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RESUMO

LIMA, E.A. Efeito do analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB) sobre 0 bem-
estar e reproducdo de fémeas Nelore sincronizadas para IA em tempo fixo. 2023. 110f.
Tese (Doutorado) -Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2023.

O objetivo desta tese foi avaliar o efeito do andlogo da substancia apaziguadora bovina
(ASAB) sobre o temperamento e parametros reprodutivos de fémeas Nelore
sincronizadas para IA em tempo fixo. Na reviséo de literatura, inicialmente foi abordado
a fisiologia geral do estresse e fisiologia reprodutiva, relatando as respostas fisiologicas
e comportamentais do organismo a estimulos adversos causados por diversos fatores,
como condi¢es climaticas, mudancas no ambiente, alteracfes nutricionais, transporte e
manejo. Sobre a importancia do estresse na fisiologia reprodutiva, foram abordados dois
topicos especificos, estresse e reproducéo e estresse e taxa de gestacao. Esses dois ultimos
topicos, versam sobre os impactos negativos do estresse a salde e a produtividade dos
animais, bem como a relagdo do estresse e reproducéo, enfatizando a hiper estimulagéo
do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) e as disfungdes hormonais que
prejudicam a fertilidade e o desempenho reprodutivo. O Gltimo tépico foi dedicado a uma
sintese sobre os feromdnios, bem como seu mecanismo de ac¢éo. No capitulo 1, um estudo
avaliando os efeitos do analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB) no inicio do
protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) e subsequente mudanca no peso
corporal (PC), escore de condicédo corporal (ECC), temperamento, qualidade do manejo,
sujidade na regido perineal, variaveis ovarianas, taxa de gestacdo, tamanho do concepto
e varidveis séricas de novilhas Nelore foi realizado. Os dados utilizados foram
provenientes de um estudo utilizando vinte e nove novilhas selecionadas de acordo com
temperamento, ECC e diametro do foliculo ou corpo luteo e que posterirormente foram
alocadas de forma aleatoria em dois tratamentos:1 - Solucdo Salina ou 2 - ASAB (n =
15), ambas as solucgdes foram aplicadas topicamente entre 0s cornos na regido da nuca.
Desta forma foi observado os seguintes resultados: as novilhas do tratamento ASAB
apresentaram maior PC no d 30 (394 vs. 392 £ 0.77; P = 0.05) e maior ECC entreo d -9
ao d 30 (0.05 vs. -0.21 £ 0.05; P < 0.01). As novilhas com tratamento ASAB vs. Salina
tendeu a ter um menor escore de entrada (P < 0.09) e sujidade na regido perineal (P <
0.06), nao foi observado efeito tratamento para escore de tronco (P < 0.39), escore de
saida (P = 0.64), tempo para inseminar (P < 0.49), percentual de agressdo (P < 0.96) ¢
acidente (P < 0.61). Novilhas do tratamento ASAB vs. Salina apresentaram maior (P <
0.02) escore de estro e taxa de monta (100% vs. 50.0 = 0.09%) e nenhum efeito foi
observado para as variaveis ovarianas, progesterona, taxa de gestacdo e tamanho de
concepto. Além do mais, tratamentos ndo diferiram nas variaveis séricas. Portanto, o
ASAB aumentou PC, ECC, escore de estro e taxa de monta e tendeu a diminuir o
temperamento do escore de entrada e sujidade na regido perineal. No capitulo 2, foi
realizado um estudo que avaliou os efeitos do analogo da substancia apaziguadora bovina
(ASAB) no inicio do protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e
subsequente mudanca no escore de condicao corporal (ECC), temperamento, qualidade
do manejo, sujidade na regido perineal, variaveis de estro, varidveis ovarianas, taxa de
prenhez, tamanho do concepto e varidveis séricas de vacas Nelore. Sessenta e oito vacas
(multiparas) foram selecionadas de acordo com temperamento e ECC e posterirormente
alocadas de forma aleatoria em dois tratamentos:1) Solugdo Salina (Salina; 0,9 NaCl; n =
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34) ou; ASAB (n = 34) ambas as solucdes foram aplicadas topicamente entre 0s cornos
na regido da nuca (5 mL/vaca). Durante 0 d -11 ao d 7, as vacas foram mantidas em dois
piquetes, separadas por tratamento e entdo (d 7 ao d 60) reagrupadas em um Unico grupo.
O ECC foi avaliado no d -11, 0, 7, 14 e d 30. O temperamento foi avaliado utilizando o
escore de entrada e escore de saida e o escore de tronco, nos d -11,-2, 0, 7, 14 e 30, no
mesmo periodo foi realizado as coletas de sangue. Os achados observados foram;
diferenca para dia no ECC angulo de garupa e visual (P < 0.01), nas variaveis de
temperamento, ndo foi observado diferencas entre os tratamentos (P = 0.68) e nas
varidveis qualidade de manejo, agressao (P = 0.08) e tempo para inseminar (P = 0.10).
Contudo, observamos que as vacas do tratamento ASAB tenderam a ser mais calmas
durante o0 manejo e desprenderam menos tempo para inseminar em relagdo ao tratamento
Salina. Sendo assim, a ASAB administrada no décimo primeiro dia antes da IA, nédo
interferiu no ECC, temperamento, sujidade na regido perineal, variaveis de estro,
varidveis ovarianas, progesterona, taxa de gestacdo, tamanho de concepto e variaveis
séricas.

Palavras - Chave: estresse; gado de corte; producéo
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ABSTRACT

LIMA, E.A. Effect of bovine appesing substance analogue (ASAB) on the welfare and
reproduction of Nelore females synchronized to Al in fixed time. 2023. 110f. Thesis
(Doctorate) -School of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2023.

The objective of this thesis was to evaluate the effect of bovine appeasing substance
(BAS) on the temperament and reproductive parameters of Nellore females synchronized
to Al at fixed time. In the literature review, it was initially addressed on the general
physiology of stress and reproductive physiology, reporting the physiological and
behavioral responses of the organism to adverse stimuli caused by various factors, such
as climatic conditions, changes in the environment, nutritional changes, transport, and
management. On the importance of stress in reproductive physiology, two specific topics
were addressed, stress and reproduction and stress and pregnancy rate. These last two
topics aimed to highlight the negative impacts of stress on the health and productivity of
animals, as well as the relationship of stress and reproduction, emphasizing the
hyperstimulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HHA) axis and hormonal
dysfunctions that impair fertility and reproductive performance. In chapter 1, a study
evaluating the effects of bovine appeasing substance (BAS) at the beginning of the fixed-
time artificial insemination protocol (FTAI) and subsequent change in body weight (BW),
body condition score (BCS), temperament, quality of management, dirt in the perineal
region, ovarian variables, pregnancy rate, conceptus size and serum variables of Nellore
heifers was carried out. The data used came from a study using twenty-nine heifers
selected according to temperament, BCS and diameter of the follicle or corpus luteum
and that were later randomly allocated in two treatments: 1 - saline solution or 2 - BAS
(n=15), both solutions were applied topically between the horns in the neck region. Thus,
the following results were observed: the heifers of the BAS treatment presented higher
CPind 30 (394 vs. 392 + 0.77; P = 0.05) and higher BCS between d -9 to d 30 (0.05 vs.
-0.21 + 0.05; P < 0.01). Heifers with BAS vs. Salina treatment tended to have a lower
entry score (P <0.09) and dirt in the perineal region (P < 0.06), no treatment effect was
observed for trunk score (P <0.39), exit score (P = 0.64), time to inseminate (P < 0.49),
percentage of aggression (P < 0.96) and accident (P < 0.61). Heifers from the BAS vs.
Salina treatment had higher (P < 0.02) estrus score and mount rate (100% vs. 50.0 +
0.09%) and no effect was observed for the ovarian variables, progesterone, pregnancy
rate and conceptus size. Moreover, treatments did not differ in serum variables. Therefore,
the BAS increased WC, BCS, estrus score and mount rate and tended to decrease the
temperament of the entrance score and dirt in the perineal region. In chapter 2, a study
was conducted that evaluated the effects of bovine appeasing substance (BAS) at the
beginning of the fixed-time artificial insemination protocol (FTAI) and subsequent
change in body condition score (BCS), temperament, quality of management, dirt in the
perineal region, estrus variables, ovarian variables, pregnancy rate, conceptus size and
serum variables of Nellore cows. Sixty-eight cows (multiparous) were selected according
to temperament and BCS and later randomly allocated into two treatments: 1) saline
solution (Saline; 0.9 NaCl; n = 34) or BAS (n = 34) both solutions were applied topically
between the horns in the neck region (5 mL/cow). During d -11 to d 7, the cows were kept
in two paddocks, separated by treatment, and then (d 7 to d 60) regrouped into a single
group. The BCS was evaluated atd -11, 0, 7, 14 and d 30. The temperament was evaluated



Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
. Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul OF

MS

using the input score and exit score and the trunk score, in the d -11, -2, 0, 7, 14 and 30,
in the same period the blood samples were collected. The findings observed were;
difference for day in the BCS rump and visual angle (P < 0.01), in the temperament
variables, no differences were observed between the treatments (P = 0.68) and in the
variables quality of management, aggression (P = 0.08) and time to inseminate (P <
0.01), the cows of the BAS treatment tended to be calmer during the management and
gave less time to inseminate in relation to the Salina treatment. Thus, the BAS
administered on the eleventh day before the IA did not interfere in the CCS, temperament,
dirt in the perineal region, estrus variables, ovarian variables, progesterone, pregnancy
rate, conceptus size and serum variables.

Keywords: stress; beef cattle; production
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IATF Inseminagdo artificial em tempo fixo
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INTRODUCAO GERAL

A salde e o bem-estar dos animais sdo fatores cruciais para otimizar o
desempenho produtivo e reprodutivo nos sistemas de producgéo de bovinos. (Hernandez
et al., 2022). A reproducdo é um dos pilares da producdo pecuaria, sendo essencial para
a manutencdo do rebanho e para a produtividade do gado de corte (Crowe et al., 2021).

A raca Nelore ¢ uma das mais importantes no Brasil e é conhecida por sua
rusticidade e adaptabilidade as condi¢des climaticas adversas (Azevédo et al., 2016). No
entanto, o estresse pode afetar negativamente o bem-estar dos animais impactando na
producdo (Meneses et al., 2021), pois € uma condigdo fisiologica desfavoravel a
homeostase dos animais, comprometendo o desempenho produtivo e reprodutivo
(Brandédo and Cooke, 2021; Davis and White, 2020).

O estresse pode ser definido como uma resposta fisioldgica e comportamental do
organismo a um estimulo adverso, podendo ser causado por diversos fatores, como
condicdes climaticas adversas (Herbut et al., 2021), mudancas no ambiente (Mclntosh et
al., 2023), alterac6es nutricionais (Yildirir et al., 2022), transporte (Hultgren et al., 2022),
manejo agressivo (Rault et al., 2020), entre outros fatores. Portanto, quando os animais
sdo submetidos a condicdes de estresse, seu bem-estar € comprometido, o que pode levar
a uma série de alteraces fisiologicas e comportamentais (Hughes et al., 2014).

No que se refere as alteracbes comportamentais, 0s animais se tornam mais
agressivos, dificultando o manejo e aumentando o risco de acidentes (Rushen et al., 2001).
Além disso, hd uma provavel reducdo na ingestdo de alimentos, afetando negativamente
a saude geral e produtividade (Cooke, 2017).

As alterac0es fisioldgicas causadas por agentes estressores ocorrem por uma hiper
estimulacdo do eixo hipotalamico hipofisario adrenal (HHA), levando a disfuncbes
hormonais, prejudicando a fertilidade e impactando no desempenho reprodutivo dos
animais. O eixo hipotalamico hipofisario gonadal (HHG) é um dos principais mecanismos
responsaveis pelo controle da reproducdo. No entanto, o estresse pode afetar
negativamente seu funcionamento, comprometendo a eficiéncia reprodutiva (Magata et
al., 2023a). O hipotalamo é responsavel por produzir horménios que estimulam ou inibem
a liberacdo do hormonio foliculo-estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH) pela

hipdfise. Esses horménios sdo responsaveis por estimular o desenvolvimento dos
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foliculos ovarianos, a ovulagdo e a producdo de progesterona, que é essencial para a
manuten¢do da gestacdo (Cedefio et al., 2021). No entanto, quando 0s animais estdo
estressados, ocorre uma reducdo na producdo de horménios pelo hipotadlamo, o que leva
a uma diminuicdo na liberacdo de FSH e LH pela hipdfise, comprometendo o
desenvolvimento dos foliculos e a ovulagdo. Alem disso, o estresse pode levar a uma
diminuicdo na producdo de progesterona, o que pode afetar a manutengéo da gestacao e
aumentar a incidéncia de perdas embrionarias (Carrell et al., 2021; Oosthuizen et al.,
2020). Portanto no que se refere as variaveis reprodutivas, o estresse pode levar a uma
série de alteragdes, como qualidade das estruturas ovarianas, reducao na taxa de gestacao
e aumento no intervalo entre partos, afetando a producdo e a eficiéncia reprodutiva
(Fernandez-Novo et al., 2020; Gutiérrez-Reinoso et al., 2020; Vedovatto et al., 2021).

A compreensdo dos efeitos do estresse sobre o desempenho produtivo e
reproducdo de gado de corte, pode ajudar os atores envolvidos no sistema de producéo a
adotarem medidas preventivas, otimizando a salde e o bem-estar dos animais e assim
garantindo um ambiente confortavel, seguro e uma maior eficiéncia produtiva e
reprodutiva do rebanho. Este é o primeiro estudo que avaliou os efeitos do analogo da
substancia apaziguadora bovina em fémeas Nelore submetidas a IA em tempo fixo.

O objetivo desta tese foi avaliar o efeito do analogo da substancia apaziguadora
bovina (ASAB) sobre o temperamento e parametros reprodutivos de fémeas Nelore

sincronizadas para 1A em tempo fixo.
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REVISAO DE LITERATURA

Fisiologia Geral do Estresse

Hans Selye, um endocrinologista canadense, foi o primeiro a desenvolver um
modelo teorico do estresse. Ele definiu o estresse como uma resposta do organismo a uma
demanda que exige esforgo fisico, emocional ou mental. Segundo o autor, 0 estresse é
uma resposta nao especifica do organismo, que pode ser desencadeada por diversos tipos
de estimulos estressores, incluindo mudancas no ambiente, problemas de satde, conflitos
sociais, entre outros (Selye, 1936).

A resposta do organismo quando submetido a uma situacdo de estresse, €
desencadear uma série de alteragdes fisioldgicas, como aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, liberacdo de hormonios do estresse e aumento da pressdo arterial
(Charmandari et al., 2005). Se a exposicdo ao estresse for prolongada, pode levar a
consequéncias negativas para a saude, incluindo problemas emocionais, cognitivos e
fisicos (Selye, 1936).

Collier et al. (2017), definiram estresse como uma resposta adaptativa do
organismo a um estimulo desafiador, podendo ser fisico, emocional ou cognitivo. Os
autores destacaram que 0 estresse € uma experiéncia subjetiva, que varia dentre
individuos, e que ¢ influenciada por fatores intrinsecos e ou extrinsecos. Além disso, 0s
autores enfatizaram que o estresse ndo é necessariamente negativo e pode ser benéfico
em algumas situacoes.

No entanto, quando a exposicdo ao estresse € cronica e intensa, pode levar a
problemas de salde fisica e mental, incluindo doencas cardiovasculares, depressdo,
ansiedade e transtornos do sono (Collier et al., 2017).

O estresse pode ter uma origem fisica ou psicoldgica, desencadeando uma resposta
adaptativa do organismo. As origens fisicas do estresse podem incluir alteracdes como,
doencas croénicas, lesdes, dor e outras condi¢cGes de saude que podem sobrecarregar o
organismo. Além disso, a exposicdo a agentes ambientais, como polui¢do, ruido e
alteracdes climaticas, pode levar a uma sobrecarga no organismo e causar respostas de

estresse (Brown et al., 2017).
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As origens psicologicas podem ser desencadeadas por diversos fatores, contudo o
manejo esta entre os fatores psicoldgicos que impactam diretamente no bem-estar dos
animais, pois o estresse psicolégico pode ser desencadeado por estimulos cognitivos
através de experiéncias negativas relacionadas ao manejo (Boivin et al., 2012; Cheng et
al., 2022; Cooke, 2017; Rushen et al., 2001).

O nucleo paraventricular (NPV) é uma regido do hipotdlamo que desempenha um
papel fundamental na regulacdo do estresse, através de neurbnios especializados em
sintetizar e secretar hormonios peptidicos (Aires, 2008). O NPV é responsavel por
integrar e processar informacfes sensoriais € emocionais provenientes do cortex pré-
frontal, amigdala e outras areas cerebrais, e por iniciar uma série de respostas hormonais
e autondmicas que preparam o organismo para lidar com a exposic¢ao do agente estressor
(Toufexis et al., 2014).

Uma das principais fungbes do NPV é a secregdo do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), que estimula a liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela adeno-hipofise (Anne et al., 2012). O ACTH, por sua vez, estimula a
liberacéo de cortisol, pelas células do cortex das glandulas adrenais, que atua em diversos
orgdos e tecidos do corpo para aumentar a disponibilidade de energia pelo aumento da
glicemia, mobilizacdo de acidos graxos para fornecer energia aos tecidos, aumenta a
pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, entre outras respostas fisioldgicas para auxiliar o
organismo a lidar com a situacdo de estresse (Charmandari et al., 2005).

A regulacéo do eixo HHA pelo NPV ocorre em resposta a sinais provenientes de
varias areas do cérebro, incluindo o sistema limbico, o hipotdlamo dorsal e a amigdala.
Esses sinais sdo ativados em resposta a estimulos estressantes, como medo, dor ou
ansiedade, e ¢é influenciado por fatores como o ritmo circadiano, atividade fisica e a
alimentacdo, podendo desencadear uma resposta neuroenddcrina que resulta na liberagédo
de CRH (Jiang et al., 2019). Além disso, o cortisol pode influenciar a atividade do NPV,
atuando como um feedback negativo para regular a secrecdo de CRH. Quando o0s niveis
de cortisol estdo elevados, o NPV € inibido, reduzindo assim a liberacdo de CRH e a
producdo de cortisol pelas glandulas adrenais (Miller, 2018).

A relacdo entre o NPV e o eixo HHA € essencial para a regulacdo da resposta ao
estresse. O NPV € um importante integrador de sinais sensoriais e emocionais que

influenciam a atividade do eixo HHA. Ele desempenha um papel critico na modulagéo da
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resposta ao estresse, ajudando a regular a producdo de cortisol e minimizar os efeitos
prejudiciais do estresse no corpo (Grassi et al., 2022). Contudo, o cortisol é importante
para a regulacdo do metabolismo energético, do sistema imunoldgico e da resposta ao
estresse, mas 0 excesso de cortisol pode ter efeitos negativos na salde, incluindo a
supressdo da resposta imune (Padgett and Glaser, 2003), o aumento da pressdo arterial

(Huang et al., 2013), alteracbes metabdlicas (Mcmahon et al., 1988) e reprodutivas
(Brand&o and Cooke, 2021).

Fisiologia Reprodutiva

A fisiologia reprodutiva é um aspecto crucial para a pecuéria bovina, uma vez que
a producdo de carne e leite depende em grande parte da fertilidade e do sucesso
reprodutivo das fémeas (Berry et al., 2014). A compreensao da fisiologia reprodutiva
desses animais é essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo
reprodutivo e para a melhoria da eficiéncia do rebanho (Baruselli et al., 2018).

Tradicionalmente, a pratica de manejo para criacdo de novilhas de reposicédo na
pecudria de corte tem como objetivo preparar de forma eficiente esses animais para atingir
0 peso corporal desejavel na fase da puberdade (Freetly and Cundiff, 1998),
correspondendo a cerca de 65% do peso corporal estimado na fase adulta (Patterson et
al., 1992).

Esse manejo visa garantir a adequada reserva de tecido adiposo, que é um
indicador importante para assegurar a ocorréncia da puberdade antes do inicio da estacdo
reprodutiva (Grings et al., 2007). E importante destacar que a busca por esses objetivos é
essencial para o sucesso reprodutivo e produtivo do sistema, sendo que o atraso na
ocorréncia da puberdade pode acarretar prejuizos econémicos significativos (Patterson et
al., 1992). Sendo assim, o ciclo reprodutivo de novilhas é controlado por uma complexa
interacdo hormonal e metabdlica, entre a hipdfise, os ovarios e o Utero. Essa interacdo é
fundamental para a regulacdo do ciclo estral, que é o periodo entre o inicio de um ciclo
reprodutivo e o inicio do proximo ciclo (Grings et al., 2007; Mastromonaco and
Gonzalez-Grajales, 2020).

O ciclo estral das fémeas bovinas dura em média 21 dias e é dividido em quatro

fases principais: proestro, estro, metaestro e diestro (Figura 1). Cada uma dessas fases €
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regulada por diferentes horménios sexuais e é importante para o sucesso da ovulagdo e
fertilizacdo (Bridges et al., 2010; Cardoso Consentini et al., 2021).

Durante o proestro, ocorre a maturacdo dos foliculos ovarianos que contém o
odcito imaturo. Esse processo é estimulado pelos niveis crescentes do FSH, produzido
pela hipofise (D’Occhio et al., 2019).

Os foliculos, por sua vez, produzem o horménio estradiol, o principal hormonio
sexual feminino. Conforme o proestro avanca, o estradiol aumenta, levando a maturacdo
dos foliculos e espessamento do revestimento uterino (Bridges et al., 2010).

O estro é a fase mais visivel do ciclo estral e é caracterizado pelo comportamento
de monta, atividade aumentada e aceitacdo do touro (Rdéttgen et al., 2020; Rutten et al.,
2013). Nessa fase, ocorre a ovulacao, que é desencadeada pelo pico de liberacdo do LH
produzido pela hipdfise. A ovulagdo ocorre cerca de 24 a 32 horas apo6s o inicio do estro,
e os niveis de estradiol atingem o pico (Ginther et al., 1996).

Ap0s a ovulagdo, no metaestro, as células da granulosa rompidas e células da teca
se reestruturam e formam o corpo luteo (CL), uma estrutura temporaria que produz
progesterona (Moreira et al., 2000). A progesterona é fundamental para a manutencao da
gestacdo e preparacdo do utero para a implantacdo do embrido (Cardoso Consentini et al.,
2021), pois durante o metaestro, a producdo de progesterona aumenta gradualmente, até
atingir o pico na fase subsequente do ciclo estral, o diestro (Martins et al., 2019, 2017).

Durante o diestro, considerada a fase lutea do ciclo, ocorre a maior sintese de
progesterona, em contrapartida, apresenta os menores niveis de estradiol (Jinks et al.,
2012). Isso ocorre devido as alteracdes estruturais que ocorrem no foliculo que se
desenvolveu e posteriormente se rompeu liberando o ovdcito, durante a fase anterior, o
estro, se transformando em CL, que secreta progesterona (Lonergan and Sanchez, 2020).

Portanto, entender as diferentes fases do ciclo estral é crucial para o sucesso
reprodutivo e, consequentemente, conhecer as caracteristicas hormonais e
comportamentais em cada fase do ciclo estral pode ser utilizado para otimizar a deteccao
do estro e 0 momento correto para a inseminacdo artificial, garantindo assim uma

eficiéncia reprodutiva no rebanho. (Adams, 1994).
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Eixo hipotalamico Hipofisario Gonadal (HHG)

A fisiologia do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal (HHG) em bovinos €
fundamental para a regulacédo do ciclo estral e para a manutencao da fertilidade (Baruselli
et al., 2012). Esse eixo é composto por trés 6rgaos principais: o hipotdlamo, a hipofise e
0s ovarios. O hipotalamo € uma parte do cérebro que atua como um regulador central para
a producdo de hormdnios gonadotrépicos pela hipofise. Ele produz o horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), que estimula a producdo de hormdnios gonadotrdpicos pela
hipofise (Magata et al., 2023b).

A hipdfise, por sua vez, & uma glandula endocrina localizada na base do cérebro,
que secreta horménios gonadotrépicos, como o FSH e o LH. O FSH estimula o
crescimento e desenvolvimento dos foliculos ovarianos, enquanto o LH é responsavel
pela liberacdo do ovocito maduro durante a ovulagéo (Ginther et al., 2001).

Os ovarios sao as glandulas reprodutivas femininas que produzem os horménios
sexuais, como o estradiol e a progesterona. Durante o ciclo estral, 0os ovarios passam por
mudancas hormonais ciclicas que sdo controladas pela acdo dos hormonios
gonadotrépicos produzidos pela hipofise (Aires, 2008).

No inicio do ciclo estral, o hipotalamo comeca a produzir o hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), que estimula a producdo de FSH e LH pela hipéfise. O FSH
estimula o crescimento dos foliculos ovarianos, que produzem o estradiol. A medida que
o estradiol aumenta, ele exerce um feedback positivo sobre o hipotalamo e a hipdfise,
estimulando a producdo de mais GnRH e LH (Cedefio et al., 2021).

O pico de liberacdo do LH pela hipofise desencadeia a ovulagéo, que € a liberacao
do 6vulo maduro do foliculo ovariano. O foliculo que se rompeu para liberar o odcito se
transforma em um corpo lateo, que produz progesterona (Moreira et al., 2000). A
progesterona mantém o Utero em estado de receptividade para a fixacdo embrionéria, caso
ocorra a fecundacdo (Cardoso Consentini et al., 2021).

Caso ndao ocorra a fecundacdo, inicia-se a regressdo do corpo luteo e
consequentemente 0s niveis de progesterona diminuem, levando ao inicio de um novo
ciclo estral. Esse processo € controlado por um sistema ciclico de feedbacks hormonais,

que envolve a interacdo entre o hipotalamo, a hipdfise e os ovarios (Murdoch and Kirk,
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1998). A compreensdo da fisiologia do eixo HHG em fémeas é fundamental para o

manejo reprodutivo e para 0 momento correto para a inseminagéo artificial (Figura 2).

Relacéo Estresse e Reproducéao

Nos ultimos anos, o sistema de producdo de bovinos tem se intensificado,
resultando em uma maior concentracdo de animais em uma menor area de producédo
(ABIEC, 2021). Esta mudanca no sistema de producdo, exige uma gestdo mais
especializada, principalmente no que diz respeito aos recursos humanos, pois a eficiéncia
reprodutiva dos animais pode ser afetada por diversos fatores, tais como manejo,
condi¢cdes ambientais, nutricdo e a interagdo humano-animal (Boivin et al., 2012;
Coleman and Hemsworth, 2014).

As fémeas aptas para reproducdo, geralmente passam por diversos processos de
manejo, como 0 protocolo reprodutivo adotado pela propriedade, podendo afetar
positivamente ou negativamente seu desempenho reprodutivo (Poock and Payne, 2013).

Experientes colaboradores podem estabelecer uma relacdo de confiangca com 0s
animais, mediante recompensas como alimentos, interacdo animal-humano e manejo
adequado. No entanto, individuos inexperientes e mal treinados, podem causar medo nos
animais ao adotarem um manejo agressivo e abrupto, levando-os a se sentirem coagidos
(Davis and White, 2020; Rault et al., 2020).

As respostas fisioldgicas dos animais durante a estacdo reprodutiva podem ser
diversas e complexas, nao havendo especificidade, uma vez que estas respostas dependem
da intensidade e duracdo da exposicdo ao agente estressor. Pois a exposicdo a uma
condicdo de estresse, diferentes estimulos neuroendocrinos, autbnomos e imunolégicos
sdo ativados (Fernandez-Novo et al., 2020; Toufexis et al., 2014).

As respostas mediadas pelo sistema nervoso central, juntamente com as
comportamentais, desencadeiam reaces fisioldgicas agudas com o intuito de restaurar a
homeostase (Collier et al., 2017). Essas alteracdes fisiologicas de fase aguda sdo
consideradas menos importantes em relacéo a reproducéo, dado que o sistema reprodutivo
é uma funcdo bioldgica essencial e, portanto, ndo é facilmente comprometida (Anne et
al., 2012; Charmandari et al., 2005). Contudo a exposicao crénica a um agente estressor

pode desencadear respostas persistentes que tém impacto direto na reproducao animal.
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Essas respostas estdo relacionadas a uma interagdo reciproca entre o eixo HHA e o eixo

HHG, resultando na ativagdo ou inibicdo mutua desses eixos.(Toufexis et al., 2014).

O GnRH é produzido no hipotalamo e é responsavel por estimular a liberacao dos
hormonios gonadotréficos, como o FSH e o LH, pela glandula pituitaria anterior (Dawuda
et al., 2002). Esses hormonios, por sua vez, sdo transportados pelo sistema circulatorio
até os ovarios, onde se ligam a receptores especificos e estimulam a sintese e secrecdo de
hormonios esteroides, incluindo estrégenos e progesterona (Mapletoft et al., 2018).

Os horménios esteroides produzidos nos ovarios tém efeitos especificos nos
tecidos reprodutivos, como a maturacéo e transporte de gametas, preparagéo de estruturas
reprodutivas para a possivel gestacao e apresentacao de cio nas fémeas. Portanto, o eixo
HHG é um sistema essencial para a fisiologia reprodutiva, pois regula a funcgéo
reprodutiva em mamiferos (Miller, 2018). Porém o estresse é um fator que pode interferir
na homeostase do eixo HHG, afetando o sistema reprodutivo dos animais (Mello et al.,
2020).

Para se obter a concentracdo necessaria de LH, para ocorrer a ovulagdo, um
aumento preciso em concentragdo e no momento correto, é necessario para que ocorram
uma série de eventos controlados no hipotalamo e na glandula pituitaria. Sendo assim,
apos a diminuicéo dos efeitos inibitdrios da progesterona durante a fase de lutedlise sobre
a secrecdo de GnRH, ocorre um feedback positivo sobre a secrecdo de GnRH e,
consequentemente, de LH, em resposta aos efeitos do feedback positivos desencadeados
pelo estradiol (Evans et al., 1995).

Os caminhos do eixo HHA e do HHG sdo semelhantes, contudo, a ativacao do
HHA pelo agente estressor, reduz a liberacio de GnRH no hipotalamo e
consequentemente de FSH e LH pela hipdfise, inibindo o desenvolvimento folicular e os
niveis de LH para que ocorra a ovulacdo (Dobson and Smith, 2000). Além disso estresse
crénico pode levar a uma ativacdo continua do eixo HHA, aumentando a secrecdo de
CRH ¢ B-endorfinas, o que pode inibir o eixo HHG de secretar GnRH, causando
mudancgas fisioldgicas no sistema reprodutivo (Mello et al., 2020).

Além do mais, o0 estresse crbnico aumenta a concentracdo sérica de
glicocorticoides, o que pode inibir os neurénios sintetizadores de Kisspeptina, um
hormdnio que participa da liberacdo de GnRH pelo hipotalamico, consequentemente,

reduzindo a secrec¢do de horménios gonadotréficos (Scott et al., 2018).
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Os glicocorticoides também atuam diminuindo a sensibilidade ovariana ao FSH e

LH, o que pode resultar em menor producdo de hormonios esteroides (Scott et al., 2018;
Turner et al., 2002).

Estresse e taxa de gestacéo

A pecuaria de corte € uma atividade importante para o Brasil, pois contribui
significativamente com o produto interno bruto (ABIEC, 2021). Contudo o sistema de
producdo do gado Bos indicus, nos trépicos, mesmo esses animais sendo geneticamente
selecionados para rusticidade, é comumente criado em sistemas extensivos, expde esses
animais a condi¢cfes ambientais diversas (Petherick, 2005).

Essa exposicdo pode desencadear respostas comportamentais e fisiologicas
indesejadas, 0 que pode prejudicar o bem-estar dos animais e a produtividade da atividade
(Naranjo-Gomez et al., 2021). Diante disso, diversas estratégias de manejo tém sido
estudadas para minimizar o estresse dos animais, garantindo bem-estar, sustentabilidade
e produtividade na pecuaria (Coleman and Hemsworth, 2014). Essas estratégias incluem
medidas como a implementacdo de boas praticas de manejo associadas ao bem-estar,
controle sanitario e nutricional (Herbut et al., 2021). Dessa forma, as estratégias de
manejo sdo importantes para promover o bem-estar animal e garantir a sustentabilidade e
produtividade da atividade (Beatty et al., 2006).

O animal quando exposto a um agente agressor pode elevar os niveis de cortisol
plasmatico, através de estimulos neuroenddcrinos, sendo um importante indicador da
resposta fisioldgica ao estresse (Tilbrook and Clarke, 2006).

Os elevados niveis de cortisol plasmatico estdo relacionados negativamente a
reproducdo em mamiferos, pois resulta na diminuicdo dos hormdnios esteroides e da
atividade gonadotrofica. Portanto, em altos niveis plasmaticos, o cortisol impacta
negativamente na taxa de gestacdo e ou perda embrionaria. (Dobson’ et al., 2001;
Wolfenson et al., 2000).

Uma semelhanca comportamental a acdo do cortisol, tem sido observada entre as
catecolaminas, em especial a epinefrina (Aires, 2008). No entanto, as concentracdes de
epinefrina associadas ao estresse sao significativamente mais baixas em comparacao as

de cortisol (Burdick et al., 2010). Nesse sentido, a dosagem dos niveis de cortisol tem

26



309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322

323
324

325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339

% %% Servigo Publico Federal
G Ministério da Educagéao _
\[' i Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |
| s
S 2 UFMS
sido amplamente utilizada como biomarcador de estresse (Branddo and Cooke, 2021,
Cook et al., 2009).

Um estudo realizado por Cook et al. (2009), durante dois anos consecutivos,
avaliando a interagdo entre vacas Brahman cruzadas e humanos, os autores observaram
que animais adaptados, apresentaram uma taxa de gestacdo superior a animais nédo
adaptados. Sendo assim, os autores concluiram que as respostas psicolédgicas associadas
ao temperamento, influenciou na probabilidade das vacas se tornarem gestantes durante
a estacdo de monta.

Outro estudo realizado pelo mesmo grupo, avaliando os efeitos do temperamento
na taxa de gestacdo de vacas Nelore multiparas, submetidas a um protocolo de IATF,
demonstrou que vacas com temperamento excitado, apresentam uma taxa de gestacéo
inferior a vacas com temperamento calmo (Cooke et al., 2011). Os mesmos resultados

foram relatados por Cooke et al. (2012), utilizando fémeas multiparas Bos taurus.

Feromonios

A palavra "feroménio” origina-se do grego "Pheran" (transferir) e "Hormon"
(estimular). O conceito foi inicialmente descrito para caracterizar substancias excretadas
no ambiente por um individuo e captada por outro individuo da mesma espeécie,
desencadeando respostas fisiologicas especificas, tais como padrées comportamentais
distintos ou processos de maturacédo especificos (Karlson and Luscher, 1959).

Esses mensageiros quimicos sdo excretados para 0 ambiente circundante e
exercem influéncia direta sobre os niveis hormonais e ou comportamentais de outros
individuos (Rekwot et al., 2001). Os feromonios desempenham um papel crucial na
modulacdo do comportamento animal e nos processos reprodutivos, pois 0s sinais
transmitidos por meio de feromoénios tém sido reconhecidos por seu potencial na
regulacao da reproducdo e no comportamento animal (Kekan et al., 2017).

Feromdnios sdo agentes quimicos sintetizados e excretados por uma variedade de
fluidos e excregdes corpdreas. As principais fontes de feroménios em vertebrados sao:
urina, excrementos, secrecdes cervicais e vaginais, assim como excre¢des de glandulas
exocrinas (Mostafa et al., 2012; Rivard and Klemm, 1989)
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Os feromonios demonstram capacidade de induzir alteragdes no comportamento
e desenvolvimento dos individuos, operando por meio da ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofisario-adrenal e gonadal (Mcclintwk, 1978; Rekwot et al., 2001). A atuacdo dos
feroménios engloba a modulacdo de eventos fisioldgicos, mediada pela inibicdo ou
ativagdo de sistemas enddcrinos, reprodutivos e outros sistemas fisioldgicos (Patra and
Kumar, 2012). Os feroménios atuam como veiculos de informagdes sobre o emissor, tais
como identidade individual ou de grupo. Essa transmissao de informacdes é fundamental
para 0 reconhecimento intraespecifica, bem como na escolha de parceiros reprodutivos
(Pageat et al., 2003; Yamazaki et al., 2000).

Mecanismo de Ac¢édo dos Feromonios

A anatomia nasal em mamiferos possui duas unidades distintas, o epitélio olfativo
principal (EOP) e o orgdo vomeronasal (OVN). O EOP desempenha um papel
multifacetado atuando como um analisador molecular para diversos compostos odoriferos
e moléculas quimicas do entorno, ndo possuindo qualquer significado pré-condicionado.
Por outro lado, o OVN demonstra uma especializacdo em deteccdo de sinais quimicos
especificos da mesma espécie, denominados feromdnios, os quais contém informagdes
intrinsecas relacionadas ao género, estado reprodutivo ou hierarquia (Cherry and Baum,
2020; Kondo and Hayashi, 2021).

O OVN apresenta neuro receptores que se ativam mediante feromonios
particulares. Esses neurdnios especializados estimulam uma série de respostas
neuroendocrinas desencadeadas independentemente do reconhecimento cognitivo (Patra
etal., 2012).

Feromdnios designam compostos quimicos volateis, esses compostos quimicos ao
serem liberados no ambiente, em forma de aerossdis hidrofébicos, sdo absorvidos pelo
OVN, e consequentemente se ligam as proteinas de ligacdo de odorantes (OBP)(Cherry
and Baum, 2020). Apos a ligacdo, OBP transporta os feromonios e ativa 0s quimio
receptores neuronais no OVN. Os neurdnios do OVN tém a capacidade de codificar a
intensidade do estimulo e quando atinge seu limiar, ela ativa toda uma rede de neurdnios,
alcancando o limiar do potencial de ac¢do e conduzindo um sinal eletroquimico forte até

o cérebro (Cherry and Baum, 2020; Kondo and Hayashi, 2021). Esse sinal pode estimular
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diretamente o hipotdlamo a exibir uma resposta neuroendocrina apropriada, exclusiva

para os neurdnios estimulados no OVN (Baum and Cherry, 2015).

O reconhecimento olfativo entre a méde e sua prole poés-parto é estabelecido
imediatamente dentro das primeiras horas ap6s o parto, auxiliando a mée a aceitar sua
prole (Nowak et al., 2011). O estabelecimento da seletividade materna baseia-se
principalmente na mée aprendendo reconhecer olfativamente sua prole (Poindron et al.,
2007).

Substancia Apaziguadora Bovina

A substancia apaziguadora € um dos feromonios sintetizados pelos mamiferos,
esse composto possui um efeito calmante (Pageat et al., 2003; Taylor and Mills, 2007).

No sistema de producéo de bovinos, um anélogo da sustancia apaziguadora bovina
(ASAB) foi sintetizada a partir de uma mistura de acidos graxos semelhante ao sintetizado
pelas glandulas exdcrinas, localizadas na glandula mamaria, com o objetivo de minimizar
efeitos estressores (Cappellozza et al., 2020; Cooke et al., 2020). Estudos demonstram
que ASAS melhora o bem-estar dos animais e produtividade sob situacdes estressantes.
De acordo com Osella et al. (2018), vacas leiteiras quando administrado o ASAB
apresentaram uma maior producdo de leite e menor quantidade de células somaticas
durante um periodo de transi¢do, animais confinados para um sistema extensivo,
indicando uma reducéo dos efeitos do estresse. Um outro estudo realizado com bezerros
no periodo de desmame, demonstrou que o ASAB reduziu as proteinas de fase aguda e
aumentou o ganho médio diario durante um periodo de 45 dias pds desmame
(Cappellozza et al., 2020; Cooke et al., 2020).

A comunicacdo por feromonios desempenha um papel importante no
comportamento e nos processos reprodutivos dos mamiferos. Os feroménios podem ser
utilizados como ferramentas eficientes para otimizar a reproducdo e 0 manejo, a fim de
controlar o intervalo entre os partos, aumentar a producéo de leite e minimizar os efeitos

negativos que o estresse causa sobre a prole (Kekan et al., 2017).
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O estresse € uma resposta adaptativa do organismo a estimulos desafiadores,
porém quando se torna crénico e intenso, conduz a problemas de saude fisica e mental. O
nacleo paraventricular desempenha um papel crucial na regulacdo do estresse,
controlando a liberagdo de hormdnios, como o cortisol. Entretanto, animais expostos a
situacdes cronicas de agentes estressores apresentam um excesso de cortisol em niveis
fisiologicos, 0 que impacta negativamente no sistema reprodutivo.

O ciclo reprodutivo das fémeas bovinas é regulado por uma complexa interacdo
hormonal e metabdlica entre a hipéfise, ovéarios e Utero. Nesse contexto, 0 estresse
interfere na homeostase do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG), afetando a
homeostase do sistema reprodutivo e levando a possiveis problemas de fertilidade.

Na pecuaria, a compreensdo da fisiologia reprodutiva é essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo reprodutivo e para melhorar a
eficiéncia do rebanho. Portanto, é fundamental entender os efeitos do estresse sobre o
desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, a fim de adotar medidas preventivas
que otimizem a salde e bem-estar, garantindo um ambiente confortavel e seguro, e, assim,

aumentar a eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho.
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CAPITULO 1 - EFEITO DO ANALAGO DA SUBSTANCIA APAZIGUADORA
BOVINA (ASAB) SOBRE O CRESCIMENTO, ESTRESSE, QUALIDADE DO
MANEJO E REPRODUCAO DE NOVILHAS NELORE Bos indicus
SINCRONIZADAS PARA IA EM TEMPO FIXO

O artigo a seguir sera submetido
ao periodico Livestock Science.
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EFEITO DO ANALOGO DA SUBSTANCIA APAZIGUADORA BOVINA
(ASAB) SOBRE O CRESCIMENTO, ESTRESSE, QUALIDADE DO MANEJO E
REPRODUCAO DE NOVILHAS NELORE Bos indicus SINCRONIZADAS
PARA IA EM TEMPO FIXO

RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos do analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB) no
inicio do protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e subsequente
mudanca no peso corporal (PC), escore de condi¢do corporal (ECC), temperamento,
qualidade do manejo, sujidade na regido perineal, variaveis ovarianas, taxa de gestacao,
tamanho do concepto e variaveis séricas de novilhas Nelore. Vinte e nove novilhas foram
selecionadas de acordo com temperamento, ECC e diametro do foliculo ou corpo lateo >
7mm e posterirormente alocadas de forma aleatéria em dois tratamentos:1) Solucédo
Salina (Salina; 0,9 NaCl; n = 14) ou; ASAB (n = 15) ambas as soluc¢des foram aplicadas
topicamente entre os cornos na regido da nuca (5 mL/novilha). Durante 0 d -9 ao d 7, as
novilhas foram mantidas em dois piquetes, separadas por tratamento e entdo (d 7 ao d 60)
reagrupadas em um unico grupo. O PC e ECC foram avaliados no d -9 e d 30. O
temperamento individual foi avaliado no tronco de contengéo, utilizando o escore de
entrada e escore de saida (1-3; maior valor, mais estressada) e o escore de tronco (1-5;
maior valor, mais estressada) no d -9, 0, 7, 14 e 30, juntamente com as coletas de sangue.
As variaveis qualidade do manejo, sujeira da regido perineal, estro e diametro do foliculo
dominante foram avaliadas no d 0. O didmetro e o volume do corpo luteo foram avaliados
no d 7 e 14, a concentracdo plasmatica de progesterona em d 14, a taxa de prenhez em d
30 e o tamanho do concepto em d 60. As novilhas do tratamento ASAB apresentaram
maior PC no d 30 (394 vs. 392 + 0.77; P = 0.05) e maior ECC entre o d -9 ao d 30 (0.05
vs. -0.21 £ 0.05; P < 0.01). As novilhas com tratamento ASAB vs. Salina tenderam a ter
um menor escore de entrada (P = 0.09) e sujidade na regido perineal (P < 0.06), ndo foi
observado efeito tratamento para escore de tronco (P < 0.39), escore de saida (P = 0.64),
tempo para inseminar (P < 0.49), percentual de agressao (P < 0.96) e acidente (P <0.61).
Novilhas do tratamento ASAB vs. SALINA apresentaram maior (P < 0.02) escore de
estro e taxa de monta (100% vs. 50.0 £ 0.09%) e nenhum efeito foi observado para as
variaveis ovarianas, progesterona, taxa de gestacdo e tamanho de concepto. Além do
mais, tratamentos ndo diferiram nas varidveis sericas. Portanto, 0 ASAB aumentou PC,
ECC, escore de estro e taxa de monta e tendeu a diminuir o temperamento do escore de
entrada e sujidade na regido perineal.

Palavras - Chave: estresse; gado de corte; producéo
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INTRODUCAO

A exposicao dos bovinos de corte a situacdes de stress durante o ciclo produtivo
é inevitavel (Cooke, 2017). O estresse em animais, causa adaptacées fisioldgicas para
manter a homeostase, expostos a situacBes estressantes mecanismos intrinsecos
estimulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). As respostas de fase aguda
impactam na imunidade, temperamento, metabolismo, sistema nervoso autbnomo e,
consequentemente, a reproducéo (Carroll and Forsberg, 2007; Sheng et al., 2021).

No entanto, estratégias para reduzir o estresse e diminuir os impactos causados
sobre o bem-estar, salde, produtividade e reproducdo dos animais tem preocupado
pesquisadores ha muito tempo. (Plasse et al., 1970; Cooke, 2014). Uma estratégia para
diminuir esses efeitos indesejaveis em bovinos € a utilizagdo de um analogo sintético do
feromonio apaziguador [analogo da substéncia apaziguadora bovina (ASAB)], que se
baseia em uma mistura de acidos graxos semelhante ao sintetizado na glandula maméaria
(Cooke et al., 2020).

A substancia sintética adquiriu atencdo na pecuaria bovina por potencializar o
desempenho dos animais e minimizar o estresse causado pelo desmame de bezerros
(Cappellozza et al., 2020).

Bovinos estressados diminuem o ganho de peso (Cooke et al., 2019) e reduzem o
desempenho reprodutivo (Cooke et al., 2011) quando comparado com bovinos calmos.
Os animais estressados sdo mais dificeis de manejar e o risco de lesdes é aumentado
(Cooke et al., 2011, 2009a; Francisco et al., 2020). Além disso, tendem a ter perda de
escore de condicao corporal (ECC), menores foliculos dominantes, menores diametros de
corpo lateo (CL) e consequentemente menor concentracdo plasmatica de progesterona
(Vedovatto et al., 2021).

No entanto, ndo temos conhecimento de estudos que tenham avaliado os efeitos
do ASAB na reproducdo de bovinos de corte. Nossa hipdtese é que administracdo do
ASAB no inicio do protocolo (IATF) melhoraria o desempenho reprodutivo de novilhas
Nelore. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de um analogo da substancia
apaziguadora bovina (ASAB) no inicio do protocolo (IATF) sobre o peso corporal (PC)

e ECC, temperamento, qualidade do manejo, sujidade na regido perineal, variaveis de cio,
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variaveis ovarianas, taxa de prenhez, tamanho do concepto e variaveis séricas de novilhas

da raca Nelore.

MATERIAL E METODOS

Todas as novilhas foram manejadas de acordo com as praticas descritas no Guia
para 0 Cuidado e Uso de Animais na Pesquisa e Ensino (FASS, 2010) e protocolos
experimentais revisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) ao abrigo do protocolo n°
1.135/2020.

Animais, tratamentos e coleta das amostras

Um total de 29 novilhas Nelore (ECC =4.84 +0.13, escalala 9, PC =371+ 0.77
kg e didmetro do foliculo ou corpo luteo > 7mm) foram selecionadas e avaliadas de acordo
com o temperamento; escore de entrada em uma escala de 1 — 3, sendo 1 quando 0s
animais entravam e saiam voluntariamente do tronco de contencdo, sem contato fisico
entre animal e manipulador, quando os animais necessitavam de encorajamento, sem
contato fisico, para entrar e sair do tronco de contencdo ou entravem e ou saiam trotando,
recebiam uma pontuacdo 2; se 0s animais necessitassem de encorajamento com contato
fisico, onde o manipulador batesse levemente na garupa do animal com a mao e ou
entravam e ou saiam do tronco de contencdo correndo, eram classificados com a
pontuacdo 3 (Baszczak et al., 2006). A pontuacdo no tronco de contencdo foi mensurada
em uma escala de 1-5, pontuacdo 1 foi empregada em animais mais calmos sem
movimento abrupto, escala 2 para animais inquietos, animais com movimentos frequentes
foram classificados com a escala 3, quando apresentavam movimentos constantes 4 e
animais que manifestavam vocalizacdo, agitacdo no tronco de contencdo e animais
violentos com luta continua receberam a pontuacdo 5 (Cooke et al., 2011; Vedovatto et
al., 2021).

Em seguida, foram estratificados por PC, ECC e escore no tronco de contencéo e
aleatoriamente designado para um dos dois tratamentos: 1) solucdo Salina (Saline; 0.9 %
de NaCl; n = 14) ou anélogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; (Secure Cattle,
Nutricorp®, Araras, SP, Brasil; n = 15). Ambas as solu¢bes (5 mL/novilha) foram

aplicadas topicamente entre 0s cornos, na regido da nuca de cada animal, conforme

48



137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168

&Y i o
‘[; 4‘ Fundacgao Universidade Federal dgalslato Grosso do Sul &

-\& 5‘5’ UFMS
indicado pelo fabricante. O grupo Salina recebeu a aplicagdo primeiro e imediatamente
alocado em um piquete. Em seguida, o grupo ASAB recebeu a solucéo e foi alocado em
outro piquete. Os piquetes foram separados por uma distancia de 200 m. Esse manejo foi
adotado para evitar qualquer contaminacéo cruzada. Cada piquete tinha 12 hectares cada,
formado com capim-marandu (Urochloa brizantha [Hochst. ex A. Rich] R. D. Webster,
cv. Marandu) como forragem.

As novilhas tinham acesso livre a dgua e foi fornecido uma mistura completa de
minerais e vitaminas (Mega Fos 90 Milk, AgroMega Industria de Alimentos Animal,
Tamboara, PR, Brasil; Ca: 196 g / kg, P: 90 g/ Kg, Na: 99 g/ kg, Mg: 20 g/ Kg, S: 14 g
/ kg, Fe: 2.400 mg / kg, Zn: 3.000 mg / kg, Mn: 1.670 mg / kg, Se: 40 mg / kg, Cu: 1.200
mg / kg, F: 900 mg / kg, Co: 200 mg / kg, I: 180 mg / kg, vitamina A: 1500.000 Ul / kg,
vitamina D3: 30.000 Ul / kg e vitamina E: 1.500 Ul / kg; meta de ingestdo de 100 g/ d).
Ap0s a segregacdo, os grupos tratados néo tiveram contato fisico entre os diasd -9 ad 7
(15 dias é o tempo de acdo do ASAB), entdo, posteriormente ao periodo de acdo do ASAB
foram reagrupadas e manejadas em um unico grupo, até o final do experimento (d 7 ao
60).

O PC e o ECC foram avaliados em d-9 e 30, para avaliagdo do ECC foram
utilizadas duas técnicas, visual que foi avaliada por um unico técnico (Herd and Sprott,
1986) e a relacdo entre o angulo interno formado entre os lados esquerdo e direito da
garupa (IAR) que foi mensurada quando as novilhas entravam no troco de contencéo
(Pfeifer et al., 2017). O temperamento foi avaliado por trés técnicos treinados em d -9, d
0,d 7,d 14 e d 30. Todas as novilhas foram manuseadas com calma durante todo o
processo de avaliagdo, sem uso de choque elétrico ou qualquer outro contato fisico até
chegarem ao tronco de contenc¢do. Todas as novilhas foram designadas para um protocolo
IATF de d -9 ao d 0. Em d -9, as novilhas receberam 2 mg por via intramuscular de
benzoato de estradiol (Gonadiol; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) insercdo de um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona, contendo 0,5 g de progesterona (PRIMER; Agener
Unido, Sao Paulo, Brasil). Em d - 2, o dispositivo PRIMER foi removido e as novilhas
receberam aplicacdes intramusculares de PGF2a (12,5 mg; Lutalyse; Zoetis, S&o Paulo,
Brasil), cipionato de estradiol (1 mg; ECP; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e eCG (300 U,
Novormon; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). Em d 0 (aproximadamente 48 h ap0s a aplicacdo

de PGF2a), as novilhas foram inseminadas por um unico técnico usando o sémen de um
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unico touro Nelore. O diagndstico de prenhez foi avaliado em d 30 por ultrassonografia

transretal (transdutor de 7,5 MHz; Mindray DP 2200 VET, Shenzhen, China), bem como

as estruturas ovarianas (Figura 2).
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Foram avaliados os didmetros (mm) dos foliculos dominantes no dia da 1A (d 0)
e os diametros do CL (d 7 e d14) ap6s a IA (d 0). O volume CL (cm 3) foi calculado
utilizando-se a formula para volumes da esfera [V = 4/3 n(D/2) 3] onde D € o diametro
méaximo (mm) do CL (Cook et al., 2009).

Amostras de sangue foram coletadas da veia coccigeaem d -9, 0, 7, 14 e 30 em
tubos de coleta de sangue de 10 mL (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EUA) com heparina sédica. Imediatamente ap0s a coleta, as amostras de sangue foram
armazenadas em gelo e, em seguida, centrifugadas a 1200 xg por 30 minutos para a
colheita de plasma. Amostras de plasma foram armazenadas a -20 °C para analises
posteriores das concentracdes de haptoglobina, ceruloplasmina, cortisol e progesterona.
As concentragdes plasmaticas de progesterona foram analisadas em d 14. Amostras
coletadas manualmente de pastagens, d-9, d7 e d30, foram coletadas e secas a 60 °C por
5 dias, posteriormente moidas a 1 mm, amostras inicialmente compostas foram

reagrupadas em uma Unica amostra e analisadas quanto a composicao quimica (Figura 3).

Analises Laboratoriais

Amostras de forragem, mateéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas foram
analisados de acordo com metodos oficiais de analise (AOAC, 2019). As concentragdes
de lignina, fibra em detergente neutro (FDN) e acido (FDA) foram realizadas (VVan Soest
et al., 1991). Foram calculadas as concentracdes de nutrientes digestiveis totais (NDT)
(Weiss et al., 1992), energia digestivel (DE), energia metabolizavel (ME) e energia
liquida (NE) das amostras (NASEM, 2016).

Amostras de plasma foram analisadas para cortisol (Immulite 1000; Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA) conforme descrito anteriormente
(Cooke et al., 2019) , haptoglobina (Cooke and Arthington, 2013), progesterona (Martin

et al., 2007) e ceruloplasmina (Demetriou et al., 1974).
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Analises Estatisticas

Para todas as andlises, as novilhas foram consideradas como unidade
experimental. Os resultados das alteracdes de ECC e PC, tempo de inseminacao, sujidade
na regido perineal, escore de estro, variaveis ovarianas e tamanho do concepto foram
analisados pelo procedimento MIXED do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC; version 9.4) e
as taxas de agressdo, acidente, monta e prenhez pelo procedimento GLIMMIX / SAS.
Para ambos foi utilizado a aproximacéo de Satterthwaite para determinar os graus de
liberdade para o teste de efeitos fixos. Todos esses dados foram testados para efeito fixo
tratamento, utilizando novilhas (tratamento) como efeito aleatério. Os dados de PC, ECC
e escore de temperamento (escores de entrada, tronco e saida) foram analisados como
medidas repetidas utilizando o procedimento MIXED do SAS e testados quanto aos
efeitos fixos do tratamento, dia e interacdo, utilizando novilhas (tratamento) como
variavel aleatdria. As estruturas de covariancia foram selecionadas de acordo com o
menor critério de informacdo de Akaike. Todos os resultados obtidos em d -9 (inicio do
estudo) para cada variavel foram incluidos como covariaveis em cada respectiva de
analise, mas foram retirados do modelo quando P > 0,10. As médias foram separadas por
meio de PDIFF e todos os resultados foram relatados como LSMEANS seguidos de SEM.
A significancia foi definida quando P < 0,05 e tendéncia quando P > 0,05 e <0,10. Para

avaliar a correlacdo entre as variaveis foi utilizado o procedimento CORR do SAS.

RESULTADOS

Houve interacdo tratamento x dia (P = 0.05) e tendeu para o efeito de tratamento
(P = 0.07), com maior peso no d 30 para as novilhas que receberam tratamento ASAB
(Tabela 2). As variaveis ECC, angulo de garupa (P = 0.60) ndo apresentou diferenca entre
tratamentos, contudo, o ECC visual (P < 0.01) apresentou diferenca (P < 0.05) entre
interacdo tratamento x dia (Tabela 2).

Para variaveis temperamento (Table 3), ndo foram observados efeitos para
interacdo tratamento x dia, escore de entrada (P = 0.73), escore tronco (P = 0.52) e escore

de saida (P = 0.65), efeitos para o dia foram observados no escore tronco (P < 0.01) e

51



231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

253
254

255
256
257
258
259
260
261
262

&Y i o
‘[' 4‘ Fundacgao Universidade Federal dgalslato Grosso do Sul &

-\\ 53’; UFMS
escore saida (P < 0.01), porém ndo foi observado diferenca para a escore entrada (P =
0.16). As novilhas que receberam tratamento ASAB tenderam a ser mais calmas no escore
de entrada (P = 0.09), mas nenhum efeito de tratamento foi observado para escore tronco
(P =0.39) e escore de saida (P = 0.64).

Para as variaveis qualidade de manejo, agressdo (P = 0.96), acidente (P = 0.61) e
tempo para inseminar (P = 0.49) ndo foi detectado efeito de tratamento (Tabela 3). No
entanto, as novilhas que receberam tratamento ASAB tenderam para menor sujidade da
regido perineal (P = 0.06) em relacéo ao tratamento Salina (Tabela 3).

Foram observadas diferencgas para as variaveis de cio, onde o ASAB apresentou
um maior escore estro (P = 0.02) e porcentagem de monta (P < 0.01) em relagdo ao
tratamento Salina (Tabela 4). Em relagéo as varidveis ovarianas avaliadas, diametro do
foliculo dominante (P = 0.70), diametro CLnod 7 (P =0.85) e d 14 (P = 0.67), volume
deCLnod 7 (P=0.66) ed14 (P = 0.46) e concentracdo plasmatica de progesterona d
14 (P = 0.19), nenhum efeito foi detectado (Tabela 4). A taxa de prenhez no d 30 (P =
0.57) e as variaveis analisadas para tamanho do concepto no d 60, angulo de garupa (P =
0.11) e tamanho toracico (P = 0.47), ndo foi observado efeito de tratamento (Tabela 4).

Sobre as varidveis séricas (Tabela 5) ndo foi observado efeito de interagédo
tratamento x dia, cortisol (P =0.79), haptoglobina (P = 0.25) e ceruloplasmina (P = 0.31),
bem como para tratamento, cortisol (P = 0.42), haptoglobina (P = 0.29) e ceruloplasmina
(P =0.77), porém foram observadas diferencas para dia (P < 0.01) nas variaveis séricas

analisadas (Figura 4).

DISCUSSAO

A aplicacdo do ASAB aumentou o PC e 0 ECC durante o estudo. Outros estudos
observaram aumento no PC pela aplicacdo do ASAB no desmame e na entrada no
confinamento (Cappellozza et al., 2020). Entretanto, ndo temos conhecimento de outro
estudo avaliando os efeitos do ASAB em novilhas. Esse aumento de PC e ECC causado
pelo ASAB provavelmente foi consequéncia do efeito apaziguador da substancia, pois o
temperamento tem um forte efeito no crescimento. Em um estudo conduzido por (Cooke
et al., 2019), novilhas Nelore com temperamento calmo ganharam mais PC comparado

com novilhas excitadas. Em outro estudo realizado por (Petherick et al., 2009), com
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animais em crescimento o temperamento excitavel tem correlacdo negativa em relacdo a

ECC. Ja com vacas, excitadas vs. calmas tenderam a ter menor ECC no final do periodo
de IATF (Vedovatto et al., 2021).

A importancia do ECC para a reproducdo, estéa relacionada a necessidade de as
fémeas terem reservas energéticas corporal adequadas para a reproducdo no inicio da
estacdo reprodutiva. Acordando com (Pfeifer et al., 2017), o angulo interno formado entre
os lados esquerdo e direito da garupa (IAR), entre 104° a 124°, ¢ um indicador eficiente
para avaliacdo do ECC e selecdo das fémeas aptas para a reproducéo. De outra forma, a
avalicdo subjetiva para estimar a reserva de energia corporal do animal é o ECC visual
(Bormann et al., 2006; Dickinson et al., 2019), fémeas no inicio da estacdo de reprodutiva
com ECC > 5, apresentam maior taxa de prenhez (Cooke et al., 2021; Vedovatto et al.,
2021). Em nosso estudo as novilhas apresentaram ECC adequado para reproducdo e
mantiveram ao longo do experimento, contudo o tratamento ASAB néo influenciou na
taxa de gestacdo. Além do mais, para ambos os tratamentos a taxa de gestagdo presentou
um indice inferior ao descrito por (Bormann et al., 2006; Gutierrez et al., 2014), os
estudos relataram que novilhas apresentam uma taxa de prenhez entre 48% e 69% quando
submetidas a inseminacao artificial.

Em nosso experimento, a aplicagdo do ASAB tendeu a reduzir a sujidade na regido
perineal no dia da IA. Esse efeito € também relacionado ao efeito apaziguador do ASAB.
Além disso, 0 contato entre pessoas e animais pode causar estresse e fazer com que 0s
animais se tornem mais excitados, aumentando a frequéncia de sinalizacdo da cauda
durante o manuseio, propagar fezes e urina em torno de sua regido perineal, bem como
produzir e eliminar mais fezes liquidas do que o normal (Lensink et al., 2000; Rushen et
al., 2001). Ainda, a qualidade do manejo e experiéncias prévias podem causar estresse
nos animais, tornando-0s mais agressivos, e aumentando a sujidade perineal. Fémeas com
uma maior sujidade perineal necessita de mais tempo para limpar a regido para serem
inseminadas, aumentando as chances de infeccdo do trato reprodutivo durante a IA
(Rueda et al., 2015).

Os tratamentos ndo apresentaram diferencas entre as varidveis ovarianas e
concentracdo de cortisol. Contudo diferencas foram observadas para ECC, o que poderia
explicar um maior escore de estro e consequentemente maior monta observada no
tratamento ASAB. Alguns autores (Nishimura et al., 2018; Perry et al., 2014; Vedovatto
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et al., 2022) relataram que, fémeas com maior ECC no inicio do protocolo de IATF tem
um demonstram maior escore de estro, contudo, (Vedovatto et al., 2022) relataram que,
0 ECC no inicio do protocolo ndo tem influéncia no tamanho do foliculo dominante. O
ECC poderia ser um indicativo para um maior aporte nutricional e consequentemente
poderia aumentar o estradiol sintetizado pelo foliculo (Ciccioli et al., 2003) e o tamanho
do foliculo dominante esta relacionado com a concentracdo sérica de estradiol (Perry et
al., 2014). Acordando com, (NUfez-Olivera et al., 2022) um largo foliculo dominante
aumenta a sintese de estradiol e a expressdao de estro em novilhas. Outra possibilidade
para explicar o escore de estro € a concentracao de cortisol plasmatico, pois o cortisol é
um indicativo para o estresse (Cook et al., 2009; Cooke, 2017), devido ao aumento de
ACTH pela hiper estimulagcdo do eixo HHA impactando no desempenho reprodutivo
(Mello et al., 2020). Nos nédo detectamos diferengas nas concentragdes de cortisol entre
os tratamentos, contudo, as novilhas do tratamento ASAB apresentaram tendéncia para o
escore de entrada. Em nosso estudo foi avaliado os niveis plasmaticos de cortisol, porém
para estudos futuros, o cortisol poderia ser avaliado através da concentracdo em pelos,
conforme descrito por (Koren et al., 2002) e modificado por (Accorsi et al., 2008). Além
do mais, poderia também ser avaliado a dindmica da onda folicular durante o ciclo estral
e 0 momento da ovulacdo (B0 et al., 2003), estas avalia¢cbes poderiam ajudar a explicar
melhor o escore de estro e a influéncia do ASAB no escore de estro e monta.

As proteinas de fase aguda (APP), haptoglobina e ceruloplasmina, sao sintetizadas
pelo figado (Patel et al., 2002; Yoshioka et al., 2002) quando 0s animais sdo expostos a
situacdo ao estresse e ou trauma (Cooke et al., 2012) sendo importantes mercados
bioldgicos para identificar respostas de fase aguda (Murata et al., 2004). Em nosso estudo,
ndo foi observado efeitos de tratamento nas concentracdes de APP. Corroborando com
(Vedovatto et al., 2021), onde ndo observaram diferenca na concentracdao plasmatica de
APP quando avaliou a associacdo de temperamento em vacas Nelores submetidas a
protocolo de IATF. Contudo, outros estudos observaram uma menor concentracdo sérica
de ceruloplasmina (Cooke et al., 2009a) e haptoglobina (Cooke et al., 2012) em fémeas
de corte calmas vs. excitadas. Possivelmente, em nosso estudo, o efeito da ASAB néo foi
suficiente para detectar efeito significativo nas concentracdes das APP.

Os resultados do presente estudo ndo apresentou diferencas entre tratamentos para

tamanho de concepto e concentracBes de progesterona plasmatica. Acordando com
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(Kastelic and Ginther, 1990), a concentracdo de progesterona plasmética esta
possivelmente correlacionada com tamanho de concepto, como em nosso estudo, néo
observamos diferenca em tamanho de CL que consequentemente ndo diferiria a
concentracdo plasmatica de progesterona entre tratamentos, ndo observamos diferenca no
tamanho de concepto. Outra varidvel que poderia influenciar no tamanho do concepto é
0 ECC, pois de acordo com Vedovatto et al. (2022) o ECC inadequado para reproducéo
pode afetar o tamanho do concepto. Porém, em nosso experimento, as novilhas de ambos
os tratamentos apresentaram um ECC adequado (Cooke et al., 2021; Pfeifer et al., 2017),
contudo, o grupo do tratamento ASAB apresentou diferenca no PC e ECC, portanto, um
néo efeito no tamanho de concepto no tratamento ASAB néo foi esperado.
Portanto, todos os resultados explorados nesse estudo, que avaliou a utilizagdo do
ASAB influenciando no temperamento e consequentemente no desempenho reprodutivo
de novilhas submetidas a um protocolo de IATF, ajuda a compreender que é necessario
avaliar outras variaveis que poderiam impactar na reproducdo. Além do mais, 0 grupo
desconhece outro estudo que avaliou a utilizacdo do ASAB no desempenho reprodutivo
de novilhas submetidas a um protocolo de IATF, mais estudos avaliando a utilizacdo do

ASAB influenciando no temperamento e parametros reprodutivos sdo necessarios.

CONCLUSAO

A aplicacdo do ASAB no nono dia antes da IA, aumenta PC, ECC, escore de estro
e percentagem de monta. Além do mais, 0 ASAB tende a reduzir o temperamento no
escore de entrada e sujidade na regido perineal. Contudo, nesse estudo, o0 ASAB néo
afetou as varidveis ovarianas, concentracdo plasmatica de progesterona, taxa de gestacao,

tamanho de concepto, cortisol e APP.
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Tabela 1. Composicdo quimica da graminea Marandu, pastejada por novilhas durante o experimento.

tenst ASAB SALINA SALINE e ASAB
d-9 d-9 d7 d30
Matéria Seca (MS), g/kg 928 926 935 932
Proteina Bruta g/kg of MS 92.9 67.5 119 54.6
FDN % 62.7 63.37 68.72 74.57
FDA % 34.46 34.47 41.64 46.27
Lignina % 5.04 4.68 7.82 16.4
Extrato Etéreo % 1.27 1.23 1.1 0.80
Cinzas % 10.64 11.68 10.72 9.58
NDT%g/Kg 580.7 574.8 518.8 396.4
Mcal/kg of MS 2.56 2.53 2.29 1.75
NEm3, 1.25 1.23 1.03 0.59
NEg®, Mcal/kg 0.68 0.66 0.48 0.06

FDN, fibra em detergente neutro; FDA, fibra em detergente acido; NDT, nutrientes digestiveis totais;

NEm, energia liquida para mantenca; NEg, energia liquida para ganho.

2Calculo descrito por Weiss et al. (1992).

3Calculo utilizando as equag@es propostas pelo NASEM (2016).

Remocio
dispositivo Dia 30
o @
Inicio Inseminacio
Protocolo Artificial
o) Dispositivo Progesterona | 03
| |
1 | H ! Il L Il 1 L
1 ; ; ; f ; - f _ :
D-9 D8 D-7 D6 D-5 D-4 D-3 D-2 D-1 DO 04
2 mg/IM Benzoato 12,5 mg/IM Prostaglandina (PGF2a) : st
de estradiol Disgnéstics
1 mg/IM Cipionato de estradiol Gestacio

Insercao Dispositivo
Intravaginal liberador
de progesterona (CIDR)

300 UV/IM Gonadotrofina
Corionica equina (eCG)

Figura 1. Esquema do protocolo de inseminagdo artificial de tempo fixo (IATF) ded -9 aod 0. Emd - 9,
as novilhas receberam aplicacdo intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol; Zoetis, Séo
Paulo, Brasil) e foi inserido com um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (PRIMER; Agener).
No d -2, o dispositivo foi removido e foi aplicado via intramuscular PGF2a (12,5 mg; Lutalyse; Zoetis, Sdo
Paulo, Brasil), cipionato de estradiol (1 mg; ECP, Brasil) e eCG (300 Ul; Novormon; Zoetis). No dia d 0,

foi realizado o diagnostico de gestacdo
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I ©  sujidade perineal
Aplicacao tratamentos °
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Protocolo mostraCapasiagem Diagnéstico-Gestacao
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Aplicagao tinta Dia 7
(Escore Estro) Coleta sangue

Amostra da pastagem

Figura 2. Fluxo das etapas desenvolvidas com novilhas submetidas a um protocolo de IATF, aplicacdo
solucdo Salina (n=14), analogo da substancia apaziguadora (n=15) e coleta de amostras
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24 Tabéla 2. Parametros corporais de novilhas recebendo solugdo Salina (Salina; n = 14) ou analogo da
25  substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio da inseminacao artificial em tempo fixo (d -9)

Tratamentos® P-valor
Itens SALINA  ASAB SEM Tratamento Dia Tratamento
x Dia

Peso corporal, kg 0.07 <0.01 0.05

d-9 371 371 0.77

d30 3920 3942 0.77
Mudanca PC, kg

d-9a030 20.83 23.6 1.03 0.09 - -
ECC angulo garupa, © 0.59 0.84 0.58

d-9 121 121 0.82

d30 122 121 0.82

Mudanca (d -9 para 30) 0.61 -0.29 1.22 0.60 - -
ECCvisual, 1-9 0.23 <0.01 0.05

d-9 4.86 4.84 0.09

d 30 4.65 4.93 0.09

Mudanca (d -9 para 30) -0,21 0,05 0.05 <0.01

26 !Salina = solugdo Salina; ASAB = analogo da substancia apaziguadora bovina. Tratamentos (5 ml) foram
27  topicamente aplicados na pele nucal de cada animal.

28  *"Na linha, com diferenca (P < 0.05) ou tendéncia (P < 0.10).

29

30

71



31
32
33

34
35
36
37

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

_ Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

MS

Tabela S.femperamento, qualidade manejo e sujidade regido perineal de novilhas recebendo solucéo
Salina (Salina; n = 14) ou analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio da
inseminacao artificial em tempo fixo (d -9)

Tratamento? P-valor
Itens’ SALINA ASA SEM Dig Tratamento
Tratamento x dia
Temperamento
Escore entrada (1 — 3) 0.09 0.16 0.73
d-9 1.91 158 0.16
do 1.37 1.38 0.16
d7 1.65 1.34 0.16
d14 1.65 141 0.16
d 30 1.75 141 0.16
Meédia (d -9 ao d 30) 1.67 1.42 0.08
Escore Tronco (1 -5) 0.39 <0.01 0.52
d-9 2.42 230 0.17
do 1.92 210 0.17
d7 1.71 152 0.17
di14 1.56 152 0.17
d 30 1.56 1.16 0.17
Meédia (d -9 ao d30) 1.84 1.72  0.09
Escore saida (1 —3) 0.64 <0.01 0.65
d-9 1.74 149 0.12
do 1.24 1.29 0.12
d7 1.52 1.46 0.12
di14 1.43 1.40 0.12
d 30 1.27 1.33 0.12
Média (d -9 ao 30) 1.44 1.39 0.07
Qualidade Manejo e Sujidade
Agressao, % 7.14 6.67 6.78 0.96 - -
Acidente, % 35.7 26.7 123 0.61
Tempo Inseminacgdo, s 21.7 19.3 250 0.49 - -
Sujidade regido perineal, % 71.15  48.3 8.67 0.06 - -

1 SALINA = solucdo Salina; ASAB = analogo da substancia apaziguadora bovina. Tratamentos (5 ml)
foram topicamente aplicados na regido da nuca de cada animal.
b Na linha, com diferenca (P < 0.05) ou tendéncia (P < 0.10).
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Figura 3 Efeitos para dia sobre o temperamento (escore de saida) de novilhas que receberam solucdo Salina
(Salina; n = 14) ou analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio do protocolo de
inseminacao artificial em tempo fixo (d -9). Os tratamentos (5 ml) foram aplicados topicamente na regido
da nuca de cada animal

30 1 Painel B

28 1 p_valor dia < 0.01
2,6 b a

2,4 4
2,2 1
2,0 1
1,8 1
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1,4 -
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Escore de tronco, 1-5

Figura 4 Efeitos para dia sobre o temperamento (escore de tronco) de novilhas que receberam solucgéo
Salina (Salina; n = 14) ou andlogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio do protocolo
de inseminacdo artificial em tempo fixo (d -9). Os tratamentos (5 ml) foram aplicados topicamente na regido
da nuca de cada animal
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Tabela 4. Variaveis reprodutivas de novilhas que recebem solucdo Salina (Salina; n = 14) ou substancia
apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio da inseminacéo artificial em tempo fixo (d -9)

Tratamentos?
Itens! SEM P-valor
SALINA AASAB

Variaveis Estro
Escore estro (d 0), 1 -3 1.27 2.00 0.21 0.02
Monta (d 0), % 50 100 0.09 <0.01
Variaveis Ovarianas
Diametro foliculo dominante (d 0), mm 10.30 10.80 0.87 0.70
Diametro CL, mm
d7 18.9 18.7 0.99 0.85
d14 17.9 18.5 0.93 0.67

Volume CL, cm?®

d7 3.96 3.62 0.57 0.66
di4 3.15 3.65 0.49 0.46
Progesterona (d14), ng/mL 6.68 5.41 0.68 0.19
Taxa gestacdo (d30), % 35.71 46.67 13.56 0.57

Tamanho do concepto (d 60)
Angulo garupa, mm 34.2 29.9 1.8 0.11

Toracico, mm 14.84 13.80 1.05 0.47

INos protocolos de IATF, no momento da remocao do P4, todas as vacas foram pintadas na regido sacral
com ASABtdo marcador (RaidexMaxi; RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha), e no momento
IATF, o escore de estro foi avaliado e classificada de acordo com a remocéo da tinta na regido sacral: 1 —
sem remocao de tinta = sem expressdo do estro; 2 — pouca remogao da tinta = baixa expressdo de estro; 3 —
remocdo total da tinta = alta expressdo de estro (Rodrigues et al., 2019).

2 Salina = solugdo de Salina; ASAB = substancia apaziguadora bovina. Os tratamentos (5 mL) foram
aplicados topicamente na area da pele da nuca de cada animal.
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Tabela 5. Varidveis séricas de novilhas que receberam solucdo Salina (Salina; n = 14) ou analogo da
substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio da inseminagdo artificial em tempo fixo (d -9)

Tratamentos? P-valor
1
fens SALINA ASAB ' Tratamento Dia Tra:a;?ae”to
Cortisol (pg/dL) 0.42 <0.01 0.79
d-9 4.40 430 0.34
do 3.50 3.68 0.35
d7 3.08 2.87 0.34
d14 3.14 2.49 0.35
d30 3.26 2.78 0.43
Média (d -9 ao 30) 3.47 322 021
Haptoglobina (mg/mL) 0.29 <0.01 0.25
d-9 0.33 0.32 0.04
do 0.35 0.34 0.04
d7 0.50 0.36 0.04
d14 0.45 0.40 0.04
d30 0.44 0.51 0.04
Média (d -9 ao 30) 0.42 039  0.02
Ceruloplasmina (ng/dL) 0.77 <0.01 0.31
d-9 16.5 15.8 0.85
do 19.3 18.0 0.90
d7 16.6 18.9 0.94
d14 14.0 14.2 0.91
d30 15.4 16.0 1.30
Média (d -9 ao 30) 16.4 16.6 0.55

! Salina = solugéo de Salina; ASAB = analogo da substancia apaziguadora bovina. Os tratamentos (5 ml)
foram aplicados topicamente na regido de pele da nuca de cada animal.

75



70

71

72

73
74
75
76

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
~ Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Painel A
5,00 4 P-valor dia<0.01

a
4,50 -

4,00 A b

Cortisol, pg/dL

3,50 1

3,00 1

2,50 1

—— o

2,00 T T T T T 1

Dias

0,55 - .
Painel B a

0,50 P-valor dia < 0.01

0,45 1

0,40 1

0,35 1

Haptoglobina,mg/mL

0,30 A

0,25 LJ LJ LJ LJ LJ 1
Dias

22,0 - .
Painel C

21,0 1 p-valor dia < 0.01
20,0 -

19,0
18,0 -
17,0 1 b bc
16,0
15,0 - ¢
14,0
13,0 . . . . . .

Ceruloplasmina, ng/dL

Dias

Figura 5. Efeitos por dia das variaveis séricas de novilhas que receberam solucdo Salina (Salina; n = 14)
ou anélogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 15) no inicio da inseminacdo artificial em tempo
fixo (d -9). Painéis, A= niveis de cortisol (pg/dL), B= niveis de haptoglobina (mg/mL) e C = niveis de
ceruloplasmina (ng/dL).
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CAPITULO 2 - EFEITOS DO ANALOGO DA SUBSTANCIA
APAZIGUADORA BOVINA SOBRE O DESEMPENHO, ESTRESSE,
QUALIDADE DO MANEJO E REPRODUCAO DE VACAS NELORE Bos

indicus SINCRONIZADAS PARA IATF

O artigo a seguir sera submetido
ao periodico Livestock Science.
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EFEITOS DO ANALOGO DA SUBSTANCIA APAZIGUADORA BOVINA
SOBRE O DESEMPENHO, ESTRESSE, QUALIDADE DO MANEJO E
REPRODUCAO DE VACAS NELORE Bos indicus SINCRONIZADAS PARA
IATF

RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos do anélogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB) no
inicio do protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e subsequente
mudanca no escore de condicdo corporal (ECC), temperamento, qualidade do manejo,
sujidade na regido perineal, varidveis de estro, varidveis ovarianas, taxa de prenhez,
tamanho do concepto e varidveis séricas de vacas Nelore. Sessenta e oito vacas
(multiparas) foram selecionadas de acordo com temperamento e ECC e posterirormente
alocadas de forma aleatoria em dois tratamentos:1) Solucéo Salina (Salina; 0,9 NaCl; n =
34) ou; ASAB (n = 34) ambas as solucBes foram aplicadas topicamente entre 0s cornos
na regido da nuca (5 mL/vaca). Durante 0 d -11 ao d 7, as vacas foram mantidas em dois
piquetes, separadas por tratamento e entdo (d 7 ao d 60) reagrupadas em um Unico grupo.
O ECC foi avaliado no d -11, 0, 7, 14 e d 30. O temperamento foi avaliado no tronco de
contencdo, utilizando o escore de entrada e escore de saida (1-3; maior valor, mais
estressada) e o escore de tronco (1-5; maior valor, mais estressada) nod -11,-2,0, 7, 14 e
30, juntamente com as coletas de sangue. Foram avaliados os diametros (mm) dos
foliculos dominantes no dia da IA (d 0) e os didmetros da CL (d 7 e d14) apos a 1A (d 0).
Foram observado diferenca no ECC angulo de garupa e visual (P < 0.01) para dia. Para
as variaveis de temperamento ndo foi observado diferencas entre os tratamentos (P =
0.68). Nas variaveis qualidade de manejo, agressao (P = 0.08) e tempo para inseminar (P
= 0.01), as vacas do tratamento ASAB tendeu ser mais calmas durante o manejo e
desprenderam menos tempo para inseminar em relacdo ao tratamento Salina. Portanto, o
ASAB administrada no décimo primeiro dia antes da IA, ndo interferiu no ECC,
temperamento, sujidade na regido perineal, variaveis de estro, variaveis ovarianas,
progesterona, taxa de gestacao, tamanho de concepto e variaveis séricas.

Palavras - Chave: cortisol; feromonio; ovario; temperamento
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INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva de vacas esté associada a diversos fatores, como estresse,
nutricdo, manejo e doencgas (Cooke and Bohnert, 2011). Sendo assim, vacas submetidas
a protocolos de IATF, estdo sendo manejadas rotineiramente, com isso podem manifestar
alteracGes comportamentais e ou psicoldgicas, podendo apresentar baixa taxa de prenhez
(Cooke et al., 2011; Kasimanickam et al., 2014).

A ocorréncia de efeitos indesejados relacionados a eficiéncia reprodutiva, pode
ocorrer devido a secrecdo de diversos hormonios, como cortisol, adrenalina e
noradrenalina, sendo todos esses associados ao estresse (Aires, 2008). O aumento desses
hormdnios esta correlacionado com a ativacdo do eixo hipotalamico hipofisario adrenal
(HHA) (Couto et al., 2022), pois esses hormonios interferem na liberagdo do LH
(Marinho et al., 2016), no desenvolvimento folicular e consequentemente no diametro
corpo lateo, desempenho reprodutivo e perda embrionaria (Cooke et al., 2011; Debus et
al., 2002; Garcia-Ispierto et al., 2006).

Os animais quando expostos a um agente estressor, desencadeiam adaptacées
fisioldgicas para manter a homeostase, através de mecanismos intrinsecos que estimulam
0 HHA (Garcia-Ispierto et al., 2006; Sheng et al., 2021). As respostas de fase aguda
impactam na imunidade, temperamento, metabolismo, sistema nervoso auténomo e,
consequentemente, a reproducéo (Brandao and Cooke, 2021; Carroll and Forsberg, 2007).

Sendo assim, estudos direcionados a minimizar efeitos indesejaveis relacionados
ao bem-estar dos animais e para otimizar o desempenho reprodutivo, tem se intensificado
(Han et al., 2023; Magata et al., 2023b; Mclntosh et al., 2023). A substancia apaziguadora
bovina (ASAB) tem demonstrado resultados satisfatorios relacionados a minimizar o
estresse em bovinos, otimizando o desempenho dos animais, minimizando o estresse
causado pelo desmame dos bezerros e diminuindo a incidéncia de doencas no rebanho
(Cappellozza et al., 2020; Cooke et al., 2020). O ASAB € uma substancia sintética
composta por acidos graxos semelhante ao sintetizado na glandula mamaria (Cooke et al.,
2020).

Entretanto, ndo temos conhecimento de estudos avaliando os efeitos do ASAB na
reproducdo de vacas Nelore multiparas de corte. Nossa hipotese é que a administracdo do

ASAB no inicio do protocolo de IATF melhora o desempenho reprodutivo de vacas
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Nelore. Sendo assim, nosso objetivo foi avaliar os efeitos do ASAB no inicio do protocolo
de IATF e subsequentes alteragdes do ECC, temperamento, qualidade do manejo,
sujidade perineal, varidveis de estro, varidveis ovarianas, taxa de prenhez, tamanho do

concepto e variaveis séricas.

MATERIAIS E METODOS

Todas os animais foram manejados de acordo com as préaticas descritas no Guia
para 0 Cuidado e Uso de Animais na Pesquisa e Ensino (FASS, 2010) e protocolos
experimentais revisados e aprovados pelo comité de ética em uso animal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) ao abrigo do protocolo n° 1.135/2020.

Animais, tratamentos e coleta das amostras

Um total de 68 vacas (multiparas) Nelore (ECC = 4.25 + 0.10, escala 1 a 9 e
didmetro do foliculo ou corpo lateo > 7mm) foram selecionados e avaliados de acordo
com o temperamento; escore de entrada em uma escala de 1 — 3, sendo 1 quando 0s
animais entravam e saiam voluntariamente do tronco de contencdo, sem contato fisico
entre animal e manipulador; quando os animais necessitavam de encorajamento, sem
contato fisico, para entrar e sair do tronco de contencdo, e ou entrada e saiam trotando,
recebiam uma pontuacdo 2; se 0s animais necessitassem de encorajamento com contato
fisico, onde o manipulador batesse levemente na garupa do animal com a mao e ou
entravam ou saiam do tronco de contencéo correndo, eram classificados com a pontuagéo
3 (Baszczak et al., 2006). A pontuacdo do tronco de contencdo foi mensurada em uma
escala de 1-5, pontuacdo 1 foi empregada em animais mais calmos sem movimento
abrupto, escala 2 para animais inquietos, animais com movimentos frequentes foram
classificados com a escala 3, quando apresentavam movimentos constantes 4 e animais
gue manifestavam vocalizacdo, agitacdo no tronco de contencdo e animais violentos com
luta continua receberam a pontuacdo 5 (Cooke et al., 2011; Vedovatto et al., 2021).

Em seguida, foram estratificados por ECC e escore no tronco de contencgdo e
aleatoriamente designado para um dos dois tratamentos: 1) solucdo Salina (Saline; 0.9 %
de NaCl; n = 34) ou analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; (Secure Cattle,

Nutricorp®, Araras, SP, Brasil; n = 34). Para ambas as solugdes (5 mL/vaca) foram
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aplicadas topicamente entre os cornos, na regido da nuca de cada animal, conforme
indicado pelo fabricante. O grupo Salina recebeu a aplicacdo primeiro e imediatamente
alocado em um piquete. Em seguida, o grupo ASAB recebeu a solucéo e foi alocado em
outro piquete. Os piquetes foram separados por uma distancia de 200 m. Esse manejo foi
adotado para evitar qualquer contaminacédo cruzada. Cada piquete tinha 12 hectares cada,
formado com capim-marandu (Urochloa brizantha [Hochst. ex A. Rich] R. D. Webster,
cv. Marandu).

As vacas tinham acesso livre a agua e foi fornecido uma mistura completa de
minerais e vitaminas (Mega Fos 90 Milk, AgroMega Industria de Alimentos Animal,
Tamboara, PR, Brasil; Ca: 196 g / kg, P: 90 g/ Kg, Na: 99 g/ kg, Mg: 20 g/ Kg, S: 14 g
/ kg, Fe: 2.400 mg / kg, Zn: 3.000 mg / kg, Mn: 1.670 mg / kg, Se: 40 mg / kg, Cu: 1.200
mg / kg, F: 900 mg / kg, Co: 200 mg / kg, I: 180 mg / kg, vitamina A: 1500.000 Ul / kg,
vitamina D3: 30.000 Ul / kg e vitamina E: 1.500 Ul / kg; meta de ingestdo 100 g / d).
Apos a segregacdo, os grupos tratados ndo tiveram contato fisico entre os dias d -11 a d
7 (tempo de acdo do ASAB 15 dias), entdo, posteriormente foram reagrupadas e
manejadas em um Unico grupo, até o final do experimento (d 7 ao d 60).

O ECC foi avaliado em d-11, 0, 7, 14 e d 30, para avaliacdo do ECC, foram
utilizado duas técnicas, visual, avaliacdo realizada por Unico observador treinado (Herd
and Sprott, 1986) e a relacdo entre o angulo interno formado entre os lados esquerdo e
direito da garupa (IAR) que foi mensurada quando as vacas entram no troco de contencgéo
(Pfeifer et al., 2017). O temperamento foi avaliado por trés técnicos treinados em d -11, -
2,0,7, 14 e d 30. Todas as vacas foram manuseadas com calma durante todo o processo
de avaliacdo, sem uso de choque elétrico ou qualquer outro contato fisico até chegarem
ao tronco de contencdo. Todas as vacas foram designadas para um protocolo IATF de d -
11 ao d 0. Em d -11, as vacas receberam 2 mg por via intramuscular de benzoato de
estradiol (Gonadiol; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e inserido com um dispositivo intravaginal
liberador de progesterona, contendo 0,5 g de progesterona (PRIMER; Agener Unido, Sdo
Paulo, Brasil). Em d - 2, o dispositivo foi removido e as vacas receberam aplicacédo
intramusculares de PGF2a (12,5 mg; Lutalyse; Zoetis, S&o Paulo, Brasil), cipionato de
estradiol (1 mg; ECP; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e eCG (300 Ul; Novormon; Zoetis, Sdo
Paulo, Brasil). Em d 0 (aproximadamente 48 h apds a aplicagdo de PGF2a), as vacas

foram inseminadas por um Unico técnico usando o sémen de um Unico touro Nelore. O
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7,5 MHz; Mindray DP 2200 VET, Shenzhen, China), bem como as estruturas ovarianas
(Figura 7).

Foram avaliados os didmetros (mm) dos foliculos dominantes no dia da 1A (d 0)
e os diametros da CL (d 7 e d14) apds a IA (d 0). Os volumes CL (cm 3) foram calculados
utilizando-se a formula para volumes da esfera [V = 4/3 n(D/2) 3] onde D € o diametro
méaximo (mm) do CL(Cooke et al., 2009a).

Amostras de sangue foram coletadas da veia coccigea em d -11, 0, 7, 14 e 30 em
tubos de coleta de sangue de 10 mL (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EUA) com heparina sddica. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram
armazenadas em gelo e, em seguida, centrifugadas a 1200 xg por 30 minutos para a
colheita de plasma. Amostras de plasma foram armazenadas a -20 °C para analises
posteriores das concentracdes de haptoglobina, ceruloplasmina, cortisol e progesterona.
As concentragdes plasmaticas de progesterona foram analisadas em d 7 e d 14. Amostras
coletadas manualmente de pastagens, d- 11, d7 e d30, foram coletadas e secas a 60 °C por
5 dias, posteriormente moidas a 1 mm, amostras inicialmente compostas foram

reagrupadas em uma unica amostra e analisadas quanto a composic¢ao quimica (Figura 8).

Analises Laboratoriais

Amostras de forragem, mateéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas foram
analisados de acordo com metodos oficiais de analise (AOAC, 2019). As concentragdes
de lignina, fibra em detergente neutro (FDN) e acido (FDA) foram realizadas (VVan Soest,
1994; Van Soest et al., 1991). Foram calculadas as concentrac6es de nutrientes digestiveis
totais (NDT) (Weiss et al., 1992), energia digestivel (DE), energia metabolizavel (ME) e
energia liquida (NE) das amostras (NASEM, 2016).

Amostras de plasma foram analisadas para cortisol (Immulite 1000; Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA) conforme descrito anteriormente
(Cooke et al., 2019), haptoglobina (Cooke and Arthington, 2013) e progesterona (Martins
etal., 2017).
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Analises Estatisticas

Para todas as analises, as vacas foram consideradas como unidade experimental.
Os resultados das alteragfes do ECC, tempo de inseminacéo, sujidade na regido perineal,
escore de estro, varidveis ovarianas e tamanho do concepto foram analisados pelo
procedimento MIXED do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC; version 9.4) e as taxas de
agressdo, acidente, monta e prenhez pelo procedimento GLIMMIX / SAS. Para ambos
foi utilizado a aproximacdo de Satterthwaite para determinar os graus de liberdade para o
teste de efeitos fixos. Todos esses dados foram testados para efeito fixo tratamento,
utilizando vacas (tratamento) como efeito aleatério. Os dados do ECC e escore de
temperamento (escores de entrada, tronco e saida) foram analisados como medidas
repetidas utilizando o procedimento MIXED do SAS e testados quanto aos efeitos fixos
do tratamento, dia e interacdo, utilizando vacas (tratamento) como variavel aleatoria. As
estruturas de covariancia foram selecionadas de acordo com o menor critério de
informacdo de Akaike. Todos os resultados obtidos em d -11 (inicio do estudo) para cada
variavel foram incluidos como covaridveis em cada respectiva de analise, mas foram
retirados do modelo quando P > 0,10. As médias foram separadas por meio de PDIFF e
todos os resultados foram relatados como LSMEANS seguidos de SEM. A significancia
foi definida quando P < 0,05 e tendéncia quando P > 0,05 e < 0,10. Para avaliar a

correlacdo entre as variaveis foi utilizado o procedimento CORR do SAS.

RESULTADOS

As variaveis ECC, angulo de garupa, nao apresentaram diferenca para interacéo
tratamento x dia (P = 0.59), bem como efeito de tratamento (P = 0.47). Contudo, 0 ECC
angulo de garupa (P < 0.01) apresentou diferenca para dia dentre os tratamentos (Tabela
2). Para ECC visual, ndo foi observado diferencas para interacdo tratamento x dia (P =
0.47) e efeito de tratamento (P = 0.22), porém foi detectado (P < 0.01) diferenca para dia
dentre os tratamentos (Tabela 2).

Para varidveis temperamento (Table 3), ndo foram observados efeitos para

interacéo tratamento x dia, escore de entrada (P = 0.80), escore tronco (P = 0.50) e escore
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de saida (P = 0.81), e efeitos de tratamento, escore de entrada (P = 0.68), escore tronco
(P =0.67) e escore de saida (P = 0.83), sendo observado diferencas para dia, escore de
entrada (P < 0.01), escore tronco (P < 0.01), porém ndo para escore de saida (P = 0.72).

Em relacdo as varidveis qualidade de manejo, agressao (P = 0.08) e tempo para
inseminar (P = 0.01), as vacas do tratamento ASAB tendeu ser mais calmas durante o
manejo e desprenderam menos tempo para inseminar em relagdo ao tratamento SALINA,
porém nao foi detectado efeito de tratamento (P = 0.20) para sujidade da regido perineal
(Tabela 3).

Diferencas ndo foram observadas entre os tratamentos para as variaveis de cio
(Tabela 4), escore estro (P = 0.40) e monta (P = 0.33), bem como para as variaveis
ovarianas, diametro do foliculo dominante d 0 (P = 0.44), diametro CLno d 7 (P =0.34)
ed14 (P =0.37), volume do CLnod 7 (P = 0.34) e d 14 (P = 0.65) e concentragédo
plasmatica de progesterona d 7 (P = 0.50) e d 14 (P = 0.61).

Os tratamentos nédo diferiram em relagdo a taxa de prenhez no d 30 (P = 0.81) e
para tamanho do concepto no d 37, angulo de garupa (P = 0.19) e tamanho torécico (P =
0.94), entre os grupos avaliados (Tabela 4).

Sobre as varidveis séricas (Tabela 5) ndo foi observado efeito de interacdo
tratamento x dia, cortisol (P = 0.89) e haptoglobina (P = 0.89), bem como para tratamento,
cortisol (P = 0.66) e haptoglobina (P = 0.24), contudo foi observado diferenca para dia
0s niveis de haptoglobina (P < 0.01), porém néo foi detectado diferenca para dia nos

niveis plasmaticos de cortisol (P = 0.79).

DISCUSSOES

A influéncia do ASAB esté associada a seu efeito apaziguador (Cappellozza et al.,
2020; Cooke et al., 2020), pois animais mais calmos, ganham mais peso corporal em
comparacdo a animais mais excitados e consequentemente, alteram o ECC (Cooke et al.,
2019; Vedovatto et al., 2021). Contudo a utilizacdo do ASAB no presente estudo, ndo
interferiu no ECC dos animais, bem como nas variaveis de temperamento avaliadas,
sendo uma resposta nao esperada. Em nosso estudo, ambos os tratamentos ndo diferiram

em relacdo ao temperamento. Porém para todas as observacdes de temperamento, ambos
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0S grupos, apresentaram temperamentos classificados como, animais calmos (Baszczak
et al., 2006; Cooke et al., 2011; Vedovatto et al., 2021).

Corroborando com Boyle et al. (2022) a importancia de um manejo saudavel e
harménico, possibilita que os animais mantenham condigdes fisicas e psicoldgicas
adequadas ao sistema de producdo. Sendo assim, uma possivel justificativa para essas
observacOes de temperamento, poderia ser o manejo utilizado pela equipe e a boa
interacé@o entre animais e humanos (Rault et al., 2020).

A importancia de se mensurar o0 ECC antes e durante a gestacdo (Nishimura et al.,
2018), esta associada a reservas de energia adequada que serdo utilizadas pelas fémeas
durantes as fases reprodutivas (D’Occhio et al., 2019). Sendo assim, de acordando com
Pfeifer et al. (2017), utilizando a técnica (IAR), os animais utilizados no presente estudo
estavam aptos para reproducdo. Contudo, alguns autores (Bormann et al., 2006;
Dickinson et al., 2019) relataram, através da técnica ECC visual, que fémeas com ECC <
5 ndo apresentam reservas de energia adequadas para reproducdo. Sendo assim segundo
0 ECC visual as vacas utilizadas no experimento, ECC < 5, apresentaram ECC inferior
durante a estacdo reprodutiva, 0 que poderia ter impactado negativamente na taxa de
prenhez. Em contrapartida, de acordo com técnica (IAR), as vacas estariam aptas a
reproducdo. Contudo em nosso estudo, a ASAB néo influenciou na taxa de prenhez.

No presente estudo o tratamento ASAB tendeu a uma menor agressao em relagédo
ao tratamento Salina e um menor tempo para inseminacdo. Segundo Rueda et al. (2015),
animais que apresentam temperamento mais agressivos, apresentam um efeito negativo
no manejo durante o protocolo de IATF, bem como desprendem mais tempo para
inseminacdo. Além do mais apresentam uma taxa de gestacdo menor do que animais
calmos e o risco de infeccdo do trato reprodutivo é aumentada (Hosie et al., 2019).
Contudo em nosso estudo, esses efeitos ndo foram relacionados a temperamento.
Possivelmente essas observacGes foram relacionadas a variaveis ndo analisadas neste
estudo. Em nosso estudo ndo foi observado diferenca na sujidade perineal, sendo um
indicativo de animais com temperamento calmo. Pois animais excitados, excretam e
propagando mais fezes e urina na regido perineal, bem como, aumentam a frequéncia de
movimentacdo da cauda durante o manejo (Lensink et al., 2000; Rushen et al., 2001).

Em relacdo as variaveis ovarianas, ndo foi observado diferenca entre 0s

tratamentos. O diametro do foliculo dominante poderia influenciar nos niveis de
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estrogénio sistémico (Nufiez-Olivera et al., 2022), o qual, poderia diferenciar o escore de
estro (Pohler et al., 2012)e consequentemente percentagem de monta (Perry et al., 2014).
Além disso, ndo foi observado em nosso estudo, diferencas no didmetro de CL,
concentracdo plasmatica de progesterona, taxa de gestacdo e tamanho de concepto. O
tamanho do foliculo dominante esta associado ao tamanho do CL (Dieleman et al., 1983),
concentracdo plasmatica de progesterona (Li et al., 2007), taxa de prenhez e tamanho de
concepto (Lonergan and Sanchez, 2020).

No presente estudo ndo foi detectado diferencas nos niveis plasmaticos de cortisol,
que poderia impactar negativamente no eixo HHG, pela hiper estimulacéo do eixo HHA
que aumentaria a secre¢do de ACTH, inibindo a secrecdo de LH pela hipofise (Dobson
and Smith, 2000). Com o aumento de ACTH, niveis plasmaticos de cortisol seriam
aumentados e reduziriam o desempenho reprodutivo (Mello et al., 2020). Contudo, néo
foi observado diferencas em temperamento para ambos 0s grupos, sendo assim 0s niveis
de cortisol também néo diferiram, porém a taxa de gestacdo para ambos 0s grupos foi
inferior a 50%.

Em um estudo realizado por (Cooke et al., 2009b) avaliando os efeitos de
aclimatizacdo de vacas interagindo com humanos, animais climatizados e néo
climatizados, os autores avaliaram os niveis plasmaticos de cortisol, foi observado niveis
superiores (3.33 ug/dL) em animais climatizados, niveis superiores aos detectados no
presente estudo.

Animais quando submetidos a situacao de estresse (Cooke et al., 2012), a proteina
de fase aguda (APP), haptoglobina, é sintetizada pelo figado (Patel et al., 2002). Sendo
uma indicadora biologica para deteccédo e respostas de fase aguda (Murata et al., 2004).
No presente estudo ndo observamos diferencas entre os tratamentos, corroborando com
0s observados nas varidveis de temperamento e niveis plasmaticos de cortisol.
Corroborando com (Vedovatto et al., 2021) realizando um experimento avaliando
temperamento de vacas Nelore submetidas a um protocolo de IATF, também néo detectou
diferencas em niveis plasmaticos de haptoglobina. Contudo (Cooke et al., 2012)
observaram diferencas em niveis de haptoglobina avaliando vacas calmas vs excitadas.
Esses resultados demonstram que no presente experimento as vacas mantiveram

temperamento calmo, o que nao diferiu entre os tratamentos.
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do ASAB influenciando no temperamento e consequentemente no desempenho
reprodutivo de vacas Nelore submetidas a um protocolo de IATF, ajuda a compreender
que é necessario avaliar outras varidveis que poderiam impactar na reproducdo. Além do
mais, o grupo desconhece outro estudo que avaliou a utilizagdo do ASAB no desempenho
reprodutivo de vacas multiparas Nelore submetidas a um protocolo de IATF, mais estudos
avaliando a utilizacdo do ASAB influenciando no temperamento e pardmetros

reprodutivos Sao necessarios.

CONCLUSAO

A utilizagdo do ASAB no décimo primeiro dia antes da IA, ndo influenciano ECC,
temperamento, sujidade na regido perineal, variaveis de estro, variaveis ovarianas,
progesterona, taxa de gestacdo, tamanho de concepto e varidveis séricas. Contudo o

ASAB apresenta tendéncia para minimizar agressao e tempo para inseminar.
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3 Tabela 1 Composi¢do quimica da graminea Marandu, pastejada por vacas durante o experimento.

fitens: ASAB SALINA SALINE e ASAB
d-9 d-9 d7 d3o
Matéria Seca (MS), g/kg 925 925 929 923
Proteina Bruta g/kg of MS 46.4 50.0 54.6 56.8
FDN % 68.07 68.6 69.33 78.00
FDA % 37.94 39.02 36.73 39.56
Lignina % 7.25 6.15 8.74 7.52
Extrato Etéreo % 0.77 0.78 0.58 0.64
Cinzas % 12.71 12.71 9.50 7.65
NDT?g/Kg 504.58 520.68 507.85 522.32
Mcal/kg of MS 2.22 2.30 2.24 2.30
NEm3, 0.98 1.04 1.00 1.05
NEg?, Mcal/kg 0.44 0.49 0.45 0.49
4 FDN, fibra em detergente neutro; FDA, fibra em detergente acido; NDT, nutrientes digestiveis totais;
5 NEm, energia liquida para mantenca; NEg, energia liquida para ganho.
6  2Calculo descrito por Weiss et al. (1992).
7  3Calculo utilizando as equagdes propostas pelo NASEM (2016).
8
9
Remocio
dispositivo Dia 30
02 =
Inicio Inseminacio
Protocolo Artificial
o) I Dispositivo Progesterona I 03)
D-11 Dilo Di9 D8 D-7 D=-6 Dl.s D-4 D-3 D:2 1)11 D‘O ! | 0-4
2 mg/IM Benzoato 12,5 mg/IM Prostaglandina (PGF2a) A .
d(i estr.adiol. . 1 mg/IM Cipionato de estradiol D(l;eg;:::;l;o
Insercao Dispositivo 300 U/IM Gonadotrofina
Intravaginal liberador Coribnica equina (eCG)
de progesterona (CIDR)
10

11 Figura 6 Esquema do protocolo de inseminac&o artificial de tempo fixo (IATF) ded -11aod 0. Emd - 11,
12 asvacas receberam aplicacdo intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol; Zoetis, S&o Paulo,
13 Brasil) e foi inserido com um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (PRIMER; Agener). No d
14 -2, o dispositivo foi removido e foi aplicado via intramuscular PGF2a (12,5 mg; Lutalyse; Zoetis, S&o
15  Paulo, Brasil), cipionato de estradiol (1 mg; ECP, Brasil) e eCG (300 Ul; Novormon; Zoetis). No dia d 0,
16  foi realizado o diagndstico de gestacao.
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Dia - 11 (IA) Dia da Inseminacio Dia 14
Inicio Experimento

Dia 0
::CC Protocolo IAFT ECC / Temperamento Temperamento / Dia 37 (Final)

pep roeees Tamanho do concepto
Avaliagcao temperamento Coleta sangue Coleta sangue

Coleta Sangue Qualidade Manejo e Tamanho CL

sujidade perineal
Escore estro / Monta

Aplicacao tratamentos
Amostra das pastagens

ECC

Diametro Foliculo

ECC / Temperamento
Coleta sangue

Dia -2 (IA) Tamanho CL
Amostra da pastagem

Dia 30

Temperamento

Diagnéstico-Gestacao

0 PC/ECC

Coleta sangue
Amostra da pastagem

\, Temperamento

/ Protocolo

Aplicagao tinta
(Escore Estro)

17

18 Figura 7 Fluxo das etapas desenvolvidas com vacas submetidas a um protocolo de IATF, aplicacdo solugéo
19 Salina (n=14), substancia apaziguadora bovina ASAB (n=15) e coleta de amostras

20
21
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e »
Tabela 2 Parametros corporais de vacas multiparas recebendo solugdo Salina (Salina; n = 34) ou substancia

gg apaziguadora bovina (ASAB; n = 34) no inicio do protocolo de inseminag&o artificial em tempo fixo (d -
24 11).
Tratamentos! P-valor
Itens SALINA ASAR SEM Tratamento Dia Tratamento
x dia
ECC angulo garupa, © 0.47 <0.01 0.59
d-11 104.83 104.69 0.77
do 102.98 102.90 0.77
d7 109.64 111.44 0.82
d14 111.90 112.01 0.83
d 30 112.16 113.11 0.83
Meédia (d -11 ao 30) 108.30 108.83 0.52
Mudanca ECC, °
d-9a030 7.50 8.71 1.24 0.48 - -
ECCvisual, 1-9 0.22 <0.01 0.47
d-9 4.13 4.38 0.10
do 3.91 3.83 0.10
d7 4.06 4.17 0.11
d14 4.03 4.19 0.11
d30 4.49 4.63 0.11
Média (d -11 ao 30) 4.23 4.24 0.07
Mudanga ECC visual, 1 - 9
d-11a030 0.40 0.22 0.17 0.42 - -

25 ! Salina = solugéo Salina; ASAB = substancia apaziguadora bovina. Tratamento (5 ml) foram topicamente
26  aplicados na regido da nuca dos animais.

27
28
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29  Tabela 3 Temperamento, qualidade do manejo e sujidade da regido perineal de vacas multiparas recebendo
30  solucdo Salina (Salina; n = 34) ou substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 34) no inicio do protocolo
31  deinseminacdo artificial em tempo fixo (d -11).

Tratamentos? P-valor
ten’ Salina ASAB SEM Tratamento Dia Tratamento
x dia
Temperamento
Escore entrada (1 — 3) 0.68 <0.01 0.80
d-11 1.30 1.25 0.09
d-2 1.30 1.41 0.09
do 1.36 1.32 0.09
d7 1.36 1.32 0.10
di14 1.21 1.25 0.11
d30 1.50 1.66 0.11
Meédia (d -11 ao 30) 1.34 1.37 0.06
Escore Tronco (1 - 5) 0.67 <0.01 0.50
d-11 2.01 1.92 0.08
d-2 1.53 1.42 0.08
do 1.25 1.08 0.08
d7 1.13 1.17 0.10
d14 1.02 1.13 0.10
d30 1.20 1.26 0.10
Média (d -11 ao 30) 1.36 1.33 0.04
Escore saida (1 —3) 0.83 0.72 0.81
d-11 1.31 1.23 0.08
d-2 1.28 1.22 0.07
do 1.34 1.26 0.07
d7 1.20 1.30 0.08
d14 1.16 1.19 0.09
d30 1.23 1.23 0.08
Média (d -11 ao 30) 1.25 1.24 0.04
Manejo e Sujidade (d 0)
Agressdo, % 9.09 (3/34) 0.00(0/34) 3.59 0.08 - -
Tempo Inseminacdo, s 14.56 12.17 1.03 0.10 - -
Sujidade perineal, % 43.19 34.09 4.99 0.20 - -

32  !Salina = solugdo Salina; ASAB = substancia apaziguadora bovina. Tratamentos (5 ml) foram aplicados
33  topicamente na regido de pele da nuca de cada animal.
34 Valores em parénteses representam o nimero de vacas que apresentaram acidente ou agressao.

35
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Tabela 4 Variaveis Reprodutivas de vacas multiparas recebendo solugdo Salina (Salina; n = 34) ou
substancia apaziguadora bovina (ASAB; n = 34) no inicio da inseminacdo artificial de tempo fixo (d -11).

Tratamentos?
Itenst SEM P-valor
Salina ASAB

Variaveis Estro
Escore Estro (d 0), 1 -3 1.82 1.67 0.13 0.40
Monta (d 0), % 78.79 (27/34) 87.88 (30/34) 6.53 0.33
Variaveis Ovarianas
Diametro Foliculo Dominante (d 0), mm 13.46 12.75 0.60 0.44
Diametro CL, mm

d7 19.20 18.52 0.52 0.34

d14 18.38 18.96 0.47 0.37
Volume CL, cm?

d7 3.88 3.50 0.29 0.34

di4 3.46 3.63 0.28 0.65
Progesterona, hg/mL

d7 5.94 5.08 0.96 0.50

di4 6.76 6.08 0.90 0.61
Taxa Gestacéo, %

d 37 46.88 (15/34) 50.00 (16/34) 8.97 0.81
Tamanho Concepto
Angulo Garupa, mm

d 37 10.55 9.86 0.36 0.19
Toréxico, mm

d 37 4.58 4.61 0.23 0.94

INos protocolos de IATF, no momento da remogéo do dispositivo de progesterona, todas as vacas eram
pintadas na regido sacral com tinta (RaidexMaxi; RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Alemanha), e no
momento da inseminacéo artificial, a expressdo do estro foi avaliada e classificada em escores de acordo
com a remogao da tinta na regido sacral: 1 —sem remogao de tinta = sem expressdo do estro; 2 — ma remocdo
de tinta = baixa expressdo do estro; 3 — remocao total da tinta = alta expressdo do estro (Rodrigues et al.,
2019).

2 Salina = solucdo Salina; ASAB = substancia apaziguadora bovina. Os tratamentos (5 ml) foram aplicados
topicamente na rea da pele da nuca de cada animal. Os valores entre parénteses representam o nimero de
vacas que sofreram acidente ou causaram agressao.
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49  Tabela5 Varidveis séricas de vacas que receberam solucdo Salina (Salina; n = 14) ou analogas a substancia
50  apaziguadora bovina (AASAB; n = 15) no inicio da inseminacéo artificial em tempo fixo (d -9)

Tratamentos? P-valor
ten’ Salina ASAB SEM Tratamento  Dia Tratamento
x dia
Cortisol (pg/dL) 0.66 0.79 0.89
d-11 2.67 291 0.32
do 2.69 2.72 0.32
d7 2.39 2.54 0.42
d14 2.82 2.60 0.40
d30 2.67 3.17 0.40
Média (d -9 ao 30) 2.64 279 022
Haptoglobina (mg/mL) 0.24 <0.01 0.89
d-11 0.38 0.38 0.02
do 0.40 0.38 0.02
d7 0.26 0.26 0.02
d14 0.34 0.31 0.02
d30 0.34 0.32 0.02
Média (d -9 ao 30) 0.35 0.33 0.01

51 ! Salina = solugéo Salina; ASAB = substancia apaziguadora bovina. Os tratamentos (5 ml) foram

52  aplicados topicamente na area de pele da nuca de cada animal.

53
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IMPLICACOES DE CONSIDERACOES FINAIS

O estresse cronico e intenso pode afetar negativamente a saude reprodutiva em
fémeas bovinas, interferindo na regulacdo hormonal e metabdlica do ciclo reprodutivo. A
disrupcdo da homeostase do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) devido ao
estresse pode levar a problemas de fertilidade, impactando a eficiéncia produtiva e
reprodutiva do rebanho.

A compreensdo dos efeitos do estresse sobre o sistema reprodutivo é crucial para
a industria pecuéria, visto que a eficiéncia do rebanho esta intrinsecamente ligada a satde
e bem-estar dos animais.

Estratégias de manejo reprodutivo devem levar em consideracdo os impactos do
estresse sobre as variaveis reprodutivas e produtivas, visando garantir um ambiente
confortavel e seguro para os animais. Além disso, o uso do ASAB demonstrou influenciar
positivamente algumas variaveis relacionadas ao desempenho reprodutivo, destacando a
importancia de pesquisas continuas para desenvolver abordagens preventivas e

terapéuticas que otimizem a reproducao e a producao.
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ANEXOS

Anexo | — Mapa de calor da correlacdo de Person entre as variaveis avaliadas no experimento. Cores verdes
representam correlacdo positiva, cores vermelhas representam correlacdo negativa entre as variaveis.
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$ = 8§ s 3 # E E E 5 5 & 5 § &
- @ s % < 2 = E E T ° n z -
£ 5 £ g £E LS S = = = & % 2 %
2 2 % B 5§ § =2 9 2 a4 =2 £ 5 = 5
HE U H B AR A U LU U U &g U @O U
Entry score 00 0.40 0.47 0.24 0.30 -0.04 0.08 0 0.14 002 O 0 0.43 0.06 0.09
Chute score =JolNEN ol R ToHls) 0.41 -0.16 0 0.01 0.10 0.03 0.09 0.10 0.38 -0.10 0.06
I IRIv ) N 0.47 0.36 1.00 0.45 O 0.09 -0 0.02 0.14 0.05 0 0.05 0.36 0.0 0
Time to inseminate —J{eRZ30 0.4 00 -0.07 -0.05 -0 0.16 -0.03 0.04
Perineal dirtiness —JLAIUCE MY 0.0 00 0 0.0 0 0 0.18
FEstrus score =LA K N RN o 00 -0.44 0.19-0.18 0.0
DF diameter —jSReL: ] 0 0 0.01-0.44 1.00 0 0.39 -0.10
CL diameter (d7) ={RtRA0EMINY 00 0.99 0.34 0.36 0.14
CL diameter (d14) =2 0.10 0.14 00 0.98 0 0 0.28 0
CL volume (d7) =jeRelaoRo £ R0 0.99 00 0.30 0.39 0.20
CL volume (d14) = 0.09 0 0.98 00 O 0.09 0 0.0
Progesterone (d14) =R R IR R 0 0 00 0.14 0.06 -0.0
Cortisol =EEM RN 0.16 O 0.19 -0 0.34 -0 0.30 -0.09 0.14 1.00 -0.05 0.18
Haptoglobin —JN AR R TN RN 0.18 0.39 0.36 0.28 0.39 0 0.06 -0.0 00 -0.09
(3NN N EEIL RS 0.09 0.06 O (0.04 0.18 0.03 -0.10 0.14 0 0.20 0.05 -0.06 0.18 -0.09 1.00
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Anexo Il. Escore de condi¢do corporal angulo de garupa, relagdo entre o angulo interno formado entre os
lados esquerdo e direito da garupa, entre 104° e 124°, fémeas aptas para reprodu¢do
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13 Anexo Ill. Aplicacdo dos tratamentos, topico, tratamentos: 1) solucdo Salina (Saline; 0.9 % de NaCl) ou
14  analogo da substancia apaziguadora bovina (ASAB; (Secure Cattle, Nutricorp®, Araras, SP, Brasil).
15

16
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