UNIVERSIDADE VILA VELHA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

CARACTERISTICAS QUE INFLUENCIAM A FERTILIDADE DE NOVILHAS

NELORE PURAS DE ORIGEM

ISAAC SANTOS GIL

VILA VELHA

2016



UNIVERSIDADE VILA VELHA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

CARACTERISTICAS QUE INFLUENCIAM A FERTILIDADE DE NOVILHAS

NELORE PURAS DE ORIGEM

Dissertagcdo Apresentada a Universidade de Vila
Velha, como pré-requisito do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Animal, para obtencdo do

grau de MESTRE EM CIENCIA ANIMAL.

ISAAC SANTOS GIL

VILA VELHA
2016



Catalogacgao na publicagao elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

G893c Gil, Isaac Santos.
Caracteristicas que influenciam a fertilidade de novilhas nelore puras
de origem / Isaac Santos Gil. — 2016.
52f. :il.
Orientadora: Barbara Loureiro.
Dissertagéo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Vila Velha,

2016.
Inclui bibliografias.

1. Novilho - Reprodugdo. 2. Puberdade. 3.  Ovulagdo. I
Loureiro, Barbara. Il. Universidade Vila Velha. lll. Titulo.

CDD 636.2082




AV

ISAAC SANTOS GIL

CARACTERISTICAS QUE INFLUENCIAM A FERTILIDADE DE NOVILHAS
NELORE PURAS DE ORIGEM

Dissertacao apresentada a
Universidade Vila Velha, como pré-
requisito do Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncia Animal,
para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncia Animal.

Aprovada em 26 de fevereiro de 2016.

Banca Examinadora:

/ u‘l’

Prof. Dr. Madjcio Gomes Favoreto (UVV)

g
/ 7 -
, WA

N e . A IT)'s,
Profa./Dra. Flaviana LmWeite (UWV)
19

- e .
;P/Y/ '.'()Ow@\ %Q&‘UU»«»_D
Profa. Dra. Barbara Loureiro (UVV)
Orientadora




Para minha familia, em especial minha mde ARLINDA DA SILVA SANTOS pela dedicagdo, amor,

carinho, respeito, educacgdo e apoio, fundamentais para que eu alcangasse mais esta vitoria.

Ao meu irmdo LAZARO SANTOS GIL, por sempre me apoiar.

A minha companheira ANGELICA ACACIO CAIRES, por estar sempre ao meu lado

incondicionalmente.

Muito obrigado, amo muito todos vocés.



HOMENAGEM ESPECIAL

A Profa. Dra. BARBARA LOUREIRO, pelos preciosos

ensinamentos e orientacao, pela confianca e paciéncia nestes

anos de convivio, meus agradecimentos sinceros.

MEU MUITO OBRIGADO.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre presente na minha vida, iluminando meus passos e
meus caminhos. Por me proporcionar salde e capacidade de estar vencendo mais

uma etapa de minha vida.

A0s meus grandes amigos:
Edilson Oliveira Mota,
Raphael dos Santos Neves,
Gabriel Boscoli Salas Santos,
Bharbara DelboneSthur,
Elifas Guedes,
Jonathan Folador,
Rodrigo Cibin,

Mario Capri Neto,
Manoel Paix&o Gil de Sousa

por dividirem comigo todos os momentos de alegria e dificuldades.

A Fundac&o de Amparo & Pesquisa do Estado do Espirito Santo (FAPES) pela concesséo da bolsa de

Mestrado Processo: 66609240/2014, sem a qual n&o seria possivel a realizagdo deste trabalho.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS v
LISTA DE TABELAS vii
LISTA DE FIGURA iX
LISTA DE ABREVIATURAS X
RESUMO Xi
ABSTRACT Xiii
INTRODUCAO 1
CAPITULO 1 3
1. REVISAO DE LITERATURA 3

1.1 Puberdade 3

1.2 Peso e Nutri¢éo 4

1.3 Fator Ambiental 5

1.4 Fatores Genéticos 6

1.5 Efeito Macho 7

1.6 Inducéo Hormonal 8

1.7 Circunferéncia Escrotal do Pai da Novilha 8

1.8 Importancia da Presenca do Corpo Luteo 9

2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 10
CAPITULO 2 17
ABSTRACT 18
INTRODUCTION 19
MATERIALS AND METHODS 20
Animals and fixed time artificialinseminationprotocol 20

Progesteroneanalysis 22



Statistical analysis
RESULTS
DISCUSSION

REFERENCES

22

23

25

28



LISTA DE TABELAS

Table 1. Mean and standard deviation (St. Dev.) of the variables evaluated in pure 32

breed Nellore heifers

Table 2. Percentage of ovulation, pregnancy and progesterone (Prog) concentration at 33
Day 7 post-ovulation on heifers with or without (&) a corpus luteum (CL) prior to

estrus synchronization



LISTA DE FIGURAS

Figure 1. Progesterone concentration (ng/ml) by body condition score (BCS) on 34
Nellore heifers at the day of ultrasound evaluation (Panel A) and at Day 7 after
ovulation (Panel B). Within a column (BCS), means without a common lowercase

letter differed (P < 0.05)



LISTA DE ABREVIATURAS

(BE) benzoato de estradiol

(CIDR) implante intravaginal de progesterona
(CL) corpo lateo

(D) Dia

(DPM) Desvio padrbes das médias

(ECC) escore de condicéo corporal

(eCG) Gonadotrofina Cori6nica Equina
(FSH) hormoniofoliculo estimulante
(GH)horménio do crescimento

(GnRH) horménio liberador de gonadotrofina
(IATF)inseminagéo artificial em tempo fixo
(IM) intra muscular

(LH) horménio luteinizante

(P4) Progesterona

(PE) perimetro escrotal

(PGF2) prostaglandina

(PO) Puro de Origem

(US) ultrassom



GIL, Isaac Santos, Universidade Vila Velha - ES, Fevereiro 2016.
Caracteristicas que influenciam a fertilidade de novilhas nelore puras de origem. Orientador: Barbara

Loureiro.

Resumo

Uma fémea bovina leva aproximadamente nove meses para conceber, isso ninguém consegui mudar.
O que estd ao nosso alcancge e tentar fazer com que as as mesmas concebam o mais breve possivel, para
assim aumentando o numero de bezerros por fémea no decorrer da sua vida produtiva, maximizado assim a
eficiencia reprodutiva e produtiva do rebanho, por essas e outras a puberdade tornou-se uma das prioridades
de alguns programas de selecdo e melhoramento genético.Existemdiversos fatores que influenciam a
puberdade:Nutricdo, Escore de condicdo corporal, ldade, Efeito macho, Inducdo hormonal, Fatores
ambientais, Circunferéncia escrotal do pai da novilha, Presenca de corpo luteo, tamanho do Utero e ovario.

Este trabalho teve como direcionamento avaliar caracteristicas que influenciam a fertilidade em
novilhas da ragca Nelore PO, foram avalidas 77 novilhas, com idade de 16 a 36 meses, Cada animal foi
avaliado para o escore de condicdo corporal por um mesmo avaliador. Além disso, os animais foram
pesados em balanca de precisdo ao sairem do tronco. a circunferéncia escrotal do pai de cada novilha foi
obtida através do catalogo de sémen de cada animal.Os exames de ultrassonograficos foram realizados pelo
mesmo Médico Veterinario.

A sincronizagdo do ciclo estral de todas as novilhas avaliadas foi iniciada uma semana apos a
avaliacdo ultrassonografica. Em um dia aleatério (Dia 0) as novilhas receberam 2ml de benzoato de
Estradiol (BE, 2 mg, i.m, GonadiolZoetis Saude animal, Brasil), e um dispositivo intravaginal de

progesterona de terceiro uso (CIDR,



ZoetisSaude Animal, Brasil) por 9 dias. No Dia 7 foi realizada aplica¢éo de 2,5 ml de prostaglandina (PGF2,
12,5 mg, i.m, Lutalyse, Zoetis Salde Animal, Brasil). No Dia 9, foi realizada a retirada do implante intra
vaginal e foi aplicado 1 ml de BE (1mg, i.m, Gonadiol) e 1,5 ml de Gonadotrofina Corionica Equina (eCG,
300 Ul, i.m, NovormonZoetis Saiude Animal, Brasil). Os animais foram inseminados no Dia 10 (36 h apds a
ultima aplicacdo hormonal), com o sémen da mesma partida de um dnico touro, por um mesmo
inseminador. O diagnostico de gestagdo foi realizado por ultrassonografia 30 dias ap6s a inseminagéo.
Conclui-se que o ECC e a presenca de CL sdo fatores importantes na selecdo de novilhas Nelore
utilizadas em programas de IATF. Entretanto, a CE do pai da novilha ndo influenciou na taxa de ovulagéo

ou prenhez dos animais estudados.

Palavras chave:

Bosindicus, Ovulacao, Prenhes, Puberdade
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Characteristics that influence fertility in purebred Nellore heifers.

Advisor:; Barbara Loureiro.

Abstract

A female bovine takes about nine months to grant, so no one could change. What is within our reach and try
to make them the same conceive as soon as possible, thus increasing the number of female for calves in the
course of their productive lives, thus maximized reproductive efficiency and production of the flock, for
these and other puberty has become one of the priorities of some screening programs and improving
genético.Existemdiversos factors influencing puberty: nutrition, body condition score, age, male effect,
hormonal induction, environmental factors, scrotal circumference of the father of the heifer, Presence corpus
luteum, uterus and ovary size.

This study was to evaluate targeting characteristics that influence fertility in Nelore PO breed heifers were
avalidas 77 heifers, aged 16 to 36 months, each animal was evaluated for body condition score by the same
examiner. Additionally, animals were weighed on a precision scale to leave the trunk. scrotal circumference
father each heifer was obtained from semen catalog each animal.Os sonographic examinations were
performed by the same veterinarian. The synchronization of oestrus of all evaluated heifers was started one
week after the sonographic evaluation. In a random day (Day 0) heifers were given 2 ml of estradiol
benzoate (EB 2 mg, i.m., GonadiolZoetis Animal Health, Brazil) and third use of an intravaginal device of
progesterone (CIDR Zoetis Animal Health, Brazil) for 9 days. On Day 7 was held application of 2.5 ml of
prostaglandin (PGF2, 12.5 mg, i.m., Lutalyse, Zoetis Animal Health, Brazil). On Day 9, we performed the

removal of intravaginal implant and applied 1 ml EB (1 mg, i.m., Gonadiol) and 1.5 ml



of equine chorionic gonadotropin (eCG, 300 IU, i.m., NovormonZoetis Animal Health, Brazil). The animals
were inseminated on Day 10 (36 h after the last application hormone), with semen from the same starting
from a single bull, by the same inseminator. The diagnosis of pregnancy was performed by ultrasonography
30 days after insemination. It is concluded that the ECC and the presence of CL are important factors in
selecting heifers used in TAI programs. However, the heifer father the EC had no effect on ovulation rate or

pregnancy of the animals studied.

Key words:

Bosindicus, Ovulation, pregnant, Puberty



INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, segundo dados do IBGE
(2014) com uma marca historica de 212,3 milhdes de cabecas, um crescimento de 569 mil
animais em relacédo a 2013. Os animais (Bos indicus) representam certa de 80 % do rebanho
nacional (zebu ou azebuado), e dentre estas racas a Nelore se destaca e corresponde a 90 %
deste montante. Além do tamanho do rebanho, o Brasil destaca-se também pelo seu
potencial de crescimento (Pessuti e Mezzadri, 2004). Entretanto, apesar do vasto rebanho, o
Brasil ainda apresenta baixos indices zootécnicos quando comparados a alguns paises
desenvolvidos. Esses baixos indices estdo relacionados na maioria das vezes ao tipo de
nutrigdo que os animais recebem, pastagens tropicais de baixa qualidade e a suplementacéo
inadequada ou até mesmo a falta desta (Polaquini et al, 2006).

A falha no manejo da reproducdo também representa um fator limitante do
desempenho da pecudria de corte brasileira. O baixo indice de desfrute do rebanho
brasileiro, nos Gltimos anos, é resultado principalmente da elevada idade ao primeiro parto
e baixa taxa de gestacdo das matrizes (Cardoso e Nogueira, 2007). Além disso, apesar da
técnica ser bem difundida no Brasil, estima-se que menos de 12% das fémeas em idade
reprodutiva sdo inseminados artificialmente ASBIA (2014).

O aumento da eficiéncia na pecuaria tem sido o objetivo de recentes pesquisas, e a
puberdade é sem sombra de duvidas o marco inicial no processo reprodutivo e produtivo.
Rebanhos mais precoces sexualmente, apresentam maior nimero de animais, possibilitando
uma melhor selecé@o genética e maior retorno econémico a propriedade (Nieto et al, 2003).

Uma sequéncia de eventos estdo relacionados as alteracoes fisioldgicas e anatdmicas



desencadeadoras da puberdade. A ativacdo desta sequéncia é regulada por uma série
de mecanismos que controlam a liberacdo de GnRH (hormonio liberador de gonadotrofina),
e alguns desses sinais sdo originados internamente e relacionam-se ao crescimento corporal,
enquanto outros sdo dependentes de fatores externos (Emerick et al, 2009). A secrecao
hipotalamica de GnRH coordena a liberacdo dos hormonios gonadotrdéficos foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipéfise, aumentando por sua vez a producéo de
esteroides sexuais pelas gbnadas (Foster e Nagatani, 1999).

Sabe-se que a puberdade pode ser influenciada por diversos fatores como: idade
(Claro Junior et al, 2010; Faria et al, 2009), peso e nutricdo (Semmelmann et al, 2001;
Goncalves et al, 2008; Emerick et al, 2009), fatores ambientais (Rodrigues et al, 2002; Corte
Junior et al, 2009), fatores genéticos (Talhari et al, 2003; Eler et al, 2004), efeito macho
(Costa, et al, 2008; Assis et al 2000), inducdo hormonal (Rodrigues et al 2013; Costa et al.,
2008), e circunferéncia escrotal do pai (Nieto et al, 2003; Pena et al, 2001). Embora os
modelos fisiologicos tentem explicar os processos relacionados a puberdade, a exata
identificacdo dos mecanismos responsaveis permanece pouco compreendida.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar em novilhas da raca Nelore PO os
efeitos da idade, peso, escore de condicao corporal (ECC), perimetro escrotal (PE) do pai da
novilha com a presenca de corpo lateo (CL), concentracdo de progesterona no momento da
ultrassonografia (US) e a concentracdo de progesterona no Dia 7 ap6s a inseminagdo (como
indicativo de que a novilha ovulou) e a taxa de prenhez apds a inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF). Além disso, foi avaliada a correlagdo entre idade, peso, ECC, PE do pai
da novilha, didmetro dos ovéarios e endométrio, tamanho do maior foliculo, presenca e
tamanho do corpo luteo, prenhez ap6s IATF, concentracao de progesterona no dia do US e

no Dia 7 apds inseminacao.



CAPITULO 1
1 REVISAO DE LITERATURA
Puberdade

A puberdade é um processo de maturacao gradual, iniciado antes do nascimento e
continua através do periodo pré e peripuberal, at¢ o animal ser considerado pubere
(Mcdonald, 2003). O significado de “puberdade” em fémea nada mais é que a idade de
manifestacdo do primeiro estro (cio) acompanhado de ovulacdo ou o inicio de um ciclo
reprodutivo (Hafez e Hafez, 2004).

Bovinos proximo ao inicio da primeira ovulagdo, aumentam a pulsatilidade de LH,
por consequéncia da diminuicdo de receptores hipotalamicos de estradiol associado a
possiveis neurotransmissores estimulatorios (noraepinefrina, neuropeptideo Y, aminoacidos
excitatorios) com diminuicdo da influéncia neuronal inibitéria (opidides, GABA),
estabelecendo ritmos de liberacdo de LH, maior producdo de esterdides pelos ovarios que
ird originar uma retroalimentacdo positiva, uma onda pré-ovulatéria de LH e a primeira
ovulacdo. Em fémeas bovinas, a maturacdo dos mecanismos neurais que controlam a
pulsatilidade e a secrecdo de hormonios liberadores de gonadotrofinas somente estara
completa apds a primeira ovulacdo (Cardoso e Nogueira, 2007).

A identificacdo de fémeas que concebem em idades mais jovens é uma das
prioridades de alguns programas de selecdo e melhoramento na raca Nelore, a medida que o
sistema de producdo se torna mais intensivo e competitivo, a puberdade tende a ser
manifestar em animais cada vez mais jovens (Faria et al, 2007; Restle et al, 1999).
Entretanto, h4 uma variacdo consideravel na idade do primeiro cio em novilhas. E esta
variacdo na idade a primeira ovulacdo esta relacionada a fatores genéticos e ambientais,
incluindo aspectos relacionados a nutricdo, doencas, temperatura, estacdo de nascimento,

foto periodo e efeito macho (Cardoso e Nogueira, 2007).



Nesta revisdo de literatura apresentaremos o0s principais fatores que podem
influenciar no inicio da puberdade em novilhas, focando nos mecanismos desencadeadores

deste processo.

Peso e Nutrigdo

A nutrigdo é fator importante no inicio da puberdade. Apo6s o0 nascimento da bezerra,
alguns mecanismos enddcrinos garantem que o sistema reprodutivo ndo ative até seu
completo desenvolvimento, que é préximo de 65-70% do peso vivo adulto, sinalizando que o
gasto de energia com o crescimento e desenvolvimento esta diminuindo, permitindo o gasto
de energia com a futura gestacdo, parto e lactacdo (Semmelmann et al, 2001; Gongalves et
al, 2008). Sendo que ragas de um tamanho maior tendem a se tornarem precoce mais
pesadas, ou seja, respeitando a proporc¢ao de 2/3 do peso que tera em idade adulta (Bagley,
2014), de forma que selecionado bezerras mais pesadas a desmama, para futura reposicao
de matrizes, pode-se estar selecionando também animais de porte cada vez maior e que na
idade adulta provavelmente terdo maior peso e, no caso de fémeas, pode-se também
observar antagonismos no sentido de diminuir a precocidade reprodutiva, uma vez que
podera ocorrer aumento do periodo da fase de crescimento, retardando o inicio dos eventos
reprodutivos e por sua vez a idade ao primeiro parto (Silveira et al, 2004).

A alimentacdo com numero adequado de nutrientes e a taxa de crescimento
influenciam a idade a puberdade, porem néo afetam o peso a puberdade. O animal mesmo
com uma idade mais precoce, quando atingir o peso necessario pode iniciar a puberdade.
Desta forma, as novilhas com taxa de crescimento mais lento necessitardo de maior tempo

para atingir o peso necessario e,



assim iniciardo o processo de transi¢cdo para puberdade mais tardiamente (Eimerick et al,
2009). A selecdo de animais para maior peso a desmama € um indice que deve resultar em
um progresso genetico de aceleracdo de puberdade (Restle et al, 1999). A nutricdo
adequada da mae no pods-parto tambeém influencia o crescimento e a idade a puberdade das
filhas positivamente (Semmelmann et al, 2001).

A leptina esté relacionadas a regulacao do consumo alimentar atuando na sinalizacao
da condicdo corporal, o que desencadeia 0 inicio ou ndo da puberdade ou do ciclo
reprodutivo. (Kowalski el al, 2014). Sendo assim a reserva de gordura influencia
diretamente o inicio da puberdade através da sintese e armazenamento de leptina pelos
adipocitos (Emerick et al, 2009, Rawlings et al, 2003).

Estudos envolvendo a grelina e producgdo animal sdo poucos, Porém hoje ja se sabe
gue a grelina é sintetizada pela mucosa estomacal, estimula a secrecdo de GH (horménio do
crescimento), (Martinelli Jr. et al, 2008) e tem papel importante na regulacdo do consumo
alimentar, uma vez que age em conjunto com a leptina que estimula a saciedade e a grelina

estimulando o consumo de alimento (Kowalski el al, 2014).

Fator Ambiental
Os fatores ambientais como foto periodo, temperatura e a pluviosidade influenciam a
puberdade indiretamente, pois estdo mais relacionados a oferta de alimentos do que a
fatores neuroenddcrinos do animal (Corte Jr et al, 2009).
Rodrigues et al. (2002) n&do observou influéncia da sazonalidade sobre a antecipacao
da idade a puberdade em novilhas mantidas em boas condi¢fes nutricionais durante todo o
ano. Assim, o efeito sazonal sobre a reproducdo pode estar mais relacionado a

variabilidade na



disponibilidade de oferta de nutrientes do que necessariamente a sazonalidade. (Silveira et
al, 2004) bezerros nascidos entre os meses de agosto e setembro séo privilegiados por nascer
no final da época fria do ano, de baixa precipitacdo pluviométrica, com isso menor
incidéncia de doencas, além de boa disponibilidade de forragem.

Altas temperaturas ambientais podem retardar as funcgdes ovarianas, caracterizado
por alteracdes na genesi e na dinamica folicular, alterando as concentracbes de FSH
(Badinga et al, 1993), podem ainda diminuir a concentracdo de LH no plasma, que é
necessario para o completo desenvolvimento do foliculo dominante e ovulacdo (Guzeloglu et

al, 2001).

Fatores Genéticos

A deteccdo de variabilidade genética para precocidade sexual € muito dependente do
manejo reprodutivo adotado pela propriedade, principalmente no que diz respeito a estagédo
de monta com periodo pré-estabelecido (Dias et al, 2004).

Existem importantes diferencas na fisiologia e no comportamento reprodutivo, e tem
sido estudadas tanto em fémeas Bos taurus (Rocha et al, 2002) como em Bos indicus (Eler et
al, 2004; Silva et al, 2005), entre elas a idade a puberdade. As caracteristicas reprodutivas
possuem coeficientes de herdabilidade variando de baixos a moderados (Talhari et al, 2003).
Segundo Silva et al, (2005), a estimativa de herdabilidade para prenhez de novilhas Nelore é
alta, desde que mensurada em idades precoces, corroborando com Eler et al. (2004) que em
estudos com animais da raga Nelore relataram que a caracteristica de prenhes precoce de
novilhas apresenta variabilidade genética alta e associacdo genetica favoravel com

circunferéncia escrotal e idade ao primeiro parto em novilhas Nelore.



De modo geral, rebanhos constituidos por animais Bos indicus tendem a demonstrar
menores taxas de fertilidade e menor precocidade que os constituidos por animais Bos
taurus (Martin et al, 2003). O gado Zebu sul americano é geralmente submetido a baixas
condi¢Bes nutricionais em alguma fase da vida, por isso apresenta puberdade tardia

(Nogueira, 2007).

Efeito Macho

O “efeito macho” se traduz em estimulos sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal da fémea, atuando sobre a secrecdo de gonadotrofinas com consequente
manifestacdo da puberdade (Costa, et al, 2008). Atualmente, o 6rgdo vomeronasal é
considerado como detector de ferorménios, que sdo odores emitidos por um organismo
atraveés das fezes, urina, saliva e pelas glandulas sudoriparas (Emerick et al, 2009).

A bioestimulacédo influencia positivamente as taxas de concepcédo e de prenhez em
novilhas Nelore (Cunha et al, 2008). A bioestimula¢io ou o “efeito macho - touro/rufiao”
realizada antes da estacdo reprodutiva, por um periodo de 50 dias, implica em maior taxa de
novilhas ciclicas antes de iniciar a temporada reprodutiva, bem como maior taxa de prenhes
das mesmas, porém a resposta das novilhas ao estimulo da presenca do macho é dependente
da idade/desenvolvimento corporal. A separacdo de machos e fémeas, formando grupos
distintos nos sistemas criatorios como regra de manejo, pode ter suprimido o “efeito do
macho”. Assim, o reagrupamento dos sexos em periodos estratégicos pode ser vantajoso no
sentido de maximizar a performance reprodutiva (Quadros e Lobatos, 2015).

A bioestimulagéo sexual com machos vasectomizados afeta a maturidade sexual pré-

acasalamento de novilhas de corte bioestimuladas quando comparada aquelas nao



bioestimuladas, encontrando resultados de 86,9% e 71,1% de fémeas ciclicas
respectivamente (Assis et al., 2000). Cunha et al. (2008) encontrou diferenca ainda maior de

62,5% e 25% respectivamente nos grupos bioestimuladas e ndo bioestimuladas.

Inducdo Hormonal

Exposicdo prévia de novilhas Nelore pré-puberes a niveis sub-luteais de P4 por 12
dias estimula o desenvolvimento folicular e uterino, possibilitando melhoria da concepcéo e
aumento da prenhez em relacdo a novilhas ndo expostas ou previamente expostas a maiores
niveis de P4 (Claro Jr et al, 2010; Rodrigues et al, 2012; Cabral et al, 2013; Patterson et al.,
2014). Resultado similar também foi encontrado por Costa et al. (2008) quanto comparou a
associacdo de implante intra vaginal de progesterona ao benzoato de estradiol mostrando
ser mais eficiente que a associacdo de GnRH a prostaglandina para inducdo da puberdade
em novilhas Girolando, encontrando melhores taxas de concepc¢ao e prenhez com a primeira
IA, reduzindo consequientemente a idade ao primeiro parto.

O efeito desta estimulacdo pode ser aumentada pela adicdo de eCG ou ECP na
retirada do implante vaginal, no processo de indugdo, aumentando ainda as taxas de
deteccdo de estro e ovulagdo com um aumento subsequente da taxa de prenhez (que ocorre
no inicio da estacdo de monta). No entanto, para alcancar resultados satisfatorios, é
essencial que as novilhas tenham peso corporal adequado para o inicio do tratamento

(Rodrigues et al, 2012).



Circunferéncia Escrotal do Pai da Novilha
A Circunferéncia escrotal (CE), parametro reprodutivo de facil mensuracéo, tem
sido utilizada como indicador do potencial de producao espermatica no processo de sele¢éo

de touros jovens (Galvani et al, 2000).



A selecdo genética para animais com o aumento da circunferéncia escrotal ndo traz
beneficio econdmico direto, este estd geneticamente ligado a varias caracteristicas
reprodutivas dos seus descendentes, seja eles machos ou fémeas (Gressler et al, 2000; Farra
et al, 1998; Alenca e Vieira, 1989; Baker et al, 1981; Yokoo et al, 2007; Galvani et al, 2000).
A CE de um touro pode ser uma ferramenta de extrema importancia para ajudar a
identificar animais mais férteis, contribuindo assim para uma maior selecdo de
determinados animais e seus descendentes, alem de se ter sua mensuracao facil e de baixo
custo (Nieto et al, 2003; Eler et al, 2004; Pereira et al, 2001; Boligon et al, 2007; Matar et al,
2007; Marques et a., 2013). Foi demonstrada uma correlacdo positiva entre maiores CE e
diminuicao na data do segundo parto, levando a reduc¢do no primeiro intervalo de partos
(Gressler et al, 2000). Em animais da raca Nelore o desenvolvimento da CE apresenta-se de
forma linear até aos 12 meses de idade, ocorrendo uma reducao do crescimento préxima aos
18 meses de idade (Gressler et al, 2000).

A selecdo para maior circunferéncia escrotal aos 18 meses de idade pode resultar, a
longo prazo, em menor idade ao primeiro parto (Boligon, 2007). O crescimento e
circunferéncia escrotal apresentam variabilidade genética na raca Nelore, podendo ser
incluidas em programas de melhoramento genético, respondendo bem a selecéo individual
(Yokoo, 2007).

Importancia da presenca do Corpo Luteo

O corpo luteo é oriundo de um foliculo dominante da ultima onda folicular. Se
desenvolve a partir das células teca e granulosa, advindo da reorganizacdo das células
foliculares apds o processo ovulatorio (Borges et al, 2001). E importante no funcionamento e

regulacdo dos oOrgdos genitais femininos, tendo como funcdo primaria a producdo de



progesterona, responsavel pela manutencéo da prenhes (Smith, 1986).

Quanto maior o CL palpado no ovario de receptoras bovinas, maior a concentracao
de progesterona, por consequéncia mais elevado o indice de prenhez (Demczuk et al, 1998).
Alguns estudos ndo confirmaram esta informacéo (Vieira et al, 2002; Leal et al, 2009),
entretanto, os animais ndo foram avaliados por ultrassonografia, o que poderia contribuir
para uma melhor mensuracéo dos corpos luteos e assim realizar uma melhor selecdo das
receptoras. Além
disso, Barbosa et al. (2011) mostrou que a presenca ou auséncia de corpo luteo observada ao
iniciar o protocolo usado em vacas leiteras mesticas, ndo afetou os resultados de taxas de

ovulacgéo, de concepgao ou de concepcao das vacas ovuladas.
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ABSTRACT

To establish characteristics that help identify females that conceive at a younger age
is one of the priorities of genetic improvement programs in Nellore. This study aimed to
evaluate in purebred Nellore heifers the effects of body condition score (BCS), scrotal
circumference (SC) of the father of the heifer on the presence of a corpus luteum (CL),
progesterone concentration at the time of ultra-sonography (US), progesterone
concentration on Day 7 after insemination (as an indication that the heifers ovulated), and
pregnancy rate after fixed time artificial insemination (FTAI). Also, the effect of having a
CL on these variables was evaluated. Furthermore, correlation between age, weight, BCS,
SC belonging to the heifers’ father, the diameter of the ovaries and uterus, size of the largest
follicle, presence and size of the CL, pregnancy, progesterone concentration on the day of
the US and on Day 7 after insemination, was evaluated. For this, we used 77 purebred
Nellore heifers, pasture raised, aged 16-36 months. Animals were weighted and BCS was
determined. Then uterus and ovaries were evaluated by US and animals were synchronized
for FTAI. Blood was drawn at the day of US and 7 days after Al to analyze progesterone
concentration. Pregnancy rate was determined by US at day 30. Results showed that BCS
and the presence of a CL at the day of US were the characteristics that most influenced
progesterone concentration and ovulation rate. Also, the size of the CL in the right ovary
showed a correlation with pregnancy. The heifers” father SC did not influence any of the
characteristics analyzed. Ovary and uterus size did correlate to each other but did not
correlate with any other characteristic. It is concluded that the BCS and presence of CL are

important factors in selecting Nellore heifers used in FTAI programs.

Key words: bos indicus, ovulation, pregnancy, puberty.



INTRODUCTION

Puberty is a gradual maturation process that started before birth, continuing
through the pre and peripuberal period, until the animal is considered pubescent
(McDonald, 2003). In females the meaning of "puberty” is nothing more than the age in
which the first estrus (heat) is manifested accompanied by ovulation or the start of a
reproductive cycle (Hafez and Hafez, 2004).

A sequence of events are related to the physiological and anatomical alterations
triggering puberty. Activation of this sequence is regulated by a number of mechanisms
controlling the release of GnRH (gonadotropin releasing hormone), and some of these
signals are derived internally and relate to body growth, while others are dependent on
external factors (Edwards et al., 2009). The hypothalamic GnRH secretion coordinates
release of the gonadotrophic hormones: follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing
hormone (LH) by the pituitary, therefore increasing production of sex steroids by the
gonads (Foster and Nagatani, 1999).

Identification of females that conceive at a younger age is one of the priorities of
some selection and genetic improvement programs in Nellore, as the production system
becomes more intensive and competitive, puberty tends to manifest each time in younger
animals (Restle et al., 1999; Faria et al., 2007). However, there is a considerable variation
when it comes to heifers’ age at first estrus. And this variation in age at first ovulation is
related to genetic and environmental factors, including aspects related to nutrition, diseases,
temperature, season of birth, photo period, and male exposure (Cardoso and Nogueira,
2007). While physiological models try to explain the processes related to puberty, exact

identification of the mechanisms responsible remains poorly understood.



Thus, this study aimed to evaluate in purebred Nellore heifers the effects of body
condition score (BCS), scrotal circumference (SC) of the father of the heifer on the presence
of a corpus luteum (CL), progesterone concentration at the time of ultra-sonography (US),
progesterone concentration on Day 7 after insemination (as an indication that the heifers
ovulated), and pregnancy rate after fixed time artificial insemination (FTAI). Also, the effect
of having a CL on these variables was evaluated. Furthermore, correlation between age,
weight, BCS, SC belonging to the heifers’ father, the diameter of the ovaries and uterus, size
of the largest follicle, presence and size of the CL, pregnancy, progesterone concentration on

the day of the US and on Day 7 after insemination, was evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Animals and fixed time artificial insemination protocol

The experiment was conducted at Fazenda Pantanal, located in Linhares-ES,
Latitude - 19° 50 60>’ and Longitude -39 ° 87 84°°. Seventy-seven purebred Nellore heifers,
aged between
16 and 36 months, with body condition score (BCS) between 3.25 and 3.75 (1-5 scale;
Lowman et al., 1976), and weight ranging from 255 to 523 kg, were used. The heifers were
submitted to clinical evaluation, being in perfect sanitary conditions, and having received all
the recommended vaccinations for their age. The heifers were kept at pasture (Brachiaria

brizantha), with water and mineral salt ad libitum.

Each animal was evaluated for body condition score by the same examiner. In

addition, the animals were weighed using a precision scale. Scrotal circumference belonging



to the  father of each heifer was obtained from each animal’s semen catalog. SC
measurements were obtained from animals aged between 3 years and 10 months to 6 years

and 10 months.

The ultrasound examinations were performed by the same veterinarian using a
MINDRAY, DP-2200VET model with a 7.5 MHz linear transducer, with the animals
contained in an automatic containment trunk. The ovaries were evaluated using two
measurements, longitudinally and transversally in the farthest ends. In each ovary the
diameter of the largest follicle and the diameter of the corpus luteum (if any) were
measured. To evaluate endometrial thickness the ultrasound probe was positioned
transversely, in the medial third, of the uterine horns, which were in their original
anatomical position. Two measures were performed in each horn, horizontally and

vertically.

Estrus synchronization of all evaluated heifers started one week after ultra-
sonographic evaluation. On a random day (Day 0), heifers received 2 mg of Estradiol
Benzoate (EB, IM, Gonadiol Zoetis Saude Animal, Brazil) and a third use intravaginal
progesterone device (CIDR, Zoetis Animal Health, Brazil) which was maintained for 9 days.
On Day 7 an application of 12.5 mg of Prostaglandin (PGF2, IM, Lutalyse, Zoetis Saude
Animal, Brazil) was performed. On Day 9, removal of the intravaginal implant was
conducted and 1 mg of EB applied (IM, Gonadiol) along with 300 IU of Equine Chorionic
Gonadotrophin (eCG, IM, Novormon Zoetis Saude Animal, Brazil). The animals were
inseminated on Day 10 (36 hours after the last hormonal application), with semen from the

same departure belonging to a single bull, by the same inseminator. Pregnancy diagnosis



was performed by ultra-sonography 30 days after insemination.

Progesterone analysis

The analysis of serum progesterone concentrations was performed in 44 animals.
Blood samples were collected on the day of US analysis and 7 days after FTAI (probable
ovulation), from the coccygeal vein, in vacuum tubes without anticoagulant. After collection,
the blood was immediately placed on ice in a vertical position, and kept for 24 hours in a
refrigerator at 4 °C to form a clot. Following, the serum was separated into another tube

and stored at -20 °C until time of analysis.

Progesterone concentrations were determined by competitive enzymatic
chemiluminescence with anti-progesterone polyclonal antibody using a commercial Kit

(Siemens) following manufacturer's instructions.
Statistical analysis
All data were analyzed using the SAS statistical software (SAS 9.2, North
Carolina,
USA).
The effects of body condition score (BCS) and scrotal circumference (of the father)
on the diameter of the ovary and uterus, progesterone concentration (day of the US and
Day 7 after FTAI) were evaluated by analysis of variance (ANOVA) using the SAS PROC

GLM, in addition, the effect of CL presence on the day of the US (which characterizes if the

animal is cycling) on progesterone concentration after FTAI was also analyzed by ANOVA.



The effects of BCS and SC (belonging to the father) on CL presence on the day of the
US, ovulation rate (progesterone concentrations above 2 ng / ml on day 7), and pregnancy
rate after FTAI were assessed by logistic regression using the SAS PROC LOGISTIC. In
addition, the effect of CL presence (day of the US) on ovulation and pregnancy rates after

FTAI were evaluated.

The data were further analyzed by means of the Pearson correlation, using the SAS
PROC CORR. The correlated variables were age, weight, BCS belonging to the heifer, SC
belonging to the father of the heifer, diameter of the ovaries and uterus, size of the largest
follicle, corpus luteum size, and progesterone concentration on the day of US performance

and on Day 7 after FTAI, as well as pregnancy.

RESULTS

Means and standard deviation of the weight, BSC, age, right ovarian size, as well as
the left and both ovary sizes (average), size of the right horn uterus, left horn and both
horns (average), CL size on the day of the US, size of the largest follicle, progesterone on the
day of the US and on Day 7 after FTAI are shown in Table 1. Of the 77 animals evaluated,
21 became pregnant (27.3%) and 15 (19.5%) had a CL on the day of US performance. Of
the 44 animals evaluated for progesterone concentration on Day 7 after FTAI 20 (45%) had

concentrations above 2.0 ng / ml, showing that they ovulated.

The BCS influenced (P < 0.05) progesterone concentrations on the day of the US and



on Day 7 after FTAI. Higher BCS showed higher progesterone concentrations on both days.
Standard deviations for progesterone concentrations, on the day of the US and Day 7 after
FTAI for each BCS, are shown in Fig. 1A and 1B. There was no effect of the BSC in the

average size of the ovary or uterus.

There was an effect of the BCS in the percentage of animals that had CL on the day
of the US performance (P < 0.05). Only animals with BCS of 3.5 and 3.75 had a CL. The
BCS did not influence the percentage of animals that ovulated or that became pregnant
after FTAI.

There was no effect of the father’s SC on the average ovarian size or the uteurus as
well as progesterone concentrations in any of the evaluated days. The father’s SC did not
influence the percentage of animals that had CL on the day of the US, ovulation rate, or

pregnancy rate after FTAL.

The ovulation rate after FTAI was higher (P < 0.05) in animals that had CL on the
day of the ultra-sonographic evaluation. These animals also had higher (P < 0.005)
progesterone concentrations on Day 7 after FTAI. Overall, CL presence did not affect the
pregnancy rate. However, the CL size in the right ovary showed a positive correlation with

pregnancy rate (0.73; P < 0.02).

Ovulation and pregnancy rates as well as progesterone concentrations on Day 7 of

animals who showed or not a CL on the day of the US are in Table 2.

There was a positive correlation between weight and BCS (0.55, P < 0.001) and
weight and age (0.66, P < 0.001). There was also a positive correlation between age and BCS

(0.52, P < 0.001).



There was a positive correlation between the presence of CL and weight (0.35, P <
0.002), where 80% of the animals showing a CL were above 370 kg. When only the animals
that had a CL on the day of the US were analyzed, there was a positive correlation between

CL size and SC belonging to the fathers of the heifers (0.53; P < 0.05).

When the correlation between ovarian and uterus size were analyzed, a positive
correlation was found between them (0.32, P < 0.005). Larger ovaries also had a positive
correlation with CL presence (0.30, P < 0.05). However, there was no correlation between

weight or BCS with ovary and uterus size.

DISCUSSION

The results showed that BCS and weight influenced the presence of CL on the day of
the US and progesterone concentrations in both days in Nellore heifers. Furthermore, the
presence of CL on the day of ultra-sonographic evaluation influenced ovulation rate, but did
not affect pregnancy rate. However, there was a positive correlation between CL size in the
right ovary and pregnancy.

In order for cattle production to be economically viable it is necessary that animals
reproduce. However, for heifers to become pregnant they need to reach puberty. Therefore,
puberty has become one of the priorities of some selection and genetic improvement
programs in Nellore (Restle et al., 1999; Faria et al., 2007). Among the various factors that
influence puberty fat reserve is among the most important, because leptin produced by
adipocytes activate hypothalamic mechanisms, increasing the number of LH peak secretion
(Rawlings et al., 2003; Emerick et al., 2009). In addition, leptin along with ghrelin produced

by the stomach, regulates food intake and energy balance, increasing weight gain and



allowing animals to gain metabolic conditions necessary for reaching sexual maturation
(Junior et al., 2013; Kowalski et al., 2014).

The pregnancy rate at first insemination of the studied heifers was 27% and
ovulation rate 45% (considering the progesterone concentration above 2 ng / ml on Day 7

after ovulation). The



Nellore heifers pregnancy rates in literature vary between 27-90%, and these values can be
mainly influenced by factors such as weight and BCS, bio stimulation, bull presence, and
presence of CL prior to hormonal synchronization (Quadros and Lobato, 2004; Sa Filho et
al., 2005; Soares et al., 2008; Cordova and Ciffone, 2010). Our low pregnancy rate is due to
the fact that the heifers were inseminated once and possibly many of them had not yet
reached sexual maturity, since half of them did not respond to hormonal stimulation,
represented by the low ovulation rate and absence of CL in the ultra-sonographic

evaluation.

It can be considered that animals with CL are cycling. In our study, heifers that had
CL on the day of the ultra-sonographic analysis showed higher ovulation rates and higher
progesterone concentrations, but the CL presence was not related to pregnancy rate.
However, CL size in the right ovary on the day of US evaluation showed a positive
correlation with pregnancy. Studies have shown that, in cattle, the highest ovulation
percentages occur in the right ovary (Demczuk et al., 1998; Leal et al., 2009) and the bigger
the CL, the higher the progesterone concentrations and the greater the final pregnancy rate
(Nogueira et al., 2013). Thus, CL presence prior to the beginning of the hormonal
synchronization protocol may be used as selection criteria for heifers with potential for
becoming pregnant after FTAI.

The sizes of the ovaries and uterus show a positive correlation in the evaluated
Nellore heifers. It is known that growth of the uterus is due to estrogen hormone stimulation
secreted by the pre-ovulatory follicles and progesterone secreted by the CL (Hafez, 1995). In
turn, the leptin, produced by adipocytes, acts in this process by increasing the production of

sex steroids, allowing reproduction continuity in the presence of available energy



reserves (Barash et al.,

1996). However, we found no correlation between size of the ovaries and uterus with weight

or BCS.

The SC belonging to the heifer’s father did not influence the size of the ovaries or
uterus, the CL presence, pregnancy or ovulation rates after FTAI. There is evidence that
Nellore heifers that have fathers with larger SC present decreases in the second partition
date and consequently a reduction in the first calving interval (Gressler et al., 2000; Pereira
et al., 2001; Pereira et al., 2002). Other studies have shown an association between SC and
sexual precocity (Baker et al., 1981; Alencar and Vieira, 1989; Farraetal., 1998; Pereira et
al., 2000; Pena et al., 2001; Eler et al., 2004), being considered an important feature in the
selection of fertile animals. However, the only correlation found in this study was between
SC and CL size. Earlier we discussed the importance of the presence and size of the CL,
where these features are directly related to the heifer’s fertility. It can be suggested that the
father’s SC influenced this feature which, therefore, influenced other characteristics related

to CL size, such as pregnancy rate.

It is concluded that the BCS and presence of CL are important factors in selecting
Nellore heifers used in FTAI programs. However, the SC belonging to the heifer’s father did

not influence the ovulation or pregnancy rates of the studied animals.
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Tables

Table 1. Mean and standard deviation (St. Dev.) of the variables evaluated in pure breed
Nellore heifers.

Variable Mean St. Dev.
Weight (kg) 374.49 51.42
BCS (1-5) 3.49 0.09
Age (months) 25.14 4.58
SC (cm) 42.18 2.16
Right Ovary (cm) 4.70 0.67
Left Ovary (cm) 4.50 0.62
Ovaries Mean (cm) 4.60 0.50
Right Endometrium (cm) ~ 2-56 0.37
Left Endometrium (cm) 2.65 0.49
Endometrium Mean (cm)  2-59 0.45
Right CL (cm) 1.4 0.31
Left CL (cm) 1.7 0.27
CL Total (cm) 1.74 0.62
Righ FL (cm) 0.87 0.30
Left FL (cm) 0.80 0.34
FL Total (cm) 1.61 0.53

Prog US (ng/ml) 3.16 3.55



Prog D7 (ng/ml) 1.92 1.27

BCS - Body condition score (1-5; Lowman et al., 1976); SC — Scrotum circumference;
CL - Corpus luteum; FL — Follicle; Prog US — Progesterone concentration at the day
of ultrasound evaluation; Prog D7 — Progesterone concentration at day 7 after

ovulation.



Table 2. Percentage of ovulation, pregnancy and progesterone (Prog) concentration at Day
7 post-ovulation on heifers with or without (&) a corpus luteum (CL) prior to estrus

synchronization.

@ CL CL
Ovulation (%) 35° 75"
Pregnancy (%) 22° 40°

Prog (ng/ml)  1.63+0.21% 2.81+0.34°

Within a line, means without a common superscript letter
differed (P < 0.05).



Figure

P/&ogesterone concentration at the Day
of US evaluation

b
| | |||||

BCS3.25 BCS35 BCS3.75

o = n dPregesteransconcentration

Progesterone concentration at Day 7

: L
s B after ovulation
©
= b
8 b
c = 4
8 £
v D
s<E P
2 ; a
7 2
S

O

BCS3.25 BCS 3.5 BCS3.75

Figure 1. Progesterone concentration (ng/ml) by body condition score
(BCS) on Nellore heifers at the day of ultrasound evaluation (Panel A) and

at Day 7 after ovulation (Panel B). Within a column (BCS), means without



common lowercase letter differed (P < 0.05).



