um menor nimero de pulsos de LH devido a fatores que inibem GnRH ou
situagdes onde ndo houve um “acimulo” de LH no hipotalamo.

O balanco energético negativo (BEN) é uma consequéncia fisiolégica em que as
fémeas bovinas passam no momento do pds-parto, onde a glicose disponivel diminui e as
fémeas utilizam de suas reservas corporais depositadas na forma de gordura para desviar seu
metabolismo, dando prioridade para a producdo de leite. Esse desvio metabdlico energético
causa um efeito inibitorio para liberacdo de GnRH, fazendo com que persista essa condi¢éo de
anestro (YAVAS; WALTON, 2000). Essa queima de reservas corporais guarda estreita
relacdo com a fertilidade. Avaliando essa perda de forma subjetiva por escore de condicéo
corporal (ECC), Ferreira et al. (2018) observaram que vacas Nelores no pés-parto com ECC
acima de 3 (escala de 1 a5) apresentaram maior probabilidade de emprenhar no inicio da
estacdo de monta e ainda terminaram a estacdo com prenhez acumulada superior que vacas
com ECC abaixo de 2,75. Estudos mostraram que baixa condicdo corporal (ECC< 2,75)
diminui a probabilidade da vaca apresentar um corpo luteo no inicio da estagéo, evidenciando
o0 impacto do ECC na manutencéo da condi¢édo de anestro (AYRES et al., 2014).

Outro fator que pode causar um descontrole no eixo reprodutivo hormonal € o “efeito
da mamada”, j& que a presenca do bezerro reduz a liberacdo de GnRH (WILLIAMS, 1990).
Esse efeito se faz pela secregdo de um peptideo opidide hipotalamico (B-endorfina) em
resposta ao estimulo da amamentacéo, da visdo e do olfato do bezerro pela mae. Separar o
bezerro da vaca no sentido de diminuir o periodo de contato diario (remocdo do bezerro
durante 48 a 96h) atenua os efeitos negativos deste vinculo maternal na secrecdo de LH, que
aumenta sua pulsatilidade (MONTIEL et al., 2005). Dessa maneira, pode-se concluir que essa
relacdo é responsavel por prolongar o anestro pos-parto que, associado ao BEN e ao baixo
ECC, podem fazer com que as vacas retornem a ciclicidade em periodos superiores a 100 dias
pos-parto.

Os efeitos negativos citados acima podem ser contornados com a utilizacdo de
progestagenos associados a gonadotrofina coridnica equina (eCG), sendo esse Ultimo
produzido no célice endometrial de éguas gestantes atuando principalmente em receptores de
FSH. A utilizacdo da eCG de forma estratégica promove um suporte gonadotréfico a
capacidade ovulatdria de um foliculo (SALES et al., 2011). Baruselli et al. (2004) avaliaram o
efeito da eCG em fémeas Nelores com diferentes ECC e houve interagéo entre eCG e ECC.
Vacas com piores ECC (menor ou igual a 3,0) apresentaram melhores taxas de prenhez
qguando a eCG foi utilizada [sem eCG - 22,7%, 42,8%, 53,9%, 52,1% e 69,6% vs. com eCG —
47,6%, 56,9%, 58,4%, 51,7% e 63,8%, respectivamente para os ECC 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 e 4,0].

No caso de novilhas, um aspecto importante para o inicio da ciclicidade é a condicédo
alimentar e a disponibilidade de forragens. Avaliando 617 novilhas entre 2 e 3 anos, foi
observada alta correlagéo entre peso, escore de condigéo corporal e ciclicidade. Quanto maior
0 peso e escore, menor era a proporcdo de novilhas que ainda estavam pré-puberes (SANTOS
et al., 2006). Sa Filho et al. (2008) definiram como puberdade uma primeira ovulagéo fertil
seguida de uma fase luteal com duracdo normal. Novilhas, geralmente na primeira ovulagéo,
apresentam uma fase luteal curta, sendo necessarios dois a trés ciclos estrais normais para que
a novilha adquira maturidade sexual e apresente capacidade de conceber e levar a gestacdo a
termo (BYERLEY et al., 1987). Entretanto, segundo Santos et al. (2006) e S& Filho et al.
(2008), apenas 50% de novilhas com 300kg de peso vivo estardo ciclicas no primeiro dia da
estacdo de monta. Como observado, mesmo com 0 manejo nutricional correto para que o



animal apresente 55% a 60% do peso adulto no inicio da estagdo de monta, por volta de
apenas 50% dos animais estardo ciclicos.

Nesse sentido, a IATF pode induzir a ciclicidade tanto em vacas como novilhas sendo
possivel inseminar fémeas que estavam em condicdo de anestro (SA FILHO et al., 2008).
Crepaldi et al. (2017) observaram que fémeas que receberam mais de uma IATF na estacdo de
monta (EM) apresentaram taxa de prenhez superior a fémeas que receberam apenas uma
IATF na EM. Os mesmos autores citados apresentaram uma proposta de EM de 64 dias
somente com IA fechando a estacdo com taxa de prenhez com acima de 80%.

2.3 Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo em Vacas de Corte

A inseminacdo artificial (IA) é uma biotécnica reprodutiva de grande importancia e
com impacto nos sistemas pecuarios, visto que possibilita a utilizacdo de material genético de
machos com alta DEP (diferencas esperadas na progénie) pela criopreservacdo do sémen,
possibilitando o acasalamento de individuos geograficamente distantes. Ferreira (2016)
destacou um aumento no peso ao desmame acima de 7 Kg para bezerro filhos de IA
comparado com bezerros filhos de touro por monta natural (MN). Para realizacdo de IA
convencional em fémeas bovinas se faz necessaria a deteccdo de estro, 0 que causa
dificuldades operacionais para aplicacdo desta biotécnica em grande escala na pecuéaria de
corte.

Nos anos 90 foi desenvolvida uma nova proposta para programas de IA em bovinos.
Com a aplicagdo exdgena de GnRH, foi possivel induzir a emergéncia de uma onda folicular
em cerca de 3 dias, devido a inducdo da ovulacdo de um foliculo dominante. Sete dias apos o
GnRH, foi aplicado PGF2a e por fim mais uma dose de GnRH 48h apds a PGF2. Dessa
maneira, foi possivel inseminar um lote de vacas em um mesmo momento sem a necessidade
de deteccdo de estro (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). Entretanto, para que esse
tratamento seja eficiente, se faz necessario que as fémeas tenham um foliculo responsivo a
inducéo da ovulagdo no inicio do tratamento hormonal.

Em paises onde o uso de estrogenos € permitido, pesquisadores associaram
progesterona com benzoato de estradiol promovendo um bloqueio na liberacdo de
gonadotrofinas, assim foi possivel induzir a emergéncia de uma nova onda folicular com mais
eficiéncia comparado a uma Unica aplicacdo de GnRH. Os primeiros tratamentos propostos
consistiam na aplicacdo de benzoato de estradiol (BE; 2,0 mg; i.m.) no momento da insercédo
de um dispositivo/implante de P4 (Dia 0), aplicacdio de PGF2a no momento da retirada do
dispositivo/implante (Dia 8 ou 9) e aplicacdo de 1,0 mg de BE 24 horas ap0s, sendo a IATF
realizada 30 a 36 horas apés o BE e 54 a 60 horas apds a retirada dos dispositivos
(VASCONCELOS; PURSLEY; WILTBANK, 1994; BO et al., 1995).

Com intuito de reduzir o nimero de manejos, foi testada a substituicdo de ésteres de
estradiol utilizados na inducgé@o da ovulagcdo por um ester de meia vida mais longa. Assim, foi
avaliado o uso de cipionato de estradiol (CE; 1,0 mg; i.m.) no momento da retirada do
dispositivo e a IATF foi realizada também de 54 a 60 horas apds a retirada dos dispositivos.
N&o foi observada diferenga nas concepcdes utilizando diferentes ésteres de estradiol na
inducdo da ovulacdo, logo foi possivel realizar a IATF em fémeas de corte com apenas 3
manejos (SALES et al., 2012; BARUSELLLI, et al., 2017).

2.4 Perdas Embrionarias e Gestacionais

Fémeas bovinas apresentam taxa de fertilizagdo acima de 90% mas, apos esse periodo,
0s animais passam por fases cruciais para o estabelecimento e para a manutencgdo da gestacédo
(DISKIN et al., 2016; WILTBANK, M. C. et al., 2016). Apesar disso, vacas leiteiras de alta
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producdo e sob estresse térmico apresentam taxa de fertilizagcdo de cerca de 55%, mas quando
avaliadas em condicOes térmicas favordveis ou ndo estando lactantes, a taxa de fertilizagdo é
de 87,8 e 89,5%, respectivamente (SARTORI et al., 2002).

Logo apos a fertilizagdo, a morte embrionaria é o periodo com maior impacto negativo
para estabelecimento da gestacdo, especificamente entre os dias 8 e 18 p0Os-inseminacao
(DUNNE; DISKIN; SREENAN, 2000). Até 28 dias de gestacdo, as perdas gestacionais sdo
em torno de 30%, mas relatos encontrados na literatura mostram perdas que variam de 30% a
41% mostrando uma grande variacdo entre rebanhos diferentes (WILTBANK et al., 2016).
No periodo de 8 a 28 dias de gestacéo € crucial as concentracfes plasmaticas de progesterona
para estabelecimento e manutencgdo da gestacdo visto que envolve o alongamento embrionério
e inicio do mecanismo de sinalizacdo para reconhecimento da gestacdo (SPENCER;
HANSEN, 2015; WILTBANK, et al., 2016).

No segundo més de gestacdo, as perdas gestacionais sdo cerda de 12%, onde
problemas no desenvolvimento placentario pode levar a regressdo do CL. Por fim, a partir
desse periodo, as perdas sdo estimadas em cerca de 2% comparados aos outros periodos onde
0s problemas aqui envolvidos s&o a incidéncia de gestacdo gemelar e infeccGes bacterianas
(CHATE, 2009; WILTBANK et al., 2016b; WILTBANKet al., 2016). As causas para perdas
embrionarias e gestacionais sdo multifatoriais: genéticas, estresse ambiental, doencas
reprodutivas e também balanco enérgico de dietas no pds-parto (DISKIN et al., 2016).

O aumento de progesterona pos IA vem sendo estudado como estratégia para aumentar
a concepc¢do e também diminuir perdas gestacionais, a suplementacdo pode ser feita através
da inducdo de um CL acessorio 5 a 7 pos IA ou simplesmente pela aplicacdo de progesterona
exogena de longa acdo (COUTO et al., 2019; NILES et al., 2019).

2.4 Exame Ginecoldgico em Bovinos

A avaliacdo do trato reprodutivo de vacas por palpagdo retal é descrita desde 1800
como meétodo de diagnostico de gestacdo. Wisnicky e Cassida em 1948 descreveram a técnica
de diagndstico de gestacdo pela palpagdo da vesicula amniotica (FRICKEet al., 2016). A
palpacdo retal também pode ser utilizada para avaliar a presenca ou auséncia de CL e
foliculos antrais nos ovarios. E ainda essa técnica também ja foi utilizada como método de
sincronizacdo de estros pela nucleacdo digital do CL (remocdo mecéanica do CL)
(BARNABE; MUCCIOLO; BARNABE, 1976).

Ja era um grande avanco tecnoldgico a possibilidade de diagnosticar fémeas gestantes
e ainda sincronizar o estro em fémeas bovinas, mas pesquisadores mostraram que 0 USO
exclusivo de palpacdo retal para avaliacdo ginecolOgica acarretava consequéncias negativas
para o trato reprodutivo. Estudos mostraram que o diagnostico de gestacdo por palpacéo retal
aumentava o risco de perda gestacional e o uso da remocdo mecanica do CL por palpacéo
poderia aumentar a incidéncia de fibrose e aderéncia nos ovarios (BARNABE; MUCCIOLO;
BARNABE, 1976; FRICKE, et al., 2016).

A ultrassonografia modo B difundiu-se em sistemas comercias e de pesquisa por volta
dos anos 2000 (FRICKE, , 2002). A avaliacdo refinada de estruturas ovarianas permitiu o
conhecimento do padréo de ondas foliculares, de diferentes tipos de desvio de crescimento do
foliculo dominante assim como a deteccdo de patologias uterinas e ovarianas (GINTHER,
1998; GOMEZ-LEON et al., 2019). A visualizacdo do concepto de forma objetiva permitiu
um diagndstico de gestacdo com alta acuracia por volta dos 30 dias de gestacdo assim como a
sexagem fetal aos dois meses de gestacdo (GINTHER, 1998). Em condicOes de estudos foi
possivel realizar o diagnéstico de gestacdo ainda mais cedo, aos 21 dias, pela correlagdo entre
liquido uterino, presenca do CL e visualizagdo do concepto com acurécia acima de 90%, mas
em situacdes comercias, 0 DG abaixo de 28 dias pos IA teve sua eficiéncia diminuida
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(KASTELIC; CURRAN; GINTHER, 1989; KASTELIC; BERGFELT; GINTHER, 1991;
FRICKE et al., 2016).

A possibilidade de realizar um diagnostico de gestacdo preciso por volta dos 30 dias
possibilitou o desenvolvimento de programas de ressincronizacdo da ovulacdo, permitindo
encurtar o intervalo entre IATFs para 32 dias em vacas de corte e também aumentar a taxa de
prenhez de vacas leiteiras (CHEBEL et al., 2003; BARTOLOME et al., 2005; SA FILHO et
al., 2014). Antes mesmo da IA, a avaliacdo do tamanho do foliculo e a espessura endometrial
avaliada com o auxilio do ultrassom podem predizer a fertilidade das fémeas (BAEZ et al.,
2016; MOROTTI et al., 2018; SUGIURA et al., 2018).

Atualmente, pesquisadores buscam padronizar uma triagem ginecoldgica com
ultrassom, previamente a sincronizacdo, ou antes, do momento da IATF considerando
tamanho e presenca de foliculos ou CL como possibilidade de incrementar o desempenho
reprodutivo ou como estratégia de minimizar custos nos programas de IATF (GRILLO et al.,
2015; FERREIRA, 2016).

2.5 Ultrassonografia Doppler na Reproducao

O principio do efeito Doppler é obtido por uma mudanca no sentido do retorno da
onda sonora emitida pelo transdutor, quando se encontra com um objeto em movimento,
sendo que essa mudanga pode ser negativa ou positiva. Caso a onda se choque com fluxo
celular em sentido contrario de sua emissdo, acelera-se o retorno da onda refletida ao
transdutor, e se o sentido for o mesmo da emissdo, gera um atraso na onda refletida,
resultando em um deslocamento de frequéncia Doppler ou “Doppler Shift” (SZATMARI et
al., 2001). No monitor, esse efeito é mostrado com diferentes cores (Color-Doppler) ou
diferentes intensidades de cores (Power-Doppler) (GINTHER, 2007). Devido a
movimentacdo das células vermelhas do sangue, essa ferramenta apresenta um grande
potencial de avaliar diferencas no fluxo sanguineo de tecidos (PUGLIESI et al., 2017).

Essa ferramenta abriu um potencial para estudo relacionado a funcionalidade de
orgdos reprodutivos baseado em eventos com alteracbes no padrdo vascular, seja por
neovascularizagdo ou por aumento da perfusdo vascular de tecidos (GINTHER, 2007,
PUGLIESI et al., 2017). Uma série de estudos foi desenvolvido caracterizando eventos
fisiol6gicos em vacas e éguas, e a avaliagdo da perfusdo vascular permitiu mostrar 0 momento
do desvio do foliculo dominante antes de haver diferenca pelo diametro do foliculo dominante
em comparacdo aos subordinados (GINTHER, 2007; GINTHER et al., 2014).

Estudos revelaram que a maior perfusdo vascular na parede do foliculo pré-ovulatorio
em novilhas apresentou relacdo positiva com fertilizacgdo e com o desenvolvimento
embrionario in vitro, assim como uma relacdo positiva entre a extensao do fluxo sanguineo do
foliculo pré-ovulatorio e o sucesso no estabelecimento da gestacdo em vacas (SIDDIQUI et
al., 2009a; SIDDIQUI et al., 2009b).

A perfusdo vascular do foliculo dominante foi correlacionada com o pico de LH e esta
avaliacdo pode predizer o momento da ovulacdo em fémeas sincronizadas. Em contraste, o
foliculo anovulatério ndo apresenta perfusdo vascular detectavel com o Doppler (ACOSTA et
al., 2003; ACOSTA, 2007; GINTHER, 2007). Baixa perfusdo vascular aumenta a fosforilacdo
oxidativa mitocondrial, logo a avaliagéo da perfusdo vascular pode ser correlacionada com a
qualidade dos CCOs (Complexo Cumulus-Odcito), que indica uma maior taxa de blastocisto
em programas in vitro e uma maior taxa de prenhez em programas in vivo (PANCARCI et al.,
2012).

As peculiaridades vasculares do CL também foram estudadas com a ferramenta
Doppler. Foi observada alta correlacdo entre a perfusdo vascular do CL e concentracdo
plasméatica de progesterona no diestro de fémeas bovinas. Também foi acompanhada a
lutedlise natural onde o decréscimo da perfuséo vascular diminuiu junto com a concentracéo

6



plasmatica de progesterona (SHIRASUNA et al., 2004; LUTTGENAU et al., 2011). Em
vacas, apos a aplicagdo de uma dose de PGF2a no diestro, a concentragdo plasmatica de P4
cai em 1h e a porcentagem de area vascular apresenta um decréscimo a partir de 2h apés a
aplicacdo de PFG2a (GINTHER, 2007). A partir dos conhecimentos de alterac6es fisioldgicas
relacionadas a processos dinamicos de vascularizacdo no CL durante o ciclo estral, foi
possivel realizar diagnostico de gestagcdo precoce entre 19 e 22 dias em vacas, utilizando
como referéncia a perfuséo vascular do CL (UTT et al., 2009; PUGLIESI et al., 2014).

A utilizacdo da ultrassonografia Doppler apresenta uma perspectiva potencial a ser
incrementada nos programas reprodutivos comerciais. Recentes trabalhos mostraram que a
avaliacdo com ultrassom Doppler é possivel de ser aplicada em grande escala, proporcionando
uma diminuicdo consideravel para 24 dias no intervalo entre IATFs e TETFs (transferéncia de
embrido em tempo fixo) devido a um diagndstico precoce pela perfusdo vascular do CL. Essa
ferramenta também foi utilizada como padrdo de avaliacdo de receptoras no momento da TE
sendo possivel prever animais com melhor receptividade e também descartar receptoras com
CL nédo funcional (GUIMARAES et al., 2015; PINAFFI et al., 2015; PENTEADO et al.,
2016; PUGLIESI et al., 2017; PUGLIESI et al., 2018).

2.6 Ressincronizagao

No inicio dos anos 2000, Chebel et al. (2003) destacaram a importancia de reduzir o
intervalo entre servigos de fémeas bovinas e, para iSso, propuseram uma ressincronizagao das
ovulacdes. Apds 21 dias da inseminacdo e antes mesmo do diagnostico de gestacdo, foi
aplicada uma dose GnRH, com intuito de induzir a emergéncia de uma nova onda folicular.
Dessa maneira, no dia 28 ap0s a ultima IA, os animais que ndo tivessem concebido
continuavam no tratamento e a IA era realizada 30 dias apds a primeira IA nas vazias. Outros
pesquisadores também testaram uma variacdo do protocolo de “Ovsynch” na ressincronizacao
(STEVENSON et al., 2003).

Cavalieri et al. (2007) utilizaram benzoato de estradiol (BE) 23 dias apds a IATF
juntamente com a colocacdo de um dispositivo intravaginal para induzir a emergéncia da
onda. Esses autores relataram uma concepcdo satisfatoria na segunda IATF. Entretanto,
especulava-se uma possivel interferéncia da aplicacdo de BE na manutencdo das gestacfes
nas vacas que viessem a ficar gestantes da primeira 1A, devido a um estimulo de liberacdo de
PGF2a. pelo aumento de estrogeno (MUNRO; MOORE, 1985).

Uma década apds os primeiros trabalhos de ressincronizacdo, Sa Filho et al. (2014)
trouxeram a luz davidas entre esses méetodos de Resynch utilizados, estudando a inducéo da
emergéncia da onda aos 22 dias apos a IATF com GnRH ou BE, ambos em associagcdo com
dispositivos intravaginais de progesterona. Os autores observaram um acréscimo na
concepcao das Resynchs para as fémeas que tiveram a inducdo realizada com BE, e ainda os
autores concluiram que, assim como o GnRH, uma aplicacdo de BE aos 22 dias apds a
primeira IATF ndo compromete a concepcdo do primeiro servigo. Pessoa et al. (2015)
avaliaram a resposta de diferentes doses de BE (1 vs 2mg) em animais ressincronizados aos
22 dias e em um total de 1.426 fémeas estudadas. Os autores ndao observaram diferencas nos
grupos para perdas gestacionais nos diagnosticos entre 30 e 60 dias (3,8% e 5,5%,
respectivamente, para 1 e 2mg de BE aplicados no dia 22 po6s IATF). Quando avaliaram a
concepcao do segundo servigo (47,3% vs. 36,1%, respectivamente para 2 e 1mg) e a prenhez
acumulada com dois servicos (68,2% vs. 62,8%, respectivamente para 2 e 1mg), 0s autores
encontraram superioridade significativa para as fémeas tratadas com 2mg.

Recentemente, Penteado et al. (2016) desenvolveram um método superprecoce de
ressincronizacdo, 14 dias ap6s o Ultimo servi¢co. Os pesquisadores colocaram um novo
dispositivo intravaginal de progesterona mais a aplicacdo de progesterona injetavel. Oito dias
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apos, o dispositivo foi removido e foi realizado o diagnostico de gestacédo através da avaliagdo
subjetiva do escore de perfusdo vascular do CL. Os animais considerados ndo gestantes,
receberam um analogo de prostaglandina 2a, cipionato de estradiol e eCG e a IATF foi
realizada dois dias ap6s o diagnostico de gestacdo Doppler e aos 24 dias da ultima IATF. Os
autores relataram concepgdo acumulada acima de 70% com apenas 2 servi¢cos. Com essa
estratégia, foi possivel fixar a taxa de servico em 87% durante a estacdo de monta. Entretanto,
esse programa reprodutivo mais intensivo obrigatoriamente faz com que alguns dias de manjo
caiam em finais de semana, logo, essa estratégia ndo se aplica a qualquer propriedade
comercial devido a disponibilidade de méo de obra ser um fator individual.
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RESSINCRONIZACAO DA OVULAGCAO A CADA 21 DIAS EM NOVILHAS
NELORES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um programa de ressincronizagdo (Resynch) com
inseminacOes a cada 21 dias. No estudo, 300 novilhas Nelores com peso médio de 291,5 (=
33,5) kg foram sincronizadas para IATF, sendo o dia da inseminag&o considerado DO. Apds a
primeira IATF, as fémeas foram distribuidas aleatoriamente em dois programas de
ressincronizacdo: Resynch24 (inseminagbes com intervalo de 24 dias) e Resynch2l
(inseminagbes com intervalo de 21 dias). No grupo Resynch24, 14 dias apés a IATF, as
novilhas receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (Cronipres® Monodose M-
24 Biogénesis Bago, Brasil) e 50mg de progesterona injetdvel im (Sincrogest LA®,
OuroFino, Brasil). No D22, o dispositivo de P4 foi removido e realizou-se o diagnostico
precoce de gestacdo (DGDoppler) por ultrassonografia Doppler (Z5VET, Mindray, China).
Nesse momento, as fémeas ndo gestantes receberam 150ug de cloprostenol (Croniben®
Biogénesis Bagd, Brasil), 0,5mg de cipionato de estradiol (Croni-Cip® Biogénesis Bago,
Brasil) e 300UI de gonadotrofina coridnica equina (eCG; Ecegon® Biogénesis Bago, Brasil) e
foram inseminadas 48 horas depois (D24). No grupo Resynch21, 12 dias apés a IATF, as
novilhas receberam um dispositivo intravaginal de P4. No D19, o dispositivo de P4 foi
removido e foram administrados 300Ul de eCG. O DG Doppler foi realizado no D21, sendo
que as fémeas consideradas vazias receberam a aplicagéo (im) de 0,1mg de gonadorelina
(Fertagyl® MSD, Saude Animal, Brasil) e foram inseminadas imediatamente. Em ambos 0s
grupos foram realizadas duas ressincronizagfes. Exames ultrassonogréficos foram realizados
para verificar o tamanho do foliculo dominante no dia da 1A (FD) e também para avaliar taxa
de ovulacédo (TO) e de falso positivos (DGFP) na 22 e 32 Resynchs avaliados respectivamente
aos, 12 e 11 dias apds a A para grupo Resynch2le aos 14 e 11 dias ap6s IA para Resynch24.
O DG final foi realizado 40 dias ap6s a segunda ressincronizacdo. A analise estatistica foi
realizada pelo programa SAS. A taxa de ovulacdo (Resynch21 - 86,9% e Resynch24 - 86,8%)
e a porcentagem de DGFP (Resynch2l - 27,6% e Resynch24 32,9%) foram semelhantes entre
0s programas de ressincronizacdo. No entanto, o diametro folicular no momento da IATF foi
maior nas novilhas do grupo Resynch2l (10,9+1,9mm vs. 10 +2,1 mm; P=0,0003). Na
IATF1, foi observada uma tendéncia (P=0.074) da concepc¢do das novilhas do Resynch2l
(29.3%) ser maior do que a das novilhas da Resynch24 (20.3%). As taxas de concepcdo e de
prenhez ao final da estacdo foram semelhantes entre os programas de ressincronizagao
(Resynch21 — 33,6% e Resynch24 - 29% e Resynch2l — 58,5% e Resynch24 — 55,6%,
respectivamente). Conclui-se que ressincronizacdo da ovulacdo a cada 21 dias apresenta
mesma eficiéncia que a ressincronizacao com intervalo de 24 dias.

Palavras-chave: Reproducéo, eficiéncia reprodutiva, bovinos, bos taurus indicus.
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OVULATION RESYNCHRONIZATION EVERY 21 DAYS IN NELLORE HEIFERS

ABSTRACT

The main objective of this study was to develop a resynchronization program (Resynch) with
inseminations every 21 days. A total of 300 Nellore heifers weighting 291.5 + 33.5 Kg were
used on the current experiment. The heifers were synchronized for a first fixed time artificial
insemination (FTAI-1) and the insemination day was considered as DO. Subsequently, the
heifers were equally randomized into two different programs: A Resynch24 (24 days
insemination interval) and a Resynch2l (21 days insemination interval). Heifers in the
Resynch24 received on D14, an intravaginal progesterone device (Cronipres® Monodose M-
24 Biogenesis Bago, Brazil) and an im dose of progesterone (50 mg; Sincrogest LA®,
OuroFino, Brazil). On D22, the P4 device was withdrawn and a pregnancy check (PC-
Doppler) was performed by Doppler ultrasonography (Z5VET, Mindray, China). At this time,
the non-pregnant heifers received 150 pg of D-cloprostenol (Croniben® Biogenesis Bago,
Brazil), 0.5 mg of Estradiol Cypionate (Croni-Cip® Biogenesis Bago, Brazil) and 300 Ul of
equine Chorionic Gonadotropin (Ecegon® Biogenesis Bago, Brazil) with subsequent
insemination 48 hours later (D24). Heifers in the Resynch21 received on D12, an intravaginal
P4 device (1 g) that was withdrawn on D19 along with the im administration of 300Ul of
eCG. The PC-Doppler was performed on D21; on this day, the non-pregnant heifers were
inseminated and received 0.1 mg of gonadorelin (im; Fertagyl® MSD, Animal Health,
Brazil). In both groups, two resynchronizations were performed. Ultrasound exams were
performed to verify the size of the dominant follicle on day of insemination as well as the
ovulation rate. The incidence of false positive pregnancies was evaluated 12 and 11 days after
insemination for the 2" and 3™ Resynch21 and on days 14 and 11 after insemination for the
Resynch24. The final pregnancy check was performed 40 days after the last insemination.
Statistical analysis was performed by using the GLIMMIX procedure of the SAS program.
The ovulation rate (Resynch21 - 86.9% and Resynch24 - 86.8%) as well as the incidence of
false positive pregnancies (Resynch21 - 27.6% and Resynch24 32.9%) were similar between
the resynchronization programs. However, the follicular diameter at the time of FTAI was
larger in the Resynch21 heifers (10.9 £ 1.9 mm vs. 10 = 2.1 mm; P = 0.0003). It was observed
atrend (P = 0.074) for greater conception rate of Resynch21 heifers 29.3% when compared to
Resynch24 heifers 20.3% during the FTAI-1. Conception and pregnancy rates at the end of
the breeding season were similar between the two resynchronization programs (Resynch21 -
33.6% and Resynch24 - 29% and Resynch21 - 58.5% and Resynch24 - 55.6% respectively). It
was concluded that Resynch21 and Resynch24 (ovulation synchronization every 21 or 24
days) has similar satisfactory reproductive efficiency.

Key-words: Reproduction, reproductive efficiency, bovine, bos taurus indicus.
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3.1.  Introducéo

Em 1995, Pursley e Wiltbank [1] propuseram o uso da inseminagdo artificial sem a
necessidade de observacdo de cio, sendo as vacas inseminadas em tempo pré-determinado
(IATF) devido a sincronizagdo da emergéncia da onda folicular e ovulagdo utilizando o
GnRH. A partir desse primeiro protocolo de sincronizacdo, surgiram outros que utilizavam a
associacdo de progesterona e estradiol para promover a sincronizacdo da ovulagéo.
Atualmente, tais protocolos estdo bem estabelecidos e amplamente utilizados em bovinos de
corte e de leite [2].

Apls o estabelecimento dos protocolos de IATF, iniciou-se programas para
intensificar o uso da IATF por sucessivas sincronizagdes, diminuindo cada vez mais 0
intervalo entre servicos, de 42 para 24 dias (ressincronizagdo superprecoce), alcancando taxa
de servico a cada 21 dias de 87% [3-11]. Essas estratégias aumentam a eficiéncia reprodutiva
por diminuir o intervalo de partos [9, 12]. Entretanto, programas intensivos
(ressincronizagdes) sdo mais complexos na logistica, requerem o uso de mais horménios e 0s
manejos ndo sdo executados obrigatoriamente em dias fixos da semana. Desta forma,
simplificacGes na execucdo da técnica podem aumentar o nimero de vacas inseminadas no
mundo [13, 14]. Em programas de ressincronizagdo superprecoce € necessario 0 uso da
ultrassonagrafia Doppler para realizacdo do diagnostico de gestacdo pela perfuséo vascular do
corpo luteo (CL) entre 20 e 22 dias pos IA. No entanto, esse diagndstico apresenta menor
acurécia comparado ao diagndéstico 30 dias ap6s inseminagdo, levando a deteccdo de falsos
positivos (DG-FP) [15, 16].

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de um programa de
ressincronizacdo de ovulagbes com intervalo de 21 dias em novilhas Nelores. A hipotese
levantada foi de que a ressincronizacdo a cada 21 dias em novilhas Bos taurus indicus possui
semelhantes taxas de falsos positivos, de ovulacdo e de prenhez comparada aos programas
com intervalo a cada 24 dias.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Local, periodo e animais

O presente trabalho foi realizado na Fazenda Batista localizada na regido norte do
Brasil no municipio de Rio Branco — Acre, entre junho e setembro de 2018. No estudo foram
utilizadas 300 fémeas nuliparas da raca Nelore com peso médio de 291,6 + 1,9 kg e idade
aproximada de 24 meses. As novilhas foram mantidas em pastagem de capim-mombaga, na
qual tinham acesso livre a &gua e ao suplemento mineral. Todos os animais foram submetidos
previamente a avaliacdo ginecoldgica por palpacdo retal e ultrassonografia, sendo descartadas
novilhas gestantes ou com alteragdes no trato reprodutivo (cisto folicular, infeccdo uterina,
cervix tortuosa ou fibrosada). O presente estudo teve a aprovagdo do comité de ética na
pesquisa do Instituto de Veterinaria da UFRRJ, protocolada sob o CEUA n° 1730040918.

3.2.2 Sincronizagdo da ovulagéo e IATF

O tratamento hormonal para realizacdo da IATF iniciou-se com a administracdo
intramuscular (im) de 2,0mg de benzoato de estradiol (BE) (Bioestrogen® Biogénesis Bago,
Brasil) e insercdo de dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (Cronipres®
Monodose M-24 Biogeénesis Bago, Brasil) em dia aleatério do ciclo estral considerado dia
menos 10 (D-10). No D-2, o dispositivo de progesterona foi retirado e administrou-se 150ug
de cloprostenol sodico (PGF; Croniben® Biogénesis Bagod, Brasil), 0,5mg de cipionato de
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estradiol (CE; Croni-Cip® Biogeénesis Bagd, Brasil) e 300Ul de eCG (Ecegon® Biogeénesis
Bagd, Brasil). A IATF foi realizada 48 horas apds a retirada do dispositivo de P4 (D0) por um
unico inseminador utilizando sémen de dois touros, sendo utilizada apenas as partidas que
apresentassem no minimo 35% de motilidade espermaética progressiva e um maximo de 20%
de células anormais totais pos-descongelamento. Foi utilizado sémen de dois touros diferentes
para todas as inseminagdes da estacdo onde 74% das inseminacgdes foram do Touro 1 e 26%
do Touro 2. Na primeira IATF assim como nas sucessivas ressincronizagdes, essa propor¢ao
dos touros utilizados foi mantida entre os dois tratamentos (programas de ressincronizagao).

3.2.3 Delineamento experimental

Apos a primeira IATF (IATF1), as novilhas foram distribuidas de acordo com o peso
em dois programas de ressincronizacdo (Resynch2l e Resynch24), de forma que os grupos
tivessem animais com peso semelhante. No Resynch21, as inseminacgdes foram realizadas em
intervalos de 21 dias e no grupo Resynch24, as inseminac6es foram realizadas em intervalos
de 24 dias (Figura 1). No grupo Resynch2l, doze dias (D12) apds a IATF, as novilhas
receberam um dispositivo intravaginal de progesterona. No D19, o dispositivo foi removido e
foram administradas 300Ul de eCG. O diagndstico de gestacdo por Doppler (DG Doppler) foi
realizado no D21, sendo que as fémeas consideradas vazias, receberam a administracdo im de
0,Img de gonadorelina (Fertagyl® MSD, Saude Animal, Brasil) e foram inseminadas
imediatamente apds o DG. Uma réplica desse tratamento foi realizada apos a 28 IATF
finalizando a EM com 42 dias. As novilhas do Resynch2l, ap6s a primeira IATF
convencional, ndo receberam analogos de prostaglandina 2o, nem ésteres de estradiol na
sincronizacdo das ovulagdes. No grupo Resynch24, quatorze dias (D14) ap6s a primeira
IATF, as novilhas receberam novamente a insercdo de um dispositivo intravaginal e
administracdo im de 50mg de progesterona injetdvel de longa acdo (Sincrogest LA®,
OuroFino, Brasil). No D22, o dispositivo foi removido e realizou-se o diagndstico de gestacao
por Doppler. As novilhas consideradas vazias receberam a administragdo de 150ug de
cloprostenol, 0,5mg de CE e 300Ul de eCG e inseminadas 48 horas depois (D24). Uma
réplica desse mesmo tratamento foi realizada apds a 22 IATF finalizando a estacdo de monta
(EM) com 48 dias.

3.2.4 Exames ultrassonograficos em modo B e Doppler

O diagndstico de gestacdo precoce foi realizado com auxilio de ultrassom Doppler
Mindray, modelo Z5VET, equipado com transdutor linear 75L50EAV e emissdo de onda de
5,0/7,5 MHz padronizando o ganho total de 70%. A metodologia de diagnostico de gestacéo
foi realizada de acordo com Pugliesi et al. [17] Foram realizados exames ultrassonograficos
(DP-2200 Vet, probe linear de 5MHz) para avaliar o diametro folicular no momento da IATF,
a taxa de ovulacdo da 1° Resynch e a confirmacédo do 1° DG Doppler (no dia da insercdo do
dispositivo intravaginal para a 22 Resynch, sendo D33 para o Resynch2le D38 para o
Resynch24), a taxa de ovulacdo da 2° Resynch e a confirmacdo do 2° DG Doppler (11 dias
apos a ultima IA sendo D53 para o grupo PR-21 e D59 para o PR-24). Foi considerada
gestante a novilha que apresentasse vesicula embrionaria. Os animais que tiveram DG-FP
(diagndstico de gestacdo falso positivo) no 1° DG Doppler foram sincronizados como descrito
na 1° IATF. O DG final foi realizado 40 dias ap0s a ultima IATF.
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Figura 1. llustracdo dos programas de Resynch: (Dispositivo P4) dispositivo intravaginal monodose de
progesterona; (BE) benzoato de estradiol; (CE) cipionato de estradiol; (eCG) gonadotrofina coribnica equina;
(PGF) cloprostenol sédico; (50mg P4) progesterona injetavel de longa acdo; (GnRH) gonadorelina; (DG
Doppler) diagndstico de gestacdo Doppler; (DG Final) diagndstico de gestacdo ao final da estacdo de monta;
(TO) taxa de ovulacdo; (P) diagnéstico positivo; (N) diagndstico negativo; (DG FP) verificacdo de diagndsticos
falsos.

3.2.5 Andlise estatistica

As variaveis binomiais, diagnostico falso positivo (DG-FP), taxa de prenhez final, taxa
de concepcdo e taxa de ovulacdo foram avaliadas utilizando o procedimento GLIMMIX do
programa SAS (Version 9.4; SAS Institute). O efeito touro foi considerado no modelo para
avaliacdo desta variavel na taxa de prenhez. Tamanho do FD no momento da IA e ganho de
peso durante o tratamento foram avaliados usando o procedimento ttest do SAS. Diferengas
com P <0,05 foram consideradas estatisticamente significativas e tendéncia valores de P entre
0,05e0,1.

3.3 Resultados

A incidéncia de DG-FP nos dois grupos foi semelhante nos diagnésticos realizados aos
21 e 22 dias p6s IATF (Tabela 1). No momento da inseminagdo, o grupo Resynch2l
apresentou maior propor¢ao de novilhas com foliculo > 11mm (P=0,04) e menor propor¢ado de
novilhas com foliculo < 8,5mm (P=0,001). No entanto, a concepcao foi maior nas novilhas
com FD > 1lmm (Figura 2). Nao foi observada diferenca entre os programas de
ressincronizacao para taxa de ovulagéo, taxa de concepcdo nas IATFs (Resynch) e na taxa de
prenhez ao final da estacéo.

As taxas de concepcdo e de ovulacdo foram proporcionais ao tamanho de foliculo
dividido nas trés categorias estudadas. Contudo na média, ndo foi observada diferenca entre
0s programas de ressincronizacdo para taxa de ovulacdo, taxa de concepcdo nas IATFs
(Resynch) e taxa de prenhez ao final da estacéo.

A concepcdo da primeira IATF foi de 24,6% (74/300) e da IATF realizada nas fémeas

diagnosticadas como falso positivo no primeiro DG foi de 21,6% (11/51). As curvas de
sobrevivéncia dos grupos experimentais durante a estagdo reprodutiva estdo apresentadas na
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Figura 3, os momentos médios de concepc¢do de cada programa foram aos 17 e 22 dias da
estacdo de monta, respectivamente para novilhas no Resynch21 e Resynch24.

Tabela 1. Incidéncia de diagnostico de gestacdo falso positivo, tamanho do foliculo
dominante (FD) no momento da inseminacdo artificial (1A), taxa de ovulacdo (TO), taxas de
concepcao (TC) e de prenhez ao final da estacdo de monta para novilhas Nelores inseminadas
apos dois programas de Resynch.

Programa Resynch21 Resynch24 P
Falso Positivo 27,6% (29/105) 33% (31/94) 0,26
FD na lA 10,9mm (0,17) 10mm (£0,17) 0,0003
TO 87% (107/123) 86,8% (132/152) 0,82
TC Resynch 33,6% (41/122) 29% (45/155) 0,40
Prenhez Final 58,5% (86/147) 55,6% (85/153) 0,64

Diferencas de P <0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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Figura 2. Distribuicdo de animais em trés categorias pelo tamanho de FD no momento da IATF. Taxa de
concepcdo e ovulagdo de animais em trés diferentes categorias de FD no momento da IATF: foliculos menores
(<8,5mm); foliculos intermedidrios (8,5-10,9mm) e foliculos maiores (>11mm), letras diferentes indicam P<0,05
para concepcao e ovulagdo em diferentes categorias de tamanho de foliculo.

A concepcdo geral para IATF-conv foi 24,6% (74/300), ja nas Resynchs 1+2 foram
33,6% (41/122) e 29% (45/155), respectivamente, para novilhas PR-21 e PR-24, ndo sendo
observada diferenca para concepc¢éo entre os tratamentos (P=0,4). Desta maneira, as taxas de
concepgdo foram agrupadas e comparadas a TC da IATF1, onde foi observada superioridade
paras as concepg¢oes das Resynchs (31% vs 24,6%; P=0,01). Na figura 4 estdo apresentadas as
concepgbes dos programas, na IATF1l foi observada uma tendéncia (P=0,074) de
superioridade na concepcdo das novilhas do Resynch2l [29,3% (43/147)] comparada a
novilhas Resynch24 [20,3% (31/153)].
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24,8% (130/525), respectivamente, para Touros 1 e 2. Também houve diferenca na incidéncia
de DG-FP onde o Touro 1 apresentou 6,5% (2/31) e o Touro 2, 34,1% (57/167).
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Figura 5. Efeito entre Touros para concep¢do e incidéncia de DG falso positivo.
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34 Discussao

A hipotese de ndo haver diferenca entre os programas foi suportada, visto que néo foi
detectada interacdo de concepgéo e incidéncia de DG-FP e TO.

A antecipacdo em um dia para realizacdo do DG néo influenciou a porcentagem de
DG-FP (P=0,26), devido as diferentes estratégias de ressincronizagdes, as novilhas do
Resynch21 foram diagnosticadas 2 dias ap0s a retirada do dispositivo e no outro grupo o
diagndstico precoce foi realizado no dia retirada do dispositivo, entretanto outro estudo
verificou que antecipacdo do DG com Doppler de 22 para 20 dias, aumentou a incidéncia de
DG-FP, de 23,3% (67/288) para 33% (106/315) em novilhas Bos taurus indicus [18]. No
presente estudo, o diagndstico foi antecipado, porém realizado com o proestro iniciado em
novilhas vazias sincronizadas, isso facilita a diferenciacdo de fémeas gestantes de néo
gestantes devido ao CL ja estar em estagio avancado de regressdo. Apesar de ndo haver
diferenca entre os programas Resynch21 (27,6%) e Resynch24 (32,9%), ambos apresentaram
alta incidéncia de falso positivo. Os altos valores de DG falsos positivos encontrados no
presente estudo diferem dos observados na literatura com Resynch superprecoce, em que a
incidéncia de DG-FP foi de 4,5% em multiparas e 14,8% em novilhas [11, 19]. Entretanto, de
acordo com o presente resultado, outros trabalhos que avaliaram a eficiéncia do DG precoce
pela vascularizacdo do CL, mostraram porcentagens de falso positivo acima de 30% [15, 20,
21].

Novilhas apresentando luteélise tardia podem comprometer a eficiéncia do Doppler,
entretanto, mesmo em fémeas de trés ondas, a lutedlise em média ocorre até o 19° dia do ciclo
estral, e ainda nas racas zebuinas, a regressdo do CL pode ser igual ou menor a 19 dias [22,
23].

Além da lutedlise tardia observada em novilhas, o alto indice de falso positivo pode
estar relacionado a perda gestacional precoce, visto que alguns autores verificaram por
dosagem de progesterona, perda gestacional de 30% entre 0 21° e 28° dia de gestacdo [24] e
entre 25 e 42% no primeiro més de gestacdo [25]. Pois esse é um periodo critico para
estabelecimento da gestacdo em que se observa o reconhecimento materno da gestacgéo,
alongamento do embrido, manutengéo do CL e producdo de interferon-tau [26]. Entretanto,
em vacas de corte, observa-se menor perda gestacional nesse periodo [27]. Por fim, a
incidéncia de DG falso positivo utilizando a metodologia de escore de vascularizacdo do CL
pode ocorrer em fungdo de animais que ndo sincronizaram ao protocolo de IATF e ovularam
posteriormente mantendo um CL ativo no momento do diagnostico por Doppler [28].

No Resynch24, as fémeas consideradas vazias receberam um agente luteolitico, entéo
ndo foi possivel observar a existéncia de possiveis DG falso negativos. J& no Resynch21,
evitou-se possiveis perdas com DG falso negativo, visto que o tratamento sugerido no
presente trabalho nao utiliza analogos de PGF2a nem ésteres de estradiol na indugdo da
ovulacgdo. E o uso destes tratamentos em animais gestantes, por erro no DG, pode levar a uma
perda gestacional [17]. No Resynch2l ndo foi observado DG falso negativo, entretanto
pesquisadores relataram incidéncia de DG falso negativo em fémeas avaliadas 20 a 22 dias
po6s IA com Doppler [15, 21]. De maneira semelhante ao observado no presente estudo, outros
trabalhos ndo observaram DG falso negativo avaliando a perfusdo vascular do CL aos 21 dias
em receptoras de embrido (TE dia 7) e aos 22 dias pds IATF em fémeas Nelores [16, 17].
Essas diferencas nas incidéncias de DG falsos mostram que a técnica ainda precisa ser
aprimorada.

No presente estudo, as novilhas do grupo Resynch21 apresentaram maior FD devido a
menor concentracdo de progesterona durante o crescimento folicular no protocolo de IATF,
visto que no grupo Resynch24 as novilhas receberam 50mg de progesterona injetavel no DO.
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Estudos demonstraram que altas concentracdes de P4 durante o crescimento folicular
diminuem o crescimento do foliculo dominante [29].

Outro aspecto que explicaria essa diferenca esta relacionado a dindmica de duas ou
trés ondas foliculares. Estudos mostraram que a maioria das novilhas que ovulam na segunda
onda, tem um aumento de FSH antes da ovulacdo que promove a emergéncia de uma terceira
onda menor [30]. Porém, o crescimento € interrompido devido ao aumento das concentracbes
de estradiol do foliculo dominante da segunda onda. Como as novilhas do grupo Resynch24
permaneceram com o dispositivo de P4 até o D22, provavelmente as novilhas que ovulariam
na segunda onda tiveram regressdo do dominante e emergéncia de outra onda. A “minor
wave” também é observada em algumas novilhas de trés ondas, mas com menor incidéncia
comparada aos animais de duas ondas [30].

A taxa de ovulagéo foi semelhante entre os grupos apesar dos diferentes indutores da
ovulacgdo. Estudos verificaram que ndo existe diferenca na ovulagdo entre os indutores GnRH
e estrogenos [31-33]. No entanto, verificaram que o estrogeno melhora o ambiente uterino e
do oviduto para que ocorra a fecundagdo. Apesar disso, recente estudo mostrou um
incremento na concepg¢do de novilhas com FD >11mm no momento da IA, com ovulagdo
induzida utilizando GnRH ao invés de estrogenos (P= 0,03), entretanto observou aumento na
manifestacdo de estro nas novilhas com FD menor que 11mm que receberam estrogenos,
porém sem causar aumento na concepcdo (P < 0,001) [34]. Contudo, ndo houve diferenca
entre os tratamentos do presente trabalho e ambos apresentaram altas taxas de ovulagéo
(>80%) [33].

Além de aumentar o tamanho médio do foliculo dominante no momento da IA,
novilhas no Resynch21 apresentaram menor propor¢do de novilhas com foliculos de tamanho
inferior que 8,5mm comparado com as novilhas Resynch24. Este resultado mostra uma
vantagem para a nova sincronizagao proposta ja que a categoria de foliculos com tamanho
inferior apresentou uma menor taxa de ovulagdo e consequentemente menor taxa de
concepgdo. Quando foi avaliado a categoria de foliculos com tamanho > 11mm observou-se
uma maior taxa de ovulacdo e concepcdo e com maior proporcdo de novilhas do programa
Resynch21. Essa analise com diferentes categorias de foliculos mostra que realmente o
Resynch21 proporcionou um melhor tamanho de foliculo no momento da IA com maior
chance de ovular e ainda com maior chance da novilha conceber.

A concepcdo geral da IATF1 foi inferior a das concepgbes agrupadas das
ressincronizacdes. O aumento da concep¢do nas Resynchs provavelmente estd ligado a um
efeito benefico da exposicdo das novilhas a progesterona na IATF1 [29]. A tendéncia
(P=0,074) de aumento na concepg¢édo da IATF1 nas novilhas do Resynch21, pode estar ligada
a antecipacdo de 2 dias na insercdo do dispositivo de progesterona. Trabalhos mostraram que
momentos diferentes para iniciar suplementacdo de progesterona pds IA podem interferir no
desenvolvimento do embrido, concepcdo e na perda gestacional [35, 36]. Apesar das
diferencas entres dias e tratamentos, a concepcdo nas Resynchs e prenhez acumulada ao final
da estacdo de monta foi semelhante entre os programas.

Foi observado efeito entre touros na taxa de concepcdo e na incidéncia de DG-FP.
Existe grande variacdo na concepg¢éo de touros, como observado nos resultados de mais de 60
mil IATFs que mostraram concepcdes variando de 7,2% a 77,3% entre diferentes touros [37].
O numero de fémeas inseminadas com o touro que apresentou maior concepcao foi pequeno,
entdo a prenhez final dos dois programas foi afetada pelo touro que apresentou menor
concepcao, o qual foi utilizado em cerca de 76% (525/692) das inseminacdes.

Inseminagdes fixas com intervalo de 21 dias anteciparam 0 momento médio de
prenhez em 5 dias comparado ao Resynch24. A estacdo de monta com mais de uma inducéo
da ovulagéo possibilita que fémeas que ndo emprenharam na IATF1 sejam acasaladas mais
uma vez com touro de elevado mérito zootécnico. Essa estratégia causa um incremento na
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taxa de prenhez ao final da estacdo comparado com fémeas que recebem apenas uma IATF e
também aumenta o mérito zootécnico da progénie justificando o maior investimento com
medicamentos, sémen e méo de obra [13, 38, 39]. Alem disso, 0 Resynch21 facilita 0 manejo,
pois as atividades sdo realizadas sempre no mesmo dia da semana.

Dessa forma, conclui-se que a nova proposta de Resynch para inseminagdes com
intervalo de 21 dias em Nelore apresentou eficiéncia semelhante na incidéncia de DG-FP, nas
taxas de ovulacéo e prenhez ao final da estacdo do que o Resynch24 e ainda encurtou em 5
dias 0 momento médio de gestacdo e propiciou um melhor tamanho de foliculo no momento
da IA.
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DIAGNOSTICO DE GESTACAO PRECOCE AOS 21 DIAS UTILIZANDO
ULTRASSONOGRAFIA MODO DOPPLER OU B EM NELORES

RESUMO

O objetivo foi comparar a eficiéncia da ultrassonografia Doppler (US-Doppler) com o modo
B (US-B) no diagnostico de gestacdo (DG) superprecoce aos 21 dias pos-IATF. Foram
sincronizadas 76 novilhas Nelores pesando em média 333,4 (+ 28,6) kg para realizacdo da
IATF, sendo o dia da inseminacdo considerado DO. No D12, as novilhas receberam um
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®, Zoetis, Brasil). No D19, o dispositivo foi
removido e foram aplicados 300Ul de eCG (Folligon®, MSD, Brasil). O DG foi realizado no
D21, sendo que as fémeas consideradas vazias receberam aplicacdo de 0,1mg de gonadorelina
(Fertagyl®, MSD, Brasil) e foram inseminadas imediatamente. Uma réplica deste tratamento
foi realizada ap6s a 22 IATF. O DG foi realizado com um ultrassom Doppler Mindray, modelo
Z5VET. O DG Doppler foi baseado no escore subjetivo de area vascularizada do CL que
varioude 0 a4 (0=0%; 1 =14a25%; 2 =26 a50%; 3=51a75% e4=76a100%) sendo
consideradas gestantes, animais com escore > 2. Com o registro das imagens de video dos
ovarios, cinco avaliadores repetiram a classificagdo do escore de vascularizagéo.
Posteriormente, visualizando somente as imagens no modo B, o CL foi avaliado e classificado
em dois escores subjetivos relacionados ao seu tamanho e ecogenicidade. Escore de tamanho:
1 = pequeno (CL < 13mm); 2 = médio (CL entre 13 ¢ 19mm) e 3 = grande (CL > 19mm).
Escore de ecogenicidade: 1 = baixa ecogenicidade e 2 = alta ecogenicidade. Foram
consideradas gestantes, novilhas que apresentavam CL com alta ecogenicidade. Em relagéo ao
escore de tamanho, novilhas gestantes eram as que apresentavam CL grande ou médio. Na
associacdo das duas técnicas, foi considerada gestante somente novilhas que apresentassem 1
CL médio ou grande com alta ecogenicidade. As imagens foram analisadas com auxilio do
Adobe Photoshop e ImageJ para extracéo objetiva de pixels e didmetro do CL. A confirmagéo
do DG Doppler na 22 e 32 resynch foi realizada 12 dias apds as I1As e o DG final foi realizado
33 dias apos a ultima IA. As varidveis foram comparadas utilizando o pacote de programas
SAS. Numero de pixels coloridos, ecogenicidade /mm?2 e didmetro apresentaram correlacao de
0.65, 0.42 e 0.70, respectivamente, com o0 DG aos 33 dias (P<0,0001). Acuréacia, sensibilidade
e valor preditivo negativo (VPN) do didmetro do CL foram similares & contagem de pixels
coloridos. Todos avaliadores apresentaram correlagdes similares dos escores com seus
respectivos valores objetivos (P<0,0001). Somente escores de vascularizagdo tiveram mesma
eficiéncia que a avaliacdo objetiva, contudo escores de tamanho e ecogenicidade juntos
tiveram acurécia 88%, similar aos escores de vascularizacdo 87.8%. As metodologias de
escores subjetivos apresentaram eficiéncia similar pela analise na curva ROC (P=0,34). O DG
falso positivo foi de 22,7% e 19,2% (P=0,3), ja o DG falso negativo foi 0% e 5,4%
(P=0,0001), respectivamente para DG no modo Doppler e modo B (ecogenicidade e
tamanho). As metodologias apresentaram mesma acurécia, entretanto foi observada incidéncia
significativa de DG falso negativo utilizando US-B.

Palavras-chave: Eficiéncia reprodutiva, corpo luteo, ultrassom.
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EARLY PREGNANCY DIAGNOSIS AT THE 21 DAYS WITH ULTRASOUND IN
DOPPLER MODULE OR B IN NELLORE

ABSTRACT

The objective was to compare the efficiency of early pregnancy diagnosis (PD) using Color
Doppler ultrasound mode (US-Doppler) with ultrasound mode B (US-B). The PD was
performed on day 21 after fixed time artificial insemination (FTAI). A total of 76 Nellore
heifers weighing (average) 333.4 + 28.6 kg were used on this study. The heifers were
synchronized for FTAI and the insemination day was assigned as DO. On D12, the heifers
received an intravaginal device of 1.9 g of progesterone (CIDR®, Zoetis, Brasil). On D19, the
progesterone device was withdrawn, and the heifers received (im) 300 Ul of equine Chorionic
Gonadotropin (Folligon®, MSD, Brasil). On D21, non-pregnant heifers (US-Doppler),
received (im) 0,1mg of Gonadoreline (Fertagyl®, MSD, Brasil) and were immediately
inseminated. A second FTAI protocol was performed and the same methodology was used on
the non-pregnant heifers. The US-Doppler was made with Z5VET Mindray ultrasound
(China). The US-Doppler diagnosis was based on a subjective score of the Corpus Luteum
(CL) blood flow area. The scores were: 0 = 0%; 1 = 1 to 25%; 2 = 26 to 50%; 3 = 51 to 75%
and 4 = 76 to 100%. Using Doppler recorded videos of the ovaries, five different technicians
were asked to evaluate and score the CL blood flow area. The same technicians were then
asked to subjectively evaluate the sized and echogenicity of the CL by using mode B recorded
videos of the same ovaries evaluated before by Doppler videos. The size scores consisted in: 1
= small (CL < 13 mm); 2 = medium (13 mm > CL > 19 mm); and 3 = large (CL > 19 mm),
whereas the echogenicity scores consisted in: 1 = hypo-echogenic and 2 = hyper-echogenic).
US-Doppler score, size score, and echogenicity scores > 2 were considered from CL of a
pregnant heifer. The pixel extraction and CL diameter were analyzed using Adobe Photoshop
and ImageJ. Confirmation of the US-Doppler pregnancy diagnosis was performed 12 days
after each insemination; and the final pregnancy diagnosis was performed 33 days after the
last insemination. The data was compared using the SAS program. Number of color pixels,
echogenicity/mm? and diameter of CL had correlation of 0.65, 0.42 e 0.70, respectively, with
the pregnancy diagnosis on day 33 (P < 0.0001). The accuracy, sensibility and predictive
negative value of diameter CL were similar to the color pixels number. All the technicians
had subjective results similar to those with objective technique (P<0.0001). The CL blood
flow score had similar accuracy (87.8%) that the objective evaluations, however size and
echogenicity scores combined had an accuracy of 88%. The US-Doppler and the US-B
techniques had similar efficiency when analyzed by a ROC curve (P=0.34). PD false positive
was 22.7% and 19.2% (P=0.3), whereas the PD false negative was 0% and 5.4% (P = 0.0001),
respectively, for US-Doppler and the US-B techniques. It was concluded that both
methodologies have similar accuracy, however it was observed a significance increased of PD
false negative using ultrasound in mode-B over the incidence observed for US-Doppler.

Key-words: Reproductive efficiency, corpus luteum, ultrasound.
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4.1  Introducéo

A busca por ferramentas ou estratégias de diagnostico de gestacdo (DG) precoce é de
grande importancia no desempenho reprodutivo (Fricke et al., 2016), pois pelo simples fato de
descobrir que uma fémea ndo concebeu ap6s o Ultimo servigo, possibilita ao técnico intervir
com estratégias que facam com que essa fémea receba um novo servico o mais cedo possivel
aumentando a taxa de prenhez do rebanho (S& Filho et al., 2014; Crepaldi et al., 2017).

Alta acurécia, simplicidade de execucdo a campo, baixo custo e resposta imediata do
status de gestacédo séo atributos de uma boa ferramenta para DG, entretanto a eficiéncia do
diagnostico cada vez mais precoce esbarra na fertilidade individual de cada propriedade, pois
a maior perda gestacional nas primeiras semanas limita a precisdo dos testes de gestacdo
precoce aumentando o numero de DG falso positivo (DG-FP) (Fricke et al., 2016).

Métodos indiretos como o ISG (gene estimulador de interferon), PAG (prenhez
associada a glicoproteinas), concentragdes plasmaticas de P4 (progesterona) e PSPB (proteina
especifica de prenhez B) apresentam uma boa acurécia, entretanto o alto custo da execucdo e
por ndo serem testes de resposta imediata limitam seu uso em programas comerciais (Chebel
et al., 2003; Green et al., 2010; Pugliesi et al., 2014; Ricci et al., 2015; Martins et al., 2018).
Estudos avaliando a perfusdo vascular do corpo lateo (CL) com ultrassonografia modo
Doppler (US-Doppler) como método imediato para DG precoce mostrou-se eficiente, assim
como outros métodos indiretos (Matsui and Miyamoto, 2009; Pugliesi et al., 2014). Dessa
maneira, foi possivel sua aplicagdo (US-Doppler) em grande escala e estudos apontam sua
emergéncia em programas comerciais (Penteado et al., 2016; Pugliesi et al., 2017). Entretanto
o0 custo de uma maquina equipada com tecnologia Doppler é cerca de trés vezes maior que um
aparelho de US convencional (modo B).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi comparar a eficiéncia da
ultrassonografia Doppler (US-Doppler) com o modo B (US-B) no diagndstico de gestacao
superprecoce em novilhas Nelores aos 21 dias pos IATF pela avaliagdo do corpo luteo (CL).

As hipoteses testadas foram: (1) escores subjetivos com US-Doppler ou B apresentam
alta correlagdo com avaliacdo objetiva de pixels e tamanho do CL; (2) ambos apresentam uma
boa acuracia e mesma eficiéncia quando realizados aos 21 pos IATF em novilhas
ressincronizadas.

4.2 Material e Metédos

4.2.1 Local, periodo e animais

O presente trabalho foi realizado na Fazenda Santana (Valenca-RJ) na estagdo
reprodutiva 2017/2018, utilizando 76 fémeas Nelores, nuliparas, ndo gestantes e com peso
médio de 333,4 (+ 28,6) kg, mantidas em pastagem brachiaria brizantha, tendo acesso ad
libitum a agua e ao suplemento mineral seletivo. Todos os animais foram submetidos
previamente a triagem ginecoldgica por palpacdo retal e ultrassonografia, sendo descartadas
novilhas gestantes ou com alteragdes no trato reprodutivo (cisto folicular, infeccdo uterina,
cervix tortuosa ou fibrosada). O presente projeto teve a aprovacdo do comité de ética na
pesquisa do Instituto de Veterinaria da UFRRJ, protocolada sob o CEUA n° 1730040918.

4.2.2 Sincronizacao da ovulagéo, IATF e ressincronizagoes

Os tratamentos hormonais para IATF iniciaram em dia aleatério do ciclo estral, sendo
este dia considerado dia menos dez (D-10). Neste momento, as novilhas receberam um
dispositivo intravaginal (DI) contendo 1,99 de progesterona de terceiro uso (CIDR®, Zoetis,
Brasil) e aplicagdo intramuscular (im) de 2,0mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®,
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Ourofino, Brasil). No D-2, o DI foi removido e foram aplicados 150ug de cloprostenol
(Veteglan®, Hertape, Brasil), 1mg de cipionato de estradiol (E.C.P®, Zoetis, Brasil) e 300Ul
de eCG (Folligon®, MSD, Brasil). A IATF foi realizada na manhd do DO em todas as
novilhas. Apds 12 dias (D12) da IATF, iniciaram-se os tratamentos de ressincronizacao, onde
todas as novilhas receberam novamente um DI. No D19, o DI foi removido e foram aplicados
300UI de eCG. Na manhd do D21, foi realizado o diagnostico de gestacdo com auxilio de um
ultrassom Doppler, sendo que as novilhas consideradas ndo gestantes foram inseminadas
imediatamente ap0s diagndstico de gestagcdo e receberam uma aplicacdo im de 0,1mg de
gonadorelina (Fertagyl®, MSD, Brasil). No D33, as novilhas consideradas vazias na ultima
avaliacdo receberam novamente um DI, repetindo o tratamento de ressincronizagéo para uma
terceira e Ultima IATF, assim como a metodologia de DG descrita anteriormente.

0,1mg 01
DG Doppler ,Amg
Pp GnRH DG Doppler GnRH
300U1 1A 300Ul 1A
eCG v eCG M
I IATF convencional | Dispositivo P4 N \7 Dispositivo P4 | N |
—— | T
' \&J Y P I v l
D-10 D33 Da0 V
DO D12 D19 D2 ; D42 D53 D82
1
v 1 DG FINAL
4
TO-N TO-N
DGFP-P DG FP-P

Figura 1. llustracdo dos programa de Resynch21: (Dispositivo P4) dispositivo intravaginal de progesterona;
(BE) benzoato de estradiol; (CE) cipionato de estradiol; (eCG) gonadotrofina coridnica equina; (PGF)
cloprostenol sodico; (50mg P4) progesterona injetavel de longa acdo; (GnRH) gonadorelina; (DG Doppler)
diagndstico de gestacdo Doppler; (DG Final) diagnéstico de gestagdo ao final da estacdo de monta; (TO) taxa de
ovulacao; (P) diagndstico positivo; (N) diagnostico negativo; (DG FP) verificacdo de diagnosticos falsos.

4.2.3 Diagnéstico de gestacdo modo-Doppler

O diagnostico de gestacdo precoce foi realizado com auxilio de um ultrassom Doppler
Mindray, modelo Z5VET, equipado com transdutor linear 75L50EAV e emissdo de onda de
5,0/7,5 MHz padronizando o ganho total de 70%. A metodologia para realizacdo do
diagnostico de gestacdo foi baseada no escore de vascularizacdo do CL classificado de
maneira subjetiva em uma escala de 0 a 4 (0= 0%; 1= 1 a 25%; 2= 26 a 50%; 3=51a 75% e
4=76 a 100% de area vascularizada) onde o animal com escore < 1 foi considerado ndo
gestante e os animais que apresentaram escore > 2, gestantes, conforme Figura 2.

4.2.4 Diagnéstico de gestacdo modo-B

O aparelho de US foi utilizado o tempo todo no modo sinc-dual, onde na tela eram
mostrados de forma simultdnea o modo B e Doppler, entdo, videos dos ovarios foram
gravados e identificados para posterior analise somente no modo B. Os videos foram
reavaliados de forma que apenas era mostrado para o avaliador imagens dos ovarios no modo
B sem nenhuma outra informacdo. O mesmo avaliador que realizou o escore subjetivo de
vascularizagéo, dessa vez avaliou o CL no modo B classificando dois escores subjetivos
relacionados ao tamanho e ecogenicidade. Escore de tamanho do CL: 1 = pequeno (CL <
13mm); 2 = médio (CL entre 13 e 19mm) e 3 = CL grande (> 19mm). Escore de
ecogenicidade do CL: 1 = baixa ecogenicidade (poucas areas ecogénicas) e 2 = alta
ecogenicidade (muitas areas ecogénicas). Analisando de forma separada, pelo escore de
ecogenicidade, novilhas gestantes eram as que apresentavam CL com alta ecogenicidade, e
em relacdo ao escore de tamanho, novilhas gestantes eram as que apresentavam CL grande ou
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médio. Na associacdo das duas técnicas, foi considerada gestante somente novilhas que
apresentassem pelo menos 1 CL médio ou grande com alta ecogenicidade (Figura 2).

4.2.5 Verificagdes de DG falso e diagnostico de prenhez

A confirmacdo do 1° DG Doppler foi realizada no dia em que foi colocado o DI para
22 Resynch e a confirmacgéo do 2° DG Doppler foi realizada 12 dias apos a ultima I1A. O DG
final foi realizado 33 dias ap6s a ultima IA sendo considerada gestante a novilha que
apresentasse uma vesicula embrionaria.

Figura 2. llustracdo dos escores de avaliagdo do corpo liteo. A) escores de vascularizagdo do CL, 4:100 a
75%, 3:75 a 50%, 2: 50 a 25%, 1: 25 a 1% e 0: 0% de area vascularizada. B) escores de tamanho, 2: >19mm,
1: 19 a 13mm ¢ 0: < 13mm. C) escores de ecogenicidade, 1: muitos pontos ecogénicos e 0: poucos pontos
ecogénicos.

4.2.6 Andlise Objetiva de Pixels e Tamanho do CL

4.2.6.1 Imagens modo Doppler

Foi selecionada a imagem que apresentasse maior area de vasculariza¢cdo do CL, sendo
posteriormente transferida para o Adobe Photoshop (CS4 version 11.0, Adobe Systems, San
Jose, CA, USA) onde foram selecionados somente os pontos coloridos em tons de azul e
vermelho. Posteriormente, com auxilio do programa Image J® (version 1.45s, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), foi extraido o histograma com a contagem de
pixels, sendo possivel obter o nimero total de pixels coloridos de cada CL.

4.2.6.2 Imagens modo B

Primeiramente utilizando o ImageJ, foi mensurado o tamanho do CL em milimetros.
Para avaliar a ecogenicidade, foi selecionada uma imagem no modo B que apresentasse maior
intensidade de pixels ecogénicos no CL, depois se procedeu da mesma forma como descrito
para extracdo de pixels coloridos, sé que dessa vez selecionando pixels no CL com a escala
em tons de cinza. Depois de se obter o histograma, foi utilizado o valor de intensidade dos
pixels e, por fim, dividido pelo tamanho do CL, assim cada imagem teve um valor objetivo de
intensidade de pixels/mm2.

4.2.7 ValidacGes dos escores subjetivos

Cinco diferentes avaliadores fizeram separadamente a avalia¢do dos videos no modo B
e Doppler, classificando o CL com os escores descritos acima. O nimero de avaliadores
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escolhido foi baseado em estudos que fizeram validacGes de escores subjetivos de estruturas
ovarianas (De Tarso et al., 2016). N&o houve treinamento dos técnicos para as avaliagdes,
entretanto todos tinham experiéncia em ultrassonografia reprodutiva em bovinos.

4.2.8 Analise estatistica

Foram realizadas regressoes logisticas entre a contagem objetiva de pixels coloridos,
diametro do CL (mm) e ecogenicidade/mm? correlacionadas de forma separada com o DG aos
33 dias utilizando o procedimento PROC LOGISTIC do programa SAS (Version 9.4; SAS
Institute) aplicando a curva de probabilidade de concepcdo em relacdo a cada variével
continua e tambeém pelos valores de tamanho e ecogenicidade analisados de forma simultanea.

Os escores subjetivos de perfusao vascular, tamanho e ecogenicidade do CL realizados
pelos cinco avaliadores foram correlacionados com os valores objetivos de pixels coloridos,
diametro do CL e intensidade/mm?2 de pixels em tons de cinza utilizando o procedimento
PROC CORR do SAS.

A interacdo entre avaliadores foi realizada em um modelo utilizando o procedimento
GLIMMIX do programa SAS. A incidéncia de diagnosticos falsos teve que ser analisada
utilizando o procedimento PROC FREQ do SAS utilizando o valor de qui-quadrado, pois uma
das metodologias ndo apresentou incidéncia de DG falso negativo.

Teste de confianga foi realizado comparando as metodologias de DG precoce com 0
DG realizado aos 33 dias pos IA. As formulas utilizadas foram: Sensibilidade = [a/(a + ¢)]
*100; Especificidade = [d/(b + d)] *100; Valor Preditivo Positivo = [a/(a + b)] *100; Valor
Preditivo Negativo = [d/(c + d)] *100 e Acuracia = [(a + d)/(a + b + ¢ + d)] *100 onde a =
namero de novilhas que foram diagnosticadas prenhes no dia 21 e estavam prenhes no dia 33;
b = ndmero de novilhas que foram diagnosticadas como prenhes no dia 21 e estavam vazias
no dia 33; ¢ = novilhas que foram diagnosticadas como vazias no dia 21 e estavam prenhes no
dia 33 e d = novilhas que foram diagnosticadas com vazias no dia 21 e estavam vazias no dia
33. Para avaliar significancia dos valores de Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo
Positivo, Valor Predito Negativo e Acuracia foi utilizado o procedimento PROC FREQ
aplicando a avalicdo do teste qui quadrado. Os testes de confianca foram realizados
comparando os valores objetivos e posteriormente os valores de escores subjetivos.

As eficiéncias dos testes foram comparadas, utilizando o procedimento PROC
LOGISTIC no programa SAS aplicando a avaliagio ROC CURVE para verificar a area sob a
curva de cada teste e também a comparacdo entre ambos considerando o valor do qui-
quadrado. Probabilidades <0,05 foram consideradas significativas.

4.3 Resultados

A taxa de concepcdo da primeira IATF foi 38,2% (29/76) as concepgOes da
ressincronizacdes foram 42,6% (26/61) e a prenhez ao final da estacdo somente com
inseminacoes foi de 72,4% (55/76).

As curvas de probabilidade de concepcdo das trés variaveis continuas estdo
apresentadas na Figura 3, sendo que os modelos convergiram de forma satisfatoria e foram
significativos (P<0,0001). Os valores de correlacdo do r2 para as analises continuas foram
0,65; 0,41 e 0,7, respectivamente, para os valores objetivos de pixels coloridos, ecogenicidade
/mm?2 e diametro do CL. Adicionalmente, foi realizada regresséo logistica associando os dois
parametros objetivos da avaliagdo no modo B (tamanho e ecogenicidade), sendo que a
regressdo convergiu de forma satisfatéria com valor de r2 de 0,53 e P<0.0001 (Figura 4).

O teste de confianga para valores objetivos mostrou maxima eficiéncia em detectar
fémeas vazias com valores de perfusdo vascular e didametro do CL, entretanto foi encontrada
baixa eficiéncia utilizando os valores ecogenicidade /mm? (Tabela 1).
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Os escores subjetivos de vascularizagdo e tamanho dos cinco avaliadores tiveram alta
correlacdo com a contagem objetiva de pixels coloridos e didmetro do CL (P<0,0001). J& o
escore de ecogenicidade apresentou correlacao inferior, sendo apresentados na Tabela 2.
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Figura 3. Regressdes logisticas entre valores objetivos de pixels coloridos, tamanho do CL (mm) e
ecogenicidade /mm?2 e a probabilidade de concepcéo os valores de r2 foram, respectivamente, 0.65, 0.41 e 0.7.
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Figura 4. Regressao logistica de tamanho do CL (mm) analisados com ecogenicidade /mmz2 e a probabilidade de
concepcdo (r2 = 0.53).

Nao foi observado efeito de avaliador, entdo cada diagndstico foi considerado como
uma unidade experimental para realizacdo dos testes de confianca dos escores subjetivos (113
exames de cada técnico; n = 565). Os resultados do teste de confianga estdo apresentados na
Tabela 3, associando os parametros subjetivos do modo B (tamanho e ecogenicidade). Os
escores subjetivos do modo B, avaliados individualmente, apresentaram baixa eficiéncia, pois
tiveram menor sensibilidade e especificidade, mas o DG somando 0s escores de
ecogenicidade e tamanho apresentaram acuracia superior que seus proprios resultados e ainda
aumentou o valor preditivo positivo. Baseando-se por escores, o Gnico método que apresentou
méaximo valor preditivo negativo foram os escores de vascularizagcdo, 0s outros escores
apresentaram incidéncia de diagnosticos falsos negativos, ndo sendo possivel replicar a
eficiéncia objetiva do didmetro em escores.

Para verificar se houve diferenca significativa entre os testes, foi utilizada a analise da
Curva Roc, onde através da sensibilidade e especificidade de cada teste é gerada uma area sob
a curva e as duas sdo comparadas. Nas Figuras 5 e 6 estdo apresentadas as avaliagdes da
Curva Roc com a eficiéncia dos métodos de diagndstico de gestacdo precoce objetivo e
subjetivo, onde o método de menor eficiéncia foi o que considerou os escores de
ecogenicidade.
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N&o foram observadas diferencas na incidéncia de DG falso positivo entre as
avaliagcdes com ultrassom no modo Doppler 22,7% (69/304) ou B 19,2% (52/271) (P= 0,30).
O DG realizado, utilizando os escores subjetivos de perfusdo vascular do CL nédo apresentou
incidéncia de DG falso negativo 0% (0/261), entretanto nos diagndsticos com escores
subjetivos de tamanho e ecogenicidade houve um aparecimento de 5,4% (16/294) de DG falso
negativo, onde foi observada uma alta significancia nessa diferenca (P=0,0001).

Tabela 1. Testes de confianca utilizando valores objetivos como método de diagnostico de
gestacdo precoce em novilhas Nelores.

Dia 21 - Perfusao Dia 21 - Dia 21 -
Dia 33 Vascular Ecogenicidade Diametro
(pixels) (pixel/mm?) (13mm)
Gestante 47 59 47 62
Vazia 66 54 66 51
Total 113 113 113 113
Sensitividade - 100%"° 74,5%" 100%°
Especificidade - 81,8% 81,8% 77,3%
VPP - 79,7% 74,5% 75,8%
VPN - 100%* 81,8%" 100%°
Acuracia - 89,4%" 78,8%" 86,7%"

VPP= valor preditivo positivo, VPN= valor preditivo negativo, ponto de corte foi 0 maior valor objetivo do
corpo ldteo de cada analise no grupo de fémeas vazias que ndo diminuisse a acurécia. Letras mindsculas
diferentes na mesma linha indicam P<0,05.

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo entre valores objetivos pixels coloridos, tamanho do CL
(mm) e ecogenicidade /mm? com escores subjetivos de cinco avaliadores.

Avaliador 1 2 3 4 5
Pixels Coloridos (Doppler) r2= 0.9 0.88 0.9 0.9 0.91
Ecogenicidade (Pixels/mm?) r2= 0.7 0.68 0.7 0.69 0.64
Escore de Tamanho (mm) r2= 0.94 0.92 0.92 0.92 0.91

R2= coeficiente de correlacdo, todos os valores foram significativos P < 0,0001.

Tabela 3. Testes de confian¢a utilizando escores subjetivos como método de diagndstico de
gestacdo precoce em novilhas Nelores.

Dia 21 - Dia 21 - Dia 21 - Dia 21 -
Dia 33 Doppler Ecogenicidade =~ Tamanho Ecogenicidade +
(escores) (escores) (escores) Tamanho (escores)
Gestante 235 304 306 306 271
Vazia 330 261 259 259 294
Total 565 565 565 565 565
Sensibilidade - 100%"* 91.9%" 96.6%" 93.20°
Especificidade - 79.1%%* 71.2%" 76.19%" 84.2%"
VPP - 77.3%® 72.5%" 74.2%® 80.8%°
VPN - 100%"* 92.9%° 96.9%" 94.6%"
Acuracia - 87.8%° 82.1%" 84.6% 88%°

VPP= valor preditivo positivo, VPN= valor preditivo negativo, letras mindsculas diferentes indicam P<0,05.
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Figura 5. Curvas Roc mostram a eficiéncia das avaliacdes objetivas de pixels coloridos, ecogenicidade /mm2 e
didmetro do CL, letras minusculas diferentes indicam P<0.05.
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Figura 6. Curvas Roc mostram a eficiéncia dos escores subjetivos de vascularizacdo, ecogenicidade, tamanho e
tamanho + ecogenicidade. Letras minasculas diferentes indicam P<0.05.

4.4 Discussao

A contagem objetiva de pixels apresentou alta correlacdo com o diagnostico de
gestacdo realizado 33 dias pos-1A, sendo que esses resultados corroboram com estudos que
avaliaram a funcionalidade do CL com escores de vascularizacdo (Silva e Ginther, 2010).
Outros pesquisadores mostraram que a avaliacdo subjetiva de porcentagem de area
vascularizada do corpo lGteo estd diretamente ligada a producdo de progesterona, sendo
assim, este se torna um método eficiente para diagnostico de gestagdo precoce em fémeas
bovinas (Pugliesi et al., 2014; Scully et al., 2014). Avalia¢cdes do CL em diferentes fases do
ciclo estral mostraram que a avaliacdo da perfusdo vascular é uma ferramenta mais eficiente
que as imagens no modo B para avaliar a funcionalidade do CL nas fases de desenvolvimento
e regressdo, entretanto, na fase ativa com maior producdo de progesterona pelo CL, a
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avaliacdo do diametro com ultrassom no modo B também apresenta correlacdo (Kastelic et
al., 1990; Ginther, 2007; Herzog et al., 2010; Balaro et al., 2017).

As imagens foram realizadas 21 dias apds as inseminagdes, logo, as novilhas estavam
em diferentes condicOes fisiologicas de desenvolvimento ou manutengdo do CL, entretanto
discordando da literatura discutida no paragrafo anterior, o didmetro do CL apresentou a
maior correlacdo dos trés parametros avaliados e a ecogenicidade também foi altamente
significativa (P<0,0001) com o DG realizado aos 33 dias, porém apresentou o menor valor de
correlagéo.

Os valores objetivos de didametro e de perfusdo vascular apresentaram 100% de valor
preditivo negativo e especificidade e também tiveram mesma eficiéncia quando avaliados na
curva ROC. A eficiéncia dos valores de ecogenicidade /mm? apresentou baixa eficiéncia, isso
pode ser explicado devido ao seu menor coeficiente de correlagcdo na regressdo logistica,
mostrando que somente com esse parametro usado de forma objetiva € dificil de distinguir
gestantes de vazias. A &rea sob a curva gerada com esse parametro foi significativamente
inferior que os outros métodos objetivos (P<0.05).

A representacdo dos valores objetivos em escores foram testados utilizando cinco
diferentes avaliadores, sendo que as avaliagcdes subjetivas da vascularizacdo do CL e os
escores de tamanho e ecogenicidade propostos tiveram altas correlagdes com seus respectivos
valores objetivos, e todos foram significativos (P<0,0001) com todos avaliadores (Tabela 1).

Recentemente, pesquisadores mostraram que apenas a avaliagdo do tamanho do CL
apresentou acuracia de 82,8%, ja com o modo Doppler, os autores relataram 88,3%
(Guimarées et al., 2015). Nossos resultados discordam dos dados apresentados por estes
autores ja que a acuracia no modo B (ecogenicidade e tamanho) do presente trabalho foi
similar & do modo Doppler (88 e 87.8%, respectivamente). A diferenca entre os trabalhos
pode ser devida as diferengas na metodologia, visto que, no presente estudo, alem do tamanho
do CL, foi levada em consideracdo a ecogenicidade. Pela analise da curva ROC, os escores de
ecogenicidade, avaliados individualmente, apresentaram eficiéncia inferior, assim como nas
avaliacOes objetivas. Outros pesquisadores relataram baixa acuracia (77,9%) para o
diagndstico de gestacdo aos 21 dias avaliando o CL no modo B. Entretanto, quando os autores
inseriram um ponto de corte de 23mm no tamanho do CL, a acuracia foi de 85,8% (Bicalho et
al., 2008). No presente estudo, se usarmos somente os resultados de tamanho do CL como
parametro, a acuracia cai para 86,7%, semelhante aos autores citados. Isso mostra que a
adicdo da avaliacdo de ecogenicidade foi importante para aumentar a acuricia do método. Os
primeiros trabalhos utilizando a ultrassonografia no modo B apontavam uma acurécia de
cerca 90% para realizacdo de diagndsticos de gestagdo precoce a partir dos 20 dias p6s 1A em
novilhas, entretanto, além da observacdo da presenca do CL, 0s autores usavam como critério
a presenca ou ndo de fluido uterino (Kastelic et al., 1989; Kastelic et al., 1991).

Acreditamos que a ressincronizacdo associada a estratégia de DG no dia da
inseminacdo, provavelmente dois dias apds a lutedlise, pode beneficiar a eficiéncia dos
escores no modo B. Estudos avaliando imagens ultrassonograficas do CL em lutedlise
mostraram que o Doppler é capaz de prever estagios inicias da lutedlise, entretanto no modo
B, a diminuicdo do tamanho ja é possivel ser observada no segundo dia apds a lutedlise
natural ou induzida (Ginther, 2007; Silva e Ginther, 2010; Pugliesi et al., 2014).

Apesar da eficiéncia de um método de diagnostico precoce ser dado pela acuracia, o
que baliza a eficiéncia do método é a auséncia de diagndsticos falsos negativos ou positivos
segundo o interesse do diagndstico. No presente trabalho, € importante que uma fémea que
esteja prenha eventualmente ndo seja diagnosticada como ndo gestante, pois isso levaria a
uma interpretacéo errada e eventualmente o técnico poderia interromper a gestacdo utilizando
tratamentos farmacoldgicos exdgenos acreditando que a fémea ndo estivesse gestante. No
diagnostico baseado na perfusdo vascular do CL, ndo foi observado aparecimento diagnostico
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falso negativo (0/261) ja na avaliacdo baseada no tamanho e ecogenicidade do CL, houve
incidéncia de 5,4% (16/294) (P= 0,0001). Pesquisadores ndo observaram aparecimento de
diagnosticos falso negativos realizados aos 21 dias de gestacdo utilizando a metodologia de
avaliacdo de perfusdo vascular do CL (Guimarées et al., 2015). Entretanto, outros autores
relataram o aparecimento de diagnoésticos falso negativos mesmo utilizando a ultrassonografia
no modo Doppler (Siqueira et al., 2013; Scully et al., 2014).

O que pode explicar o fato dos escores subjetivos de tamanho néo terem apresentados
méaxima sensibilidade é o fato da alta correlacdo entre didmetro do CL e probabilidade de
concepcao, quando utilizamos um ponto corte fixo de 13mm de didmetro e, considerando a
mensuracao objetiva do CL, o valor preditivo negativo e especificidade é 100%. Entretanto,
de forma visual, ndo foi possivel detectar essa mudanca ténue no didmetro do CL, sendo
assim, houve dificuldade de replicar essa eficiéncia avaliando o tamanho com escores, como
visto nos resultados subjetivos. Contudo, os resultados do presente trabalho mostram que a
medida objetiva do CL mostrou méaxima eficiéncia no valor preditivo negativo e na
sensibilidade e, diferentes das outras medidas objetivas, essa tem uma resposta rapida e
imediata no momento do diagndstico de gestacdo podendo ser amplamente utilizada a campo.

A incidéncia de diagnosticos falsos positivos foi similar para diagnosticos baseados na
perfusdo vascular do CL ou pelo tamanho e ecogenicidade. Outros trabalhos relatam
diferentes incidéncias de DG falso positivo (Pugliesi et al., 2014; Guimaraes et al. 2015; Utt
et al., 2009; Siqueira et al., 2013). Segundo os estudos que avaliaram o desempenho de
métodos de diagnostico de gestacdo precoce, essas grandes variagbes de falso positivo
encontradas na literatura séo devidas, principalmente, a trés fatores: erro na operagdo do
ultrassom (interpretacdo e calibragem do equipamento), animais que nao sincronizaram na
primeira IATF ou TETF e, principalmente, as perdas gestacionais iniciais, visto que entre 0s
20 a 30 dias de gestacdo, sdao um dos periodos de maior risco de perda gestacional e é grande
a variacao entre rebanhos e localidades diferentes (Scully et al., 2014; Wiltbank et al., 2016b;
Pugliesi et al., 2017; Pugliesi et al., 2018).

O presente estudo permite as seguintes conclusdes: i) as medidas objetivas de pixels
coloridos e o diametro apresentaram mesma eficiéncia; ii) as metodologias de escores
subjetivos apresentaram a mesma acurdcia quando associado escore de tamanho e
ecogenicidade; iii) O DG, baseado nos escores de tamanho e ecogenicidade, apresentaou
incidéncia significativa de DG falso negativos fazendo com que néo seja interessante seu uso.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A nova proposta de Resynch para inseminagdes com intervalo de 21 dias em Nelore
apresentou eficiéncia semelhante na incidéncia de DG-FP, nas taxas de ovulagéo e prenhez ao
final da estacdo do que o Resynch24.

Analise objetiva de pixels teve a mesma eficiéncia do diametro do CL, entretanto
somente escores de vascularizacao replicaram a eficiéncia da avaliacdo objetiva.
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