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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo avaliar, em vacas Nelore no periodo pés-
parto inicial, se o aumento farmacoldgico nas concentragdes plasmaticas de
estradiol no periodo pré-ovulatorio e/ou “priming” de progesterona (P4)
precedendo a ovulagado, induzida por tratamentos hormonais, seriam capazes
de diminuir a liberacdo de PGF,a induzida pela administracdo de ocitocina e,
consequentemente, evitar a lise prematura do corpo luteo formado apés a
primeira ovulagdo. Vacas Nelore lactantes (n = 30) foram divididas
aleatoriamente em 3 Grupos: RTB/GPE (n = 10), RTB/GPE/eCG (n = 10) e
RTB/GPG/eCG (n = 10). Em estagio aleatério (D-8, 40 a 70 dias pds-parto), os
animais do grupo RTB (remoc¢&o temporaria do bezerro, 48 h antes do inicio
dos tratamentos)/GPE (GnRH — Prostaglandina — Benzoato de Estradiol)
receberam 50 pg de um anélogo do GnRH (lecirelina, IM, Gestran plus®). Sete
dias mais tarde (D-1) os animais receberam injegcdo de um agente luteolitico
(250 ng de d-cloprostenol, IM, Prolise®) e no dia 0 (D0) foi administrado 1,0 mg
de benzoato de estradiol (BE, IM, Estrogin®). No grupo RTB/GPE/eCG os
animais, além de serem tratados com o protocolo GPE, receberam 400 Ul de
eCG (IM, Novormon®), logo ap6s a administracédo do agente luteolitico (D-1).
No grupo RTB/GPG/eCG, os animais foram tratados de acordo com o
protocolo RTB/GPE/eCG, exceto que no lugar do BE foi administrada uma
segunda dose de GnRH (50 pug de lecirelina, IM) no DO. Em todos os animais
foram realizados exames ultra-sonograficos dos ovarios (Aloka SSD-500,
probe de 7,5 MHZ) e coletas sanguineas nos dias das aplicagdes hormonais,
com a finalidade de classificar os grupos de acordo com a presenga ou
auséncia de altas concentragdes de P4 (“priming” de P4) antes da ovulacéo do
foliculo dominante. O desafio com ocitocina (OT, 50 Ul, IV, Univet®) foi
realizado em cada vaca 6, 9, 12, 15 e 18 dias apds a aplicacdo de BE (grupos
RTB/GPE e RTB/GPE/eCG) ou GnRH (grupo RTB/GPG/eCG) e as amostras
de sangue foram colhidas imediatamente antes e 30 minutos apds a
administragcdo de ocitocina. Utilizou-se ANOVA para estimar os efeitos de
tratamento, priming de P4 e a interacdo nas variaveis discretas e utilizou-se

split-plot ANOVA para estimar os efeitos de tratamento, “priming” de P4, dia do



ciclo estral e interagbes nas variaveis com repeticdo no tempo. A taxa de
ovulagao foi de 50% (5/10), 70% (7/10) e 80% (8/10) nos animais dos grupos
RTB/GPE, RTB/GPE/eCG e RTB/GPG/eCG, respectivamente. A média das
concentragdes plasmaticas de P4 durante o periodo de sincronizagao (antes do
desafio com ocitocina) foi maior (P<0,01) para as vacas com (3,70 = 0,51
ng/mL) em comparagéo as sem “priming” de P4 (1,25 £ 0,11 ng/mL). Na vacas
sem “priming” de P4, houve diminuicdo das concentragbes de P4 no dia 18
(1,73 £ 0,29 ng/mL), em todos os tratamentos. Entretanto, nos animais com
‘priming” os tratamentos com BE promoveram manutengdo de altas
concentragdes de P4 (8,89 = 1,27 ng/mL), enquanto as vacas que receberam
GnRH para indugcdo da ovulagdo apresentaram queda na P4 (2,12 = 1,05
ng/mL) no dia 18 (interacdo tratamento x “priming” de P4 x dia; P<0,01). A
producdo de PGFM em resposta a ocitocina aumentou entre os dias 6 e 18
(efeito de dia; P<0,01) e tal aumento tendeu a ser mais pronunciado nos
animais sem “priming” de P4 (efeito de “priming” de P4 x dia; P<0,06). Conclui-
se que: 1) o aumento nas concentragdes plasmaticas de estradiol no periodo
pré-ovulatério, induzida por tratamentos hormonais (grupos RTB/GPE e
RTB/GPE/eCG), nao foi eficiente em inibir a liberagao endégena de PGFM,
induzida pela administracdo de ocitocina; 2) em vacas Nelore, em anestro pés-
parto, a liberagdo endégena de PGFM, em resposta ao desafio com ocitocina e
a incidéncia de lutedlise prematura, foi menor nos animas “com” em
comparagao aos “sem priming” de progesterona; 3) nos animais com “priming”
de progesterona, os tratamentos com benzoato de estradiol (RTB/GPE e
RTB/GPE/eCG) promoveram manutengdo de concentragbes elevadas de
progesterona 18 dias ap6s a indugao de ovulagdo, indicando um possivel
efeito benéfico da utilizacdo de protocolos hormonais com benzoato de

estradiol em animais com “priming” de progesterona.
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1. Introducéo e Objetivo

Os animais de ragas zebuinas (subespécie Bos taurus indicus, Meirelles
et al. 1999) constituem a maior parte do rebanho bovino de corte em regides de
clima tropical, devido a sua maior adaptagao aos climas quentes, alta umidade,
maior tolerancia ao estresse térmico e resisténcia aos parasitos, em relacao
aos animais de racgas européias (subespécie Bos taurus taurus). No Brasil,
entre as ragas de corte, a Nelore é a que possui 0 maior contingente numérico
(acima de 90 milhdes de cabegas, ACNB, 2006).

Um dos principais fatores que determina o sucesso de um programa de
inseminagao artificial (IA) é a detecgédo do cio, a qual requer tempo e pessoal
adequadamente treinado. Em fémeas zebuinas, a curta duragcdo do estro
(cerca de 11 horas) dificulta a detecgdo do mesmo e prejudica a implantagao
de programas convencionais de |IA (Barros et al., 1995, Pinheiro et al., 1998,
Mizuta, 2003).

A partir do conhecimento detalhado da dindmica de crescimento folicular
(Pierson & Ginther, 1988; Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988) tornou-se
possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e o momento da ovulacdo, de forma a viabilizar a
inseminagao artificial com tempo fixo (IATF, ou seja, IA com tempo pré-
determinado, sem a necessidade de observar cio) em taurinos (Twagiramungu
et al., 1992a,b; Thatcher et al., 1993; Pursley et al., 1994) e zebuinos (Barros et
al., 1998, 2000; Fernandes et al., 2001).

Na América do Sul, principalmente no Brasil e na Argentina, a
disponibilidade comercial de horménios esterdides e protéicos, tém permitido o
desenvolvimento de protocolos hormonais visando a IATF.

Dentre os varios tratamentos testados para IATF de bovinos de corte, os
protocolos com progesterona (P4) ou progestagenos tém se mostrado eficazes,
principalmente no periodo pés-parto, quando boa parte dos animais se
encontra em anestro (revisto por B6 et al., 2003). O tratamento mais usual
consiste na administracdo de benzoato de estradiol (BE; 2,0 mg, IM) no
momento da insergdo do dispositivo (Dia 0), aplicagdo de PGF,, quando o
dispositivo intravaginal for removido (Dia 8) e 1,0 mg de BE (via IM) 24h mais

tarde. A IATF é realizada 30-36 h apds a ultima administragcdo de BE. Portanto,
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neste protocolo sao utilizados os seguintes hormoénios: progesterona-
estrogeno-prostaglandina-estrégeno  (protocolo PEPE). Ao passo que
protocolos mais econdmicos, que utilizam o GnRH para sincronizar a onda
folicular, como por exemplo o “Ovsynch” (GPG, GnRH-PGF-GnRH, Wiltbank et
al., 1996; Pursley et al., 1997; Barros et al., 2000; Fernandes et al., 2001) e
uma de suas variagdes, o protocolo GPE (GnRH-PGF-Estradiol), tém sido
usados com menor frequéncia (Barros et al., 2000; Fernandes et al., 2001).

Um dos maiores obstaculos ao uso do protocolo GPE em bovinos de
corte é sua ineficacia em animais em anestro. Acredita-se que apds o parto as
vacas necessitam de um primeiro contato com a progesterona (“priming”) para
que se desenvolva um corpo luteo com vida funcional normal (Hunter, 1991;
Garverick et al.,, 1992; Yavas & Walton, 2000a,b). Tanto é que na primeira
ovulagdo pos-parto (isto €, sem o “priming” de progesterona) geralmente se
forma um corpo luteo com vida curta, devido a liberacdo prematura de PGF2a
pelo endométrio uterino (Peter et al., 1989; Stagg et al., 1998; Yavas & Walton,
2000a,b).

Mais recentemente, Mann e Lamming (2000) propuseram que a vida
curta do primeiro CL pods-parto esta relacionada ao fato do foliculo dominante
nao produzir elevadas concentragbes de estradiol, que seriam responsaveis
pela diminuicdo (“down regulation”) dos receptores de ocitocina no endométrio
uterino. Se houver disponibilidade de receptores no endométrio uterino, a
interagcao da ocitocina com os mesmos desencadeara eventos que resultarao
na sintese de PGF,a no endométrio uterino e lise prematura do corpo luteo.

Levando-se em consideragdo a hipoétese formulada por Mann &
Lamming (2000), o protocolo GPE foi modificado com o objetivo de se induzir,
em vacas de corte no periodo pos-parto, a formagao de um foliculo dominante
capaz de produzir quantidades suficientes de estradiol para promover “down
regulation” dos receptores de ocitocina, de forma a evitar a liberacdo prematura
de PGFza.

Para tanto, o tratamento GPE foi precedido pela RTB durante 48 horas
(RTB/GPE), a fim de diminuir o efeito inibitério da amamentagao e presenca do
bezerro na liberacdo das gonadotrofinas. Além disso, aplicou-se eCG, logo

apdés a administracdo de PGF2a, para acelerar o crescimento e maturagao
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folicular (RTB/GPE/eCG, Souza et al., 2006). Com esta associacdo de
tratamentos espera-se que a quantidade de estradiol enddgeno, produzida,
sobretudo, pelo foliculo dominante, seja suficiente para diminuir (“down
regulation”) os receptores endometriais de ocitocina e, consequentemente,
evitar a lise prematura do corpo luteo e favorecer a manutengdo da prenhez
(Souza et al., 2006).

Objetivou-se com o presente estudo avaliar, em vacas Nelore no periodo
pos-parto inicial, se o aumento nas concentracées plasmaticas de estradiol no
periodo pré-ovulatorio e/ou “priming” de progesterona precedendo a ovulagao,
induzida por tratamentos hormonais, seriam capazes de diminuir a liberagédo de
PGF,a induzida pela administragéo de ocitocina e, consequentemente, evitar a

lise prematura do corpo luteo formado apds a primeira ovulagao.

Observagao:

A redacdo da presente dissertacao foi realizada em dois capitulos:
Capitulo 1, contendo Introducdo e Objetivo, Revisdo de Literatura e
Referéncias Bibliograficas; Capitulo 2, em formato de Artigo Cientifico,
contendo Introducao e Objetivo, Material e Método, Resultados, Discussao e

Conclusoes.
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2. Revisao da Literatura

Ciclo Estral Bovino

O ciclo estral (CE) compreende os eventos reprodutivos que ocorrem
entre dois periodos de receptividade sexual (cio). As fémeas bovinas
domésticas s&o poliéstricas, apresentando estro com intervalos regulares
meédios de 21 dias, até que a prenhez tenha se estabelecido com sucesso. As
racas indianas apresentam ciclo estral com variacdo entre 17 a 24 dias
(Mukasa-Murgewa, 1989; Galina & Arthur, 1990; Pinheiro et al., 1998).

O CE é regulado por mecanismos endocrinos e neuro-endocrinos
envolvendo, principalmente os hormdnios hipotalamicos (GnRH), hipofisarios
(LH e FSH) e gonadais (estradiol, progesterona e inibina).

O GnRH é um decapepitideo sintetizado por células neuroenddcrinas na
area pré-optica do hipotalamo e apds ser liberado sob a forma de pulsos
(Clarke, 1988) atinge a adenohipdfise através do sistema porta-hipotalamo-
hipofisario, onde determina a secregao das gonadotrofinas LH e FSH.

As gonadotrofinas sao glicoproteinas constituidas de uma sub-unidade o
comum e uma sub-unidade B distinta. Essas gonadotrofinas s&o liberadas de
maneira pulsatil na circulagdo sistémica e atuam nas gbénadas regulando a
gametogénese e a secrecao dos estrégenos gonadais (Stanislaus et al., 1998).

Trabalhos recentes indicam que peptideos da familia RFamide (Messager
et al., 2006; Kriegsfeld, 2006) parecem desempenhar papel fundamental no
controle da liberagdo do GnRH. O kisspeptideo age diretamente nos neurbnios
secretores de GnRH, ativando a liberagdo deste horménio (Shahab et al., 2005;
Han et al., 2005; Gottsch et al., 2004; Kriegsfeld, 2006), enquanto o horménio
inibidor de gonadotrofinas (GnlH) atua bloqueando esta liberagdo (Anderson et
al.,, 2005; Johnson et al., 2005; Kriegsfeld, 2006). Além disso, existem
evidencias que estes peptideos podem mediar a retroalimentagao (positiva ou
negativa) dos esterdides sexuais na liberagdo de GnRH. (Smith et al., 2005a,b,
2006; Kriegsfeld, 2006; Dungan, 2006).

O LH, secretado pela adeno-hipdfise, € regulado pela P4 e E, ovarianos.
Durante a maior parte do CE, ambos hormdnios inibem a secrecéo de LH por

meio de retroalimentagdo negativa sobre o eixo hipotalamico-hipofisario
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(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). Apds a lutedlise, a concentragdo 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 maturagdo do
foliculo dominante que passa a secretar quantidades crescentes de 17f-
estradiol (Ireland & Roche, 1987; Fortune et al., 2001). O E,, na auséncia de
P4, estimula a sintese de receptores para GnRH na hipéfise (Schoenemann et
al., 1985) tornando-a mais sensivel ao GnRH (Kesner et al., 1981) 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
de LH (Hurnik, 1987) e consequentemente, na ovulagao do foliculo de Degraaf
(Clarke, 1988; Mukasa-Mugerwa, 1989, Cassar et al., 2002).

Dinamica Folicular

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e atresia
dos foliculos ovarianos (Matton et al., 1981; Woolums & Peter, 1994) que se
inicia na vida fetal, passa pela puberdade (Evans et al., 1994) e continua na
vida reprodutiva até a senilidade (Hafez, 1993). Este processo esta presente
inclusive no periodo pds-parto que precede a ciclicidade (Roche et al., 1992;
Mcdougall et al., 1995) e durante a prenhez (Taylor & Rajamahendram, 1991).

Os foliculos encontrados nos ovarios de uma fémea pubere podem ser
classificados em: primordiais em repouso (primario); pré-antrais em
crescimento (secundarios); antrais em maturacdo (terciarios) e foliculo pré-
ovulatério (Graaf, Woolums & Peter, 1994). Entre os dias 120 e 140 de
gestacdo nos bovinos, as ovogbnias do feto se dividem ativamente e cada
ovécito é envolvido por uma camada de células somaticas formando os
foliculos primarios (Wandji et al., 1992; Wiltbank et al., 1996).

Quando o foliculo adquire duas camadas de células granulosas cubdides,

passa a ser denominado de foliculo secundario. Ambos sao foliculos pré-
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antrais. O passo seguinte da foliculogénese é a formacgao do antro, a partir da
secrecao do fluido folicular pelas células granulosas.

O fluido folicular € um meio de suporte nutricional e de desenvolvimento
do ovdcito, bem como um veiculo no qual o ovdcito é transportado para a tuba
uterina durante a ovulagdao (Woolums & Peter, 1994). O fluido é rico em
glicoproteinas, tais como a inibina (inibe a secre¢do de FSH e o crescimento
dos foliculos subordinados, Dekrester & Robertson, 1989; Rice, 1991); a
folistatina (suprime o crescimento folicular) e a activina (estimula a sintese e/ou
a liberacéo do FSH, Xiao et al., 1992).

O processo continuo de crescimento e regressdo dos foliculos antrais
ovarianos que induz o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio é conhecido
como dindmica de crescimento folicular, enquanto que o padrdao de
crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos € denominado onda
de crescimento folicular (Lucy et al., 1992). O crescimento folicular em padrao
de ondas ocorre em todos os estagios da vida de uma fémea, como no periodo
anterior a puberdade (Adams et al., 1992), durante a gestacéo (Ginther et al.,
1996b) e no pds-parto (Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a, b).

A dinamica de crescimento folicular dos bovinos de ragas européias (Bos
taurus taurus) é caracterizada pela presenga de duas (Knopf et al., 1989;
Ginther et al., 1989) ou trés (Ireland & Roche, 1987; Savio et al., 1988; Sirios &
Forture, 1988) ondas de crescimento folicular e, esporadicamente, uma ou
quatro ondas (Savio et al., 1988; Sirios & Fortune, 1988; Murphy et al., 1990).
Foram demonstrados, em estudos realizados em bovinos zebuinos (Bos taurus
indicus) da raca Nelore, a predominancia de duas ondas de crescimento
folicular para vacas e trés ondas de crescimento folicular para novilhas (Barros
et al., 1995; Figueiredo et al., 1997). Cada onda de crescimento folicular
consiste na emergéncia simultdnea de um grupo de 10 a 50 foliculos com
diametro de aproximadamente 2 a 3 mm.

A emergéncia da onda folicular, também denominada de recrutamento
folicular, é estimulada por um aumento transitério do hormoénio foliculo-
estimulante-FSH (Fortune, 1993). Aproximadamente trés dias apds a
emergéncia folicular, quando o maior foliculo atinge o didmetro médio de 8,5
mm, para Bos taurus taurus (Ginther et al., 1996a) e cerca de 6,1 mm para Bos

taurus indicus (Sartorelli et al., 2005) ocorre o evento denominado de desvio ou
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divergéncia folicular (Ginther et al.,, 2001), quando um foliculo continua a
crescer e se torna o foliculo dominante (FD), enquanto os demais foliculos,
denominados foliculos subordinados, sofrem atresia (regresséo).

Na presenca de um CL funcional e de altas concentracdes plasmaticas de
progesterona, ha decréscimo na frequéncia de pulsos de LH (Roberson et al.,
1989). Consequentemente, o FD perde a dominancia, sofre atresia e falha em
ovular (Ginther et al., 1989; Lucy et al., 1992; Stock & Fortune, 1993). Desta
forma, e somente por ocasiao da lutedlise, quando as condi¢des hormonais sao
favoraveis (P4<1 ng/ml), que o foliculo dominante responde ao pico de LH e
ovular.

O crescimento e a atresia folicular sado influenciados por raga (Figueiredo
et al., 1997), estadio reprodutivo (Roche & Boland, 1991), época do ano
(Badinga et al., 1994), estresse caldrico (Wilson et al., 1998), balanco
energético (Rhodes et al., 1995) e escore da condi¢ao corporal (ECC, Burke et
al., 1998).

Regresséao Luteal

O corpo luteo (CL) sofre regressdo morfoléogica e funcional
aproximadamente 17 a 20 dias apds a ovulagao. Este processo, denominado
lutedlise, € caracterizado pela queda na produgdo de progesterona e
fragmentacdo dos componentes celulares, incluindo a redugdo do suporte
vascular, proliferacdo do tecido conjuntivo, desorganizagcao celular,
degeneracéo e fagocitose das células luteais (Milvae et al., 1996).

Nos bovinos e ovinos a lise do corpo luteo é causada pela liberagao de
PGF,a proveniente do endométrio (Horton & Poyser, 1975). O sinal hormonal
que leva a liberacdo de PGF,a em quantidades luteoliticas € o estradiol
proveniente dos foliculos ovarianos. McCracken et al. (1984), propuseram que
o E; age estimulando a sintese de receptores para ocitocina no endométrio de
ovelhas, e que a ocitocina, proveniente do corpo luteo ou da neurohipdfise,
estimula a secrecédo de PGF,a. Wathes et al. (1983 e 1984) e Fields et al.
(1985 e 1992) confirmaram esta hipétese demonstrando que a ocitocina é de

fato secretada pelo corpo luteo bovino e que interage com receptores
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endometriais proprios (Fuchs et al., 1990) para estimular a secre¢ao de PGF,a
(Gross et al., 1988; Putney et al., 1989). A PGF,a é secretada de forma pulsatil
pelo endométrio durante o periodo da lutedlise (Shemesh & Hansel, 1975) e
atinge o CL ipsolateral por difusdo da veia uterina para a artéria ovariana através
de um mecanismo de contracorrente (Ginther & Del Campo, 1974; Hixon &
Hansel, 1974; Ginther, 1981).

Aproximadamente 98% da PGF,a produzida é transformada em 13,14
diidro 15-ceto prostaglandina F,ao (PGFM) na primeira passagem pelos
pulmdes (Piper et al., 1970). Dessa forma, a produgédo de PGF2, é geralmente
mensurada, in vivo, através da PGFM. A concentracdo basal de PGFM em
vacas durante a fase luteinica varia entre 10 e 100 pg/ml. No momento da
lutedlise, a PGFM é produzida em picos com duragdes variando entre 2 a 5
horas, espacgados por intervalos que duram de 2 a 30 horas, durante um
periodo de 2 a 3 dias (Nancarrow et al., 1973; Thorburn et al., 1973; Peterson
et al., 1975; Kindahl et al., 1976; Fredrickison et al., 1984; Danet-Desnoyers et
al.,, 1995), atingindo concentragdes plasmaticas de 150 a 500 pg/ml
(Kindahl et al., 1976; Kotwica et al., 1998; Oyedipe et al., 1984). Em ovelhas
ocorre uma série de pulsos que duram 1 hora e ocorrem em intervalos de
aproximadamente 6 a 9 horas (Mccracken et al., 1973; Barcikowski et al., 1974).

Experimentos realizados tanto “in vivo” quanto “in vitro” demonstraram que
a administracdo de PGF,a promove varios efeitos: decréscimo no fluxo
sanguineo (Nett et al., 1976), alteragbes na atividade das enzimas
esteroidogénicas (Caffrey et al., 1979; Rao et al., 1984), alteracbes na
conformacgao da cromatina nuclear (Chegini et al., 1991), diminuicdo no numero
de células luteas pequenas (CLP, Braden et al., 1988), liberagao de ocitocina
luteal (Flint & Sheldrick, 1982), decréscimo da prostaciclina luteal (Milvae &
Hansel, 1983), ativacdo do sistema fosfolipase C, aumento do inositol trifosfato
e do calcio intracelular (Davis et al., 1988; Alila et al., 1989; Duncan & Dauvis,
1991) e alteragdes na atividade da proteina kinase C (Orwig et al., 1994).

As células luteas grandes (CLG) possuem maior numero de receptores de
alta afinidade para PGF,a. em sua membrana plasmatica que as CLP (Powell et
al., 1976; Wiltbank et al., 1995). A observagdo de Davis et al. (1988), que a

PGF,0 aumenta a atividade da enzima fosfolipase C tanto nas CLP quanto nas
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CLG sugere que as CLP podem ter receptores suficientes para responder a
PGF,a (Rodgers, 1990).

Até recentemente, os mecanismos luteoliticos descritos para ovinos e
bovinos eram idénticos. Entretanto, Okuda et al. (2002) demonstraram que,
embora nos ruminantes a PGFya pulsatii é gerada pelo mecanismo de
retroalimentagdo positiva entre ocitocina luteinica e/ou hipofisaria e PGF,a
uterina, o endométrio bovino pode possuir outros mecanismos para a iniciagao
da liberacdo da PGF,a luteolitica. Kotwica e colaboradores (1997)
demonstraram que o bloqueio dos receptores de ocitocina através de um
antagonista especifico (CAP-527) ndo impediu a ocorréncia da secregao
pulsatil de PGF.a. nem da lutedlise, comparando-se com os animais controle.

Em 1998, Kotwica e colaboradores relataram que durante a lutedlise
espontanea em bovinos somente 54% das pulsagbes de PGF,o estavam
associadas a pulsagdes de ocitocina. Ainda assim acredita-se que a ocitocina
atue de forma a modular a amplitude dos pulsos de PGF,a durante a lutedlise
em bovinos (Kotwica et al., 1998, 1999; Okuda et al., 2002).

A progesterona (P4) regula a lutedlise de diferentes formas. A exposicéo
prolongada a P4, promove o acumulo de &cido araquidbnico (AA) e
ciclooxigenase (COX), elementos essenciais a sintese de PGF.a (Silvia et al.,
1991; Goff, 2004). Segundo Garret et al. (1988), a suplementagdo com P4 no
inicio do ciclo estral promove redugdo na duragdo do ciclo estral,
provavelmente devido a um acumulo precoce de AA e COX no endométrio,
causando secreg¢ao prematura de PGF,a. Entretanto, até a segunda metade
do ciclo estral, a P4 exerce efeito supressivo a secrecao de PGFa (Silvia et
al., 1991). Esse efeito supressivo é devido a acdo inibitéria da P4 na
expressao do gene dos OTR (Fuchs et al., 1990; Mann & Lamming, 1994)
e bloqueadora ao E; (Mccracken et al., 1999).

Villa-Godoy et al. (1985) demonstraram a importancia do E, na regulagao
da lutedlise ao observarem, apdés a remogao dos foliculos ovarianos, maior
duracdo do ciclo estral. Aléem disso, Hixon & Flint (1987) observaram que a
administracdo do E; na metade da fase luteal eleva as concentragbes
plasmaticas de PGFM, dando inicio a lutedlise, possivelmente através da

elevacao das concentragcdes de OTR endometriais. Esse efeito do E; é
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dependente da P4, pois é observado somente apdés o endométrio ter sido
previamente exposto ("priming") a P4 (Lafrance & Goff, 1988; Lamming &
Mann, 1995a). Outro fator determinante na regulagdo dos OTR pelo E; é a
sua concentracao plasmatica. Apds a metade da fase luteal, as concentracoes
dos receptores de E, (ER) aumentam, possivelmente devido a uma "up
regulation” pelo E; de seus proprios receptores endometriais (Xiao & Goff,
1999), elevando consequentemente as concentragbes de OTR. Ja nos
momentos que antecedem a ovulagao, altos niveis de E, secretados pelo
foliculo ovulatério resultam no decréscimo das concentragdes dos OTR ("down
regulation"), produzindo uma situagao de auséncia de resposta do endométrio
a OT nos primeiros dias do ciclo estral (Lamming & Mann 1995a,b).

De acordo com estes dados, a regulacdo dos receptores de ocitocina
(OTR) pode ocorrer de trés formas diferentes no decorrer do ciclo estral: 1) na
fase inicial, quando a P4 ainda é baixa, os OTR encontram-se em baixas
concentragdes devido a "down regulation" causada pelos altos niveis de E; pré-
ovulatério (Mann & Lamming, 2000); 2) na metade da fase luteal, quando a
"down regulation" do E; possivelmente nao exerce mais influéncia, a P4
encontra-se em niveis mais elevados e inibe a expressdo dos OTR
endometriais (McCracken et al., 1999; Goff, 2004; Silvia et al., 1991); 3) no
final da fase luteal, os receptores de progesterona sofrem "down regulation" e
o foliculo dominante secreta E; em concentracdes intermediarias, propiciando
a expressao dos OTR no endométrio e permitindo o estimulo da OT a secregao
de PGF,a (McCracken et al., 1999; Goff, 2004; Silvia et al., 1991).

Fase Folicular

A fase folicular tem inicio apds a lutedlise induzida pela PGF,a com
consequente queda nos valores séricos de P4 (<1 ng/ml) entre 24 e 36 apds o
inicio da lutedlise, seja ela natural ou induzida por PGF,a exdgena (Dieleman et
al.,, 1986). O incremento na freqiéncia de pulsos de LH estimula a maturacéo
do foliculo dominante que secreta quantidades crescentes de E, induzindo o
comportamento estral (Clarke, 1988; Mukasa-Mugerwa, 1989).



31

O cio é caracterizado pelo comportamento sexual, onde a fémea permite
ser montada (Blockey, 1980; Esslemont et al., 1980). Entretanto, existem
outros sinais como muco vaginal abundante, edema vulvar, micgéo frequente,
inquietacdo, monta em outras companheiras, queda na producdo de leite,
perda de apetite e afastamento do rebanho, que auxiliam na identificacdo do
animal em cio (Hafez, 1993). A simples observagao diaria do comportamento
sexual de vacas e novilhas permite a identificagdo do cio, entretanto, a
freqUéncia (2 a 4 vezes ao dia) e o tempo (15 a 60 minutos) despendido nesta
observacéo influenciam na acuracia da detecgéo do cio (Vaca et al., 1985).

Nas racas européias (Bos taurus) o cio dura cerca de 16 a 18 horas € a
ovulagado ocorre, em média, entre 28 e 31 h apds o inicio do cio (Escobedo et
al., 1989; Galina & Arthur, 1990; Stock & Fortune, 1993), ou seja, entre 10 e 12
horas apds o final do cio (Hansel & Echternkamp, 1972; Wishart, 1972; Hunter
& Wilmut, 1984). Por outro lado, em zebuinos, a receptividade sexual é, em
média, de apenas 11 horas (Mukasa-Mugerwa, 1989; Galina & Arthur, 1990),
podendo variar de 1,3 a 20 horas (Mukasa-Mugerwa, 1989; Galina & Arthur,
1990).

Pinheiro et al. (1998), utilizando a técnica de ultra-sonografia, verificaram
que o intervalo entre inicio do cio e a ovulagdo era de 26,6 + 0,44 horas e a
duracao do cio de aproximadamente 11 horas em vacas Nelore, com estro
natural ou induzido por tratamentos hormonais. Estes resultados foram
confirmados por Mizuta (2003), utilizando o sistema Heat-Watch para detectar
o estro e a ultra-sonografia para observar a ovulagdo. Além dos zebuinos
apresentarem estro de menor duragdo em relagdo as ragas européias, existe
uma elevada incidéncia de estro no periodo noturno (30 a 50%), o que dificulta

ainda mais a detecc&o do estro nos zebuinos (Pinheiro et al., 1998).

Fase Lutea

O pico pré-ovulatério de LH estimula o crescimento e a maturagao
folicular, a ovulagdo e a formagao do corpo luteo (CL). O CL é uma glandula
temporaria cuja funcdo € o elemento chave para muitos processos
reprodutivos, incluindo a ovulacdo, o comprimento do ciclo estral, o

reconhecimento da gestagdo e a sobrevivéncia embrionaria em todas as
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espécies de mamiferos (Estergreen et al., 1967; Niswender et al., 1994; Milvae
et al., 1996).

O foliculo contétm uma camada avascular de células granulosas
envolvidas por uma membrana basal, uma camada de células da teca interna e
outra da teca externa. Na ovulagdo, a membrana basal se rompe e o ovocito
junto com o fluido folicular é eliminado criando uma cavidade para o
desenvolvimento do CL a partir das células da teca interna e da granulosa que
invadem a cavidade folicular, onde crescem (hipertrofia) e se dividem
(hiperplasia) formando as CLP e as CLG, respectivamente (Milvae et al., 1996).
Esta transformacao das células da teca interna e da granulosa é referida como
luteinizagdo e representa o estagio final de desenvolvimento destas células. O
crescimento do CL é muito rapido e seu peso aumenta em até 6 vezes na
primeira metade do CE (Zheng et al.,, 1994). O LH é o fator luteotréfico mais
importante na vaca (Hansel & Convey, 1983; Niswender et al., 1994).

Em bovinos, as CLP e as CLG variam de 12 a 22 um e de 25 a 50 um de
diametro, respectivamente (Alila & Hansel, 1984; Fields et al., 1992). No inicio
do CE as CLG se desenvolvem a partir das células da granulosa, porém nos
estagios finais do CE e durante a gestacdo podem se desenvolver a partir das
CLP (Hansel et al., 1987). As CLG produzem mais progesterona por célula que
as CLP, porém as CLP possuem maior quantidade de receptores para LH e por
isto, respondem mais intensamente ao LH na secrecéo de progesterona que as
CLG (Fitz et al., 1982). Além disso, as CLG produzem ocitocina, a qual tem
papel importante na lutedlise dos ruminantes (Wathes et al., 1983 e 1984;
Fields et al., 1985 e 1992).

Na fase luteinica o CL produz progesterona em quantidades crescentes
do 4° ao 10° dia do CE, e a secrecdo se mantém estavel até que ocorra a
lutedlise, em torno do 15° ao 20° dia (Luque et al., 1983, Hafez, 1993).

Anestro pés-parto em fémeas bovinas
Anestro pds-parto € o periodo de completa inatividade sexual que se

estende desde o parto até o aparecimento do primeiro estro, caracterizado por

auséncia de manifestagao de cio. Neste periodo, também conhecido por
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puerpeério, ocorre a involugao uterina e o restabelecimento da atividade
ovariana (Hafez, 1993).

A duracdo do anestro pés-parto é influenciada, principalmente, pela
amamentacao e nutricdo, embora outros fatores, como a estagcao do ano, idade
e raca da vaca, numero de partos, presenca de touros (Short et al., 1990),
estresse, partos gemelares, distocia e retengéo de placenta (Yavas & Walton,
2000a) também influenciem na duragé&o do anestro. Segundo Yavas & Walton
(2000a), o periodo poés-parto seria o periodo de transicdo durante o qual a
funcionalidade do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal-uterino se recupera da
gestacgao anterior.

A pulsatilidade e a concentragdo sanguinea de FSH aumentam logo apos
o parto, por volta do quarto dia (Williams et al., 1983) e posteriormente mantém
padrdo semelhante a vacas ciclicas (Williams et al., 1982). A secre¢cédo de FSH
requer uma estimulagcdo minima de GnRH e sua liberagcdo € controlada
principalmente por efeito de retroalimentagdo dos esterdides ovarianos. Como
a secrecdao de GnRH nao é totalmente suprimida, a retomada precoce dos
pulsos de FSH ocorre devido a baixa frequéncia inicial dos pulsos de GnRH,
enquanto que, os pulsos de LH reiniciam relativamente mais tarde no pos-
parto, quando a frequéncia dos pulsos de GnRH aumenta (Lamming et al.,
1981). O padrao pulsatil de liberagdo do LH pds-parto se caracteriza por baixa
frequéncia, menos de um pulso de LH a cada quatro horas (Williams et al.,
1983). Essa frequéncia aumenta durante o periodo imediatamente anterior a
ovulagdo até aproximadamente um pulso de LH a cada uma ou duas horas
(Schallenberger, 1985).

Nas primeiras trés semanas apods o parto ocorre o inicio do crescimento
de ondas foliculares, a involucdo uterina e a reposicdo dos estoques
hipofisarios de LH. A liberacdo de FSH e desenvolvimento de FD iniciam logo
apos o parto, porém esses foliculos ndo atingem a maturagéo final, um pré-
requisito para a ovulacido, devido a auséncia de pulsos apropriados de LH,

desta forma, os foliculos tornam-se atrésicos (Yavas & Walton, 2000a).
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Primeira ovulacéo pds-parto

A formagao do primeiro FD ocorre geralmente de dez a doze dias pos-
parto em vacas de corte e de leite (Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a;
Stagg et al.,, 1995). Em vacas de corte com bezerro ao pé a ciclicidade
geralmente é restabelecida dentro de 35 a 60 dias pos-parto em animais que
apresentam ECC adequados podendo, este periodo, se estender em condi¢cdes
desfavoraveis (Yavas & Walton, 2000b). Na grande maioria das vezes a
primeira ovulagdo poés-parto € seguida por um ciclo curto e ndo é precedida
pela pela manifestacdo de estro (Savio et al., 1990a; Murphy et al., 1990;
Stagg, 1995; Looper et al., 1997), devido ao fato da capacidade do FD produzir
estradiol ser limitada durante o periodo de anestro pds-parto (Spicer et al.,
1986).

Em vacas de corte com bezerro ao pé observou-se que apenas 10% dos
animais ovularam o FD da primeira onda de crescimento folicular (Murphy et
al.,, 1990) e a maior parte dos animais apresentam duas a trés ondas de
crescimento folicular antes da primeira ovulagcédo (Stagg, 1995; Henao et al.,
2000).

A fase luteal, apos a primeira ovulagédo pos-parto geralmente tem duragéo
de 8 a 12 dias, independente se foi espontdnea (Looper et al., 1997) ou
induzida por desmame precoce, GnRH ou hCG (Short et al., 1990). O ciclo
curto € composto por uma unica onda de crescimento folicular, CL de diametro
menor e baixas concentragdes circulantes de progesterona quando comparado
ao um ciclo estral normal (Yavas & Walton, 2000b).

Stagg et al. (1998) observaram a ocorréncia de ciclos curtos (< 16dias)
apos a primeira ovulagao em 85% das vacas, 12% das vacas tiveram ciclos de
duracdo normal (18-24 dias) e 3% de ciclos longos (>24dias). Quando
compararam vacas inseminadas, na primeira ovulacdo pods-parto, com vacas
inseminadas apods o primeiro estro, precedido de um ciclo curto, observaram
taxas de concepgao de 41 e 76% (p<0,05), respectivamente.

A regresséao prematura do CL, apds a primeira ovulagdo pos-parto, ocorre
devido a liberagao precoce de PGF,a pelo endométrio uterino, devido a maior
concentracdo de receptores de ocitocina neste tecido em animais que

apresentam ciclo curto (Zollers et al., 1993). A exposi¢cao previa a altos niveis
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de progesterona diminui o numero dos receptores de ocitocina no endométrio e
previne o ciclo curto (Zollers et al., 1993). Acredita-se que, apds o parto, as
vacas necessitem de um primeiro contato com a progesterona (“priming”) para
que se desenvolva um corpo luteo com vida funcional normal (Hunter, 1991;
Garverick et al., 1992; Yavas & Walton, 2000b).

Mais recentemente, Mann & Lamming (2000) propuseram que a vida curta
do primeiro CL pés-parto esta relacionada ao fato do foliculo dominante nao
produzir elevadas concentragcdes de estradiol, que seriam responsaveis pela
diminuicdo dos receptores de ocitocina no endométrio uterino. Se houver
disponibilidade de receptores de ocitocina no endométrio uterino, a interagao
da ocitocina com os mesmos resultardo na sintese de PGF,a no endométrio

uterino e lise prematura do corpo luteo.

Sincronizacao da ovulacao

No final de década de oitenta, quando o advento da ultra-sonografia
permitiu a caracterizacdo do desenvolvimento folicular bovino, Thatcher et al.
(1989) e Macmillan & Thatcher (1991), utilizaram um analogo do GnRH para
alterar a dindmica de crescimento folicular e forneceram a base para o
desenvolvimento de um novo sistema de sincronizag&o da ovulagéo.

Brown & Reeves, (1983) e Ireland et al. (1990), demonstraram a auséncia
de receptores para GnRH no ovario bovino. Posteriormente descobriu-se que o
GnRH e seus analogos agem indiretamente induzindo a liberagao de LH e FSH
que promovem o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e do corpo luteo
(Conn & Crowley, 1990). A administracdo do GnRH aumenta os niveis
plasmaticos de LH e FSH dentro de 2 a 4 horas (Chenault et al., 1990; Rettmer
et al., 1992; Stevenson et al., 1993).

Quando administrado em estagios aleatérios do ciclo estral, o GnRH
causa a ovulacdo do foliculo dominante e induz a emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular dentro de 2 a 3 dias apds o tratamento (Thatcher
et al., 1989; Guilbault et al., 1990; Macmillan & Thatcher, 1991; Twagiramungu
et al., 1994; Pursley et al., 1995; Kastelic & Mapletoft, 1998). Assim, os animais
apresentam homogeneidade no estagio de desenvolvimento dos foliculos

ovarianos no momento da inducao da lutedlise. Consequentemente, a precisao
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na determinagao do cio (Twagiramungu et al., 1992a,b; Thatcher et al., 1993) e
a sincronizagdo do pico de LH entre os animais sdo melhorados
significativamente.

E relatado por varios autores que, a administracdo de GnRH, seguida 6 ou
7 dias apos pela injecao de PGFqa, € um sistema eficaz para a sincronizagéo
do cio e resulta em boa fertilidade (taxa de concepg¢ao entre 65 e 85%,
Guilbault et al., 1991; Twagiramungu et al., 1992b; Thatcher et al., 1993;
Wolfenson et al., 1994). O intervalo de 6 a 7 dias entre 0 GnRH e a PGFzq,
permite tempo suficiente para a maturagdo e responsividade do novo CL a
PGF,a (Wiltbank et al., 1996).

A administragdo de uma segunda dose de GnRH 1 a 2 dias apés a PGF,a
sincroniza o momento da ovulacdo e o0s animais, tanto de ragas européias
(Pursley et al., 1995; Twagiramungu et al., 1995; Burke et al., 1996) quanto de
zebuinas (Barros et al., 1998; Barros et al., 2000; Fernandes et al., 2001), podem
ser inseminados com horario predeterminado. O GnRH injetado 24 ou 48 horas
apo6s a PGF.a concentra as ovulagdes dentro de um periodo de 8 a 12 horas o
que permite a realizacdo da IA com tempo fixo 16 a 24 horas apdés a segunda
dose de GnRH (Pursley et al., 1994, 1995, 1997; Wiltbank et al., 1996; Burke et
al., 1996, Barros et al., 2000; Fernandes et al., 2001). Esta sequéncia de
tratamentos hormonais (GnRH-PGF-GnRH), que permite a inseminacgao artificial
em tempo fixo, passou a ser conhecida como protocolo "ovsynch".

Uma forma de diminuir o custo do protocolo GPG é substituir a segunda dose
de GnRH por benzoato de estradiol (BE, 1,0 mg para vacas e 0,75 mg para
novilhas; via IM, Protocolo GPE). Neste caso, apds a lutedlise induzida pela
PGF2a, o BE, por meio de retroalimentagao positiva no hipotalamo/hipofise, induz
0 pico pré-ovulatério de LH cerca de 40 a 44 h apds sua administragéo, ou seja,
cerca de 10 a 12 horas mais tarde do que quando se utiliza GnRH (Barros et al.,
2000). Portanto, os animais devem ser inseminados, sem observagao de cio, 30 a
36 horas apds a aplicacao de BE.

O protocolo GPE foi tao eficiente quanto o GPG em sincronizar a ovualagao
de vacas Nelore ciclando, resultando em taxas de prenhez de 40 a 45% apds uma
unica inseminagéo com tempo fixo (Barros et al., 2000; Fernandes et al., 2001).

Entretanto, quando os protocolos GPG ou GPE foram testados em vacas em



37

anestro, as taxas de prenhes apés a IATF foram bem mais baixas: 14,9% no
grupo GPG (n = 67) e 19,1 % no GPE (n = 68). Portanto, estes tratamentos ndo
foram efetivos em animais em anestro e devem ser utilizados somente em vacas
que estao ciclando (Fernandes et al., 2001). Além disso, as taxas de prenhez em
novilhas (entre 21 e 43%) geralmente sao menores do que as observadas em
vacas (de 41 a 48%) ap6s a utilizagao destes protocolos (Fernandes et al., 2001;
Williams et al., 2002).

Dentre os varios tratamentos testados para IATF de bovinos de corte, os
protocolos com progesterona ou progestagenos tém se mostrado eficazes,
principalmente no periodo pds-parto, quando boa parte dos animais se
encontra em anestro (revisto por Bo6 et al., 2003). A agédo da progesterona na
sincronizagdo do ciclo estral em bovinos tem sido relatada ha décadas
(Lamond, 1964; Gordon, 1976). Os animais recebiam doses diarias de
progesterona por periodos de até 20 dias. Estes tratamentos resultavam em
altas taxas de sincronizagdo do estro, no entanto apresentavam baixa
fertilidade, além de serem pouco praticos (Macmillan e Peterson, 1993). Com o
passar do tempo foram desenvolvidos métodos mais praticos de administracao
de progesterona com a utilizacdo de dispositivos (intravaginais ou auriculares)
liberadores de progesterona/progestagenos (Bo et al., 2003; Barros & Ereno,
2004; Baruselli et al 2004).

B6 e colaboradores (1995, 2003) demonstraram que a associagao de
estrégenos a dispositivos que liberam progesterona/progestageno promove
atresia do foliculo dominante e induz a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular cerca de 4 dias apds a aplicacdo destes esterdides . A
regressdo do CL é alcangcada pela aplicagdo de estradiol no inicio do
tratamento ou pela administracdo de PGF,ac no momento da remocg¢ao do
implante. Esta possibilidade de sincronizar a onda de crescimento folicular por
meio do uso concomitante de progesterona/progestagenos e estrégenos
possibilitou o desenvolvimento de varios protocolos hormonais, especialmente
Uteis para realizacdo de IATF em animais que se encontram em anestro e,
portanto, ndo respondem bem a protocolos que ndo utilizam progesterona
exodgena (Bo et al., 2003; Barros & Ereno, 2004; Baruselli et al., 2005).
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Uso da gonadotrofina coridnica eqiina (eCG) na IATF

A eCG é uma gonadotrofina glicoproteica produzida pela placenta de
equinos durante a gestacdo (Combarnous, 1992). Apresenta em sua estrutura
duas cadeias, a “a”, idéntica em todas as gonadotrofinas existentes e a 3,
diferente entre elas, sendo esta ultima responsavel pela acdo de cada
gonadotrofina (Combarnous, 1992). Na égua, a eCG estimula a formagéo das
glandulas luteais acessorias para auxiliarem na manutengcdo da gestacgéo
(Lunn; Vagnani; Ginther, 1996).

Quando administrada em outras espécies, a eCG se liga aos receptores
de FSH e de LH, sendo a unica gonadotrofina capaz de ligar simultaneamente
aos receptores de LH e FSH em mamiferos, exceto nos equinos (Murphy &
Martinuk, 1991). Nos bovinos essa gonadotrofina apresenta longo tempo de
acao variando de 50 a 100 horas devido a propor¢ao de acido sialico (10 a
15%) presente na sua molécula (Schams et al., 1978 apud Kuran; Hutchinson;
Broadbent, 1996).

A eCG estimula o crescimento folicular através de sua agcdo FSH e LH,
aumenta a taxa de ovulagdo e a concentragao plasmatica de progesterona no
diestro do ciclo subsequente a IATF, por se ligar aos receptores de LH no CL
(Stewart & Allen, 1981), proporcionando melhor desenvolvimento embrionario e
manutencgao da gestacao (Marques et al., 2003; Sa Filho et al., 2004). Cavalieri
et al. (1997) observaram melhor sincronizagdo da ovulagdo, quando
administraram 400 Ul de eCG na retirada do implante de norgestomet. De
forma semelhante, Sa Filho et al. (2004) verificaram que o uso da eCG em
protocolos de IATF, apds a retirada do implante auricular de progestageno,
aumenta o didametro maximo do foliculo dominante, além de aumentar as taxas
de ovulagao e concepcao.

A utilizagdo da eCG em programas de IATF pode ser util em vacas de
corte amamentando, com baixa condi¢gao corporal (Roche et al., 1992), vacas
tratadas precocemente no periodo pés-parto (Rossa, 2002), com alta incidéncia
de anestro (B6 et al., 2003) e com baixa taxa de ciclicidade (Baruselli et al.,
2004), mas pode ser desnecessaria em vacas ciclando ou com boa condigéo
corporal (Kastelic et al., 1999; Pinheiro, et al., 2006).
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Remocdo Temporaria de Bezerros (RTB)

A remogao temporaria de bezerros tem sido utiliza como um artificio para
incrementar as taxas de sincronizacdo da ovulacdo em protocolos de IATF.

Stagg et al. (1998) sugeriram que o comportamento maternal € mais
importante que ato o da sucgdo em si para regular a frequéncia de pulsos de
LH. A percepgéo inguinal do bezerro pela vaca durante a sucgdo, aumenta a
sensibilidade do centro gerador de pulsos de GnRH no hipotadlamo ao efeito de
retroalimentagdo negativa do 17B-estradiol ovariano, pela liberacdo de
peptideos de opiddes enddgenos pelo hipotalamo (Stevenson et al., 1994),
ocasionando a supressdo da liberagdo de pulsos de LH, falha no
desenvolvimento final do FD e da ovulacéo, proporcionando a manutencao do
anestro poés-parto. O efeito supressivo da amamentagao parece influenciar a
duracao do periodo pds-parto do momento que os estoques de LH hipofisario
se recompdem (15 a 30 dias pos-parto) até aproximadamente 45 dias pods-
parto. O desmame ou as interrup¢des temporarias da amamentagao possuem
pouca influéncia sobre o intervalo pds-parto quando praticadas fora desse
periodo (Yavas & Walton, 2000b).

Williams et al., (1983) verificaram aumento nos pulsos de LH em vacas
que tiveram os bezerros removidos por 48 horas comparadas aquelas que
ficaram juntas com seus bezerros (3,0+0,6 vs. 1,24£0,3 pulsos em 6 horas,
respectivamente).

Meneghetti et al., (2001) observaram que a RTB por 48 horas
proporcionou aumento do maior foliculo ovariano, e por sua vez o diametro do
maior foliculo influenciou a taxa de ovulacdo nos animais que sofreram
estimulo exégeno (GnRH) para ovulagéo (85,4 vs. 51,0%, para os grupos com
ou sem RTB, respectivamente). Quintans et al. (2002), relataram taxa de
ovulacdo de 33% (n = 9) e 66% (n = 9) apos RTB por 96 h e 144 h,
respectivamente. A RTB, juntamente com a administracdo de GnRH, foi
eficiente em induzir a ovulagéo (100%, n=12).

Vasconcelos et al. (2004) utilizaram a RTB, em vacas Nelore lactantes,
antes da insergdo do implante intravaginal de progesterona e da primeira
aplicagao de GnRH (DO0) e voltaram a utilizar a RTB ap6s a retirada do implante

(D7) até o momento da IATF e segunda dose de GnRH (D9). Observaram
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interacao (p<0.05) entre ciclicidade e a RTB; nas vacas ciclando a RTB diminui
a taxa de concepgao (29.9% vs. 61.0%). Porém, nos animais em anestro pos-
parto a RTB melhorou a taxa de concepgéao (53.8% vs. 35.3%).

A condig¢ao corporal (Alberio et al., 1984), a idade dos bezerros no ato da
separacao (Bonavera et al., 1990) e estagio do desenvolvimento folicular
(Sinclair et al., 2002) sdo fatores que estdo envolvidos na variabilidade de
resposta da remogao temporaria dos bezerros.
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Abstract

The purpose of the present study was to evaluate, in early postpartum anestrus of Nelore
cows, if the increase of estradiol plasma concentrations in pre-ovulatory period and/or
high concentrations of progesterone (P4) preceding ovulation (P4 priming), induced by
hormonal treatment, reduces endogenous releasing of PGF,a and, consequently,
prevents premature lysis of corpus luteum formed after ovulation. Nelore lactating cows
(40 to 70 d postpartum, n = 30), were randomly divided into 3 Groups: GPE (n = 10),
GPE/eCG (n = 10) and GPG/eCG (n = 10). At random stage of the estrous cycle (D-8),
the animals of GPE group (GnRH — Prostaglandin — Estradiol Benzoate) were treated
with a GnRH agonist (50 pg lecirelin, IM, Gestran Plus®). Seven days later (D-1) the
cows received a luteolytic dose of PGF2a (250 pg d-cloprostenol, IM, Prolise®), and on
day 0 (DO0) 1.0 mg of estradiol benzoate (EB, IM, Estrogin®). Cows from GPE/eCG
group received the GPE treatment associated with 400 U of eCG (IM, Novormon®) on
D-1, right after PGF2a administration. The GPG/eCG group was similar to GPE/eCG,
except that EB was replaced with a second dose of GnRH (50 pg lecirelin, IM). Ovarian
ultrasonography were performed (Aloka 500 SSD with a 7.5 MHZ transducer) and
blood samples were collected at the days of hormones administration, in order to
classify the groups based upon the presence or absence of progesterone (P4 priming),
before ovulation. All animals were challenged with oxitocin (OT, 50 IU, IV, Univet®) 6,
9, 12, 15 and 18 days after BE (RTB/GPE and RTB/GPE/eCG groups) or GnRH
(RTB/GPG/eCG group) administration and blood samples were collected before and 30
minutes after oxitocin challenge. Moreover, the calves were removed from the cows,
during 48 h before the beginning of the treatments. ANOVA was used to estimate the

effect of treatment, P4 priming and interactions in the discrete variables and split-plot
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ANOVA was used to estimate effect of treatment, P4 priming, day of the estrous cycle
and interactions in the variables with time repetition.The mean P4 plasma concentration
during the period of synchronization was higher (P<0.01) in cows with (3.70 £ 0.51
ng/mL) than cows without (1.25 + 0.11 ng/mL) P4 priming. A decline on P4
concentration on day 18 (1.73 £ 0.29 ng/mL) was observed in all treatments for cows
without P, priming. However, animals with P, priming, treatments with EB maintained
high P4 concentrations (8.89 + 1.27 ng/mL), whereas there was a decline on P4 on day
18 (2.12 £ 1.05 ng/mL) for cows that received GnRH (instead of EB) to induce
ovulation (interaction treatment x P4 priming x day; P<0.01). PGFM production in
response to ocitocin increased between days 6 and 18 (day effect; P<0.01), and this
increase tended to be more evident in animals without P4 priming (effect of P4 priming x
day; P<0.06). The increase on estradiol plasma concentrations in pre-ovulatory period,
induced by hormonal treatments(RTB/GPE and RTB/GPE/eCG groups), was not
efficient to inhibit the endogenous releasing of PGFM, induced by oxitocin
administration; 2) in Nelore cows, in postpartum anestrus, the endogenous releasing of
PGFM, in response to oxitocin challenge and premature luteolisys incidence, was lower
in animals “with” in comparison to the ones “without priming of progesterone”; 3) in
progesterone priming animals, the treatments with estradiol benzoate (RTB/GPE and
RTB/GPE/eCG groups) promoted high concentrations of progesterone 18 days after
ovulation induction, indicating a possible beneficial effect using hormonal protocols

with estradiol benzoate in animals with progesterone priming.

Palavras-chave: bovino, periodo pés-parto, prostaglandina, ocitocina, ciclo curto
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1. Introducéo

Os animais de ragas zebuinas (subespécie Bos taurus indicus, [1]) constituem a maior
parte do rebanho bovino de corte em regides de clima tropical, devido a sua maior
adaptacdo aos climas quentes, alta umidade, maior tolerancia ao estresse térmico e
resisténcia aos parasitos, em relacdo aos animais de ragas européias (subespécie Bos
taurus taurus). No Brasil, entre as ragas de corte, a Nelore ¢ a que possui o maior
contingente numérico (acima de 90 milhdes de cabegas), sendo considerada o alicerce
da cadeia produtiva pecuaria [2].

Um dos principais fatores que determinam o sucesso de um programa de inseminagao
artificial (IA) é a deteccdo do cio, a qual requer tempo e pessoal adequadamente
treinado. Em fémeas zebuinas, a curta duragdo do estro (cerca de 11 horas) dificulta a
detec¢do do mesmo e prejudica a implantagdo de programas convencionais de [A
[3,4,5].

A partir do conhecimento detalhado da dindmica folicular [6,7,8] tornou-se possivel o
desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o crescimento folicular e
o momento da ovulacdo, de forma a viabilizar a inseminacao artificial com tempo fixo
(IATF, ou seja, IA com tempo pré-determinado, sem a necessidade de observar cio) em
taurinos [9,10,11,12] e zebuinos [13,14,15].

Na América do Sul, principalmente no Brasil e na Argentina, a disponibilidade
comercial de diversos hormoénios esteréides e protéicos, tém permitido o
desenvolvimento de inimeros protocolos hormonais visando a IATF.

Dentre os varios tratamentos testados para IATF de bovinos de corte, os protocolos
com progesterona (P4) ou progestagenos tém se mostrado eficazes, principalmente no

periodo pos-parto, quando boa parte dos animais se encontra em anestro [16]. O
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tratamento mais usual consiste na administracao de benzoato de estradiol (BE; 2,0 mg,
IM) no momento da inser¢ao do dispositivo (Dia 0), aplicagao de PGF,, quando o
dispositivo intravaginal for removido (Dia 8) e 1,0 mg de BE (via IM) 24h mais tarde.
A TATF ¢ realizada 30-36 h apo6s a ultima administracdo de BE. Portanto, neste
protocolo sdo utilizados os seguintes hormodnios: progesterona-estrogeno-
prostaglandina-estrégeno (protocolo PEPE). Ao passo que protocolos mais economicos,
que utilizam o GnRH para sincronizar a onda folicular, como por exemplo o “Ovsynch”
(GPG, GnRH-PGF-GnRH, [17,18,14,15] ¢ uma de suas variagdes, o protocolo GPE
(GnRH-PGF-Estradiol), tém sido usados com menor freqiiéncia [14,15].

Um dos maiores obstaculos ao uso do protocolo GPE em bovinos de corte ¢ sua
ineficacia em animais em anestro. Acredita-se que apds o parto as vacas necessitam de
um primeiro contato com a progesterona (“priming”) para que se desenvolva um corpo
luteo com vida funcional normal [19,20,21,22]. Tanto é que na primeira ovulacdo pos-
parto (isto €, sem o “priming” de progesterona) geralmente se forma um corpo luteo
com vida curta, devido a liberagdo prematura de PGF2a pelo endométrio uterino
[23,24,22,23].

Mais recentemente, Mann & Lamming [25] propuseram que a vida curta do primeiro
CL pos-parto esta relacionada ao fato do foliculo dominante ndo se desenvolver o
suficiente para produzir elevadas concentragdes de estradiol, que seriam responsaveis
pela diminui¢do (“‘down regulation”) dos receptores de ocitocina no endométrio uterino.
Se houver disponibilidade de receptores no endométrio uterino, a intera¢do de ocitocina
com os mesmos desencadeara eventos que resultardio na sintese de PGF2a no
endométrio uterino e lise prematura do corpo luteo.

Levando-se em consideragdo a hipotese formulada por Mann & Lamming [25], o

protocolo GPE foi modificado com o objetivo de se induzir, em vacas de corte no
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periodo pos-parto, a formagao de um foliculo dominante capaz de produzir quantidades
suficientes de estradiol para promover “down regulation” dos receptores para ocitocina,
de forma a evitar a liberagao prematura de PGF2a.

Para tanto, o tratamento GPE foi precedido pela RTB durante 48 horas (RTB/GPE), a
fim de diminuir o efeito inibitdrio da amamentagdo e presenca do bezerro na liberagao
das gonadotrofinas. Além disso, aplicou-se eCG, logo apo6s a administracdo de PGFa,
para acelerar o crescimento e maturagdo folicular (RTB/GPE/eCG, [26]). Com esta
associacao de tratamentos espera-se que a quantidade de estradiol enddgeno, produzido,
sobretudo, pelo foliculo dominante, seja suficiente para diminuir (“down regulation”) os
receptores endometriais de ocitocina e, conseqiientemente, evitar a lise prematura do
corpo luteo e favorecer a manutengao da prenhez [26].

Objetivou-se com o presente estudo avaliar, em vacas Nelore no periodo pds-parto
inicial, se o aumento nas concentragdes plasmaticas de estradiol no periodo pré-
ovulatério e/ou “priming” de progesterona precedendo a ovulagdo, induzida por
tratamentos hormonais, seriam capazes de diminuir a liberagdo de PGF,a induzida pela
administracdo de ocitocina e, conseqiientemente, evitar a lise prematura do corpo lateo

formado apo6s a primeira ovulagao.

2. Material e Método

2.1 Localizagao e Animais

O experimento foi realizado na Fazenda Boi Verde, localizada no municipio de Avaré,

regido centro-oeste do estado de Sdo Paulo (Latitude: -23,10°; Longitude: -48,93°;

Altitude: 766 m) nos meses de dezembro de 2004 a janeiro de 2005.
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No inicio do experimento (D-20), vacas Nelore lactantes (40 a 70 dias pos-parto,
n=100) foram examinadas por meio de ultra-sonografia (US, aparelho Aloka SSD-500,
sonda transretal de 7,5 MHz) para deteccao da presenca de CL e amostras de sangue
foram colhidas da veia jugular para determinagdo das concentragdes plasmaticas de
progesterona. Dez dias mais tarde (D-10), os animais sem CL no D-20 (n=50) foram
novamente examinados por meio de US e amostras de sangue foram colhidas somente
dos animais sem CL (Figura 1).

As vacas sem CL (n=30) foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos
experimentais: RTB/GPE (n=10), RTB/GPE/eCG (n=10) ¢ RTB/GPG/eCG (n=10), e
mantidas em pastagens de Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha, com
suplemento mineral e dgua a vontade. O peso e o indice de escore corporal destes
animais variaram de 350 a 363 Kg e de 2,5 a 3,5 (escala de 0 a 5, [27]),
respectivamente.

Apods a determinacdo das concentragdes plasmaticas de progesterona, as vacas dos 3
grupos experimentais foram subdivididas em animais com (+) ou sem (-) “priming” de
progesterona, ou seja, vacas que apresentaram, antes da administragdo de PGF,a,

concentragdes elevadas (+) ou baixas (-) de progesterona, respectivamente.

2.2 Tratamentos Hormonais

Grupo RTB/GPE:

No D-10, os bezerros foram removidos de suas respectivas maes por 48 horas (RTB =

remocdo temporaria dos bezerros), para eliminar o efeito negativo da presenga do

bezerro sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-ovario.
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No dia -8 (D-8), a presenca de foliculos pré-ovulatérios foi determinada por meio de
ultra-sonografia e a ovulacdo e o recrutamento de uma onda de crescimento folicular
foram induzidos pela administragdo de um andlogo do GnRH (50 pg de lecirelina, via
IM, Gestran plus®)‘ No dia -5 (D-5) as ovulagdes, induzidas pelo GnRH, foram
confirmadas através de ultra-sonografia, pela visualizagdo de corpo luteo recém
formado . Quatro dias mais tarde (D-1) os animais receberam inje¢do IM de um agente
luteolitico (250 pg de dl-cloprostenol, via IM, Prolise®) e no dia 0 (DO) foi administrado
1,0 mg de benzoato de estradiol (BE, via IM, Estrogin®) para induzir ovulacdo do
foliculo dominante. Neste mesmo dia foram coletadas duas amostras de sangue, uma
antes ¢ a segunda, seis horas apds a administragcdo de BE, para determinar-se a
concentragdo plasmatica de estradiol 17-f por meio de radioimunoensaio.

Nos dias 6, 9, 12, 15 e 18 apds a aplicagao de BE (D6, 9, 12, 15 e 18, respectivamente,
Figura 1) foram administradas 50 UI de Ocitocina (IV, Ocitocina Univet®, Univet, Sdo
Paulo, Brasil) e as amostras de sangue foram colhidas imediatamente antes ¢ 30 minutos
ap6s a administragdo da ocitocina, para determinagao das concentracdes plasmaticas de
PGFM (13,14-diidro 15-ceto prostaglandina F,a).

Os niveis de estradiol induzidos por este tratamento deverdo ser suficientes para evitar
a lise prematura do CL formado apds a ovulagdo induzida pelo BE. Em outras palavras,
espera-se que apds a administragdo de BE, o desafio com ocitocina (realizado entre os
dias 6 e 18) ndo provoque elevacdo acentuada nos niveis plasmaticos de PGFM, devido

a falta de receptores para este peptideo.
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GnRH PGF,a BE
OT,US e CS**
RTR '
1] 1 I I I I
D-20 D-10 D-8 D-5 D-1 DO D6, 9, 12,15e 18
Ultra-sonografia (US) e colheita de sangue (CS) (qus*

BE: benzoato de estradiol; OT: ocitocina.
CS*: colheita de sangue antes e 6 horas ap6s administracdo de BE.

CS**: colheita de sangue antes ¢ 30 minutos apds a administragdo de OT.

Figura 1. Tratamentos, ultra-sonografia e colheitas de sangue realizadas nos animais

do grupo RTB/GPE.

Grupo RTB/GPE/eCG:

Neste grupo os animais, além do protocolo RTB/GPE, receberam 400 UI de eCG (via

IM, Novormon®), logo apds a administragio do agente luteolitico (D-1). A comparagio

simultanea com o grupo RTB/GPE permite avaliar o possivel efeito benéfico do eCG no

desenvolvimento folicular e/ou na inducao da ovulagao.

Espera-se que a administragao de eCG (possui atividade semelhante ao FSH e LH), ao

estimular o crescimento e a esteroidogénese folicular, aumente a taxa de ovulagdo apos

a administragdo de BE. A maior producdo de estradiol (aumento da esteroidogénese)

somada a administracdo exdgena de estradiol (BE, 1,0 mg) deverd propiciar niveis

plasmaticos deste esteroide suficientemente elevados para provocar diminui¢do dos

receptores de ocitocina e evitar resposta ao desafio com ocitocina, ou seja, nao

ocorrendo elevacao acentuada nos niveis plasmaticos de PGFM.
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Grupo RTB/GPG/eCG:

Protocolo idéntico ao anterior (RTB/GPE/eCG), exceto que no lugar de BE foi
administrada uma segunda dose GnRH (50 pg de deslorelina, IM, DO).
Conseqiientemente, este grupo serviu de controle para o Grupo RTB/GPE/eCG, ou seja,
o desafio com ocitocina foi realizado em animais que ovularam num ambiente hormonal
com menor concentracdo de estradiol, do que o dos animais dos grupos RTB/GPE ou
RTB/GPE/eCG.

Neste grupo, a substituicdo do BE pelo GnRH devera originar niveis plasmaticos de
estradiol inferiores aos tratamento anteriores. Portanto, apesar do GnRH induzir
ovulacdo, ¢ provavel que o desafio com ocitocina induza elevagcdo nas concentragdes
plasmaticas de PGFM, devido ao presenga de receptores para este hormonio, e ocorra

lise prematura do CL.

2.3 Colheita de sangue e técnicas de Radioimunoensaio

As colheitas de sangue foram realizadas por venopuncdo da jugular (tubos
Vacuntainer® com heparina). Apdés a colheita, as amostras (10 mL) foram
imediatamente centrifugadas a 900 x g por 20 minutos ¢ o plasma obtido armazenado a
—20 °C, até o momento da analise por meio de técnicas de radioimunoensaio.

As concentragdes plasmaticas de progesterona foram determinadas de acordo com a
técnica de radioimunoensaio descrita por Knickerbocker et al. [28], modificadas por
Carriere ¢ Lee [29]. Os coeficientes de variagdo intra e inter-ensaios foram de 5,0 e

8,6%, respectivamente.
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As concentragdes plasmaticas de estradiol foram determinadas, em unico ensaio, com
“Kit” da DSL Estradiol 3* Gerag¢do (DSL 39100, Diagnostic Systems Laboratories, Inc.,
Webster, Texas). O coeficiente de variagdo intra-ensaio foi de 3,0%.

As concentragdes plasmaticas de PGFM foram determinadas de acordo com a técnica
de radioimunoensaio descrita por Meyer et al. [30]. Os coeficientes de variacao intra-
ensaios foram de 5,6, 8,4 ¢ 15,1% ¢ os coeficientes de variagdo inter-ensaios foram de
1,4, 0,7 e 0,2% para referéncias contendo 50, 500 e 1000 pg/mL de PGFM,
respectivamente.

Considerou-se como dia da lutedlise quando a concentragdo plasmatica de
progesterona foi menor ou igual a 50% das médias das concentragcdes plasmaticas de

progesterona das duas amostras anteriores.

2.4 Andlise Estatistica

Utilizou-se a ANOVA para estimar os efeitos de tratamento, “priming” de
progesterona ¢ a interagdo nas varidveis discretas e utilizou-se split-plot ANOVA para
estimar os efeitos de tratamento, priming de P4, dia do ciclo estral e interagdes nas
variaveis com repeticdo no tempo. A ANOVA foi utilizada para analisar os resultados

da concentragdo plasmatica de estradiol.
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3. Resultados

3.1 Taxa de ovulagéo

A taxa de ovulagdo, em todos os animais, foi determinada apos a segunda aplicagdo de
GnRH (grupo RTB/GPG/eCG) ou apds a administragdo de BE (grupos RTB/GPE e
RTB/GPE/eCG). Nao houve diferenca significativa ao comparar-se a taxa de ovulagao
dos animais dos trés grupos experimentais (Tabela 1). Os animais que nao ovularam

foram excluidos dos grupos experimentais.

Tabelal. Taxa de ovulagdo apos a segunda aplicagdo de GnRH ou apoés a
administracdo de BE em animais dos grupos RTB/GPE, RTB/GPE/eCG e
RTB/GPG/eCG, com (+) e sem (-) “priming” de progesterona (P4).

GRUPOS TOTAL

“Priming” de
RTB/GPE (%) RTB/GPE/eCG (%) RTB/GPG/eCG (%)
progesterona

+ 2/3 (66) 3/4 (75) 2/2 (100) 7/9 (77)
- 3/7 (42) 4/6 (66) 6/8 (75) 13/21 (62)
TOTAL 5/10 (50) 7/10 (70) 8/10 (80) 20/30 (66)

Nao houve diferenga significativa na taxa de ovulagdo (p>0,05)

3.2 - Progesterona

Antes do desafio com ocitocina (D-20 a DO0):

A média das concentragdes plasmaticas de progesterona, observada em cada animal,

durante este periodo (D-20 ao DO) foi menor para as vacas sem (1,24+0,30 ng/mL,
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n=13) em comparagdo as com “priming” de progesterona (3,70+£0,41 ng/mL, p<0,05,
n=7, figura 2), ndo havendo diferenga significativa (p=0,1) quando esta comparacao foi
realizada entre os trés grupos experimentais (RTB/GPE = 3,06+0,48 ng/mL;
RTB/GPE/eCG= 2,69+0,40 ng/mL; RTB/GPG/eCG = 1,64+0,43 ng/mL).

Quando somadas as concentracdes plasmaticas didrias de progesterona de cada animal,
durante este periodo (D-20 a DO0), observou-se que a média desta somatdria para as
vacas sem “priming” foi menor (8,80+1,73 ng/mL) em comparagdo as com “priming”
de progesterona (22,07+2,30 ng/mL, p<0,01). Entretanto, quando essa comparacao foi
realizada entre os animais dos grupos RTB/GPE (18,34+2.73 ng/mL), RTB/GPE/eCG
(16,14%2,28 ng/mL) e RTB/GPG/eCG (11,83+2,44 ng/mL) ndo se observou diferenca

significativa (p=0,2).

Durante o desafio com ocitocina (D6 a D18)

Nao houve diferenca significativa ao compararem-se as médias das concentragdes
plasmaticas de progesterona durante este periodo (D6 a D18) tanto nos animais dos
grupos RTB/GPE (6,5840,93 ng/mL), RTB/GPE/eCG (7,33£0,77 ng/mL) e
RTB/GPG/eCG (6,58+0,83 ng/mL; p=0,8) quanto nos animais com (8,44+0,78 ng/mL)
e sem “priming” de P4 (5,52+0,59 ng/mL; p=0,2, figura 2).

Quando somadas as concentracdes plasmaticas de progesterona de cada animal,
durante este periodo (D6 a D18), observou-se que a média desta somatoria para as vacas
sem “priming” foi menor (27,59+£2,93 ng/mL) em comparacdo as com “priming” de
progesterona (40,7243,91 ng/mL, p<0,01). Entretanto, quando essa comparacdo foi

realizada entre os animais dos grupos RTB/GPE (32,93+4,64 ng/mL), RTB/GPE/eCG
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(36,64%3,88 ng/mL) e RTB/GPG/eCG (32,8944,14 ng/mL) ndo se observou diferenca
significativa (p=0,8).

A média da maior concentragdo plasmatica de progesterona durante este periodo foi
menor para as vacas sem (7,71£0,58 ng/mL) em comparacdo as com “priming” de
progesterona (10,04+0,78 ng/mL; p=0,03), ndo ocorrendo diferenca significante (p=0,7)
quando a comparagdo ocorreu entre os grupos experimentais (RTB/GPE = §8,92+0,93
ng/mL; RTB/GPE/eCG= 9,38+0,77 ng/mL; RTB/GPG/eCG = 8,33+0,83 ng/mL).

Nas vacas sem “priming” de progesterona, houve diminui¢cdo das concentragdes de
progesterona no dia 18 (D18) tanto nos tratamentos com BE como GnRH. Entretanto,
nos animais com “priming”, os tratamentos com BE promoveram manutenc¢ao de altas
concentragdes de progesterona, enquanto as vacas que receberam GnRH para indugdo
da ovulagdo apresentaram queda na progesterona no dia 18 (interacdo tratamento x

“priming” de progesterona x dia; tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes plasmaticas de progesterona (P4, média + EPM) 18 dias apos
a indugdo da ovulacdo com BE ou GnRH em animais com (+) ou sem (-)

“priming” de Pj.

“Priming” de Tratamento P4 (ng/mL)
I:)4

BE (n=5) 8,89 +1,27°

' GnRH (n=2) 2,13+ 1,05°

BE (n=7) 2,22 +0,56°

_ GnRH (n=6) 1,35 +0,22°

Letras diferentes p < 0,01 (interagao tratamento x “priming” de progesterona x dia)

A média da concentragdo plasmadtica de progesterona observada em cada animal, entre

os dias D-20 e D18 foi maior (p<0,01) nas vacas com “priming” (5,7140,42 ng/mL) em
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comparagdo as sem “priming”’ de progesterona (3,31+0,31 ng/mL, figura 2), ndo
havendo diferenga quando essa comparagdo foi realizada entre os grupos RTB/GPE
(4,66+0,42 ng/mL), RTB/GPE/eCG (4,7940,41 ng/mL) e RTB/GPG/eCG (4,06+0,44

ng/mL, p=0,5, figuras 3 ¢ 4).

Progesterona (ng/mL)
(o))

1S

D-20 D-10 D-8 D-5 D-1 DO D6 D9 D12 D15 D18
Dias

Figura 2. Concentragdes plasmaticas de progesterona (média £ EPM) nos animais

com (—, n=7) e sem (--, n=13) “priming” de progesterona entre os dias -20

(D-20) e 18 (D18).
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Figura 3. Concentra¢des plasmaticas de progesterona (média = EPM) nos animais sem
“priming” de progesterona dos grupos RTB/GPE (n=3), RTB/GPE/eCG (n=4)
e RTB/GPG/eCG (n=6) entre os dias -20 (D-20) e 18 (D18).
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Figura 4. Concentragdes plasmaticas de progesterona (média + EPM) nos animais com
“priming” de progesterona dos grupos RTB/GPE (n=2), RTB/GPE/eCG
(n=3) e RTB/GPG/eCG (n=2) entre os dias -20 (D-20) e 18 (D18).

3.3 — Estradiol

Houve aumento na concentracdo plasmatica de estradiol, seis horas apds
administracdo de BE, nos animais dos grupos RTB/GPE e RTB/GPE/eCG. O mesmo
ndo foi observado nos animais do grupo RTB/GPG/eCG, que receberam uma segunda
dose de GnRH no lugar de BE (Figura 5). A andlise da concentragdo plasmatica de

estradiol foi realizada somente nos animais sem “priming” de progesterona.
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Figura 5. Concentragdes plasmaticas de estradiol (média + EPM) nos animais dos
grupos RTB/GPE (n=3), RTB/GPE/eCG (n=4) ¢ RTB/GPG/eCG (n=6)

antes (0 h) e 6 horas apds a administracdo de BE (grupos RTB/GPE e
RTB/GPE/eCG) ou GnRH (grupo RTB/GPG/eCQ).

3.4 — Prostaglandina Fa

A producao de PGFM em resposta a ocitocina aumentou entre os dias 6 e 18 (efeito de
dia) e tal aumento foi mais pronunciado nos animais sem “priming” de progesterona
(efeito de “priming” de P4 x dia; p<0,05; figuras 6 e¢ 7), nao havendo diferenga quando
essa comparagao foi realizada entre os grupos RTB/GPE, RTB/GPE/eCG e
RTB/GPG/eCG. As concentragdes plasmaticas de PGFM no dia 6 dos animais com

“priming” de progesterona ndo foram determinadas.
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Figura 6. Concentragdes plasmaticas de PGFM (média = EPM) nos animais com (+,
n=7) e sem (—, n=13) “priming” de progesterona, antes (0’) ¢ 30 (30°)
minutos ap6s a administracdo de ocitocina (OT) entre os dias 9 (D9) e 18

(D18) do protocolo experimental.
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Figura 7. Diferenga da concentra¢do plasmatica de PGFM antes ¢ 30 minutos apds a
administracdo de ocitocina, entre os dias 6 (D6) e 18 (D18) do protocolo
experimental, nos animais com (n=7) e sem (n=13) “priming” de

progesterona.
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3.5 — Lutedlise

Nos animais sem “priming” de progesterona, observou-se luteolise prematura (até 18
dias apos a administracdo de BE ou GnRH) em 84,6% (11/13) dos animais, enquanto
que nos animais com “priming” de progesterona este evento s6 foi observado em 42%
(3/7) dos animais (p<0,01, figura 8). Nao houve diferenca significativa (p=0,3) quando
esta comparagdo foi realizada entre os grupos RTB/GPE, RTB/GPE/eCG e

RTB/GPG/eCG.
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E com priming P4

O sem priming P4
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Figura 8. Freqiiéncia de lutedlise nos animais com e sem “priming” de progesterona

entre os dias 6 (D6) e 18 (D18) apds a administracao de BE ou GnRH.

4, Discussao

A liberagdo de PGFM entre os dias D6 e D18 (figura 1), induzida pela administragao
de ocitocina, bem como a incidéncia de ciclos curtos foi menor nas vacas “com”

quando comparadas as “sem priming” de progesterona. Entretanto, altas concentragdes
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de estradiol, no periodo pré-ovulatdrio, nao foram eficientes em reduzir a liberagao de
PGFM.

Os trés tratamentos (RTB/GPE, RTB/GPE/eCG e RTB/GPG/eCG), induziram taxa de
ovulacdo média de 66%, incluindo vacas ciclando (77%) e em anestro pds-parto
(62%). De forma semelhante, Souza et al. [26] demonstraram, em vacas Nelore em
anestro, que a administragdo de GnRH induziu a ovulagdo em apenas 54,5% (12/22)
das vacas tratadas com os protocolos GPE/eCG e RTB/GPE/eCG, corroborando os
resultados obtidos por Figueiredo et al. [31] em vacas Nelore tratadas com o protocolo
GPE (60%).

Fernandes et al. [15] relataram taxas de prenhez de 40 a 45% em vacas Nelore ciclando
tratadas com os protocolos GPE e GPG. Entretanto, quando testados em animais em
anestro, estes tratamentos ndo foram eficientes, resultando em baixas taxas de prenhes
ap6s a IATF (19,1% para o grupo GPE e 14,9% para o GPQG).

A ineficiéncia dos protocolos GPE e GPG em vacas em anestro pos-parto pode ser
explicado em parte pela baixa taxa de ovulagdo apos a primeira administracdo de GnRH
(vacas de corte — 66%, [32]; vacas de leite — 64% de ovulagdo, [33]. Para que haja uma
maior eficiéncia na sincroniza¢do, o GnRH deve causar a ovulacdo do foliculo
dominante e induzir a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular dentro de
2 a 3 dias apo6s o tratamento [12,34,35,36,37]. Assim, 6 a 7 dias mais tarde, a maioria
dos animais estardo em estagio de desenvolvimento folicular similar no momento da
administracido de PGF2a e, conseqiientemente, havera melhor sincroniza¢do da
ovulacdo ap6s a administragdo de GnRH (GPG, [12,38,39,40] ou estrogeno (GPE,
[15,17,31].

Outra explicacdo para a baixa taxa de prenhez apds o uso destes protocolos em animais

em anestro ¢ a auséncia de “priming” de progesterona. Acredita-se que apo6s o parto as
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vacas necessitam de um primeiro contato com a progesterona ("priming") para que se
desenvolva um corpo liteo com vida funcional normal [19,20,21,22,23,24].

Parkinson et al. [41] demonstraram que a progesterona inibe receptores endometriais de
OT e propuseram ser este 0 mecanismo pelo qual a P4 bloqueia a secre¢ao de PGF;a.
Da mesma forma, Zollers et al. [42] observaram reducdo na quantidade de receptores
de ocitocina no endométrio de vacas pds-parto apds tratamento com implante de
norgestomet, sugerindo um efeito similar ao da P4, j4 que o norgestomet atua através de
ligagdo a receptores de P4 [43].

Por outro lado, diversos trabalhos mostraram menor secrecao de E; por foliculos que
originaram CL de regressdo precoce [44,45,46,47,48]. Lamming & Mann [49,50],
verificaram em vacas ciclando que altos niveis pré-ovulatérios de E, diminuiram
temporariamente a concentragdo de receptores endometriais de OT, reduzindo a
secre¢do de PGF,a. Observaram também que vacas ovariectomizadas, tratadas com
altas doses de estradiol, apresentavam baixa concentragdo plasmatica de PGFM apds
administragdes intravanenosas de ocitocina, enquanto que nos animais tratados com
baixas doses de estradiol as concentracdes de PGFM encontravam-se elevadas apos o
desafio com ocitocina [25].

Baseados nos resultados acima, propuseram que a vida curta do primeiro CL pos-parto
estd relacionada ao fato do foliculo dominante ndo se desenvolver o suficiente para
produzir concentracdes elevadas de estradiol, que seriam responsaveis pela diminui¢ao
dos receptores de ocitocina no endométrio uterino [25]. Se houver disponibilidade de
receptores no endométrio uterino, a interacdo da ocitocina com os mesmos induziria
liberagdo prematura de PGF,a e lise do corpo luteo.

Levando-se em consideracgao a hipotese levantada por Mann e Laming [25], o protocolo

GPE foi modificado com o objetivo de se induzir, em vacas de corte com 40 a 70 dias pds-
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parto, a formagao de um foliculo dominante capaz de produzir quantidades suficientes de
estradiol para promover "down regulation" dos receptores de ocitocina, de forma a evitar a
liberagao prematura de PGF,a.

De fato, a administragdo de BE (1,0 mg, IM) no presente estudo foi efetiva em induzir
aumento nas concentragdes plasmaticas de estradiol nos animais dos grupos RTB/GPE e
RTB/GPE/eCG (6,92 pg/ml, 6 horas apds a aplicagdo de BE), em comparagdo aos
animais do grupo RTB/GPG/eCG (3,42 pg/ml), que receberam 50 pg de GnRH. Burke
et al. [51], encontraram niveis maximos de estradiol (29,1 + 2,9 pg/ml) 24 horas apos a
administracao intramuscular de 1,0 mg de BE em animais ciclando, cujos foliculos com
didmetro superior a 4 mm haviam sido aspirados por meio de agulha guiada por ultra-
sonografia.

Deve-se destacar que todos os protocolos hormonais utilizados no presente estudo
foram precedidos pela remocdo temporaria de bezerro, com a finalidade de aumentar a
pulsatilidade de LH nas vacas em anestro [52,53] e, potencialmente, favorecer o
crescimento folicular ¢ as ovulagdes [31,54,55].

Souza [56] reportou que vacas Nelore (40 a 70 dias pds-parto), cujos bezerros foram
removidos por 48 h antes do tratamento GPE/eCG, apresentaram aumento na taxa de
prenhes, quando comparadas as do grupo GPE/eCG sem RTB [46/98 (46,9%) vs. 34/111
(30,6%), respectivamente, p<0,05], tanto em animais "ciclando" (46,3% vs. 34,9%), como
em anestro (47,4% vs. 23,4%). Entretanto, quando este experimento foi repetido em
outra fazenda [56], ndo se observou aumento significativo na taxa de prenhes ao
comparar-se o protocolo RTB/GPE/eCG com o GPE/eCG [38/100 (38%) vs. 24/76
(31,5%), p>0,05].

Embora a concentragdo plasmatica de estradiol no presente experimento fosse mais

elevada nos animais dos grupos GPE e GPE/eCG, quando comparados aos do grupo
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GPG/eCQG, a producao de PGFM em resposta ao desafio com ocitocina aumentou entre
os dias D6 e D18 (figura 1) e tal aumento foi mais pronunciado nos animais sem
“priming” de progesterona, ndo havendo diferenca quando essa comparagdao foi
realizada entre os grupos GPE, GPE/eCG e GPG/eCG. Estes resultados diferem dos
observados em vacas ovariectomizados tratados com diferentes doses de estradiol.
Mann & Lamming [25] relataram que, apos desafio com ocitocina exogena, 0s
animais tratados com altas doses de estradiol (0,9 mg, IM) apresentaram baixa
secrecdo de PGFM plasmatica (10 pg/mL), enquanto que os animais tratados com
baixas doses de estradiol (0,2 mg) responderam ao desafio com ocitocina, liberando
altas concentragdes de PGFM plasmatica (41,4 pg/mL).

No presente estudo, houve maior incidéncia de lutedlise prematura nos animais “sem”
em comparacgdo aos “com priming” de progesterona. Este resultado estd de acordo com
o observado por Sa Filho et al. [57], em vacas Nelore, em anestro pos-parto, tratadas
com Oleo de caroco de algodao (IM, grupo controle); 17B-estradiol (Img, IM, grupo
E2); progesterona por 6 dias (CIDR, grupo P4) ou com progesterona por 6 dias e 1703-
estradiol (grupo P4+E2). Os tratamentos com progesterona foram efetivos em prevenir
ciclos curtos (82,6 % vs 20,8%; controle vs grupos com P4, respectivamente), enquanto
o tratamento apenas com 17-estradiol ndo diferiu do grupo controle (75,0% vs 82,6%).

Estes autores concluiram que o tratamento com progesterona por seis dias antes da
inducao da ovulagdo, em vacas Nelore em anestro, foi efetivo em evitar a luteolise
prematura, enquanto que a administracdo de 1 mg de 17B-estradiol ndo preveniu
efetivamente a ocorréncia de ciclos curtos.

No presente experimento, nos animais com “priming” de progesterona, os tratamentos
com benzoato de estradiol (RTB/GPE e RTB/GPE/eCG, tabela 2) promoveram

manuten¢do de concentragdes elevadas de progesterona 18 dias apds a inducdo de
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ovulagdo, indicando um possivel efeito benéfico da utilizacao de protocolos hormonais
com benzoato de estradiol em animais com “priming” de progesterona. Corroborando
estes resultados, Sa Filho et al. [58] observaram incidéncia de 5,6% de ciclos curtos ao
tratarem vacas em anestro com progesterona e estradiol, enquanto vacas tratadas somente
com progesterona apresentaram 21,9% de ciclos curtos. Os resultados destes
experimentos sdo indicativos de um possivel efeito benéfico da associacdo entre

progesterona e estradiol na manutengao do CL.

5. Conclusodes

- O aumento nas concentracdes plasmaticas de estradiol no periodo pré-ovulatorio,
induzida por tratamentos hormonais (grupos RTB/GPE ¢ RTB/GPE/eCG), nao foi
eficiente em inibir a liberagdo enddégena de PGFM, induzida pela administragdo de

ocitocina.

- Em vacas Nelore, em anestro pos-parto, a liberagdo endégena de PGFM, em resposta
ao desafio com ocitocina e a incidéncia de lutedlise prematura (ciclo curto), foram

menores nos animas “com” em comparagao aos “sem priming” de progesterona.

- Nos animais com “priming” de progesterona, os tratamentos com benzoato de
estradiol (RTB/GPE e RTB/GPE/eCG) promoveram manutengdo de concentragdes
elevadas de progesterona 18 dias apos a indugdo de ovulacdo, indicando um possivel
efeito benéfico da utilizagdo de protocolos hormonais com benzoato de estradiol em

animais com “priming” de progesterona.
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