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RESUMO

O presente estudo foi dividido em trés experimentos: 1 (efeito da progesterona
na taxa de concepcao), 2 (efeito da lutedlise precoce na dinamica folicular) e 3
(efeito da lutedlise precoce na taxa de concepcdo). No experimento 1
utilizaram-se 1006 vacas da raca Nelore (Bos indicus) subdivididas em quatro
tratamentos de acordo com a categoria (lactantes vs. ndo lactantes ciclicas) e
com o numero de usos do dispositivo (novo vs. previamente utilizado 8 dias),
em arranjo fatorial 2x2. Na ocasido da insercéo (D0) do dispositivo de P4, todos
0s animas receberam 2mg de benzoato de estradiol. No dia oito (D8) todas as
fémeas foram tratados com 25mg de PGF,,, 1mg de cipionato de estradiol e
300Ul de eCG. As taxas de concepcdo foram 152/294 (51,7%)* para
lactantes/novo, 189/363 (52,1%) para lactante/usado, 51/151 (33,8%)° para
ndo lactante/novo e 91/198 (46,0%)? para nio lactante/usado (P=0,0007). No
experimento 2 (n=44) avaliou-se o efeito da antecipacdo da PGF,./lutedlise no
protocolo de IATF sobre a dindmica folicular de vacas Nelore ciclicas ndo
lactantes. Com base no momento da administracdo de PGF,, formou-se 3
tratamentos (D0/8, D6 e D8). Assim, no tratamento DO0/8, as vacas foram
tratadas com 25mg de PGF,, nha insercdo e na remocdo do dispositivo
intravaginal de P4, no tratamento D6, a PGF,, foi administrada 48h antes da
remocao do dispositivo, enquanto que no D8, a PGF,, foi administrada na
remocao do dispositivo. Na ocasido da remocéo dos dispositivos (D8) todas as
vacas foram tratadas com 300Ul de eCG e 1mg de cipionato de estradiol. Da
insercéo a remocgéao do dispositivo a dindmica folicular foi monitorada por ultra-
sonografia a cada 24h. Do D9 até 96h apds a remocao do dispositivo em
intervalos de 12h. As amostras sanguineas foram coletadas no DO, D3, D6, D7,
D8, D9, D10 e D22 para avaliar as concentracdes plasmaticas de P4 em cada
tratamento hormonal. Houve superioridade significativa do tratamento DO0/8
quando comparado ao D6 e D8 em relacdo a taxa de crescimento do FD da
insercéo a remocao do dispositivo (1,1+0,1% vs. 0,9+0,1° vs. 0,8+0,1° mm/dia,
respectivamente), diametro do FS (4,9+0,3% vs. 4,0+0,2° vs. 4,1+0,2°mm),
diametro do FD (6,60,22 vs. 5,7+0,1° vs. 5,9+0,2°mm). O diametro maximo do
FD e da taxa de ovulacdo (TxOV) foram menores no tratamento D8
(8,1£0,7mm e 35,5%£13,3%) quando comparado aos tratamentos D0/8 e D6 que
nao apresentaram diferenca significativa entre si (9,940,3 vs. 9,7£0,4mm e
93,346,7 vs. 80,0+£10,7%, respectivamente). Em resumo, a antecipacdo da
lutedlise permitiu o maior desenvolvimento folicular devido a menor
concentracédo de P4 circulante durante o protocolo. No experimento 3 (n=342),
adotou-se a mesma metodologia usada no experimento 2. Foi realizada US em
20% das fémeas, as quais apresentaram taxa de ciclicidade de 99% (99/100),
tendo sido consideradas uma amostra de fémeas ciclicas. Nao houve diferenca



significativa entre as taxas de concepc¢éo de vacas submetidas aos tratamentos
DO0/8, D6 ou D8 (59,3% vs. 63,4% vs. 60,6%, respectivamente; P>0,05). Assim,
conclui-se que a diminuicdo dos niveis sanguineos de progesterona
exodgena/endogena durante o protocolo de sincronizagdo potencializa o
crescimento folicular e a ovulacédo, pode tornar-se alternativa para otimizar os
resultados de IATF.

Palavras - chaves: Bovinos, PGF, lutedlise, sincronizacao.
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ABSTRACT

The present study was performed in three experiments: 1 (effect of
progesterone on conception rate), 2 (effect of early luteolysis on follicular
dynamics) and 3 (effect of early luteolysis on conception rate). In experiment 1
were used in 1006 Nelore cows (Bos indicus) distributed into four treatments
according to category (lactating x nonlactating cyclic) and the device number of
uses (new x previously used for 8 days) in a 2x2 factorial design. At the
insertion of the P4 device (D0), all animals received 2mg of oestradiol benzoate
(EB). In eight days (D8) all cows were treated with 25 mg of PGF,4 plus 1 mg of
estradiol cypionate (EC) and 300Ul eCG. Conception rates were 152/294
(51.7%) for lactacting/new; 189/363 (52.1%) for nursing/used; 51/151 (33.8%)
for nonlactating/new and 91/198 (46.0%) for nonlactating/used (P = 0.0007). In
experiment 2 (n=44) was evaluated the effect of early PGF,/ luteolysis at
progesterone-based protocol on follicular dynamics and P4 perfil in cycling
nonlactating Nelore cows. Three treatments were performed: PGF D0/8, D6 and
D8). Thus, in DO/8 treatment cows were treated with 25mg of PGF at device
insertion and withdrawal;, PGF D6, PGF administered at 48h before device
withdrawal; and D8, PGF administered only at device withdrawal. At device
withdrawal (D8) all cows were treated with 300Ul of eCG and 1mg of EC. To
device insertion from withdrawal, follicular dynamics was monitored by
ultrasonography every 24 hours. To D9 from 96 hours after device withdrawal
the ultrasound exam was performed at 12h intervals. To evaluate P4 profile,
blood samples were collected on DO, D3, D6, D7, D8, D9, D10 and D22. The
DO0/8 treatment was significantly better than D6 and D8 for the DF daily growth
rate to device insertion from withdrawal (1.1+0.1 vs 0.9+0.1 vs 0.8£0.1mm/day,
respectively), SF diameter (4.9+0.3 vs 4.0+0.2 vs 4.1+0.2mm), DF diameter
(6.6+0.2 vs 5.7+0.1 vs 5.9+0.2mm). The maximum diameter of DF and the
ovulation rate (TxOV) were lower in D8 treatment (8.1+0.7mm and 35.5+13.3%)
when compared to DO/8 and D6 treatments which showed no differences
between them (9.9+0.3 vs 9.7+t0.4mm and 93.3%6.7 vs 80.0£10.7%,
respectively). In summary, the early luteolysis inducted the more expressive
development of dominant follicle due to lower circulating P4 during the protocol.
In experiment 3 (n=342), was performed the same experimental design of
experiment 2 to evaluate the conception rates to timed artificial insemination
(TAI). Ultrasound examination was performed in 20% of females and in 99%
(99/100) was found corpus luteum (cyclic females). The conception rate of
D0/8, D6 and D8 treatments was similar (59.3% vs 63.4% vs 60.6%,
respectively, P> 0.05). Thus, we conclude that the decrease in blood levels of
exogenous/endogenous progesterone during the synchronization protocol
enhances follicular growth and ovulation, and may be an alternative to optimize
TAI programs.

Key words: Cattle, PGF, luteolysis, synchronization.
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro € composto por cerca de 209,5 milhdes
de animais (IBGE, 2010), no qual predomina a subespécie Bos indicus 80%
(BARUSELLI et al.,, 2007). Esses animais estdo, em sua maioria, localizados
em areas tropicais e subtropicais devido a sua adaptagdo as altas
temperaturas, umidade e condi¢cdes de manejo. Contudo, as fémeas mantidas
em regides tropicais apresentam alta incidéncia de anestro pés-parto, o que
diminui a taxa de servico e aumenta o intervalo parto concepc¢éo, afetando
negativamente o desempenho reprodutivo. Sendo assim, uma das alternativas
para melhorar a eficiéncia reprodutiva, associada ao melhoramento genético,
sem a necessidade de deteccao de estro é a sincronizacdo da ovulacdo para
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Além disso, a IATF tem o potencial
de encurtar a estacao reprodutiva, produzir bezerros uniformes e simplificar o
uso da inseminacao artificial (1A).

Falhas na deteccdo de estro aumentam o numero de dias
improdutivos dos animais, o intervalo entre partos e diminuem o numero de
bezerros nascidos. Ao observarem esses efeitos, muitos fazendeiros
interrompem seus programas de inseminacdo artificial. Dessa forma,
programas de inseminacdo em tempo fixo colaboram para o aumento da
eficiéncia e do emprego dessa técnica (BARUSELLI, 2004).

Para maximizagcdo do potencial reprodutivo, especialmente de
fémeas domésticas, é importante compreender o0s eventos fisioldgicos
associados ao crescimento folicular e a ovulacao, otimizando as biotécnicas da
reproducao e, consequentemente, a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos (BALL
& PETERS, 2006; BARUSELLI et al., 2007).

A sincroniza¢do do estro € uma ferramenta importante quando o
objetivo é trabalhar com IATF, pois se torna mais preciso 0 momento da
ovulacdo, ou seja, pela aplicacdo de farmacos os quais possam promover um
mecanismo de feedback positivo para LH no momento final do crescimento
folicular (MOREIRA, 2002).
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Os tratamentos a base de progesterona (dispositivos intravaginais)
ou progestageno (implantes auriculares), além da sincronizacdo de estro em
fémeas ciclicas, também tém a capacidade de inducdo da ciclicidade em
fémeas no pos-parto (BASTOS et al., 2003). A sincroniza¢do da ovulagéo para
IATF, é a tecnologia implementada para aumentar a lucratividade de fazendas
comerciais pelo aumento da taxa de servi¢o e, consequentemente, minimiza os
problemas de observacao de estro. Neste sentido, a prostaglandina (PGFy,) €
um dos tratamentos mais comumente usados em fémeas bovinas para a
sincronizagao de estro (ODDE, 1990). Recentemente, com a implantacdo dos
protocolos de IATF, aumentou-se a demanda para a utilizacdo desta
substancia.

Associada aos tratamentos a base de progesterona/progestageno é
preconizada a aplicacdo de prostaglandina (PGF,,) para inducédo da lutedlise e
gueda dos niveis endbégenos de progesterona (DIELEMAN et al., 1986) e
consequente aumento dos pulsos pré-ovulatorios de LH (KARSCH et al., 1979).
Dessa forma, o desenvolvimento de um protocolo de sincronizacdo da
ovulacao de facil aplicacdo que resulte em taxas de prenhez superiores a 50%
€ um fator importante para introduzir o uso dessa ferramenta em fazendas
comerciais de vacas de corte (JOHNSON & JONES, 2005).

A presente pesquisa objetivou no primeiro momento avaliar o efeito
da progesterona (P4) na taxa de concepcdo em vacas Nelore (Bos indicus)
lactante e ndo lactantes submetidas a Inseminagéo Atrtificial em Tempo Fixo. O
segundo momento foi avaliar o efeito da prostaglandina na dinamica folicular e
na taxa de concepcdo em vacas Nelore ciclicas ndo lactantes. Dessa forma,
temos o propdsito de contemplar novas propostas para viabilizar a utilizacéo de

farmacos exdgenos e otimizar a eficiéncia reprodutiva de rebanhos bovinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia reprodutiva

De acordo com Ereno (2003), o ciclo estral é regulado por
mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos envolvendo, principalmente os
horménios hipotalamicos (horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH),
hipofisarios (hormdnio luteinizante — LH e horménio foliculo estimulante — FSH)
e gonadais (estradiol - E,, progesterona — P, e inibina).

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é um decapeptideo
sintetizado por células neuroenddécrinas na area pré-o6ptica do hipotalamo e
apos ser liberado sob a forma de pulsos (CLARKE, 1988) atinge a
adenohipofise através do sistema porta-hipotalamico-hipofisario, onde
determina a secrecéo das gonadotrofinas FSH e LH. Essas gonadotrofinas sé&o
liberadas de maneira pulsatil na circulacdo sistémica e atuam nas gbnadas
regulando a gametogénese e secrecdo dos estrOgenos gonadais
(STANISLAUS et al., 1998).

O FSH estimula o crescimento e a maturacdo do foliculo ovariano.
Este hormonio por si sO ndo causa secrecdo de estrdgenos no ovario, ao
contrario, ele necessita da presenca do LH para estimular a producéo
estrogénica (HAFEZ & HAFEZ, 2004). O FSH influencia a producdo de
estrogénio, fazendo com que as células da granulosa convertam andrégenos,
produzidos pela teca interna sob influéncia do LH, em estrogenos (FORTUNE
et al., 2004). O FSH induz receptores adicionais para o FSH, além de induzir a
formacdo de receptores para o LH, enquanto o LH diminui o nimero de
receptores para FSH na granulosa (SATBENFELD & EDQVIST, 1996).

O LH secretado pela adeno-hipofise, € regulado pela P, e E;
ovarianos. Durante a maior parte do ciclo estral, ambos inibem a secrecéo de
LH por meio de retroalimentacdo negativa sobre o eixo hipotalamico-hipofisario
(GOODMAN & KARSCH, 1980; CLARKE, 1988; PRICE & WEBB, 1988). O LH
é liberado sob a forma de pulsos que variam em frequéncia e amplitude (RAHE
et al., 1980; WRIGHT & MALMO, 1992). Apo0s a lutedlise, a concentracéo
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sérica de P4 diminui a valores inferiores a 1 ng/mL, o que permite o aumento na
frequéncia dos pulsos de LH (GOODMAN & KARSCH, 1980; KARSCH, 1987,
WILTBANK et al, 2002).

O aumento na frequéncia de pulsos de LH estimula a maturacao do
foliculo dominante que passa a secretar quantidades crescentes de 17f-
estradiol (IRELAND & ROCHE, 1987; FORTUNE et al., 2001). O estradiol, na
auséncia de P, estimula a sintese de receptores para GnRH na hipdfise
(SCHOENEMANN et al., 1985) tornando-a mais sensivel ao GhRH (KESNER
et al.,, 1982) ao mesmo tempo que aumenta a frequéncia e amplitude dos
pulsos de GnRH (HANSEL & CONVEY, 1983) e estimula a sintese de
gonadotrofinas, o que resulta no pico pré-ovulatério de LH (HURNIK, 1987) e
consequentemente, na ovulacdo do foliculo pré-ovulatério (CLARKE, 1988;
MUKASA-MUGERWA, 1989; CASSAR et al., 2002).

A ovulacao é o evento que marca o fim da fase folicular e o inicio da
fase luteal (HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003). Na fémea bovina esse
evento ocorre 28 (24 a 30) horas apés o pico de LH e de 24 a 32 horas apos 0
inicio do estro (HAFEZ et al., 2000; SENGER, 2003) é um processo necessario
para que se forme o corpo luteo - CL (HAFEZ et al., 2000). O pico pré-
ovulatorio de LH é importante porque marca uma série de eventos bioquimicos
que levam a ovulacdo. A ovulacdo envolve a destruicdo proposital do tecido
folicular e ocorre devido a elevado fluxo sanguineo, colapso de tecido conectivo
e contracées ovarianas (SMITH et al.,, 1994; SENGER, 2003; ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004).

2.2 Fases do ciclo estral

O ciclo estral da fémea bovina € controlado por uma complexa
interacdo neuroendodcrina, coordenada pelo eixo hipotalamo — hipdéfise — ovario
— Utero e por mecanismos intra-ovaricos que estabelecem uma dinamica
folicular a qual permite o desenvolvimento de um foliculo maduro capaz de
ovular em momento propicio e produzir assim, uma célula capaz de ser
fecundada (CALLEJAS, 2001).
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O ciclo estral em bovinos apresenta duracdo média de 21 dias (17 a
25 dias) (SIROIS & FORTUNE, 1988) é regido por interacdes e antagonismos
endocrinolégicos de hormonios secretados pelo hipotalamo, hipdéfise, gbnadas
e utero (MACMILLAN & BURKE,1996). O ciclo estral pode ser dividido em duas
fases distintas: a fase folicular ou estrogénica, que se estende do proestro ao
estro culminando na ovulacdo, e a fase luteinica ou progesterbnica, que
compreende o0 metaestro e o diestro terminando na lutedlise (MACMILLAN &
BURKE, 1996).

O periodo de proestro, com duragdo de dois a trés dias, é
caracterizado pela baixa concentracao de P4, pelo desenvolvimento folicular e
pelo aumento dos niveis de estradiol no sangue. Nesta fase, a liberacdo do
GnRH pelo hipotalamo estimula a secrecédo do FSH e do LH pela hipéfise. Os
elevados niveis de FSH no sangue induzem o desenvolvimento dos foliculos,
em sinergismo com o LH, estimulam a sua maturacéo. A medida que o foliculo
se desenvolve, aumenta a producdo de estradiol, e apés uma determinada
concentracdo, o estradiol estimula a manifestacdo do estro e a liberacéo
massiva do LH (VALE, 1991).

Durante o estro, as fémeas bovinas apresentam alteracdes
comportamentais caracterizadas por imobilidade durante a monta,
comportamento homossexual, mugidos frequentes, intensa movimentacao,
aumento na frequéncia de mic¢do, entre outras caracteristicas. Por um longo
periodo estes sinais foram e ainda sdo empregados para a deteccgdo
convencional do estro. Contudo, as caracteristicas do estro sao influenciadas
por uma série de fatores, entre os principais: a idade (DE SILVA et al., 1981), a
producdo de leite (VAN VLIET & VAN EERDENBURG, 1996), as condi¢des
ambientais (WHITE et al., 2002) e os fatores sociais, como a hierarquia
(LANDAETA — HERNADES, et al., 2004). Adicionalmente, existem diferencas
observadas entre racas (RAE et al, 1999), e embora ainda né&o
completamente elucidadas, entre grupos genéticos (zebuinos e taurinos).

A fase luteinica corresponde ao metaestro e diestro. O metaestro,
com duracao de dois a trés dias, tem como caracteristica principal a ovulacéo.

Em bovinos, a ovulacdo ocorre geralmente de 12 a 16 horas apds o término do
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estro. Apos a ruptura do foliculo, o 6vulo é transportado para o local de
fertilizacdo, porcdo média do oviduto, e as células da parede interna do foliculo
se multiplicam dando origem a uma nova estrutura, denominada corpo luteo ou
corpo amarelo (VALE, 1991).

Segundo Moraes et al. (2001) o corpo lateo (CL) comega a se
organizar logo apos a ovulacdo, mas nos ruminantes inicia seu funcionamento
apos um ou dois dias, com funcéo plena apds cinco dias. Porém, Sartori et al.
(2004) demonstraram que tanto o tamanho do CL quanto a secrecdo de

progesterona continuam aumentando até pelo menos o 14° dia do ciclo estral.

2.3 Foliculogénese

Aos processos de formacgédo, crescimento e maturacao folicular d4-se
o nome de foliculogénese, que tem inicio com a formacao do foliculo primordial,
culminando com a formacdo do foliculo pré-ovulatorio (VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005). A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento
e atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela
puberdade e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al.,
2001). Segundo o estadio de desenvolvimento, os foliculos podem ser divididos
em: a) foliculos pré-antrais ou nado cavitarios, abrangendo os foliculos
primordiais, primarios e secundarios e b) foliculos antrais ou cavitarios,
compreendendo os foliculos terciarios e os pré-ovulatérios (HULSHOF et al.,
1994). A foliculogénese pode ser dividida em duas fases: 1) Fase pré-antral,
subdividida em ativacado dos foliculos primordiais e crescimento dos foliculos
primérios e secundarios; 2) Fase antral, subdividida nas fases de crescimento
inicial e terminal dos foliculos terciarios (FIGUEIREDO et al., 2008).

O crescimento de foliculos antrais iniciais até o diametro aproximado
de 4 mm em Bos taurus na auséncia de FSH sustenta a hip6tese de que o
estagio pré-antral da foliculogénese é predominantemente regulado por fatores
intra-ovarianos (GONG et al., 1996). Contudo, receptores de FSH (FSHr) foram
detectados em foliculos priméarios bovinos e aumento do crescimento folicular

pré-antral foi observado apés adicdo de FSH ao meio de cultura, sugerindo o
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papel de coadjuvante para o FSH no controle do estagio pré-antral (XU et al.,
1995; MCNATTY et al., 1999; GUTIERREZ et al., 2000; WEBB et al., 2003).

A transicdo de foliculos primordiais para o grupo de foliculos em
desenvolvimento € um processo fundamental na fisiologia ovariana, uma vez
que determina a fertilidade feminina. Morfologicamente, os foliculos primordiais
consistem de uma Unica camada de células achatadas da pré-granulosa
envolvendo o odcito. Apesar de uma grande quantidade de foliculos primordiais
estar presente no ovario, a maioria deles, cerca de 99,9%, ndo chega até a
ovulacdo, mas sofre um processo degenerativo e/ou apoptotico conhecido por
atresia, fazendo com que o ovario seja um 6rgao de baixissima produtividade.
Em funcéo desse elevado indice, a atresia folicular e os fatores que influenciam
este processo tém sido extensivamente estudados, havendo comprovacao de
gue muitos hormoénios e fatores de crescimento estdo envolvidos (REYNAUD &
DRIANCOURT, 2000; MARKSTROM et al.,, 2002; NILSSON & SKINNER,
2003).

Durante o inicio do desenvolvimento de foliculos primordiais,
recentes estudos tém demonstrado que fatores de crescimento, como, por
exemplo, o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), o fator de
crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), a
proteina morfogenética O0ssea 4 (BMP-4) e o fator de crescimento e
diferenciacao 9 (GDF-9) sao extremamente importantes para a manutencao da
viabilidade destes foliculos (REYNAUD & DRIANCOURT, 2000; MARKSTROM
et al., 2002; NILSSON & SKINNER, 2003). Além disso, varios fatores de
crescimento agem localmente no ovario na transicao de foliculo primordial para
primario, entre eles o kit ligand (PARROTT & SKINNER, 1999), o fator de
crescimento fibroblastico basico (BFGF) (NILSSON & SKINNER, 2001), o fator
inibidor de leucemia (LIF) (NILSSON & SKINNER, 2002) e a proteina
morfogenética do osso 15 (BMP-15) (OTSUKA et al., 2000). Os fatores locais
que agem na transicéo de foliculos primérios para secundéarios sdo: GDF-9 em
camundongo (DONG et al.,, 1996), BMP-15 em ovelha (GALLOWAY et al.,
2000), FGFb em vaca (VERNON & SPICER, 1994), Fator de Crescimento
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Transformante B (TGF-B) em camundongo (LIU et al., 1999) e EGF em vaca
(WANDJI et al., 1996).

Somando-se ao exposto, diversos componentes locais ja foram
identificados como possiveis promotores do crescimento de foliculos
secundérios, entre eles: a ativina-A em ratas (ZHAO et al.,, 2000) e ovelhas
(THOMAS et al., 2003), Horménio do Crescimento (GH) em ratas (LIU et al.,
1998), TGF-B em camundongas (LIU et al., 1999), EGF e IGF-l em vacas
(GUTIERREZ et al., 2000), FGFb em vacas (WANDJI et al., 1996), GDF-9 em
camundongos (HAYASHI et al., 1999) e BMP-15 em ovelhas (JUENGEL et al.,
2002). Também ha as gonadotrofinas como FSH em vacas (GUTIERREZ et al.,
2000) e LH em camundongos (WU et al., 2000).

Quando os foliculos primordiais sado ativados para o grupo de
foliculos em desenvolvimento, as células achatadas da pré-granulosa se
tornam cubdides, caracterizando, assim, os foliculos primérios. A proliferacao
das células da granulosa dos foliculos primarios leva ao desenvolvimento de
duas ou mais camadas dessas ceélulas ao redor do oocito, formando os
foliculos secundarios. Quando duas a trés camadas de células da granulosa
sdo formadas, as células da teca podem ser visualizadas em torno da
membrana basal em ovelhas (SCARAMUZZI et al., 1993), podendo também ja
ser identificada a zona pelucida em bovinos (FIGUEIREDO et al., 1995).

Com o crescimento dos foliculos secundarios e a organizacdo das
células da granulosa em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade
repleta de liquido folicular, entre as camadas de células da granulosa,
denominada antro. O fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua,
eletrolitos, proteinas séricas e alta concentragcdo de hormonios esterdides
secretados pelas células da granulosa (BARNETT et al, 2006). O
desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado pelas fases de
recrutamento, crescimento, selecdo e dominancia (VAN DEN HURK & ZHAO,
2005), sendo a formacdo de foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a
ovulacdo e formacdo do corpo luteo, bem como para a manutencdo da
fertilidade (DRUMMOND, 2006).
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A fase antral do desenvolvimento folicular é dependente das
gonadotrofinas, que induzem o recrutamento e o crescimento sincronizado de
foliculos antrais em ondas foliculares (FORTUNE et al., 2001). Em bovinos, os
intervalos interovulatorios apresentam 2 ou 3 ondas foliculares, sendo que a
ocorréncia de 1 ou 4 ondas é rara (SIROIS & FORTUNE, 1988; FIGUEIREDO
et al.,, 1997). Além das gonadotrofinas, peptideos sintetizados localmente
desempenham papel chave na regulacdo da fase antral, tanto por meio de
mecanismos paracrinos como endocrinos (WEBB et al., 2003; FORTUNE et al.,
2004).

O aumento das concentracdes plasmaticas de FSH constitui o
estimulo necesséario para o recrutamento e emergéncia da onda folicular
(ADAMS et al.,, 1992). Em espécies monovulatérias, apenas um foliculo &
selecionado dentre os recrutados para continuar a crescer e diferenciar-se em
foliculo ovulatério, enquanto os demais tém como destino a atresia. O foliculo
selecionado é conhecido como foliculo dominante e suprime ativamente o
crescimento dos subordinados pela secrecao de estradiol e inibina (FORTUNE,
1994; GINTHER et al., 1996). O crescimento entre 4 e 8mm mostrou-se
dependente do FSH e independente do LH, enquanto que foliculos maiores
que 9 mm so6 foram observados na presenca de LH enddgeno ou FSH exdgeno
(GONG et al., 1996). Portanto, os foliculos sdo considerados dependentes de
FSH até a ocorréncia da dominancia, ap0s o que eles se tornam dependentes
de LH (FORTUNE et al., 2001).

O recrutamento (foliculos entre 2 e 4 mm) € um evento dependente
de gonadotrofinas, durante o qual um grupo de foliculos adquire habilidade
para respondé-las e depende delas para o crescimento continuo. Nessa fase
de crescimento folicular, os receptores de FSH estdo predominantemente
localizados nas células da granulosa, enquanto os de LH nas células da teca. A
selecdo € um processo no qual apenas poucos foliculos recrutados séo
selecionados. Nos bovinos, a selecao se define como o momento pelo qual um
foliculo estrogenicamente ativo promove seu proprio crescimento e inibe o
crescimento dos outros subordinados. Fatores inerentes ao tamanho, a

concentracdo de E,, P4, IGF-I, IGFBP e inibina, no interior do foliculo, podem
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ser importantes para estabelecer qual sera o foliculo dominante. A selecdo do
foliculo dominante pode ser um processo passivo no qual o primeiro foliculo
que adquirir receptores para LH em suas células da granulosa serd o
selecionado (FORTUNE, 1994).

No crescimento, o foliculo adquire progressivamente certas
caracteristicas, cada uma das quais € pré-requisito essencial para o0 seu
desenvolvimento. A falta de aquisicdo de qualquer propriedade no momento
exato, na sequéncia exata, conduz a falha do processo e a sua degeneracéo, o
qual leva a sua atresia. Na vaca, existe uma hierarquia marcada na populagao
de foliculos antrais com um numero de 20 a 30 foliculos de trés a quatro
milimetros de diametro, e sdo esses 0s que tém capacidade de responder as
gonadotrofinas, mesmo nao necessitando delas. Acredita-se que, nessa fase,
os foliculos dependem mais expressivamente de fatores autdcrinos e
paracrinos, como, a inibina, o fator de crescimento semelhante a insulina |
(IGF-1) e suas proteinas de ligacdo (IGFBP). Outro grupo de foliculos, aqueles
maiores que 4 a 5 milimetros de didametro, depende das gonadotrofinas para
seu desenvolvimento, no qual apenas um se tornara ovulatério (CAMPBELL et
al., 1995).

2.4 Ondas foliculares

A teoria de ondas de desenvolvimento folicular ovariano de
Rajakoski (1960) foi originalmente proposta com base na avaliacdo histologica
dos ovarios obtidos de vacas abatidas. Associando essa teoria a observacdes
diretas dos foliculos, Matton et al. (1981) concluiram que, durante o ciclo estral,
ocorrem duas ondas de crescimento do foliculo antral. Ja Spicer &
Echternkamp (1986) refutaram a ocorréncia de ondas, e sustentaram a idéia de
gue o crescimento era continuo e independente das fases do ciclo estral.

Com o advento da ultra-sonografia (PIERSON & GINTHER, 1984)
que permitiu observacbes em série dos ovarios, a teoria de ondas de
desenvolvimento folicular foi confirmada. Os achados de Pierson & Ginther

(1987), que utilizaram ultra-sonografia transretal para monitorar a populacéao de
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foliculos de diferentes categorias de tamanho, confirmando a veracidade dessa
teoria. Segundo Martins et al. (2005), a técnica de ultra-sonografia associada a
dosagens hormonais permitiu melhor estudo e compreensao sobre a dinamica
folicular em bovinos. No entanto, ainda existem muitas variagcbes nos dados
obtidos pelo fato da fungdo ovariana ser influenciada por diversos fatores,
como clima, raca, nutricdo e manejo.

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrdo de
ondas. Cada onda de crescimento folicular € dividida em 4 fases: emergéncia,
sele¢cdo, dominancia e atresia ou ovulacao (DISKIN et al., 2002). A emergéncia
de uma onda é estimulada por um aumento transitério nas concentraces
plasmaticas de FSH (ADAMS et al.,1992). Apo6s o pico de FSH e o declinio dos
niveis circulantes desse hormoénio, ocorre atresia dos foliculos subordinados
recrutados no inicio da nova onda de crescimento folicular (GINTHER et
al.,1997). Animais com 3 ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral
apresentam maior fertilidade que animais de 2 ondas. Essa diferenca pode ser
explicada pelo menor tempo de crescimento do foliculo ovulatorio em animais
de 3 ondas de crescimento folicular, melhorando a qualidade do odcito e,
consequentemente a taxa de concepgédo (TOWNSON et al., 2002).

Cada onda é caracterizada por um grupo de pequenos foliculos que
sdo recrutados (emergéncia folicular) e iniciam uma fase de crescimento
comum por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003). Destes, apenas um
continua seu desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto os outros sofrem
decréscimo de tamanho, foliculos subordinados (LUCY et al., 1992),
estabelecendo-se entdo, o fendmeno da divergéncia folicular. O foliculo
selecionado passa a exercer dominancia sobre os demais foliculos, suprimindo
0 crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento de um novo grupo de
foliculos, fase de dominancia (HODGEN, 1982). A inibicdo do foliculo
dominante realiza-se de forma passiva pela reducdo da concentracdo do
hormonio foliculo estimulante (FSH) e de forma ativa, reduzindo o numero de
receptores ao hormoénio nos foliculos subordinados. Dessa forma, o0s
horménios estradiol e inibina, produzidos pelas células da granulosa do foliculo

dominante, reduzem a liberacdo de FSH a concentracdes muito baixas,
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insuficiente para manter o desenvolvimento dos foliculos subordinados, porém
suficientes para manter o crescimento do foliculo dominante (ALVES et al.,
2002).

Apés a divergéncia, e na presenca de altos niveis de progesterona —
que promove reducdo da frequéncia na pulsatiidade de LH - o foliculo
dominante torna-se anovulatério. A partir desse momento comega 0 processo
de atresia e perda da dominancia, dando inicio a uma nova onda de
crescimento folicular (GINTHER et al, 1989; WEBB et al, 1999).
Contrariamente, o foliculo dominante presente no momento da regresséo
luteinica culmina na ovulacédo (FORTUNE et al., 2004).

A divergéncia (ou desvio) folicular € definida pela diferenca nas
taxas de crescimento entre os dois maiores foliculos, sendo marcada pela
continuidade no desenvolvimento do maior foliculo e declinio ou parada no
crescimento dos outros (GINTHER et al.,, 2001). O foliculo dominante é
caracterizado pelo seu crescimento constante e pela capacidade de produzir
estradiol (AUSTIN et al., 2002), menores concentracdes de IGFBP's 2,4 e 5 e
folistatina (MIHM & AUSTIN, 2002) e aumento nas concentragbes
intrafoliculares de IGF-I (GINTHER et al., 2001). Contrariamente, os foliculos
destinados a subordinacdo tém reduzida capacidade de produzir estradiol,
elevadas concentracdes de IGFBP’s de baixo peso molecular 1 e 3 e bloqueio
do crescimento (MIHM & AUSTIN, 2002).

2.5 Efeitos da progesterona no ciclo estral e nocr  escimento folicular

Durante a ovulagéo, o odcito e o fluido folicular séo liberados do
foliculo, criando uma cavidade para o desenvolvimento do corpo liteo. Apés a
ovulacdo, varias mudancas estruturais ocorrem: a membrana basal é rompida,
a teca interna e as células da granulosa invadem a cavidade folicular, crescem
(hipertrofia) e dividem-se (hiperplasia), novos vasos proliferam, e o fluxo
sanguineo aumenta conforme se desenvolve o corpo luteo (DAMBER et al.,
1987). As células da teca se transformam em células luteinicas pequenas, e as

células da granulosa se transformam em células luteinicas grandes. Porém,
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conforme o corpo lateo se desenvolve, as células luteinicas pequenas podem
se transformar em células luteinicas grandes (HANSEL et al., 1987).

O corpo luteo maduro € composto por uma populacdo de células
heterogéneas. As principais células secretoras do corpo Iuteo sdo as luteinicas
esteroidogénicas grandes (25um) e pequenas (10-20um), mas o corpo luteo
contém também células endoteliais, fibroblastos, células de musculo liso e
células do sistema imune (O’'SHEA et al., 1989). O desenvolvimento do corpo
liteo ndo é controlado unicamente por hormdnios enddcrinos, como o
hormonio luteinizante (LH) e o hormoénio do crescimento (GH) (BERISHA et al.,
2000); vias de sinalizagdo paracrina entre os varios tipos celulares deste 6rgao
complexo sao fundamentais para promover o crescimento de novos vasos e 0
consequente aumento do fluxo sanguineo (BERISHA et al., 2000), bem como
para controlar a diferenciacdo, a proliferacdo e a funcdo secretéria das células
luteinicas.

A formacéo do CL apOs a ovulacao, a partir das células do foliculo
ovulatorio, € um processo conhecido como luteinizagdo, no qual essas células
sofrem mudancas morfo-bioquimicas dando origem a um 6rgéo transitério que
produz progesterona (BINELLE, 2000; BO, 2000; MURPHY, 2000; DAVIS &
RUEDA, 2003; SENGER, 2003). O nome corpus luteum foi dado por Marcello
Malpighi em 1689 (McCRACKEN et al., 1999; NISWENDER et al., 2000) e sua
coloragdo amarela na vaca é causada por altos niveis de B caroteno, um
percursor da vitamina A (GRAVES-HOAGLAND et al., 1989).

A progesterona secretada pelo CL interfere diretamente na dinamica
folicular do ciclo estral, no reconhecimento materno da gestacdo e no seu
estabelecimento (BINELLI et al.,, 2001). Existem relatos de interferéncia das
altas concentracdes plasmaticas da progesterona durante o diestro, sobre o
crescimento folicular neste periodo (BERGFELT et al.,1991; LUCY et al.,1992).
Este efeito que ocorre no ciclo estral, onde o foliculo da primeira onda cresce
durante o metaestro sob menores concentracdes plasmaticas de progesterona,
e 0 da segunda onda cresce durante o diestro, sob maiores concentracdes
plasmaticas de progesterona, onde as concentracoes de FSH nédo foram

afetadas pelas concentracfes circulantes de progesterona. Desta forma, este
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efeito pode ter ocorrido pela inibicdo exercida pela progesterona sob a
secrecdo de LH (KINDER et al.,1996),que reduziu o diametro folicular apos a
selecéo do foliculo dominante (GINTHER et al.,2001).

As concentragbes plasméticas de progesterona nos bovinos
apresentam variacdes durante o ciclo estral normal, com concentragbes abaixo
de 1ng/mL ao estro e valores maximos entre 2,3ng/mL para vacas de racas
zebuinas (ADEYEMO & HEATH, 1980) e 16,0ng/mL em vacas da raca
Holandesa (BADINGA et al., 1994) ao 10° dia, que sdo mantidas elevadas até
0 inicio da regresséo do corpo luteo, caso ndo ocorra gestagao.

O crescimento inicial de CL é exacerbado e seu peso aumenta mais
de seis vezes na primeira metade do ciclo estral bovino (ZHENG et al., 1994),
secretando quantidades crescentes de progesterona. O CL atinge seu tamanho
maximo aproximadamente no 10° dia do ciclo (BINELLI, 2000; SENGER 2003).

Durante o ciclo estral, as variagbes na concentracdo de
progesterona plasmatica refletem a funcionalidade do corpo luteo, entre sua
fase de crescimento, de manutencdo e de regressdo. No dia do estro a
progesterona esta em baixa. Ap0s a ovulacdo, inicia-se a reorganizacao
tecidual com posterior aumento no fluxo sanguineo ovariano e no peso do
corpo lateo (WILTBANK et al., 1995) e, consequentemente, aumentando a
sintese de progesterona, que alcanca valores maximos ao redor do 10°dia
mantendo-se elevada durante o diestro. O inicio da regressdo luteal é
acompanhado por diminuicdo da vascularizacdo e da secreg¢ao esteroidal,
quando ocorre abrupta reducdo das concentracfes de progesterona cerca de
trés dias antes do novo estro.

O fornecimento de progesterona exdgena préximo ao momento da
ovulacdo reduz a taxa de crescimento do foliculo dominante (ADAMS et al.,
1992). O mesmo efeito foi relatado por Ginther et al. (1971) em ovelhas, e
também foi confirmado em estudo recente (PERES et al., 2009) verificaram que
quanto maior a concentragcdo de progesterona no momento da retirada do
dispositivo intravaginal contendo 1,9 gramas de progesterona, menor o
tamanho do foliculo dominante. Os autores relataram ainda, que em vacas Bos

indicus a probabilidade de prenhez é maior em programas de Inseminacéo
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Artificial em Tempo Fixo (IATF) quanto maior o diametro do foliculo dominante.
Desse modo, observou-se uma menor probabilidade de concepc¢édo quanto
maior era a concentracao plasmatica de progesterona no momento da retirada
do dispositivo de progesterona. Esses dados estdo de acordo com os obtidos
em novilhas por Dias et al. (2009) que observaram maiores taxas de

concepcao conforme aumentou o numero de usos do dispositivo.

2.6 Sincroniza¢cBes com progesterona e/ou progestage  nos associado ao

estradiol

A acdo da progesterona na sincronizacdo do ciclo estral em bovinos
tem sido relatada ha décadas (LAMOND, 1964; GORDON, 1976). Os animais
recebiam inje¢Bes diarias em doses variadas por periodos de até 20 dias.
Estes tratamentos resultavam em altas taxas de sincronizacdo do estro. No
entanto, apresentavam baixa fertilidade, além de sua pouca praticidade,
decorrente das aplicacdes diarias do horménio (MACMILLAN & PETERSON,
1993). Com o passar do tempo foram desenvolvidos outros meétodos de
administracdo de progesterona, que viabilizaram sua utilizacdo em protocolos
de sincronizacgao do estro e da ovulacéo.

Os dispositivos intravaginais de progesterona e o benzoato de
estradiol (BE) tém sido amplamente utilizados em programas de sincronizagéo
da ovulacdo para IATF tanto em vacas de corte quanto em vacas de leite
(MACMILLAN & PETERSON, 1993; MACMILLAN & BURKE, 1996; BO et al.,
2002). O tratamento consiste na administracdo de 2 mg de BE no momento da
insercao do dispositivo intravaginal de P, (Dia 0), retirada do dispositivo e
administracado de PGF,, IM, no Dia 7 ou 8, e 1 mg de BE, IM, 24 horas mais
tarde (MACMILLAN & BURKE, 1996). Em contraste com diversos relatos que
recomendam a sincronizacdo da ovulacdo com injecdo de BE 24 horas apos a
remocao do dispositivo (BO et al., 2002; MARTINEZ et al., 2005; BARUSELLI
et al., 2004b) outros estudiosos demonstraram a possibilidade de utilizar o
Cipionato de estradiol (ECP) no momento da retirada da fonte de

progesterona/progestageno objetivando minimizar o numero de manejos
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(COLAZO et al.,, 2003; MARQUES et al.,, 2004; PENTEADO et al., 2005;
AYRES et al., 2006) e obter taxas de prenhez similares ao BE (MARQUES et
al.,, 2004; PENTEADO et al., 2005; AYRES et al., 2006). Além disso, o
Cipionato de estradiol semelhantemente ao BE promove a sincronizacao da
ovulacdo aproximadamente 70 horas apos a remoc¢éo do dispositivo (REIS et
al., 2004; MARTINS et al., 2005). Estudos iniciais indicavam que o melhor
momento para se realizar a IATF era entre 52 a 56 horas apds a remocao do
dispositivo em vacas B. indicus (BARUSELLI et al., 2001). Em trabalhos com
vacas Nelore (Bos indicus), pesquisas mostraram que € possivel realizar a
IATF por um intervalo maior (48 a 58 horas ap0s a retirada do dispositivo) sem
afetar as taxas de prenhez utilizando o protocolo que administra BE 24 horas
apos a retirada do dispositivo (AYRES et al., 2008; CASTRO JUNIOR et al.,
2008) ou com o emprego de Cipionato de estradiol no momento da retirada
(AYRES et al., 2006).

Os implantes de progestagenos oferecem alta porcentagem de
animais em estro, num periodo bastante curto, o que possibilita a realizacao da
IATF entre 48 e 60 horas apés a retirada do implante. Se isto ocorre é porque o
“status” folicular, no final do tratamento é bastante homogéneo entre os
animais, o que possibilita a sincronizacao da ovulacdo mediante a aplicacao de
drogas que desencadeiam um pico pré-ovulatério de LH (MADUREIRA, 2000).

Estdo disponiveis no mercado dispositivos intravaginais de liberagéo
de progesterona indicados para programas de sincronizacdo do estro e da
ovulacdo. Os principais sdo: CIDR®, com 1,99 de progesterona (MACMILLAN
et al., 1991), PRID, com 1,55¢g de progesterona (WINKLER et al., 1977) e DIB,
com 1,0g de progesterona (BO et al., 2003).

Os dispositivos de progesterona representam grandes custos em um
programa de IATF. Uma estratégia para diminuir os custos dos protocolos de
IATF é a reutilizacdo dos dispositivos. Diversos trabalhos demonstraram
satisfatoria eficiéncia na IATF dos dispositivos de P, previamente utilizados
(COLAZO et al., 2004; CUTAIA et al., 2001).
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2.7 Prostaglandinas (PGF )

As prostaglandinas sdo substancias organicas extremamente
potentes que aparecem numa grande variedade de tecidos e situacdes
biolégicas. Seu nome surgiu quando Von Euler em 1934 supds que eram
substancias originadas na prostata, portanto prostaglandinas. Alguns anos
mais tarde Eliasson (1959) provou que quase todas as prostaglandinas
seminais eram originadas nas vesiculas seminais e ndo na prostata, mas o
nome permaneceu. As prostaglandinas sdo derivadas do acido prostandico, um
acido graxo hidroxilado, de 20 atomos de carbono com um nucleo ciclopentano.
Sao divididas de acordo com sua estrutura e funcdo, produzindo efeitos
bioldgicos diferentes. Possuem quatro grandes grupos: A, B, E, F. Sendo E e F
as mais bem descritas por suas relagées com a reproducgao.

As prostaglandinas (PGF,,) apresentam atividade luteolitica, o que
despertou interesse dos profissionais ligados a reproducdo, como recurso
potencial para controlar o ciclo estral dos bovinos e de outras espécies de
interesse zootécnico. Entre as drogas utilizadas, destacam a PGF,, natural ou
seus analogos sintéticos, dentre eles o Cloprostenol, o qual tem sido
amplamente utilizado com resultados satisfatorios (CALLEJAS, et al., 1995).

Na década de setenta varios compostos analogos a PGF,, natural
foram sintetizados, como o Cloprostenol ou Racemato — DL — Cloprostenol. O
Cloprostenol é um liquido altamente viscoso de coloragdo marrom,
parcialmente solivel em agua e soluvel em solventes organicos. Possuem vida
meédia de 1 hora e 37 minutos (COOPER & FURR, 1974).

O Cloprostenol Sédico (Ciosin® - Coopers), é uma prostaglandina
sintética, apresenta 530ug/dose convencional (2 mL) e possui estabilidade
chegando a suportar 50°C durante 90 dias (avaliado pelo laboratério Coopers).
O efeito luteolitico do Cloprostenol Sddico ja € conhecido e apresenta provas
nos resultados a campo, a fertilidade ap6s o uso desta droga € considerada
normal (COOPER, 1981; JACKSON et al., 1983; TANABE & HANN, 1984). O

uso estratégico do Cloprostenol permite a sincronizacdo e melhor
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monitoramento do estro, resultando em melhores possibilidades de manejo e
planejamento reprodutivo na propriedade (COOPER, 1981).

Além do Cloprostenol, existem no mercado varios produtos de acéo
luteolitica, como, Dinoprost Trometamina (TANABE & HANN, 1984), Etiproston
(COSTA et al., 2000) e Lupristol (CARDOVA et al., 1990; DUTT et al., 1995),
demonstrando que estes produtos sdo economicamente viavel para a
sincronizacdo de estro bovino. Isto pode ser importante nos programas de
sincronizacao quando o custo da droga € um fator limitante, especialmente em
regibes onde o Cloprostenol é muito oneroso ou de dificil obtencdo (HORTA et
al., 1986).

A sincronizacdo do estro, através da aplicacdo de agentes
luteoliticos, como a prostaglandina (PGF,), ou seus analogos, tem sido
amplamente utilizada, principalmente em regimes de inseminacao artificial,
como na técnica de transferéncia de embrides (TE), para qual € imprescindivel.
A administracdo destes agentes luteoliticos em animais no diestro causa a lise
do corpo lateo e, consequentemente, 0s animais manifestam sinais de estro
(VISINTIM, 2001). Trata-se de um método pratico e que induz um estro de
fertiidade comparada ao natural (FERNANDES et al., 1994), desde que seja
controlados outros fatores como as condi¢des corporais, o plano nutricional, o
manejo reprodutivo adequado e a reducéo do estresse térmico. Recentemente
com a implantacdo dos protocolos de IATF, aumentou-se a demanda para a
utilizagéo destas substancias.

Em ruminantes domeésticos, somente uma pequena quantidade de
PGF,, uterina alcanca o ovario, por difusdo da veia uterina para a artéria
ovariana (mecanismo denominado de contra corrente), com mais de 95% da
PGF,, sendo metabolizada a componentes inativados como a 15-ceto-13,14-
diidroprostaglandina F,,, por uma unica passagem pelos pulmdes (FERREIRA
& VANE, 1967).

A prostaglandina causa regressao do corpo liteo durante a fase do
ciclo estral quando ha responsividade a este farmaco. Tal responsividade
inicia-se no 5° dia do ciclo estral, aumenta até o 12° dia e permanece em fase

de plat6 até o 17° dia, quando se inicia a regressdao espontanea pela

35



prostaglandina endogena (ODDE, 1990; LARSON & BALL, 1992). A partir do
momento em que ocorre a regressao do corpo lateo, o proximo foliculo
dominante presente tera capacidade ovulatéria (KASTELIC et al., 1991).
Verificou-se que o intervalo entre a administracédo e a ovulacéo foi de trés dias,
guando o tratamento com prostaglandina foi realizado no 5° dia do ciclo estral,
momento no qual o foliculo dominante da primeira onda ainda esta em fase de
crescimento. No caso do tratamento iniciar-se no 12°dia do ciclo estral, o
foliculo dominante da segunda onda encontra-se no inicio da fase de
crescimento e a ovulacdo ocorre 4,5 dias apos a aplicagdo. Em bovinos
tratados no 8° dia do ciclo estral, ocorre frequentemente a ovulagéo do foliculo
dominante da primeira onda folicular quatro dias apdés a aplicacdo de
prostaglandina. No entanto, ocasionalmente pode ocorrer a ovulacdo do
segundo foliculo dominante seis dias ap6s o tratamento (KASTELIC et al.,
1991). Devido a esta variagdo, que ocorre entre o tratamento e a ovulagao, faz-
se necessaria a deteccdo de estro apds o tratamento com prostaglandina
visando identificar o momento apropriado para inseminacao artificial.

Devido ao seu efeito luteolitico, a PGF,, € um agente efetivo no
controle da ovulagdo em bovinos. No entanto, em condi¢des de campo, a
aplicacado de PGF,4 necessita ser esquematizada para que possa promover a
lutedlise na maioria dos animais tratados (THATCHER & CHENAULT, 1976). A
rotina do uso de PGF,q promove a oportunidade de melhorar a eficiéncia de
deteccédo de estro e da eficiéncia reprodutiva (HEUWIESER et al., 1994), uma
vez que a eficiente e precisa deteccéo de estro € o fator chave que determina o
sucesso da reproducéao dos rebanhos (HEERSCHE JR & NEBEL, 1994).

Ao alcancar o corpo luteo, o efeito luteolitico da PGF,q resultara da
associacdo com os receptores na membrana plasmatica das células luteais,
levando a inibicdo da sintese de progesterona luteal (WAKELING & GREEN,
1981). Um pulso inicial de prostaglandina, mesmo sendo de baixa magnitude,
pode potencialmente iniciar 0s mecanismos para que as grandes células
luteinicas produzam consideraveis concentragfes locais de PGF,y (TSAI &
WILTBANK, 1997). Isto pode explicar porque uma pequena quantidade de

PGF,q € capaz de iniciar a regressao luteal. Assim, dois mecanismos podem
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existir para a amplificacdo dos pulsos de PGF,,. Em primeiro, a PGF,q uterina
pode estimular a liberagéo de ocitocina pelo CL, a qual estimula a producéo de
mais PGF,, uterina dentro de minutos de iniciacao do pulso (BAIRD, 1992). Em
adicdo, a PGF,4 uterina pode estimular a produgcéo de PGF,, intra-luteal (TSAI
& WILTBANK, 1997).

A prostaglandina controla somente a regressao do corpo luteo, ndo
alterando assim a onda de crescimento folicular. Segundo Seguin et al., (1976)
citados por Pursley et al. (1995), quando a prostaglandina foi injetada no sétimo
ou oitavo dia do ciclo estral, as vacas manifestaram estro 62 + 9 horas e 100 +
35 horas apés sua aplicacdo, respectivamente. Portanto, conclui-se que o
tempo que a vaca ou novilha vai apresentar manifestacbes de estro apds a
aplicacao de prostaglandina, ird depender diretamente do estagio em que se
encontra o foliculo dominante e a presenca do corpo luteo. Caso o foliculo
dominante esteja em fase final de desenvolvimento, fémea manifestara estro

e/ou ovulara mais rapidamente (PURSLEY et al., 1995).

2.8 Estrogenos e ésteres de estradiol

Os estrogenos sao esterdides naturais constituidos por 18 atomos
de carbono e tém como principais compostos o 17p-estradiol, a estrona e o
estriol produzidos principalmente no ovario, mas também na placenta e na
adrenal. Os estrogenos estao distribuidos em todo o organismo, se acumulam
no tecido adiposo, sdo metabolizados no figado e eliminados principalmente
pela urina. O estradiol tem fun¢des na fisiologia reprodutiva como expressao de
estro, caracteristicas sexuais secundarias e liberacdo de GnRH e LH pelo
hipotdlamo e hipdfise, respectivamente. Atualmente, varios compostos
sintéticos que possuem as mesmas atividades biolégicas dos estrogenos
naturais foram desenvolvidos e tém sido frequentemente empregados em
programas reprodutivos (CREPALDI, 2009).

Os estrégenos, assim como os andrégenos sao carreados por
proteinas na circulacdo e causam numerosas acoes fisioldgicas. De todos os

esterdides, os estrégenos apresentam a maior variacao de funcdes fisiologicas.
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Em fémea, estas incluem efeitos no desenvolvimento, a¢cdes neuroenddcrinas
envolvidas no controle da ovulacao, preparo ciclico do trato reprodutivo para a
fertilizacdo e implantacdo do 6vulo e as principais acbes no metabolismo
mineral, dos carboidratos, das proteinas e dos lipideos (STELLA, 2004).

O estradiol é o estrogeno biologicamente ativo produzido pelo
ovario, geralmente, a principal funcdo dos estrogenos € induzir a proliferacéo
celular e o crescimento dos tecidos relacionados a reproducdo. As respostas
teciduais induzidas pelos estrégenos incluem estimulacdo do crescimento
glandular endometrial, estimulacdo do crescimento de dutos na glandula
mamaria, aumento na atividade secretora dos dutos uterinos, inducdo da
receptividade sexual, regulacdo da secrecao de hormonio luteinizante (LH) pela
glandula pituitaria anterior, possivel regulacao da liberacdo de PGF,, pelo Utero
ndo gravidico e gravidico, anabolismo protéico e atividade epitéliotrofica
(STELLA, 2004).

Por mais de 30 anos, estudos vém sendo realizados com o objetivo
de se formular diferentes tratamentos para sincronizacdo de estro utilizando
progestagenos e progesterona. O uso do estradiol em combinacdo com
tratamentos progesterona/progestageno iniciou quando se descobriu que o
estradiol induz regressao luteal (WILTBANK et al.,1961). Durante os anos 90,
se observou que o tratamento com estradiol suprime o crescimento do foliculo
antral (BO et al.,1991). O estradiol e seus ésteres sdo amplamente utilizados
para promover o controle farmacolégico do ciclo estral em fémeas bovinas,
uma vez que na auséncia de progesterona, a administracdo de estrégeno pode
estimular a liberagcdo de GNRH/LH e causar a ovulacdo do foliculo dominante
(MOENTER et al., 1990). A administracdo de 5mg de estradiol-173 (E-17 )
em implantes de progesterona sincronizou a emergéncia de uma nova onda
folicular, em média, 4,3+0,2dias mais tarde (BO et al.,1995b).

A importancia da utilizacdo do estradiol no inicio do protocolo de
sincronizagcdo de estro consiste em suprimir o desenvolvimento folicular
existente, através do aumento nas concentracdes plasmaticas de estradiol que,
por sua vez, ocasiona uma reducdo nas concentracdes de FSH. Uma vez que

as concentracdes de estradiol declinam, uma sincronizada liberacdo de FSH e
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a emergéncia de uma nova onda de desenvolvimento folicular ocorrem
(MARTINEZ et al., 2004).0 tempo entre a administracao de estradiol e o inicio
da nova onda varia principalmente de acordo com a fonte e dose de estradiol
utilizada, sendo este um fator importante a ser considerado quando se avalia a
resposta obtida com a utilizacdo de certos protocolos (BURKE et al., 2003). A
variacdo no inicio da nova onda nos tratamentos com estradiol associado a
progesterona pode, ao final do tratamento, induzir foliculos de tamanho,
maturidade, e capacidade esteroidogénica variaveis (VASCONCELOS et al.,
1999; DAY, 2005).

Diferentes tipos de ésteres de estradiol, incluindo benzoato de
estradiol, valerato de estradiol e cipionato de estradiol (ECP) estéo disponiveis
comercialmente na Ameérica do Sul. Todos estes ésteres sdo capazes de
induzir a regressao de foliculos antrais quando administrados na presenca de
elevadas concentracdes de progesterona (BO et al., 1995b). O estrogeno pode
estimular ou inibir a liberacdo de gonadotrofinas, dependendo da dose e das
concentracbes sanguineas de progesterona. Em doses fisioldgicas e baixas
concentracdes de progesterona, o estrogeno estimula a liberacdo de LH para
que ocorra a ovulacdo. Ao contrario, elevadas doses de estrogenos, na
presenca de elevadas concentracbes de progesterona, bloqueiam as
gonadotrofinas, inibindo principalmente a producéo e liberacdo de LH e FSH.
Além disso, o estrégeno é fundamental para a expressao de receptores para
ocitocina no endométrio, o que é importante no processo de liberacdo de
PGF,, para regressao do corpo luteo (MORAES et al., 2002).

Quando administrado pouco tempo apés a ovulacdo, o estradiol
aparentemente age como antiluteotrofico (LEMON, 1975 apud DRIANCOURT,
2001) e quando administrado na presenca de um corpo lateo ativo, geralmente
€ luteolitico, apesar da habilidade para induzir a regressdo do CL ser mais
limitada nos primeiros dias de atividade do CL (5 dias pds-ovulacdo) do que
mais tarde (PRATT et al., 1991). Falhas na regresséo do corpo Iuteo pela agéo
do estradiol resultam em falhas na sincronizacédo (DRIANCOURT, 2001).
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2.9 Uso da gonadotrofina coridnica equina (eCG)

A eCG/PMSG foi uma das primeiras gonadotrofinas disponiveis
comercialmente sendo utilizada para induzir superovulacdo (HAFEZ, 1995). A
vantagem de utilizar a eCG/PMSG nos protocolos de sincronizacdo, € que este
horménio é administrado no momento da remocdo do implante de
progestagenos, evitando assim um trabalho a mais de manipulacdo quando
comparado a outros protocolos (MOREIRA, 2002).

A eCG é um farmaco de meia vida longa (até 3 dias), produzido nos
calices endometriais da égua prenhe (40 a 130 dias; MURPHY & MARTINUK,
1991) e que se liga aos receptores foliculares de FSH e de LH e aos receptores
de LH do corpo lateo (STEWART & ALLEN,1981). A eCG cria condi¢cbes de
crescimento folicular e de ovulacdo e seu uso tem-se mostrado compensador
em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade, em fémeas recém paridas (periodo
pos parto inferior a dois meses) e em animais com condicdo corporal
comprometida (BARUSELLI et al., 2004b).

Uma caracteristica importante da molécula de eCG ¢é a existéncia de
grande quantidade de carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa)
principalmente a N-acetil neuramina (ou &cido sialico), primordialmente
presente na subunidade B da molécula de eCG, o0 que proporciona uma grande
meia vida a este composto quimico (MURPHY & MARTINUK, 1991). Ainda,
além do alto peso molecular e da presenca de acido siélico, a molécula de eCG
€ carregada negativamente, o que dificulta a sua filtracdo glomerular e aumenta
ainda mais sua meia-vida. Devido a todos estes fatores, a meia-vida da eCG
guando aplicado em bovinos é longa (SOUZA, 2008).

A eCG possui a capacidade de se ligar tanto aos receptores de LH
quanto do FSH (MURPHY & MARTINUK, 1991) e pode ser importante para
incrementar o crescimento final do foliculo dominante e estimular a sintese de
estradiol. A eCG pode ser Util em vacas de corte amamentando, com baixa
condigcéo corporal (ROCHE et al., 1992) ou vacas tratadas precocemente no
periodo pds parto (ROSSA, 2002) ou com alta incidéncia de anestro (BO et. al.,

2003) mas pode ser desnecessario em vacas ciclando ou com boa condi¢céo
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corporal (KASTELIC et al.,1999). Cavalieri et al. (1997) observaram um
incremento no grau de sincronizacdo com reducao significativa da variacao no
tempo para o pico pré-ovulatério de LH e ovulacdo, quando administraram 400

Ul de eCG na retirada do implante de norgestomet.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar o efeito da progesterona e prostaglandina (PGF,,) em
protocolos para inseminacgéo artificial em tempo fixo (IATF) em vacas Nelore

(Bos indicus).

3.2 Especificos

> Efeito do dispositivo intravaginal de P, novo ou previamente utilizado na
taxa de concepcgcao em vacas Nelore (Bos indicus) lactantes e n&o lactantes
submetidas a IATF;

> Verificar o efeito da administracdo de PGF,, sobre a dinamica folicular
em vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes;

> Verificar as concentracdes plasmaticas de P, em vacas Nelore (Bos
indicus), durante o tratamento com PGF,, associada ao dispositivo intravaginal
de Py;

> Avaliar o efeito do tratamento com PGF,, associada ao dispositivo
intravaginal de P, na taxa de ovulagdo e concepcédo em vacas Nelore (Bos

indicus) ciclicas ndo lactantes.
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4 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos o setor pecuario vem passando por diversas
transformacdes positivas, que séo resultantes do uso de biotecnologias, como
por exemplo, a Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Para que se
possa obter sucesso nesta tecnologia é necessario utilizar de forma adequada
0os horménios exdgenos. Estes promovem a sincronizagdo do estro e da
ovulacdo nos bovinos. O manejo nutricional também é determinante no
sucesso dessa biotécnica reprodutiva, pois a condi¢cao corporal esta associada
com a fertilidade da matriz.

A sincronizagdo da ovulacdo para a realizacdo da IATF é uma
biotecnologia que esta se consolidando na pecuaria de corte e leite.
Considerando a grande importancia do Maranhdo no cenario nacional de
pecuaria de corte, apresentando um efetivo bovino com cerca de 6,9 milhdes
(IBGE, 2010), sendo considerado o segundo Estado produtor de bovinos da
regido Nordeste, é fundamental pesquisas no setor pecuario que visem otimizar
a eficiéncia reprodutiva e aumentar a rentabilidade do sistema de producéo,
pois sabe-se que no setor pecuario a palavra de ordem é: eficiéncia produtiva e
reprodutiva.

Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi verificar o efeito do
dispositivo intravaginal de progesterona (P4), novo ou previamente utilizado por
8 dias na taxa de concepcédo em vacas Nelore (Bos indicus) lactantes e néo
lactantes submetidas a IATF. Ainda, foi verificado o efeito da lutedlise precoce
por meio da administracdo de prostaglandina (PGF,,) em protocolos de
sincronizacao que utilizam dispositivo intravaginal de P4 novo, em vacas Nelore
(Bos indicus) ciclicas néo lactantes. Nesta perspectiva, objetivou-se, também,
propor novas alternativas para o sistema de cria bovina, tornando os protocolos

de sincronizacao da ovulacéo para IATF cada vez mais viaveis.
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5 EXPERIMENTO 1 - Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona novo
ou previamente utilizado na taxa de concepcao de vacas Nelore (Bos indicus)
lactantes e ndo lactantes submetidas a Inseminacao Artificial em Tempo Fixo

(IATF).

5.1 HIPOTESE
A progesterona enddgena de origem latea tem efeito negativo na

concepcao de vacas Nelore (Bos indicus) sincronizadas com progesterona (Py)

exbégena para IATF.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local e animais experimentais

O experimento 1 foi conduzido no interior do Estado do Maranhéo,

Brasil, na fazenda Criméia de propriedade da OMX Agropecuaria, localizada no

Municipio Parnarama (figura 1).

FIGURA 1. Municipio de Parnarama - MA.
Fonte: Wikipédia, 2012.
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O municipio de Parnarama pertence a Mesorregido Leste
Maranhense (IBGE, 2008), localiza-se a latitude 05°40°'55” Sul e longitude
43°05’34” Oeste, a 79 metros de altitude, clima classificado segundo Koppen
como tropical umido do subtipo Aw (estacdo seca de inverno) (PEREIRA, et al.;
2002).

5.2.2 Avaliacéo do Escore de Condicao Corporal (ECC )

Previamente ao inicio de cada experimento, todas as vacas foram
avaliadas quanto ao escore de condigdo corporal (ECC), utilizando-se uma
escala de um a 1 a 5 pontos, de acordo com Lowman et al. (1976). Foram
selecionadas aquelas com ECC entre 3,0 a 4,0. Nos experimentos as vacas
foram mantidas em condicfes similares de manejo: pastagens de Brachiaria (B.

brizantha), agua e sal mineral ad libitum.

5.2.3 Delineamento experimental

Um total 1006 vacas foram submetidas a IATF, sendo 657 vacas em
lactacdo (anestro pos parto; 50 a 70 dias pos-parto) e 349 ndo lactantes
(ciclicas; 210 a 240 dias pos-parto). Os animais de cada categoria foram
alocados em dois tratamentos, empregando-se delineamento fatorial 2x2
(lactantes vs. ndo lactantes e dispositivos novos vs. previamente utilizado por
oito dias), compondo, assim, quatro grupos experimentais: vacas lactantes com
dispositivo novo (n=294) ou usado (n=363), vacas ndo lactantes com
dispositivo novo (n=151) ou usado (n=198).

Conforme ilustrado na figura 2, em dia aleatorio do ciclo estral (Dia
0), as fémeas receberam os dispositivos intravaginais (1g de P4 DIB®,
Intervet/Schering-Plough, Brasil; novo ou previamente utilizado por 8 dias).
Simultaneamente, receberam 2 mg de benzoato de estradiol (IM; Estrogin®,
Farmavet, Brasil).

Na ocasido da remocao dos dispositivos de P4 (dia 8 do protocolo),

todas as vacas foram tratadas com 25mg de Dinoprost (IM; Lutalyse®, Pfizer,

45



Brasil), 1mg de cipionato de estradiol (IM; ECP®, Pfizer, Brasil) e 300Ul de
gonadotrofina coridnica equina (IM; eCG; Novormon®,Intervet/Schering-Plough,
Brasil). A IATF foi realizada no dia dez (D10) de 48 a 52 horas apds a remocao
do dispositivo intravaginal. A taxa de concepcdo foi avaliada por ultra-
sonografia (CHISON 500VET, USP Eletromedicina, Brasil) 30 dias apds a
IATF.

300 Ul eCG
+
25mg PGF
2mg +
BE 1mg ECP IATE
v v l
DIB® NOVO OU REUTILIZADO
DO D8 D10

FIGURA 2. Protocolo base de sincronizacdo para inseminacdo artificial em
tempo fixo.

5.2.4 Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows SAS® (SAS, 2001). A taxa de concepcdo foi
analisada como distribuicdo binomial por meio da funcdo LOGIT do aplicativo
PROC GENMOD do SAS®. O efeito das variaveis categoria animal, nimero de
usos do dispositivo de progesterona e suas respectivas interacdes foram
analisadas por regressao logistica pelo PROC LOGISTIC do SAS®. O nivel de
significancia adotado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto €,
para um nivel de significancia menor que 0,05 (p<0,05) foi considerado efeito
das variaveis classificatorias e das suas interacdes. As variaveis classificatérias
consideradas no modelo estatistico para verificacdo dos efeitos e interacdes

foram: tratamento, escore de condicao corporal, sémen, inseminador e animal.
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5.3 RESULTADOS

Houve interacdo entre categoria animal e o nimero de usos do
dispositivo (P=0,001), conferindo diferenca significativa entre os respectivos
tratamentos (P<0,05). Os resultados apresentados na tabela 1 mostram que a
taxa de concepcdo das vacas lactantes com dispositivo previamente utilizado
foi similar a do tratamento com dispositivo novo (P>0,05).

Ainda na tabela 1 verificou-se diminuicdo significativa na taxa de
concepgao quando as vacas néo lactantes foram sincronizadas com dispositivo

intravaginal de P4 novo (P=0, 0007).

TABELA 1. Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (1g de P,4) novo
ou previamente utilizado na taxa de concepcao em vacas Nelore (Bos indicus)
lactantes e ndo lactantes. Parnarama - MA, 2010

Tratamentos Valor de P
Lactantes N&o Lactantes Categoria  Dispositivo  Interacéo
Novo Usado Novo Usado
Total 294 363 151 198
Prenhes 152 189 51 91
% 51,7% 52,1° 33,8 46,0° 0,0007 0,18 0,001

“®p<0,05 (PROC GENMOD, SAS).

5.4 DISCUSSAO

Silva et al. (2011) realizaram um experimento em vacas Nelore
lactantes inseminadas em tempo fixo e tratadas com dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR®1,9 de P,) novo e previamente utilizado uma ou duas
vezes (usado nove e dezesseis dias), obtiveram taxa de concepcao
semelhante, 55% vs. 46,39% vs. 46,75%; respectivamente. Esses dados
coincidem com os do presente estudo, no qual ndo foi verificada diferenca na
taxa de concepgdo entre vacas lactantes tratadas com dispositivos novos ou
previamente utilizado por 8 dias (51,7% vs. 52,1%,respectivamente, P>0,05).

Melo et al. (2012) compararam a taxa de concepcdo em fémeas
Nelore multiparas lactantes, primiparas lactantes (ambas pelo menos 30 dias
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pés parto) e novilhas, com dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR® 1,99
de P4) 1°, 2°, 3° e 4° uso (cada uso por nove dias), com administracdo de 2mg
de benzoato de estradiol no momento da inser¢ao do dispositivo intravaginal de
progesterona e prostaglandina 48 horas antes da remocao dos dispositivos, as
taxas de concepcao foram estatisticamente diferentes. Para as vacas Nelore
multiparas obtiveram taxa de concepcédo de 60,0%, 56,7%, 58,3% e 59,2%.
Para as primiparas lactantes, taxas de 51,0%, 47,4%, 47,3% e 46,2% e para as
novilhas, 56,7%, 53,1%, 51,4% e 51,9%, respectivamente. O autor conclui que
a reutilizacdo de CIDR® é uma medida importante para reduzir o custo da IATF,
sendo uma alternativa viavel para melhorar o custo-beneficio dessa técnica.

Investigacdes sobre o dispositivo DIB® (1g de P,) mostraram
concentracfes de progesterona iniciais de 5-6ng/mL, que diminuem para cerca
de 2-3ng/mL depois de dois dias, permanecendo constante até o sétimo ou
oitavo dia (BO et al., 2003). Maio et al. (2008) analisaram o perfil plasmético de
progesterona em novilhas ovariectomizadas e observaram que dispositivos
intravaginais contendo 1 grama de progesterona com diferentes usos (novos,
previamente utilizados por 8 ou 16 dias) foram eficientes em manter a
concentracdo plasmatica de progesterona acima de 1ng/mL durante oito dias.
Por outro lado, Santos et al. (2004) trabalhando com novilhas cruzadas Nelore
x Angus observaram que o CIDR® (1,99 de P,) foi eficiente para manter
concentragdes plasmaticas de progesterona acima de 1 ng/mL durante 25 dias,
enquanto que o DIB® (1g de P,) foi eficiente por apenas 13 dias. Essa
diminuicdo na concentracdo sérica de P, observada com o uso do DIB® poderia
aumentar a pulsatilidade de LH, potencializando a taxa de crescimento folicular
e antecipando a ovulacdo (CARVALHO et al.,, 2008). Assim, ressalta-se a
importancia de adequar o farmaco a categoria animal e ao objetivo do protocolo
de sincronizacéo.

De acordo com esses dados, vacas Nelore lactantes 50 a 70 dias
pos-parto podem ser sincronizadas com dispositivo novo ou previamente
utilizado por oito dias como fonte exdgena de progesterona, sem que haja

comprometimento na taxa de concepcao.
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No presente estudo foi observado um aumento significativo na taxa
de concepcéo das vacas Nelore ndo lactantes quando foram sincronizadas
com o dispositivo intravaginal de P, previamente utilizado por oito dias quando
comparado as vacas da mesma categoria sincronizadas com dispositivo novo
(46,2% vs. 33,8%, respectivamente, P=0,0007) mostrando significativa
interacdo entre a categoria animal e o uso prévio do dispositivo (P<0,001).
Cutaia et al. (2006) utilizando novilhas cruzadas tratadas com implantes de 1
ou 0,5g de P4 novos ou reutilizados obtiveram taxa de prenhez de 43,3%, 45%,
48,3% e 20% (DIB® 1g novo, 1g reutilizado, 0,59 novo, 0,5g reutilizado,
respectivamente). Observou-se reducéo significativa na concepcgao (P<0, 003)
do grupo DIB® 0,5 de P, reutilizado. Assim, os autores concluiram que este ndo
é indicado para um segundo uso.

Rocha et al. (2007) avaliaram a eficiencia da reutilizacdo do
dispositivo intravaginal de progesterona (DIB®) por até quatro vezes, em vacas
Nelore submetidas a IATF, relataram taxa de concepcao de 50,06%, 56,52%,
52% e 31,57% para implantes novos, reutilizados uma, duas e trés vezes,
respectivamente. Observou-se diferenca estatistica no grupo tratado com
(DIB®) de quarto uso. B6 e Cutaia (1998) compararam a concepcédo de vacas
Bos taurus x Bos indicus n&o lactantes tratadas com DIB® novos e que haviam
sido previamente utilizados por sete dias, a taxa de concepcdo foi
estatisticamente diferente, e relataram 49,5% para dispositivos novos e 59,7%
apOs segundo uso. Dessa forma, concluiram que é possivel reutilizar esses
dispositivos por uma segunda vez em tratamentos de sincronizacdo de estros
para IATF em bovinos.

A interpretacdo geral das pesquisas anteriormente citadas consolida
a necessidade de manter as concentragdes de progesterona acima de 1ng/mL
como forma de conter a antecipacdo do pico de LH evitando ovulacéo
antecipada/desincronizacdo. De acordo com Fike et al. (2004) a progesterona
nao influencia marcadamente a frequéncia do LH, porém o seu “clearance”
interfere na amplitude da onda/pico de LH.

Os hormonios utilizados nos protocolos para a sincronizacdo do

estro em bovinos, principalmente os dispositivos de progesterona,
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correspondem ao maior custo, que muitas vezes inviabiliza a utilizacdo do
protocolo. Dessa forma, visando a melhoria da relacdo custo/beneficio dos
programas de IATF, alguns implantes de progesterona permitem sua
reutiizaggo (MOTOMELO et al., 2002), configurando-se como uma
interessante alternativa para a reducao dos custos dos protocolos que utilizam
esses implantes (ALMEIDA et al., 2006).

De acordo com Crepaldi (2009) a reutilizacdo de dispositivos tem
sido uma alternativa para viabilizar economicamente a IATF em larga escala
para rebanhos comerciais.

Castro Junior et al. (2008) e Crepaldi (2009) ressaltam ainda que
tém sido descritas na literatura diferentes respostas das fémeas tratadas com
implantes auriculares ou dispositivos intravaginais previamente utilizados,
indicando que o momento da ovulagéo e a taxa de concepcao parecem estar
associados ao tipo de implante ou dispositivo utilizado (novos ou usados) e ao
momento em que as fémeas sédo inseminadas em tempo fixo.

A maior concentracdo de progesterona circulante durante o
tratamento com dispositivo de progesterona reduz a pulsatilidade de LH,
receptores foliculares de LH e crescimento folicular (IRELAND & ROCHE,
1987). Além disso, parece provavel que a presenca de foliculos ovulatorios de
menor diametro pode contribuir para falhas de ovulacdo, ovulacdo tardia,
menor area de CL e queda na taxa de prenhez (CARVALHO et al., 2008).

No presente estudo foi verificada menor taxa de concepg¢ao na
categoria vacas ndo lactantes quando sincronizadas com dispositivo
intravaginal de P, novo. Apesar das concentracfes séricas de P, nao terem
sido avaliadas, é provavel a alta taxa de ciclicidade em vacas de corte apos a
desmama (210 — 240 dias pés-parto), que segundo Baruselli et al. (2004a)
apresentam corpo liteo produzindo suporte endogeno adicional de
progesterona, que somado a alta P, exdgena proveniente do dispositivo novo,

inibem o LH.
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5.5 CONCLUSAO
A progesterona endogena de origem lGtea associada a progesterona

exdgena diminui a taxa de concepcdo a IATF em Vacas Nelore (Bos indicus)

nao lactantes.
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6 EXPERIMENTO 2 — Efeito da lutedlise precoce na dinamica folicular em
vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes.

A primeira etapa desta pesquisa, ja apresentada anteriormente, foi
definida como experimento 1 (n=1006), cujos resultados fundamentaram os

delineamentos dos experimentos 2 (n =44) e 3 (n = 342), que seguem adiante.

6.1 HIPOTESE

A progesterona enddgena de origem latea associada a progesterona
exégena tém efeito negativo na dinamica folicular de vacas Nelore (Bos
indicus) sincronizadas para IATF, devendo ser submetidas a lutedlise precoce

para potencializar o crescimento folicular e possibilitar maior taxa de ovulagao.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local e animais experimentais

O experimento 2 foi conduzido no interior do Estado do Maranhéo,

Brasil, na fazenda Mercantil Duas Irmas, localizada no Municipio Santa Inés —
MA (figura 3).

FIGURA 3. Municipio de Santa Inés - MA.
Fonte: Wikipédia, 2012.
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O Municipio de Santa Inés pertence a Mesorregido Oeste
Maranhense (IBGE, 2008), localiza-se a latitude 03°40'00" Sul e longitude
45022'48" Oeste, a 24 metros de altitude, clima classificado segundo Koppen
como tropical umido do subtipo Aw (estacdo seca de inverno) (PEREIRA, et al.;
2002).

As condi¢cdes de manejo e a metodologia adotada para classificacéo
do escore de condicdo corporal (ECC) foram as mesmas ja descritas

anteriormente no subitem 5.2.2.
6.2.2 Delineamento experimental

No experimento 2 um total de 44 vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas
nao lactantes foram distribuidas homogeneamente para receber trés diferentes
protocolos de sincronizagédo da ovulagédo e submetidas a dinamica folicular. Foi
realizado um delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se como
tratamento experimental, o0 momento da administracdo de prostaglandina
(25mg de Dinoprost, PGF,q, IM; Lutalyse® Pfizer, Brasil).

Previamente foi realizado exame ultra-sonografico (ultra-som
CHISON 500VET, USP Brasil Eletromedicina, Brasil) por meio do qual foi
atribuido um escore de condicao ovariana (ECO) descrito na tabela 2. Foram
selecionadas aquelas fémeas que possuiam escore ovariano 1, ou seja,

presenca de corpo luteo.

TABELA 2. Escore de condi¢ao ovariana.

ECO* Caracteristicas

Fémeas ciclando, ovarios com comprimento acima de 30mm, macios, presenca
de CL (Corpo lGteo), ou Utero com turgidez acentuada, denotando a presenca

1 - 3 .
de foliculos grandes (>10mm), estr6geno-ativo
Fémeas em anestro, ovarios com comprimentos entre 15-30 mm, auséncia de
CL e de turgidez no Gtero. Incluem-se nesta categoria, animais cujos foliculos
2 atingem a fase de dominancia (=8,5mm), mas néo ovulam
3 Fémeas em anestro, ovarios pequenos, duros e lisos. Nesta categoria sao

incluidos animais cujos foliculos ndo chegam até a divergéncia
ECO* = escore de condi¢cdo ovariana; metodologia adaptada de Madureira & Pimentel (2005)
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Todas as vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes foram
tratadas com 25mg de Dinoprost (IM; Lutalyse®, Pfizer, Brasil), em um intervalo
de doze dias (dias -24 e -12) para assegurar que todas estivessem em fase de
diestro ao inicio do protocolo experimental (DO).

Conforme ilustrado nas figuras 4 a 6, no dia zero (DO) todas as
vacas receberam um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR® 1,9 de Py,
Pfizer, Brasil) novo e administrou-se 2mg de benzoato de estradiol (IM;
Estrogin®, Farmavet, Brasil). Nesta ocasido (D0), formaram-se trés tratamentos
experimentais:

e Grupo D8 (n=14) - Protocolo convencional (controle) - PGFyq
administrada no dia oito (D8) do tratamento hormonal (somente na ocasido da
remocao do dispositivo intravaginal de Pa).

e Grupo D6 (n=15) - PGF,, administrada no dia seis (D6) do
tratamento hormonal (48 horas antes da remocé&o do dispositivo intravaginal de
P4).

e Grupo D0/8 (n=15) - PGF,, administrada no dia zero (DO) e dia
oito (D8) do tratamento hormonal (nas ocasides da insercdo e remocao do

dispositivo intravaginal de Pa4).

Independentemente da ocasido, todas as vacas foram tratadas com
aplicacbes 25mg de Dinoprost (IM; Lutalyse®, Pfizer, Brasil), sendo que o grupo
DO0/8 recebeu duas aplicagdes com a mesma dosagem, cada.

No oitavo dia (D8) foram removidos os dispositivos intravaginais de
progesterona de todos os animais e administrou-se 300Ul de gonadotrofina
coribnica equina (IM; eCG; Novormon®, Intervet/Schering-Plough, Brasil).
Adicionalmente, ainda na ocasido da remocao dos dispositivos, todos os
animais receberam 1mg de cipionato de estradiol (IM; ECP; Pfizer, Brasil).
Entre 24 e 96 horas apds a remocao dos dispositivos, o crescimento folicular foi
acompanhado por ultra-sonografia, na perspectiva de detectar o momento da

ovulagéo.
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25mg PGF
+

300 Ul eCG
+
25mg PGF 25mg PGF ZQEQ 1mg ECP
l l v v
CIDR® NovO R
1 1 1 Ll 1 1 1 || 1 7
D-24 D-12 DO D8 D9 D10 D11 D12 D22
. US (24/24h) . . US (12/12h) . us
US = Exame Ultra-sonografico
FIGURA 4. Protocolo convencional (controle) PGF,, administrada no D8 do tratamento
hormonal.
25mg PGF
300 Ul eCG
25mg PGF 25mg PGF 2mg +
BE img ECP
l J, v v
CIDR® NovO R
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ~
D-24 D-12 DO D6 D8 D9 D10 D11 D12 D22
. US (24/24h) . . US (12/12h) Us
US = Exame Ultra-sonografico
FIGURA 5. PGF,, administrada no D6 do tratamento hormonal.
25mg PGF
+
25”‘9+PGF 300 Ul eCG
+
2
25mg PGF 25mg PGF QE 1mg ECP
l l \Z \Z
CIDR® Novo R
1 1 1 1 1 1 1 1 1 7
D-24 D-12 DO D8 D9 D10 D11 D12 D22
US (24/24h) \ ] US (12/12h) \ Us

US = Exame Ultra-sonografico

FIGURA 6. PGF,, administrada no DO e no D8 do tratamento hormonal.

6.2.3 Avaliacao ultra-sonografica transretal e dind  mica folicular

Conforme ilustrado anteriormente nas figuras 4 a 6, previamente a

insercao do dispositivo intravaginal de Py, foi realizado exame ultra-sonografico

(US) nas vacas de todos os tratamentos, desde o dia da inser¢cdo (DO) do
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dispositivo intravaginal de P4 ao dia da remocéo (D8), os exames US foram
realizados a cada 24 horas para o acompanhamento da dinamica folicular. Foi
aferida a populacao folicular e o didametro em milimetros dos dois maiores
foliculos.

A partir do dia nove (D9) ao dia 12 (D12), os exames US foram
realizados a cada 12 horas para verificar o momento da ovulagéo. A ovulacao
foi caracterizada como sendo o desaparecimento do foliculo ovulatorio
identificado na avaliagcdo anterior e, seu momento, foi definido como sendo a
média de tempo entre dois Ultimos exames ultra-sonogréaficos consecutivos no
intervalo de 12 horas.

ApoOs dez dias do ultimo exame ultra-sonografico, foi realizado o US
final, no dia vinte e dois (D22) do protocolo experimental, para reconfirmar a
ocorréncia das ovulagfes através da presenca do corpo luteo (CL). Todos os

exames ultra-sonogréficos foram realizados pelo mesmo técnico.

6.2.4 Dosagem hormonal

Conforme ilustrado na figura 7 as amostras sanguineas (AS) foram
coletadas através da puncdo venosa coccigea, com auxilio de tubos tipo
vaccuntainer de todas as vacas Nelore (Bos indicus), sempre no periodo da
manha. Entre os dias zero (DO) e seis (D6) as coletas foram realizadas a cada
72 horas e do dia seis (D6) ao dia dez (D10), a cada 24h. A ultima coleta foi
realizada no dia vinte e dois (D22) do protocolo experimental.

25mg PGF
+

300 Ul eCG
+

25mg PGF 25mg PGF 2mg 1mg ECP
BE
l l \Z v
CIDR® Novo
I I | I I I I I I I >
D-24 D-12 DO D3 D6 D7 D8 D9 DIO D22
AS (72/72h)

AS (24/24h) \ AS

AS = Amostras Sanglineas

FIGURA 7. Coletas de sangue realizadas durante o tratamento hormonal.

56



Imediatamente apés cada coleta todas as amostras foram
centrifugadas (3600g por 3 minutos, Centrifuga Excelsa Baby, Fanem®) o
sobrenadante (soro) foi pipetado e acondicionado em criotubos (tipo
eppendorf), em seguida foram armazenados em freezer a -20°C, para posterior
dosagem hormonal de progesterona.

A concentracdo de progesterona no plasma foi determinada por
radioimunoensaio (RIA), utilizando o kit COAT-A-COUNT Progesterone® em
fase solida (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA). Essas
analises foram realizadas no Laboratério de Ciéncias Fisiol6gicas, setor de
radioimunoensaio da Universidade federal do Piaui (UFPI). A sensibilidade do
teste foi de 0,07ng/mL, e os coeficientes de variacdo (CV) intra-ensaio e inter-

ensaio foram inferiores a 10%.
6.2.5 Analises estatisticas

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical
Analysis System for Windows SAS® (SAS, 2001). Através do aplicativo
GUIDED DATA ANALISYS do SAS® os dados foram testados quanto &
normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias, sendo verificada
a necessidade de transformacdo dos dados (logaritmo na base 10 — Logio X;
Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X?), de tal modo que esses atendam as
pressuposi¢cdes da analise de variancia.

As variaveis diametro folicular, momento da ovulacdo e
concentracfes de progesterona foram analisadas pelo aplicativo PROC GLM
do SAS® e as diferencas entre os tratamentos foram avaliadas pelo teste
Duncan. A dispersdo das ovulacdes foi comparada pelo teste de Bartlett
(PROC SUMMARY NWAY do SAS®). A taxa de ovulacdo foi analisada como
distribuicdo binomial por meio da funcdo LOGIT do aplicativo PROC GENMOD
do SAS®.

O nivel de significancia adotado para rejeitar HO (hipétese de

nulidade) foi de 5%, isto €, para um nivel de significancia menor que 0,05
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(p<0,05), foi considerado efeito das variaveis classificatorias e das suas
interacodes.

As variaveis respostas (dependentes) analisadas de acordo com 0s
procedimentos experimentais foram: diametro folicular, taxa de crescimento
folicular, momento da emergéncia, momento da divergéncia, tempo entre a
emergéncia e divergéncia da nova onda folicular, momento da ovulacéo, taxa

de ovulacéo e concentracdes plasmaticas de progesterona.

6.3 RESULTADOS

Os dados da tabela 3 indicam que ndo houve diferenca significativa
no dia da emergéncia e no dia da divergéncia da nova onda folicular (P>0,05).
Também ndo houve diferenca no intervalo entre a emergéncia e divergéncia,
D0/8 (3,1%0,2 dias), D6 (2,7+0,3 dias) e D8 (2,7+0,2 dias), respectivamente.
Como mostra a tabela 3, a taxa de atresia geral foi estatisticamente diferente
entre os tratamentos D8 e D6.

N&o foi observada diferenca significativa (P>0,05) na taxa de
crescimento geral do foliculo dominante (FD) entre os tratamentos hormonais
D6 e DO0/8, porem, ambos diferiram estatisticamente quando comparado ao
tratamento D8. Verificou-se que o tratamento DO/8 foi diferente (P<0,05) dos
demais em relagdo a taxa de crescimento do FD da emergéncia folicular a
remoc¢do (dia 8) do dispositivo de P4. Porém, da remocdo do dispositivo a

ovulacdo nao houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos.
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TABELA 3. Dia da emergéncia da nova onda de crescimento folicular, dia da divergéncia, taxa (Tx) de atresia geral, taxa de
crescimento geral do foliculo subordinado (FS) e dominante (FD), taxa de crescimento do FD da emergéncia ao dia da

remoc¢do do dispositivo (D8) e do D8 a ovulacdo (OV) em vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas néo lactantes tratadas com
dispositivo intravaginal de P, associada a administragdo de PGF,4 no DO. Santa Inés — MA, 2011

Tratamento n Momento Momento Tx de Atresia Tx de Crescimento Tx de Crescimento Tx Crescimento Tx Crescimento FD
emergéncia  divergéncia Geral Geral FS Geral FD FD D3 ao D8 D8 a OV
(dia) (dia) (mm) (mm) (mm) (mm/dia) (mm/dia)
D8 14 3,5%0,2 6,2+0,2 0,8+0,1% 0,1+0,3 O,6J_r0,1b O,8J_r0,1b 1,0+0,3
D6 15 3,240,1 5,9+0,2 0,310,1b 0,340,1 1,0+0,12 O,9J_r0,1b 1,3+0,2
DO0/8 15 3,340,1 6,4+0,2 0,510,1ab 0,240,1 1,1+0,12 1,1+0,12 1,1+0,1

¢ b0 05 (Teste de Duncan - ANOVA PROC GLM, SAS®)
ABC p<0,05 (PROC GENMOD, SAS®)
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Os dados da tabela 4 indicam que os animais do tratamento DO0/8
apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) no diametro do foliculo
subordinado (FS) e do foliculo dominante (FD) na divergéncia folicular quando
comparadas as dos tratamentos D6 e D8. O diametro do FD na remocéo (dia 8)
do dispositivo de P, diferiu estatisticamente entre os tratamentos D8 e DO0/8,
assim, como o diametro maximo do FD. Pode-se observar ainda que o
diametro do FD no tratamento D6 na remocdo do dispositivo nao diferiu
estatisticamente (P>0,05), quando comparado aos tratamentos D0/8 e D8.

Verificou-se que o diametro maximo do FD foi numericamente maior
no tratamento D0/8. Porém, ndo houve diferenca estatistica (P>0,05), quando
comparado ao tratamento D6. No entanto, ambos diferiram (P<0,05) quando
comparados ao tratamento D8.

N&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para o
didmetro méximo do foliculo ovulatério e 0 momento da ovulacao.

A taxa de ovulacdo foi humericamente maior no tratamento DO/8.
Porém, nado diferiu estatisticamente quando comparado ao tratamento D6. No

entanto, ambas diferiram quando do tratamento D8 (tabela 4).
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TABELA 4. Diametro (@) do foliculo subordinado (FS) e dominante (FD) na divergéncia folicular, diametro do foliculo dominante
na remocédo (D8) do dispositivo, didametro méximo do foliculo dominante e foliculo ovulatério (FO), momento da ovulacdo e taxa

(Tx) de ovulagdo em vacas Nelore (Bos indicus) ciclica ndo lactantes tratadas com dispositivo intravaginal de P, associada a
administracao de PGF,, no DO. Santa Inés — MA, 2011

Tratamento n 1] (%] (%] (%] (%]

Momento Tx de
FS divergéncia FD divergéncia  FD no D8 Maximo FD  Maximo FO  Ovulagéo Ovulacéo
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (h) % (n/total)
D8 14 4,1+0,2° 5,9+0,2° 6,9+0,4° 8,1+0,7° 11,4+0,8 68,448,0  35,7% (5/14)®
D6 15 4,0+0,2° 5,7+0,1° 7,6+0,3"® 9,7+0,42 10,4+0,4 65,0#4,0  80,0% (12/15)*
DO0/8 15 4,9+0,3% 6,6+0,2% 8,3+0,2" 9,9+0,3% 10,640,2 60,9+3,3  93,3% (14/15)"

ab¢ p<p 05 (Teste de Duncan - ANOVA PROC GLM, SAS®)
ABC P<0,05 (PROC GENMOD, SAS)

NS (P>0,05) Nao houve diferenca significativa entre a homogeneidade das variancias para a variavel Momento da Ovulacado (Teste
de Bartlett)
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Conforme ilustrado nas figuras 8 e 9, independentemente do
tratamento, as ovulacbes predominaram em torno de 66 horas apds a remocao
dos dispositivos de P4 (54,8%; 17/31), sobretudo no tratamento D0/8 (64,3%;
9/14). Ja nos tratamentos D6 e D8 a ocorréncia de ovulacdes as 66h foi de
50% (6/12) e 40% (2/5), respectivamente.

14 -
12 -
10 -
c 1 m DO/8
1 ® D6
l_ -'I ‘_

30 42 54 66 78 90 TOTAL

o N b~ OO

Horas apds remocdo do dispositivo

FIGURA 8. Distribuicdo das ovulacdes em horas apds a remogédo dos dispositivos intravaginais
de progesterona em vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes. Santa Inés — MA, 2011.
¢ p<0,05 (Teste de Duncan- ANOVA PROC GLM, SAS®)

(P>0 05) N&o houve diferenca significativa entre a homogeneidade das variancias para a
variavel Momento da Ovulagéo (Teste de Bartlett).

62



100,0 T
90,0 1
80,0 1
70,0
60,0
50,0 ® DO/8
40,0 1 M D6

30,0 -
20,0 -
10,0 -

Ovulagées (%)

D8

30 42 54 66 78 90
Horas apds remocao do dispositivo

FIGURA 9. Distribuicao das ovulagées em porcentagem (%) ap6s a remocao dos dispositivos
intravaginais de progesterona em vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes. Santa Inés
- MA, 2011.

¢ p.0,05 (Teste de Duncan - ANOVA PROC GLM, SAS®)

NS (P>0,05) Ndo houve diferenca significativa entre a homogeneidade das variancias para a

variavel momento da ovulacao (Teste de Bartlett)

Conforme ilustrado na figura 10 avaliou-se as concentracdes (ng/mL)
séricas de progesterona antes da insercdo do dispositivo intravaginal de Py,
durante e apds a remocao do dispositivo. No dia da inser¢cédo (D0O) havia maior
concentracdo de P, no tratamento DO/8 quando comparado aos tratamentos
D6 e D8 (P<0,05). Vale ressaltar, que a P, avaliada naquele momento é de
origem endogena, ocasionada pela administracdo de 25mg de Dinoprost (IM;
Lutalyse®, Pfizer, Brasil) em intervalos de 12 dias, ndo sendo resultante dos
tratamentos experimentais.

Ainda na figura 10, foi verificado aumento nas concentracdes séricas
de progesterona nos tratamentos D6 e D8 apds a insercao (D0O) do dispositivo
intravaginal de P, até o terceiro dia (D3) do protocolo, a partir do qual se
observou decréscimo da P4 entre os tratamentos. De modo contrastante, nos
animais que receberam prostaglandina no dia zero (tratamento DO0/8), a
progesterona ndo se alterou significativamente apos a insercédo do dispositivo,
decaindo somente a partir do terceiro dia, conforme observado nos demais

tratamentos.
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Apesar do decréscimo das concentracdes de P, verificadas apods a
administracdo da prostaglandina (tratamento D6), este nao foi significativo
(P>0,05) quando comparado aos demais tratamentos (figura 10). Este
decréscimo foi ainda menos notado no tratamento D8.

Apoés a remocao dos dispositivos, as concentracdes de P, decairam
abaixo de 1ng/mL em todos os tratamentos. J4, no dia 22, as concentragdes
séricas de P,foram menores no tratamento D8 (P<0,05).

10,0 -
9,0 -
8,0 -
7,0 -
6,0 -

5,0 A

P4 ng/mL

4,0
3,0

2,0

1,0

0,0 T T T T T T T )

Dias ap6s ainser¢do do dispositivo

—&—p08 —#—D6 D8

FIGURA 10. Concentracdo sérica de progesterona durante o tratamento com dispositivo
intravaginal de progesterona associada a prostaglandina em vacas Nelore (Bos indicus)
ciclicas nao lactantes. Santa Inés — MA, 2011.

¢ p.0,05 (Teste de Duncan - ANOVA PROC GLM, SAS®)

NS (P>0,05) N&o houve diferenca significativa entre a homogeneidade das variancias para a
variavel Momento da Ovulagédo (Teste de Bartlett)

Como ilustrado nas figuras 10 e 11, concentracdo de progesterona
ao inicio do protocolo € inversamente proporcional ao crescimento folicular,

tendo a PGF,4 beneficiado prioritariamente o tratamento DO/8.
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FIGURA 11. Dinamica folicular de vacas Nelore (Bos indicus) tratadas com dispositivo
intravaginal de progesterona associada a prostaglandina. Santa Inés — MA, 2011.
3¢ p<0,05 (Teste de Duncan - ANOVA PROC GLM, SAS®)

6.4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados confirmaram a hipotese inicial de que
vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas nao lactantes sdo sensiveis a altas
concentracbes de P, devendo ser submetidas a lutedlise precoce para
potencializar o crescimento folicular e possibilitar maior taxa de ovulagcdo no
protocolo de IATF com uso do dispositivo intravaginal de progesterona novo.

No presente estudo ndo houve diferenca significativa no momento
da emergéncia da onda de crescimento folicular nos tratamentos hormonais
D0/8 (3,3+0,1dias); D6 (3,2+0,1dias) e D8 (3,520,2dias). Assim como em nossa
pesquisa, Carvalho et al. (2008) também né&o verificaram efeito significativo da
aplicacado de PGF no DO em protocolos a base de estradiol mais progesterona,
sobre a emergéncia da onda folicular em novilhas Bos indicus (3,2+0,2 vs.
3,1+0,2), Bos indicus x Bos taurus (3,4+0,2 vs. 3,240,1) e Bos taurus (3,3+0,2
vs. 3,2+0,1) para PGF vs. Sem PGF, respectivamente, nas mesmas condi¢cbes
de manejo. No entanto, a emergéncia da nova onda de crescimento folicular
ocorreu mais precocemente em relacdo aos estudos de Bo6 et al. (1995a) que
administraram solucao injetavel de 5mg de estradiol-173 (E-178), associado ao

implante de progestageno, tendo encontrado emergéncia em 4,3+0,2 dias.
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Moreno et al. (2001) também obtiveram emergéncia aos 4,0+0,2 dias quando
administraram de 2mg de BE + 50mg de P, ambos administrados por via
intramuscular na ocasiao da insergéo do dispositivo de progesterona.

Os ésteres de estradiol geralmente sdo absorvidos e metabolizados
lentamente apOs administracdo intramuscular. A longa cadeia esterificada e a
baixa solubilidades em agua resultam em um longo intervalo necessario para o
estradiol ser absorvido (COLAZO et al., 2005). Porém, de acordo com o0s
resultados observados na literatura (CACCIA & BO, 1998; COLAZO et al.,
2005), doses reduzidas de ésteres de estradiol sdo tao eficientes em promover
uma emergéncia de onda mais cedo e mais sincronizada que a dose de 5 mg
de 17-B-estradiol. J& Martinez et al. (2005) obtiveram variagdo significativa (2 a
6 dias) na emergéncia da onda folicular em vacas tratadas com 1 mg de BE
um dia apés a insercéo do dispositivo CIDR®.

Em nosso estudo a taxa de crescimento do FD foi significativamente
maior no tratamento DO/8 (1,1+0,1mm/dia; P<0,05) entre a emergéncia da onda
folicular e a remocéao do dispositivo intravaginal de P4. A lutedlise precoce
induzida pelo tratamento com PGF,, no momento da insercdo do dispositivo
possibilitou maior taxa de crescimento didria do FD nesse grupo. Segundo
Cupp et al. (1993) vacas de corte ciclando com baixas concentracdes
endogenas de P4 (1-2ng/mL) circulante tém melhor desenvolvimento folicular e
consequentemente melhores taxas de ovulacdo. Elevadas concentracdes de
progesterona (5-6ng/mL) diminuem a pulsatilidade de LH e pode comprometer
o crescimento folicular e a ovulagdo (BARUSELLI et al., 2007).

A lutedlise precoce permitiu o desenvolvimento do FD do tratamento
D0/8 em um ambiente com menores concentracdes de progesterona, quando
comparado aos tratamentos D6 e D8, isso favoreceu obter maior diametro do
FD na remocdao (D8) do dispositivo intravaginal de Pa.

A taxa de crescimento (mm/dia) do FD da remocédo (D8) do
dispositivo intravaginal de P4 a ovulacdo nao diferiu entre os tratamentos. Este
achado ja era, de certo modo, esperado, visto que nesta ocasido do protocolo,
todos os grupos ja haviam sido submetidos ao agente luteolitico (PGFy),
apresentando decréscimo das concentracdes de progesterona plasmética.

Na divergéncia folicular, tanto o diametro do foliculo dominante (FD)

quanto do maior foliculo subordinado (FS) foram significativamente maiores no
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tratamento D0/8 do que dos demais tratamentos. Esses resultados sao
semelhantes aos encontrados por Sartorelli et al. (2005), Castilho et al. (2007)
e Gimenes et al.(2008) que relatam o desvio folicular cerca de 2,5 a 3 dias
apos a emergéncia da onda. Segundo esses mesmo autores o diametro do
foliculo dominante encontrado no desvio folicular em Bos indicus foi de 6,2 a
8,4mm. Porém, Ginther et al. (1996) relataram cerca de 8,5mm para o Foliculo
dominante (FD) e 7,2mm para o foliculo subordinado (FS) em Bos taurus.

O diametro maximo do FD néo diferiu entre os tratamentos DO0/8 e
D6 (9,9+0,3mm vs. 9,7£0,3mm; P>0,05). Porém, ambos foram diferentes do
tratamento D8 (8,1+0,7mm; P<0,05). Carvalho (2004) estudando novilhas
sincronizadas com dispositivo intravaginal de P, com PGF vs. sem PGF no dia
zero, obteve diametro maximo do foliculo dominante em novilhas Bos indicus
(10,1£0,8mm vs. 9,0+0,4mm; P>0,05), Bos indicus x Bos taurus(12,7+0,5mm
vs. 11,9+0,7mm; P>0,05), Bos taurus (12,9+0,6mm vs. 10,6+0,7mm; P<0,05).

Informacdes sobre a relagéo entre o diametro folicular e a aquisicéo
da capacidade ovulatéria permitem entender eventuais falhas em tratamentos
hormonais e podem facilitar o desenvolvimento de novos protocolos. Sartori et
al. (2001), relataram em gado holandés a aquisicdo da capacidade ovulatéria
em foliculos a partir de 10 mm de diametro. J& em novilhas Nelore, a
divergéncia folicular ocorreu com diametros menores, tendo sido descrito que
foliculos a partir de 7,0 a 8,4 mm foram capazes de ovular (33%), e que a
capacidade ovulatéria aumentou proporcionalmente ao diametro folicular de 8,5
a 10mm (80%) e maiores que 10mm (90%) (GIMENES et al., 2007).

Em nosso estudo ndo houve diferenca significativa no diametro
maximo do foliculo ovulatério entre os tratamentos DO0/8 (10,6+0,2mm), D6
(10,44£0,4mm) e D8 (11,4+0,8mm), respectivamente. Entretanto, Carvalho et al.
(2008) verificaram efeito significativo da aplicacédo de PGF no DO em protocolos
a base de estradiol/progesterona, sobre o diametro maximo do foliculo
ovulatério e concluiram que novilhas Bos indicus apresentaram foliculo
ovulatério de menor diametro (11,5+0,2 vs. 10,1+0,6mm; P<0,05) do que as
novilhas B. indicus x Bos Taurus (13,0+0,4 vs. 12,6+0,8mm) e Bos Taurus
(12,9+0,6 vs. 11,1+0,9mm) para PGF vs. Sem PGF, respectivamente, nas

mesmas condi¢cbes de manejo.
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A taxa de ovulacédo foi 13,3% maior no tratamento D0/8 quando
comparado ao D6 [93,3 vs. 80,0%; respectivamente (P>0,05)]. J4, ambos,
diferiram significativamente do D8 (35,7%; P<0,05). Bergfeld et al. (1995)
observaram que a administracdo de um agente luteolitico dias antes da
remocao do dispositivo de progesterona, diminui 0s niveis plasmaticos da
mesma, possibilitando maior crescimento folicular e taxa de ovulagcdo em
animais ciclicos. Altas concentracdes de progesterona prejudicam o pico de LH
e a taxa de crescimento do foliculo dominante. Isso explicaria parcialmente a
baixa taxa de ovulacdo no tratamento D8 encontrada em nosso estudo.

Em contribuicdo a esta interpretacdo, Rahe et al. (1980) também
relataram baixa pulsatilidade de LH quando as concentracdes plasmaticas de
progesterona estdo elevadas (entre 5 e 8 ng/mL). Inversamente, a diminuicdo
da concentracao circulante de progesterona para valores subluteais aumenta a
pulsatilidade de LH e favorece o crescimento do foliculo dominante (SAVIO et
al., 1993), o que corrobora também com os dados obtidos por Stock e Fortune
(1993). Estas observacdes dao suporte a outros estudos, nos quais se verificou
que elevada concentracdo de progesterona plasmatica diminui a capacidade
ovulatéria do foliculo dominante (COLAZO et al., 2008).

Resultados similares foram relatados por Peres et al. (2009) que
observaram uma tendéncia de reducao nas taxas de ovulacdo quanto maior a
concentracdo de progesterona no momento da retirada do dispositivo. Carvalho
et al. (2008) também obtiveram menor taxa de ovulagdo quando a
progesterona estava elevada. Os autores sugerem que esta condicdo pode
aumentar a ocorréncia de foliculos de menores diametros no momento da
retirada do dispositivo.

As concentragdes (ng/mL) séricas de P4 encontradas no momento
da insercéo (dia zero; DO) do dispositivo intravaginal de P, eram de origem
endogena. Ja as concentracdes encontradas no D3 comprovam a sensibilidade
do ensaio tanto para a progesterona enddgena quanto exdgena, mostrando
sempre maiores concentragcdes nos animais nao tratados com prostaglandina
no dia zero (DO).

De acordo com Adams (1994) apoOs a inser¢cdo do dispositivo as
concentracdes de P4 no plasma sédo altamente previsiveis, com valores médios

no plasma em torno de 5-6ng/mL, justificando os dados encontrados no
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presente experimento. Pimentel (2006) avaliou a liberacdo de progesterona por
dispositivos intravaginais durante 16 dias em fémeas bovinas
ovariectomizadas, verificando diminuicdo gradual na concentracdo plasmatica
de progesterona: 2 horas apos a insercdo do dispositivo= 9,82ng/mL, 8 dias
apos = 2,44ng/mL e 16 dias apos = 1,56ng/mL.

Macmillan et al. (1991) relataram que novilhas também
ovariectomizadas tratadas com o dispositivo por 12 dias apresentaram uma
concentracdo plasmatica de P, média de 5,6+0,1ng/mL. Os valores médios
diarios variaram de 8,7+0,3ng/mL (6 horas apds a insercédo) a 2,5+0,3ng/mL
(retirada do dispositivo). Esses achados dao suporte aos resultados de nosso
estudo, o qual resultou em menor taxa de ovulacdo quando a PGF2a foi
administrada apenas na remoc¢ao do dispositivo intravaginal de P4 (tratamento
D8).

Vérios estudos tém demonstrado a capacidade da PGF,, e seus
analogos sintéticos, a-prostol (JOCHLE et al., 1982), cloprostenol (COOPER,
1974) e luprostiol (GODFREY et al., 1989) em promover a regressado do corpo
lteo. Porém, a lutedlise somente é efetiva em vacas que estdo no diestro,
entre 0 6° e 17° dias do ciclo estral. A administracdo de PGF,, em vacas com
corpo luteo funcional provoca lutedlise em pelo menos 90% dos animais
tratados e os sinais de estro ocorrem entre o0 2° e 6° dia apds o tratamento. A
lutedlise induzida pela administragdo de PGF,, promove reducdo significativa
na concentracdo plasmatica de progesterona nas primeiras 24 horas ap0s o
tratamento, atingindo valores inferiores a 1ng/mL (VIANA et al., 1999). No
tratamento DO/8 do presente estudo, as concentracfes de progesterona se
mantiveram lineares nas primeiras 72h, ndo havendo aumento por associacao
endogena/exdgena, o que configura efetividade Iuteolitica da PGFy, e

manutencdo exclusivamente exdgena.
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6.5 CONCLUSAO
A lutedlise precoce potencializa o crescimento folicular e a ovulagéo

em protocolos de sincronizacdo para inseminacao artificial em tempo fixo em

vacas Nelore ciclicas nao lactantes.
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7 EXPERIMENTO 3 — Efeito da prostaglandina (PGF,,) na taxa de concepcao
em vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas n&o lactantes submetidas a

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

7.1 HIPOTESE

Vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas ndo lactantes sao sensiveis a
altas concentracGes de progesterona (P,) exdgena, devendo ser submetidas a
lutedlise precoce para potencializar o crescimento folicular, possibilitando

maiores taxas de ovulac&o e concepc¢éo no protocolo de IATF.

Para testar as hipoteses levantadas na conclusdo do experimento 2,
em relacdo a taxa de concepcado, foi delineado o experimento 3, cuja

metodologia encontra-se descrita adiante.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Local e animais experimentais

A localizacdo, as condicdes de manejo e a metodologia adotada
para classificacdo do escore de condi¢ao corporal (ECC) foram as mesmas ja

descritas anteriormente nos subitens 5.2.1 e 5.2.2.

7.2.2 Delineamento experimental

A metodologia adotada para a aplicacédo dos protocolos e execucéo
dos tratamentos D8, D6 e D0/8 foram as mesmas ja descrita anteriormente no
subitem 6.2.2 do experimento 2.

Nesta etapa foram utilizadas 342 vacas Nelore (Bos indicus) ciclicas
nao lactantes distribuidas homogeneamente em um dos trés tratamentos
hormonais (D0/8, D6 e D8). As IATF’s foram realizadas no dia dez (D10) entre

48 e 52 horas apés a remoc¢éao do dispositivo intravaginal de P4.
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7.2.3 Avaliacdo do status ovariano

Foram avaliadas aleatoriamente através de exames ultra-
sonograficos (US) 20% das vacas Nelore (Bos indicus), verificando-se atividade
ovariana ciclica (presenca de corpo lateo) em 99% (99/100) delas. Este
percentual encontrado foi determinante para a caracterizacdo dos animais

experimentais como vacas ciclicas.

7.2.4 Analises estatisticas

As taxas de ovulagao/concepcéao foram analisadas como distribuicéo
binomial por meio da funcdo LOGIT do aplicativo PROC GENMOD do SAS®. O
nivel de significancia adotado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%,
isto é, para um nivel de significancia menor que 0,05 (p<0,05) foi considerado
efeito das variaveis classificatorias e das suas interacdes. As variaveis
classificatorias consideradas no modelo estatistico para verificacdo dos efeitos
e interacbes foram: tratamento, escore de condicdo corporal, sémen,

inseminador e animal.
7.3 RESULTADOS
N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre as taxas de

concepcao de vacas Nelore submetidas aos tratamentos DO0/8, D6 ou D8
(figura 12).
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FIGURA 12. Efeito da prostaglandina na taxa de concepcdo de vacas Nelore (Bos indicus)
ciclicas néo lactantes submetidas a IATF, Parnarama — MA, 2011.
P>0,05 (PROC GENMOD, SAS®)

7.4 DISCUSSAO

A andlise das taxas de concepg¢do do experimento 3 ndo confirmou a
hipotese levantada no experimento 2. A relacéo entre elevadas concentracdes
plasmaticas de progesterona circulante e a reducdo na pulsatilidade e/ou pico
de LH esta bem documentada na literatura cientifica (BERGFELD et al., 1995;
BARUSELLI et al.,, 2007; CARVALHO et al.,, 2008; COLAZO et al.,, 2008;
PERES et al., 2009) e pode comprometer o crescimento folicular e a taxa de
ovulacéo/concepcédo. Sabe-se que vacas Nelore ndo lactantes com bom escore
de condicdo corporal apresentam alta taxa de ciclicidade. De acordo com
Baruselli et al. (2004) e Pereira (2010) a concentracdo de progesterona
endogena proveniente do CL somada com a exdégena do dispositivo
intravaginal (CIDR® 1,9g P,) promoveu reducéo na taxa de ovulacdo e prenhez.
Por outro lado, Melo et al. (2011) ressaltaram que fémeas zebuinas
apresentam alto grau de anestro, sobretudo primiparas, antes dos 60 dias poés-
parto, o que provavelmente ndo justifica a administragdo antecipada ou

adicional de PGF,q para lutedlise precoce.
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Em contribuicdo a estas interpretacbes, a administracdo de um
agente luteolitico dias antes da remocado do dispositivo intravaginal em vacas
ciclicas diminuiria os niveis plasmaticos de progesterona endégena,
possibilitando maior taxa de crescimento folicular e ovulacdo em animais
ciclicos (BERGFELD et al. 1995; CARVALHO et al., 2008; CUPP et al.,1993).

Peres (2008) realizaram um experimento com vacas Nelore
lactantes ciclicas tratadas com CIDR® (1,9 de P,) associado a 2mg de
benzoato de estradiol no DO. Os animais foram avaliados no D7 quanto a
presenca de CL, sendo divididos para receber PGF,q no D7 ou no D9 (remocéo
do dispositivo), concluindo novamente que a alta concentracdo de
progesterona no dia da remocé&o do dispositivo reduziu a taxa de prenhez.

Em nosso experimento foram observadas menores concentracdes
de P4, além de maior crescimento folicular e taxa de ovulacdo quando a
lutedlise foi precoce (Experimento 2). Entretanto, as taxas de concepcéo
(experimento 3) foram similares (P>0,05), ndo corroborando com as pesquisas
anteriormente citadas.

De fato, a funcdo ovariana € influenciada por diversos fatores, como
clima, raca, nutricdo e manejo (MARTINS et al., 2005). Neste experimento, 0
fato da antecipacgéo da prostaglandina/lutedlise ndo ter consolidado a hipétese
experimental e ndo ter aumentado o numero de prenhezes, pode estar
associado ao “status” nutricional das vacas Nelore ciclicas ndo lactantes ou
mesmo ao fato de se ter administrado a eCG na ocasido da remocdo dos
dispositivos. Nas condicbes em que o experimento 3 foi executado, (terco
inicial do periodo chuvoso), a alta ingestdo de matéria seca (IMS) e o balanco
energético positivo, provavelmente ocasionaram uma maior metabolizacéo
entero-hepatica dos hormodnios esterdides, o que pode ter reduzido a
biodisponibilidade da progesterona e estradiol na circulacdo. Esta interpretacao
nao se adequa inteiramente ao experimento 2, pois é sabido que em trabalhos
de dinamica folicular, o manejo de curral € diario e intenso, ocasionado
invariavelmente uma diminuicdo da IMS, diminuindo assim, o metabolismo
hepético.

Sabe-se que 0S mecanismos responsaveis pelo efeito da
alimentacdo sobre a funcdo ovariana podem ser diversos. Dentre eles,

acredita-se que o consumo elevado de energia ou alta IMS estejam altamente
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envolvidos. Estima-se que o aumento da IMS cause um aumento do fluxo
sanguineo para o figado (SYMONDS & PRIME, 1989; PARR et al.,, 1993b;
MILLER et al., 1999; SANGSRITAVONG et al., 2002) onde ha uma grande
metabolizacdo dos hormoénios esterdides P, e E, (PARR et al., 1993a;
WILTBANK et al., 2000; SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et
al., 2003). Consequentemente, quanto maior a IMS, menores concentracdes
sanguineas circulantes desses hormdnios sdo observadas. McEvoy et al.
(1995) relataram também que animais em dieta ad libitum apresentaram
concentracbes plasmaticas de P, significativamente mais baixas em
comparacao aqueles sob dieta restrita.

Caso a hipétese de alta metabolizagcdo da P, exdgena/endbégena
seja aplicavel aos nossos resultados, este efeito atuou em ambos os
tratamentos, reduzindo para niveis ndo supressivos a P4. Assim, o LH
enddgeno pdde atuar em ambos os tratamentos, fazendo com que as taxas de
ovulacéo/concepcédo fossem similares (P>0,05).

Em relacdo a administracdo da eCG, sabe-se que esta, quando
administrada  no momento da remocdo do  dispositivo  de
progesterona/progestageno, confere suporte adicional de LH, aumentando sua
frequéncia e amplitude de liberacéo por até 72 horas (MURPHY & MARTINUK,
1991). Estes efeitos tém se mostrado significativos, sobretudo em animais com
déficit de gonadotrofinas enddgenas, potencializando a resposta ovulatoria e
aumentando a eficiéncia dos protocolos de IATF (BARUSELLI et al., 2004b;
DIAS et al., 2009; MARQUES et al.,, 2005; MENEGHETTI & MIGUEL, 2008;
SALES et al., 2011).

De maneira geral, independente do tamanho do foliculo dominante no
dia da remocao do dispositivo, a administracdo de eCG induz a altas taxas de
crescimento final (SALES et al., 2011). Complementando este raciocinio, é
importante ressaltar que em nenhuma das pesquisas anteriormente citadas,
nas quais ha demonstracéo dos efeitos da lutedlise precoce, foi usada a eCG
(CARVALHO et al., 2008).

Nos resultados aqui apresentados, independente dos tratamentos,
observou-se taxa de concepc¢do acima da média nacional que, segundo
Baruselli (2009), oscila entre 45 e 55%. Em nosso experimento, estima-se que

a taxa de ovulacdo geral também tenha sido alta e, mesmo que esta nao tenha
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ocorrido de forma sincronica entre os tratamentos, sua eventual assincronia
poderia ser compensada pela longa sobrevida do sémen utilizado, desde que
ndo fosse ultrapassado um intervalo interovulatério de 36 horas. Segundo
Anderson et. al., (2004), os espermatozoéides bovinos podem manter a
viabilidade poés-descongelacdo por até 36 horas, estando relacionada
principalmente ao volume e a concentracdo espermética.

Esses dados vém contribuir e reforcar a hipotese do alto
metabolismo dos horménios esterdides em fémeas de corte ndo lactantes e
sua funcdo no controle supressivo dos niveis de progesterona circulante, tanto
de origem exdgena (dispositivo intravaginal), quanto enddgena (corpo luteo).
Deste modo, novas investigacfes para determinar a cinética hormonal em

fémeas zebuinas ciclicas durante protocolos para IATF, se fazem necessarias.

76



7.5 CONCLUSAO
A lutedlise precoce ndo aumentou a taxa de concepgéo a IATF em

vacas Nelore ciclicas néo lactantes sincronizadas com estrogeno, dispositivo

intravaginal de progesterona e eCG.
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8 SUMARIO DE RESULTADOS

Vacas Nelore lactantes entre 50 e 70 dias poOs-parto podem ser
inseminadas em tempo fixo utilizando dispositivo intravaginal de
progesterona novo ou previamente utilizado por oito dias;

Vacas Nelore ciclicas ndo lactantes tiveram maior taxa de
concepgao quando sincronizadas com dispositivo intravaginal de
progesterona previamente utilizado por oito dias;

A lutedlise precoce reduziu as concentracbes endbégenas de
progesterona, possibilitando maior crescimento folicular e
consequente maior taxa de ovulacdo em vacas Nelore ciclicas
sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona novo;

A lutedlise precoce ndo aumentou a taxa de concepcado a IATF em
vacas Nelore ciclicas sincronizadas com estrogeno, dispositivo

intravaginal de progesterona e eCG.
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9 CONCLUSAO

A diminuicdo dos niveis sanguineos de progesterona
exdgena/endogena durante o protocolo de sincronizagdo potencializa o
crescimento folicular e a ovulacdo, podendo ser uma alternativa para otimizar
os resultados de IATF, apesar de, no experimento experimento 3, nao ter

aumentado a taxa de concepgéo.
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