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Tudo na vida depende de deciséo inteligente e uma acéo firme.
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Abreviaturas utilizadas neste texto

ABCZ - Associacéao Brasileira dos Criadores de Zebu
CE - Ciclo estral

BE — Benzoato de Estradiol

CIDR - Controlled Internal Drug Release

CL - Corpo Luteo

CLG — Células luteas grandes

CLP — Células luteas pequenas

DIB — Dispositivo Intravaginal Bovino

E2 — Estradiol

eCG - Gonadotrofina coribnica equina.

FSH — Horménio Foliculo Estimulante

GnRH - Horménio Liberador de Gonadotrofinas

IA — Inseminacéo Artificial

IATF — Inseminacgao Artificial em tempo fixo

IGF-I — Horménio de crescimento semelhante a insulina tipo |
LH — Horménio Luteinizante

MGA - Acetato de Melengestrol

PGF2a - Prostaglandina Faa

P4 — Progesterona

PIB — Produto Interno Bruto

PRID — Progesterone Releasing Intravaginal Device
RTB — Remocao Temporaria de Bezerros

SMB - SyncroMate B

VE - Valerato de Estradiol




RESUMO

A curta duracdo do estro na ragca Nelore (Bos indicus), dificulta a
deteccdo do estro nos programas convencionais de inseminagdo artificial. A fim de
contornar este problema, foram testados tratamentos hormonais para sincronizar a
ovulagao e permitir a IA com tempo fixo (IATF).

No experimento (Exp.) |, novilhas Nelore (n=222), foram distribuidas
aleatoriamente em 3 grupos: Grupo GP (n=71), GPE (n=71) e PP-GPE (n=80). Os
animais do Grupo GP foram tratados com um analogo do GnRH (50 ug de acetato de
gonadorelina, via IM, Dia 0), seguido 7 dias mais tarde por PGF2a (150 pg de d-
cloprostenol, Prolise®, via IM, Dia 7). Apés a injecao de PGF2a, as novilhas do foram
observados duas vezes ao dia para a deteccao do cio e a |A foi realizada 12 horas mais
tarde. No Grupo GPE as novilhas receberam uma injecdo adicional de benzoato de
estradiol (BE, 1,0 mg, Estrogin®, via IM) 24 h apds a administragdo de PGF2a e foram
inseminadas entre 30 e 36 h apds a inje¢cado de BE. Os animais do Grupo PP-GPE ),
foram pré sincronizados com 2 aplicagcbes de PGF2a, com intervalo de 11 dias entre as
mesmas. Onze dias apos a segunda aplicagao de PGF2a, as novilhas foram tratadas e
IA de acordo com o protocolo GPE.

No Exp.ll, Vacas Nelore (60 a 90 dias pds parto) foram distribuidas
aleatoriamente em 4 grupos: Grupo Controle (n=82), Grupo CIDR/IATF (n=80), Grupo
P4100mg (n=72) e Grupo P450/50mg (n=76). Os animais do Grupo Controle receberam
um dispositivo intravaginal contendo progesterona (CIDR, 1,9 g de progesterona) e uma
injecdo de BE (2,5 mg, via IM, Dia 0). Nove dias mais removeu-se o CIDR e
administrou-se PGF2a. (150 ng, via IM, Dia 9). Apés a injecao de PGF2a os animais
foram observados duas vezes ao dia para detecgao de cio e a |A foi realizada 12 horas
mais tarde. Grupo CIDR/IATF (n=80), este tratamento foi similar ao grupo Controle,

exceto que 24 horas apos a retirada do CIDR e aplicagédo da PGF2a, todos os animais



receberam outra injecdo de BE (1,0mg, via IM). Trinta a trinta e seis horas apds a ultima
aplicacao de BE, todas as vacas foram IATF. Os animais dos Grupos P4100mg e
P450/50mg, foram tratados de forma similar aos do Grupo CIDR/IATF, exceto que no
lugar de receberem CIDR no Dia 0, os animais foram tratados com 100 mg de
progesterona por via intramuscular (Grupo P4100mg) ou 50 mg via intramuscular e 50
mg via subcutanea (Grupo P450/50mg).

No Exp. lll, vacas lactantes Nelore (n=83) e Mestigas (n=102), com 60 a
90 dias pos parto, foram divididas aleatoriamente em 3 grupos: Grupo Controle (n=25,
13 Nelores e 12 Mestigas), Grupo IATF (n=81, 34 Nelores e 47 Mestigas) e Grupo
IATF/RTB (n=79, 36 Nelores e 43 Mesticas). Os tratamentos hormonais utilizados no
Grupo Controle e no Grupo IATF foram idénticos aos descritos no Exp. Il, exceto pelo
fato de ser utilizar o DIB® (1g de progesterona) no lugar do CIDR®. Os animais do
Grupo IATF/RTB (n=79, 36 Nelores e 43 Mestigas), receberam o mesmo tratamento
hormonal que aqueles do Grupo IATF, entretanto, todos os bezerros foram removidos
logo apés a aplicagdo da PGF2a (D9) e retornaram 54 horas mais tarde (D11).

O diagnéstico de gestagao foi realizado, por meio de ultra-sonografia, 40 a
50 dias ap6s a inseminacao artificial (Exp.l, Il e 1lI).

No Exp.l, das 71 novilhas tratadas no grupo GP 45 manifestaram cio e 8
tornaram-se prenhas, resultando em baixas taxas de concepcgéo (17.7%) e prenhez
(11,25%). De forma similar, também foram observadas baixas taxas de prenhez apos
os tratamentos GPE(11,25%) e PP-GPE(7,46%). Boa parte dos animais que nao
emprenharam nos grupos GP(35%), GPE(42,2%) e PP-GPE(46,8%), apresentaram
intervalo de retorno ao cio apds a IA superior a 26 dias. Devido a este fato, escolheu-se
aleatoriamente 20 novilhas entre os 3 grupos tratados para sorologia de Rinotraquite
Infecciosa Bovina (IBR) e 80% destes animais apresentaram resultado positivo.

No Exp.ll, 7 vacas do Grupo Controle foram excluidas por apresentarem o
CIDR no Dia 9. Dos 75 animais restantes, 58 (77,3%) manifestaram estro apos a
retirada do dispositivo intravaginal e 31 ficaram prenhes (41,3%). A taxa de prenhez no
Grupo CIDR/FTAI (51,3%) foi semelhante as do Grupo Controle, porém
significativamente maior do que as dos Grupos P4100mg (18,0 %) e P450/50mg (15,8%,
p<0.01).



No Exp. lll, devido ao fato de ter ocorrido interacdo entre racas e grupos
experimentais, as taxas de prenhez foram analisadas separadamente para cada raca.
Nas vacas Nelore, houve aumento significativo na taxa de prenhez no Grupo com
remogao temporaria de bezerros (Grupo IATF-RTB, 69,4%) quando comparado aos
Grupos Controle (7,7%) e IATF (23,5%, p<0,01). Entretanto, nas vacas Mesticas as
taxas de prenhez nédo diferiram nos 3 grupos: Controle (41%), IATF (59,6%) e IATF-
RTB (55,8%, p>0,1).

Os resultados obtidos no Exp. 1 indicam que as baixas taxas prenhez
observadas em novilhas Nelore, provavelmente foram decorrentes da presencga de IBR
no rebanho. Portanto, novos experimentos precisam ser realizados a fim se avaliar a
eficiéncia do protocolo GPE em novilhas.

Os protocolos com dispositivo intravaginal contendo progesterona
mostraram-se eficazes em sincronizar a ovulagdo e originaram taxas de prenhez
satisfatorias em vacas Nelore. Entretanto, a substituicdo do dispositivo intravaginal por
aplicagdo intramuscular e/ou subcutanea de progesterona resultou em diminuigdo
significativa nas taxas de prenhez.

A remocgao temporaria de bezerros pode melhorar a taxa de prenhez
em animais submetidos a protocolos hormonais com dispositivo intravaginal contendo

progesterona, como indicam os resultados obtidos em vacas Nelore (Exp. lll).

Palavras chaves: Bos indicus, GnRH, Inseminag&o Artificial, Progesterona,

Remocéo de bezerros.




INTRODUCAO E OBJETIVOS

A populagdo humana mundial tem se expandido em ritmo assustador, em
particular nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. E pouco provavel que a
expansao da area agricultavel do planeta seja superior a 1% ao ano. Por conseguinte,
parece fora de duvida que aumentar a produtividade agropecuaria, representa a chave
para solucionar o problema de desnutricdo e inanicdo das futuras geragbes nas
préoximas décadas (Peixoto; 1993).

A pecuaria bovina brasileira tem importante contribuicdo na formacgao do
PIB agropecuario (produto interno bruto) e € a principal fonte de alimentos de alto valor
biolégico, como a carne bovina. A contribuicdo do setor na estabilidade socio-
econdmica do pais é refletida quando se analisa a cadeia de produgao da carne bovina
em numero de empregos gerados direta e/ou indiretamente nas regides urbanas e/ou
rurais, onde estdo envolvidas, aproximadamente 7 milhdes de pessoas, desde a
producao até a comercializagao final ao consumidor (IBEGE, 1996)

Devido a facilidade de adaptacdo ao clima tropical, (adaptabilidade e
rusticidade), boa resisténcia aos endo e ectoparasitas, estrutura fisica que lhe
proporciona facilidade de locomogé&o, além de excelente habilidade materna (facilidade
de parto e protegcdo da cria) os zebuinos (Bos taurus indicus) predominam em muitos
paises do hemisfério sul e no Brasil (Santiago, 1995; Santos, 1995, B6 et al, 2003).
Entre as ragcas de corte, a Nelore € a que possui o maior contigente numeérico: 90
milhées de cabecgas do total de 170 milhdes que compdem o rebanho nacional, sendo
considerada o alicerce da cadeia produtiva pecuaria brasileira (Associagdo dos
Criadores de Nelore do Brasil - ACNB, 2003).

De acordo com a ABCZ (Associagao Brasileira dos Criadores de Zebu)
apenas 4,6% do rebanho de corte e leite brasileiro sdo inseminados. A inseminagao
artificial (IA) € uma biotecnologia fundamental para o melhoramento genético do

rebanho bovino. Entretanto, a deteccdo do cio, a que requer tempo e pessoal



adequadamente treinado, continua a ser um dos principais fatores limitantes para a
ampla utilizacdo da mesma (Macmillan, 1992).

Em fémeas Nelore, a curta duracdo do estro (cerca de 11 horas),
associada a alta incidéncia de cios noturnos (30-50%) dificulta a detecg¢ao do estro e
prejudica a implantagdo de programas convencionais de IA (Barros et al, 1998 e Barros
& Fernandes, 1998). Desta maneira, o desenvolvimento de protocolos que empregam
técnicas de reproducao, onde se sincronize a ovulagao e que permita a realizagao da IA
sem observacdo de cio, ou seja, em tempo pré-determinado (fixo), colabora
sobremaneira para a melhoria da eficacia desses programas, contribuindo para a
otimizagao genética e produtiva do rebanho brasileiro.

O presente trabalho tem por objetivo testar a eficiéncia de protocolos
hormonais pata IATF, mais especificamente:

- avaliar a eficiéncia do protocolo GPE em novilhas da raga Nelore;

- avaliar a eficiéncia da administracao da progesterona por meio de
dispositivo intravaginal ou através de inje¢des intramusculares e/ou subcutanea, em
protocolos para a IATF;

- avaliar a eficiéncia do tratamento hormonal com dispositivo intravaginal

liberador de progesterona, associado ou nao a remogao temporaria de bezerros.



REVISAO DE LITERATURA

Regulagdao Hormonal do Ciclo Estral

O ciclo estral (CE) é regulado por mecanismos enddcrinos e neuro-
endocrinos envolvendo, principalmente os horménios hipotalamicos (horménio liberador
de gonadotrofinas — GnRH), hipofisarios (horménio luteinizante — LH e hormoénio
foliculo estimulante — FSH) e gonadais ( estradiol — E2, progesterona — P4 e inibina).

O GnRH é um decapepitideo sintetizado por células neuroenddécrinas na
area pre optica do hipotalamo e apds ser liberado sob a forma de pulsos (Clarke, 1988)
atinge a adenohipéfise através do sistema porta-hipotalamo-hipofisario, onde determina
a secrecao das gonadotrofinas LH e FSH, ambas sao glicoproteinas constituidas de
uma sub-unidade o comum e uma sub-unidade B distinta. Essas gonadotrofinas sao
liberadas de maneira pulsatil na circulagédo sistémica e atua nas génadas regulando a
gametogénese e a secregao dos estrogenos gonadais ( Stanislaus et al., 1998).

O LH, secretado pela adeno-hipofise, € regulado pela P4 e E2 ovarianos.
Durante a maior parte do CE, ambos hormdnios inibem a secrecdo de LH por meio de
retroalimentagdo negativa sobre o eixo hipotalamico-hipofisario (Goodman & karsch,
1980; clarke, 1988; Price & Webb, 1988). O LH ¢ liberado sob a forma de pulsos que
variam em frequéncia e amplitude (Rahe et al., 1980; Wright & Malmo, 1992, Shupnik,
1996). Apds a lutedlise, a concentragdo sérica de P4 diminui a niveis inferiores a 1
ng/ml, o que permite o aumento na freqténcia dos pulsos de LH (Goodman & Karsh,
1980; Karsh, 1987; Wiltbank et al, 2002).

O aumento na frequéncia de pulsos de LH estimula a maturagcdao do
foliculo dominante que passa a secretar quantidades crescentes de 17p-estradiol
(Ireland & Roche, 1987; Fortune et al, 2001). O E2 na auséncia de P4 , estimula a

sintese de receptores para GnRH na hipdfise (Schoenemann et al., 1985) tornando-a



mais sensivel ao GnRH (Kesner et al., 1981) ao mesmo tempo que aumenta a
frequéncia e amplitude dos pulsos de GnRH (Hansel & Convey, 1983) e estimula a
sintese de gonadotrofinas, o que resulta no pico LH (Hurnik, 1987) e
consequentemente, na ovulagéo do foliculo de Graaf (Clarke, 1988; Mukasa-Mugerwa,
1989, Cassar et al., 2002).

Foliculogénese e Dinamica Folicular

A foliculogénese bovina é um processo continuo de crescimento e atresia
dos foliculos ovarianos (Matton et al., 1981; Nilsson et al., 2001) que se inicia na vida
fetal, passa pela puberdade (Evans et al., 1994) e continua na vida reprodutiva até a
senilidade (Hafez, 1993).

Nos ovarios de uma fémea pubere podem ser encontrados os seguintes
foliculos: primordiais (repouso), que consistem de um odcito rodeado por uma camada
de células somaticas (pré-granulosa) achatadas; foliculos primarios, quando a unica
camada de células da granulosa ao redor do odcito torna-se cuboidal; foliculos
secundarios ou pré-antrais, apresentam duas ou mais camadas de células da granulosa
desenvolvidas e o odcito entra numa fase de crescimento intensivo; foliculos terciarios
ou antrais em maturagao, caracterizado por uma cavidade repleta de liquido (fluido
folicular) , o antro, dentro da multicamada da granulosa e o foliculo pré ovulatério ou de
Graaf (Van den Hurk & Zhao, 2003). O fluido folicular € um instrumento de suporte
nutricional e desenvolvimento do ovécito, bem como um veiculo no qual o ovécito é
transportado para a tuba uterina durante a ovulagado (Woolums & Peter, 1994). O fluido
€ rico em glicoproteinas, tais como inibina (inibe a secrecdo de FSH e o crescimento
dos foliculos subordinados (Rice, 1991; Ginther, 2000); a folistatina (suprime o
crescimento folicular) e a activina ( estimula a sintese e/ou liberagdo do FSH (Xiao et al,
1992).



O processo continuo de crescimento e regressao dos foliculos, que leva
ao desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério, € conhecido como dindmica folicular,
enquanto que o padréo de crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos é
denominado onda de crescimento folicular (Lucy et al, 1992).

A maioria dos animais de racas européias, apresentam durante o ciclo
estral duas (Pierson & Ginther, 1988, Knopf et al., 1989; Ginther et al., 1989) ou trés
(Ireland & Roche, 1987; Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988) ondas de
crescimento folicular e esporadicamente uma ou quatro ondas (Savio et al., 1988, Sirois
& Fortune, 1988; Murphy et al., 1990). Em zebuinos (Bos indicus), ha predominancia
de 2 ondas de crescimento em vacas Nelore (90%), enquanto que em novilhas Nelore a
ocorréncia de 3 ondas é mais frequente (67%, Barros et al., 1995; Figueiredo et al.,
1997). Cada onda folicular dura aproximadamente 10 dias, podendo variar entre 6 e 15
dias (Wiltbank et al., 1996).

FIGUEIREDO et al., (1997) verificaram que o diametro maximo dos
foliculos ovarianos, em racas zebuinas, como a Nelore, foi de 11 a 13 mm; e na raca
Gir (Gambini et al., 1997) parece ser menor que os valores entre 15 a 20 mm
observados em novilhas (Savio et al, 1988; Ginther et al., 1989; Knopf et al., 1989) e
vacas de racas européias (Murphy et al., 1990; Taylor & Rajamahendram, 1991).
Recentemente, Mizuta (2003) ndo encontrou diferengas entre o tamanho do foliculo pré
ovulatério em vacas Nelore (12,6 mm) quando comparado com vacas Angus (12,6 mm)
e mestigas Angus x Nelore (13,0 mm). Viana et al. (2000) relataram que o didmetro
maximo alcangado pelo foliculo dominante em bovinos da raga Gir foi de 13,25+0,96
mm.

O desenvolvimento folicular na espécie bovina envolve o recrutamento de
um grupo de foliculos primordiais para iniciar o crescimento (fase de recrutamento).
Dentre estes, um foliculo é selecionado, ndo sofre atresia e potencialmente pode ovular
(fase de selecgao). O foliculo selecionado passa a exercer dominancia sobre os demais
foliculos, suprimindo o crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento de um novo
grupo de foliculos (fase de dominancia, Hodgen, 1982; Ireland & Roche, 1987; Ginther
et al., 1989 e 1996; Sirois & Fortune, 1990). Na presencga de altas concentragdes

plasmaticas de progesterona, ha decréscimo na frequéncia de pulsos de LH (Roberson



et al., 1989). Consequentemente, o foliculo dominante falha em ovular, perde a
dominancia e sofre atresia (Ginther et al., 1989; Lucy et al., 1992; Stock & Fortune,
1993). Desta forma, é somente por ocasiao da lutedlise, quando as condi¢des
hormonais sdo favoraveis (P4 < 1 ng/ml) que o foliculo dominante podera ovular.

Os foliculos séo recrutados em grupos apds um aumento nas
concentragdes plasmaticas de FSH que precede as ondas de crescimento folicular
(Adams et al., 1992; Fortune, 1994). As concentracdes de FSH s&o primariamente
reguladas por dois componentes de origem ovariana, a inibina e o estradiol (Wright &
Malmo, 1992; Wiltbank et al., 1996). A inibina parece ser secretada por todos os
foliculos maiores que 3 mm de didametro, incluindo muitos foliculos atrésicos. Por outro
lado, as concentragdes de estradiol aumentam paralelamente ao crescimento do
foliculo dominante, que é responsavel por 80% do estradiol e 50% da inibina secretada
na circulagao, neste momento (Campbell et al., 1990a, Wilttbank et al., 1996).

A producao de estradiol pelo foliculo ovariano requer a interagao entre as
células da teca e da granulosa e as gonadotrofinas hipofisarias (Austin & Short, 1984;
Wiltbank et al., 1996). O LH estimula a enzima P450scc a transformar o colesterol em
androgenos no interior das células da teca interna. A enzima aromatase, sob estimulo
de FSH, converte os andrégenos em estrégenos nas células da granulosa (Knight,
1996).

Antes da divergéncia, o foliculo dominante em fase de crescimento,
produz quantidades crescentes de estradiol sob influencia do FSH. Este aumento nos
niveis de E2, suprime a secre¢ao de FSH por mecanismos de retroalimentacao
negativa sobre o eixo hipotalamico-hipofisario. Durante a divergéncia, o foliculo
dominante adquire receptores para LH, que mantém o crescimento e maturagao
folicular, enquanto que os foliculos subordinados sofrem atresia por ndo possuirem

esses receptores (Ginther et al., 1996; Beg et al., 2000)



Ciclo estral

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

Regressao Luteal

Nos bovinos e ovinos a lise do corpo luteo (lutedlise) é causada pela
liberagdo de PGF2a proveniente do endométrio uterino (Horton & Poyser, 1975).
Durante este processo ocorrem dois eventos associados: primeiro € a perda da
capacidade de sintetizar P4; seguido pela perda das células que constituem o corpo
luteo (McGuire et al., 1994). O sinal hormonal que inicia a liberacdo de PGF2a em
quantidades luteoliticas € o E2 proveniente do foliculo pré ovulatério. O E2 estimula a
sintese de receptores de ocitocina no endométrio, e a ocitocina proveniente do corpo
luteo e neuro-hipofise (McCracken et al., 1996), estimula a liberacdo de pequenas
quantidades de PGF2a uterina (Fairclough et al., 1980). A PGF2a € secretada de forma
pulsatil pelo endométrio durante o periodo da lutedlise (Shemesh & Hansel, 1975) e
atinge o CL ipsolateral por difusdo da veia uterina para a artéria ovariana através de um
mecanismo de contra corrente (Ginther & Del Campos, 1974; Hixon & Hansel, 1974;
Ginther, 1974; Ginther, 1981).

Experimentos realizados tanto in vivo quanto in vitro demonstraram que a

administragdo de PGF2a promove varios efeitos: decréscimo no fluxo sanguineo (Nett



et al., 1976;), alteragcdes na atividade das enzimas esteroidogénicas (Caffrey et al.,
1979; Rao et al., 1984), alteragcbes na conformagao da cromatina nuclear (Chegini et al.,
1991), diminuigdo no numero de células luteas pequenas (CLP, Braden et al., 1988),
liberagdo da ocitocina luteal (Flint & Sheldrick, 1982), decréscimo da prostaciclina luteal
(Milvae & Hansel, 1983), ativacdo do sistema fosfolipase C, aumento do inositol
trifosfato e do calcio intracelular (Davis et al., 1988; Duncam & Davis, 1991) e
alteracdes na atividade da proteina Kinase C (Orwig et al., 1994).

As células luteas grandes (CLG) possuem maior numero de receptores de
alta afinidade para a PGF2a em sua membrana plasmatica que as CLP (Powell et al.,
1976; Wiltbank et al., 1995). A observagdo de DAVIS et al., (1988), que a PGF2a
aumenta a atividade da enzima fosfolipase C tanto nas CLP quanto nas CLG sugere
que as CLP podem ter receptores suficientes para responder a PGF2a (Rodgers,
1990). Estudos recentes tém demonstrado que o RNAm para receptores de PGF2a
aumenta progressivamente do inicio para o final do CE, e esta marcadamente reduzido
durante a lutedlise (Sakamoto et al., 1995). Entretanto, WILTBANK et al. (1996),
relataram que ndo houve diferenga significativa na concentracdo de receptores para

PGF2a ou na sua afinidade durante o ciclo estral.

Fase Folicular

A fase folicular inicia-se com a lutedlise, na qual as concentracbes de P4
caem abruptamente a niveis menores que 1 ng/ml, permitindo o aumento da frequéncia
dos pulsos de LH, que por sua vez estimulam o desenvolvimento do foliculo dominante.
Este foliculo completa seu crescimento e produz altas quantidades de E2, que induzira
o comportamento do cio e provocara o pico pré-ovulatério de LH (Bo, 2000).

O cio é caracterizado pelo desejo sexual em que a fémea permite ser

montada (Blockey, 1980; Esslemont et al., 1980). Entretanto, existem outros sinais



como vulva edemaciada, mucosa vaginal hiperémica, descarga de muco vaginal claro e
elastico, insercao da cauda arrepiada, inquietude, formagao de grupos, perda de apetite
e queda na produgao de leite, que auxiliam na identificagcdo do animal em cio
(Gongalvez et al., 2001). A simples observacgéao diaria do comportamento sexual de
vacas e novilhas permite a identificagao do cio, entretanto, a frequéncia (2 a 4 vezes ao
dia) e o tempo ( 15 a 60 minutos) despendido nesta observacgéao influenciam na acuracia
da detecgédo do cio (Vaca et al., 1985).

Diversos recursos podem auxiliar na identificagdo da fémea bovina em cio,
tais como o uso de tinta na cauda das fémeas (MacMillan & Henderson, 1984) e rufides
( machos deferentectomizados ou com desvio lateral de pénis e prepucio) equipados
com bucgal marcador (Mukasa-Mugerwa, 1989). Além disso pode se utilizar camaras de
video, peddmetros eletrénicos (Senger, 1994) e a radiotelemetria (Stevensom et al.,
1996) na qual um dispositivo sensivel a pressao, colocado na garupa da fémea, origina
impulsos eletrénicos. Estes impulsos sao transmitidos a um computador que registra a
atividade de monta de cada animal.

Nas ragas européias (Bos taurus) o cio dura de 16 a 18 horas e a
ovulagdo, em média, entre 28 e 31 horas apds o inicio do cio. (Escobedo et al., 1989;
Galina & Arthur, 1990; Stock & Fortune, 1993), ou seja, entre 10 e 12 horas ap6s o final
do cio (Hansel & Echternkamp, 1972; Wishart, 1972; Hunter & Wilmut, 1984). Por outro
lado, em zebuinos, a receptividade sexual €, em média, de apenas 11 horas (Mukasa-
Mugerwa, 1989; Galina & Fortune, 1990, Pinheiro et al., 1998), podendo variar de 1,3 a
20 horas (Mukasa-Mugerwa, 1989; Galina & Arthur, 1990). PINHEIRO et al. (1998),
utilizando a técnica de ultra-sonografia, verificaram que o intervalo entre o inicio do cio
e a ovulagao era de 26,6 + 0,44 horas e a duragao do cio de aproximadamente 11 horas
em vacas Nelore, com estro natural ou induzido por tratamentos hormonais.
Adicionalmente, observaram que 54% dos animais iniciavam o cio durante o periodo
noturno ( entre 18:00 e 6:00 horas) e dentre estes, 35% iniciaram e terminaram o cio

durante a noite.



Fase Lutea

A fase lutea é caracterizada por um ovario contendo um corpo luteo
(CL), que resultou do rompimento do foliculo ovulatorio (Gongalvez et al., 2001) O CL &
uma glandula enddcrina transiente, o qual o produto secretado primario, a P4 é o
elemento chave para muitos processos reprodutivos incluindo a ovulagdo, o
comprimento do CE e manutencgao da prenhez (Webb et al., 2002).

O foliculo conttm uma camada avascular de células da granulosa
envolvidas por uma membrana basal, uma camada de células da teca interna e outra
da teca externa. A ovulagado nos mamiferos € similar ao processo inflamatério e ocorre
durante os primeiros estagios do processo de luteinizagdo que ¢€ iniciado pelo pico pré-
ovulatorio de LH ( Gongalvez et al., 2001), Durante este processo a membrana basal do
foliculo se rompe e o odcito, junto com o fluido folicular sdo eliminados criando uma
cavidade para o desenvolvimento do CL a partir de células da teca e da granulosa que
invadem a cavidade folicular, onde crescem (hipertrofia) e se dividem (hiperplasia)
formando as CLP e as CLG, respectivamente (Milvae et al., 1996). Esta transformagéao
das células da teca interna e da granulosa é referida como luteinizagdo e representa o
estagio final de desenvolvimento destas células. A proliferagdo das células no
desenvolvimento do CL, € muito rapida, podendo ser, este crescimento, comparado ao
que ocorre em tumor (Du Mesnil, 1993). Este crescimento pode estar sob influéncia de
fatores angiogénicos e mitogénicos, podendo se incluir fatores de crescimento
fibroblasto, fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-l), fator de
crescimento endotelial vascular (Suh et al., 1992; Juengel et al., 1997). Para explicar o
quao rapido é este crescimento, basta-se saber que na vaca o CL no dia 3 depois da
ovulagdo pesa, aproximadamente 640 mg, porém no dia 14 do CE, seu peso € de
aproximadamente 5,1 gramas (Einer & MacCraken, 1981).

Nos bovinos, as CLP tém menos que 20 um e as CLG 20-30 um. Ha
evidéncias que algumas CLP podem se transformar em CLG num CL maturo (Farin et
al., 1986). As CLG produzem mais P4 por célula que as CLP, porém as CLP possuem

maior quantidade de receptores para LH e por isto, respondem mais intensivamente ao



LH na secrecédo de P4 que as CLG (Fitz et al., 1982). Além disso, as CLG produzem
ocitocina, a qual tem um papel importante na lutedlise dos ruminantes (Wathes et al.,
1983 e 1984; Fields et al., 1985 e 1992).

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

Sincronizacao do Estro

A sincronizacéo do estro, € uma biotécnica reprodutiva, que através da
utilizacao de tratamentos hormonais, permite que um maior numero de fémeas entrem
no cio, num determinado periodo de tempo, possibilitando a concentragcéo da
inseminagao artificial e da paricado em épocas desejaveis dentro dos sitemas de
producao (Evans & Maxwell, 1987; Odde, 1990).

O uso da progesterona na sincronizagéo do estro, data do ano de 1948,
quando CHRISTIAN & CASIDA, demonstraram a supressao do estro em bovinos e
controle da ovulagdo com tratamentos onde se utilizou progesterona exdégena. Na
década de 60, alguns trabalhos demonstraram a eficacia, na regulagao do ciclo estral
obtida com varias inje¢des diarias de progesterona, num total de até 20 dias. Estes
tratamentos resultavam em altas taxas de sincronizacéo do estro, no entanto
apresentavam baixa fertilidade, além de sua pouca praticidade, decorrente das
aplicagdes diarias do hormdnio. (Hansel, 1965; Macmillan & Peterson, 1993). Em 1962,
o acetato de melengestrol (MGA), um progestageno administrado por via oral, foi
introduzido no intuito de sincronizar o estro dos animais tratados (Patterson et al.,
1990). Os animais recebem uma dosagem de 0,5 a 1,0 mg /animal/ dia, administrado na
ragao ou sal mineral, por periodo superior a 14 dias (Zimbelmann et al., 1970;
Rajamahendram & Taylor, 1991; Wright & Malmo, 1992), o estro ocorre dentro de 6 dias



apos o tratamento em aproximadamente 70% dos animais, porém a taxa de concepgao
geralmente é reduzida em 30% (Beal, 1996). Tratamentos com progestagenos por
periodos prolongados, sincronizam o estro com precisao, porém as inseminagdes
artificiais apds o estro sincronizado, resultaram em baixa taxa de prenhez (Wishart,
1972; Gordon, 1976; Beal, 1996).

Por mais de 30 anos, estudos tém sido realizados para avaliar diferentes
tratamentos com progesterona / progestagenos em varios protocolos de sincronizagao
do estro (B6 et al., 2003). O uso de estradiol em combinagdo com tratamentos onde se
utilizou progestageno foi realizado em 1961 por WILTBANK et al. Esta combinagao
resultou no produto comercial conhecido como SyncroMate B (SMB), que consiste de
um implante contendo 6 mg de norgestomet, mantido por 9 dias, associado a uma
injecao intramuscular de valerato de estradiol (VE, 5mg) e norgestomet (3 mg) no dia da
colocacgao do implante (Wiltbank & Gonzales-Padilla, 1975; Rathbone et al.; 1998). O
E2 é usado como agente luteolitico indireto e o progestageno para previnir a ovulagao
se o tratamento for iniciado no final do CE (Wishart & Young, 1974). A injecéo
intramuscular de norgestomet permite que as concentragbes plasmaticas de P4
alcancem picos de 1,5 ng/ml dentro de uma hora; e dentro de 2 dias apds o implante as
concentragcdes permanecem constantes (Rathbone et al., 1998). O SMB induz o cio em
77 a 100% dos animais tratados, sendo que as taxas superiores a 90% sao
encontradas na maioria dos trabalhos publicados (Odde, 1990). Entretanto, a taxa de
concepgao do estro induzido pelo SMB varia muito (33 a 60%, Odde, 1990; 14 a 60%,
Klesler & Favero, 1996), sendo influenciada pelo dia do ciclo estral em que o tratamento
€ iniciado (Odde, 1990, Beal, 1996) e pela condi¢ao corporal dos animais (Dunn, 1980).
O valerato de estradiol, a semelhanca da PGF2a, ndo é capaz de promover lutedlise
nos primeiros cinco dias do CE (Wiltbank et al., 1996).

Outro produto comercial que surgiu a base de norgestomet € o Crestar. As
diferencas entre o Crestar e o SMB séao relativas ao material do implante (silicone vs.
Hidrénico) e a quantidade de norgestomet (3 mg vs. 6 mg, Kastelic et al., 1997,
Rathbone, 1998). No implante de silicone a liberagdo € constante e linear, enquanto
que a secregao pelo implante hidrénico €, inicialmente, muito rapida ( primeiro dois dias)

e depois muito lenta (Klesler et al., 1995; Rathbone et al., 1998). Em vacas Bos indicus,



sincronizadas com implantes auriculares, obteve-se resultados de prenhez satisfatorios,
porém o mesmo nao se repetiu em novilhas (McGowan, 1999), possivelmente, devido
as altas concentragbes sanguineas de estradiol, durante o tratamento com o VE (
Cavalieri et al., 1997). Devido a alta incidéncia de animais que apresentam cio n&o
ovulatério com tratamentos onde se emprega o VE (Williams et al, 2002), uma opg¢ao
para melhorar a taxa de prenhez ¢ administrar gonadotrofina coridénica equina (eCG)
no momento da remogao do implante, a fim de estimular o crescimento folicular e
sincronia do estro (Cavalieri et al., 1997; Bo et al, 2002b).

Além do SMB e do Crestar, ha trés dispositivos intravaginais liberadores
de P4 denominados CIDR (“Controlled Internal Drug Release”, 1,9 g de P4, Macmillan
et al., 1993), PRID (“Progesterone Realising Intravaginal Device”, 1,559 de P4,
Chenault, 1992) e mais recentemente langado no mercado nacional o DIB (“Dispositivo
Intravaginal Bovino”, 1 g de P4). Inicialmente, o CIDR vinha acoplado com uma capsula
de gelatina contendo benzoato de estradiol (BE, 10 mg), que era inserida junto com o
disposito, no intuito de induzir a lutedlise e recrutamento de uma nova onda folicular
(Macmillan & Peterson, 1993), porém trabalhos subsequentes demonstraram que a
administragcdo do BE por via intramuscular resultou em melhor sincronia na
emergéncia de ondas de crescimento folicular (B6 et al., 2003).

A partir da comprovacgao dos efeitos luteoliticos da PGF2a em bovinos por
ROWSON et al. (1972), varios analogos sintéticos desta luteolisina foram
comercializados e amplamente utilizados para controlar o CE (Inskeep, 1973, Tatcher &
Chenault, 1976, Odde, 1990, Larson & Ball, 1992, Beal, 1996). A PGF2a pode ser
utilizada em dose unica, porém requer identificacdo prévia do corpo luteo. O CL é
responsivo a PGF2a entre 0 5° e 16° do CE. A fim de evitar a fase inicial do CE, duas
doses podem ser administrada com intervalo de 11-14 dias, obtendo-se assim melhores
taxas de manifestagao do cio apdés a segunda dose (Lauderdale et al., 1981; Odde,
1990; Chenault, 1992; Beal, 1996).

Uma das limitagbes da utilizacdo de PGF2a é a baixa taxa de
sincronizagao na indugao do cio (Tanabe & Hann, 1984). O tempo entre a aplicagao da
PGF2a e da manifestacdo do estro em bovinos pode variar por um periodo de até 6

dias, devido ndo somente a resposividade do CL a este horménio, mas também pelo



estagio do desenvolvimento folicular no momento da aplicagcdo da PGF2a (B6 et al.,
2003). Por exemplo, a injecdo de PGF2a quando existe um foliculo dominante permite
rapida maturacao e ovulagdo do mesmo, enquanto que apos a administracdo no inicio
de nova onda folicular serdo necessarios 3 a 5 dias para que ocorra selecéo e
maturagdo de um novo foliculo dominante, resultando num intervalo maior entre o
tratamento e a ovulagéo.

Em animais Bos indicus, mesmo se confirmando a presenca de CL no
momento da aplicacdo de PGF2a, o numero de animais que respondeu ao tratamento
(manifestaram estro) foi 30% menor do que os resultados encontrados com Bos taurus
(Galina & Arthur, 1990). Em vacas da raca Nelore (Figueiredo et al., 1997; Castilho et
al., 1997b) e Gir (Gambini et al., 1997) foi observado baixa manifestacédo de estro
(<50%) apos tratamentos com PGF2a, mesmo na presencga de corpo luteo funcional
(Pinheiro et al, 1998). Entretanto, outros trabalhos realizados em racas zebuinas tem
mostrado desde baixa (<40%, Hardin et al., 1980; Landivar et al., 1985) até elevadas
taxas de manifestagdo de cio (>70%, Basile & Benedito, 1980, Lopez-Barbella et al.,
1981, Oyedipe et al., 1986) apds a administracdo de prostaglandina.

A PGF2a pode ser utilizada em combinagdo com progestagenos afim de
promover melhor sincronizagao do estro, especialmente se for administrada entre 24 e
48 horas antes da retirada do progestageno (Smith et al., 1984, Odde, 1990; Macmillan
& Peterson, 1993; Macmillan et al., 1995, Beal, 1996, Kastelic et al., 1997, Madureira et
al.,, 1997. Segundo SCHMITT et al.(1996) é possivel que o aumento da secrecao
pelsatil de LH, durante o periodo entre a lutedlise induzida pela PGF2a exdgena e a
remogao do progestageno, permite um crescimento mais uniforme do foliculo pré

ovulatério nos animais.

Sincronizag¢ao da Ovulagao



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

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

Quando administrado em estagios aleatdrios do ciclo estral, o GnRH
causa a ovulagao do foliculo dominante e induz a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular dentro de 2 a 3 dias apds o tratamento (Thatcher et al., 1989;
Guilbault et al., 1990; Macmillan & Thatcher, 1991; Twagiramungu et al., 1994; Pursley
et al., 1995; Beal, 1996; Kastelic & Mapletoft, 1998; Barros et al., 2000). Assim os
animais apresentam homogeneidade no estagio de desenvolvimento dos foliculos
ovarianos no momento da indugao da lutedlise. Consequentemente, a precisdo na
determinagao do cio (Twagiramungu et al., 1992a.b.; Thatcher et al., 1993) e a
sincronizagao do pico de LH entre os animais sdo melhorados significativamente.

Varios trabalhos tém indicado que a administragcdo de GnRH seguida 6 ou
7 dias apods pela inje¢cao de PGF2a € um sistema eficaz para a sincronizagao do cio e
resulta em boa fertilidade ( taxa de concepcgéo entre 65 e 85%, Guilbault et al., 1991;
Twagiramungu et al., 1992b, Thatcher et al., 1993, Wolfenson et al., 1994).

A administragdo de uma segunda dose de GnRH 1,5 a 2 dias apéds a
PGF2a sincroniza o momento da ovulagdo e as vacas podem ser inseminadas com
horario predeterminado (Pursley et al., 1995; Twagiramungu et al., 1995; Burke et al.,
1996, Barros et al., 2000). O GnRH injetado 24 ou 48 horas apds a PGF2a concentra
as ovulagdes entre 24 e 32 horas apos o GnRH, o que permite a realizacdo da IA com
tempo fixo (IATF) cerca de 20 horas apés a segunda dose de GnRH ( Pursley et al.,
1994, 1995, 1997ab; Wiltbank et al., 1996; Burke te al., 1996).



BARROS et al. (2000) propuseram um protocolo mais barato, em relagao
ao Ovsynch, denominado GPE, onde a segunda injegdo de GnRH é substituida por
benzoato de estradiol (1 mg). A inseminacéo artificial em tempo fixo é realizada 30-34
horas apds o benzoato de estradiol, com a ovulagao ocorrendo 45,4 + 2 horas apos o
BE. Em vacas Nelore com 60-90 dias pos parto, ciclando, Fernandes et al.(2001),
obtiveram 43,3% de prenhez, porém em vacas em anestro, os resultados foram
inferiores, atingindo 14,7% de prenhez.

Os progestagenos, associados a outros hormodnios, sdo os esteroides
mais comumente utilizados para a sincronizacdo da ovulagcdo de animais em anestro.
Na maioria dos casos, o0 anestro, é consequéncia de uma série de foliculos dominantes
que falham em ovular devido & baixa concentragcdo de LH, que ndo estimula a sintese
de estradiol pelas células da granulosa do foliculo ovariano em quantidades suficientes
para induzir o estro e o pico pré-ovulatorio de LH (Roche et al., 1992; Jolly et al., 1995;
Yavas & Walton, 2000; Hernandez et al., 2002).

A administracdo de estradiol ou de GnRH pode induzir um pico de LH,
mas a ovulagdo seguida da formag&do de um corpo luteo com vida normal pode nao
ocorrer a menos que o pico de LH seja precedido por uma fase luteal normal ou por
tratamento com algum progestageno por um periodo minimo de 7 dias (Crowe et al.,
1993). Tratamentos envolvendo unica (Fonseca et al., 1980; Kesler et al., 1980) ou
multiplas injecbes de GnRH (Edwards et al., 1983; Short et al., 1990) associados a
implantes de norgestomet (Ramirez-Godinez et al., 1981; Smith et al., 1987, Troxel et
al., 1993) ou algum dispositivo intravaginal contendo P4 (Macmillan et al., 1991, Fike et
al.,, 1997; Xu & Burton, 1997), com ou sem remog¢ao temporaria da amamentagéo,
podem ser usados para induzir a ovulagao em vacas lactantes. O progestagenos é
utilizado com o objetivo de mimetizar o ciclo estral curto que normalmente ocorre apés a
primeira ovulagao pos parto ou na puberdade (Gonzalez-Padilha et al., 1975) e o GnRH
promove antecipagdo e maior precisdo no momento da ovulagao quando administrado
cerca de 30 horas ap6s a retirada da P4 exdégena (Troxel et al., 1993; Kesler & Favero,
1996; Wiltbank et al., 1996).



Remocao Temporaria de Bezerros

Na fase final da gestagdo o eixo hipotalamico-hipofisario esta sob efeito
de retroalimentacdo negativa dos esterdides placental e ovariano, estrogeno e
progesterona, suprimindo a liberacdo das gonadotrofinas, FSH e LH (Nett et al., 1988;
Yavas & Walton, 2000) inibindo, portanto, a atividade folicular (Labhsetwar et al., 1964).
A queda nas concentragdes de P4 (Stabenfeldt et al.,, 1970) e estrogeno (placental,
Sasser et al., 1979) apo6s a paricado, permite que os niveis de FSH tenham um aumento
dramatico, ocasionando a emergéncia da primeira onda de crescimento folicular, que
acontece por volta 2-7 dias do po6s parto (Wiltbank et al., 2002). Porém a ovulagédo do
foliculo dominante somente ocorre quando este esta exposto a uma freqiéncia
adequada da pulsatilidade de LH (1 pulso/hora), o que permite seu crescimento e
producado adequada de estrogeno, provocando o pico pré ovulatério de LH (B6 et al.,
2003). A retomada da pulsatilidade de LH em vacas de corte é mais prolongada (25 a
32 dias, Webb et al., 1980) em relacéo a vacas leiteiras (Peters et al., 1981).

O anestro pés parto esta intimamente relacionado com o estimulo da
mamada, e quanto maior a intensidade do estimulo, maior o intervalo de anestro
(Bellows & Short, 1994). A falha primaria que resulta no estabelecimento do estado
anovulatério durante o pds parto em vacas de corte que amamentam, é a ndo retomada
do padrao de secrecao pulsatil de LH, que dara suporte ao desenvolvimento final e
maturagdo do foliculo pré ovulatorio (Willians & Griffth, 1995). A auséncia da
pulsatilidade de LH é provocada pela inibicdo dos pulsos de GnRH pelo hipotalamo,
devido a um aumento do efeito da retroalimentagdo negativa pelos estrogenos
ovarianos nesta glandula (Walters et al., 1982; Wiltbank et al., 2002).

A auséncia da pulsatilidade de LH no inicio da paricao (primeiro 30 dias)
nao é dependente do estimulo da mamada e sim pela deplecdo nas concentragcoes
dessa gonadotrofina na hipéfise anterior (Nett et al., 1987). Apds restabelecidos esses
estoques na pituitaria anterior, tanto o desmame completo, como o desmame

temporario (48 ou 96 horas) e/ou desmame parcial (restringindo a mamada uma a duas



vezes ao dia) aumentam a frequéncia dos pulsos de LH (Dunlap et al., 1981, Shively &
Williams, 1989) seguido pelo aumento de receptores foliculares para LH e FSH
(Walters et al., 1982) e posteriormente a ovulacéo induzida pelo pico de LH (Zollers et
al., 1991).

A duragdo do ato da mamada (2 a 5 minutos/hora) bem como sua
frequéncia (1,25 a 2,6/6 horas) ndo mudam no decorrer do periodo pds parto até a
desmama, sugerindo que a retomada da ciclicidade neste periodo ndo esta relacionada
com a diminuicdo dos intervalos e intensidade da amamentagdo (Yavas & Walton,
2000b) e sim pela diminuigdo da sensibilidade do efeito de retroalimentagdo negativa
provocado pelo estrogeno ovariano no hipotalamo (Walters et al., 1982; Wiltbank et al.,
2002).

Além do ato da mamada, a propria presenca fisica do bezerro junto a sua
mae também cria um complexo de mensagens metabdlicas, neurais (tanto visuais
quanto olfatdrias) e psicolégicas. Esta combinacdo de mensagens faz com que ocorra
diminuicdo na frequéncia de liberagdo de GnRH pelo hipotalamo. Estudos realizados
por WILLIAMS (1993) com vacas cuja inervagao do ubere foi cirurgicamente destruida
mostram que a mensagem neural direta transmitida do ubere durante a mamada, néo é
necessaria para o desencadeamento do processo. Este autor demonstrou em seus
experimentos que o desencadeamento da inibicdo da atividade ovariana necessita do
contato e reconhecimento do seu proprio bezerro pela vaca, o que ocorre
principalmente pela visado e o olfato.

A supressao dos pulsos de GnRH pelo hipotalamo também tem sido
atribuida a liberagdo de opidodes enddgenos, desencadeada durante o processo de
amamentacao (Nett, 1987; Williams, 1990). As endorfinas originarias do cérebro podem
modular a supressao da pulsatilidade de LH, associada a amamentagéao, pois PECK et
al., (1988), demonstraram que a injecado de morfina (opidide agonista) 36 horas depois
da remocao dos bezerros, diminuiu a frequéncia dos pulsos de LH em vacas de corte.
Connor et al., (1990), demonstraram que a remogao dos bezerros por um periodo de 48
horas no 30° dia pds parto, diminui a concentragcdo de B-endorfina no hipotalamo, em
vacas de corte. A inibicdo na liberacdo de LH provocada pelos opidodes enddgenos é

diminuida com o avancgo do periodo pds parto (Whisnant et al., 1986).



Wagner & Li (1982) propuseram que o aumento das concentragdes circulantes
de glucorticéides (estdo em niveis aumentados na lactogénese e galactopoiese)
estariam associadas na inibicdo da pulsatilidade de LH. Porém outros estudos tém
relatao observagbes contraditorias, indicando que os glucorticoides, bem como a
prolactina, que também é liberada durante a amamentacdo nao estao envolvidos no
processo de inibicdo da pulsatilidade de LH (Yavas & Walton, 2000b).




MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas novilhas virgens e vacas paridas 60-90 dias pds parto,
da raca Nelore, em boas condi¢des corporais, com indice de escore corporal entre 2,5-
3,5 (escala 1-5, Lowman et al. 1976).

Os experimentos foram realizados em propriedades particulares, nos
municipios de Santa Cruz Rio Pardo-SP (Fazenda Rosalito- Experimento |), de Barra do
Gargas-MT (Fazenda Roncador- Experimento IlI) e municipio de Pratania-SP (Fazenda
Palmeira da Serra- Experimento Ill). Os animais destes experimentos foram mantidos
em pastagens de Brachiaria brizantha com suplementacdo mineral fornecida “ad
libitum” em cochos préprios e cobertos.

O sémen dos touros utilizados nos experimentos (Exp) | (Simental, n=4) e
[l (Nelore, n=3) nas inseminacbes artificiais dos grupos experimentais, foram
previamente examinados e aprovados quanto as suas caracteristicas fisicas e
morfologicas (motilidade pods-descogelamento, vigor e patologias espermaticas) pelo
Departamento de Reproducdo Animal da FMVZ da Unesp de Botucatu, segundo as
normas descritas na portaria numero 26 de 05/09/1996 do Ministério da Agricultura e
Abastecimento e Reforma Agraria (MAARA). O sémen dos quatro touros foram
igualmente distribuidos entre os trés grupos experimentais. O sémen dos touros
utilizados no experimento Il (Nelore, n=12) foram analisados por uma clinica veterinaria
particular (Cliveco) no municipio de Barra do Gargas, atento as mesmas exigéncias da
portaria acima citada, e os touros foram utilizados conforme acasalamento determinado
pela ABCZ.

A performance reprodutiva foi avaliada por meio da taxa de concepcgao
(numero de fémeas prenhes em relagcdo ao numero de inseminadas) e a taxa de
prenhez ( numero de fémeas prenhes em relacdo ao numero de tratadas).

O diagnéstico de gestacéo foi realizado por meio de ultra-sonografia 40-50

dias apos a IA, em todos os experimentos.



Experimento |

Cerca de 320 novilhas virgens da raga Nelore, com idade média de 30
meses, submetidas a avaliagao ultra-sonografica transretal (Aloka SSD 500; transdutor
de 7,5 MHz) e os animais com corpo luteo (CL) e/ou flutuacao (crescimento folicular)
em pelo menos um dos ovarios foram selecionadas. As novilhas que n&o tinham
atingindo a puberdade (ovarios pequenos e lisos), foram excluidas do experimento.

As novilhas seleciondas (n=222) foram distribuidas ao acaso em 3 grupos
experimentais: (GP) GnRH-7dias-PGFz2a (controle, n=71), (GPE) GnRH-7dias-PGF2a-24
horas-Benzoato de estradiol (n=71) e (PP-GPE) PGFz2a -11dias- PGF2a- GnRH-7dias-
PGF2a-24 horas-Benzoato de estradiol (n=80).

Em estagio aleatdrio do ciclo estral, foi administrado um analogo do GnRH
[acetato de gonadorelina (Lecirelina), 50 ug, Gestran Plus®, via IM]. Sete dias apds, os
animais receberam dose unica de PGF2a (d-cloprostenol, 150 ng, Prolise®, via IM).
Apoés a administragdo de PGF2a os animais do grupo GP foram observados durante 7
dias consecutivos, duas vezes ao dia, para a detecg¢ao do estro na presenca de rufides
(machos com desvio lateral do pénis), providos de bugal marcador, na proporgao de 1
para 10 novilhas. Todos os animais observados em cio foram inseminados cerca de 12

horas apos a detecgao do mesmo.

GRUPO GP
DO D7
Observacgao de cio + IA
GnRH PGF2a

(50 ng) (150 pg)



Nas novilhas do grupo GPE, o tratamento foi similar ao grupo GP, exceto
que 24 horas apdés a administracdo de PGF2a, todos os animais receberam uma
injecao de benzoato de estradiol (BE, 1,0 mg, Estrogin®, via IM, dia 8). Cerca de 30-36
horas apdés a administracdo do BE, todas as novilhas foram inseminadas, sem

observagéao de cio (dia 9).

GRUPO GPE
DO D7 D8 D9
I 24 horas I 30-36 horas I
GnRH PGFaqa BE IATF
(50 ng) (150 ng)  (1mg)

Nas novilhas do grupo PP-GPE, o tratamento foi similar ao grupo GPE,
exceto que esses animais, tiveram uma pré sincronizagao com duas doses de PGF2a
com intervalo de 11 dias entre uma aplicacdo e outra , e onze dias apos a ultima dose

de PGF2a , iniciou-se o protocolo GPE.

GRUPO PP-GPE

DO D11 D22 D29 D30 D31
11 dias 11 dias I 24 horas I 30-36 horas |
PGF2a PGF2a GnRH PGFa2a BE IATF

(150 pg) (150 pg) (50 ng) (150 pg) (1mg)



Experimento Il

Cerca de 600 vacas Nelore lactantes com 60-90 dias de paridas, foram
submetidas a palpacéo retal e os animais com corpo luteo (CL) e/ou flutuagao
(crescimento folicular) em pelo menos um dos ovarios foram selecionados.

As vacas selecionadas (310 vacas) foram distribuidas aleatoriamente em
quatro grupos experimentais:Controle (n= 82), CIDR/IATF (n=80), P4+100 mg (n=72) e
P450/50 mg (n=76).

Em dia aleatério do ciclo estral os animais receberam um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (1,9 g de progesterona, CIDR®) e uma inje¢ao
de benzoato de estradiol (BE, 2,5 mg, Estrogin®, via IM, Dia 0). Nove dias apds, retirou-
se o dispositivo intravaginal e os animais receberam uma dose de PGF2a (d-
cloprostenol, 150ug, Prolise®, via IM). Apds a administragcédo da PGF2a, os animais do
grupo controle, foram observados durante 5 dias consecutivos, duas vezes ao dia para
a detecgdo do estro na presencga de rufibes (macho com desvio lateral do pénis)
providos de bugal marcador, na proporcao de 1 rufido para 8 vacas. Todos os animais

observados em cio foram inseminados cerca de 12 horas apés a deteccdo do mesmo.

Grupo Controle

DO D9
I I Observacio de cio + IA.
T CIDR | CIDR
BE (2,5 mg) PGF20(1509 )

Nas vacas do grupo CIDR/IATF, o tratamento foi similar ao do grupo
CIDR+observacao de cio, exceto que vinte e quatro horas apds a retirada do dispositivo

intravaginal e aplicagdo de PGF2a, todos os animais receberam uma injecéo de BE (1,0



mg, via IM, D10). Apds 30-36 horas da aplicacéo da ultima aplicacédo de benzoato de

estradiol, todos os animais foram inseminados sem observacgao de cio.

Grupo CIDR/ IATF

DO D9 D10 D11
I I 24 horas I 30-36 horas I
T CIDR J CIDR BE IATF
BE (2,5 mg) PGF20(150ug ) (1mg)

Nas vacas do grupo P4100 mg, os animais receberam, em dia aleatorio do
ciclo estral um injecao de progesterona (progesterona, 100 mg, Progesterona®, via IM)
e outra aplicagdo de benzoato de estradiol (BE, 2,5 mg, Estrogin®, via IM, Dia 0). Nove
dias apds, os animais receberam dose unica de PGF2a (d-cloprostenol, 150ug,
Prolise®, via IM). Vinte e quatro horas apds a PGF2a, todos os animais receberam uma
injecao de benzoato de estradiol (1mg, via IM, Dia 10). Trinta a trinta e seis horas apés
a segunda aplicagao de benzoato de estradiol, todos os animais foram inseminados

sem observacao de cio.

Grupo P4100 mg

DO D9 D10 D11
I I 24 horas I 30-36 horas I
P4 (100 mg/IM) PGFaqa BE IATF
BE (2,5 mg) (150pg )  (1mg)

Nas vacas do Grupo P450/50 mg, o tratamento foi similar ao Grupo P 100
mg, exceto que no dia 0, a aplicagao da dosagem total de progesterona (100 mg), foi

dividida em 50 mg pela via intramuscular e 50 mg pela via subcutanea.



Grupo P450/50 mg

DO D9 D10 D11
I 24 horas I 30-36 horas
P4(50 mg IM/ 50 mg SC) PGF2qa BE IATF
BE (2,5 mg) (150pg)  (1mg)

Experimento Il

Cerca de 230 vacas Nelore e Mestigas 72 sangue Nelore e 2 Red Angus
lactantes com 60-90 dias de paridas, foram submetidas a ultra-sonografia trans retal e
0s animais com corpo luteo (CL) e/ou flutuagao (crescimento folicular) em pelo menos
um dos ovarios foram selecionadas. As vacas que apresentaram ovarios liso e
pequenos foram descartadas do experimento.

As vacas selecionadas (185 vacas, sendo 102 Mesticas e 83 Nelore)
foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle (n=25; 13
Nelore e 12 Mestigas), IATF (n= 81; 34 Nelore e 47 Mesticas) e IATF-RTB (n=79; 36
Nelore e 43 Mestigas).

Em dia aleatério do ciclo estral os animais receberam um dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (1g de progesterona, DIB®) e aplicado uma
injecao de benzoato de estradiol (BE, 2,5 mg, Estrogin®, via IM, Dia 0). Nove dias apés,
retirou-se o dispositivo intravaginal e os animais receberam uma dose de PGF2a (d-
cloprostenol, 150 ug, Prolise®, via IM). Apos a administragdo da PGF2q, os animais do
grupo controle, foram observados durante 5 dias consecutivos, duas vezes ao dia para
a deteccdo do estro na presenca de rufids (fémeas androgenizadas com

Decadurabolin®) providas de bugal marcador, na proporc¢ao de 1 rufia para 7 vacas.



Grupo Controle

DO D9
I Observacio de cio + IA.
1 DIB i DIB
BE (2,5 mg) PGF2a(150 ug)

Nas vacas do grupo IATF, o tratamento foi similar ao do grupo
DIB+observacgao de cio, exceto que vinte e quatro horas apés a retirada do dispositivo
intravaginal e aplicacdo de PGF2a, todos os animais receberam uma injecéo de BE (1,0
mg, via IM, D10). Apds 30-36 horas da aplicagéo da ultima aplicacédo de benzoato de

estradiol, todos os animais foram inseminados sem observacgao de cio.

Grupo IATF
DO D9 D10 D11
I 24 horas I 30-36 horas
1T DIB { DIB BE IATF
BE (2,5 mg) PGF2a(150pg) (1mg)

Nas vacas do grupo IATF-RTB, o tratamento foi similar ao do grupo
DIB+IATF de cio, exceto que no D9 fez-se a remogao temporaria de bezerros(RTB) e
estes retornarma junto a suas maes apés a IATF (D11), totalizando um periodo de 54

horas de aparte.



Grupo IATF-RTB

Remocgdo Temporaria
dos Bezerros

54 horas
DO D9 D10 D11
I I 24 horas I 30-36 horas I
1 DIB ! DIB BE IATF
BE (2,5 mg) PGF20(150ug) (1mg) Retorno
bezerros

Analise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados obtidos nos trés experimentos

foram feitas por regresséo logistica. As comparagbes dos resultados foram feitas

através de contraste ortogonais entre os grupos tratados (Exp. I, Il e Ill) e dentro das

racas (Exp.lll).



RESULTADOS

Experimento |

Entre as 71 novilhas do grupo controle (GP), apenas 45 (63%)
manifestaram cio e destas 8 ficaram prenhez, resultando em taxas de concepcéao e de
prenhez de 17,7% e 11,26%, respectivamente. Nos animais dos grupos GPE e PP-GPE
a porcentagem de animais prenhes apdés a IATF foi de 11,25% e 7,46%,
respectivamente. Nas novilhas tratadas com o protocolo PP-GPE, pré sincronizadas
com PGF2qa, a taxa de animais observados em cio foi de 52,11 apdés a Segunda
aplicagcado de PGF2a (Tabela 1).

Nao houve interferéncia de touro (n=4) e inseminador (n=2) nas taxas de prenhez
(p>0,05). A taxa de prenhez obtida apés os 3 tratamentos hormonais, ndo diferiram
estatisticamente entre si (p=0,69).

Uma grande porcentagem (GP= 35%, GPE=42,2% e PPGPE=46,77%)
dos animais tratados nos 3 grupos experimentais teve intervalo de retorno ao cio, apés
a inseminacao artificial, superior a 25 dias. Diante destas observagdes, suspeitou-se de
reabsor¢do embrionaria causada possivelmente por Rinotraqueite Viral Bovina (IBR).
Essa hipétese, foi confirmada, quando se coletou amostras de sangue de 20 novilhas
escolhidas aleatoriamente entre os 3 grupos esperimentais (GP=7, GPE=6 e PP-

GPE=7), das quais 16(80%) apresentaram sorologia positiva.



Experimento Il

Nao houve interferéncia de touro (n=12) e inseminador (n=3) nas taxas de
prenhez ((p>0,05).

O grupo denominado Controle era composto por 82 animais, no inicio do
tratamento. Porém, 7 vacas foram excluidas, por ndo apresentarem o dispositivo
intravaginal no D9 (dia da retirada do CIDR). Dos 75 animais restantes, 58 (77,3%),
manifestaram estro apds a retirada do dispositivo; e 31 ficaram prenhes (41,3%, Tabela
2).

O tratamento CIDR/IATF, inicialmente era composto por 80 animais,
porém excluiu-se 8 (10%) vacas, por também perderem o dispositivo intravaginal
durante o protocolo. Dos 72 animais inseminados neste grupo, 37 tornaram-se prenhez,
resultando numa taxa de prenhez de 51,3%, ndo havendo diferenga estatistica, quando
esses dados foram comparados com os do grupo controle (p=0,91).

Os tratamentos utilizando progesterona injetavel por via intramuscular
(P4100mg) e/ou intramuscular/subcutanea (P450/50mg), obtiveram taxa de prenhez de
18,05% e 15,78%, respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre esses
dois protocolos (p=0,84).

Houve diferenca estatistica, quando se comparou os resultados de taxa de
prenhez entre o grupo controle e os grupos CIDR/IATF, P4100mg e P450/50mg
(p=0,0025), bem como, quando a comparacéo foi realizada entre o grupo CIDR/IATF e
os dois tratamentos P4100mg e P450/50mg (p=0,0001).



Experimento lll

Das 25 vacas incluidas no tratamento Controle , 13 eram animais da raca
Nelore e os demais (12 vacas) eram Mesticas (Nelore x Red Angus). Das 13 vacas da
raca Nelore, 50% manifestaram estro apds a retirada do DIB, resultando em taxa de
concepgao e prenhez de 16,66% e 7,69%, respectivamente. As vacas Mesticas
apresentaram taxa de manifestacéo de estro de 61,53%, taxa de concepcgao de 62,5%
e de prenhez de 41% (tabela 3).

O grupo IATF, era composto por 81 vacas, das quais, 34 eram animais da
raca Nelore e 47 Mesticas. A taxa de prenhez das vacas da raca Nelore e Mesticas
tratadas com este protocolo foi de 23,52% e 59,57%, respectivamente.

As vacas Nelores (n=36) incluidas no protocolo IATF-RTB apresentaram
taxa de prenhez de 69,44%, enquanto que nas Mesticas (n=43) esta taxa foi de
55,81%.

Como houve interagdo entre raga e grupos de tratamentos (p=0,0022),
uma vez que nas vacas Nelore as taxas de prenhez foram menores nos tratamentos
controle (7,69%) e IATF (23,52%) do que no tratamento IATF-RTB (69,44%), os grupos
foram entdo comparados dentro de cada raca.

Quando se comparou o desempenho da mesma ragca entre os 3
tratamentos hormonais, a raca Nelore apresentou diferenca estatistica entre os grupos
controle versos |ATF(p=0,0042) e grupo IATF versos IATF-RTB (p=0,001), nao
ocorrendo o0 mesmo com as vacas Mesticas (p=0,34).

As vacas Mesticas responderam melhor ao tratamento Controle (p=0,079)
e IATF (p=0,0007) em relagdo as vacas Nelore. Porém, no protocolo IATF-RTB as
vacas da ragca Nelore foram mais responsivas a este tratamento, quando comparadas
as Mesticas (p=0,194, Tabela 3).



Tabela 1 — Proporgao e porcentagem (entre parénteses) de animais com corpo luteo
(CL) no inicio do tratamento, de novilhas que foram detectadas em estro apds a
primeira (grupo GP) ou segunda (grupo PP-GPE) aplicagdo de PGF2q, taxa de
concepgao, taxa de prenhez e taxa de retorno ao cio de 26 a 40 dias apos a
inseminagao artificial de novilhas Nelore submetidas a 3 tratamentos hormonais: GP
(GnRH-7dias- PGF2a-observagéo de cio), GPE (GnRH-7dias-PGF2a-24horas-BE-30 a 36
horas-IATF) e PP-GPE (PGF20-11dias-PGF20.-11dias-GPE).

GP GPE PP-GPE
(n=71) (n=80) (n=71)
CL 40/71 (56) 48/80 (60) 31/71 (43)
Deteccao em cio 45 /71 (63) -—- 37/71 (52,11)
Concepcgao 8/45 (17,7) -—- -—-
Prenhez 8/71 (11,26)2 9/80 (11,25) 2 5/67 (7,46) 2
Retorno cio 13/37 (35) 30/71 (42,2) 29/62 (46,77)

(+25 dias)

" Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os trés tratamentos.



Tabela 2 — Proporcédo e porcentagem (entre parénteses) de animais com corpo
luteo (CL) no inicio do tratamento, de vacas que foram detectadas em cio apés a
retirada do dispositivo intravaginal (grupo Controle), taxa de concepgdo e taxa de
prenhez de vacas Nelore com 60-90 dias pds parto, submetidas a 4 tratamentos
hormonais: Controle (TCIDR+BE-9dias-{CIDR+PGF2a-observacdo de cio e IA),
CIDR/IATF (TCIDR+BE-9dias- {CIDR+PGF2a.-24horas-BE-30a36horas-IATF), P4100mg
(P4100mg+BE-9dias-PGF2a-24horas-BE-30a36horas-IATF) e P450/50mg (P450/50mg
+BE-9dias- PGF2a-24horas-BE-30a36horas-IATF).

Controle CIDR/IATF  P100 mg P 50/50 mg
(n=72)

(n=82) (n=80) (n=76)
CL 30/82 (36,5) 33/80 (41,25) 26/72 (36,11) 32/76 (42,1)
Detecgéo de cio 58/75 (77,3) - -—- -
Concepgéao 31/58 (53,4) - -—-- -
Prenhez’ 31/75 (41,3) 37/72 (51,3) 13/72 (18,05)  12/76 (15,78)

' Grupo controle vs. Grupo CIDR /IATF, P100mg e P50/50mg (p=0,0025); Grupo controle vs. Grupo CIDR/
IATF (p=0,91); Grupo CIDR/ IATF vs. Grupo P100 mg e P50/50mg (p=0,0001); Grupo P100 mg vs. Grupo
P50/50mg (p=0,84).



Tabela 3 — Proporcao e porcentagem (entre parénteses) de animais da raca Nelore e
Mesticos (RedxNelore) nos grupos experimentais, de vacas com corpo luteo (CL) no
inicio do tratamento, detecgdo de estro apds a retirada do dispositivo intravaginal no
grupo Controle, taxa de concepgéo e taxa de prenhez, de vacas Nelore com bezerros
ao pé (60-90 dias paridas) submetidas a 3 tratamentos hormonais: Controle (TDIB+BE-
9dias-\ DIB+PGF2a-observacdo de cio IA), IATF (TDIB+BE-9dias-\ DIB+PGF2a-24horas-BE-
30a36horas-IATF) e IATF-RTB (TDIB+BE-9dias -{DIB+PGF20+Remogdo dos bezerros-

24horas- BE-30a36horas -IATF+retorno dos bezerros)

Controle IATF IATF-RTB
Total de Animais
Nelore 13/25 (52) 34/81 (41,98) 36/79 (45,57)
Mesticos 12/25 (48) 47/81 (58,02) 43/79 (54,43)
Presenga de CL
Nelore 11/13 (84,61) 21/34 (61,76) 29/36 (80,55)
Mesticos 10/12 (83,33) 43/47 (91,48) 32/43 (74,50)
Detecc¢ao de Cio
Nelore 6/12 (50) Fiedek ok
Mesticos 8/13 (61,53) xxk Sk
Taxa Concepgao
Nelore 1/6 (1 6’66) Fekkk *kkk
Mesticos 5/8 (62,5) hkk ok
Taxa Prenhez
Nelore ! 1/13 (7,69)°A 8/34 (23,52)bA 25/36 (69,44)cA
Mesticos 2 5/12 (41)aB 28/47 (59,57)aB 24/43 (55,81)aB

1 abc - letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os 3 tratamentos na
raca Nelore— Grupo controle vs. Grupo IATF e IATF-RTB (p=0,0042); Grupo IATF vs.
Grupo IATF-RTB (p=0,001).

2 a-letras iguais na mesma linha, indicam que néo houve diferenga estatistica na raga Mestiga -
Grupo controle vs .Grupo IATF e IATF-RTB (p=0,34); Grupo IATF vs. Grupo IATF-RTB
(p=0,7)

AB — letras diferentes na mesma coluna indicam diferengca estatistica entre as racas dentro dos 3
tratamentos, grupo controle (p=0,079); Grupo IATF (p=0,0007) e Grupo IATF-RTB (p=0,019).



DISCUSSAO

Experimento |

O tratamento de novilhas Nelore com os protocolos GnRH-PGF (GP),
GnRH-PGF-BE (GPE) e PGF-PGF-GnRH-PGF-BE (PP-GPE) proporcionou baixa taxa
de prenhez nos animais tratados.

Varios trabalhos tém indicado que a administracdo de GnRH seguida
por 6 ou 7 dias mais tarde pela injecdo de PGF2a € um sistema eficaz para a
sincronizagao do estro e resulta em boa fertilidade em vacas tratadas (Guilbault et al.,
1991; Twagiramungu et al., 1992a; Thatcher et al., 1993, Wolfwnson et al., 1994). O
intervalo de 7 dias entre o GnRH e a PGF2a, permite tempo suficiente para a
maturacdo e responsividade do novo CL a PGF2a (Wiltbank et al., 1996). A
administragcdo de uma segunda dose de GnRH 1,5 a 2 dias apdés a PGF2a sincroniza
melhor o0 momento da ovulagdo tanto em racas européias (PURSLEY et al., 1995;
BURKE et al., 1996) quanto em zebuinas (MOREIRA, 1997; GAMBINI et al., 1997),
permitindo desta forma, a realizagdo da inseminagdo com horario predeterminado. O
GnRH, injetado 24 ou 48 horas apds a PGF2a, concentra as ovulagbes entre 24 e 32
horas apos sua aplicagao, o que permite a realizacdo da IA com tempo fixo cerca de 20
horas apos a segunda dose de GnRH ( Wiltbank et al., 1996; Burke et al., 1996).

Outra possibilidade é substituir a segunda dose de GnRH por benzoato de
estradiol (BE). Neste novo protocolo (GnRH - PGF2a - BE) o BE, através de
retroalimentagao positiva no hipotalamo e hipéfise, ira induzir um pico pré ovulatério de
LH e, consequentemente, sincronizacdo da ovulacao (Barros et al., 2000; Fernandes et
al., 2001). O intervalo entre a aplicagdo do benzoato de estradiol e IATF & de 30-34,
pois a ovulagéo ocorrera entre 45,4 + 2 horas (Barros et al., 2000) . Em vacas Nelore
com 60-90 dias pdés parto, ciclando, Fernandes et al.(2001), obtiveram 43,3% de

prenhez, porém em vacas em anestro, os resultados foram inferiores, atingindo 14,7%



de prenhez. Castilho et al.(2000), também obtiveram baixas taxas de prenhez (27,3%)
em novilhas girolandas, quando utilizou o protocolo GPE.

O tratamento com GnRH induz a ovulagdo do foliculo dominante
(Thatcher et al., 1993), possibilitando a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular aproximadamente 2 dias depois (Twagiramungu et al., 1994, 1995). Porém, o
momento do desenvolvimento folicular em que o GnRH é aplicado influencia a taxa de
ovulacdo nos animais tratados (Edwards et al, 1983; Dun et al, 1985).
VASCONCELOS et al.(1999), observaram que a porcentagem de vacas que ovularam a
primeira injecdo de GnRH no protocolo Ovsynch, foi menor ( 23%) nos animais que
estavam entre os dias 1 e 4 do ciclo estral, e maior (96%) nos que estavam entre os
dias 5 e 9. SILCOX et al.(1993), relataram que o GnRH induziu a ovulagdo em 100%
dos foliculos, quando estes se encontravam na fase de crescimento (>10 mm) , em
33%, quando estavam na fase de platd e 0% (nenhuma ovulagdo) quando
encontravam-se em atresia. Em novilhas, obteve-se taxa de ovulagao de 75%, quando
a aplicacao de GnRH foi feita durante a fase de crescimento do foliculo dominante,
porém a taxa de ovulagao declinou para 44% quando o foliculo dominante encontrava-
se na fase estatica ou em regressao (MARTINEZ et al., 1997).

A taxa de ovulacao de novilhas tratadas com GnRH (DO0) geralmente situa-
se em torno de 56% (PURSLEY et al., 1995) ou 50% (MARTINEZ et al., 2000) e ¢ alta
(17,3%) a incidéncia de animais que manifestam estro antes da aplicagdo da PGF2a (
Roy & Twagiramungu, 1999). Willians et al. (2002) relataram que 28,9% das novilhas
Bos indicus tratadas com protocolos Ovsynch (GnRH- PGF2a-GnRH) exibiram estro
entre a primeira aplicacdo de GnRH e o tempo determinado para IATF. A incidéncia de
estros prematuros e de baixa fertilidade em novilhas tratadas com GnRH, é devido a
inconsisténcia na resposta a primeira aplicagdo de GnRH (Martinez et al., 2001). Essa
variabilidade na resposta a aplicacédo de GnRH, talvez possa ser explicada pelo fato do
ciclo estral de novilhas ter a predominancia de 3 ondas de crescimento folicular
(Fortune, 1993; Castilho et al., 2000, Wiltbank et al., 2002), o que, aumentaria as
chances de no momento da aplicacdo do GnRH, ndo haver um foliculo apto a ovular,
consequentemente, a sincronizagdo do desenvolvimento folicular, decorrente da

ovulagao induzida pelo GnRH, estaria comprometida (Martinez et al., 2002).



Uma alternativa para a contornar o problema de antecipacéo do estro em
novilhas tratadas com GnRH, seria a redugao do intervalo entre a primeira aplicacdo de
GnRH e a PGF2a de 7 para 6 dias (Roy & Twagiramungu, 1999). Porém Castilho et al.
(2000), observaram que 100% (7/7) das novilhas tratadas com o protocolo GPE, no
qual a PGF2a foi aplicada no D6, ndo sofreram lutedlise, resultando em 0% de taxa de
prenhez nesses animais.

Entre as 71 novilhas tratadas no grupo controle (GP), 45 (63%)
manifestaram cio até 5 dias apds a injegdo de PGF2u(D7), resultando em taxa de
concepgao e prenhez de 17,7% e 11,26%, respectivamente. Figueiredo (2002), tratando
novilhas Nelore com o protocolo GP, obteve porcentagem menor (47%) de animais
manifestando estro apoés a PGF2a, porém as taxas de concepgéo (74%) e prenhez
(35%), foram superiores.

No grupo PP-GPE, que houve pré sincronizagédo do estro com duas doses
de PGF2a, com intervalo de 11 dias entre as aplicagcbes, 52,11% das novilhas
manifestaram estro apds a segunda dose de PGF2a, demostrando que houve uma
sincronia do estro entres os animais tratados. Essa porcentagem de animais
manifestando cio apos a segunda aplicacdo de PGF2a, s&o similares as encontradas
por FIGUEIREDO et al., (1997). Porém a taxa de prenhez apos a IATF, no protocolo
PP-GPE, também foi baixa (7,46%).

Cerca de 40% das novilhas que ndo emprenharam apés a IATF(GP=35%,
GPE=42,2% e PP-GPE=46,77%), voltaram a manifestar estro somente 26-40 dias mais
tarde. Diante deste comportamento, foram escolhidas aleatoriamente entre os trés
grupos tratados, 20 novilhas para sorologia de IBR (Rinotraqueite Infecciosa Bovina);
entre essas, 16 (80%), apresentaram resultado positivo a esta enfermidade. Como o
experimento foi realizado durante os meses de dezembro/01 e janeiro/03, época de
altos indices pluviométricos, o excesso de manejo dos animais (varias vezes no curral
para aplicagdo dos horménios) e as condigdes pouco favoraveis, devido ao excesso de
lama no curral, podem ter contribuido para aumentar o estresse dessas novilhas,
favorecendo a manifestagcao desta enfermidade e diminuindo as taxas de prenhez (Van
Der Maaten & Miller, 1985; Miller, 1991).



Experimentos Il e Il

A associagao do dispositivo intravaginal (CIDR) com o BE e PGF2aq, foi
eficiente em sincronizar o estro dos animais tratados no grupo Controle. Neste
tratamento, 77,3% das vacas manifestaram estro apds a retirada do dispositivo
intravaginal (D9). A taxa de concepcdo e prenhez foram de 53,4% e 41,3%
respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2001),
no qual, trabalhando com vacas Nelore paridas (60-80 dias pds parto), a taxa de
manisfestagao de estro entre os animais tratados com CIDR, foi de 76,9%.

O protocolo CIDR/IATF foi eficiente em sincronizar tanto o
desenvolvimento folicular , quanto a ovulagdo dos animais tratados, pois a taxa de
prenhez obtida foi de 51,3%.

Os animais dos grupos P4100mg e P450/50mg, tiveram baixo
desempenho reprodutivo nesses protocolos, apresentando taxa de prenhez de 18,05%
e 15,78%, respectivamente. Uma unica aplicacdo de P4 (DO) pode ndo ter sido
suficiente em manter niveis adequados deste esterdide na circulagdo, devido a sua
rapida metabolizagdo. Portanto, 0 mecanismo de retroalimentagdo negativa exercido
pela P4 e o estrogeno sobre o eixo hipatalamico-hipofisario, que inibe a secregéo de
gonadotrofinas (LH e FSH) pode nao ter acontecido, comprometendo o
desenvolvimento folicular esperado durante este tratamento.

No experimento lll, utilizou-se o dispositivo intravaginal DIB, recentemente
langcado no mercado nacional. Este dispositivo assemelha-se ao CIDR, porém sua
concentracao de P4 é de 1 grama.

Desconsiderando a interacdo ragca e tratamento que ocorreu neste
experimento, as taxas de prenhez obtidas entre todos os animais tratados nos grupos
Controle e IATF, foram de 24% e 44%, respectivamente. Porém, inexplicavelmente,
animais da raga Nelore, apresentaram taxa de prenhez inferior (Controle= 7,69% e
IATF=23,52%) em relacdo a vacas Mesticas . No trabalho realizado por CUTAIA et
al.(2001), vacas mestigas Bos faurus x Bos indicus tratadas com o dispositivo
intravaginal DIB, apresentaram taxa de prenhez de 49,5%.



O uso dos dispositivos intravaginais liberadores de P4 associado ao BE é
um tratamento hormonal bastante utilizado para a IATF, tanto em bovinos de leite como
de corte; e seu emprego otimiza os indices reprodutivos atenuando problemas de
manejo como falha na deteccéo de cio (B6 et al., 2003).

A associacdo do estradiol nos tratamentos com progesterona foi realizado
quando se descobriu que o estrogeno induzia a regressao luteal (Wiltbank et al., 1961).
Durante a década de 90, observou se que além do efeito luteolitico, o estradiol também
suprimia o desenvolvimento de foliculos antrais. A aplicacdo do E2 associada ao CIDR,
em novilhas ovariectomizadas, resultou num pico das concentracbes de estrégeno
13,4+1,24 horas apoés o inicio do tratamento (Rourke et al., 2000); e este pico suprime
as concentracoes de FSH por 64 horas (Bo et al., 1990). A administracdo do BE em
associacdo com P4 induz a atresia do foliculo dominante nos ovarios dentro de 36
horas (Burke et al., 2003), mas a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular ocorre em média de 4,3 + 0,2 dias depois (B6 et al., 1993; Bo6 et al., 1995).

Estudos in vivo com animais ovariectomizados demonstraram que 2 horas
apos a insercao do dispositivo intravaginal (CIDR) os niveis plasmaticos de P4 atingem
seu pico (6ng/ml). Este pico € mantido por 48 horas e entdo as concentragcbes vao
declinando gradativamente, se mantendo em niveis aproximados de 3 ng/ml até a
retirada do dispositivo (Munro, 1987). Outros autores relatam amplas variagbes (4,2 a
7,2 ng/ml) nos niveis plasmaticos de P4 dos animais ovariectomizados tratados com
CIDR (Petterson & Henderson, 1990; Macmillan & Peterson, 1993). Durante o periodo
de tratamento (9 dias) o CIDR liberou aproximadamente 1,1 g de P4 . Portanto as
variagdes nas concentragdes plasmaticas de P4 durante o periodo de insercdo do
dispositivo ndo é devido a variagdes nas quantidades de progesterona liberada, mas
sim na habilidade dos animais tratados em metabolizar este esterdide (Petterson &
Henderson, 1990). Em vacas ovariectomizadas tratadas com o dispositivo intravaginal
DIB, o pico (5-6mg/ml) das concentragbes de progesterona foi alcangado dentro de 1-3
horas apdés a insercdo do mesmo. Essas concentragdes foram mantidas por
aproximadamente 2 dias, declinando gradualmente, se estabilizando em 2-3 ng/ml, até

a retirada do dispositivo (Bo et al., 2003).



A utilizacdo do benzoato de estradiol, 24 horas apds a retirada dos
dispositivos intravaginais, como sincronizador da ovulacao, foi eficiente, pois os
animais tratados nos grupos CIDR/IATF (Exp.ll) e IATF (Exp.lll) apresentaram taxa de
prenhez de 51,3% e 44%, respectivamente. A administracido de benzoato de estradiol
em situacdes em que os niveis de P4 estdo abaixo de 1,0 ng/ml, induz o aparecimento
do pico ovulatério de LH 16 a 24 horas apds (B et al.,, 1995). MOREIRA, 2003,
tratando vacas Nelore paridas e solteiras (sem bezerros) com o protocolo Crestar®,
avaliou a eficiéncia do BE, GnRH e eCG na sincronizagdo da ovulagdo. Nao houve
diferenca na taxa de ovulacdo entre os trés horménios testados. Além de ser uma
opcao mais barata, o BE, induz um comportamento estral mais caracterizado
(consideravel descarga de muco e melhor abertura da cérvix) comparado com animais
tratados com GnRH e eCG (Martinez et al., 2002).

Em vacas em anestro pos parto, as concentragdes de progesterona
liberadas pelo CIDR, estdo abaixo das encontradas na fase luteal, o que permite
aumento na pulsatilidade de LH, ocasionando maior crescimento do foliculo dominante
e consequentemente maior produgao de estradiol, resultando na ovulagdo do mesmo
em 75 a 100% das vacas tratadas, no momento da retirada do dispositivo (Savio et al.,
1993; Yavas & Dalton, 2000a). Outro efeito deste esterdide, € de prolongar a vida do
corpo luteo formado a partir do foliculo selecionado neste periodo, provavelmente por
inibir receptores de ocitocina no endométrio, diminuindo a probabilidade da ocorréncia
de ciclos curtos (Zollers et al., 1993). Uma outra possibilidade para aumentar a
pulsatiidade de LH em vacas em anestro € a remocido temporaria dos bezerros
(Willians & Griffth, 1995).

A associagdao de tratamentos utilizando progesterona ou
progestagenos associados a remogao temporaria de bezerros, € eficiente em induzir o
estro nas vacas Nelore em anestro pds parto (Yelich et al., 1995; Firmino et al., 1999).
MENEGHETTI et al.(2001), verificaram que a remocédo dos bezerros por 48 horas,
aumentou o tamanho do foliculo dominante em vacas Nelore em anestro, e que estas
apresentaram maior taxa de ovulagéo (85,4%) a primeira aplicagdo de GnRH, quando
comparadas as que nao sofreram remogao de bezerros (taxa de ovulagdo de 51,0%).

Resultados similares foram descritos por RIVERA et al. (1997), onde a remogao



temporaria dos bezerros por 48 horas, no momento da retirada do dispositivo
intravaginal (CIDR, D9) e aplicagdao de GnRH 6 horas antes do retorno dos bezerros
junto a suas maes, resultou em taxa de ovulagdo de 86% nos animais tratados. Estes
dados mostram que a remogao de bezerros é uma importante ferramenta de manejo
visando aumentar a taxa de ovulacdo nas vacas Nelore em anestro, e que o
mecanismo provavelmente seja pelo aumento da secre¢édo de LH com aumento do
tamanho e persisténcia do foliculo dominante.

A associagado do protocolo IATF-RTB, resultou em aumento da taxa de
prenhez (62%) nos animais tratados, mesmo a maioria das vacas deste grupo, néo se
encontrando em anestro pés parto (77,21% das vacas apresentavam CL no inicio do
tratamento). Embora todos os animais utilizados no grupo IATF-RTB apresentassem a
mesma condi¢ao corporal (3, numa escala 1-5) e intervalo pds parto semelhantes (60-
90 dias), surpreendentemente, as vacas Nelore foram mais responsivas a este
tratamento (taxa de prenhez de 69,44%) em relacéo as Mestigas (taxa de prenhez de
55,81%). Alguns trabalhos tém demonstrado que a remogéo temporaria de bezerros
pode surtir melhor efeito em determinada raga (Sanz et al., 2003), ou em determinada
categoria de idade das vacas tratadas (Geary et al., 2001).

Uma possivel explicagdo para o melhor desempenho da raga Nelore no
tratamento IATF-RTB em relacdo as Mesticas, poderia ser sustentada pelas
observagoes feitas por DAS et al. (2000). Segundo estes autores, bezerros de vacas
zebuinas, apresentam maior frequéncia e duragcdo do ato de mamada, possivelmente
devido a baixa producgao de leite de suas maes. Diante as estas observagdes, poderia
se concluir que, embora a grande maioria dos animais tratados nos grupos do Exp.lll,
nao se apresentassem em anestro pos parto, nas vacas Nelores, a remocao temporaria
dos bezerros, pode ter aumentado a pulsatilidade de LH, proporcionando uma melhor
sincronia na ovulacéo destes animais.

Resultados divergentes a este experimento foram demonstrados por
BARREIROS et al.(2003), no qual, ndo foi observada melhora na taxa de prenhez de
vacas Nelore tratadas com o dispostivo intravaginal CIDR, associado a remocgao
temporaria de bezerros. Talvez, estes resultados contraditérios possam ser explicados

pela existéncia de diferentes linhangens de animais dentro de uma mesma raga.



A RTB associada a tratamentos hormonais com dispositivos intravaginais
liberadores de progesterona, tendeu a aumentar a taxa de prenhez de vacas Nelores

ciclando, porém estudos futuros s&o necessarios para se confirmar estes resultados.



CONCLUSOES

A baixa taxa de prenhez observada no tratamento GPE em novilhas Nelore,
possivelmente foram decorrentes da interferéncia de IBR nos animais tratados,

indicando a necessidade de mais estudos para se avaliar a eficiéncia deste protocolo.

Os tratamentos hormonais utilizando o dispositivo intravaginal CIDR, foram
eficientes em sincronizar o crescimento folicular e a ovulagao de vacas Nelore paridas,
porém, nos protocolos que se realizou aplicacdo de dose unica de progesterona por via
intramuscular e/ou subcutédnea (DO0), proporcionaram baixa taxa de prenhez entre os

animais tratados.

A remocgao temporaria de bezerros associadas ao tratamento hormonal com
dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIB) foi efetiva em aumentar a taxa

de prenhez nos animais tratados, especialmente nas vacas Nelore.



ABSTRACT

The short duration of estrous behavior makes it difficult to detect estrus in
Nelore (Bos indicus) females. In order to overcome this problem, hormonal treatments
that synchronize ovulation and allow fixed-time artificial insemination (FTAI) were tested.
In Experiment (Exp.) |, Nelore heifers (n=222), were randomly allocated to
3 groups: Group GP (n=71), GPE (n=71) and PP-GPE (n=80). The heifers from Group
GP were administered a GnRH agonist (50 ug gonadorelin acetate, im, Day 0) followed
7 days later by PGF2a (150 pug dl-cloprostenol, im, Day 7). After PGF2a injection,
heifers were observed twice a day to detect estrus. All animals from this Group were and
Al was performed 12 afterwards. In GPE group the heifers were treated as in Group GP
and received an injections of estradiol benzoate (EB, 1.0 mg, im, Day 8) 24 h after
PGF2a administration. All heifers from this group were FTAI 30 to 36 h after EB injection
(Day 9). The animals from group PP-GPE were pre-synchronized with two injections of
PGF2a, administered 11 days apart. Eleven days after the last PGF2a administration
the heifers were treated and FTAI as in GPE protocol.
In Exp. Il, Nelore cows (60 to 90 days postpartum) were randomly allocated into
4 groups: Group Control (n=82), Group CIDR/FTAI (n=80), Group P4100mg (n=72) and
Group P450/50mg (n=76). The animals from Group Control received a progesterone
intravaginal device (CIDR, 1.9 g progesterone) and an injection of EB (2.5 mg, im, Day
0). Nine days later the CIDR was removed and PGF2a (150 pug, im) was administered
(Day 9). After PGF2a injection, heifers were observed twice a day to detect estrus and
Al was performed 12 afterwards. Group CIDR/FTAI, this treatment was similar to Group
Control, except that 24 h after CIDR removal and PGF2a administration, the animals
received EB (1.0 mg, im). Thirty to 36 h after the last EB injection, all the cows were
FTAIL The animals from Groups P4100mg and P450/50mg were treated as those from
Group CIDR/FTAI, except that instead of receiving CIDR, they were treated with 100mg



of progesterone administered intramuscularly (Group P4100mg) or 50 mg
intramuscularly and 50 mg subcutaneously (Group P450/50mg, Day 0).

In Exp. lll, lactating Nelore (n=83) and crossbred (n=102) cows were randomly
allocated into 3 groups: Group Control (n=25, 13 Nelore and 12 crossbred), Group FTAI
(n=81, 34 Nelore and 47 crossbred) and Group FTAI/CR (n=79, 36 Nelore and 43
crossbred). The hormonal treatment used in Group Control and Group FTAI was
identical to those described in Exp. Il, except that CIDR® devices were replaced by
DIB® (1g progesterone). The cows from Group FTAI/CR received the same hormonal
treatment as those from Group FTAI, however, all caves were removed soon after
PGF2a (D9) administration, and returned 54 h afterwards (D11).

Pregnancy was diagnosed by ultrasonography 30 to 40 days after Al (Exp. 1, 2
and 3).

In Exp. |, 45 of 71 heifers from group GP were detected in estrus and 8 of them
became pregnant (11.2%). Similar unexpected low pregnancy rates were observed after
treatments GPE (11.25%) and PP-GPE (7.5%). A significant part of the non pregnant
cows in groups GP (35%), GPE (42.2%) and PP-GPE (46.8%) had a delayed estrus (>
26 days) after Al. Owing to this delay in estrus, blood samples were taken from 20 cows,
randomly selected from the 3 groups, and in 80% of them the test for Infective Bovine
Rhinotracheitis (IBR) was positive.

In Exp. Il, 7 cows from Group Control were excluded because they did not have
the CIDR device on Day 9. From the 75 animals left with CIDR, 58 (77.3%) showed
estrus after CIDR removal and 31 (41,3%) became pregnant. Pregnancy rate in Group
CIDR/FTAI (51.3%) was similar to Control Group, and significantly higher than Group
P4100mg (18.0 %) and P450/50mg (15.8%, p<0.001).

In Exp. lll, due to the fact that there was an interaction between breed and
experimental groups, the pregnancy rates were analyzed separately for each breed. In
Nelore cows, there was an increase in pregnancy rate in the Group in which the calf
were removed (Group FTAI-CR, 69.4%), when compared to Control Group (7.7%) and
FTAI (23.5%, p<0.01). However, in crossbred cows there was no difference in
pregnancy rates among the 3 groups: Control (41%), FTAI (59.6%) and FTAI-CR
(565.8%, p>0.1).



The results obtained in Exp. 1 indicate that the low pregnancy rates observed in
Nelore heifers, were caused, at least in part, to the presence of IBR in the heard.
Therefore, news experiments are necessary to test the efficiency of GPE protocol in
heifers.

The protocols using progesterone intravaginal device were effective in
synchronizing ovulation and originated acceptable pregnancy rates in Nelore cows.
However, switching the intravaginal route by intramuscular and/or subcutaneous
progesterone administration, significantly decreased pregnancy rates.

The calf removal may improve pregnancy rate in animals treated with protocols in
which progesterone intravaginal devices are used, as indicated by the results obtained

in Nelore cows (Exp. IlI).

Keywords: Bos indicus, GnRH, artificial insemination, progesterons, calf removal.
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