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Resumo

Varios produtos a base de GnRH sao efetivos em protocolos de Inseminagao
Artificial em Tempo Fixo (IATF). Entretanto, o Acetato de Fertirelina é um analogo
deste horménio cujas informagdes sobre sua agao na dinamica folicular dos bovinos
sao poucas, principalmente nas condi¢cbes brasileiras. Este trabalho teve como
objetivo comparar a eficiéncia de duas doses de Acetato de Fertirelina para
sincronizagdo da emergéncia da onda de desenvolvimento folicular e ovulagéo, em
vacas leiteiras submetidas ao protocolo “Ovsynch”. Utilizaram-se 77 vacas, a partir
dos 60 dias pds-parto e escore corporal entre 2,5-4,0. Os animais apresentavam
populagao folicular e corpo luteo (CL) caracteristico (Classe 1) ou auséncia de CL,
porém presenca de pelo menos um foliculo com didametro >10mm (Classe 2). As
fémeas foram distribuidas aleatoriamente em quatro tratamentos: (1)- 100ug de
Fertirelina (Fertigen®, Schering Plough, Brasil) no dia 0, 530ug de PGF20. (Ciosin®,
Schering Plough, Brasil) no dia 8 e 100ug de Fertirelina no dia 10; (2)- 100ug de
Fertirelina no dia 0, 530ug de PGF2a no dia 8 e 50ug de Fertirelina no dia 10; (3)-
50ug de Fertirelina no dia 0, 530ug de PGF2a no dia 8 e 100ug de Fertirelina no dia
10 e (4)- 50ug de Fertirelina no dia 0, 530ug de PGF2o no dia 8 e 50ug de
Fertirelina no dia 10. Executaram-se avaliagbes ultra-sonograficas e colheitas de
sangue para analises de progesterona (P4) e estradiol (E2) séricos nos dias -1; 0; 2;
8; 10 e 12. As dosagens da P4 e E2 foram executadas por radioimunoensaio
utilizando-se kits comerciais (DPC Medlab®) com coeficientes de variacdo intra-
ensaio de 7,9% e 15% para P4 e E2, respectivamente. Todos os animais receberam
a inseminacao artificial (IA) entre 16 e 20 horas apds ultima aplicagao da Fertirelina.
Os diagnosticos de gestagdo foram realizados por palpacéo transretal aos 50-60
dias apds inseminacédo artificial (IA). Para as variaveis taxas de indugdo de uma
nova onda folicular, da ovulagédo e gestagéo, utilizou-se o teste XZ. Para os efeitos
dos tratamentos e classes nos diferentes dias de analise sobre as concentracbes de
progesterona e estradiol, bem como dias pds-parto, analise de variancia (ANOVA)
ou teste Kruskall-Wallis. As taxas de sincronizagcdo da onda e ovulagdo foram de
70,0% e 66,2%, respectivamente ndao apresentando diferenca entre os tratamentos
ou classes (P>0,05). Os valores de progesterona nos dias 0 (1,29£0,19 ng/mL), 2
(1,39+0,20 ng/mL), 8 (1,29+0,15 ng/mL), 10 (0,12+0,02 ng/mL) e 12 (0,14+0,03



ng/mL) apresentaram-se similares entre os tratamentos (P>0,05), bem como os
valores de estradiol nos dias 0 (3,21+£0,27pg/mL), 2 (2,98 +0,23pg/mL), 8 (3,38
10,17pg/mL), 10 (4,05+0,26pg/mL) e 12 (2,79+0,16pg/mL; P>0,05). Porém, no dia
10, as concentracdes de E2 apresentaram diferenca em relacdo aos outros dias de
analise (P<0,05). Sobre os diametros dos foliculos pré-ovulatorios no Dia 10, néo
houve diferengas entre os tratamentos (1,64+0,09mm; 1,70£0,12mm; 1,63+0,11mm;
1,82+0,10 mm, respectivamente), porém houve diferenga em relagao as classes 1 e
2 (1,634+0,06 mm versus 1,84+0,09 mm, P<0,05). As taxas de prenhez também foram
similares entre os tratamentos (P>0,05) com média geral de 28,37%. Em concluséao,
as concentragcdes séricas de progesterona e estradiol, taxas de sincronizagao,
ovulacdo e prenhez demonstraram que o Acetato de Fertirelina foi eficiente em
provocar a emergéncia da onda folicular e induzir a ovulagdo, nas doses de 50 ou
100ug, sugerindo que doses de 50ug de Fertirelina podem ser indicadas sem
comprometimento nos resultados finais do programa.

Palavras-chave: Acetato de Fertirelina, “Ovsynch”, vacas leiteiras, sincronizagéo,

onda folicular, ovulagao, inseminacgao artificial.



Abstract

Many similar products to GnRH are effective in protocols of fixed timed artificial
insemination (FTAI). However, Fertirelin Acetate is an analog of this hormone whose
information about action in the bovine follicular dynamics is inconsistent, mainly in
brazilian conditions. Therefore, the objective of this work was to compare the
efficiency of two doses of Fertirelin used for synchronization of follicular wave
emergence and ovulation, in dairy cows submitted to “Ovsynch” protocol. Seventy
seven lactating dairy cows, on over of 60 days postpartum and body score of 2.5 to
4.0. The animals presenting a reasonable number of follicles either a presence of CL
(group 1) or without CL but at last 210 mm follicles (group 2). The females were
randomly distributed in four treatments: (1) - 100 ug of Fertirelin (Fertigen®, Schering
Plough, Brazil) at day 0, PGF2a (530 ug; Ciosin®, Schering Plough, Brazil) at day 8
and 100 ug of Fertirelin at day 10. (2) - 100 ug of Fertirelin at day 0, PGF2a (530 ug)
at day 8 and 50 ug of Fertirelin at day 10. (3)- 50 ug of Fertirelin at day 0, PGF2a at
day 8 and 100 ug of Fertirelin at day 10. (4)- 50 ug of Fertirelin at day 0, PGF2a (530
ug) at day 8 and 50 ug of Fertirelin at day 10. Ultrasound evaluations and blood
collections were accomplished on days -1; 0; 2; 8; 10 and 12. Progesterone and
Estradiol seric concentrations were determined by a radioimmunoassay (DPC
Medlab®). The intra-assay coefficients of variation were 7.9% and 15.0% for
progesterone and estradiol, respectively. Animals were submitted an artificial
insemination (Al) at 16-20 hours after last Fertirelin administration and pregnant
diagnosis were realized by transretal examination at 60 days after Al. Follicular wave
induction rates, ovulation rates and pregnancy rates were compared by Qui-square
test. The effects of the treatments and groups in the different days of analysis about
the P4, E2 concentrations and days post partum were submitted by ANOVA or
Kruskall Wallis test. The synchronization rates of the follicular wave and ovulation
were: 70.0% and 66.2%, respectively, with no difference among the groups (P>0.05).
The mean P4 concentrations were similar among treatments (P>0.05) on day 0
(1.29+ 0.19 ng/mL), day 2 (1.39 + 0.20ng/mL), day 8 (1.29%+ 0,15ng/mL), day 10
(0.12+ 0.02ng/mL) and day 12 (0.14 £ 0.03ng/mL). The mean values of estradiol on
day 0 (3.21 £ 0.27pg/mL), day 2 (2.98 +0.23pg/mL), day 8 (3.38 £0.17pg/mL), day 10
(4.05 £ 0.26pg/mL) and day 12 (2.79 +0.16pg/mL) were similar among treatments



(P<0.05), however the values of estradiol at day 10 showed statistic difference than
others days of analyze (P<0.05). About the maximal diameter of preovulatory follicles
at the day 10, there were no differences among the treatments (1.64+0.09mm,
1.70+£0.12 mm, 1.63+0.11 mm, 1.82+0.10 mm, respectively), however in the groups 1
and 2 was difference (1.63£0.06 mm versus 1.841£0.09 mm, P <0.05). The pregnancy
rates were also similar (P>0.05) with mean of 28.37%. In conclusion, Progesterone
and Estradiol concentrations, follicular wave synchronization, induction of ovulation
and pregnant rates demonstrate that Fertirelin was efficient in inducing a new
follicular wave emergency, as well as the induction of the ovulation at the end of the
protocol, using the dose of either 50ug or 100 ug, suggesting that 50ug of Fertirelin
can be useful without compromising the final results.

Key words: Fertirelin Acetate; “Ovsynch”; dairy cattle; synchronization; follicular

wave; ovulation; artificial insemination.
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1 - Introducgao

A relacdo custo-beneficio € a principal variavel a ser observada na
incorporagdo de novas tecnologias em qualquer setor produtivo. Sem as
informacdes corretas sobre esta condicdo, a aplicacdo de certas técnicas, em
determinadas situacdes, pode trazer resultados diferentes dos esperados, o que, as
vezes, faz com que diminua a credibilidade e o interesse para tal.

O Brasil tem o maior potencial do mundo para evolugdo de tecnologias em
reproducao de bovinos. Possui 0 maior rebanho bovino mundial, existe uma grande
demanda por animais geneticamente superiores, ndo ha limitagao territorial para
criacdo e as tecnologias estdo dominadas, com indices semelhantes aos de outros
paises. Estas condigbes levaram o pais a grande evolugdo da técnica de
inseminacao artificial e de transferéncia de embrides em bovinos, nos ultimos 10
anos.

Segundo a Associagao Brasileira de Inseminagao Atrtificial (ASBIA), cerca
de 7% das fémeas bovinas do rebanho de leite e corte sdo inseminadas. Pode
parecer um percentual baixo, porém ao considerarmos o tamanho efetivo,
contabiliza-se pelos menos 7,0 milhdes de fémeas.

Nas estatisticas de 2004 do IETS (International Embryo Transfer Society),
o Brasil ja figura como o segundo colocado em aplicagao da técnica de transferéncia
de embrides.

Embora experimentando apreciavel crescimento, a utilizagcdo da
inseminacao artificial (IA) e tecnologia de embrides, visando a multiplicagdo de
genotipos superiores, € pequena, ao considerar-se que O pais possui 0 maior
rebanho comercial de bovinos do mundo.

Informagdes adicionais a respeito de biotécnicas da reprodugao bovina
como a Sincronizag&o do estro e a Inseminacgéao Artificial em Tempo Fixo (IATF), que
visam melhorar os indices reprodutivos e facilitar a disseminagcdo destes
procedimentos, sao particularmente importantes.

Existem no mercado, inUmeros farmacos que sao empregados para a
sincronizagao da ovulagéo objetivando a IATF, dentre eles, destacam-se os produtos
analogos ao GnRH.

O Acetato de Fertirelina € um analogo ao GnRH cuja composi¢céo quimica

€ Cs5H76N16012 « CoH4O,. Este farmaco foi amplamente utilizado e indicado para



acdes terapéuticas como os tratamentos de cistos ovarianos (Nakao et al., 1992;
Osawa et al., 1995). Porém, a despeito da utilizagao deste produto ja ha algum
tempo, as informagbes sobre a eficiéncia de doses integrais ou menores de
Fertirelina sobre a dindmica folicular em bovinos sdo muito inconsistentes. Desta
maneira, poucos sao os trabalhos que avaliam a eficiéncia do produto tendo como
objetivo a sincronizagdo da onda de crescimento folicular e da ovulagao,
indispensaveis para qualquer programa de IATF.

Na revisao de literatura, o unico trabalho que aborda este tema é o de
Yamada et al. (2002), que estudaram a acao do farmaco principalmente em vacas
em anestro, o que nao € a proposta do presente trabalho. Adicionalmente, tais
pesquisadores tentaram avaliar a eficiéncia da Fertirelina em doses inferiores a
convencional em animas ciclando regularmente, porém, utilizaram poucas
repeticoes, o que nao conferiu analise estatistica.

A relacao entre diferentes doses de Fertirelina e taxas de concepcao
também tem sido pouco estudada bem como os efeitos do decréscimo da dose
deste analogo na taxa de sincronizagdo de onda folicular, taxa de sincronizagéo da
ovulagdo, nas concentragbes de estradiol e progesterona séricos durante os
tratamentos e na funcgao luteal, principalmente em condi¢des brasileiras.

Para tais finalidades, a intencdo ao empregar o protocolo “Ovsynch”
(OVS), neste presente trabalho, demonstra a preocupagdo em encontrar o
verdadeiro papel do produto na atividade folicular ovariana dos animais, pelo
acompanhamento da dindmica folicular, com o auxilio da ultra-sonografia e dosagem
de esterdides séricos e, ndo apenas por aspectos empiricos, como taxas de
gestacdo. Adicionalmente, a utilizagdo do protocolo “Ovsynch” leva a reduzir outros
efeitos que poderiam comprometer a fidelidade do experimento, como o uso de
progesterona (dispositivos intravaginais) ou, até mesmo, produtos a base de
estradiol.

A utilizacdo de doses menores de analogos sintéticos do GnRH, como a
Fertirelina, caso sejam eficientes, nas duas etapas de utilizagdo, podem representar
uma redugao substancial nos custos destes e de outros protocolos que dependem
do mesmos mecanismos de agao. Qualquer alteragdo, porém, nos protocolos, seja
por utilizagdo de novos farmacos, ou por redugao da dose, visando diminuicdo dos
custos, merece estudo prévio para se determinar a eficiéncia, principalmente pela

avaliagcao na dinamica folicular.



2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

e Investigar a eficiéncia de duas doses distintas de um analogo ao GnRH, o
Acetato de Fertirelina, sobre a sincronizagcdo da emergéncia de onda folicular e
indugao da ovulagao, através da avaliagao ultra-sonografica sequencial, e quantificar
as concentragdes de progesterona e estradiol séricos, via radioimunoensaio, em
vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”.

e Além disso, pretendeu-se avaliar e comparar as taxas de gestagao decorrentes

de tais tratamentos.



3 - Revisao da literatura

3.1 - Dinamica Folicular na espécie bovina.

3.1.1 - Ondas de crescimento folicular.

O processo continuo de crescimento e regressao de foliculos antrais que
leva ao desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério no ovario € conhecido como
dindmica folicular ovariana, o que envolve o desenvolvimento sincrénico de um
grupo de foliculos, denominado onda folicular (Ginther et al., 1989).

O periodo do ciclo estral dos bovinos contém em média 21 dias, com
variacbes de 17 a 24 dias, e apresenta, geralmente, uma ou duas ondas de
crescimento folicular ndo ovulatérias e uma onda ovulatéria. Para o padrao de duas
ondas, a primeira comega no dia 0 (dia da ovulagao) e a segunda no dia 10, e para o
padrao de trés ondas, as emergéncias ocorrem, em média, nos dias 0, 9 e 16, sendo
as duas primeiras anovulatérias (Ginther et al., 1996). O numero de ondas por ciclo
estral parece estar associado com o comprimento do ciclo e com a duragao da fase
luteinica (Ginther et al.,, 1989). Figueredo et al. (1997) comentaram sobre a
existéncia de uma variabilidade individual nos dias de emergéncia de cada onda,
ainda que nao haja diferengas na fertilidade de animais que apresentam duas ou
trés ondas. Adicionalmente, citam ainda que a quantidade de ondas foliculares e os
dias do periodo interovulatério podem variar entre os animais e, também, em um
mesmo animal.

Além disso, em bovinos, o numero de ondas foliculares pode ser
modificado pela estacdo do ano, dieta ingerida, ordem de paricdo, estadio
lactacional e outros fatores ambientais (Murphy et al., 1991; Lucy et al., 1992b;
Wolfenson et al., 1995).

As interagbes hormonais dentro de uma onda, envolvem gonadotrofinas
hipofisarias (LH e FSH), proteinas e peptideos de origem folicular (inibina A,
folistatina), bem como esterdides de origem folicular (estradiol 17f3) ou luteal
(progesterona; Mihn et al., 2002), com a PGF2a uterina apresentando efeito sobre a
onda ovulatéria (Wiltbank et al., 1998).

Dentro de uma onda folicular, trés fendmenos sao morfolégica e

fisiologicamente caracterizados: emergéncia (recrutamento), selecdo (desvio) e



dominancia folicular. Sabe-se que as gonadotrofinas hipofisarias, horménio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) atuam na manifestagao, manutencéao
e suspensdo destes eventos. Todavia, do ponto de vista hormonal, relatam-se
quatro estadios, de acordo com a atividade hormonal “predominante” (1)
gonadotrofina independente, (2) FSH predominante, (3) FSH - LH dependente e (4)
LH predominante (Ginther et al., 1996).

Durante uma onda de crescimento folicular, um grupo de foliculos
emerge, com didmetros em torno de dois a trés milimetros. Nos proximos dias, uma
parte destes foliculos cresce para 4-6 mm, sendo que, apenas em torno de cinco
foliculos maiores do grupo continuardo seu desenvolvimento, enquanto outros
regridem (Ginther et al., 1996). Deste ultimo grupo, pelo menos um continua o
desenvolvimento, tornando-se o dominante. Este termo deve-se ao efeito de
dominancia sobre os outros foliculos da onda, apresentando taxa de crescimento
superior aos demais (Ginther et al., 2001).

O foliculo ovulatério é formado a partir da ultima onda folicular do ciclo
estral, ao passo que foliculos dominantes de ondas anteriores entram em processo
de atresia. Esta atresia é determinada pela presenca de um corpo luteo (CL) ativo no
ovario, com ampla producao de progesterona. Este horménio, por sua vez, exerce
um efeito de retro-alimentagdo negativa no eixo sistema nervoso
central-hipotalamo-hipoéfise-ovario, reduzindo a amplitude e frequéncia dos pulsos de
LH, o que inviabiliza os processos de maturagao final do foliculo e ovulagao (Ginther
et al.,, 1996). Desta maneira, o foliculo dominante sera anovulatério se ocorrer
durante a fase luteal e ovulatério na fase folicular (Ginther et al., 1996).

O LH tem acao importante no crescimento e desenvolvimento do foliculo
dominante. Em torno do quarto dia apds a ovulagdo, quando o foliculo dominante
apresenta aproximadamente 9,0 mm de diametro, ocorre a transicdo da
dependéncia do FSH para LH. Este estadio é critico para continuar o crescimento do

foliculo dominante e regresséo dos subordinados (Ginther et al., 1996).

3.1.2 - Surgimento do FSH e estimulagao das ondas (Emergéncia).

O mecanismo que regula a dinamica folicular € embasado nas respostas

diferenciais ao FSH e LH (Ginther et al., 1996) além da exposi¢cdo aos niveis



elevados de progesterona, que parecem ser pré-requisitos para uma expressao
normal do estro e para uma fase luteal normal (Wiltbank, 1998).

O foliculo dominante de uma onda pré ovulatoria secreta estradiol e
inibina e, apds a ovulagcdo, as concentragcdes destes hormébnios decrescem
permitindo o aumento do FSH favorecendo a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular (Adams et al., 1992; Fortune, 1994, Ginther et al., 1996;
Ginther, 2000). Ginther et al. (1989) mencionaram os surgimentos do FSH
antecedendo as ondas foliculares independentemente se forem duas, trés ou quatro
ondas, sendo que este aumento na concentragao de FSH ocorre por um periodo de
dois a trés dias. O pico de FSH é alcangcado no momento que foliculos atingem 4
mm de diametro (Ginther, 2000).

Ginther et al. (1996) relataram a média de 24 (8-41) foliculos de 3 mm de
didametro emergentes por onda e sua viabilidade foi estabelecida pelo seu
subsequente crescimento a um didmetro maior que 4 mm. O didmetro maximo
obtido pelos 24 foliculos foi de 4 mm em 11 foliculos, 5 mm em 6 foliculos, e
didmetros superiores a 6 mm, em 7 foliculos. Ainda Ginther (2000) sugestionou que,
todos os foliculos acima de 5 mm, contribuiram para o declinio das concentracdes
de FSH.

Em média, o futuro foliculo dominante emerge 10 horas mais cedo que o
segundo maior foliculo (Ginther et al., 1996). Estes achados indicam que o foliculo
selecionado leva uma vantagem de tamanho e, de certo modo, ele é o foliculo que
alcanca um diametro ou estadio decisivo anterior ao segundo maior; e esta
vantagem no desenvolvimento (didmetro) do maior foliculo ocorre ou inicia-se antes

da detecgéo ultra-sonografica da emergéncia da onda folicular.

3.1.3 - Divergéncia folicular e selegédo do foliculo dominante.

Alguns autores (Ginther et al., 1996, Ginther, 2000, Ginther et al., 2001)
estudaram os fatores reguladores intragonadais que intervém no controle autdcrino
ou paracrino da funcao ovariana. Estes pesquisadores relataram que o estradiol e a
inibina apresentam uma importante acdo durante a divergéncia do foliculo
dominante, e que estes horménios tém a habilidade em reduzir as concentragdes
circulantes de FSH e, desta maneira, os foliculos subordinados comegam a regredir.

Ainda, esta onda de FSH que é suprimida por um feedback negativo dos produtos



dos foliculos em crescimento (principalmente estradiol e inibina), leva a prevenir a
emergéncia de uma nova onda (Ginther et al., 1996; Ginther, 2000).

Colaborando com estas informagdes, Kaneko et al. (1997) mencionaram
que a inibina € um potente regulador da secre¢dao de FSH mesmo na presenca de
altas concentragdes de estradiol e progesterona. Ela é de significancia fisiolégica na
regulacao da secrecao de FSH em qualquer estadio do ciclo estral.

Quando o maior foliculo alcanga aproximadamente 8,5-9,0 mm, ha a
divergéncia folicular, um foliculo, usualmente o maior, continua a crescer,
desenvolvendo-se até foliculo dominante. Os outros foliculos da onda tornam-se
subordinados e regridem (Ginther et al., 1996; Ginther, 2000). Esta divergéncia dos
foliculos é definida como o0 momento em que se inicia a maior diferenga na taxa de
crescimento (mudanga no diametro entre dois exames consecutivos) entre os dois
maiores foliculos. Esta definigdo permite designar o momento da divergéncia em
cada onda de crescimento folicular, como sendo o principal evento no processo de
selecdo (Ginther et al., 1996).

Apods a selegédo do foliculo dominante, este pode seguir crescendo, pois
ele é mais eficiente na utilizagcdo do pouco FSH circulante e na aquisicao de
receptores de LH nas células da granulosa (mais do que se encontram na teca).
Assim, o foliculo destinado a ser dominante aparentemente tem mais receptores ao
LH, o que o designa a uma vantagem competitiva sobre os outros foliculos
subordinados, permitindo sobreviver em baixos niveis de FSH (Ginther et al., 1996).

Portanto, um outro aspecto a ser considerado do mecanismo de
divergéncia € a mudanga na énfase da dependéncia das gonadotrofinas do foliculo
dominante selecionado, o qual continua seu desenvolvimento dirigido pelo LH
circulante que suporta seu crescimento por toda a fase de pdés-divergéncia (Ginther
et al., 1998; 2001).

As fungdes principais do LH sdo: a estimulacdo da maturacdo folicular
final, a ativagdo do ovécito para que reinicie a meiose (profase | para metafase Il), a
ovulagdo e a luteinizagdo das células da granulosa e da teca que formardo o CL
(revisado por B¢ et al., 2000).

Existem outras substancias, além do estradiol, inibina, FSH e LH, que
necessitam de maiores estudos. O foliculo dominante também produz IGF-I, ativina
e outros fatores paracrinos ou autocrinos, que estimulam a atividade da aromatase,

prolongando a fase de dominancia e a atividade estroidogénica folicular, apesar das



concentragcbes basais de FSH. Simultaneamente, ocorre a atresia do restante dos
foliculos subordinados (Fortune et al., 2001; Ginther et al., 2001).

O IGF-I é um modulador importante no crescimento folicular, que possui
receptores nas células da granulosa e tecais e atua amplificando a agédo hormonal
das gonadotrofinas (Yuan et al., 1998; Ginther et al., 2001). Durante a atresia, ha
aumento na expressdo de muitos genes, incluindo proteinas ligadoras de IGF
(IGFBPs), que estdo relacionadas com a diminuigdo do IGF-I endégeno, o que é
essencial para a sobrevivéncia das células foliculares (Ginther et al.,2001; Fortune et
al.,2001).

Yuan et al. (1998) sugeriram que em foliculos dominantes, existem
mecanismos para aumentar a atividade do IGF envolvendo a reducédo da quantidade
de IGFBPs (ligante da IGF que previne sua atuagdo no interior do foliculo). A
hipétese dos autores € que a expressdo génica para IGFBPs sofra alteragdes
durante a dominadncia folicular. Assim, os resultados de seus experimentos
demonstraram que o foliculo dominante expressa grandes quantidades de mRNA
codificadores de IGF-I e IGF-Il, mas sao falhos em expressar a IGFBP2 mRNA. Ja o
foliculo subordinado apresenta menores IGF-lI e IGF-Il mRNAs e abundancia em
IGFBP2 e os autores comentaram que esta mudanca de expressao génica pode ser
um importante mecanismo controlador do crescimento e diferenciagao folicular IGF-
mediado.

Ginther et al. (1996) descreveram um modelo para explicar o que
acontece durante a sele¢cao do foliculo dominante. Antes de ocorrer a selecao do
foliculo dominante (divergéncia), as células da granulosa de todos os foliculos em
crescimento estariam produzindo pequenas quantidades de estradiol sob influéncia
do FSH. O FSH atuaria pela estimulacdo da producido de AMPc nas células da
granulosa, que por sua vez, induziria a expressao de enzima aromatase e produgao
de maiores concentragdes de estradiol (Ginther et al., 2001), diminuindo a secrecéo
do FSH. O LH estaria presente, mas nao atuaria nas células da granulosa, por néo
apresentarem ainda receptores para LH. No momento da divergéncia (~9 mm) o
foliculo dominante expressaria receptores para LH permitindo aumentar a producéao
de AMPc mesmo na presenga de baixo FSH. O FSH circulante permaneceria baixo
devido a inibicdo pelo estradiol, produzido pelo foliculo dominante e,
consequentemente, os foliculos que ndo expressassem receptores para LH,

entrariam em atresia e regrediriam.



Na auséncia de lutedlise, o foliculo dominante deixa de crescer e inicia a
regressao, dando lugar ao aparecimento de uma nova onda folicular. A supressao
continua de LH, como consequéncia da secregao de progesterona da fase luteal
(Ginther et al., 2001), causa ao foliculo dominante a perda de suas funcdes
metabdlicas e este comeca a regredir (Ginther et al., 1996).

Por ultimo, a liberagdo da supressao progestacional ocasionada pela
lutedlise permite o incremento da frequéncia de pulsos de LH, um maior crescimento
do foliculo dominante e altas concentragdes de estradiol, os quais induzem
finalmente ao pico de LH que é seguido pela ovulacéo (Ginther et al., 1996; Ginther,
2000). Os diametros dos foliculos pré ovulatérios, descritos na literatura, em animais
com ciclos estrais fisiologicos, podem variar de 13-16 mm, de acordo com Ginther et
al. (1989) ou de 15-20 mm, segundo Ginther et al. (2001).

3.2 - Desenvolvimento do Corpo Luteo (CL) e aspectos gerais dos mecanismos

associados a lutedlise.

3.2.1 - Desenvolvimento do Corpo Luteo (CL).

O CL desenvolve-se a partir das células residuais do foliculo pré-
ovulatorio. Antes da ovulagdo, o foliculo € organizado em distintas camadas. As
células da granulosa e o odcito sdo separados das outras camadas foliculares pela
membrana basal, e acima dela encontram-se as tecas interna e externa (Milvae et
al.,, 1996). As células das camadas de granulosa e teca interna sintetizam e
secretam hormoénios esterdides; no entanto, as células da teca externa ndo sé&o
esteroidogénicas. Os capilares de vascularizagdo ao redor dos foliculos estédo
presentes na teca interna e externa, mas estdo ausentes na camada de células da
granulosa porque a membrana basal atua como uma barreira para a vascularizagao.
O LH, por sua vez, causa a quebra da parede folicular e libera o o6cito no momento
da ovulagao (revisado por Bao e Garverick, 1998).

Apds a ovulacdo, ha a diferenciagcao das células foliculares residuais. As
células da teca interna, associadas aos capilares, atravessam a membrana basal

que esta degradada e invadem a camada da granulosa e do tecido folicular



remanescente, levando ao desenvolvimento do CL, o qual inicia a produgcao de
progesterona em altas concentragdes (Niswender et al., 2000).

O CL contém populagdes de células heterdlogas que incluem as grandes
células esteroidogénicas luteais (GCL) e as pequenas células esteroidogénicas
(PCL), que sao células luteinizadas da granulosa e teca folicular, respectivamente
(Fields & Fields,1996). Estes dois tipos celulares perfazem, aproximadamente, 70%
do volume do CL (O’Shea et al., 1989). Além do tecido folicular diferenciado, durante
a reorganizagao celular para a formagdo do CL, ha a migragdo de ceélulas
endoteliais, fibroblastos (Channing, 1969) e constituintes do sistema imunolégico
como os leucécitos (Pate, 1994). Estas células apresentam-se intermisturadas em
uma extensdo que as GCL, PCL, fibroblastos e células endoteliais sdo unidas
proximamente umas com as outras.

Del Vecchio et al. (1995) reportaram que grandes e pequenas células
luteais bovinas interagem para regular a produgdo de progesterona durante os
estadios luteais medianos do ciclo estral e que esta interagdo € modificada por
componentes endodgenos presentes no CL. Ainda, em sua revisdo, citam autores
que propdem a existéncia de um sinergismo entre os dois tipos de células que
promovem a producdo de progesterona durante o estadio luteal mediano mas,
durante os estadios finais do CL, isto &, ao redor do momento da lutedlise, este
sinergismo € ausente.

Redmer et al. (1991), descreveram que as “gap junctions” permitem a
comunicacgao contato-dependente dentre as populagdes de PCLs, e entre as PCLs e
GCLs; mas a comunicagdo entre as grandes células nao foi detectada. Estes
pesquisadores também sugerem que as taxas de comunicagdo podem ser
influenciadas por varios horménios (PGF2, e LH, por exemplo).

Os mecanismos que parecem controlar a luteinizagdo incluem rotas
sinalizadoras intracelulares, fatores célula-adesdo, colesterdis, oxisterdis
intracelulares e talvez a propria progesterona como reguladora paracrina e/ou
autécrina (Murphy, 2000). Varios autores citados por Niswender et al. (2000)
mencionaram que os Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGF), Hormbnio do
Crescimento (GH), LH e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) séo,
provavelmente, os reguladores primarios da proliferagdo de fibroblastos, pequenas

células luteinicas e células endoteliais.



A proliferagdo das células endoteliais € um requisito para a
neovascularizacdo durante o desenvolvimento luteal, que resulta em uma extensiva
rede de capilares sanguineos (Redmer & Reynolds, 1996), onde a justaposi¢ao
entre as células luteais e os capilares abastece a alta demanda metabdlica do CL,
que costuma consumir de duas a seis vezes mais oxigénio por unidade de peso, do

que outros 6rgaos, como o figado, o rim e o coragao (Swann & Bruce, 1987).

3.2.2 - Rota Esteroidogénica Luteal.

O surgimento de LH pré ovulatorio resulta na luteinizagdo das células da
granulosa e tecais, altera a rota esteroidogénica, e entdo a progesterona é o
primeiro horménio esterdide produzido por cada um destes dois tipos celulares, apos
a luteinizacdo (Niswender et al., 2000; Niswender, 2002). O substrato para a
esteroidogénese é o colesterol. Sob condi¢gdes normais, o colesterol é sintetizado
pelo figado e transportado para os tecidos esteroidogénicos como a cértex adrenal,
foliculos, corpos luteos e testiculos na forma de lipoproteinas (Krisans, 1996).
Existem trés principais rotas para que o colesterol esteja presente como substrato
para a sintese de progesterona, dentre elas, destacam-se as lipoproteinas de alta
densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e os ésteres de colesterol.
Uma vez dentro das células, as lipoproteinas sao quebradas por enzimas para que o
colesterol possa entrar na rota esteroidogénica (Milvae et al., 1996; Niswender,
2002).

A sintese de todos os esterdis é dependente do transporte do colesterol
para o interior da membrana mitocondrial; este transporte requer um citoesqueleto
intacto e a fosforilacdo da proteina esteroidogénica regulatéria aguda (StAR)
(Niswender, 2002). Uma vez que o colesterol tenha sido transportado para a matriz
mitocondrial, a enzima citocromo P450s; atua na conversdo do colesterol a
pregnenolona, que é transportada para o reticulo endoplasmatico liso (REL), onde a
3B-HSD converte a pregnenolona em progesterona. Apos a sintese, a progesterona
deixa a célula aparentemente por difusdo, ndo havendo evidéncias de que ela possa
ser estocada em altas quantidades no interior do tecido luteal (Fields & Fields, 1996;
Niswender et al., 2000; Niswender, 2002).



Hormoénios luteotropicos ndo s6 regulam o crescimento luteal, mas
também, suportam a habilidade do CL em secretar progesterona. Estes horménios
incluem LH, GH, Prolactina, Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF-I),
Ocitocina, Prostaglandina E ; (PGE;) Prostaglandina I, (PGl;) (Hansel & Blair,1996;
Niswender et al., 2000).

Varios autores comentaram que concentragdes fisiolégicas de LH
aumentam a secre¢ao de progesterona das PCL, mas o LH ndo aumenta a secrecéo
nas GCL, embora sabe-se que os dois tipos celulares apresentam receptores para
este horménio (Chegini et al., 1991). Em sua revisdo, Fields & Fields (1996)
comentam que as grandes células luteais ndo respondem ao LH, secretam ocitocina
e sao as responsaveis pela maioria da secrecdo basal de progesterona. Ainda
relatam que as GCLs parecem submeter-se a muitas transcrigdes morfolégicas que
refletem eventos fisiologicos importantes. Em contraste com as grandes células
luteais, as pequenas células apresentam baixas producbdes basais e, quando
estimuladas pelo LH, aumentam a secrecao de progesterona. Enfim, os dois tipos de
células divergem na resposta as diferentes estimulagbes hormonais ou pelos
segundos mensageiros (revisado por Niswender et al., 2000).

Outros hormoénios luteotrépicos participam na regulagdo da secregao de
progesterona. O GH (Libermann & Schams, 1994) e o IGF-I (Sauerwien et al., 1992),
aumentam a secregao de progesterona no tecido luteal. Ambos receptores para IGF-
| e GH estdo localizados nas GCLs, portanto, podem ser importantes para a
manutencdo dos altos niveis de progesterona secretados nessas células.
Adicionalmente, o GH pode influenciar, indiretamente, a funcéo luteal pelo aumento
da expressdo de IGF-lI, que é sintetizado pelo CL e estimula a secrecdo de
progesterona, além de inibir a morte celular, permitindo a manutencéo do peso luteal
(Lucy et al., 1993).

A ocitocina €& encontrada somente nas GCLs e ¢é liberada pela
estimulacdo a PGF2o. Apresenta via de ativacao pela proteina quinase C,
resultando no aumento do Calcio livre intracelular. Presumivelmente, as
prostaglandinas produzidas localmente podem atuar na liberagdo da ocitocina.
Porém, a ocitocina também apresenta efeitos na sintese de progesterona e este
efeito parece ser concentragdo — dependente. Pate (1996), em sua reviséo,

descreveu alguns autores que comentaram que baixas concentragdes de ocitocina



estimulam a producao de P4, enquanto as altas concentragdes sao inibitorias. Isto
permite sugerir que o trabalho da ocitocina (sintetizada nas GCLs) é de um regulador

paracrino da esteroidogénese.

3.2.3 - Aspectos gerais dos mecanismos associados a lutedlise.

O CL de um ciclo estral nos bovinos é uma estrutura dindmica com um
periodo de vida de aproximadamente 17-18 dias (Ohtani et al., 1998). Na auséncia
da prenhez, o CL submete-se a regressdao morfoldgica e funcional. Este processo,
chamado de lutedlise, é caracterizado pela cessagao da produgao de progesterona e
perda dos componentes celulares, incluindo redugdo do suprimento vascular,
proliferagdo do tecido conjuntivo, aumento da desorganizagao celular, degeneragao
e fagocitose das células luteais (Carlson et al., 1982).

Evidéncias para a deterioragdo morfolégica do CL sdo observadas, mais
precocemente, pelo dia 14 do ciclo estral e no dia 200 em vacas gestantes. Vacas
leiteiras parecem apresentar o processo de regressao luteal (17° dia) mais tardio que
vacas de corte (14° dia), podendo ser explicado por um maior e mais ativo CL, o que
provoca um maior intervalo interovulatério (Fields & Fields, 1996).

A PGF2a enddgena é um horménio derivado do acido araquidénico e
sintetizada, principalmente, pelas células epiteliais do endométrio (Spinosa et
al.,1997). Sua fungao principal na reprodugao € provocar a regressao do CL, através
do processo de lutedlise (Tsai & Wiltbank, 1997). A lutedlise natural é iniciada pela
liberagao uterina de PGF2a e esta pode atuar diretamente nas células luteais para
diminuir a producdo de progesterona (Pate, 1994), culminando com o retorno ao
estro nos animais. Pode-se dizer que a PGF2a é responsavel pelo tempo de vida do
CL (Spinosa et al., 1997) causando sua regressao morfologica e funcional (Kotwica
et al., 2002), sendo que a regressao funcional precede a regressdao morfolégica
(Viana et al.,, 1999). A lutedlise funcional é caracterizada pela diminuigdo da
secrecado de progesterona e, a estrutural, pela perda dos componentes celulares e
degradacéo tecidual (Pate, 1994; Miyamoto, 1996; Viana et al., 1999).

Em ruminantes domésticos, somente uma pequena quantidade da PGF2a
uterina alcanga o ovario, por difusdo da veia uterina para a artéria ovariana
(mecanismo denominado de contracorrente), com mais de 95% da PGF2a sendo

metabolizada a componentes inativados como a 15-ceto-13, 14-diidroprostaglandina



F2a, por uma unica passagem pelos pulmodes (Ferreira & Vane, 1967). Ao alcangar o
CL, o efeito luteolitico da PGF2a resulta da associagao com os receptores presentes
na membrana plasmatica das células luteais, levando a inibicdo da sintese de
progesterona luteal (Niswender et al., 2000). Um pulso inicial de prostaglandina,
mesmo sendo de baixa magnitude, pode potencialmente iniciar os mecanismos para
que as grandes células luteinicas produzam consideraveis concentragdes locais de
PGF2a (Tsai & Wiltbank, 1997). Isto pode explicar porque uma pequena quantidade
de PGF2a uterina é capaz de iniciar a regressao luteal. Assim, dois mecanismos
podem existir para a amplificacdo dos pulsos de PGF2a. Em primeiro, a PGF2a
uterina pode estimular a liberacdo de ocitocina pelo CL, a qual estimula a producao
de mais PGF2a uterina dentro de minutos do inicio do pulso (Baird, 1992). Em
adicdo, a PGF2a uterina pode estimular a produ¢ao de PGF2a intraluteal (Tsai &
Wiltbank, 1997).

Embora a PGF2a possa iniciar a lutedlise funcional, mecanismos
adicionais parecem ser necessarios para a lutedlise completa. A lutedlise € um
evento continuo, e a distincdo entre mudangas funcionais e estruturais se faz-se
necessaria para entender o processo como um todo. As grandes células luteinicas,
provavelmente, respondem inicialmente ao sinal luteolitico, mas as comunicagdes
entre grandes e pequenas células, bem como entre células luteais e nao luteais
parecem ser requeridas para a regressao completa se proceder (Pate, 1994;
Spinosa et al., 1997).

O sistema imune esta ativamente envolvido no processo de lutedlise,
onde é possivel que as células luteais ativem certos tipos de sinais para as células
imunoldgicas (MHC, IFN-y e TNF-a), permitindo a infiltracdo de células linfociticas no
CL bovino, a partir do dia 14 do ciclo estral, antes mesmo do inicio da lutedlise
natural (Webb et al., 2002).

A principal fungao das células imunes no CL, neste estadio, € a fagocitose
levando a lutedlise estrutural (Miyamoto, 1996). As células imunoldgicas produzem
citocinas que podem modificar a sintese de progesterona e prostaglandinas pelas
células luteais. Podem, também, apresentar efeitos citotdxicos diretos nas células
luteais, e as células mortas sao fagocitadas pelos macrofagos. Também, fatores
secretados pelas células luteais podem servir como quimiotaticos para as células

imunes, aumentando ou suprimindo suas fun¢des (Pate, 1996).



Adicionalmente, pesquisas foram realizadas para determinar se a
regressao luteal ocorre por processos degenerativos de apoptose. Houve evidéncias
morfologicas de que as células ndo esteroidogénicas (células ndo luteais) presentes
no CL sofrem apoptose, possivelmente iniciada por hipdxia (Niswender et al., 1990).
Admitiu-se que a Endotelina-1 (ET-1) seja um possivel mediador dos efeitos da
PGF2a no fluxo sanguineo luteal. Ela € um potente vasoconstritor e também inibe a
atividade de células esteroidogénicas, pois reduz o fluxo sanguineo durante a
lutedlise inicial pela constricdo arteriolar. Esta reducao do fluxo sanguineo determina
uma condicao de hipdxia, o que pode causar a liberagcdo adicional de Endotelina-1
(Milvae et al., 1996). A ET-1, que é produzida pelas células endoteliais que revestem
estes vasos sanguineos, desempenha um papel crucial durante a lutedlise induzida
pela PGF2a (Levy et al., 2000), sendo, a Endotelina-1, um mediador/promotor
luteolitico local na regressao do CL (Ohtani et al., 1998). Estas condigdes sugeriram
que a PGF2a e a ET-1 sdo importantes na rapida cascata funcional da lutedlise “in
vivo”, com uma possivel interagdo entre as ceélulas endoteliais e luteais durante a
lutedlise (Ohtani et al., 1998).

A PGF2a causa diminui¢do do fluxo sanglineo ao ovario e também ha a
gueda na producéo de progesterona. Parece que o processo de lutedlise pode ser
primeiramente iniciado pela interacdo da PGF2a com receptores especificos
localizados na membrana plasmatica das grandes células luteais (via proteina kinase
C/segundo mensageiro, que diminuira a esteroidogénese), e que a vasoconstricao
seja um efeito secundario. As agbées combinadas da PGF2a e a liberagdo de
ocitocina local podem levar a vasoconstricdo, isquemia, hipdxia e quimiotaxia de
células imunolégicas (Pate, 1996) e, a seguir, a redugao dos niveis de progesterona.
Esta hipoxia e isquemia levariam ndo somente a diminuicdo da secregdo de
progesterona, mas também, a apoptose das células ndo luteais, primeiramente em
células endoteliais, depois parenquimais e, por ultimo, nos fibroblastos.

Niswender et al. (1990) estudaram a lutedlise em ovelhas e concluiram
que: 1) a lutedlise foi iniciada por uma agao direta da PGF2a nas grandes células
luteais; 2) a diminuicdo dos niveis circulantes de progesterona refletiu uma
combinagdao da redugdo da esteroidogénese e do fluxo sanguineo luteal; 3) o
estimulo primario para a apoptose nas células parenquimais, fibroblastos e células

endoteliais foi a hipdxia, devido a isquemia provocada por uma vasoconstricido e



oclusao vascular, seguido de liberagao de células endoteliais para o interior do lume

dos pequenos vasos sanguineos.

3.2.4 - Refratariedade do CL.

Nas espécies domésticas e primatas, a regressdo do CL capacita (ativa) o
desenvolvimento de um novo foliculo pré ovulatério. No entanto, durante os estadios
iniciais do ciclo, que sao caracterizados por uma massiva neovascularizacio, o CL é
refratario a uma unica aplicacdo de PGF2a. Somente nos dias cinco aos 16 apos o
estro, a PGF2a exdégena causa regressao do CL bovino (Tsai & Wiltbank, 1997);
outros pesquisadores (Momont, 1992) relataram que a PGF2a (cloprostenol)
somente sera efetiva a partir do dia sete do ciclo.

A regressao luteal causada pela PGF2a apresenta, primariamente, sua
acao através dos receptores especificos presentes na membrana plasmatica das
grandes células luteinicas (Sakamoto et al., 1995), onde o mMRNA destes receptores
de PGF2a é altamente expressado e acumulado nas grandes células luteais em
estadios nao especificos do ciclo estral (Sakamoto et al., 1994; Sakamoto et al.,
1995; Wiltbank et al., 1995; Tsai & Wiltbank, 1998). A responsividade do CL a
PGF2a aumenta com o tempo, sendo que a afinidade de adeséo da prostaglandina
aos receptores aumenta 203 vezes dos dias 13 ao 20 do ciclo estral (Rao et al.,
1979) apresentando sensibilidade maxima no final da fase luteal (Berardinelli &
Adair, 1989 citado por Colazo et al.,, 2002). Portanto, PGF2a nao ira induzir a
lutedlise nos primeiros cinco dias do ciclo estral, quando o CL esta em fase inicial de
desenvolvimento (Thatcher & Chenault, 1976), embora apresentando mRNA dos
receptores para tal. Em adigdo, a inabilidade de resposta, nesta fase, também
parece ser devido a uma caréncia de expressao de outros mediadores que levam a
esta lutedlise (Tsai & Wiltbank, 1998; Levy et al., 2000).

Pate (1994) revisou que, esta refratariedade até o dia cinco do ciclo estral,
pode nao ser atribuida a uma caréncia de receptores a PGF2a e, sim, pelo fato da
PGF2a nao alcangar o CL inicial do ciclo estral, porque o fluxo sanguineo € desviado
em direcdo ao utero e para fora do ovario durante esta fase, em bovinos. Em
conclusao, a caréncia de responsividade do CL inicial ndo é atribuida a uma
deficiéncia de receptores de alta afinidade (Wiltbank et al., 1995), e uma possivel

explanagao para a auséncia da regressao de CLs iniciais, apds a injecdao de PGF2aq,



seria a incompleta vascularizagdo do CL ou incompleta diferenciacdo dos
mecanismos degenerativos nas células luteais. Pode-se sugerir que o tipo de célula
que medeia agdes luteoliticas da PGF2a, possivelmente o endotélio, pode ser nao
responsivo durante a fase luteal inicial (Levy et al., 2000).

Tsai & Wiltbank (1997, 1998) mencionaram que a prostaglandina
apresenta curta meia vida e, portanto, precisa ser atuante apenas na sua primeira
passagem pelo CL. A prostaglandina produzida pelas células luteais € de grande
importancia para a completa lutedlise. Esta € uma das suposi¢des sobre o CL inicial
nao ser capaz de sofrer lutedlise: ele ndo é capaz de expressar a prostaglandina
G/H Synthase-2 (PGHS-2) a qual sintetiza a prostaglandina nas grandes células
luteinicas. Ha evidéncias de que a PGF2q, provavelmente, atue por meio da rota
proteina quinase C/ calcio livre intracelular, e isto pode estimular as grandes células
luteais a expressar PGHS-2 e produzir PGF2a. Esta PGF2a luteal possivelmente
tenha fungao autdcrina/paracrina para aumentar o efeito luteolitico da prostaglandina

de origem uterina.

3.2.5 - Importancia da PGF2a e seus analogos para a sincronizagao.

A Prostaglandina F2a (PGF2a) ou seus analogos sao comumente
administrados pela via intramuscular (IM) para sincronizagdo de estro, em varias
espécies, incluindo bovinos (Dutt & Kharche, 2000). Admite-se que o estro
decorrente de uma injecao de PGF2a apresenta fertilidade comparavel a fertilidade
dos animais que sofrem lutedlise natural (Burfening et al., 1978; Jackson et al.,
1983). Adicionalmente, as relacbes entre os eventos hormonais e ovarianos séo
similares em animais prostaglandina-tratados ou nao tratados (Thatcher & Chenault,
1976; Quirk et al., 1986; Viana et al., 1999). Corroborando com estas informacgoes,
Twagiramungu et al. (1996) relataram que, nos programas de sincronizagdo de
estro, a PGF2a n&o apresenta efeito detrimental na fertilidade das receptoras, nos
programas de transferéncia de embrides.

Devido ao seu efeito luteolitico, a PGF2a € um agente efetivo no controle
da ovulacdo em bovinos. No entanto, em condi¢des de campo, a aplicacido de
analogos da PGF2a necessita ser esquematizada para que possa promover a
lutedlise na maioria dos animais tratados (Thatcher & Chenault, 1976). Em relagao

aos diferentes analogos da PGF2a utilizados para sincronizagao de estro, destaca-



se o Cloprostenol Sédico (Ciosin ©

- Schering Plough). O efeito luteolitico do
Cloprostenol Sdédico ja é conhecido e apresenta provas nos resultados a campo de
que a fertilidade, ap6s o uso desta droga, é considerada normal (Cooper, 1981;
Jackson et al., 1983; Tanabe & Hann, 1984). Além do Cloprostenol, existem no
mercado varios produtos de agao luteolitica como Dinoprost Trometamina (Tanabe &
Hann, 1984), Etiproston (Costa et al., 2000) e Lupristol (Cardova et al., 1990; Dutt et
al., 1995; Kharche et al., 1996).

Costa et al. (2000) avaliaram a eficiéncia da aplicacédo de uma unica dose
de luteolitico sobre a taxa de sincronizacéo e o intervalo da aplicagdo da droga a
manifestacdo do estro em vacas zebu, ndao encontrando diferencas na taxa de
sincronizagdo nas diferentes doses e nem entre os analogos Etiproston e

Cloprostenol.

3.3 - Fatores que afetam a deteccao de estro e principais vantagens da IATF.

A obtencdo de boa eficiéncia reprodutiva € de suma importancia na
espécie bovina. Nesta espécie, o periodo de gestagao € longo, e caso queira-se
obter um produto por vaca, em idade reprodutiva ao ano, estas devem ficar
gestantes num periodo curto apds o parto. Adicionalmente, o desempenho
reprodutivo é o responsavel direto pela producao de leite por dia de vida util da vaca,
numero de animais de reposigao, reducao de custos e aumento do ganho genético
(Vasconcelos, 2000). Portanto, a utilizacdo da sincronizagdo de estro e outras
tecnologias que visam melhorar a performance reprodutiva sao especialmente
importantes neste contexto.

A Inseminacao Artificial em Tempo Fixo ou Tempo Pré-determinado
(IATF) € uma técnica que visa facilitar o manejo da inseminacéo artificial, reduzindo
a mao-de-obra e concentrando as atividades (Barros et al., 2000). Como qualquer
outra técnica, ndo pode ser aplicada em todas as condigdes de manejo existentes e
merece uma detalhada avaliagdo do seu custo beneficio, pois os resultados dos
trabalhos de pesquisa apontaram, além de um custo de medicamentos muito
elevado, taxas de gestacao similares (Pursley et al., 1997a, b; Cartmill et al., 2001a)
ou levemente inferiores (Burke et al., 1996; Stevenson et al., 1996, 1999;

Jemmeson, 2000) aos protocolos padrao de inseminagdo. Porém, pesquisas



observaram um aumento da taxa de concepgao e prenhez apos IATF (Moncilovic et
al., 1998) comparados com IA apds estro sincronizado com PGF2¢.

Desta maneira, um dos principais objetivos da IATF & a inseminagao
artificial sem a necessidade de observacao de estro, pois, no decorrer dos anos,
com o aumento do rebanho e da producido de leite por animal, a disposi¢cao dos
animais em pisos de concreto ou ainda em free-stalls, dentre outros fatores, levam
os sinais de cio a ficarem menos “visiveis” e/ou evidentes, o que acarreta em
diminuicdo das taxas de concepgao e, por conseguinte, menores taxas de prenhez
da propriedade (Thatcher et al., 2001b; Yamada, 2005).

Falhas na deteccdo de estro reduzem o desempenho reprodutivo e,
indiretamente, a producao de leite por dia de intervalo de partos (Britt, 1985). Um
prolongado periodo para a primeira inseminacdo, resultante da inadequada taxa de
deteccao de estro, também aumenta o intervalo. Estes dois fatores sdo altamente
correlacionados: reducdo de um dia no intervalo parto-primeira IA, reduz o intervalo
de partos em 0,86 dias (Youngquist & Bierschawal, 1985).

A deteccao visual do estro depende de inumeros fatores. Em primeiro
lugar, deve-se saber reconhecer os sinais comportamentais para determinar se a
vaca deve ou nao ser inseminada e o horario correto da inseminacdo. Falhas na
detecgao causam decréscimo na taxa de concepgao e, consequentemente, aumento
do periodo de servigo (Foote, 1975). O tempo gasto por dia e o horario de
observacdo sao muito importantes na eficiéncia da deteccdo de estro. Com o
aumento do numero de vezes/dia gastos na observagéao, aumenta-se a eficiéncia da
deteccdo (Heersche & Nebel, 1994). Porém o momento desta também é importante.
Além disto, maior numero de vacas em estro no mesmo periodo do dia pode
aumentar o numero de vacas detectadas (Donalson, 1977).

Manifestacdes de estro sdo menores devido as doencgas, problemas nos
membros e pés ou a outros fatores estressantes (Lucey et al.,1986). Fatores
ambientais (estresse térmico) podem influenciar o numero de montas durante o
periodo de estro (Hall et al., 1959), e também decrescem a duracédo e a intensidade
do mesmo (Poston et al., 1962). Vacas alojadas em piso de concreto também
mostram o cio em menor intensidade que vacas mantidas a pasto (Britt, 1985). A
expressao do comportamento do estro também pode ser afetada pelo aumento da
producao de leite (Fonseca et al., 1983; Harrison et al., 1990; Nebel & MacGilliard,

1993). Portanto, a eficiéncia na deteccdo ira, provavelmente, continuar a afetar a



eficiéncia reprodutiva em fazendas com selegao genética e com praticas de manejo
que continuam a aumentar a producao de leite/vaca (Fricke et al., 1998).

A falta de acuracia na deteccdo de estro devido as causas descritas
acima, ndo somente prolonga o intervalo a primeira IA, mas também, pode aumentar
a duragao média dos intervalos entre as inseminagdes por 40-50 dias (Stevenson &
Call, 1983). Resumindo, sdo muitos os fatores que influenciam a rotina da
observacado de estro, o que a torna muitas vezes falha, levando a baixa taxa de
detecgao, menor taxa de prenhez, aumento do periodo do parto a primeira IA e
consequentemente, maior intervalo de partos. Desta maneira, a técnica de IATF vem
eliminar a necessidade de observacao de cios, que quando insatisfatéria, acarreta

grandes prejuizos a pecuaria leiteira.

3.3.1 - Vantagens da IATF.

A inseminacao artificial mostrou ser uma técnica viavel economicamente
para acelerar o ganho genético e o retorno econdmico da pecuaria. No entanto, em
todo o mundo existem relatos que indicam baixa taxa de servico em bovinos, devido
também ao comprometimento na eficiéncia de deteccdo de estro (Senger, 1994;
Pankowski et al., 1995). Desta forma, programas que visam empregar a inseminagao
em tempo fixo, sem a necessidade de observacdo do estro, podem colaborar no
aumento do emprego desta tecnologia e, possivelmente, na taxa de prenhez, pelo
aumento da eficiéncia reprodutiva (Wiltbank et al., 1998; Thatcher et al., 2001a).

Porém, a simples justificativa de eliminar a observagéo de estro ndo pode
ser considerada como principal argumento para o emprego da IATF. A maior parte
dos trabalhos relatou que ndo se consegue detectar mais que 50% dos cios (Senger,
1994). Isto pode ser verdade em rebanhos mal manejados, onde a tarefa de
deteccdo nao fica a cargo de uma pessoa capacitada para tal. No Brasil, a mao-de-
obra é muito barata e a possibilidade de investir em treinamento do pessoal
responsavel pela detecgdo do estro € uma alternativa a ser considerada (Fernandes,
2004).

Outro detalhe é que esta técnica (IATF) elimina a necessidade de
observagdo de estro para a inseminacdo artificial somente durante o protocolo. E
imprescindivel a correta detecgdao dos animais que retornam ao cio apds a

inseminagao em tempo fixo, para que sejam re-inseminados o mais rapido possivel.



Caso contrario somente poderiam ser reutilizados apés o diagndstico de gestagao, o
que levaria tempo e, com certeza, prejudicaria a eficiéncia reprodutiva (Fernandes,
2004).

As principais vantagens da Inseminagao Artificial em Tempo Fixo (IATF)
seriam: eliminar o trabalho com deteccdo de estro durante o protocolo; possibilitar
que a IA pode ser realizada conforme planejamento da propriedade; diminuir o
numero de |As por vaca a ser inseminada; reduzir a variagao de produgao de leite
mensal; servir como ferramenta para o manejo reprodutivo por facilitar o manejo da
IA; concentrar o trabalho em dias pré-determinados; aumentar o numero de animais
inseminados e possibilitar o planejamento dos partos e da estacdo de monta
subsequente (Thatcher et al., 2001a; Yamada, 2005). Adicionalmente, algumas
propriedades tém usado a IATF em todas as vacas da fazenda, apds o periodo
voluntario de espera, para tratamento de anestro pds-parto (visando o retorno da
ciclicidade) e vacas com cisto ovariano, além de sincronizacdo da ovulacdo em

receptoras e doadoras de embrides (Yamada, 2005).

3.4- Utilizacao do GnRH, eventos hormonais e ovarianos relacionados com a

administragao deste horménio em protocolos de IATF — “Ovsynch”.

Os protocolos de IATF possuem muitas variagbes, um deles, bastante
difundido em rebanhos leiteiros € o ““Ovsynch™ (Jobst et al., 2000). Este protocolo
foi descrito pela primeira vez por Pursley et al. (1995) e compreende de trés
principais etapas: uma dose de GnRH ou analogo administrado nas vacas em
qualquer estadio do ciclo estral para sincronizagdo da emergéncia da onda de
crescimento folicular, uma dose de luteolitico sete dias apds, para regressdo de um
possivel corpo luteo (CL), e uma segunda dose de GnRH dois dias posteriores ao

luteolitico, para a sincronizagao da ovulagao.

3.4.1 - Etapa 1: Sincronizagcao da onda de desenvolvimento folicular.

Inicialmente, promove-se a sincronizagdo da onda de desenvolvimento
folicular pela eliminagédo de um possivel foliculo dominante. Este foliculo poderia
sofrer atresia, ovular (Thatcher et al., 1989; Twagiramungu et al., 1992; Yamada et

al., 2002) ou sofrer luteinizagao parcial (Thatcher et al., 1989; Guilbault et al., 1990;



Macmillan et al., 1991; Pursley et al., 1995); estes dois ultimos fatores levando ao
aumento dos niveis de progesterona enddgenos, evitando novas ovulagdes por um
periodo. Isto pode ser conseguido pela aplicagdo de um analogo do GnRH, o qual,
indiretamente, provoca o efeito citado acima (Cartmill et al., 2001a; Lane et al.,
2001a). Ainda poderia ser utilizado o LH (Sartori et al., 2001), porém o custo deste
hormonio inviabiliza sua aplicagao.

As principais variaveis que condicionam o sucesso da sincronizagéo da
onda de desenvolvimento folicular sédo o “status” folicular ovariano no momento da
aplicacao (Bigelow et al., 1998) e a capacidade dos diferentes farmacos e doses em
provocar, direta ou indiretamente, a atresia, luteinizagdo ou ovulagado de um possivel
foliculo dominante (Ryan et al., 1998).

O primeiro aspecto esta relacionado a presenca e a sensibilidade
(receptores) do foliculo dominante ao LH endégeno (Guinther et al., 1996; Sartori et
al., 2001). A média de diametro do maior foliculo que inicia o desvio folicular & de
aproximadamente 8,5 mm (Ginther et al., 1996). Os mecanismos que levam a
divergéncia folicular ndo estao ainda bem definidos, mas parecem estar intimamente
associados com a indugdo de receptores ao LH nas células da granulosa, num
aumento das concentragbes circulantes de estradiol-173 e decréscimo de FSH
plasmatico (Ginther et al., 1996, 2000; Beg et al., 2001). Porém, embora o desvio
folicular acontega por volta dos 8,5 mm de didmetro, somente foliculos acima de 10
mm (0 que corresponde a um dia apdés a divergéncia folicular), apresentarao
capacidade ovulatéria (Silcox et al., 1995; Pursley et al., 1995; Sartori et al., 2001),
por apresentarem altas concentragbes de receptores para o LH nas células da
granulosa, as quais irdo responder as aplicagbes exdégenas de GnRH (Sartori et al.,
2001).

Desta maneira, caso o tratamento seja iniciado na presengca de um
foliculo dominante acima de 10 mm de didmetro, uma nova onda folicular é
sincronizada (emergéncia de uma nova onda folicular) dentro de 48 horas apos
administracdo do GnRH (Pursley et al., 1995; MacMillan et al., 2003). Vale lembrar
que o desenvolvimento da onda folicular podera continuar inalterado se a injecao de
GnRH ocorrer antes que a dominancia folicular for estabelecida (Ryan et al., 1998).

Um segundo aspecto a ser mencionado € a capacidade dos diferentes
farmacos analogos ao GnRH e suas referidas doses em provocar direta ou

indiretamente uma agao no foliculo ovulatério. Ryan et al. (1998) comentaram que,



mesmo na presenga de um foliculo dominante, os efeitos das administracbes
exdgenas de GnRH, neste foliculo, e o intervalo para a emergéncia de uma nova
onda sera dose-dependente. Nestas condi¢des, a eficiéncia do farmaco aplicado
(sua poténcia biologica) € de grande importancia, onde a dose deve ser suficiente
para induzir a liberagdo de quantidades 6timas de LH, que poderiam agir no foliculo
dominante (Fricke et al., 1998).

3.4.2 - Etapa 2: Administragao de analogo a PGF2q.

Entre os dias sete ou oito apdés a inducdo da sincronizacdo da onda
folicular, utiliza-se um luteolitico (prostaglandinas), visando reduzir as concentragdes
circulantes de progesterona, para permitir o final do crescimento folicular até o
estadio compativel com a ovulagdo. Estima-se que o desenvolvimento folicular até o
estadio ovulatério seja bem padronizado, pois foi feita previamente a sincronizagéo
da onda de desenvolvimento folicular (Twagiramungu et al., 1992; Wolfenson et al.,
1994; Pursley et al., 1995, 1997a). Esta prostaglandina pode atuar em um corpo
luteo prévio ao inicio do tratamento e/ou numa estrutura luteal formada pela etapa
anterior (GnRH). Existindo esta estrutura neoformada, € necessario que a mesma
esteja sensivel a prostaglandina para que este farmaco possa atuar (Thatcher et al.,
1989; Twagiramungu et al., 1992; Wiltbank et al., 1996).

Sobre esta observagdo, Twagiramungu et al. (1992) utilizaram uma dose
de GnRH e uma segunda dose de PGF2q para avaliar a resposta de sincronizagéo
do estro em vacas ciclicas, e obtiveram altas taxas de sincronizagéo (83%) quando
0s animais, tratados com buserelina (analogo ao GnRH), receberam a PGF2a no
sexto dia apds o primeiro tratamento. Ja Thatcher et al. (1989) sugeriram que a
aplicacao de prostaglandina no dia oito ao invés do dia seis ou sete apds inicio do

tratamento, deve melhorar a sincronizagao.

3.4.3 - Etapa 3: Sincronizagdo da ovulagao e inseminagao artificial em tempo
pré determinado (IATF).

A etapa final seria induzir a ovulagdo do foliculo ja desenvolvido em um

periodo padrdo em todos os animais, para que possa pré-determinar o momento da



inseminagao. Isto geralmente € conseguido com a administragdo de analogos de
GnRH, que levam a ovulagdo cerca de 24-32 horas pos aplicagao (variagdo de
apenas 8 horas; Pursley et al.,1995; Barros et al.,1998; Tefera et al., 2001).

Posteriormente a esta ultima aplicacdo de GnRH é realizada a IATF.
Pursley et al. (1998) objetivaram encontrar o melhor momento para a realizagao da
IATF, isto €, averiguarem qual periodo a inseminagao deveria ser realizada apds a
ultima aplicagcdo de GnRH, e que resultaria em melhores taxas de prenhez,
utilizando o protocolo “Ovsynch” em vacas leiteiras. Os autores relataram que um
momento 6timo para a IA nao ficou mostrado claramente, visto que taxas similares
de prenhez foram obtidas quando a IA foi realizada nos periodos zero e 24 horas
apos o segundo GnRH. Entretanto, a IA apds 32 horas resultou em baixas taxas de
gestacdo e altas taxas de perda embrionaria, isto porque uma variagdo de 8 horas
parece ser requerida para o espermatozoéide tornar-se capacitado a alcancar a
porcdo da ampola do oviduto e, consequentemente, fertilizar o odcito (Hunter &
Wilmut, 1983). Quando a IA é realizada ap6s a ovulagao, isto €, 32 horas apds o
GnRH, o odcito estara em condi¢cdes pouco recomendadas para a fertilizagao, cerca
de 8-16 horas pds ovulagdo. Esta idade avancada do oécito (acima de 8 horas apds
a ovulagao) é um dos principais contribuintes para as menores taxas de prenhez/IA e
altas taxas de perda embrionaria (Vasconcelos et al., 1997a; Pursley et al., 1998).

Corroborando com estas afirmagdes, a maioria dos autores que
trabalharam com o protocolo “Ovsynch” em bovinos costuma realizar a IATF no
tempo pré fixado de 16 a 20 horas apds a administragdo do segundo GnRH (Burke
et al.,1996; Moncilovic et al., 1998; Stevenson et al.,1999; Cartmill et al., 2001a;
Yamada et al., 2002; Tenhagem et al., 2004).

3.5 - Taxas de sincronizagdao da emergéncia de onda e ovulagdo com a

utilizagao do protocolo “Ovsynch”.

Vasconcelos et al. (1999) trabalharam com o “Ovsynch” visando avaliar o
efeito do inicio do protocolo em dias conhecidos do ciclo estral. A porcentagem de
vacas (n=156) que ovularam, a primeira administragdo de um analogo ao GnRH, foi
de 64%, variando com o estadio do ciclo (P<0,01) que foi iniciado o tratamento, com
baixas taxas de ovulagcéo nos dias 1-4 (23%) e altas taxas entre os dias 5-9 (96%),

porém nao houve diferengas na porcentagem de animais que ovularam apés a



segunda aplicagao. Relataram ainda, que o tratamento com luteolitico foi efetivo com
93% dos animais apresentando concentragdes de progesterona circulantes abaixo
de 1 ng/mL no dia da segunda administragao do farmaco (GnRH). A porcentagem de
vacas que ovularam apos o segundo GnRH (taxa de sincronizagao) foi de 87%.

Fricke et al. (1998) iniciaram o protocolo “Ovsynch” em dias nao
conhecidos do ciclo estral e encontraram taxas similares de sincronizagao (84%)
aquelas relatadas acima. Twagiramungu et al. (1992) trabalharam apenas com uma
dose de GnRH e outra de PGF2a seis dias apos, para sincronizagao do estro em
vacas de corte, e também obtiveram altas taxas de sincronizacdo (83%). Porém,
Cartmill et al. (2001a) reportaram incidéncia mais baixa de sincronizagdo (68%)
quando o protocolo “Ovsynch” foi utilizado em vacas ciclicas em estadio aleatorios
do ciclo estral.

Yamada et al. (2002) trabalharam com um numero pequeno de animais
nas fases foliculares (n=5) ou luteal do ciclo estral (n=12), no inicio do protocolo
“Ovsynch”. Para os animais da fase folicular, quatro de cinco animais ovularam apos
0 primeiro tratamento com analogo de GnRH (Acetato de Fertirelina), mas 100%
delas ovularam apds a segunda administragdo. Para os animais da fase luteal,
apenas quatro dos 12 animais ovularam no inicio do protocolo e 10 delas ovularam
ao final do mesmo. Uma vaca nao ovulou até 48 horas apdés segunda aplicagao e,
outra, ovulou antes do término do protocolo (entre as aplicagbes de PGF2a e
segundo GnRH). Desta maneira, a taxa de sincronizagao foi menor para as vacas
que iniciaram o tratamento na fase luteal.

Vasconcelos et al. (1999) também verificaram que alguns animais (6%)
ovularam antes da segunda injecdo de GnRH e 7% deles n&o apresentaram
ovulagdo 48 horas apdés a segunda administracdo. Neste referido estudo, foi
encontrado que 96% das vacas que estavam entre os dias 5 aos 9 do ciclo estral, no
inicio do protocolo, ovularam em resposta ao GnRH. Esses dados s&o consistentes
com pesquisas que afirmam que foliculos em crescimento, maiores que 10 mm de
diametro, apresentam capacidade ovulatoria apds tratamento com analogos ao
GnRH (Silcox et al.,1995; Pursley et al.,1995; Sartori et al., 2001). Estas afirmagdes
foram semelhantes ao relatado por Twagiramungu et al. (1992), os quais afirmaram
que a sincronizagdo do estro foi mais efetiva (em gado de corte) quando
administraram o GnRH em animais que apresentavam foliculos acima dos 10 mm de

didmetro.



Ginther et al. (1996) descreveram que proximo a metade do ciclo estral ha
uma perda da dominancia funcional do maior foliculo da primeira onda folicular,
aumentando as concentragbes de FSH, com a emergéncia de uma nova onda.
Porém, a perda desta dominancia € variavel e pode ser alterada por muitos fatores,
incluindo nutricdo (Murphy et al., 1991), estresse térmico (Wolfenson et al., 1995) e
tratamentos com horménio do crescimento (Lucy et al.,1994; Kirby et al.,1997).
Vasconcelos et al. (1999) atribuiram a estes comentarios a variabilidade de resposta
encontradas nas taxas de ovulagdo apds a primeira injecdo do GnRH (54%), nos
animais que estavam entre os dias 10 a 16 do ciclo estral no inicio do protocolo.
Adicionalmente, estes pesquisadores relataram que a porcentagem de animais que
estavam no final do ciclo estral (dias 17-21) e que ovularam ao primeiro GnRH, foi
dependente se uma nova onda de desenvolvimento folicular esta ocorrendo no
momento da aplicacdo, isto €, se o animal apresentava duas ou trés ondas de
crescimento folicular durante o ciclo estral.

Em um estudo prévio realizado em vacas de leite com duas ondas
foliculares (Pursley et al., 1996), foi detectado 100% de taxa de ovulagdo. Porém,
Vasconcelos et al. (1999) encontraram somente 77% dos animais que estavam entre
os dias 17-21 do ciclo ovulando apés a primeira injecdo do GnRH. Isto deve ter
acontecido gragas ao aumento do numero de animais com trés ondas foliculares, ja
que alguns efeitos como o estresse térmico e\ou o tratamento com bST alteram os
padroes de desenvolvimento folicular levando a ondas foliculares mais curtas
(Wolfenson et al.,1995; Kirby et al.,1997).

3.6- Aplicagbes do GnRH e principais analogos utilizados em programas de
IATF.

3.6.1 - Aplicagoes praticas do GnRH.

Dentre as principais aplicagdes do GnRH e seus analogos estdo o
tratamento para cisto ovarianos (Osawa et al.,1995; Lopez-Gaitus & Lopéz-Béjar,
2002), a melhoria nas taxas de concepg¢do quando administrados no momento ou
apos IA (Mee et al.,1990; Rettmer et al., 1992; Kaim et al., 2003), a inducédo da
ovulagdo e a sincronizagao de ondas de desenvolvimento folicular (Thatcher et al.,
1993; Pursley et al.,, 1995, 1997a,b, 1998; Costa, 1997; Cartmill et al., 2001a;b;



Lemaster et al., 2001), sendo que estas duas ultimas consideragcbes possuem varias
aplicagdes na reproducao de bovinos (Stevenson et al., 1999; Bartolome et al., 2002;
Macmillan et al., 2003; Tenhagem et al., 2004).

3.6.2 - Principais analogos do GnRH e suas poténcias biolégicas.

Como citado anteriormente, os analogos sintéticos do GnRH tém sido
amplamente utilizados como ferramenta na reprodugao de bovinos. Independente da
aplicacao, estes produtos atuam estimulando a liberagdo de gonadotrofinas pela
hipofise anterior, principalmente o LH (Chenault, 1990; Chenault et al., 1990). Os
efeitos bioldgicos esperados, portanto, dizem respeito as agdes do LH. Desta forma,
na maioria dos protocolos em que se emprega o GnRH seu efeito € indireto. A
resposta ao tratamento esta sujeito, além da capacidade de induzir a liberacdo do
LH, aos efeitos destas gonadotrofinas nos 6rgaos-alvo (Xu et al., 1995; Bao et al.,
1997; Kastelic & Mapletoft, 1998; Roche et al., 1999), pois a magnitude da resposta
em liberar o LH é dependente do estadio da onda folicular ovariana (Roche et al.,
1999).

Os analogos ao GnRH apresentam diferengas no que diz respeito as suas
poténcias biolégicas. Chenault et al. (1990) comentaram que a buserelina foi
estimada como sendo 40 a 200 vezes mais potente que a gonadorelina. Estes
autores demonstraram que 10 ug de buserelina liberam, significativamente, mais LH
e FSH que 500ug de gonadorelina.

Um outro analogo ao GnRH, o Acetato de Fertirelina, apresenta poténcia
bioldgica cerca de 2,5 a 10 vezes maior do que o GnRH natural (EImore et al., 1975).
Geralmente, é indicado em doses terapéuticas superiores aos outros farmacos por
possuir, em relagdo a buserelina, por exemplo, poténcia biologica inferior (Chenault,
1990; Chenault et al., 1990). Porém sdo poucos os relatos da eficiéncia deste
analogo para a sincronizagao da ovulagao em diferentes doses e mais pesquisas

fazem-se necessarias.



3.7- Redugao das doses de analogos do GnRH no protocolo “Ovsynch”.

A respeito das doses dos principais analogos do GnRH, para buserelina,
as doses mais utilizadas sdo de 8ug (Burke et al., 1996) ou 10ug (Twaguramungu et
al., 1992) na espécie bovina; e 10ug na espécie bufalina (Paul & Prakash, 2005).
Tais pesquisas demonstraram que estas doses foram eficientes em promover a
sincronizagao da emergéncia da onda folicular e/ou ovulagao, ja que apresentaram
taxas de prenhez desejaveis em todos os tratamentos realizados com as referidas
doses deste analogo.

Para gonadorelina, Mihm et al. (1998) relataram que a dose de 250ug
pode sincronizar uma nova onda na presenga de foliculos dominantes, porém 100ug
ou 25ug sé&o menos efetivos. Estas variagbes de dose-resposta tém sido
comentadas por Diskin et al. (2002), como um potencial limite da utilizacdo do GnRH
para a sincronizagdo dos padrbes de desenvolvimento folicular, principalmente
durante o diestro.

Pursley et al. (1997a) e Vasconcelos et al. (1999) utilizaram 100ug de
gonadorelina e estes ultimos autores, observaram que esta dose foi efetiva em
induzir a ovulacdo em 87% de vacas holandesas, apés a PGF2o, no protocolo
“Ovsynch”. Entretanto, Cartmill et al. (2001a) encontraram incidéncia mais baixa de
sincronizagao (68%) quando 100ug foram administradas em vacas ciclicas.

Fricke et al. (1998) objetivaram reduzir a dose de gonadorelina (100ug
para 50ug) utilizada para a sincronizagdo da ovulagdo, com a hipotese que 50ug
deste analogo ndo comprometeria a eficacia do protocolo “Ovsynch”, o que levaria
as reducgdes substanciais dos custos relacionados a este tratamento. Estes autores
ndo encontraram diferengas entre os grupos na taxa de sincronizagao (84,9% versus
83,1%, respectivamente para as doses de 100 e 50ug), nas taxas de dupla ovulagao
(13,9% versus 14,3%); nas taxas de concepgéao (33,6% versus 35,1%) e nas taxas
de perdas embrionarias (13,6% versus 13,3%). Portanto, o decréscimo da dose da
gonadorelina utilizada ndo comprometeu a eficacia do protocolo. Adicionalmente, os
autores explicam que a dose de 100ug do analogo ao GnRH baseou-se nas
recomendacdes do laboratério fabricante (Cystorelina-Merial®) para tratamentos de
cistos foliculares. No entanto, uma dose de 50ug de GnRH induziu uma resposta de

liberagdo de LH similar a 100ug e, ambas as doses, foram igualmente eficazes



quando utilizadas para o tratamento de cistos em vacas de leite (Seguin et al.,1976).
Isso indica que, a dose 50% reduzida da recomendada de gonadorelina pode,
efetivamente, causar a ovulagado de foliculos ndo cisticos, tanto quanto doses de
100ug, durante o protocolo “Ovsynch”.

Yamada et al. (2002) também objetivaram averiguar os efeitos de doses
50% reduzidas do analogo Acetato de Fertirelina (de 100ug para 50ug) em 17
animais ciclicos e nao observaram diferencas, entre as referidas doses, nas taxas de
sincronizagcao das ondas de crescimento folicular e ovulagao, bem como nas funcdes
do CL e concentragbes circulantes de progesterona no momento da segunda
aplicacdo do GnRH. Desta maneira, concluiram que 50ug deste analogo reduz o
custo do protocolo, sem efeito prejudicial na eficiéncia do tratamento.

Entretanto, alguns autores descreveram que, baixas doses de analogos
do GnRH, podem levar os animais que ovularam ao retorno do estro cerca de 18
dias apdés IA (com um pronunciado pico entre 14-17 dias). Isso aconteceu no
experimento de Cordoba & Fricke (2002) onde, dentre os 27,3% dos animais
inseminados apos protocolo com 50ug de gonadorelina, cerca de 46,4% foram
detectados em estro e re-inseminados nos 22 dias seguintes a primeira IA. Destas
46,4% das vacas re-inseminadas, 51% delas estavam entre os dias 18 apds IA, com
um pico de 28,6% dos animais entre 14 e 17 dias. Estes “ciclos curtos” ocorreram
tanto em vacas ciclicas como em animais em anestro. Shephard (2002) utilizou
100ug de gonadorelina e também relatou que 31,8% das vacas tratadas foram re-
inseminadas dentro de 17 dias.

Estes resultados sugeriram que doses inferiores como 100 ou 50ug de
gonadorelina podem provocar a ovulagdo, poréem a formagdo de um CL pouco
funcional, o que acarreta nas altas taxas de retorno ao estro pds-IA. Isto indica que a
formagdo de um CL “anormal” pode estar associado as duas inje¢gdes com baixas
doses do analogo de GnRH apresentando limitada efetividade na atresia folicular,

ovulagao e consequente formagao do CL (Cordoba & Fricke, 2002).



3.8 - Taxas de concepgao e prenhez com a utilizagao do protocolo “Ovsynch”.

As taxas de concepcédo variam muito na literatura e numerosos fatores de
impacto tém sido reportados tais como: condi¢do corporal (Moreira et al., 2000b),
estacado do ano (De la Sota et al., 1998), estresse térmico (Cartmill et al., 2001b) e
estadio do ciclo estral que foi iniciado o protocolo (Vasconcelos et al., 1999) dentre
outros fatores.

Para bovinos, ha variagdes substanciais no que tange as taxas de
concepgao com o protocolo “Ovsynch”. Em gado de corte, estas taxas excedem os
60% (Roy & Twagiramungu, 1996), ao contrario do gado de leite, com variagbes de
40 a 50 % (Pursley et al., 1995; Stevenson et al., 1996). Porém, percentuais mais
inferiores a estes citados também s&o reportados. Devido a uma gama de efeitos
que podem estar presentes nos experimentos descritos na literatura, torna-se dificil
comparar resultados de trabalhos distintos.

Burke et al. (1996), comparando a efetividade da IATF com a IA
convencional apos observagao de estro, em vacas de leite, relataram taxas de
concepgao de 29% e 30,5%, respectivamente. Jobst et al. (2000) trabalharam com
animais acima dos 60 dias pds-parto e também encontraram taxas de prenhez de
30,1% para o grupo de animais submetidos a IATF e que estes valores s&o inferiores
(P<0,05) das taxas de prenhez de 43,7% para animais sincronizados com duas
aplicagcdées de PGF2a intercaladas em 14 dias (14-PGF2a); de 45,6% nos animais
no grupo controle e de 44% nos que receberam IA apds detecgdo de estro com a
sincronizagao através do GnRH e PGF2a 7 dias apds. Entretanto, Le Blanc et al.
(1998) reportaram que nao houve diferengca nas taxas de prenhez para vacas
sincronizadas com 14-PGF2a. ou “Ovsynch” com 38,1% e 37,3%, respectivamente.

Ja para Moncilovic et al. (1998), vacas no pos-parto (43-57 dias)
apresentaram taxas de prenhez de 33% para o grupo de IATF (“Ovsynch”)
comparados aos 6% quando animais foram inseminados apos estro espontaneo.
Estes pesquisadores comentaram que esta taxa de prenhez (33%) foi superior
quando comparados aos animais que receberam PGF2o para a sincronizacdo do
estro ou entdo para animais que nao foram sincronizados. Reportaram ainda que as
taxas de gestacao nestes ultimos dois grupos variaram em relagdo a época do ano,

porém, para o grupo da IATF, ndo houve diferengas nas taxas de gestagdo nos



diferentes meses. Estes resultados sao similares a outros estudos (Pursley et al.,
1995; Burke et al., 1996; Schimitt et al., 1996; Britt & Gaska, 1998).

Yamada et al. (2002) utilizaram o analogo Acetato de Fertirelina nas
doses de 100ug ou 50ug no protocolo “Ovsynch”, em vacas de leite em anestro, e
observaram taxas de concepgao de 59,5% e 61,1%, respectivamente aos 35 dias de
gestacdo. Dados inferiores foram relatados por Pursley et al. (1998) que trabalharam
com animais acima dos 50 dias pods-parto e encontraram taxas de prenhez de 39%.
Concordando com estes dados, Fricke et al. (1998) reportaram taxas de concepgéao
de 41,0% aos 28 dias e 34,4% aos 56 dias de gestacao.

Stevenson et al. (1999) também encontraram taxas de prenhez similares
aos resultados dos estudos acima, em torno de 35,6% aos 52 dias apds |IA. Neste
ultimo experimento, vacas com melhores escores corporais apresentaram 8-10% a
mais de taxas de concepcéao para cada unidade de condi¢ao corporal. Concordando
com tais afirmacgdes, Moreira et al. (2000b) reportaram que a taxa de prenhez ao
primeiro servigo é inferior quando vacas estdo com escore corporal abaixo de 2,5
(escala de 1-5). Desta maneira, animais no pds-parto devem ser manejados visando
minimizar o estresse e maximizar a saude animal, o conforto e o “status” nutricional
que ira refletir na lactacdo e maior incidéncia de vacas ciclicas, melhorando a
performance reprodutiva.

Tenhagen et al. (2004) trabalharam com animais acima dos 42 dias pos-
parto e encontraram taxas de concepgéao de 37,9% em vacas primiparas e de 31,6%
em vacas multiparas (P=0,01) aos 42-48 dias apds IATF (“Ovsynch”). O efeito da
ordem de parto nas taxas de concepgédo, com o uso do protocolo “Ovsynch”, tem
gerado resultados controversos (Stevenson et al., 1996; Jobst et al., 2000; Cartmill et
al., 2001a; Tenhagen et al., 2001; Peters & Pursley, 2002). Os dados relatados por
Tenhagen et al. (2004) e por outros pesquisadores (Stevenson et al., 1996; Cartmill
et al., 2001a; Tenhagen et al., 2001; Peters & Pursley, 2002) entram em contradigéo
com a observacdo de que vacas primiparas apresentam mais problemas
reprodutivos e retardam o inicio da ciclicidade ovariana pds-parto (Lucy et al.,1992
a,b) e que estes animais proporcionam baixas taxas de concepg¢do ao primeiro
servigo, além de serem mais sujeitas as desordens metabdlicas que as vacas
multiparas (Erb & Grohn, 1988).

Moreira et al. (2000a) comentaram que em protocolos “Ovsynch” iniciados

em estadios randémicos do ciclo estral, as taxas de prenhez esperadas seriam de



36% e que o aumento destas taxas, neste protocolo, estaria relacionado a
freqUéncia de vacas que iniciam o tratamento em estadios favoraveis do ciclo estral
(isto &, entre os dias 5 a 10 do ciclo). Concordando com estas afirmacoes,
Vasconcelos et al. (1999) encontraram taxas de concepg¢do aos 28 dias que
variaram de 32 a 42% e aos 98 dias com variagao de 25 a 36%, dependendo do dia
do ciclo estral em que foi iniciado o tratamento.

MacMillan et al. (2003) revisaram autores que estudaram algumas
limitacdes relacionadas as taxas de concepcgao apés tratamentos de sincronizagao,
principalmente em rebanhos leiteiros de alto mérito genético. Estes animais podem
apresentar baixa fertilidade inerente (Lucy, 2001) associada ao déficit de energia
(Butler, 2002), e atividades ovarianas anormais durante a lactagao inicial.

Como citado anteriormente, as causas potenciais para as baixas taxas de
concepgao sao multifatoriais. No entanto, pesquisas (Pursley et al., 1995; Burke et
al., 1996; Schimitt et al., 1996) tém demonstrado que protocolos utilizando PGF2a
e/ou GnRH sao capazes de sincronizar estro/ovulagcdo, e podem potencialmente
melhorar as taxas de prenhez em vacas de leite.

Um dos questionamentos sobre as baixas taxas de concepgdo em
rebanhos leiteiros € a sua relacdo com a producdo de leite. Além disso, a producao
de leite esta correlacionada com a redugao nas concentragdes de progesterona no
dia 16 apdés o “Ovsynch”, onde uma libra de aumento de producdo de leite
corresponde a 0,028 ng/mL de decréscimo da concentragdo de progesterona sérica.
A razdo para a reducdo da concentracdo de progesterona pode ser devido ao
aumento do metabolismo deste esterdide (revisado por Vasconcelos et al., 1999).
Vacas com alta producao de leite apresentam maiores consumos de matéria seca
(r=0,88; Harrison et al., 1990) e um experimento realizado em ovelhas (Parr et al.,
1987) demonstrou uma relagédo inversa entre nutricdo e concentragdes circulantes
de progesterona. Estas diminuicbes de concentragdes deste hormbnio, em animais
de alta producao, sdo sugeridas como sendo devidas as elevadas taxas do fluxo
sanguineo no figado dos animais com alto consumo de matéria seca, combinadas
com a alta taxa de “clearance” para progesterona neste 6rgao (Parr et al., 1993 a, b).

Outro questionamento € em relagdo ao tamanho dos foliculos pré-
ovulatérios. O aumento da producgao de leite também esta relacionado ao aumento
do tamanho do foliculo. A razdo para o aumento do tamanho folicular com o

aumento da producao de leite ndo esta clara, mas parece estar relacionada com o



aumento das frequéncias de pulsos de LH (Roberson et al., 1989; Bergfelt et al.,
1991; Adams et al., 1992; Stock & Fortune, 1993).

Thatcher et al. (2001a) sugeriram que os estresses fisioloégicos e
ambientais para a alta producéo de leite, uma inadequada ingestao de alimentos, as
baixas condigdes corporais e os sistemas de manejo intensivos sao aspectos que
impedem a boa eficiéncia reprodutiva, tanto para gado de corte ou leite (por
exemplo, retorno da ciclicidade ovariana, intensidade do comportamento de estro e
taxas de prenhez).

Outra observacgéao a ressaltar € que o sucesso do programa “Ovsynch” é
dependente do fato dos animais em lactagcédo estarem ciclando ou n&o (presenca ou
auséncia de atividade ovariana pés-parto). Quando ha maior incidéncia de vacas em
anestro, a taxa de prenhez do grupo podera ser menos efetiva, porém, tal protocolo
podera induzir algumas vacas a retornarem a ciclicidade e, talvez, levar a concepgao
(Benmrad & Stevenson, 1986; Thatcher et al., 2001a).

3.9 - Principais problemas encontrados em animais submetidos a

sincronizagao da ovulagao.

3.9.1 - Diametros dos foliculos ovulatérios e taxas de concepcgao.

Mesmo que algum foliculo dominante submetido a segunda injegcao de
GnRH nao tiver alcancado seu diametro maximo neste momento, ele ira ser ovulado
prematuramente (Lane et al., 2001a; Vasconcelos et al., 2001). Assim, a ovulagao de
um pequeno foliculo dominante pode resultar na formacéo de um menor corpo luteo
(CL) e consequente baixas concentragdes de progesterona (Burke et al., 2001;
Vasconcelos et al.,, 2001), o que pode resultar em ciclos estrais mais curtos
(Cordoba & Fricke, 2002; Shepard,2002).

Segwagwe (2002) descreveu, em seu experimento, que ovulagdes
hormonalmente sincronizadas envolvem foliculos menores que os fisiolégicos
(naturais) e retardam a detec¢do de uma nova massa luteal a ser formada. A média
do didametro destes CLs no dia 10 apds a ovulagdo ou IA, apresentou-se
sensivelmente menor, e as concentragdes de progesterona (P4) e o aumento diario
destas concentragdes foram também mais baixas. O autor justifica a importancia do

aumento gradativo da P4 apds a ovulacdo como um fator de valor para o aumento



das taxas de concepgao (como também mencionado por Mann & Lamming (2001)),
e que doses de gonadorelina menores que 250ug podem estar associadas com
estas diferencas na funcao luteal.

As observacbes das relagdes entre o diametro do foliculo ovulatério de
animais sincronizados e suas referidas taxas de concepgao tém sido estudadas.
MacMillan et al. (2003), em sua revisao, referenciaram pesquisadores demonstrando
que o uso do GnRH, em protocolos “Ovsynch” (em gado de corte), levou a ovulagéo
de foliculos dominantes com didmetros inferiores do que aqueles oriundos de
ovulagdes espontaneas (10,7mm versus 12,0mm, respectivamente; P<0,01), o que
resultou na formagdo de menores CLs (3,0 versus 3,6cm? P<0,05) e baixas
concentragdes de P4. Em um segundo experimento, um analogo do GnRH (100ug)
foi injetado quando o foliculo dominante dos animais apresentava 11 ou 13mm de
diametro. No dia 30 apds ovulacdo, a taxa de concepgao para foliculos de 11 mm foi
de 4,4% enquanto que para os foliculos de 13 mm foi de 57,4% (P<0,01). Desta
maneira, o tamanho do foliculo dominante no momento da injegdo da segunda dose
de GnRH, e subsequente formacdo do CL, pode estar relacionado ao estadio do
ciclo quando o tratamento de sincronizacdo foi iniciado e, consequentemente,
contribuir para as grandes variagdes nas taxas de concepgao encontradas na
literatura (Vasconcelos et al., 1999; Cartmill et al., 2001a; Thatcher et al., 2001a,
2002).

3.9.2 - O “status” folicular ovariano (dia do ciclo estral) no inicio do protocolo

pode afetar a nao-sincronizagao ou reducao de fertilidade.

Uma intrigante observagéo foi relatada por Vasconcelos et al. (1999),
sobre o aparente efeito do dia do ciclo estral (no inicio do protocolo “Ovsynch”) sobre
o tamanho do foliculo ovulatério no final do protocolo e na subseqliente taxa de
prenhez. Foliculos ovulatérios estavam maiores (no momento do segundo GnRH)
em vacas que iniciaram o protocolo no comego (dias 1-4) ou no final do ciclo estral
(17-21), ao contrario para vacas tratadas no meio do ciclo (dias 5-13). Esta diferenca
pode ser devida aos efeitos das elevadas concentragdes de progesterona sobre a
secregdo de LH e no crescimento folicular (Roberson et al., 1989; Bergelft et al.,

1991; Adams et al., 1992). Interessantemente, os grupos com maiores didametros



foliculares apresentaram menores taxas de prenhez aos 28 e 98 dias pods-IA
comparados com o0s grupos que apresentavam foliculos com menores didmetros.
Este resultado foi consistente com outros estudos, os quais demonstraram que
baixas concentragdes de progesterona antes da IA (durante o tratamento de
sincronizagao) estdo associadas com baixa fertilidade (Fonseca et al., 1983). Isto &,
uma marcante baixa fertilidade é encontrada em vacas que ovularam um grande e
persistente foliculo, produzido durante os tratamentos, que provém de baixas
concentragbes de progesterona antes da ovulagao (Savio et al., 1993; Wehrman et
al., 1993). A fertilidade reduzida destes foliculos persistentes foi atribuida a uma
prematura ativagao oocitaria (Revah & Butler, 1996).

O inicio do protocolo “Ovsynch” em certos estadios do ciclo estral
também esta associado com a nao-sincronizacdo ou reducao da fertilidade. Por
exemplo, a inje¢cao da primeira dose de GnRH entre os dias 11 a 14 (Thatcher et al.,
1998) ou 15 (Moreira et al., 2000a) do ciclo estral pode nao resultar em ovulagao e
formagdo de um novo CL. Estes ultimos autores afirmaram que, neste estadio do
ciclo, animais com perfii de duas ondas de crescimento folicular, poderiam
apresentar foliculos dominantes ainda ndo responsivos a primeira aplicagao de
GnRH. Consequentemente, um novo CL nao sera desenvolvido. Nos proximos dias,
o animal secretara espontaneamente PGF2q¢ uterina, causando a regressao do
antigo CL. Portanto, no momento da aplicacdo da PGF2a exdgena, sete dias apds o
GnRH, o animal ja estara com o CL regredido e podera entrar em estro e ovular
antes da segunda dose do GnRH (Moreira et al., 2000a). Assim, este animal ira
ovular prematuramente e ndo ira conceber no momento da IATF. Burke et al. (1996)
descreveram que, dos 171 animais submetidos ao protocolo “Ovsynch” sem controle
prévio do dia do ciclo estral (ou presenga de CL ou foliculo acima de 10 mm de
didametro), dezessete vacas (10%) apresentaram sinais de estro entre a aplicagao
de PGF20 e a segunda dose de GnRH, isto &, ovularam antes do final do
tratamento. Corroborando com estas afirmagbdes, Vasconcelos et al. (1999)
encontraram 6% dos animais ovulando antes do final do protocolo, e todos os
animais nesta situacao iniciaram o tratamento entre os dias 13 a 22 do ciclo estral e
nao ovularam ao primeiro GnRH.

No protocolo “Ovsynch”, uma pequena porcentagem dos animais podem

nao ovular apdés o segundo tratamento com GnRH (Vasconcelos et al., 1999;



Yamada et al., 2002). Aparentemente, para estas condigdes, um foliculo com
capacidade ovulatoria ndo estaria presente no momento da segunda administragao.
Isto sugestiona que a perda da dominancia folicular ocorreu antes da segunda dose
do GnRH e o foliculo emergido da nova onda ainda ndo adquiriu capacidade
ovulatdria. Altas concentragdes de progesterona podem reduzir os pulsos de LH,
possivelmente levando a perda da fungao do foliculo dominante (lreland & Roche,
1982; Roberson et al., 1989; Savio et al., 1993). Consistente com esta idéia, as
vacas que ndo ovularam apds a segunda dose de GnRH, apresentavam altas
concentragbes de progesterona no momento da injegdo de um analogo a PGF2o,
em alguns trabalhos (Vasconcelos et al.,, 1999; Yamada et al., 2002).
Adicionalmente, a maioria destas vacas deveriam estar no inicio do ciclo estral no
momento da primeira aplicagdo do analogo ao GnRH e, consequentemente,
estariam com a progesterona elevada por todo o protocolo (Vasconcelos et al.,
1999).

Um outro problema pode ocorrer quando os animais sao submetidos ao
protocolo “Ovsynch” no inicio do ciclo estral (dias 2-3). Nesta situagéo, o foliculo
dominante ndo apresenta sensibilidade a primeira aplicagdo do GnRH (Moreira et
al., 2001) pois nédo oferece diametro folicular compativel para isso.
Consequentemente, o foliculo dominante continuara seu crescimento e expressando
sua dominancia por cinco dias ou mais até que a segunda injecdo do GnRH seja
aplicada. Estes foliculos que apresentaram dominéncia acima dos cinco dias (Austin
et al., 1999) ou vacas que iniciaram o programa “Ovsynch” no inicio do ciclo estral,
serao menos férteis (Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al., 2000a). Isto porque
estes foliculos “velhos” podem ou nao ovular no final do tratamento e, se ovularem,
0s oocitos produzidos por eles apresentardo menor fertilidade (Vasconcelos et al.,
1997b).

Sobre estas consideragbes, Vasconcelos et al. (1999) e Moreira et al.
(2000a) indicaram que o aumento da propor¢cao de animais na fase média do ciclo
estral (diestro, dias 5 aos 12 do ciclo) no momento do primeiro GnRH pode levar a

uma melhoria nas taxas de concepcao.



3.9.3 - Perda embrionaria precoce.

Estudos em fazendas de gado de leite que n&o trabalharam com
sincronizagao, reportaram perda embrionaria apos os 30 dias de gestacdo de
somente 7,2% (Silke et al., 2002) a 10,8% (Foran et al., 1996). Quando programas
de “Ovsynch” sao utilizados, estas taxas de perda embrionaria alcangaram valores
acima dos 20% (Thatcher et al., 2001a; Cartmill et al., 2001a). Fricke et al. (1998)
relataram taxas de perdas embrionarias aos 56 dias de gestacdo de 13,5% e Smith
& Stevenson (1995) de 20,5%. Dados semelhantes foram encontrados com Pursley
et al. (1998), com perda de 20%.

Taponen et al. (2002) comentaram que o controle do desenvolvimento
folicular, ocasionado pela inje¢cdo do GnRH, resulta na alteragdo da fungao luteal,
menores taxas de concepcdo aos 30 dias e aumento da perda embrionaria apos
este intervalo.

Como citado anteriormente, um dos possiveis motivos para a perda
embrionaria em animais submetidos a IATF €& o tamanho do foliculo dominante no
momento da segunda aplicagdo do GnRH, apds a efetiva sincronizagdo da
emergéncia da onda. Isto porque, foliculos com menores diametros que ovularem
apos a segunda administragdo do GnRH, apresentardo CLs com menores areas de
tecido luteal e menores concentragdes de progesterona (Burke et al., 2001;
Vasconcelos et al., 2001), as quais podem resultar em perda embrionaria, levando
ao retorno do estro em periodos estrais mais curtos (Cordoba & Fricke, 2002;
Shepard, 2002).

Entretanto, uma outra observacdo é a relagcdo do “status” folicular
ovariano (dia do ciclo estral) no inicio do protocolo com a taxa de concepgéao e a
perda embrionaria. Animais que nao foram submetidos a sincronizagdo da
emergéncia da onda folicular ap6s a primeira aplicagdo do GnRH (Moreira et al.,
2001), podem apresentar foliculos grandes e com estabelecimento de dominancia
por mais de cinco dias quando o segundo GnRH é administrado, o que acarreta em
oocitos menos férteis (Austin et al., 1999), afetando a taxa de concepcgao e,
consequentemente, aumentando as perdas embrionarias (Vasconcelos et al.,
1997a,b). Estas afirmagdes sdo condizentes aos dados encontrados por
Vasconcelos et al. (1999), onde houve perdas gestacionais (exame aos 98 dias pos-

IA) de 24% para os animais que apresentaram foliculos de maiores diametros (em



relacdo a meédia) no momento da aplicagdo do segundo GnRH, e perdas
embrionarias em torno dos 14% para animais com foliculos pequenos.

De certa forma, os mecanismos responsaveis pelas perdas embrionarias
em vacas em lactagdo ndo estdo claramente conhecidos, mas podem incluir
estresse lactacional associado com o aumento da produgcédo de leite (Nebel &
MacGilliard, 1993) ou, ainda, habilidade reduzida em responder ao aumento da

temperatura ambiente (Stevenson et al., 1984), dentre outros fatores.



4- Material e método

O experimento foi conduzido em trés propriedades rurais localizadas no
Sul do Estado de Minas Gerais (cidade de Passos e regido) entre os meses de julho
a setembro de 2004. Realizaram-se 77 protocolos (em quatro grupos distintos) de
sincronizagdao de onda de crescimento folicular e indugcdo de ovulagao (protocolo
“Ovsynch”).

Utilizou-se 77 fémeas bovinas da raca Holandesa Preto e Branco (HPB)
em lactagao (Figura 1), a partir dos 60 dias apds o parto (média de 139,25 + 14,01
dias), com escore de condigdo corporal variando de 2,5 a 4,0 (escala de 1 a 5;
segundo Ferreira & Torres, 1993), apresentando 500-550 kg de peso corporal e
média de producao de 30 kg leite/ dia.

Os animais passaram por uma avaliagao ginecoldgica prévia por palpagao
transretal, vaginoscopia e ultra-sonografia, onde foram descartados todos aqueles
que apresentassem qualquer problema reprodutivo detectado em um destes
métodos de diagnéstico.

Apos este procedimento, distribuiram-se aleatoriamente as 77 fémeas nos
quatro tratamentos, considerando-se o escore corporal, as estruturas ovarianas
presentes e o numero de dias pos-parto.

O analogo do GnRH utilizado foi o Acetato de Fertirelina (Fertigen® -
Schering Plough), em duas doses, tanto para sincronizacdo prévia da onda de
crescimento folicular, quanto para indu¢cdo de ovulagdo apos a lutedlise com
Cloprostenol Sédico (Ciosin® - Schering Plough). Em todos os grupos de tratamento
o protocolo foi 0 mesmo, variando apenas nas doses de Fertirelina (Figura 2; Tabela
1). A eficiéncia de cada uma das doses, nas diferentes aplicagdes, foi avaliada pela
alteracdo na populacao folicular e presenca de corpo luteo, assim como pelas

concentragdes de estradiol e progesterona séricos.



Figura 1: Animais utilizados durante o experimento. Vacas de raga Holandesa Preto
e Branco em lactagao
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Figura 2: Protocolo “Ovsynch” utilizado para sincronizagdo da emergéncia de onda
folicular e ovulagédo em vacas HPB. (D): Dias apods inicio dos protocolos, referentes
as aplicagbes dos horménios. (US): avaliagbes ultra-sonograficas. Colheitas de
sangue (sangue) e Inseminacao Artificial (IA). Modificado de Pursley et al. (1995)



Tabela 1: Esquema de tratamento nas vacas Holandesas Preto e Branco, em

lactacdo, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com os grupos de

tratamento
1? Aplicagao de 22 Aplicagdo de
Numero de
Grupos o Fertirelina Cloprostenol Fertirelina
animais

DIAO DIA 8 DIA 10
1 21 100ug 530ug 100ug
2 21 100ug 530ug 50ug
3 19 50ug 530ug 100ug
4 16 50ug 530ug 50ug

Total 77

4.1 - Avaliagoes ultra-sonograficas

As avaliagcbes ultra-sonograficas deram suporte para determinar, com
exatidao, as modificagdes ovarianas decorrentes de cada aplicacdo hormonal, nos
diferentes grupos de tratamento. Estes exames foram realizados com um
equipamento de ultra-sonografia em tempo real Marca PIE-MEDICAL, modelo 100-
LC, que opera com probe linear bifrequencial, 6 e 8 MHz, com as imagens gravadas
em fitas VHS e em discos de computador (recurso do aparelho).

Realizou-se uma avaliagdo ultra-sonografica prévia ao inicio de cada
tratamento (Figura 2), para determinar as estruturas ovarianas presentes e, de
acordo com este achado, distribuir os animais nos grupos. Conforme esta avaliagcéao
os animais foram divididos em duas classes: Classe |: Com presenca de populacao
folicular e de corpo luteo caracteristico e Classe Il: Sem corpo luteo, porém com pelo
menos um foliculo com didmetro > 10 mm (Figura 3).

Nas avaliagbes ultra-sonograficas foram contabilizados e mensurados
todos os foliculos dentro da sensibilidade do equipamento (2 mm), assim como o0s
corpos luteos. A distribuicdo das avaliagbes estd mostrada na Figura 2. Sempre
realizaram-se as avaliagdes antes e apos cada procedimento (aplicagdo hormonal),

no sentido de determinar de forma dindmica as alteracbes decorrentes. As



avaliagdes ultra-sonograficas e as colheitas de sangue foram realizadas nos dias -1;

0; 2; 8; 10 e 12 do inicio dos tratamentos.

Figura 3: Imagens ultra-sonograficas dos ovarios de vacas HPB em lactagao

utilizadas no experimento a) corpo luteo; b) foliculo (f) com diametro 210 mm

4.2 - Esquema de colheita de sangue

Para as colheitas de sangue utilizou-se tubos vacuolizados e, o sangue
obtido pela pungao da artéria ou veia coccigea com uma agulha de colheita multipla
25x8, e as amostras, posteriormente, centrifugadas a 1000 G por cinco minutos,
sendo o0 soro separado e estocado a -20°C em frascos eppendorf até a dosagem
hormonal. As amostras de sangue foram obtidas nos mesmos dias onde realizaram-

se 0s exames ultra-sonograficos dos ovarios.

4.3 - Avaliagao do escore de condigao corporal

Antes da aplicagado dos hormdnios os animais foram avaliados quanto ao
escore de condicdo corporal numa escala de 1 a 5 (segundo Ferreira & Torres,
1993). Somente utilizou-se animais com escore entre 2,5 e 4,0. Isto visou diminuir a

fonte de variacao referente a populagao folicular dos animais (Moreira et al., 2000b).



Entre os grupos de tratamento, a média de escore corporal dos animais foi
semelhante (P>0,05; Tabela 2), o que foi constantemente monitorado, antes da
insergado de cada animal em um dos grupos de tratamento, de acordo com aqueles

ja destinados a cada grupo.

4.4 - Dosagem de Progesterona e Estradiol

As dosagens hormonais foram executadas por radioimunoensaio com kits
comerciais, fase sodlida (DPC Medlab®) conforme metodologias descritas pelo
fabricante e modificadas por Fernandes (2000), para dosagem do estradiol. Tais
analises foram realizadas no Departamento de Radiologia e Reprodugcédo Animal da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - Unesp -campus de
Botucatu, utilizando o equipamento de Radioimunoensaio Cobra Il Autogamma da
Pachard BioSience Company. Os coeficientes de variagao intra ensaio encontrados

foram de 7,9% para Progesterona e 15% para Estradiol.
4.5 - Inseminagao artificial

Todos os animais foram inseminados uma unica vez, entre 16-20 horas
apos a ultima administragcado da dose de Acetato de Fertirelina (dia 10 apds inicio dos
tratamentos), sem observagao dos sinais comportamentais de estro.

4.6 - Diagnodstico de gestagao

O diagnéstico de gestagao foi realizado aos 50-60 dias apds Inseminagao

Artificial, via palpacéao transretal.



5 - Analises estatisticas

Nas analises estatisticas, as taxas de inducdo de uma nova onda de
desenvolvimento folicular apés a primeira aplicacdo de Fertirelina, as taxas de
indugdo de ovulagdo apds a segunda aplicacdo e as taxas de gestacdo foram
comparadas pelo teste y? (Sampaio, 2002). As taxas de gestagdo foram
representadas como o numero de animais diagnosticados positivos aos 50-60 dias
pos-IA, em relacdo aos animais inseminados. Para comparar os efeitos dos
tratamentos nos diferentes dias de analise, sobre as concentracbes séricas médias
de progesterona, estradiol e diametros foliculares nos diferentes dias do exame, bem
como o escore corporal e dias pods-parto no inicio dos tratamentos, utilizou-se
analise de variancia (ANOVA) e, se houvesse algum efeito significativo, os dados
foram submetidos ao teste de médias (Teste de Duncan; Zar, 1984). Caso os dados
nao tenham apresentado homocedasticidade ou normalidade, estes foram
submetidos a analise ndo paramétrica de Kruskall-Wallis. Para as analises, utilizou-
se o programa SAEG (Ribeiro Junior, 2001). Para todas as variaveis estudadas,

considerou-se nivel de significancia a 5% de probabilidade.



6 - Resultados e discussao
6.1 - Taxas de sincronizacao da emergéncia de onda folicular e ovulagao.

Os produtos utilizados s&o seguros quanto a sua administragcdo nas
concentragcbes e vias indicadas. Nao foram observados quaisquer sinais ou
alteragdes locais e/ou sistémicas, como edemas, nodulos, abscessos, inflamagdes,
reacdes alérgicas, sialorréia etc.

O escore de condigdo corporal médio dos animais nao diferiu (P>0,05)
entre os grupos tratamento (Tabela 2, Figura 4). E importante trabalhar com grupos
homogéneos quanto a esta variavel, pois aspectos nutricionais e quantidade de
reserva de tecido adiposo podem estar relacionados com variagdes no padrao de
desenvolvimento folicular (Butler, 2000).
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Figura 4: Escore corporal médio das vacas HPB utilizadas no experimento,
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submetidas ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com os grupos

Observou-se, nos tratamentos em conjunto, uma taxa média de
sincronizacao de onda de crescimento folicular, apds a primeira aplicacdo de Acetato
de Fertirelina, de 70,0% (Tabela 2), evidenciando que alguns animais podiam,
fisiologicamente, estar num estadio de desenvolvimento folicular onde ndo exista um
foliculo dominante em condi¢cbes de ser anulado e, como consequéncia, induzir a

emergéncia de uma nova onda folicular (Ginther, 2000, Sartori et al., 2001, Yamada



et al., 2002). Adams (1994) e Yamada et al. (2002) relataram taxas de sincronizagao
de ondas de desenvolvimento folicular semelhantes em vacas leiteiras, sem selegao

prévia do periodo do ciclo estral, exatamente como realizado no presente trabalho.
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Contabilizou-se, para a taxa de sincronizagdo da emergéncia de onda
folicular, apenas 50 animais, pois houve problemas com os equipamentos de
gravagao das imagens ultra-sonograficas.

Nao houve diferengca (P>0,05) ao analisarem-se, em conjunto, os grupos
que receberam inicialmente doses iguais de Fertirelina, ou seja, grupos 1 e 2 e
grupos 3 e 4. Desta maneira, também ndo sdo notadas quaisquer diferengas na
eficiéncia deste analogo do GnRH, nas doses de 50 ou 100ug (P>0,05) para
sincronizagdo da onda de desenvolvimento folicular (75,00% e 65,4%,
respectivamente; Figura 5). Esta situagcdo comprova que, a dose reduzida de 50ug
de Fertirelina, mostrou-se tao eficiente quanto 100ug, para utilizagdo em protocolos
que necessitem de sincronizagdo da onda de emergéncia folicular. Os valores
alcangados para esta dose reduzida (50ug), foram semelhantes ao encontrado por
Bartolome et al. (2002) que utilizaram um outro analogo ao GnRH e considerado de
grande eficiéncia. Isto representa uma possibilidade real de redug¢do nos custos dos

protocolos que necessitam de tal mecanismo, sem qualquer diminuicédo do efeito.
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Figura 5: Eficiéncia média de diferentes doses de Fertirelina (ug) para sincronizagao

de onda de desenvolvimento folicular, em vacas leiteiras submetidas ao protocolo
“Ovsynch”




Para a avaliacdo das taxas de sincronizagao de emergéncia de onda em
funcdo das classes (Tabela 3), isto é, presenga ou auséncia de concentragcbes de
progesterona sérica e/ou foliculos acima de 10 mm de diametro, ficou demonstrado
que a taxa de sincronizagéao foi similar entre os dois grupos (P>0,05), sugerindo ser
a Fertirelina capaz de atuar nos foliculos dominantes, mesmo na presenca de altas
concentragbes de P4 (acima de 1 ng/mL, classe 1), no inicio dos tratamentos,

igualmente ao sugerido por Pursley et al. (1995).

Tabela 3: Taxas de sincronizagdo da emergéncia de onda folicular em vacas
leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com as classes. Classe 1:
animais que apresentavam P4 >1,0 ng/mL no inicio dos tratamentos. Classe 2:

animais com P4 <1,0 ng/mL no inicio dos tratamentos

NUmero de Taxas de
Numero de . . -

Classe Animais Sincronizagao

Animais *
sincronizados (%)

1 (P4>1ng/mL) 27 19 70,37
2 (P4<1ng/mL) 23 16 69,56
TOTAL 50 35 70,00

* valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

Nos animais que apresentaram P4>1,0 ng/mL no inicio do protocolo
(Classe 1), a taxa de sincronizagdo da emergéncia de onda foi de 70,37% (Tabela 3)
revelando que nem todos os foliculos dominantes estavam em condi¢cdes sensiveis
ao GnRH, ou ainda poderiam estar em fases de crescimento que ndo apresentariam
sensibilidade (receptores para LH) para responder as referidas doses (Silcox et
al.,1995; Sartori et al., 2001). Para os animais da classe 2, 69,56% dos animais
responderam ao tratamento, supondo que, nestes animais, os foliculos acima de 10
mm de didmetro apresentaram capacidade ovulatéria (Silcox et al., 1995; Sartori et
al., 2001), ou ainda, poderiam ter sofrido atresia ou luteinizagédo parcial (Thatcher et
al., 1989; Twagiramungu et al., 1992; Yamada et al., 2002). Certa porcentagem das
vacas (30%) nao apresentou a emergéncia da onda induzida, isto por que, estes

animais poderiam nao apresentar a sensibilidade requerida para a sincronizagao, ja



que foliculos dominantes que estao em fase estatica por mais de trés dias perdem a
capacidade ovulatdria (Ali et al., 2001).

Adicionalmente, alguns animais poderiam estar no inicio ou no final do
ciclo estral, isto &, dentre os dias 2-3 ou 17-21 (Ginther et al., 1989; Kastelic et al.,
1990) e as taxas de sincronizagéo encontradas podem ser devidas ao fato do animal
ter duas ou trés ondas de crescimento folicular (Ginther et al., 1996, Figueredo et al.,
1997). Tais afirmagdes também foram descritas por Vasconcelos et al. (1999), que
encontraram taxas similares de sincronizacdo da onda de crescimento folicular de
77% nos animais compreendidos no inicio ou final do ciclo estral, e demonstraram
que animais com trés ondas apresentaram menores taxas de sincronizagdo ao
primeiro GnRH que animais com duas ondas (77% versus 100%, respectivamente).

As taxas de ovulacdo ao final do protocolo foram semelhantes nos quatro
grupos de tratamento (P>0,05) com média geral de 66,2% (Tabela 2) e concordam
com outras citadas na literatura (Adams, 1994; Butler, 2000; Yamada et al., 2002).
Pbdde-se observar que as doses de 100 ug ou 50ug, tanto para sincronizagao da
onda como para ovulagao, foram similares (P>0,05), demonstrando a eficiéncia da
dose de 50ug, concordando com os achados de Yamada et al. (2002).

Entretanto, estes dados foram inferiores aos reportados por Vasconcelos
et al. (1999) que trabalharam com “Ovsynch” em dias especificos do ciclo estral.
Porém, neste presente experimento, onde distribuiram-se os animais em estadios
aleatdrios do ciclo, as taxas foram similares as reportadas por Cartmill et al. (2001a),
0s quais utilizaram como analogo ao GnRH a gonadorelina.

Fricke et al. (1998) também estudaram a redugédo da dose de um analogo
do GnRH (gonadorelina) de 100ug para 50ug e encontraram a mesma eficiéncia na
sincronizagcao da ovulagao, e discutiram sobre as redug¢des substanciais dos custos,
ja que 50ug de gonadorelina foi eficiente. No presente estudo, a Fertirelina foi
administrada nestas mesmas condi¢cdes, apresentando a mesma eficiéncia,
sugerindo que a poténcia bioldgica seja semelhante entre a gonadorelina e a
Fertirelina.

A taxa de ovulagdo média entre os grupos nao foi estatisticamente
diferente, e por isto analisou-se em conjunto os grupos que receberam doses
diferentes de Fertirelina. Assim sendo, comparou-se a taxa de indu¢cado de ovulagao

entre os animais que receberam 100ug de Fertirelina (grupos 1 e 3) com aqueles



onde foi administrado apenas 50ug (grupos 2 e 4). Observando a Figura 6, verificou-

se que nao houve diferengas significativas entre as duas doses para indugado de
ovulagao (P>0,05; Figura 6).
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Figura 6: Eficiéncia média de diferentes doses de Acetato de Fertirelina (ug) para

indugao de ovulagdo em vacas leiteiras submetidas ao protocolo “Ovsynch”

Os valores contidos na Tabela 4 referem-se as porcentagens de animais
que ovularam ao término do tratamento, dependentes do estadio ovariano no inicio

do protocolo.

Tabela 4: Taxas de ovulagdo, apds administragdo do analogo Acetato de Fertirelina,
nos animais que apresentavam P4 >1,0 ng/mL (classe 1) ou P4 <1,0 ng/mL (classe

2) no inicio dos tratamentos

Numero de Taxas de
Numero de -
Classes o Animais que Ovulacao
Animais "
ovularam (%)
1 (P4>1ng/mL) 36 25 69,44
2 (P4<1ng/mL) 41 26 63,41
TOTAL 77 51 66,23

* Valores na mesma coluna nao diferem pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).



Dos 36 animais pertencentes a classe 1, 25 deles ovularam (69,44%) nao
apresentando diferencas em relagdo aos animais da classe 2 (63,41%). Isto
demonstrou que a Fertirelina promoveu a ovulagao, independente da fase em que o
tratamento foi iniciado, como indicado por Vasconcelos et al. (1999) trabalhando com
outro analogo ao GnRH. As taxas de ovulagdo encontradas no presente estudo
foram compativeis com os resultados de literatura (Cartmill et al., 2001a).

Em relagdo ao status folicular no inicio do tratamento e as taxas de
ovulacdo ao final do protocolo, 66,23% dos animais apresentaram sucesso na
sincronizagao. As possiveis causas para a nao ovulagéo apds a segunda aplicagéao
de Fertirelina foram que, provavelmente, um foliculo dominante com capacidade
ovulatéria ndo estava presente no momento da segunda aplicagdo. Isto pode ter
ocorrido devido a este foliculo ja ter perdido a sua capacidade ovulatéria e, o novo
foliculo emergido, ndo apresentou sensibilidade ao LH. Estes achados sao bastante
comuns em animais que apresentam P4 elevada por todo o tratamento, a qual reduz
os pulsos de LH, levando a perda de fung¢ao do foliculo dominante (Ireland & Roche,
1982; Roberson et al., 1989; Savio et al., 1993).

A Tabela 5 refere-se ao numero e porcentagem dos animais que
apresentavam P4>1ng/mL no momento da aplicacdo do Cloprostenol (dia 8), de
acordo com os tratamentos. Das 77 vacas utilizadas, 50,65% estavam nestas
condigbes e nao diferiram em relacdo aos tratamentos (P>0,05), revelando a
efetividade das doses de Fertirelina na promog¢ao da luteinizagdo ou ovulagcado na
primeira aplicagdo deste analogo, e que houve uma certa similaridade e sincronia
nos eventos ovarianos em todos os tratamentos, a partir desta data (Yamada et al.,
2002).



Tabela 5: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que apresentavam
P4 > 1ng/mL no momento da aplicagdo de Cloprostenol (Dia 8 apds o inicio dos

protocolos), de acordo com os tratamentos

Numero de % de animais com
Tratamentos Numero de Animais com P4>1,0ng/mL

(Grupos) Animais P4>’I|),:)an:/m|- Dia 8*

y 21 10 47,62

o 21 10 47,62

3 19 9 47,37

4 16 10 62,50

Total 7 39 90,65

* valores na mesma coluna nao diferem entre os tratamentos pelo teste Qui-quadrado
(P>0,05).

A Tabela 5 refere-se ao numero e porcentagem dos animais que
apresentavam P4>1ng/mL no momento da aplicagcdo do Cloprostenol (dia 8), de
acordo com as classes, revelando que ndo houve diferenca significativa (P>0,05).
Adicionalmente, houve lutedlise em 100% das vacas, demonstrando a efetividade do
Cloprostenol (Cooper, 1981; Jackson et al., 1983; Tanabe & Hann, 1984) quando
utilizado no protocolo “Ovsynch”.

Vasconcelos et al. (1999) demonstraram que vacas nos dias 10-21 do
ciclo estral apresentaram baixas concentragées de P4 (abaixo de 1,0ng/mL) no dia
da aplicagao do Cloprostenol Sédico em relagdo aos animais no inicio do ciclo
(P<0,05). Outra observagéao importante é que vacas no inicio do ciclo estral (1-9
dias) na primeira administracdo de GnRH apresentavam altas concentragdes de
progesterona no dia da segunda dose do que aquelas que estavam no final do ciclo.
Portanto, animais que estavam em fase luteal tardia no inicio do protocolo,
apresentaram baixas concentragbes de progesterona no dia da aplicagdo do
Cloprostenol (dia 8) e animais na fase folicular poderiam ou ndo apresentar baixas
concentragbes de progesterona neste dia, por consequéncia se houve ou ndo a
sincronizagao da emergéncia folicular, ja que existe uma variabilidade na quantidade

de ondas foliculares (média de duas ou trés ondas; Ginther et al.,1996) entre os



animais (Figueredo et al., 1997). Os dados da Tabela 6 também estdo de acordo

com estes achados.

Tabela 6: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que apresentaram P4
> 1ng/mL no momento da aplicagdo de prostaglandina (Dia 8 apds o inicio dos

tratamentos) e que sofreram lutedlise apds a administragdo, de acordo com as

classes
Numero de 0 .
Numero %0 de animais com
Classes de Animais com P4>1,0ng/mL Lutedlise
P4>1,0ng/mL . (%)
Animais Dia 8
Dia 8
(18/18)
1 36 18 50,00
100%
(21/21)
2 41 21 51,22
100%
(39/39)
TOTAL 77 39 50,65
100%

*valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

6.1.2 - Ovulagodes antes do término dos tratamentos

Analisando a Tabela 7, pode-se notar os animais que ovularam antes do
final do protocolo, isto é, entre os dias 8 e 10 apds o inicio do mesmo. Nao houve
diferenca entre os grupos (P>0,05). Os resultados contidos na Tabela 8 também
indicaram a porcentagem dos animais que ovularam antes do final dos tratamentos,
de acordo com as classes.

Nao houve diferenca estatistica, porém apresentou-se numericamente,
maior quantidade de animais da classe 1 que ovularam antecipadamente em relacao
a classe 2, com média geral de 6,5%. Estes dados foram inferiores aos relatados por
Burke et al. (1996) que encontraram 10% e similares aos de Vasconcelos et al.
(1999) com taxas de 6%. Outros autores também descreveram este evento (Moreira
et al., 2000a; Yamada et al., 2002) e indicaram que animais em torno dos dias 11 a

15 do ciclo estral podem nao resultar em ovulacéo e formacédo do CL apds a primeira



injecdo de GnRH. A maioria dos animais que se enquadram nesta situacdo foram
aqueles que comecaram a receber os tratamentos na fase de diestro. Isto porque,
quando a sincronizagdo € iniciada durante o aparecimento da onda folicular
(emergéncia), esta ndo é sincronizada (Moreira et al., 2000a). Consequentemente,
um foliculo continua a crescer e torna-se dominante, o CL regride naturalmente e os
valores de progesterona decrescem e, como resultado, a ovulacdo do foliculo
dominante ocorre espontaneamente antes da segunda aplicacdo (Yamada et al.,
2002).

Ja Vasconcelos et al. (1999) relataram que ovulagdes antes do término do
tratamento ocorreram em animais que iniciaram o protocolo entre os dias 13 a 22 do
ciclo. Estas observagdes sugeriram que animais no final do ciclo estral (dias 17-21)
podem apresentar P4< 1,0 ng/mL no inicio do tratamento e, mesmo assim, acarretar
em ovulacées precoces, dando suporte ao presente estudo onde um animal da
classe 2 apresentou tal comportamento (Tabela 8). Assim este animal estaria no final
do ciclo estral, ndo apresentando sensibilidade do foliculo dominante na primeira
aplicacao de Fertirelina e continuando seu desenvolvimento, ovulou antes mesmo da

segunda administracao deste farmaco.

Tabela 7: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que ovularam antes

do final do protocolo (entre os dias 8 e 10), de acordo com os tratamentos

Animais com .
Ovulagao

Tratamentos Total de ovulagao Porcentagem

antecipada/ *

(Grupos) Animais antecipada (%)

total animais
N

1 21 1 1/21 4,76
2 21 3 3/21 14,28
3 19 1 1719 5,26

4 16 - - -
Total 77 5 5/77 6,50

* Valores na mesma coluna nao diferem entre os tratamentos pelo teste Qui-quadrado
(P>0,05).



Tabela 8: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que ovularam antes
do término dos protocolos (entre os dias 8 e 10), de acordo com as classes. Classe 1

= P4 > 1,0 ng/mL no dia 0O; classe 2 = P4 < 1,0 ng/mL no dia 0

Animais com .
Ovulagao
Total de ovulagéo ] Porcentagem
Classe L ] antecipadal *
Animais antecipada o (%)
total animais

1 36 4 4/36 11,11
2 41 1 1/41 2,44
Total 77 5 5/77 6,50

* valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

Os dados contidos nas tabelas 9 e 10 demonstram os resultados
referentes as duplas ovulagbes encontradas durante o protocolo “Ovsynch”, nos

diferentes tratamentos (Tabela 9) ou em relag&o as classes (Tabela 10).

Tabela 9: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que apresentaram
duplas ovulagdes apds a segunda administragdo do Acetato de Fertirelina, de

acordo com os tratamentos

Numero Numero de Dupla
Tratamentos de Animais com ovulagaol/total Porcentagem

(Grupos)  Animais Dupla Ovulagio de animais (%) *
1 14 2 2/14 14,29

2 11 - - -
3 12 1 112 8,33
4 14 2 2/14 14,29
TOTAL 51 5 5/51 9,80

* valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).



Tabela 10: Vacas leiteiras, submetidas ao protocolo “Ovsynch”, que apresentaram
duplas ovulagdes apos a segunda administracdo do Acetato de Fertirelina, de

acordo com as classes

Numero
Numero de
de Dupla P
animais orcentagem
Classes Animais ovulagaol/total *
com Duplas o (%)
que de animais
Ovulagoes
ovularam
1 25 3 3/25 12,00
2 26 2 2/26 7,69
TOTAL 51 5 5/51 9.80

* valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

Os resultados presentes nas Tabelas 9 e 10 demonstraram que nao
houve diferencas estatisticas (P>0,05) nos percentuais de dupla ovulagéo, seja
como efeito dos tratamentos ou das classes. No presente estudo, em 9,8% dos
animais que apresentaram a ovulagdo sincronizada mostraram duplas ovulagdes.
Estes resultados foram similares aos de Vasconcelos et al. (1999), que encontraram
10% de duplas ovulagbes e inferiores aos relatados por Fricke et al. (1998), com
cerca de 14,0%. Ryan & Boland (1991) citaram que a selegao do foliculo dominante,
durante o crescimento folicular, em bovinos, demonstrou que as vacas ovularam,
normalmente, somente um foliculo durante o metaestro; entretanto, algumas vacas
em condicdes fisiologicas ovularam dois foliculos apds o estro espontaneo. Alguns
fatores contribuiram para o aparecimento das duplas ovulagées foram a ordem de
parto eou o numero de lactagdes do animal (Rutledge, 1975). Portanto, ndo parece
que o tratamento (Tabela 9), nem o status ovariano no inicio do tratamento (Tabela
10) indicaram comprometimento no aparecimento ou ndo das duplas ovulagdes, pois
os resultados expostos na Tabela 10 revelaram que os animais com ou sem CL
apresentaram taxas similares (P>0,05) de duplas ovulagdes. Porém, mais estudos
sS40 necessarios para determinar os fatores que acarretam em duplas ovulagbes em

vacas de leite.



6.2 - Dosagens de Progesterona e Estradiol

Os valores das concentragdes séricas de progesterona, de acordo com os
grupos de tratamento, estdo mostrados na Tabela 11 e a Figura 7. O aumento médio
inicial registrado no perfil de progesterona sérica refletiu o efeito da Fertirelina sobre
os foliculos existentes. Isto ocorreu devido ao processo de luteinizacao,
indiretamente provocado por este hormdnio, via liberagdo de LH pela hipdfise
(Chenault et al., 1990). Novamente, ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos de tratamento (P>0,05). Adicionalmente, os valores expostos na Figura 7
revelaram certa homogeneidade dos perfis de progesterona apds a aplicagdo de
Cloprostenol (dia 8); portanto, embora nem todos os animais apresentassem a
primeira onda sincronizada, ja que estavam em estadios randémicos do ciclo estral,
as administracbes de Cloprostenol e Acetato de Fertirelina 48 horas apods, foi
eficiente em promover a sincronizagéo da ovulagéo seja nas doses de 50 ou 100ug.

Nos animais pertencentes a classe 1, ja que nao se trabalhou com
animais em dias especificos do ciclo estral, pode ter ocorrido lutedlise espontanea
de um corpo luteo pré-existente a aplicacédo de Fertirelina (Tabela 12, Figura 8)
explicando a queda de progesterona entre o inicio do programa e o oitavo dia (Dia 8)
de avaliacdo. A acao da Fertirelina nao interferiu, conforme citado por Fortune (1994)
numa possivel lutedlise fisioldgica. Por exemplo, animais que ao inicio do tratamento
estivessem entre os dias 12 e 20 do ciclo estral podem ter sofrido regresséo
espontanea do corpo Iuteo e com isto exibiram queda nas concentragdes séricas de
progesterona entre os dias avaliados (Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al.,
2000a; Yamada, et al., 2002). Para os animais da classe 2, a Fertirelina foi eficiente
em provocar a luteinizagdo ou ovulagdo de um foliculo dominante, o que acarretou
no aumento nas concentragbes de progesterona apds a primeira aplicagdo. Estes
achados também foram descritas por Tatcher et al. (1989) e Yamada et al. (2002).

Os resultados presentes na Tabela 12 e a Figura 8 revelaram que o
estadio do ciclo estral, no inicio do protocolo, afetou (P<0,05) as concentragdes de
P4 apo6s aplicagao do primeiro GnRH até o dia da administragcao do luteolitico, mas
nao apos a administracdo da segunda dose de GnRH. Estas observagdes também
foram relatadas por Vasconcelos et al. (1999); Yamada et al. (2002) e Yamada
(2005).



As concentragdes de progesterona nos animais da classe 2 (Figura 8,
Tabela 12) mostraram que, no inicio do tratamento (Dia 0), o GnRH induziu a
ovulacdo ou luteinizagdo de um foliculo acima de 10mm de didmetro (Bigelow &
Fortune, 1998; Cartmill et al., 2001a; Lane et al., 2001a); desta maneira, um tecido
luteal foi formado e as concentragbes de progesterona cresceram gradativamente
até alcancar valores acima de 1ng/mL no dia 8 apds o inicio do protocolo. Portanto,
a Fertirelina induziu a emergéncia de uma nova onda folicular levando a ovulagéo
apos a segunda aplicagdo do GnRH (Dia 10; Yamada, 2005).

A queda na concentragdo de progesterona observada apds o 8° dia
ocorreu pela indugao artificial da Ilutedlise, provocada pela aplicagdo da
prostaglandina (Ciosin® — Schering Plough) nesta data (Figuras 7 e 8; Tabelas 11 e
12). A prostaglandina reduziu as concentragcbes séricas de progesterona,
estimulando o final do desenvolvimento folicular e a possibilidade de ovulagao
(Adams et al., 1994; Dutt et al., 1995; Costa et al., 2000; Dutt & Kharche, 2000).

Mesmo discreta, por tratar-se de um periodo curto apos a ovulagao, que
geralmente ocorre cerca de 20-32 horas apos a indugdo com GnRH (Pursley et
al.,1995; 1997a,b), a elevagdo das concentragbes de progesterona entre os dois
ultimos dias de analise (Dia 10 e Dia 12) mostrou que ocorreu a ovulagédo e CL foi
formado aumentando gradativamente a producao deste horménio, como descrito por
Niswender et al. (2000).



Tabela 11: Valores médios + erro padrao de Progesterona sérica (ng/mL) nos dias 0,
2, 8,10 e 12, em vacas leiteiras submetidas ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com

os tratamentos

Tratamentos

N Dia0 Dia 2 Dia8  Dia10  Dia12

(Grupos)
1 21 1,59:0,44 1655046 1,27%0,28 0,1220,042 0,14%0,06
2 21 1,00:029 1,28:0,34 1,33:0,37 0,090,05 0,10+0,06
3 19 1,33:040 1,36:0,36 1,20:0,27 0,16+0,04 0,16+0,07
4 16 1,1040,34 1,20:041 1,35:0.28 0,12+0,05 0,17+0,08
Total 77 1,0:019 1,39£0.20 1,29%0,15 0,1220,02 _ 0,14%0,03

*valores na mesma coluna n&o diferem entre os tratamentos pelo ANOVA (P>0,05).
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Figura 7: Valores médios de progesterona sérica (ng/mL) nos dias 0, 2, 8,10 e 12
apos inicio do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com os

tratamentos
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Figura 8: Valores médios de progesterona sérica (ng/mL) nos dias 0, 2, 8,10 e 12

apos inicio do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com as classes

Tabela 12: Valores médios + erro padrao de Progesterona sérica (ng/mL) nos dias 0,
2,8, 10 e 12 apds o inicio do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com

as classes: Classe 1 = P4 > 1,0 ng/mL no dia 0; Classe 2 = P4 < 1,ng/mL no dia 0

Classes N  Dia0 Dia2 Dia8  Dia10  Dia12
1 36 2.65:025 2.66£029 1592028 0.10:002 0,142004
2 41 0,12+0,028 024+0,05 1,02+0,14 0,14+004 0,14%005

TOTAL 77 1,29+0,19 1,39+0,20 1,29+0,15 0,12+0,02 0,14 £0,03

;valores na mesma coluna diferem entre as classes pelo teste ANOVA (P< 0,05).
valores na mesma coluna nao diferem entre as classes pelo teste ANOVA (P>0,05).



Os perfis das concentragdes de estradiol estdo mostrados na Tabela 13 e
na Figura 9, segundo os tratamentos e, na Tabela 14 e na Figura 10, para as
diferentes classes. A reducao inicial (entre inicio e Dia 2, Figura 9) observada nas
concentracdes de estradiol, apds aplicagdo da primeira dose de Fertirelina, na
maioria dos tratamentos, refletiu a agao indireta da Fertirelina sobre a atividade dos
foliculos, possivelmente provocando a ovulagdo de um foliculo dominante ou atresia,
com consequente redu¢do na sua capacidade esteroidogénica (Thatcher et al.,1989;
Twagiramungu et al.,1992; Silcox et al., 1995; Sartori et al., 2001; Yamada et al.,
2002). Isto também ocorreu para os animais da classe 2 (Tabela 14; Figura 10), ja
que entre os dias dois e oito, a elevagao nas concentragdes séricas deste hormonio
mostraram que houve sincronizagao da onda de desenvolvimento folicular, e que os
novos foliculos em crescimento estavam, gradativamente, produzindo cada vez mais
estradiol. Para os animais da classe 1, apdés a aplicacdo do primeiro GnRH, as
concentragdes de estradiol apresentaram um pequeno aumento até o dia 8 o que
leva a sugerir que, nestes animais, poderia ndo haver foliculos com capacidade
ovulatdria, desta maneira, os mesmos continuaram seu crescimento e, apds a
aplicagao de prostaglandina e diminuicdo das concentragdes de progesterona,
acarretou-se em um aumento da frequéncia dos pulsos de LH, e estes foliculos
cresceram o suficiente para alcangar os padrbes pré ovulatérios (Roberson et
al.,1989; Bergfelt et al., 1991; Adams et al.,1992; Roche et al.,1999; Ginther, 2000).

Com a lutedlise induzida no Dia 8, ocorreu queda nas concentragdes de
progesterona (Figuras 9 e 10) e, com isto, o ritmo de desenvolvimento dos foliculos
acelerou (Roberson et al., 1989; Bergdfelt et al., 1991; Adams et al., 1992; Ginther,
2000), o que pode ser comprovado pela mudanga no perfil da curva de estradiol
(P<0,05; Tabela 15), refletindo maior produgao deste hormdnio apds o dia 8.

A Fertirelina aplicada no Dia 10, com o intuito de provocar ovulacgao,
mostrou ser eficiente em qualquer dose estudada (Tabela 15; Figuras 9 e 10).
Comprovagao adicional, além da avaliagao ultra-sonografica, pode ser evidenciada
pela reducdo das concentragdes de estradiol apds esta data. Com a ovulagao,
cessou a producdo de estradiol, cujas concentragdes séricas reduziram-se
gradativamente, apos este evento (Figuras 9 e 10), conforme descrito por Ginther et
al. (1989; 1996) e Ginther (2000).
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Figura 9: Valores médios de estradiol sérico (ng/mL) nos dias 0, 2, 8, 10 e 12 apds

inicio do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com o0s grupos de

tratamento

Tabela 13: Valores médios * erro padréo de Estradiol sérico (pg/mL) nos dias 0, 2,

8, 10 e 12 do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com os grupos de

tratamento
Grupos N Dia0 Dia 2 Dia8 Dia 10 Dia 12
T 21 412:087 341%055 303025 406%060 26103
2 21 274+031 254+020 382+034 412+050 3,14+0,34
3 19 2874027 299+057 317+029 347+040 2,51+0,18
4 16 305+0,33 299044 349+044 463+0,58 2,92+043
Total 77 3,21+027 208023 3384017 405026 279%016

* valores na mesma coluna n&o diferem entre os tratamentos pelo teste ANOVA (P>0,05).



Tabela 14: Valores médios + erro padrdo de Estradiol sérico (pg/mL) nos dias 0, 2,
8, 10 e 12 do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras, de acordo com as classes:

classe 1 = P4 > 1,ng/mL no dia 0; classe 2 = P4 < 1,ng/mL no dia 0

Classe N  Dia0 Dia 2 Dia 8 Dia 10 Dia 12
1 36 338055  3.42:044  3.43£024 4.36:040 2751022
2 41 307+017 2.60£0.17 333030 3,78+035 2.84+0.30

TOTAL 77 3,21+0,27 298+0,23 3,38+0,17 4,05+0,26 2,79+0,16

" valores na mesma coluna no diferem entre as classes pelo teste ANOVA (P> 0,05).
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Figura 10: Valores médios de estradiol sérico (pg/mL) em vacas leiteiras submetidas

ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com as classes



Tabela 15: Valores médios =+ erro padrao das concentragcdes séricas de Estradiol e
Progesterona nos dias 0, 2, 8, 10 e 12 do protocolo “Ovsynch”, em vacas leiteiras.
Para Progesterona (P4), classe 1 representa valores > 1,0 ng/mL no dia O e classe 2

representa valores < 1,0 ng/mL no dia O

P4 (ng/mL) P4 (ng/mL)
E2 (pg/mL)
DIAS Classe 1 Classe 2
N=77
N=33 N=40

0 321+0,27% 2.65+0,25 2 0,12+0,028 @
2 2,98 +0,23 2,66+0,29 0,24+0,05°
8 3,38 +0,17 A 1,59 +0,28 ° 1,02+0,14 °
10 4,05+0,26 B 0,10+0,02° 0,140,042
12 2,79+0,16 " 0,14+0,04 © 0,140,052

A, B: Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Duncam (P<0,05)
a,b: Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste Kruskall Wallis (P<0,05).

A Tabela 15 apresenta os valores das concentragdes séricas de estradiol
(média geral) e progesterona, nos animais, nas diferentes classes. As concentracdes
de estradiol no Dia 10 foram superiores (P<0,05) aos outros dias do protocolo,
mostrando que, por qualquer que seja 0 mecanismo induzido pelo GnRH (Fertirelina)
no inicio dos tratamentos (ovulagao, luteinizag&o, atresia ou nenhuma agéo), houve
um foliculo que obteve aumento da sua capacidade esteroidogénica e estava em
condicdes pré-ovulatorias, a partir do dia 10 do protocolo. Para as concentracbes de
Progesterona mensuradas, nos animais das diferentes classes, sugeriu-se que,
sejam quais forem os mecanismos resultantes da primeira aplicacdo do GnRH, os
animais apresentaram uma certa homogeneidade hormonal a partir do dia 8 e, no
dia 10, estavam com valores inferiores a 1,0 ng/mL e com capacidade de ovular, ja
que a diminuicdo das concentragdes de progesterona leva ao aumento dos pulsos
de LH e consequente ovulagédo (Roberson et al., 1989; Bergfelt et al., 1991; Adams
et al., 1992; Ginther et al., 1996).

As concentragdes médias de estradiol e progesterona, analisadas durante
os periodos de colheita de sangue, comprovaram que a eficiéncia da Fertirelina em

provocar atresia, luteinizagdo e/ou ovulagao do foliculo dominante e emergéncia de



nova onda de desenvolvimento folicular, assim como a indug¢ao da ovulagao ao final
do protocolo (Yamada et al., 2002; Yamada, 2005).

6.3- Avaliagoes ultra-sonograficas da dindmica folicular.

Pela avaliagdo ultra-sonografica, os efeitos do Acetato de Fertirelina na
dindmica folicular dos animais sincronizados pelo protocolo “Ovsynch” foram
similares aos outros analogos (Pursley et al., 1995) em relacdo a emergéncia de
uma nova onda folicular cerca de 48 horas apds a primeira aplicagao e a ovulagao
tendeu a apresentar-se em tempos também pré definidos, ja que, nas 48 horas apos
a segunda aplicagdo de GnRH, mais de 66% dos animais ja teriam ovulado (Barros
et al., 1998; Tefera et al., 2001; MacMillan et al., 2003).

Os valores presentes nas Tabelas 16 e 17 referem-se aos didmetros dos
foliculos pré-ovulatorios nos momentos da aplicagao do Cloprostenol (Dia 8) e no dia
da ultima administragdo de Fertirelina (Dia 10), entre os tratamentos (Tabela 16) e
entre as classes (Tabela 17). Em relagédo aos tratamentos, ndo houve diferengas nos
diametros foliculares de nenhum grupo (P>0,05), o que conferiu ao acetato de
Fertirelina a habilidade em liberar LH suficiente (naqueles animais sincronizados)
para o desenvolvimento folicular, compativel com o fisioldgico, discordando dos
achados de Segwagwe (2002), os quais mostraram que ovulag¢des sincronizadas

envolvem foliculos com didmetros inferiores aos naturais.



Tabela 16: Didmetro médio + erro padrdo (mm) dos foliculos dominantes em vacas
leiteiras submetidas ao protocolo “Ovsynch”, nos dias 8 e 10 do protocolo, de acordo

com os grupos de tratamento

Taxa de
Tratamentos Nimero de Diametro (mm)  Diametro (mm)  crescimento
(Grupos)  Animais Dia 8* Dia 10* folicular diaria

(mm)

1 14 1,51+0,08 1,64+0,09 0,06

2 11 1,51+0,11 1,70+0,12 0,09

3 12 1,56+0,09 1,63+0,11 0,04

4 14 1,54+0,13 1,82+0,10 0,14

Total 51 1,53+0,05 1,70+0,05 0,09

* valores na mesma coluna nao diferem entre os tratamentos pelo ANOVA (P>0,05)

Tabela 17: Didametro médio + erro padrdo (mm) dos foliculos dominantes em vacas
leiteiras submetidas ao protocolo “Ovsynch”, nos dias 8 e 10 do protocolo, de acordo

com as classes

Taxa de
Numero de Diametro (mm) Diametro (mm) (rescimento
Classes * *
Animais Dia 8 Dia 10 folicular diaria

(mm)

1 31 1,47+0,05 1,63+0,06 0,08

2 20 1,66+0,11 1,84+0,09 0,09
Total 51 1,53+0,05 1,70+0,05 0,09

*: valores na mesma coluna diferem por ANOVA (P<0,05)

No presente experimento, os didmetros dos foliculos no dia 8 e 10 apds
inicio dos tratamentos foram compativeis ao que € demonstrado na literatura para
animais nao sincronizados isto €, em animais com ciclos estrais fisiologicos, isto &,
sem administragdo de horménios, cujos diametros destes foliculos pré-ovulatérios
variaram de 13-16 mm (Ginther et al., 1989) ou de 15-20 mm (Ginther et al., 2001).

MacMillan et al. (2003) afirmaram que o uso do GnRH, no protocolo “Ovsynch”,



levou a ovulagdo de foliculos dominantes com diametros inferiores quando
comparado com ovulagbes espontaneas. Porém, neste estudo, os foliculos
apresentaram diametros similares ao fisiologico, e isto pode ser explicado pela
injecao de PGF2a no dia 8 e ndo no dia 7, como indicado por Pursley et al. (1995), o
que acarretaria em mais um dia de crescimento folicular antes de uma possivel
diminuicdo das concentragbes de progesterona. Estes dados também foram
indicados por Thatcher et al. (1989), que sugeriram a administragcédo de PGF2a no
dia 8 ao invés do dia 7 para melhorar a sincronizacao.

Os diametros foliculares nos dias 8 e 10, apresentaram inferiores (P<0,05)
nos animais da classe 1 quando comparados aos animais da classe 2 (Tabela 17).
Estes dados foram similares aos encontrados por Vasconcelos et al. (1999) e
Moreira et al. (2000a), os quais relataram que o dia do ciclo estral no inicio do
protocolo interferiu sobre o tamanho do foliculo ovulatério. Animais na fase folicular
deveriam estar entre os dias 1-4 ou 17-21 do ciclo, ja que as concentragdes de
progesterona estavam abaixo de 1ng/mL. Os animais na fase luteal, por sua vez,
deveriam estar entre os dias 5-16 (Ginther et al., 1989; Ali et al., 2001). Esta
diferenca no crescimento folicular pode ser devida as elevadas concentragdes de
progesterona nos animais da classe 1, que interferiram nas secre¢des de LH
(Ginther et al., 2001) e, por conseguinte, nos crescimentos foliculares, visto que as
taxas de crescimento também foram numericamente inferiores entre os grupos
(Roberson et al., 1989; Bergfelt et al., 1991; Adams et al., 1992)

6.4 - Taxas de gestacgao

A taxa de gestacao geral encontrada neste estudo foi de 28,37% (Tabela
18), similar ao relatado por Burke et al. (1996) e Jobst et al. (2000). Porém,
apresentou-se inferior ao descrito por outros autores, cujas taxas de gestacéo
variaram de 30,1% a 62% (Pursley et al., 1995; 1997 a, b, 1998; Le Blanc et al.,
1998; Moncilovic et al., 1998; Stevenson et al., 1999; Yamada et al., 2002; Tenhagen
et al., 2004). Vale ressaltar que esta variavel (taxa de gestagcao) nao foi o objetivo
principal do presente trabalho, mas sim avaliar as alteracbes enddcrinas e
fisiologicas na dinamica folicular durante os tratamentos.

Nao houve diferenga (P>0,05) em relagdo aos tratamentos no que tange

as taxas de prenhez (Tabela 18). Assim, demonstrou-se a eficiéncia da Fertirelina



nas doses de 100ug ou 50ug, as quais foram suficientes em sincronizar a ovulagao
no protocolo “Ovsynch”, revelando que os animais podem ser tratados com 50ug do
analogo sem apresentar efeito detrimental nas taxas de gestagcdo. Desta maneira,
diminui-se o custo dos tratamentos sem afetar a eficiéncia reprodutiva. Estes dados
apresentaram semelhanca aos encontrados por Fricke et al. (1998).

Contabilizou-se o total de 74 animais para o diagnéstico de gestagéo, por

motivos de descarte de trés animais antes do periodo do exame.

Tabela 18: Dias pos-partox erro padrdo e taxas de gestagdo, em vacas leiteiras,

submetidas ao protocolo “Ovsynch”, de acordo com os grupos de tratamento

Tratamentos Numero de " Taxas de gestacao
o DPP + EP .
(Grupos) Animais N (%)
1 20 127,29 + 19,88 4/20 (20,00)
2 20 129,57 + 26,39 6/20 (30,00)
3 18 168,58 + 40,39 4/18 (22,22)
4 16 132,81 + 21,39 7/16 (43,75)
Total 74 139,25 + 14,01 21/74 (28,37)

* valores na mesma coluna nao diferem entre os tratamentos pelo Qui-quadrado (P>0,05)
** DPP+£EP: Dias pos-parto * erro padrao, nao diferem por ANOVA (P>0,05).

Moreira et al. (2000a) observaram que o aumento das taxas de prenhez
esta relacionado ao inicio dos protocolos em dias favoraveis do ciclo estral (5-10
dias). Desta maneira, animais no diestro (fase luteal) apresentaram maiores taxas de
gestacdo que animais que iniciaram o protocolo na fase folicular. Estas idéias s&o
compativeis ao encontrado no presente estudo (Tabela 19) onde, embora sem
diferenga estatistica, ficou demonstrado que as taxas de gestagdo nos animais da
classe 1 sdo numericamente maiores, isto €, animais que possivelmente estavam no

diestro no inicio dos protocolos.



Tabela 19: Taxas de gestagcado dos animais submetidos ao protocolo “Ovsynch”, de

acordo com as classes

Numero de Diagnéstico de Taxas de prenhez
Classes *
Animais Gestacgao (%)
Classe 1 36 11 30,56
Classe 2 38 10 26,31
Total 74 21 28,37

* valores na mesma coluna n&o diferem entre os tratamentos pelo Qui-quadrado (P>0,05)

Vasconcelos et al. (1999) descreveram que, animais com foliculos pré-
ovulatérios com didmetros inferiores que a média do grupo, apresentaram melhores
taxas de prenhez em relagdo aos animais com foliculos pré-ovulatérios acima da
média geral. Adicionalmente, estes menores foliculos foram designados aos animais
nas fases de diestro e animais na fase folicular (no inicio dos protocolos), ovularam
foliculos maiores e estas condicbes apresentaram relacdo direta com as taxas de
prenhez. Concordando com estas afirmacdes, os animais da classe 1, quando
ovularam, seus foliculos pré-ovulatérios mediam 1,63+0,06 mm e apresentaram
taxas de gestacdo de 30,56% enquanto que os foliculos dos animais da classe 2
mediam 1,84+0,09 mm mostrando taxas inferiores de prenhez (26,31%) embora nao
diferiram estatisticamente (Tabelas 17 e 19). Estes animais com foliculos maiores
poderiam ndo apresentar altas concentragdes de progesterona durante o protocolo
e, consequentemente, estariam em ambientes com maiores concentracbes de LH,
levando ao maior crescimento folicular (Savio et al., 1993), que os animais que
receberam o GnRH (Fertirelina) na presenga de P4. Também, estes animais da fase
folicular podem néo ter sido submetidos a sincronizagao da emergéncia de onda e,
portanto, os foliculos continuaram seu crescimento, além de possivelmente terem
expressado dominancia por um periodo maior que cinco dias e, com maiores
concentragbes de LH, resultando em foliculos menos férteis (Vasconcelos et al.,
19974, b).

As taxas de gestagdo sdao muito varidaveis e, as causas para a redugao
destes valores, em gado de leite com alto mérito genético, hoje em dia, sao
relatadas como multifatoriais e incluem os efeitos da condi¢gado corporal (Moreira et

al., 2000b), estacdo do ano (De La Sota et al., 1998), estresse térmico (Cartmill et



al., 2001b), estadio do ciclo estral que foi iniciado o protocolo (Vasconcelos et al.,
1999), a alta produgao de leite (Lucy, 2001), dias pos-parto (Pursley et al., 1998),
balanco energético negativo (Butler & Smith, 1989) e baixa ingestdo de matéria seca
(Butler et al., 2002), dentre outros. Portanto, fica clara a impossibilidade de comparar
as taxas de gestacdo com varios trabalhos descritos na literatura, visto que esta
variavel pode vir a resultar dos inumeros efeitos acima citados.

O valor encontrado para a taxa de gestacdo, neste estudo (28,37%),
apresentou-se pouco inferior ao reportado na literatura (Pursley et al., 1995;
Stevenson et al., 1996). Vale lembrar que estes diagndsticos foram realizados aos
50-60 dias pos IA e, portanto, ndo ha informagdes sobre as possiveis gestacoes que
acarretaram em perdas embrionarias, mas esta pode ocorrer por volta dos 20% dos
animais gestantes (Smith & Stevenson, 1995; Pursley et al., 1998). Um dos
argumentos para justificar as baixas taxas de gestagdo desse estudo foi que a
manipulagédo constante devido o exame ultra-sonografico, a colheita de sangue para
as analises hormonais, bem como a mudanga brusca de manejo em que estes
animais foram submetidos, por conta do experimento, podem ter interferido nas
baixas taxas de concepcéo.

Os valores presentes na Tabela 20 demonstraram que, animais entre os
dias 75-100 pods-parto obtiveram (numericamente) taxas de gestacdo um pouco
superiores aos animais de outras categorias. Estes achados foram similares ao
experimento de Pursley et al. (1998) que também demonstraram que animais no
periodo pés-parto entre 75-100 dias tém melhores taxas de gestagdo quando
comparados aos animais acima dos 100 dias. Estas afirmacdes concordaram com o
presente estudo onde, animais que foram submetidos aos tratamentos e estavam
acima dos 100 dias pos-parto, revelaram taxas de gestacdo de 27,27%,

numericamente inferiores aos animais que estavam entre os dias 75-100 pds-parto.



Tabela 20: Taxas de gestacdo em vacas leiteiras submetidas ao protocolo

“Ovsynch”, de acordo com os dias pés-parto no inicio dos grupos de tratamento

Dias poés-parto  Numero de Animais Taxas de Gestagdo N (%) *
60-75 21 4/21 (19,04)
76-100 20 8/20 (40,00)
>101 33 9/33 (27,27)
TOTAL 74 21/74 (28,37)

*valores na mesma coluna n&o diferem entre os tratamentos pelo Qui-quadrado (P>0,05)



7 - Conclusoes

Através das analises das concentragdes de estradiol e progesterona
séricas, as avaliagbes ultra-sonograficas e as taxas de prenhez, fica demonstrado
que o Acetato de Fertirelina utilizado no protocolo “Ovsynch”, como analogo ao
GnRH, foi eficiente em sincronizar a onda de desenvolvimento folicular e ovulagéo
em vacas leiteiras, que iniciaram o protocolo em estadios aleatérios do ciclo estral.

Animais em diferentes fases do ciclo estral podem ser submetidos ao
protocolo “Ovsynch”, utilizando como analogo do GnRH o Acetato de Fertirelina, seja
nas doses de 50ug ou 100ug.

Doses de 50ug de Acetato de Fertirelina podem ser utilizadas sem
apresentar comprometimento nos resultados finais dos programas de sincronizagao

(“Ovsynch”), levando a reducgao substancial dos custos de producgao.
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9 - Apéndice

Especificagdes do aparelho de ultra-sonografia utilizado

Sub-item Descricao
Item
Marca Pie Medical
Modelo Scaner 100 LC
Sistema Varredura em tempo real
Métodos de varredura Eletrénica linear multifocal

Eletronica Convexa multifocal

Transdutor Freqléncia Bi-frequencial 6 e 8 MHz — mudanca

Modo de operacao
Processamento do sinal

Apresentacao da
imagem

Sistema de mensuracéao

Inclusdo de dados

Gravacgao de imagens
Saidas/entradas
Alimentacao
Dimensbdes

Peso

Campo de visao
Cabo

Ganho total
Ganho distal
Ganho proximal
Escalas de cinza
Ampliacao
imagem
Congelamento
Foco

Monitor

Orientacao
Sinal
Processamento
Marcadores

Tipos de

mesuragao
Software

Escalas

automatica

70 x 150 mm

Aprox. 2m com controle incorporado
B, B+M, M, B+B

Ajuste manual

Ajuste manual

Ajuste manual

256 pontos

1,0; 1,5; 2,0 e 4,0 vezes

Ativo em qualquer modo
1 a 4 pontos focais variaveis
9 polegadas

Horizontal ou vertical
Positivo ou negativo
4 curvas gamma

4 pares

Distancia, area, elipse,
circunferéncia, volume etc.

Multiplas  fungbes: tabelas de

calculos pré-definidos por espécie.
Vertical e/ou horizontal

Teclado alfanumérico (opcional) ou
identificacdo manual

Disquetes de 32 polegadas

VTR, video, impressora, pedal

120 V ou bateria 12V recarregavel
33x45x29 (altura x profund.x largura)
11kg (sem bateria)
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