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PEGORER, M.F. Taxas de ovulacédo e prenhez em novilhas Nelore ciclicas
apoés utilizagcdo de protocolos para inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF), com diferentes concentracfes de progesterona, associadas ou
néo a aplicacédo de eCG. Botucatu, 2009. 89p. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

RESUMO

Alguns estudos indicam que altos niveis de progesterona (P4) plasmatica
diminuem a pulsatilidade de LH e, consequentemente, o crescimento folicular.
Isto pode diminuir a eficiéncia de protocolos para inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF) que se baseiam na utilizacdo de dispositivos intravaginais
contendo P4. Objetiva-se com o0 presente trabalho avaliar a influéncia de
diferentes concentracdes de P4, associadas ou ndo a aplicacao de eCG, nas
taxas de ovulacdo e prenhez de novilhas da raca Nelore submetidas a
protocolos para IATF. No experimento (exp.) 1, novilhas Nelore (n=15), ciclicas
e pré-sincronizadas com tratamento hormonal, foram distribuidas
aleatoriamente em quatro grupos experimentais. No dia da insercdo do
dispositivo intravaginal (DO) todos os animais receberam 2 mg de benzoato de
estradiol (BE) e um dispositivo intravaginal contendo 0,558g de P4 (Triu B®,
grupo 0,5G, n = 4) ou 1g de P4 (Cronipress®, grupo 1G, n = 4), ou 0,558g de
P4 e PGF2a (150 pg d-cloprostenol, grupo 0,5G/PGF ,n=4)oulgde P4e
PGF2a (grupo 1G/PGF, n = 3). Oito dias mais tarde (D8) administrou-se PGF2a
em todos os animais e o dispositivo foi removido. Vinte e quatro horas apés a
remocao do dispositivo intravaginal, as novilhas foram tratadas com BE (1 mg,
IM). Entre os dias DO e D12 foram realizados, diariamente, exames
ultrassonograficos dos ovarios e mensurado o diametro folicular. Foram
colhidas amostras de sangue para dosagem da P4 nos dias 0,1,2,4,8 e 10. No
exp. 2, novilhas ciclicas da raca Nelore (n=292) foram tratadas com 0s mesmos
protocolos do primeiro experimento. Entretanto, 30 a 36h apds a aplicagdo do
BE todos animais foram submetidos a IATF (D10). Em uma amostragem de
novilhas de cada grupo os ovéarios foram examinados, por meio de
ultrassonografia, nos dias 9 e 12, para determinar a taxa de ovulacdo apds
cada tratamento. No exp. 3, novilhas Nelore ciclicas (n=459) receberam os
tratamentos descritos para os grupos 0,5G/PGF e 1G/PGF, associados a
administracdo de 300 Ul de eCG (grupos 0,5G/PGF/eCG e 1G/PGF/eCG) no
momento da retirada do dispositivo (D8). Foram realizadas, em alguns animais
de cada grupo, colheitas de sangue para dosagem da P4 plasmatica (D8), e
exames ultrassonograficos dos ovarios para determinacdo do didmetro do
foliculo dominante no D9 e taxa de ovulacdo no D12. Para comparacdo dos
niveis plasmaticos de P4 foi utilizada a andlise de variancia para medidas
repetidas e as variaveis binomiais (taxa de ovulacdo e prenhez) foram
analisadas por meio de regressdo logistica. No exp.l, as concentracdes
plasmaticas de progesterona foram maiores nos animais que receberam o
dispositivo contendo 1 g de P4 do que aqueles que receberam o dispositivo
contendo 0,558g de P4; e menores nas novilhas que receberam PGF2a no DO.
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Tanto no segundo quanto no terceiro experimentos, ndo houve diferenca
significativa nas taxas de ovulagédo (65 a 77%) e prenhez (exp. 2: 26 a 33%;
exp.3: 39 a 43%) nas novilhas dos diversos grupos experimentais. No terceiro
experimento o0s animais tratados com dispositivos contendo menores
concentracbes de P4 apresentaram maior diametro do foliculo dominante
(10,3+0,2 vs 9,3+0,2 mm; P<0,01) no D9. Conclui-se que a reducdo da
concentragcdo de P4 no dispositivo intravaginal (1,0 vs 0,558g) ou a
administracdo de PGF2o. no inicio dos tratamentos, diminuem as
concentragfes plasméticas de P4 entre os dia 1 e 8 dos protocolos de IATF.
Entretanto, embora a utilizacdo de dispositivos intravaginais contendo menos
progesterona tenha contribuido para o aumento do foliculo dominante no D9,
nao alterou significativamente as taxas de ovulacdo e de prenhez das novilhas
Nelore. Além disso, a associacdo de eCG aos protocolos de IATF nao
aumentou significativamente o crescimento folicular e as taxas de ovulagéo e
prenhez dos animais.

Palavras-chave: IATF, progesterona, novilhas Nelore, inseminacao artificial,
eCG
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PEGORER, M.F. Ovulation and pregnancy rates in cyclic Nellore heifers
after fixed-time artificial insemination protocols (FTAI) using different
concentration of progesterone, associated or not with eCG. Botucatu,
2009. 89p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Previous reports indicate that high concentration of plasmatic progesterone (P4)
decreases LH pulse frequency, and consequently follicular growth. This may
reduce the efficiency of fixed-time artificial insemination (FTAI) protocols that
utilize P4 in Bos indicus heifers. The objective of the present work was to
evaluate the influence of different P4 concentrations associated or not with eCG
in the ovulation and pregnancy rates of Nellore heifers submitted to hormonal
protocols for FTAL In experiment (exp.) 1, heifers (n=15) pre-synchronized with
a hormonal treatment were randomly allocated in four experimental groups. At
the time of intravaginal device insertion (DO) all animals received 2 mg of
estradiol benzoate (EB) and an intravaginal progesterone-releasing device
containing 0.558g of P4 (TRIU®, group 0.5G, n=4) or 1g of P4 (Cronipress®,
group 1G, n = 4), or 0.558g of P4 and PGF2a (150 pg d-cloprostenol, group
TRIU/PGF, n = 4), or 1g of P4 and PGF2a (group 1G/PGF, n = 3). Eight days
later (D8), PGF2a (150 pg d-cloprostenol) was administered to all heifers, the
P4 source was removed. Twenty four hours after removing the intravaginal
device, the heifers were treated with EB (1 mg, i.m.). Ovarian ultrasonographic
examinations were performed daily, from the day DO to D12 to measure follicles
diameter. Blood samples were collected during the days 0, 1, 2, 4, 8 and 10 to
evaluate plasma P4 concentration. In exp. 2, cyclic Nellore heifers (n=292) were
treated with the same protocols as in the exp. 1. However, 30 to 36 h later all
animals were fixed-time inseminated on D10. In exp. 3, heifers (n=459)
received the treatments described to groups 0.5G/PGF and 1G/PGF associated
with 300 IU of eCG (i.m., groups 0.5G/PGF/eCG and 1G/PGF/eCG) at the time
of intravaginal device removal (D8). In a subset of heifers from each group
blood samples were collected on D8 and ovarian ultrasonography was
performed to determine the diameter of the dominant follicle on D9 (exp.3) and
the ovulation rate on D12 (exp. 2 and 3). The analysis of variance to repeated
measurements was used to compare progesterone levels, and the binary
variables (ovulation and pregnancy rates) were analyzed by logistic regression.
In exp. 1 P4 concentrations were higher in animals that had received the device
content 1g of P4 than in those that had received the device content 0.558g of
P4, and lower in heifers that had received PGF2a on DO. In both exp. 2 and 3
there was no difference on ovulation (65 to 77%) and pregnancy (exp. 2: 26 to
33%; exp.3: 39 to 43%) rates among the several groups. In exp. 3, the animals
which received the devices with a lower concentration of P4 had a larger
diameter of the dominant follicle (10.3+0.2 vs 9.3£0.2 mm; P<0.01) on D9. It is
concluded that reduction of P4 concentration in the intravaginal device (1.0 to
0.558g) or the administration of PGF2o. at the beginning of the treatments
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decrease blood concentrations of P4 between days 1 and 8 of the FTAI
protocols. However, although the use of intravaginal devices with 0.558g of P4
contributed to increase the dominant follicle diameter on D9, there was no
significant increase on ovulation and pregnancy rates. Additionally, the
association of eCG to FTAI protocols did not improve follicular growth or
ovulation and pregnancy rates.

Key-words: FTAI, progesterone, Nellore heifers, artificial insemination, eCG
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1- INTRODUCAO

A maioria dos rebanhos bovinos esta localizada em regides tropicais
e subtropicais do planeta, onde ocorrem altos indices pluviométricos e altas
temperaturas. Nestas regides predominam os animais Bos indicus, devido a
sua conhecida rusticidade, alta resisténcia aos ectoparasitas e grande
capacidade de adaptacdo a ambientes adversos.

E consenso entre a comunidade cientifica e os criadores que a
técnica de inseminacao artificial (IA) € uma importante ferramenta para acelerar
a evolucao genética dos rebanhos. Um dos maiores entraves para o amplo uso
desta biotécnica é a deteccdo do estro (cio), por requerer tempo e pessoal
adequadamente treinado. Em fémeas bovinas a curta duragéo (em torno de 11
horas) associada a incidéncia de estro noturno (PINHEIRO et al.,, 1998),
dificulta a deteccdo do mesmo e prejudica a implantacdo de programas
convencionais de IA (BARROS et al., 1995, PINHEIRO et al., 1998, MIZUTA,
2003).

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular (PIERSON
& GINTHER, 1988; SAVIO et al., 1988; SIROIS & FORTUNE, 1988) tornou-se
possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e o momento da ovulagéo, viabilizando a inseminacgéo
artificial em tempo fixo (IATF, ou seja, IA com tempo pré-determinado, sem a
necessidade de observar cio) em taurinos (TWAGIRAMUNGU et al., 1992a,b;
THATCHER et al., 1993; PURSLEY et al., 1994) e zebuinos (BARROS et al.,
1998; FERNANDES et al., 2001).

Existem diversos protocolos hormonais que resultam taxas de
prenhez em vacas ao redor de 50 a 60% (BARUSELLI et al., 2004; CUTAIA et
al.,, 2003). No entanto, os resultados obtidos em novilhas zebuinas sé&o
menores, de 15 a 47% (MARQUES et al, 2005; PERES 2008, DIAS 2007).
Uma possivel explicacdo refere-se as altas taxas plasmaticas de progesterona
nos programas que utilizam dispositivos intravaginais de

progesterona/progestagenos, causando retroalimentacdo negativa na
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hipotalamo e consequentemente menor pulsatilidade do horménio luteinizante
(LH; BERGFELD et al., 1995; BURKE et al., 1996, CALLEJAS et al., 2006).
Como consequéncia desse processo ocorre menor crescimento do foliculo
dominante e menores taxas de ovulacdo e prenhez. Recentemente, Carvalho
et al. (2008) demonstraram que a utilizacdo de PGF2a no DO (dia da insercéo
do dispositivo intravaginal de progesterona) em protocolo de IATF, reduz os
niveis circulantes de progesterona (5,2 + 0,1 vs 3,3 = 0,0 ng/mL; P<0,05),
levando a um maior crescimento do foliculo dominante (0,9 vs 1,2 mm/dia) e
maiores taxas de ovulacao (52,7 vs 79,4%).

Outro farmaco, a gonadotrofina coribnica equina (eCG), vem sendo
bastante utilizado em protocolos de IATF, em vacas recém paridas, com o
objetivo de melhorar o crescimento e a maturidade folicular. Sua atividade
semelhante ao FSH e LH pode estimular o crescimento do foliculo e/ou facilitar
a ovulacdo (CAVALIERI et al, 1997). Em recente estudo sua utilizagéo
promoveu aumento nas taxas de prenhez das vacas em anestro pos-parto com
baixa condic&o corporal (CUTAIA et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004).

Desta forma, a utilizacdo de dispositivos intravaginais com menores
guantidades de progesterona (P4), ou ainda, qualquer mecanismo que possa
reduzir os niveis circulantes de progesterona, como a utilizacdo de PGF2a no
inicio do protocolo hormonal em novilhas ciclicas, e/ou 0 uso da eCG, poderiam
melhorar o desenvolvimento folicular resultando em maiores taxas de ovulacao

e prenhez.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 DINAMICA FOLICULAR

O periodo entre dois estros consecutivos é denominado ciclo
estral. Com o advento da avaliacdo da atividade ovariana através de
ultrassonografia transretal, foi possivel observar padrdes de crescimento e
regressao de foliculos antrais em forma de ondas durante o ciclo estral bovino
(SAVIO et al., 1988). O crescimento folicular em padrdo de ondas ocorre em
todos os estagios da vida de uma fémea, no periodo anterior a puberdade
(ADAMS et al., 1992) durante a gestacdo (GINTHER et al., 1996) e no pdsparto
(MURPHY et al., 1990; SAVIO et al., 1990).

O ciclo estral € regulado por mecanismos endocrinos e
neuroendodcrinos envolvendo principalmente os horménios hipotalamicos
(GnRH), hipofisarios (LH e FSH) e gonadais (estradiol, progesterona e inibina;
HAFEZ, 1993).

O GnRH ¢é um decapeptidio sintetizado por células
neuroendocrinas na area pré-optica do hipotdlamo e apdés ser liberado na forma
de pulsos (CLARKE et al., 1988) atinge a adenohipofise através do sistema
porta-hipotalamico-hipofisario, onde determina a secrecdo das gonadotrofinas
(LH e FSH). Essas gonadotrofinas sado liberadas de maneira pulsatil na
circulacdo sistémica e atuam nas gbnadas regulando a gametogénese e a
secrecao dos hormonios esterdides (STANISLAUS et al., 1998).

A emergéncia da onda folicular é caracterizada por um
crescimento sincrénico de mais de 20 pequenos foliculos com diametro a partir
de 2 mm (CARVALHO et al.,, 2008; ERENO, 2008; GINTHER et al., 1989,
ALVAREZ et al., 2000). O numero de foliculos recrutados em novilhas zebuinas
geralmente é maior que nas taurinas (CARVALHO et al., 2008; ALVAREZ et
al., 2000). GONG et al.(1996) acreditam que o numero de foliculos que
emergem numa onda de crescimento esta diretamente relacionado aos niveis
circulantes de IGF-1, e que vacas tratadas com hormoénio do crescimento
[somatotropina (bST)] podem aumentar o numero de foliculos recrutados. Além
disso, existem indicacdes (ALVAREZ et al., 2000) que os animais Bos indicus
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apresentam niveis circulantes mais elevados de IGF-1. Desta forma, foi
sugerido que os maiores niveis de IGF-1 plasmaticos encontrados nestes
animais, seria uma das raz0es para a grande atividade folicular durante a
emergéncia da onda (CARVALHO et al., 2008).

Cada onda folicular é precedida por um aumento nas
concentragdes circulantes de FSH (ADAMS et al., 1992). Apds a emergéncia
da onda, enquanto os foliculos continuam a crescer, os niveis de FSH vao
declinando até atingirem niveis basais (GINTHER et al., 1997). Essa queda nas
concentracfes de FSH se d& pela acdo do estradiol (E2) e da inibina
secretados pelos foliculos em crescimento (GINTHER et al., 1996).

Aproximadamente 2,5 a 3,0 dias ap6s a emergéncia folicular,
guando o maior foliculo atinge o diametro de 6,2 a 8,4 mm para Bos indicus
(SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008) e
cerca de 8,5 mm para Bos taurus (GINTHER et al., 1996) ocorre o evento
denominado de desvio folicular (GINTHER et al., 2001a). Desta forma, um
foliculo continua a crescer e se torna dominante, enquanto os demais foliculos,
denominados subordinados, sofrem regressao (MAPLETOFT et al., 2000).

Os mecanismos envolvidos no processo de desvio folicular sdo
complexos e ndo compreendidos completamente. Sabe-se que neste momento
as concentracbes de FSH encontram-se em niveis basais (GINTHER et al.,
1997). Fatores intrafoliculares também sdo candidatos a ativacdo deste
processo, tais como sistema IGF, esterdides, os peptideos ativina A e inibina A,
receptores para gonadotrofinas entre outros (ARMSTRONG & WEBB, 1997,
BERISHA et al., 2003, FORTUNE et al., 2004, IRELAND, 2004).

A expressdo do LHR (receptor do hormonio luteinizante), em
novilhas da raca Holandesa, foi detectado nas células da granulosa de foliculos
> 8 mm (BAO et al. 1997; BEG et al. 2001), cerca de 8 horas antes do desvio
folicular (BEG et al. 2001), o que levou Beg et al. (2001) e Ginther et al.
(2001b), a sugerir que o inicio da expressdo do LHR nas células da granulosa
seria a causa para a selecdo e consequentemente para a aquisicdo da
dominéancia folicular. Entretanto, Fortune et al. (2001), utilizando hibridizac&o in
situ, e Ereno (2008) utilizando RT-PCR, nédo detectaram a expressédo do LHR
no futuro foliculo dominante, imediatamente antes da seleg¢do folicular.

Recentemente, Nogueira et al. (2007) e Ereno (2008), verificaram que a
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expressdo do LHR em células da granulosa de fémeas da raca Nelore ocorre
entre 7 e 8 mm de didmetro folicular. Portanto, estes Ultimos achados nao
corroboram a hipotese de que expressdo de LHR em células da granulosa
ocorre antes da divergéncia folicular.

Estd bem documentado que o estrégeno enddégeno produzido
pelos foliculos ovarianos acentua a amplitude dos pulsos de LH durante a fase
folicular do ciclo estral, através do aumento de receptores do hormdnio
liberador de LH na pituitaria anterior e do conseqliente aumento da capacidade
estrogénica dos foliculos pré-ovulatorios (STUMPF et al., 1989). Esse
mecanismo de retroalimentacdo positiva entre o0 E2 e o LH é critico no
processo de maturacao final do foliculo ovulatério, induzindo o comportamento
estral e a ovulacéo (FIKE et al, 1997).

No inicio da fase de recrutamento folicular, os dois maiores
foliculos apresentam uma taxa de crescimento semelhante, mas apés o desvio
folicular, o foliculo subordinado tem sua taxa de crescimento reduzida
(GINTHER et al., 2001b; 2003; ERENO, 2008). Em vacas holandesas a taxa de
crescimento do FD variou de 1,5 a 2,1 mm/dia antes do desvio (KULIK et al.,
1999; GINTHER et al., 1997; GINTHER et al.,, 2001b) enquanto nas nelores
variou de 0,9 a 1,4 mm/dia (CASTILHO et al., 2007; SARTORELLI et al., 2005).

Na presenca de um corpo luteo funcional e de niveis de P4 acima
de 1 ng/mL, esse primeiro FD ndo é capaz de induzir o pico de LH, e nem
provocar comportamento de estro e ovulacdo (FORTUNE, 1993). Segundo
Roberson et al. (1989), na presenca de altas concentragbes plasmaticas de
progesterona (acima de 5 ng/mL) h& decréscimo na frequéncia de pulsos de
LH. Desta forma, o foliculo dominante acaba sofrendo atresia e ndo ovula. A
presenca do CL caracteriza a fase IUtea do ciclo estral. Nesta fase, o CL produz
P4 em quantidades crescentes do quarto ao décimo dia do ciclo estral e a
secrecdo se mantém estavel até que ocorra a lutedlise, entre 0 15° e 0 20° dia
(HAFEZ, 1993). O LH secretado pela adeno-hipofise é regulado pela P4 e E2
ovarianos. Durante a fase litea do ciclo estral, ambos os hormdnios inibem a
secrecdo de LH por retro-alimentacdo negativa sobre o eixo hipotalamico-
hipofisario (CLARKE, 1988).

Apbs a lutedlise a concentracdo plasméatica de P4 regride a valores

abaixo de 1 ng/mL, permitindo um aumento na frequéncia dos pulsos de LH



22

(WILTBANK et al., 2002). O aumento na frequéncia dos pulsos de LH estimula
a maturacdo do foliculo dominante que passa a secretar quantidades
crescentes de E2 (FORTUNE et al., 2001). O E2, na auséncia de P4, estimula
a sintese de receptores de GnRH na hipdfise tornando-a mais sensivel ao
GnRH ao mesmo tempo que aumenta a frequéncia e amplitude dos pulsos de
GnRH (HANSEL & CONVEY, 1983) e estimula a sintese de gonadotrofinas,
resultando no pico de LH (HURNIK, 1987) e consequente ovulacao do foliculo
dominante (MUKASA-MUGERWA, 1989).

Existem varios trabalhos sobre a dinamica folicular em zebuinos
(FIGUEIREDO et al., 1997; GAMBINI et al., 1998; ALVAREZ et al., 2000;
SARTORELLI et al.,, 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008)
demonstrando que as caracteristicas de crescimento folicular e dominancia séo
similares aqueles dos taurinos exceto que 0s zebuinos aparentam ter um
menor didametro maximo do FD (10-12 mm) e do CL (17-21 mm; FIGUEIREDO
et al., 1997; SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et
al., 2008) do que as racas européias (14-20 mm e 20-30 mm, para e CL
respectivamente; KASTELIC et al., 1990; BO et al., 1993).

Carvalho et al. (2008), utilizando animais sincronizados com
dispositivo intravaginal, constataram que o didmetro méaximo do FD foi menor
em novilhas B. indicus quando comparadas as B. taurus (9,5+0,5 mm vs
11,6£0,5mm), assim como a taxa de crescimento do foliculo dominante nas
novilhas zebuinas foram menores do que aqueles encontrados nas racas
européias (0,9+0,2dmm/dia vs 1,1+0,1 mm/dia, respectivamente). Por isso,
concluiram que o menor tamanho do FD esta diretamente relacionado a sua

menor taxa de crescimento.
Aquisicao de capacidade ovulatoria

Sartori et al. (2001) observaram que apos a administracdo de 40
mg de LH, nenhuma vaca da raca Holandesa com foliculo de 7,0 (0/9) ou 8,5
mm (0/9) ovulou, comparadas com 80% (8/10) de ovulagbes em vacas com
foliculos de 10 mm. Portanto, a capacidade ovulatéria em Bos taurus foi
verificada em foliculos a partir de 10 mm de diametro, ou seja, um dia apés o

desvio folicular.
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Gimenes et al. (2008), realizaram um experimento com novilhas
Nelore, Gir e cruzadas (Nelore x Gir) a fim de verificar o diametro nos quais 0s
foliculos adquirem capacidade ovulatoria. As fémeas tratadas com 25 mg de
LH quando o foliculo dominante atingiu diametro entre 7,0 e 8,4 mm; 8,5 e 10,0
mm e acima de 10,0 mm, apresentaram taxas ovulatorias de 33, 80 e 90%,
respectivamente. De forma similar, em vacas da raga Nelore, a administracao
de LH induziu ovulagdo em 90% dos animais com foliculos entre 9 e 10 mm e
20% nas vacas com foliculos entre 7,5 e 8 mm de diametro (SIMOES et al.,
2009). Esses dados séo sugestivos de que a capacidade ovulatoria em Bos
indicus & adquirida com diametros inferiores aos observados em Bos taurus.
Embora um aumento na expressdo do LHR das células da granulosa seja
necessario para a aquisicdo de dominancia folicular, somente esse aumento
parece nao ser suficiente para a instalacéo plena da capacidade ovulatoria. Tal
mecanismo, ainda nao elucidado, parece ser decorrente de um aumento, ainda
maior, na quantidade de LHR, associada as alteracdes nas vias de sinalizacédo

intracelular que o LHR possui na fase pés-divergéncia.

2.2. SINCRONIZACAO DO ESTRO E OVULACAO

O principal mecanismo de regulacdo do ciclo estral é a regresséo
do CL, que normalmente ocorre nas fémeas bovinas ao redor do dia 16 a 18 do
ciclo. Assim sendo, o CL € um fator chave em varios processos reprodutivos,
tais como a ovulagdo e a duragdo do ciclo estral (MILVAE et al., 1996). As
formas de controle do ciclo estral em bovinos estdo baseadas na extenséo ou
reducdo da fase luteinica, utilizando progestagenos ou prostaglandinas, e na
alteracdo da onda folicular, utilizando E2 ou GnRH (BURKE et al., 1996).

A PGF2a é o tratamento mais comum utilizado para sincronizacao
do cio em bovinos (revisado por ODDE, 1990). No entanto, a PGF2a néo induz
a lutedlise durante os primeiros 5 ou 6 dias apos o estro (MOMONT & SEGUIN,
1984). Além disso, a manifestacédo do cio pode se estender por um periodo de
até 6 dias, sendo influenciada pela capacidade de resposta do CL a droga
(MOMONT & SEGUIN, 1984) e pela fase do desenvolvimento da onda folicular
(KASTELIC & GINTHER, 1991).
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Embora da administracdo de PGF2a resulte boas taxas de
manifestagcdo do estro nas fémeas B. taurus (70-90%; GALINA & ARTHUR,
1990), os resultados em B. indicus tém sido bastante variaveis. Pinheiro et al.
(1998) observaram manifestacéo de estro abaixo de 50%, mesmo na presenca
de CL funcional, quando administraram PGF2o em vacas nelores, com
resultado bastante semelhante ao observado por Gambini et al. (1998), em
vacas da raca Gir. A combinacao de fatores, baixa e variavel resposta do estro,
mais a alta incidéncia de anestro dos animais mantidos em pastagens tropicais,
explicam a baixa eficiéncia dos programas de sincroniza¢do do cio utilizando
somente a PGF2o (CAVALIERI et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998).

Uma forma bastante eficiente, mas pouco utilizada de sincronizar
a onda folicular consiste na ablacdo mecéanica de foliculos maiores de 5 mm de
didametro, através da aspiracdo folicular guiada por ultrassom, resultando uma
nova onda em torno de 1,9 £ 0,1 dias apds o procedimento (BURATINI et al.,
2000). No entanto, este procedimento se torna dispendioso pela necessidade
de um aparelho de ultrassom e fica impraticavel quando se trabalha com um
grande numero de animais. Desta forma a estratégia mais viavel para
sincronizacao de nova onda folicular refere-se a utilizacdo de horménios, como

0 GnRH ou o0 E2 associado a P4.

2.2.1 GnRH

O tratamento com GnRH induz a ovulacao do foliculo dominante,
através da liberacdo hipofisaria do LH. Em torno de 2 horas apds sua
administracéo, ocorre pico de LH e 24 a 32 horas ¢é induzida a ovulacao do FD,
iniciando uma nova onda cerca de 2 dias ap0s a aplicacdo (PURSLEY et al.,
1995).

Varios protocolos foram propostos para sincronizacdo do cio
utilizando-se a combinacdo de GnRH e PGF2a (PURSLEY et al., 1997). Um
destes tratamentos ficou conhecido como Ovsynch (PURSLEY et al., 1995) e
consiste na aplicacdo de GnRH, sete dias ap6s PGF2o e uma segunda
aplicacdo de GnRH cerca de 48 horas ap0s a PGF2a com a IATF 16 horas

mais tarde. No entanto, a capacidade do GnRH em iniciar uma nova onda
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folicular é limitada em vacas (66%; GEARY et al., 2000) e principalmente em
novilhas (56%; PURSLEY et al, 1995). A falha em induzir ovulagéo na primeira
aplicacéo de GnRH, resulta em baixa taxa de sincronizagéo da onda folicular, o
gue comprometeria as taxas de concepcdo (PERRY et al., 2004). Infelizmente,
as novilhas inseminadas ap0s sincronizagdo do estro, utilizando protocolo
Ovsynch, apresentam taxas de concepcao abaixo do ideal tanto para B. taurus
(38,9%; revisado por DAY, 2005), quanto para B. indicus (21 e 43%; revisado
por BO et al., 2003). Dados da literatura sugerem que novilhas apresentam
menor resposta ovulatdria a primeira aplicacdo de GnRH, por possuirem maior
proporcdo de 3 ondas de crescimento folicular, resultando menores taxas de
sincronizacdo da onda (PURSLEY et al., 1995). Além disso, o didametro do
foliculo no momento da aplicacdo do GnRH influencia diretamente sua
capacidade ovulatéria (MARTINEZ et al., 1999; SARTORI et al., 2001), uma
vez que a expressado de receptores de LH nas células da granulosa ocorre
apos o desvio folicular, em torno de 2,5 dias ap6s a emergéncia da onda,
quando o foliculo atinge cerca de 8,5 mm de didmetro (XU et al., 1995;
GIMENES et al., 2008).

Outro fator limitante destes protocolos é a incidéncia de estro
antes da IATF, que pode ocorrer devido a ndo sincronizagao ao primeiro GnRH
(WILLIAMS et al., 2002; ROY et al., 1999). Williams et al. (2002) relataram que
a inseminacao das novilhas que mostraram estro antes da segunda injecao de
GnRH, apresentaram um aumento nas taxas de prenhez de 42,4 para 57,5%.
Uma alternativa bastante interessante para evitar ovulacdes antecipadas é a
utilizacdo de um dispositivo de P4 durante o protocolo.

2.2.2 PROGESTERONA E ESTRADIOL

As tentativas iniciais em sincronizar o cio em bovinos utilizando
progestagenos baseavam-se no conhecimento de que a P4 previne a
ocorréncia de cio e ovulacdo (CHRISTIAN et al., 1948).

Estudos realizados para avaliar diferentes protocolos a base de
progestagenos/progesterona mostraram que tratamentos longos para
regressao espontanea do CL (214 d) foram eficientes em sincronizar o estro.

No entanto, a utilizacdo da progestrona por periodo maiores que 13 dias levam
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a formacgéao de foliculos dominantes de maior tamanho (persistentes; CUSTER
et al., 1994; KINDER et al., 1996) e de reduzida fertilidade. A baixa fertilidade é
atribuida a maturacdo espontanea do odcito (quebra da vesicula germinativa e
expansdo do cumulus) presente no foliculo persistente (REVAH & BUTLER,
1996).

Tratamentos que induzem a regressao do foliculo persistente e
levam & emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular melhoraram as
taxas de prenhez em programas de IA (MCDOWELL et al., 1998).

Inicialmente, o E2 foi utilizado em conjunto com a P4 com o intuito
de induzir lutedlise (WILTBANK et al., 1961). Durante a década de 1990,
observou-se que os tratamentos com E2 inibiam o crescimento do foliculo
antral (BO et al.,, 1991). A administracdo de 5 mg de 170 estradiol em
associagcao com implantes de P4 sincronizam a emergéncia de uma nova onda
de crescimento folicular, em média, cerca de 4,3 + 0,2 dias mais tarde (BO et
al., 1995). Outros estudos avaliaram o efeito de diferentes ésteres de E2 na
inducdo da emergéncia da onda folicular. O uso do valerato de E2 (VE;
MAPLETOFT et al., 1999) ou do cipionato de E2 (ECP; THUNDATHIL et al.,
1998) provoca a regressao folicular, mas a emergéncia da onda acontece de
forma menos previsivel, devido sua longa meia-vida, do que a determinada por
farmacos de acdo mais curta, como o 17B-estradiol (BO et al., 1995) e o
benzoato de estradiol (BE; CACCIA & BO, 1998). O BE, aplicado por via
intramuscular em combinacdo com 50mg de P4 resultou na emergéncia de
nova onda folicular em 4,1 + 0,1 dias, com variagao de 3,5 a 5 dias (MORENO
et al., 2001).

Nos ultimos anos tornaram-se disponiveis nha América do Sul
varios dispositivos intravaginais que liberam P4 (CIDR®, DIB®, PRID®,
Cronipress®, Primer®). O uso destes dispositivos intravaginais liberadores de
P4 associados a administracdo de BE € um dos tratamentos mais utilizados
para a IATF de vacas (MACMILLAN & BURKE, 1996; BO et al., 2002, 2003). O
tratamento mais conhecido consiste na administracdo de BE (2,0 mg, via IM)
no momento da insergéo do dispositivo (Dia 0), aplicacédo de PGF2a no dia da
remocao do dispositivo (Dia 8) e 1,0 mg de BE (via IM) 24 horas mais tarde. A

IATF é realizada 30 a 36 horas apos a ultima aplicacdo de BE. Portanto, neste
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protocolo sao utilizados os seguintes horménios: progesterona-estrégeno-
prostaglandina-estrégeno (protocolo PEPE; revisado por BARROS & ERENO,
2004). No entanto a utilizacdo deste protocolo em novilhas Nelore, né&o
apresenta bons resultados (BARUSELLI et. al., 2001).

Alguns estudos demonstram que altas concentragcbfes de P4
circulantes diminuem a pulsatilidade do LH (BERGFELD et al., 1995; BURKE et
al., 1996; CALEJAS et al., 2006), reduzem o crescimento do foliculo dominante
e a eficiéncia dos protocolos baseados na utilizacdo da P4 (BARUSELLI et al
2001). Colazo et al. (2008) realizaram um experimento para averiguar a
resposta do GnRH em induzir a liberacdo de LH sob altos niveis de P4, tanto
em novilhas, quanto em vacas. Os autores observaram que niveis elevados de
P4 plasmatica reduzem a liberacdo de LH pela hipéfise ap6s a administracdo
de GnRH tanto em novilhas quanto em vacas, de forma linear, ndo observando
diferencas entre as duas categorias.

Mantovani et al. (2004) relataram que a utilizacdo da PGF2a no
quinto dia, durante o tratamento com dispositivos contendo P4, em novilhas
mesticas, foi efetiva em reduzir os niveis plasméticos de P4, aumentar o
crescimento do foliculo dominante e a taxa de ovulagéo. Carvalho et al (2008)
utiizaram o mesmo tratamento e observaram uma melhora nas taxas de
ovulac&o no grupo que recebeu PGF2o em relagéo ao controle [79,4% (27/34)
vs 52,7% (19/36)]. No entanto, Marques et al. (2005) testaram a eficicia da
aplicacdo da PGF2a no dia da inser¢cdo do progestageno em relagdo as taxas
de prenhez em novilhas Nelore, ciclando ou pré-puberes, e ndo observaram
diferencas [com PGF2a.: 25,8% (50/194) vs sem PGF2a.:: 24,7% (49/198)].

2.2.3 GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA (eCG)

Outro farmaco que poderia contribuir para aumentar o
crescimento final do foliculo pré ovulatério seria a gonadotrofina coriénica
equina (eCG). A eCG é uma gonadotrofina glicoprotéica produzida pela
placenta de equinos durante a gestacdo (COMBARNOUS, 1992). Quando
administrada em outras espécies a eCG se liga aos receptores de FSH e de

LH, sendo a unica gonadotrofina capaz de se ligar simultaneamente a esses
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dois receptores, exceto nos equinos (MURPHY & MARTINUK, 1991). Na égua
0 eCG estimula a formacao das glandulas luteais acessorias para auxiliarem na
manutencdo da gestacdo (Ginther, 1996). Nos bovinos essa gonadotrofina
apresenta longo tempo de acédo, variando de 50 a 100 horas, devido a
proporcdo de &cido sialico (10 a 15%) presente na sua molécula (SCHAMS et
al., 1978).

Sa Filho et al. (2004), utilizando vacas lactantes em anestro,
verificaram que o uso da eCG em protocolos de IATF, apds a retirada do
implante auricular de progestageno, ndo induziu aumento no didmetro maximo
do foliculo ovulatério (eCG: 13,0+0,6 vs ndo eCG: 12,8+0,8 mm), embora
apresentassem aumento nas taxas de ovulacdo [eCG: 71% (19/26) vs néo
eCG: 50% (14/24); p<0,05]. Mesmo assim, outros trabalhos indicam que a
adicao de eCG (400 Ul, IM) ao protocolo PEPE aumentou a taxa de prenhez
em zebuinos [38,9% (42/108) vs 54,7% (58/106), P<0,05; BARUSELLI et al.,
2003] ou mesticos [indicus x taurus; 46,8% (44/96) vs 59,1% (58/98), P<0,05;
CUTAIA et al., 2003] principalmente se 0s animais se encontrarem em anestro
pbs-parto e com baixo escore corporal (< 2, em uma escala de 0 a 5, revisado
por BARUSELLI et al., 2004). Marques et al. (2003) reportaram que vacas
tratadas com eCG no dia da remocéo do dispositivo de P4, apresentaram uma
melhora nos niveis circulantes de P4 12 dias ap6s o fim do tratamento (8,6+0,9
vs 4,5+0,7 ng/ml), o que poderia favorecer a manutencéo da gestacao.

Da mesma forma, novilhas nelores sincronizadas com o protocolo
PEPE, associado ao eCG (400 Ul, IM) apresentaram uma melhora nas taxas
de prenhez [com eCG: 34,9% (68/195) vs sem eCG: 15,7% (31/197), P<0,05;
MARQUES et al., 2005].

O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do tratamento
com diferentes niveis de progesterona plasmatica no desenvolvimento folicular,
nas taxas de ovulacéo e prenhez, utilizando no protocolo de sincronizagao do
estro dispositivos intravaginais contendo 0,558 ou 1 g de progesterona
associadas ou ndo & PGF2a ao inicio do tratamento. Além disso, determinar se
a aplicacdo de 300 Ul de eCG na retirada do dispositivo pode resultar em maior
crescimento folicular e maiores taxas de ovulacdo e prenhez, apesar dos

resultados ndo apresentarem ainda taxas satisfatorias.



29

3 - OBJETIVOS

Objetiva-se com o presente trabalho determinar se:

1) A utilizacdo de dispositivos intravaginais contendo 0,558g de P4
e/ou a aplicagdao da PGF2o no dia da insercao de dispositivo
intravaginal no protocolo de sincronizacdo do estro levam a
reducdo dos niveis plasmaticos de progesterona durante o
periodo de tratamento;

2) A reducédo dos niveis plasmaticos de P4 resulta em aumento do
didmetro do foliculo dominante no dia 9 do protocolo de
sincronizagao do estro;

3) O aumento do diametro do foliculo dominante no D9 do protocolo
de IATF resulta em maiores taxas de ovulacéo e prenhez.

4) A utilizacdo do eCG aumenta o tamanho do foliculo dominante,

aumentando as taxas de ovulagéo e prenhez.
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4 — HIPOTESES A SEREM TESTADAS

e A utilizagéo de dispositivo intravaginal contendo 0,558 g de P4 em
comparacdo a dispositivo contendo 1 g de P4, resulta em
menores niveis plasméticos de P4 e contribui para o aumento do
diametro do foliculo dominante e maiores taxas de ovulacdo e
prenhez.

e A administracdo de eCG no momento da retirada do dispositivo
intravaginal favorece o aumento do diametro do foliculo

dominante e resulta em maiores taxas de ovulagéo e prenhez.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1 - EXPERIMENTO 1

5.1.1 — Localizacao e animais

O experimento foi conduzido na Estancia Rosalito (latitude 22° 55°
S e longitude 49°40°0), localizada no municipio de Santa Cruz do Rio Pardo,
estado de Sdo Paulo, durante o més de marco de 2006.

Inicialmente, foram utilizadas novilhas (n = 20) da raca Nelore,
com 2 a 3 anos de idade, pesando 296,9 + 3,6 kg (média + EPM), com
condicao corporal de 2,8 + 0,02 [média + EPM; variando de 1 a 5 (LOWMAN
1976)], mantidas em pastagens de Brachiaria brizantha e suplementadas com
sal mineral e 4gua a vontade. Os animais foram pesados individualmente no
comeco (D -17) e no final (D12) do experimento, sempre no inicio do periodo

da manha.

5.1.2 — Grupos Experimentais

Novilhas da raca Nelore (n = 20), com presenca de corpo liteo ao
exame ultrassonogréfico, foram pré sincronizadas, utilizando-se um dispositivo
intravaginal contendo 1 g de progesterona (D -17) durante 9 dias (Cronipres®,
Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina). No dia da retirada do dispositivo (D
-9) os animais receberam 150 pg de d-cloprostenol (Croniben®, Biogenesis,
Buenos Aires, Argentina, via IM) e vinte e quatro horas depois (D -8) 1 mg de
benzoato de estradiol (BE, Bioestrogen, Biogenesis-Bagd, Buenos Aires,
Argentina, via IM). Os animais foram avaliados de 60 a 72 horas apos a

aplicacao do BE para determinar a ovulacéo (Figura 1).
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Em cinco animais os tratamentos nao foram efetivos em
sincronizar a onda de crescimento folicular (foliculos menores que 5 mm no D8)
sendo descartados na sequencia do experimento.

As novilhas que apresentaram ovulacao (constatada pelo exame
ultrassonografico; n = 15) foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos
experimentais.

Os animais dos grupos 0,5G (n =4) e 1G (n = 4) receberam no DO
um dispositivo contendo 0,558g (TRIU-B®, Biogenesis-Bag6, Buenos Aires,
Argentina, via intravaginal) ou 1g de P4 (CRONIPRES®, Biogenesis-Bago,
Buenos Aires, Argentina, via intravaginal) e também 2 mg de benzoato de
estradiol (BE, Bioestrogen®, Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina, via IM).
Os animais dos grupos 0,5G/PGF (n = 4) e 1G/PGF (n = 3) receberam o
mesmo tratamento dos grupos 0,5G e 1G, mais 75 ug de d-cloprostenol
(Croniben®, Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina, via IM) no dia da

insercao do dispositivo intravaginal (DO).
5.1.3 Ultrassonografia e Dinamica Folicular

Todos os animais foram monitorados diariamente do dia da
insercao do dispositivo intravaginal (D0O) até 48 horas apos sua retirada (D8)
por ultrassonografia (Aloka SSD 900, transdutor de 9 MHz) transretal,
realizadas pelo mesmo operador. Nos dias D11 e D12 os exames foram
realizados a cada 12 horas.

O transdutor de ultrassom foi movimentado sobre a superficie dos
ovarios e, quando necessério, a imagem do monitor foi “congelada” para
mensurac¢do do tamanho dos foliculos (= 2mm). Duas imagens diferentes de
cada foliculo foram obtidas e mensuradas. Quando se observou acentuada
diferenca entre as mensuracdes, obteve-se uma terceira imagem para
confirmar o tamanho correto do foliculo. Apés cada exame, foram desenhados
diagramas da posicdo dos foliculos em relacdo a outras estruturas ovarianas,
de forma a permitir a identificacdo de cada foliculo durante dias sucessivos.

O momento do inicio da onda de crescimento folicular foi
determinado pelo aparecimento de um grupo de foliculos maiores de 2 mm. A

taxa de crescimento (mm/dia) foi calculada pela diferenca entre o diametro
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minimo e o diametro maximo, dividida pelo periodo de crescimento
(FIGUEIREDO et al., 1997; CARVALHO et al., 2008).

Considerou-se como 0 momento da ovulacdo a média entre a Ultima vez que o
foliculo ovulatorio foi visto e a primeira ocasido em que 0 mesmo nao foi

detectado no monitor do ultrassom.

BE PGF2a BE PGF2a
Progesterona I?E Progesterona EI’E
D-17 D9 D-8 D-5 DO D1 D2 D4 D8 D9 D10 D11 D12
us us us SG SG SG
US — exame ultrassonografico US diariamente US 12/12 hs
SG — colheita de sangue

BE — benzoato de estradiol

Figura 1. Protocolo para pré-sincronizacéo (D -17 a D -5) e sincronizacéo (D 0
a D 12) do ciclo estral de novilhas Nelores ciclicas utilizando dispositivo
intravaginal contendo 1 ou 0,558 g de progesterona, associadas ou ndo a
aplicacdo de 150ug de PGF2a no DO. O crescimento folicular foi
acompanhamento por meio de exames de ultrassonografia realizados

diariamente entre os dias 0 e 8, e a cada 12 horas entre os dias 9 e 12.

5.1.3 — Coleta de sangue e radioimunoensaio da progesterona

Foram realizadas coletas de sangue através de venopuncédo da
veia coccigea em tubos heparinizados (BD Vacutainer®, New Jersey, USA; 10
mL) nos dias 0, 1, 2, 4, 8 e 10 do tratamento (Figura 1). Ap6s a colheita as
amostras foram mantidas em recipientes com gelo por no maximo 5 horas. As
amostras foram centrifugadas a 1600 xg por 20 minutos e armazenadas a -
20°C, para posterior dosagem de progesterona. As concentracdes plasmaticas
de P4 foram determinadas, em um Unico ensaio, com “Kit” da DSL
Progesterona (DSL 32400, Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster,
Texas, USA). O coeficiente de variacao intraensaio foi de 1,49%.
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5.1.4 — Analise estatistica

As variaveis peso dos animais ao inicio e ao final do experimento,
inicio da onda de crescimento folicular, nimero de foliculos recrutados,
diametro folicular no D8 e D9, didmetro maximo do foliculo dominante e taxa de
crescimento do foliculo dominante foram comparadas por andlise de variancia
através do programa PROC GLM (SAS 9.1, 2002). Para analise dos niveis
plasmaticos de progesterona foi utilizada a analise de variancia para medidas
repetidas, através do programa PROC GENMOD do SAS 9.1 (2002),
verificando efeito principal da aplicacdo de PGF2o no DO, uso de dispositivos
intravaginais com diferentes concentracdes de P4 (0,558 vs 1g), tempo e suas

interacdes.
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5.2 - EXPERIMENTO 2

5.2.1 Localizagao e animais

O experimento foi conduzido na Fazenda Cristal (latitude 22°31’
S; longitude 50°04’ O), localizada no municipio de Campos Novos Paulista,
estado de S&o Paulo, e na Fazenda Pontal (latitude 14°27’ S; Longitude 51°43’
0), localizada no municipio de Nova Xavantina, estado de Mato Grosso,
durante os meses de novembro e dezembro de 2006. Foram utilizadas novilhas
(n = 292) da raca Nelore, com dois a trés anos de idade, pesando entre 270 e
430 kg, com condicéo corporal de 2,8 + 0,02 (média + EPM; variando de 1 a 5;
Lowman et al., 1976), mantidas em pastagens de Brachiaria brizantha ou

Brachiaria decumbens, suplementadas com sal mineral e agua a vontade.

5.2.2. Grupos experimentais

Os animais foram previamente submetidos a dois exames
ultrassonogréficos dos ovarios, com 10 dias de intervalo, a fim de determinar a
presenca de CL. Somente as novilhas com CL em pelo menos uma das
ultrassonografias foram utilizadas no experimento. Estas novilhas foram
distribuidas ao acaso em quatro grupos experimentais contendo 1g (grupo 1G)
ou 0,558g (grupo 0,5G) de P4, associadas (com PGF) ou ndo (sem PGF) a
aplicacdo de PGF2a no dia da insercdo do dispositivo intravaginal (DO).

No momento da introducdo do dispositivo foi determinada a
condicao corporal de todos os animais e 22 animais foram pesados.

As novilhas dos Grupos 0,5G (n = 76) e 1G (n = 70) receberam
um dispositivo intravaginal contendo progesterona (Triu B®; Biogenesis-Bago,
Buenos Aires, Argentina, 0,558g P4 ou Cronipres®; Biogenesis-Bagd, Buenos
Aires, Argentina, 1g P4) no DO, respectivamente e benzoato de estradiol

(Bioestrogen®, Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina, 2mg, via IM). Nove
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dias mais tarde (D8) foi administrada 150ug de d-cloprostenol (Croniben®,
Biogenesis-Bago, Buenos Aires, Argentina, via IM), e o dispositivo intravaginal
foi removido. Vinte e quatro horas ap6s a remoc¢éo do dispositivo as novilhas
foram tratadas com BE (1,0 mg, via IM) e 30-36 h depois os animais foram
inseminados artificialmente (IATF) sem observacao de cio (Figura 2).

PGF2a
BE PGF2a BE IATF oVv

1 ou 0,558g P4

v

D-10 DO D8 D9 D10 D12
us us us U

US: exame ultra-sonografico dos ovarios
OV: ovulacéo

Figura 2. Protocolo para sincronizacdo da ovulacdo de novilhas Nelores ciclicas
utilizando dispositivos intravaginais contendo 1 (grupo 1G) ou 0,558g (grupo
0,5G) de progesterona, associadas (grupos 1G/PGF e 0,5G/PGF) ou nao a
PGF2a no inicio do tratamento (DO)

Os animais dos grupos 0,5G/PGF (n = 75) e 1G/PGF (n = 71)
foram tratados de forma similar aos grupos 0,5G e 1G, respectivamente, exceto

que receberam 2 doses de PGF2a (150ug d-cloprostenol; via IM; no DO e D8).

5.2.3 — Touros e inseminadores

Foram utilizadas doses de sémen comerciais de 12 touros,
previamente analisadas e aprovadas quanto as caracteristicas de motilidade e
vigor. As doses de sémen utilizadas foram distribuidas proporcionalmente entre
0S grupos tratados.

A maioria das inseminacbes foi realizada por um Unico

inseminador experiente, as demais foram realizadas por outros dois
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inseminadores, também bastante experientes, distribuidas proporcionalmente

entre 0s grupos.

5.2.4 — Ultrassonografia

ApoOs a Ultima aplicacdo de BE (D 9) foi realizado o exame
ultrassonografico (Aloka SSD 500, transdutor de 5,0 MHz) em
aproximadamente metade dos animais de cada grupo [0,5G (n = 28); 1G (n =
35); 0,5G/PGF (n = 34); 1G/PGF (n = 31)] para identificacdo do FD. As novilhas
que nao apresentaram foliculos maiores que 5 mm no dia da ultrassonografia
(D9) foram considerados como n&o sincronizados. Portanto, a taxa de
sincronizacao foi determinada pela razdo entre o0 numero de animais com FD
no D9 maiores que 5 mm e o total de animais tratados.

No décimo segundo dia, 72 horas ap0s a aplicacdo da segunda
dose do BE, foi realizado novo exame ultrassonografico para determinar a taxa
de ovulacgéo dos foliculos detectados no D9.

O Diagnostico de gestacdo foi realizado por exame

ultrassonografico cerca de 35 dias apos a IATF.

5.2.5 — Analise Estatistica

As varidveis taxas de sincronizacdo do foliculo dominante,
ovulacdo e prenhez foram analisadas por regressdo logistica, através do
programa PROC GENMOD (SAS 9.1, 2002). Para as analises de taxas de
prenhez foram consideradas no modelo o efeito do tipo de dispositivo
intravaginal, aplicacdo ou ndo da PGF no DO, fazenda, inseminador, touro,

ECC e interacg0es.
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5.3 - EXPERIMENTO 3

5.3.1 — Animais e localizacao

O experimento 3 foi conduzido durante a estacao reprodutiva de
novembro 2007 a maio de 2008, nas mesmas fazendas do experimento 2.
Foram utilizadas novilhas Nelores (n = 459), com idade entre 2 e 3 anos e
condicao corporal de 2,8 + 0,01 [média + EPM; escore de condicdo corporal
variando de 1 a 5 (Lowman et al., 1976)].

5.3.2 Grupos experimentais

As novilhas foram distribuidas ao acaso em quatro grupos
experimentais. Dois grupos idénticos aos do experimento 2 [grupos 0,5G/PGF
(n=109) e 1G/PGF (n=119)] e dois novos grupos (0,5G/PGF/eCG e
1G/PGF/eCG) semelhantes aos primeiros, exceto que os animais receberam
300 Ul de eCG (Novormon, Shering-Plough, New Jersey, USA; via IM) no

momento da retirada do dispositivo intravaginal (D8).

5.3.3 — Colheita de sangue e radioimunoensaio de P4

Foram selecionados aleatoriamente alguns animais de cada
grupo [0,5G/PGF (n = 38); 1G/PGF (n = 47); 0,5G/PGF/eCG (n = 39) e
1G/PGF/eCG (n = 43)] para colheita das amostras. Apos a colheita, as
amostras (10 mL) foram imediatamente centrifugadas a 1600 xg por 20 minutos
e o plasma obtido armazenado a —20° C, até o momento da analise por meio de
técnica de radioimunoensaio. As concentracdes plasmaticas de progesterona
foram determinadas de acordo com a técnica de radioimunoensaio descrita por
Knickerbocker et al. (1986), modificadas por Carriere e Lee (1994). Os
coeficientes de variacdo intra e interensaios foram de 4,56% e 11,48%,

respectivamente.
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5.3.4 — Ultrassonografia

Os exames ultrassonograficos dos animais foram realizados de
forma semelhante ao segundo experimento. Além disso, no momento da
aplicacdo do BE (D9) foram realizadas medidas do diametro do foliculo
dominante de um grupo de novilhas [0,5G/PGF (n= 48); 1G/PGF (n = 41);
0,5G/PGF/eCG (n = 51); 1G/PGF/eCG (n = 55)].

O diagnostico de gestacdo foi realizado por exame de
ultrassonografia cerca de 35 dias apods a IATF.

5.3.5 — Touros e inseminadores

Foram utilizadas doses de sémen comerciais previamente
analisadas quanto as caracteristicas de motilidade e vigor, de oito touros,
sendo seis da raca Nelore e dois Brangus. As doses de sémen foram
distribuidas proporcionalmente entre os grupos tratados.

Todas as inseminacdes foram realizadas por um Unico

inseminador experiente.

5.3.6 — Analise estatistica

As varidveis taxas de sincronizacdo do foliculo dominante,
ovulacdo e prenhez foram analisadas por regressao logistica, através do
programa PROC GENMOD do SAS 9.1 (2002). Para as analises de taxas de
ovulacao e prenhez foram considerados no modelo o efeito da quantidade de
progestrona no dispositivo intravaginal, utilizagdo de 300Ul de eCG no dia 8 do
protocolo, fazenda, touro, ECC e suas interacdes.

As medidas do diametro folicular no D9 e concentracdo
plasmatica de P4 no DO e D8 foram comparadas por andlise de variancia
através do programa PROC-GLM do SAS 9.1 (2002).
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6 — RESULTADOS

6.1 — Experimento 1

Em todos os grupos houve uma significativa perda de peso das
novilhas ao final do experimento, devido principalmente ao manejo intenso a
gue foram submetidas (tabela 1).

N&o houve diferenga significativa no intervalo entre a insergéo do
dispositivo intravaginal de P4 (DO) e a emergéncia da nova onda de
crescimento folicular, assim como o numero de foliculos recrutados (>2 mm)

entre os grupos 0,5G e 1G, com ou sem PGF2a (tabela 2).

Tabela 1. Peso (média + EPM) de novilhas Nelore, ao inicio (D0O) e ao final do
experimento (D12), tratadas com dispositivos intravaginais contendo 0,558g
(grupo 0,5G) ou 1g (grupo 1G) de progesterona e suas associacdes com
PGF2a (grupos 0,5G/PGF e 1G/PGF) submetidas a exames diarios de

ultrassonografia transretal.

Peso (kg)
Tratamentos N inicial final Valor de P
0,5G 4 307 +12,5 288 + 10,9 0,001
1G 4 342 +21,9 329 + 24,8 0,01
0,5G/PGF 4 325+10,2 311+11,7 0,009
1G/PGF 3 318 +6,5 307 £10,1 0,03

As novilhas do grupo 0,5G apresentaram taxa de ovulacdo de
50% (n=4/8), e ndo diferiram daquelas do grupolG, que apresentaram taxa de
ovulacdo de 43% (n=3/7). Os animais que néo receberam a PGF2a no DO
apresentaram maiores taxas de ovulagdo (63%; n=5/8) do que aqueles que

receberam a PGF2a no inicio do tratamento (22%; n=2/7).
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Tabela 2. Efeito do nivel de progesterona do dispositivo intravaginal (0,558g ou

1g) e da PGF2o nos parametros de recrutamento e crescimento folicular em

novilhas Nelores tratadas para sincronizacéo da ovulacao.

grupos Tratamento Inicio da N foliculos I FD FD @ maximo Taxa de
onda  recrutados noD8 no D9 do FD crescimento
(dias) (> 2 mm) (mm) (mm) (mm) (mm/dia)
Sem PGF 2,840,1 32,0+1,3 7,0£0,4 7,9+0,5 8,5+0,2 0,78+0,06
0,5G (n=4)
Com PGF 3,0£0,0 25,0+2,3 6,6+£0,5 7,0+0,5 8,1+0,2 0,69+0,06
(n=4)
Sem PGF 3,240,2 21,5+2,6 6,8+1,3 7,0+0,1 8,1+1,1 0,56+0,29
1G (n=4)
Com PGF 2,3+0,5 22,021 6,7+0,6 8,0+1,5 8,4+0,3 0,64+0,10
(n=3)
EFEITOS PRINCIPAIS
0,5G (n=8) 2,7+0,2 28,31+2,1 6,8+0,3 7,5+0,4 8,5+0,2 0,7+0,05
1G (n=7) 2,9+0,3 21,7£1,8 6,8+0,7 7,5+0,8  8,2+10,2 0,62+0,09
Sem PGF (n=8) 2,940,1 26,8+2,4 6,9+0,6 7,5+0,5 8,3+0,5 0,63+0,06
Com PGF (n=7) 2,7+0,3 23,4+1,8 6,7+0,3 7,5+0,6 8,3+0,5 0,7+0,05

N&o houve diferenca significativa P>0,1
N foliculos recrutados: nimero de foliculos recrutados

JFD: diametro do foliculo dominante

No inicio do experimento (DO) os niveis circulantes de P4 néo

foram significativamente diferentes, variando de 5,8 a 7,5 ng/ml. Cerca de 24

horas apds a insercdo do dispositivo houve uma elevacdo nos niveis

plasmaticos P4 em todos os grupos. No D1 o grupo 0,5G/PGF apresentou o

menor valor de progesterona e foi significativamente menor que 0S outros

grupos (P = 0,01). Nos dias D2 e D4 n&o houve diferenca significativa entre os

tratamentos (P = 0,06 e 0,07, respectivamente), mas no dia da retirada do

dispositivo intravaginal (D8) os niveis circulantes de P4 foram maiores nos

animais do grupo 1G (P = 0,004). No D10 nao houve diferenca entre os
tratamentos (P = 0,07).
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Levando-se em consideracao o periodo de efeito dos tratamentos
(D1 a D8), de modo geral, os niveis circulantes de progesterona foram mais
altos para os animais do grupo 1G e mais baixos para aqueles do grupo
0,5G/PGF. Os animais dos demais tratamentos (0,5G; 1G/PGF) apresentaram

niveis circulantes de P4 intermediarios (Figura 3).

25 A
=
IS 20 A
>
E
© ——0,5G (n=4)
c 15 4
o —=—1G (n=4)
]
» —— 0,5G/PGF (n=4)
g 10 4
S 1G/PGF (n=3)
s

5 |
0

DO D1 D2 D4 D8 D10

Dias ap0s o inicio do tratamento

Figura 3. Concentracdo plasmatica de progesterona em novilhas Nelores
tratadas com dispositivo intravaginal contendo 0,558g (grupo 0,5G) ou 1g de

P4 (grupo 1G) associadas (0,5G/PGF; 1G/PGF) ou ndo a PGF2a. no DO.

Comparando o efeito principal de dispositivo (0,558g vs 1g), os
niveis plasmaticos de P4 nos dias D1, D4, D8 e D10 foram maiores nas
novilhas do grupo 1G, do que naquelas do grupo 0,5G (Figura 4). Da mesma
forma os animais tratados com PGF2a no DO apresentaram menores niveis

circulantes de P4 nos dias D1, D2 e D8 (Figura 5).
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25,0 4
20,0 A
12,0 A

* ——0,5G (n=8)
100 - —m—1G (n=7)

progesterona (ng/mil)

0,0 T T T T
Do b1 Dz D4 B b0

Dias apos inicio dos tratamentos

*Diferenga significativa, P<0,05

Figura 4. Niveis plasméaticos de progesterona em novilhas Nelores tratadas

com dispositivo intravaginal contendo 0,558 g (grupo 0,5G) ou 1 g (grupo 1G)
de P4.

|
*

20

15 4
—e—sem PGF (n=8)

10 —m— com PGF (n=7)

progesterona (ng/ml)

DO D1 D2 D4 D8 D10
Dias apds o inicio dos tratamentos

*Diferenca significativa, P<0,05

Figura 5. Niveis plasméticos de progesterona em novilhas Nelores tratadas

(com PGF) ou néo (sem PGF) com 150 ug de PGF2a (d-cloprostenol) no DO.



44

6.2 — Experimento 2

Os resultados apresentados entre as duas Fazendas onde foram
realizados os experimentos nao foram significativamente diferentes (P = 0,26).
N&ao houve efeito significativo de touros (P = 0,91) e inseminadores (P = 0,86)
dentro de cada fazenda. Assim sendo, os resultados obtidos nas duas
fazendas foram agrupados.

Os tratamentos foram efetivos em sincronizar o ciclo estral dos
animais, originando taxas de ovulacdes superiores a 65%.

A utilizacdo da PGF2a no inicio do protocolo (DO) néo interferiu
nas taxas de ovulacdo ou prenhez em relacdo aos animais dos grupos sem
PGF2a (P = 0,74; Tabela 3)

Tabela 3. Taxas de sincronizacao do foliculo dominante (animais com foliculos
> 5mm no D9/ total de animais tratados), ovulacdo e prenhez em novilhas
Nelores sincronizadas com diferentes niveis de progesterona, associadas
(0,5G/PGF; 1G/PGF) ou nédo (0,5G; 1G) a PGF2a no dia da insercdo do

dispositivo intravaginal.

Tratamentos  SINCRONIZAGAO OVULAGAO (%) PRENHEZ (%)
DA ONDA (%)

0,5G 28/25 (89,3) 28/19 (67,8) 76/23 (30,2)

1G 35/33 (94,3) 35/27 (77,1) 70/18 (25,7)

0,5G/PGF 34/34 (100) 34/26 (76,5) 75/25 (33,3)

1G/PGF 31/26 (83,9) 31/20 (64,5) 71/20 (28,2)

Efeitos principais

0,5G 62/59 (95,2) 62/45 (72,6) 151/48 (31,8)
1G 66/59 (89,4) 66/47 (71,2) 141/38 (26,9)
Com PGF 65/60 (92,3) 65/46 (70,7) 146/45 (30,8)
Sem PGF 63/58 (92,1) 63/46 (73) 146/41 (28)

*ndo houve diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05)
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6.3 — Experimento 3

As taxas prenhez apresentadas nas fazendas onde foram
realizados os experimentos ndo foram significativamente diferentes (P = 0,69).
Do mesmo modo, ndo houve efeito significativo de touros (P > 0,3).

Todos os tratamentos foram eficientes em sincronizar o
crescimento folicular, resultando em taxas de ovulagéao de 60 a 70% (tabela 4).

A utilizacé@o de dispositivos intravaginais contendo menores niveis
de P4 (0,5589) resultou no D9 em foliculos dominantes de maior diametro (P <
0,01). No entanto, a utilizacdo de dispositivo intravaginal contendo 0,558 g néo
afetou significativamente as taxas de ovulacdo (P = 0,42) e de prenhez (P =
0,45; Tabela 4).

O emprego da eCG no momento da retirada do dispositivo ndo
influenciou o tamanho do foliculo dominante no D9 (P = 0,78), assim como as

taxas de ovulacéo (P = 0,79) ou prenhez (P = 0,49; Tabela 4).
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Tabela 4. Taxa de sincronizacdo do foliculo dominante (foliculos > 5mm no D9/

total de animais tratados), diametro folicular (média + EPM) no D9 e taxas

ovulacdo e prenhez,

em novilhas Nelores ciclicas sincronizadas com

dispositivos intravaginais contendo 0,558g (grupo 0,5G) ou 1g (grupo 1G) de
progestrona e com PGF2a no DO, associadas (0,5G/PGF/eCG; 1G/PGF/eCG)
ou nao (0,5G/PGF; 1G/PGF) a 300 Ul de eCG na retirada do dispositivo (D8).

TRATAMENTOS SINCRONIZA(}AO @ FD + EPM no D9 OVULA(;AO (%) PRENHEZ (%)
DA ONDA (%)

0,5G/PGF 38/34 (89,5) 10,3 £ 0,35 mm 38/27 (71) 109/42 (38,5)
(n=48)

1G/PGF 47137 (78,7) 9,3+ 0,34 mm 47/30 (63,8) 119/47 (39,5)
(n =50)

0,5G/PGF/eCG 39/38 (97,4) 10,2 £ 0,29 mm 39/30 (76,9) 115/50 (43,4)
(n=51)

1G/PGF/eCG 43/40 (93) 9,4+ 0,29 mm 43/28 (65,1) 116/46 (39,6)
(n =55)

EFEITOS PRINCIPAIS

0,5G

1G

77172 (93,5)

90/77 (85,5)

10,3 + 0,22* mm
(n = 99)

9,3+ 0,21* mm
(n = 105)

77/57 (74)

90/58 (64,4)

224/92 (41)

235/93 (39,5)

0 Ul eCG

300 Ul eCG

85/71 (83,5)

82/78 (95,1)

9,8 £+ 0,24 mm
(n=98)

9,7+ 0,2 mm
(n =106)

85/57 (67)

82/58 (70,7)

228/89 (39)

231/96 (41,5)

*Diferenca significativa entre os didametros foliculares dos grupos 0,5G e 1G (P<0,01)
@ FD: diametro do foliculo dominante

As taxas de ovulagéo e prenhez aumentaram, de acordo com o

aumento do foliculo dominante no D9 (Figura 6; P<0,01) do protocolo de

sincronizacgao do ciclo estral.
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Figura 6. Probabilidades de ovulacdo e de prenhez em novilhas Nelores
ciclicas de acordo com o diametro do foliculo dominante, determinadas no dia 9
do protocolo de sincronizacdo da ovulagao, utilizando benzoato de estradiol
(2mg, IM) e dispositivo intravaginal de progesterona durante 9 dias, 150 ug de
d-croplostenol no dia da retirada do dispositivo e benzoato de estradiol vinte e

quatro horas mais tarde (n = 143).

As taxas de ovulacdo aumentaram significativamente em foliculos
maiores de 7,1 mm (mensurados no D9; Figura 7). No entanto, as taxas de
prenhez foram significativamente maiores quando os foliculos se encontravam
maiores que 8,6 mm, no D9. Foliculos com diametros menores que 7 mm
(mensurados no D9) apresentaram taxas de prenhez ao redor de 13% (Figura
7).
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Figura 7. Taxas de ovulacdo e de prenhez em novilhas Nelores ciclicas de
acordo com o didametro do foliculo dominante, determinadas no dia 9 do
protocolo de sincronizacédo da ovulacédo, utilizando benzoato de estradiol (2mg,
IM) e dispositivo intravaginal de progesterona durante 9 dias, 150 ug de d-
croplostenol no dia da retirada do dispositivo e benzoato de estradiol (1 mag,
IM) vinte e quatro horas mais tarde (n = 143).

Embora n&o haja diferenca significativa, 21% (16/76) dos animais
tratados com dispositivo intravaginal contendo 1 g de P4 apresentaram
diametro folicular entre 5 a 7 mm (mensurado no D9) contra apenas 9% (6/67)
dos animais tratados com dispositivos contendo 0,558 g de P4 (Figura 8). Aléem
disso, 45% (30/67) dos animais tratados com dispositivo intravaginal contendo
0,558g de P4, apresentaram no D9 do protocolo de sincronizacdo do estro
foliculos com diametro maiores que 10 mm. Nos animais do grupo tratado com
dispositivo intravaginal contendo 1 g de P4, 36% (27/76) apresentaram (no D9)
foliculos maiores de 10 mm (Figura 8).
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Figura 8. Percentagem de novilhas Nelores tratadas com dispositivo
intravaginal contendo 0,558g (n = 67) ou 1g (n = 76) de P4 que apresentaram
no dia 9 do protocolo de sincronizacao do estro, diametros de 5a 7; 7,1 a 8,5;
8,6 a 10 e >10 mm.

No terceiro experimento, 0s animais tratados com dispositivo
intravaginal contendo 0,558 ou 1 g de P4 apresentaram concentracdes
plasmaticas de progesterona semelhantes tanto no DO (P = 0,94) quanto no D8
(P =0,69; Tabela 5).



50

Tabela 5. Concentracdo plasmatica de progesterona (média + EPM) no inicio
(DO) e no dia da retirada do dispositivo intravaginal (D8) em novilhas Nelores
ciclicas tratadas com dispositivo intravaginal contendo 0,558 (grupo 0,5G) ou 1
g (grupo 1G) de P4 associados a PGF2 no DO.

Progesterona plasmética (ng/mL)

Grupo DO D8

0,5G 3,92+ 0,54 4,39 + 0,35
(n=24) (n=43)

1G 3,86 £ 0,47 4,58 + 0,30

(n = 30) (n = 54)
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7 — DISCUSSAO

No presente estudo a utilizagdo de dispositivos intravaginais
contendo diferentes niveis de progesterona (0,558g vs 1,09) e a aplicacdo da
PGF2o no inicio do protocolo (DO) alteraram os niveis circulantes de
progesterona (exp.1). Porém, estes tratamentos, assim como a utilizagdo de
300 Ul de eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal né&o
alteraram significativamente as taxas de sincronizagao do ciclo estral, ovulacéo
e prenhez, contrariando a hipotese inicial deste trabalho. Por outro lado, a
utilizacdo de dispositivos contendo menores concentragcdes de progesterona
(0,5 grama) promoveu aumento significativo do diametro do foliculo dominante
no D9 do protocolo de IATF (exp. 3).

Embora os niveis de P4 tenham variado conforme as
concentracdes de P4 dos dispositivos ou ainda a aplicagdo ou ndo de PGF2a
no inicio do protocolo de sincronizacdo do estro, o tamanho dos foliculos
dominantes no D8 e D9 néo se alterou de forma significativa. Estes resultados
estdo em desacordos com outros trabalhos, que indicam uma relagdo inversa
entre os niveis circulantes de P4 e o tamanho do foliculo dominante
(CALLEJAS et al, 2006; CARVALHO et al, 2008; PERES 2008). O
crescimento do foliculo dominante (0,56 a 0,78 mm/dia) foi menor do que o
relatado por outros autores (0,9 a 1,4 mm/dia; SARTORELLI et al. 2005;
CASTILHO et al., 2007; ERENO, 2008). E possivel que o estresse induzido
pelo intenso manejo e indicado pela significativa perda de peso dos animais,
tenha influenciado negativamente a pulsatilidade do LH, reduzindo o
crescimento dos foliculos dominantes e, portanto, prejudicando um possivel
efeito positivo da reducdo dos niveis de progesterona no desenvolvimento
folicular.

Tanto no segundo quanto no terceiro experimentos, a utilizacao
de dispositivos com diferentes doses de progesterona nao influenciou de modo
significativo as taxas de ovulagdo ou prenhez. Resultados semelhantes foram
observados por Peres (2008) em novilhas tratadas com dispositivos

intravaginais de 1° ou 3° uso (CIDR®). No entanto, Dias (2007), do mesmo
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grupo de pesquisa, ao comparar as taxas de prenhez em novilhas ciclicas
tratadas com dispositivos intravaginais de 1°, 2° ou 3° uso (CIDR®) observou
melhora significativa dos resultados. As taxas de prenhez observadas por
Peres (2008), assim como as do presente estudo, foram mais altas que as
relatadas por Dias (2007), o que pode ter minimizado um possivel efeito
positivo do uso de dispositivos contendo menos progesterona.

E interessante notar no presente estudo que, no experimento 2,
as taxas de ovulacdo e prenhez foram mais baixas do que no experimento 3 e
0 uso do dispositivo contendo menos progesterona aumentou, embora néo
significativamente, as taxas de prenhez. No entanto, no ano seguinte, quando
houve uma melhora geral nas taxas de prenhez (exp. 3), este efeito nao foi
detectado. Embora os dois experimentos tenham sido realizados em condi¢des
semelhantes (fazenda, manejo dos animais, inseminadores, condi¢cao corporal)
€ possivel que a condicdo de maturidade sexual tenha sido diferente. O
experimento 2 foi realizado no inicio da estacdo de monta (novembro e
dezembro), enquanto que o terceiro experimento se estendeu de novembro a
maio. Byerley et al. (1987) relataram que novilhas cobertas no primeiro cio
apos a puberdade apresentaram menores taxas de concep¢do quando
comparadas com aquelas cobertas ao terceiro cio. Segundo estes autores a
fertilidade de novilhas ciclicas tende a aumentar conforme o numero de ciclos
estrais que elas apresentam quando colocadas em reproducéo. Foi relatado
que o tamanho e peso do utero, cérvix e vagina aumentam rapidamente apos a
puberdade e que tal fato pode estar ligado a estimulacdo exercida pelo
aumento nas concentracdes de estradiol e progesterona durante a fase pos-
pubere, sendo um importante indicador de maturidade sexual (HONARAMOOZ
et al., 2004; DESJARDINS & HAFS, 1969). Além disso, novilhas ciclicas (com
presenca de corpo luteo) apresentaram maior diametro uterino em relacédo as
novilhas pré-puberes (Sa FILHO et al., 2008, comunicacéo pessoal).

No primeiro experimento a aplicacdo de PGF2o reduziu os niveis
circulantes de progesterona nos dias 1, 2 e 8 ap0s o inicio dos tratamentos.
Estes resultados eram esperados, devido ao efeito luteolitico da PGF2o, e

foram semelhantes aos observados por CARVALHO et al. (2008) nos dias 3, 6
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e 8 apos a utilizacdo do agente luteolitico, em protocolo hormonal semelhante
ao do presente trabalho.

A utilizagdo da PGF2a no inicio do protocolo PEPE néo resultou
em aumento significativo nas taxas de ovulacado e prenhez corroborando os
resultados apresentados por Marques et al. (2005), em novilhas da raca Nelore
tratadas com protocolos similares aos dos experimentos 2 e 3. Por outro lado,
Carvalho et al. (2008), ao utilizarem novilhas ciclicas e pré-sincronizadas
observaram que os animais tratados com PGF20 apresentaram aumento no
tamanho dos foliculos dominantes nos dias 8 e 9 e maiores taxas de
ovulacoes.

E interessante notar que a principal diferenca entre os
experimentos acima citados € que Carvalho et al. (2008) utilizaram novilhas
pré-sincronizadas enquanto que nos outros trabalhos as novilhas se
encontravam em dias aleatérios do ciclo estral. A resposta a aplicacao da
PGF2o em dia aleatorios do ciclo pode ser bastante variavel. Vacas no inicio
do ciclo (1° ao 5° dia) apresentam pouca ou nenhuma resposta a PGF2o e
seus analogos (LAUDERDALE, 1972), mas a regressao do corpo luteo pode
ser de até 100% quando a PGF2a é aplicada no dia 7 do protocolo Ovsynch
em vacas leiteiras (VASCONCELOS et al, 2000) ou em vacas Nelore
sincronizadas com benzoato de estadiol e progesterona (LOSI et al., 2004).
Para evitar a fase refrataria do corpo luteo, Peres (2008) adiou a aplicacao da
PGF20 para o dia 7 do protocolo PEPE em vacas solteiras e observou melhora
significativa no tamanho do foliculo ovulatério no D11 (11,54+0,21 vs
10,84+0,21 mm) e nas taxas de prenhez (52 vs 36,4%). Portanto, a variacao da
resposta a aplicacdo da PGF2o pode explicar, ao menos em parte, 0S
resultados acima.

A relacéo positiva entre o diametro folicular e a taxa de ovulagéo
ja € bastante conhecida e foi descrita por diversos autores, em novilhas
Nelores (GIMENES et al., 2008; CARVALHO et al, 2008; CASTILHO et al.,
2007). No presente estudo observou-se correlagdo entre o tamanho do foliculo
e as taxas de ovulacdo e de prenhez, corroborando com os resultados da
literatura. No entanto, a ovulacdo de foliculos com até 8 mm de diametro

(mensurados no D9), resultaram em baixas taxas de prenhez (ao redor de



o4

14%). Uma possivel explicacdo para este resultado seria a ocorréncia de
lutedlise prematura (BRIDGES et al.,, 2004). Pequenos foliculos tendem a
formar CL pequenos com baixa capacidade de produzir progesterona, sendo
incapazes de bloquear a produgdo de PGF2o0 pelo endométrio
(VASCONCELOS et al., 2001). Por outro lado, Peres (2008) observou que
novilhas que ovularam foliculos menores que 10 mm (mensurados no dia da
IATF) e manifestaram cio, apresentaram maior taxa de concepg¢ao quando
comparadas aquelas que ndo demonstraram estro. Este resultado indica que a
capacidade desses foliculos em produzir estradiol também pode ser um fator
importante em estimar a fertilidade subsequente (MUSSARD et al., 2002). Em
protocolos de IATF a inducéo de ovulacdo de foliculos imaturos é indesejada,
uma vez que alteracdes no ambiente uterino, causadas pela baixa exposicdo
ao estradiol pré-ovulatorio, podem ser responsaveis por menores taxas de
concepcao (PERRY et al., 2007).

Existem trabalhos (PEREZ 2008; BARUSELLI et al., 2004) que
relatam um efeito positivo da gonadotrofina coribnica equina (eCG) em
aumentar o tamanho foliculo ovulatério, melhorando as taxas de ovulacédo e
prenhez. A capacidade da eCG em se ligar a receptores de LH e FSH pode ser
0 mecanismo responsavel pelo aumento do diametro folicular e da taxa de
sincronizacdo (MURPHY et al., 1991). No presente estudo a aplicacdo de 300
Ul de eCG néo influenciou significativamente as taxas de prenhez (39,0 vs
41,5%), contrastando com os dados de Marques et al. (2005), que avaliaram o
efeito da administragdo de PGF2o. no DO e da eCG no momento da retirada do
dispositivo intravaginal de P4 (CIDR®, D8) em novilhas Nelore. Os animais que
receberam eCG (400 Ul, IM) apresentaram maiores taxas de prenhez (15,7 vs
34,9%). O efeito positivo do eCG, no estudo realizado por Marques et al.
(2005), pode ter sido favorecido pelas baixas taxas de prenhez observadas nos
animais do grupo controle (15,7%). Da mesma forma, Peres (2008) trabalhando
com elevado numero de novilhas Nelore (n = 1153) observou significativo
aumento na taxa de prenhez dos animais tratados com eCG (47%) quando
comparados a aqueles que receberam esta gonadotrofina (41,3%).

No presente estudo n&o foi observado aumento significativo no
tamanho do foliculo dominante. Um dos fatores que pode ter contribuido para

este resultado foi o curto espaco de tempo entre a aplicacdo da eCG (D8) e a
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mensuracao do foliculo dominante (D9). Por outro lado, ndo houve aumento
significativo nas taxas de ovulacdo ou prenhez nos animais que receberam a
eCG, corroborando com os resultados de diametro folicular.

Em suma, a maioria dos resultados apontam para um efeito
benéfico da eCG que poderia ser mais ou menos acentuada a depender da
condicao corporal e/ou maturidade sexual das novilhas ao inicio do tratamento,

porém ndo observados neste trabalho.
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8 - CONCLUSOES

1) Tanto o uso de dispositivos intravaginais contendo menores
guantidades de progesterona como a utilizacdo da PGF2o no inicio do
tratamento de animais que apresentavam corpos lateos funcionais foram
efetivas em reduzir os niveis plasmaticos de progesterona a partir do D1 até o
D8 do tratamento de sincronizac&o do ciclo estral.

2) Embora a utilizacdo de dispositivo intravaginal com menor nivel
de progesterona (0,558g) tenha propiciado aumento do diametro do foliculo
dominante no D9, n&o induziu incremento significativo nas taxas de ovulacao e
prenhez.

3) Houve correlacéo positiva entre o diametro folicular e as taxas
de ovulagao e de prenhez.

4) A utilizacdo da eCG néao foi efetiva em aumentar as taxas de

ovulacdo e de prenhez, contrariando a hipotese inicial deste trabalho.
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9 — COMENTARIOS FINAIS

O grau de desenvolvimento do aparelho reprodutivo pode ter uma
importante influéncia na resposta aos protocolos de IATF, o que explicaria, pelo
menos em parte, a variagdo dos resultados observados na literatura em
novilhas Nelores.

Além das modificagbes nos tratamentos hormonais tradicionais,
0s parametros utilizados para selecionar os animais que iniciardo a atividade
reprodutiva, tais como selecdo genética para fertilidade, adequada nutricdo e
desenvolvimento corporal, tamanho de cérvix e Utero, entre outros, devem ser
levadas em consideracdo na implementacdo de programas de IATF em
novilhas Nelores.

Mais estudos sdo necessarios para entender as particularidades
da fisiologia reprodutiva das novilhas Nelores, a fim de aprimorar os protocolos
de IATF e melhorar as taxas de prenhez.
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Abstract

Previous reports indicate that high concentration of serum progesterone (P4) decreases LH
pulse frequency, and consequently follicular growth. This may reduce the efficiency of fixed-
time artificial insemination (FTAI) protocols that utilize P4 in Bos indicus heifers. The
objective of the present work was to evaluate the influence of different P4 concentrations
associated or not with eCG in the ovulation and pregnancy rates of Nellore heifers submitted
to hormonal protocols for FTAL In experiment (exp.) 1, heifers (n=15) pre-synchronized
with a hormonal treatment were randomly allocated in four experimental groups. At the time
of intravaginal device insertion (Day 0 = DO) all animals received 2 mg of estradiol benzoate
(EB) and a intravaginal progesterone-releasing device containing 0.558¢g of P4 (Triu®, group
0.5G, n=4) or 1g of P4 (Cronipres®, group 1G, n = 4), or 0.558g of P4 and PGF2a (150 ug
d-cloprostenol, group 0.5G/PGF, n = 4), or 1g of P4 and PGF2a (group 1G/PGF, n = 3).
Eight days later (D8), PGF2a (150 pg d-cloprostenol) was administered to all heifers, the P4
source was removed. Twenty four hours after removing the intravaginal device, the heifers
were treated with EB (1 mg, i.m.). Blood samples were collected during the days 0, 1, 2, 4, 8
and 10 to evaluate plasma P4 concentration. In exp. 2, cyclic Nellore heifers (n=292) were
treated with the same protocols as in the exp. 1. However, 30 to 36 h later all animals were
fixed-time inseminated on D10. In exp. 3, heifers (n = 459) received the treatments described
to groups 0.5G/PGF and 1G/PGF associated with 300 Ul of eCG (i.m., groups
0.5G/PGF/eCG and 1G/PGF/eCG) at the time of intravaginal device removal (D8). In a
subset of heifers from each group blood samples were collected on D8 and ovarian
ultrasonography was performed to determine the diameter of the dominant follicle on D9
(exp.3) and the ovulation rate on D12 (exp. 2 and 3). The analysis of variance to repeated
measurements was used to compare P4 levels, and the binary variables (ovulation and
pregnancy rates) were analyzed by logistic regression. In exp. 1, P4 concentrations were
higher in animals that had received the device content 1g of P4 than in those that had
received the device content 0.558g of P4, and lower in heifers that had received PGF2a on
DO. In both exp. 2 and 3 there was no difference on ovulation (65 to 77%) and pregnancy
(exp.2: 26 to 33%; exp.3: 39 to 43%) rates among the several groups. In exp. 3, the animals
which received the devices with a lower concentration of P4 had a larger diameter of the
dominant follicle (10.3+0.2 vs 9.3+0.2 mm; P<0.01) on D9. It is concluded that reduction of
P4 concentration in the intravaginal device (1.0 to 0.558g) or the administration of PGF2o. at
the beginning of the treatments decrease blood concentrations of P4 between days 1 and 8 of
the IATF protocols. However, although the use of intravaginal devices with lower P4
contributed to increase the dominant follicle diameter on D9, there was no significant
increase on ovulation and pregnancy rates. Additionally, the association of eCG to FTAI
protocols did not improve follicular growth or ovulation and pregnancy rates.

Key-words: FTAI, progesterone, Nellore heifers, artificial insemination, eCG



49

50

o1

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

71
1. Introducéo

Dentre as biotécnicas utilizadas na reproducdo animal a inseminacdo artificial
continua a ser uma das mais importantes para acelerar a evolugdo genética dos rebanhos [1].
Um dos maiores entraves para a incorporacdo desta técnica pelos criadores consiste na
observacdo do cio, que requer tempo e mao de obra especializada. Além disso, nas fémeas
zebuinas, a curta duracdo do estro (em torno de 11 horas) [2] e a incidéncia de cios noturnos
[3] dificultam ainda mais a deteccéo e prejudicam a implantacdo de programas convencionais
de inseminacdo artificial [4,5]. A partir do conhecimento detalhado da dindmica folicular
[6,7,8] tornou-se possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e 0 momento da ovulagéo, viabilizando a inseminagéo artificial em
tempo fixo (IATF, ou seja, IA com tempo pre-determinado, sem a necessidade de observar
cio) em taurinos [9,10,11] e zebuinos [12,13].

Existem diversos protocolos hormonais para inseminacdo em tempo fixo (IATF) que
originam taxas de prenhez ao redor de 50 a 60% em vacas zebuinas [4,14,15]. No entanto os
resultados em novilhas zebuinas (Bos indicus) sdo em torno de 15 a 30%; [16,17].
Recentemente Carvalho et al. [18] demonstraram que a utilizacdo de PGF2a no DO (dia da
insercdo do dispositivo intravaginal de progesterona) em protocolo de IATF, reduziu os
niveis circulantes de progesterona (5,2 = 0,1 vs 3,3 £ 0,0 ng/mL; P<0,05), levando a um
maior crescimento do foliculo dominante (1,2 mm/dia vs 0,9 mm/dia) e melhores taxas de
ovulacdes (79,4% vs 52,7%; P<0,05).

Alguns autores [19,20,21] relatam que a elevacdo dos niveis plasmaticos de
progesterona causam uma retroalimentacdo negativa no hipotadlamo resultando em menor
pulsatilidade do hormonio luteinizante (LH). Desta forma ocorreria menor crescimento do
foliculo dominante, que por sua vez ndo teria tamanho suficiente para ovular durante o pico
de LH, resultando em menores taxas de prenhez. Assim sendo, a utilizacdo de dispositivos

intravaginais contendo menores concentra¢fes de progesterona (0,558g), ou ainda, qualquer
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mecanismo que possa reduzir os niveis circulantes de P4, como a utilizacdo de PGF2a no
inicio do protocolo hormonal, em novilhas ciclicas, poderia resultar em melhores taxas de
ovulacdo e prenhez.

Outra forma para aumentar o crescimento e maturidade final do foliculo dominante,
seria pela utilizagdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG). Sua atividade semelhante ao
FSH e ao LH pode estimular o crescimento folicular e/ou facilitar a ovulacdo [22]
promovendo aumento na taxa de prenhez das vacas em anestro pos-parto com baixa condi¢édo
corporal [15,23].

Objetiva-se com o presente trabalho determinar se a reducdo dos niveis de
progesterona plasmatica em protocolos de IATF contribui para aumentar as taxas de ovulagédo
e prenhez em novilhas ciclicas da raca nelore tratadas com dispositivos intravaginais
contendo progesterona. Além disso, determinar se a utilizacdo da eCG contribui com o

aumento do tamanho do foliculo dominante, melhorando as taxas de ovulacdo e prenhez.

2. Material e Método
2.1. Experimento 1
2.1.1. Localizacdo e animais

O experimento foi conduzido na Estancia Rosalito (latitude 22°55°S e longitude
49°40°0), localizada no municipio de Santa Cruz do Rio Pardo, estado de Séo Paulo, durante
0 més de marco de 2006.

Foram utilizadas novilhas (n = 15) da raca Nelore, com dois a trés anos de idade,
pesando 296,9 + 3,6 kg (média + EPM), com condicdo corporal de 2,81 + 0,02 (média +
EPM em uma escala de 1 a 5 [24]), mantidas em pastagens de B. brizantha e suplementadas
com sal mineral e agua a vontade. Os animais foram pesados individualmente no comeco (D

-17) e no final (D12) do experimento, sempre no inicio do periodo da manha.



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

73

2.1.2. Grupos Experimentais

Novilhas da raca Nelore (n=15), com presenca de corpo luteo ao exame
ultrassonografico, foram previamente sincronizadas utilizando-se um dispositivo intravaginal
contendo 1 grama de progesterona (D -17) durante 9 dias (Cronipres®, Biogenesis-Bago,
Buenos Aires, Argentina) mais 2 mg de benzoato de estradiol (BE, Bioestrogen, Biogenesis-
Bagd, Buenos Aires, Argentina, via IM) no inicio do tratamento (DO0). No dia da retirada do
dispositivo (D -9) os animais receberam 150 pg de d-cloprostenol (Croniben®, Biogenesis,
Buenos Aires, Argentina, via IM) e vinte e quatro horas depois (D -8) 1 mg de benzoato de
estradiol (BE). Os animais foram avaliados de 60 a 72 horas ap6s a aplicacdo do BE para
determinar a ovulacéo.

As novilhas que apresentaram ovulacdo (constatada pelo exame ultrassonografico;
n=15) foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Os animais dos
grupos 0,5G e 1G receberam, respectivamente, um dispositivo contendo 0,558g e 1g de P4 e
2 mg de benzoato de estradiol. Os animais dos grupos 0,5G/PGF e 1G/PGF receberam 0s
mesmos tratamentos, mais 150 ug de d-cloprostenol (Croniben®, Biogenesis-Bago, Buenos

Aires, Argentina, via IM) no dia da insercdo do dispositivo intravaginal (DO).

2.1.3 Coleta de sangue e radioimunoensaio da progesterona

Foram realizadas colheitas de sangue atraves da puncdo da veia coccigea em tubos
heparinizados (BD Vacutainer®, New Jersey, USA; 10 ml) nos dias 0, 1, 2, 4, 8 e 10 do
tratamento (Figura 1). Apds a colheita as amostras foram mantidas em recipientes com gelo
por no maximo 5 horas. As amostras foram centrifugadas a 1600 xg por 20 minutos e
armazenadas a -20°C, para posterior dosagem da progesterona. As concentragfes plasmaticas

de progesterona foram determinadas, em um unico ensaio, com “Kit” de Progesterona da
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DSL (32400, Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster, Texas, USA). O coeficiente de
variagdo intra-ensaio foi de 1,49%.
2.2 Experimento 2
2.2.1. Localizacdo e animais

O experimento foi conduzido na Fazenda Cristal (latitude 22°31" S; longitude
50°04’0), localizada no municipio de Campos Novos Paulista, estado de Séo Paulo, e na
Fazenda Pontal (latitude 14°27° S; Longitude 51°43° O), localizada no municipio de Nova
Xavantina, estado de Mato Grosso, durante os meses de novembro e dezembro de 2006.
Foram utilizadas novilhas (n = 292) da raca Nelore, com dois a trés anos de idade, pesando
entre 270 e 430 kg, com condicdo corporal de 2,81 + 0,02 (média £ EPM em uma escala de 1
a 5 [24]), mantidas em pastagens de B. brizantha ou B. decumbens, suplementadas com sal

mineral e 4gua a vontade.

2.2.2. Grupos experimentais

Os animais foram previamente submetidos a dois exames ultrassonograficos dos
ovarios, com 10 dias de intervalo, a fim de determinar a presenca de corpo lGteo. Somente as
novilhas com CL em pelo menos uma das ultrassonografias foram utilizadas no experimento.
Estas novilhas foram distribuidas ao acaso em quatro grupos experimentais. As novilhas dos
Grupos 0,5G (n = 76) e 1G (n = 70) receberam, respectivamente, um dispositivo intravaginal
contendo 0,558 g (Triu B®; Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina) ou 1 g (Cronipres®;
Biogenesis-Bago, Buenos Aires, Argentina) de progestrona no DO, e benzoato de estradiol
(Bioestrogen®, Biogenesis-Bagd, Buenos Aires, Argentina, 2mg, via IM). Nove dias mais
tarde (D8) foi administrada 150ug de d-cloprostenol (Croniben®, Biogenesis-Bagd, Buenos
Aires, Argentina, via IM), e o dispositivo intravaginal foi removido. Vinte e quatro horas
apos a remocdo do dispositivo as novilhas foram tratadas com BE (1,0 mg, via IM) e 30-36 h

depois os animais foram inseminados artificialmente sem observacao de cio (IATF).
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Os animais dos grupos 0,5G/PGF (n = 75) e CRON/PGF (n = 71) foram tratados de

forma similar aos grupos 0,5G e 1G, respectivamente, exceto que receberam 2 doses de
PGF2a (75ug d-cloprostenol; via IM; no DO e D8).

No momento da introdugéo do dispositivo foi determinada a condigdo corporal de

todos os animais, de acordo com 0s mesmos critérios utilizados no primeiro experimento.

2.2.3. Touros e inseminadores

Foram utilizadas doses de sémen comerciais de 12 touros, previamente analisados
guanto as caracteristicas de motilidade e vigor [26]. As doses de sémen utilizadas foram
distribuidas proporcionalmente entre os grupos tratados.

A maioria das inseminacgdes foi realizada por um Unico inseminador experiente, as
demais foram realizadas por outros dois inseminadores, também experientes, distribuidos

proporcionalmente entre 0s grupos.

2.2.5. Ultrassonografia

Apdbs a Ultima aplicacdo de BE (D-9) foram realizados exames ultrassonograficos
(Aloka SSD 500, transdutor de 5,0 MHz) em aproximadamente metade dos animais de cada
grupo [0,5G(n = 28); 1G (n = 35); 0,5/PGF (n = 34); 1G/PGF (n = 31)] para identificacdo do
foliculo dominante (FD). As novilhas que ndo apresentaram foliculos maiores que 5 mm no
dia da ultrassonografia (D9) foram consideradas como nao sincronizadas. Portanto, a taxa de
sincronizacao foi determinada pela razao entre o nimero de animais com FD no D9 maiores
que 5 mm e o total de animais tratados.

No décimo segundo dia, 72 horas apos a aplicacdo da segunda dose do BE, foi
realizado novo exame ultrassonografico para determinar a taxa de ovulacdo dos foliculos

detectados no D9.
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Cerca de 35 dias ap6s a IATF foram realizados o diagnostico de gestacdo, por exame

ultrassonografico.

2.3 Experimento 3
2.3.1. Animais e localizacao

O experimento 3 foi conduzido durante a estagdo reprodutiva de novembro 2007 a
maio de 2008, nas mesmas fazendas do experimento 2. Foram utilizadas novilhas Nelores (n
= 459), com idade entre 2 e 3 anos e condigdo corporal de 2,8 £ 0,01 (média £ EPM, em uma

escala variando de 1 a 5 [24]).

2.3.2. Grupos experimentais

As novilhas foram distribuidas ao acaso em quatro grupos experimentais. Dois grupos
idénticos aos do experimento 2 (grupos 0,5G/PGF e 1G/PGF) e dois novos grupos
(0,5G/PGF/eCG e 1G/PGF/eCG) semelhante aos primeiros, exceto que 0s animais receberam
300 Ul de eCG (Novormon, Shering-Plough, New Jersey, USA; via IM) no momento da

retirada do dispositivo intravaginal (D8).

2.3.3. Colheita de sangue e radioimunoensaio de progesterona

Foram selecionados aleatoriamente alguns animais de cada grupo [0,5G/PGF (n =
38); 1G/PGF (n = 47); 0,5G/PGF/eCG (n = 39) e 1G/PGF/eCG (n = 43)] para colheita das
amostras. Apos a colheita, as amostras (10 ml) foram imediatamente centrifugadas a 1600 xg
por 20 minutos e o plasma obtido armazenado a —20° C, até o momento da analise por meio
de técnica de radioimunoensaio. As concentracdes plasméticas de progesterona foram
determinadas de acordo com a técnica de radioimunoensaio descrita por Knickerbocker et al.
[27], modificadas por Carriere e Lee [28]. Os coeficientes de variacdo intra e inter ensaios

foram de 4,56% e 11,48%, respectivamente.
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2.3.4. Ultrassonografia

Os exames ultrassonograficos dos animais foram realizados de forma semelhante ao
segundo experimento. Além disso, no momento da aplicacdo do BE (D9) foram realizadas
mensuraces do diametro do foliculo dominante em um grupo de novilhas [0,5G/PGF (n=
48); 1G/PGF (n = 41); 0,5G/PGF/eCG (n = 51); 1G/PGF/eCG (n = 55)].

O diagndstico de gestacdo foi realizado cerca de 30 dias apds a IATF, por exame

ultrassonogréfico.

2.3.5. Touros e inseminadores

Foram utilizadas doses de sémen comerciais de 8 touros, sendo seis da raga Nelore e
dois Brangus, previamente analisadas quanto as caracteristicas de motilidade e vigor [26]. As
doses de sémen foram distribuidas proporcionalmente entre os grupos tratados.

Todas as inseminacdes foram realizadas por um Unico inseminador experiente.

2.4. Analise estatistica

Para andlise dos niveis plasmaticos de progesterona do experimento 1 foi utilizada a
andlise de variancia para medidas repetidas, através do programa PROC GENMOD do SAS
[25], verificando efeito principal da aplicagcdio de PGF2a no DO, uso de diferentes
dispositivos intravaginais com diferentes concentrac6es de progesterona (0,558 vs 1 grama de
P4), tempo e suas interacoes.

As variaveis taxas de sincronizacdo do foliculo dominante, ovulacédo e prenhez, do
segundo e terceiro experimentos, foram analisadas por regressdo logistica, através do
programa PROC GENMOD do SAS [25]. Para as analises de taxas de prenhez foram
consideradas no modelo o efeito do tipo de dispositivo intravaginal, aplicacdo ou ndo da PGF

no DO, fazenda, inseminador (exp. 2), touro, condicdo corporal e interagdes. As medidas do
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diametro folicular no D9 e nivel plasmatico de progesterona no DO e D8 foram analisados

por andlise de variancia através do programa PROC-GLM do SAS [25].

3. Resultados
3.1. Experimento 1

No inicio do experimento (D0) os niveis circulantes de progesterona nao foram
significativamente diferentes, variando de 5,8 a 7,5 ng/mL. De maneira geral os niveis
circulantes de progesterona durante o periodo foram mais altos para os animais do grupo 1G
e mais baixos para aqueles do grupo 0,5G/PGF. Os animais dos demais tratamentos (grupos

0,5G e 1G/PGF) apresentaram niveis circulantes de P4 intermediarios (Figura 1).

25

-
IS 20 ~
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«© —+—0,5G (n=4)
c 15 +
o —=—1G (n=4)
()
0 —— 0,5G/PGF (n=4)
g 10 _
S 1G/PGF (n=3)
o

5 -

0

DO D1 D2 D4 D8 D10
Dias apds o inicio do tratamento
Figura 1. Niveis plasméticos de progesterona em novilhas Nelores tratadas com dispositivos

intravaginais contendo 0,558¢g (grupo 0,5G) ou 1 g de progesterona (grupo 1G) associadas
(0,5G/PGF; 1G/PGF) ou ndo a PGF2a. no DO.



249

250

251

252

253

254

255

256
257
258
259
260

261
262

263

264

265

266

267

79
3.2. Experimento 2
N&o houve efeito significativo de fazendas (P = 0,26), touros (P = 0,91) e
inseminadores (P = 0,86). Assim sendo os resultados obtidos nas duas fazendas foram
agrupados.
Os tratamentos foram efetivos em sincronizar o ciclo estral dos animais, originando
taxas de ovulagGes superiores a 65%. A utilizagdo de dispositivos intravaginais contendo

0,5G de P4 ndo resultou em melhores taxas de prenhez, (P = 0,67; Tabela 1).

Tabela 1. Taxas de sincronizacdo do foliculo dominante (foliculos >5 mm no D9/total de
animais tratados), ovulagdo e prenhez em novilhas Nelores sincronizadas com dispositivos
intravaginais contendo 0,558 g (grupo 0,5G) ou 1 g de P4 (grupo 1G) e associadas a 75 ug de
PGF2a no dia da insercdo do dispositivo intravaginal (grupos 0,5G/PGF; 1G/PGF).

Tratamentos SINCRONIZAGAODA  OVULAGAO (%) PRENHEZ (%)
ONDA (%)

0,5G 28/25 (89,3) 28/19 (67,8) 76/23 (30,2)

1G 35/33 (94,3) 35/27 (77,1) 70/18 (25,7)

0,5G/PGF 34/34 (100) 34/26 (76,5) 75125 (33,3)

1G/PGF 31/26 (83,9) 31/20 (64,5) 71/20 (28,2)

Efeitos principais

0,5G 62/59 (95,2) 62/45 (72,6) 151/48 (31,8)

CRON 66/59 (89,4) 66/47 (71,2) 141/38 (26,9)

Com PGF 65/60 (92,3) 65/46 (70,7) 146/45 (30,8)

Sem PGF 63/58 (92,1) 63/46 (73,0) 146/41 (28,0)

*ndo houve diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05)

A utilizacdo da PGF2o no inicio do protocolo (D0) ndo interferiu nas taxas de

ovulacdo ou prenhez (P = 0,74).
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3.3. Experimento 3

N&o houve efeito significativo de fazendas (P = 0,69), touros (P > 0,3) e
inseminadores (P = 0,4). Assim sendo os resultados obtidos nas duas fazendas foram
agrupados.

A utilizacdo de dispositivos intravaginais contendo 0,558 g de P4 (grupo 0,5G)
resultou no D9 em foliculos dominantes de maior diametro (P < 0,01). No entanto, ndo afetou
significativamente as taxas de ovulacédo (P = 0,42) e de prenhez (P = 0,45; Tabela 2).

O emprego da eCG no momento da retirada do dispositivo ndo influenciou o tamanho
do foliculo dominante no D9 (P = 0,78), assim como as taxas de ovulacdo (P = 0,79) ou

prenhez (P = 0,49).
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293  Tabela 2. Taxa de sincronizacdo do foliculo dominante (foliculos >5mm no D9/total de
294  animais tratados), didmetro folicular (& FD; média £ EPM) no D9 e taxas ovulagdo e
295 prenhez em novilhas Nelores sincronizadas com dispositivos intravaginais contendo 0,558g
296 oulg de P4 mais a PGF2a no DO (grupos 0,5G/PGF e 1G/PGF), associadas a 300 Ul de
297 eCG (TRIU/PGF/eCG; CRON/PGF/eCG) na retirada do dispositivo (D8).
298
299
TRATAMENTOS  SINCRONIZAGCAO DA @ FD = EPM no D9 OVULAGAO (%) PRENHEZ (%)
ONDA (%)
0,5G/PGF 38/34 (89,5) 10,3 £ 0,35 mm 38/27 (71) 109/42 (38,5)
(n=48)
1G/PGF 47137 (78,7) 9,3+0,34 mm 47/30 (63,8) 119/47 (39,5)
(n=50)
0,5G/PGF/eCG 39/38 (97,4) 10,2 £ 0,29 mm 39/30 (76,9) 115/50 (43,4)
(n=51)
1G/IPGF/ECG 43/40 (93) 9,4 +0,29 mm 43/28 (65,1) 116/46 (39,6)
(n =55)
EFEITOS PRINCIPAIS
0,5G 77172 (93,5) 10,3 + 0,22* mm 77/57 (74) 224192 (41)
(n=99)
1G 90/77 (85,5) 9,3+ 0,21* mm 90/58 (64,4) 235/93 (39,5)
(n = 105)
0 Ul ECG 85/71 (83,5) 9,8 + 0,24 mm 85/57 (67) 228/89 (39)
(n=98)
300 Ul eCG 82/78 (95,1) 9,7 +0,2 mm 82/58 (70,7) 231/96 (41,5)
(n =106)
300  *Diferenca significativa entre os diametros foliculares dos grupos 0,5G e 1G (P<0,01)
301  @FD: diametro do foliculo dominante.
302
303 Os animais tratados com os dispositivos intravaginais contendo 0,558g e 1g de P4
304  apresentaram concentracfes plasmaéticas de P4 semelhantes tanto no DO (P = 0,94) quanto no
305 D8 (Tabela 3).

306
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Tabela 3. Nivel plasmatico de progesterona (média + EPM) no inicio (DO) e no dia da retirada
do dispositivo intravaginal (D8) em novilhas Nelores ciclicas tratadas com 0,558 g (grupo
0,5G) ou 1g (grupo 1G) de P4 associados a PGF2 no DO.

P4 - DO (ng/mL) P4 — D8 (ng/mL)

0,5G 3,92 +0,54 4,39 £ 0,35
(n=24) (n=43)

1G 3,86 £ 0,47 4,58 + 0,30
(n=230) (n=54)

4. Discussao

No presente estudo a utilizagdo de dispositivos intravaginais contendo diferentes
niveis de progesterona (0,558g vs 1,0g) e a aplicacdo da PGF2a. no inicio do protocolo (DO)
alteraram o0s niveis circulantes de progesterona (exp.1l). Porém, estes tratamentos, assim
como a utilizacdo de 300 Ul de eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal ndo
alteraram significativamente as taxas de sincronizacdo do ciclo estral, ovulacdo e prenhez,
contrariando a hipoétese inicial deste trabalho. Por outro lado, a utilizacdo de dispositivos
contendo 0,558g de P4 promoveu aumento significativo do didametro do foliculo dominante
no D9 do protocolo de IATF (exp. 3).

Tanto no segundo quanto no terceiro experimentos, a utilizacdo de dispositivos com
diferentes doses de progesterona ndo influenciou de modo significativo as taxas de ovulacéo
ou prenhez. Resultados semelhantes foram observados por Peres [29] em novilhas tratadas
com dispositivos intravaginais de 1° ou 3° uso (CIDR®). No entanto, Dias [30], do mesmo
grupo de pesquisa, a0 comparar as taxas de prenhez em novilhas ciclicas tratadas com
dispositivos intravaginais de 1°, 2° ou 3° uso (CIDR®) observou melhora significativa dos
resultados. As taxas de prenhez observadas por Peres [29], assim como as do presente estudo,
foram mais altas que as relatadas por Dias [30], 0 que pode ter minimizado um possivel

efeito positivo do uso de dispositivos contendo menos progesterona.
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E interessante notar no presente estudo que, no experimento 2, as taxas de ovulacio e
prenhez foram mais baixas do que no experimento 3 e 0 uso do dispositivo contendo 0,558g
de progesterona aumentou, embora néo significativamente, as taxas de prenhez. No entanto,
no ano seguinte, quando houve uma melhora geral nas taxas de prenhez (exp. 3), este efeito
ndo foi detectado. Embora os dois experimentos tenham sido realizados em condicOes
semelhantes (fazenda, manejo dos animais, inseminadores, condicdo corporal) é possivel que
a condicdo de maturidade sexual tenha sido diferente. O experimento 2 foi realizado no inicio
da estacdo de monta (novembro e dezembro), enquanto que o terceiro experimento se
estendeu de novembro a maio. Byerley et al. [31] relataram que novilhas cobertas no
primeiro cio ap6s a puberdade apresentaram menores taxas de concepg¢ao quando comparadas
com aquelas cobertas ao terceiro cio. Segundo estes autores a fertilidade de novilhas ciclicas
tende a aumentar conforme o nimero de ciclos estrais que elas apresentam quando colocadas
em reproducao.

No primeiro experimento a aplicacdo de PGF2a reduziu os niveis circulantes de
progesterona nos dias 1, 2 e 8 apds o inicio dos tratamentos. Estes resultados eram esperados,
devido ao efeito luteolitico da PGF2a, e foram semelhantes aos observados por Carvalho et
al. [18] nos dias 3, 6 e 8 apos a utilizagdo do agente luteolitico, em protocolo hormonal
semelhante ao do presente trabalho.

A utilizagdo da PGF2o no inicio do protocolo PEPE ndo resultou em aumento
significativo nas taxas de ovulacdo e prenhez corroborando os resultados apresentados por
Marques et al. [16], em novilhas da raca Nelore tratadas com protocolos similares aos dos
experimentos 2 e 3. Por outro lado, Carvalho et al. [18], ao utilizarem novilhas ciclicas e pre-
sincronizadas observaram que os animais tratados com PGF2q. apresentaram aumento no
tamanho dos foliculos dominantes nos dias 8 e 9 e maiores taxas de ovulages.

E interessante notar que a principal diferenca entre os experimentos acima citados é

qgue Carvalho et al. [18] utilizaram novilhas pré-sincronizadas enquanto que nos outros
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trabalhos as novilhas se encontravam em dias aleatorios do ciclo estral. A resposta a
aplicacdo da PGF2o. em dia aleatdrios do ciclo pode ser bastante varidvel. Vacas no inicio do
ciclo (1° ao 5° dia) apresentam pouca ou nenhuma resposta a PGF2a e seus anédlogos [32],
mas a regressao do corpo luteo pode ser de até 100% quando a PGF2a é aplicada no dia 7 do
protocolo Ovsynch em vacas leiteiras [33] ou em vacas Nelore sincronizadas com benzoato
de estadiol e progesterona [34]. Para evitar a fase refrataria do corpo luteo, Peres [29] adiou a
aplicacdo da PGF2ao para o dia 7 do protocolo PEPE em vacas solteiras e observou melhora
significativa no tamanho do foliculo ovulatério no D11 (11,54+0,21 vs 10,84+0,21 mm) e nas
taxas de prenhez (52 vs 36,4%). Portanto, a variacdo da resposta a aplicacdo da PGF2o. pode
explicar, ao menos em parte, os resultados acima.

Alguns trabalhos relatam efeito positivo da gonadotrofina coriénica eqiina (eCG) no
tamanho do foliculo pré-ovulatorio, melhorando as taxas de ovulacédo e prenhez [29,15]. A
capacidade da eCG em se ligar a receptores de LH e FSH pode ser o mecanismo responsavel
pelo aumento do didmetro folicular e da taxa de sincronizacdo [35]. No presente estudo a
aplicacdo de 300 Ul de eCG ndo influenciou significativamente as taxas de prenhez (39,0 vs
41,5%), contrastando com os dados de Marques et al. [16], que avaliaram o efeito da
administracdo de PGF2o no DO e da eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal
de P4 (CIDR®, D8) em novilhas Nelore. Os animais que receberam eCG (400 Ul, IM)
apresentaram maiores taxas de prenhez (15,7 vs 34,9%). O efeito positivo do eCG, no estudo
realizado por Marques et al. [16], pode ter sido favorecido pelas baixas taxas de prenhez
observadas nos animais do grupo controle (15,7%). Entretanto, Peres [29] trabalhando com
elevado numero de novilhas Nelore (n = 1153) observou significativo aumento na taxa de
prenhez dos animais tratados com eCG (47%) quando comparados a aqueles que nédo
receberam esta gonadotrofina (41,3%). Em suma, a maioria dos resultados apontam para um

efeito benéfico da eCG que poderia ser mais ou menos acentuado a depender da condigdo
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corporal e/ou maturidade sexual das novilhas ao inicio do tratamento, porém ndo observado
neste trabalho.

Desta forma pode-se concluir que a aplicacdo de PGF2q. ao inicio do protocolo de
IATF, assim como o uso de dispositivo intravaginal contendo 0,5589 de progesterona resulta
em menores niveis plasmaticos de P4, durante o periodo de tratamento, em novilhas pré-
sincronizadas. O uso de dispositivos intravaginais contendo 0,558g de P4 foram efetivos em
aumentar o didmetro do foliculo pré-ovulatorio no D9, mas ndo resultaram em maiores taxas
de ovulacdo ou de prenhez. A utilizacdo da eCG ndo foi efetiva em aumentar o didmetro do
foliculo dominante (no D9) e melhorar as taxas de ovulacdo ou de prenhez, contrariando a

hipétese inicial do trabalho.
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