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RESUMO

BARBOSA, Joao Luiz. Dissertacdo de Mestrado (Zootecnia), Universidade Federal de Mato
Grosso, Campus Universitario de Sinop. Maio de 2017, 40f. Retorno a ciclicidade ovariana
e inducido da ovulacao de vacas Nelore utilizando eCG e GnRH. Orientadora: Prof.* Dr.?
Lilian Rigatto Martins. Co-orientador: Dr. James Richard Pursley

O objetivo geral da pesquisa foi desenvolver um protocolo baseado em eCG, GnRH e PGF,a
que induza o retorno a ciclicidade de vacas Nelore em anestro. Para isso foram construidos
dois experimentos. O experimento I teve como objetivos especificos determinar o intervalo de
dias entre a aplicagdo da eCG e o momento de aquisicdo de capacidade ovulatdria e
determinar o percentual de vacas que ovularam em resposta a administragdo de GnRH. Ja o
experimento II teve como objetivos especificos determinar a taxa de ovulagao apds a primeira
e apos a segunda injecdo de GnRH em vacas submetidas a um protocolo eCG-GnRH-PGF-
GnRH. No experimento I (n = 20), a porcentagem de vacas que apresentou foliculos com
capacidade ovulatoria dois dias apos a aplicacdo de 800 UI, 400 UI e 0 UI de eCG foi de
100%, 71,42% e 66,66%, respectivamente. A taxa de ovula¢do apdés uma Unica injecdo de
GnRH, foi de 100%, 85,7% e 66,66%, respectivamente e, ndo houve diferenca em funcao da
aplica¢do ou nao da eCG sobre a taxa de ovulacdo (P = 0,17). No experimento II, as vacas (n
= 21) receberam 400 UI de eCG (Dia 0), seguida por GnRH (D2), PGF,a (Dia 8) e GnRH
(D10). A porcentagem de animais que respondeu a primeira injecdo de GnRH foi maior que a
segunda, (71,42% vs. 19,04%, P < 0,001), sendo que 23,8% dos animais ndo responderam a
nenhuma das inje¢des de GnRH. Desta forma, a eCG ¢ efetiva em induzir a emergéncia de
uma nova onda folicular dois dias ap6s sua aplicagdo em vacas Nelore em anestro e, portanto,
efetiva em auxiliar o retorno a ciclicidade. O protocolo baseado no uso de eCG, GnRH e
PGF,a foi eficiente em induzir a ovulacdo sincronizada da maior parte dos animais apos a
primeira inje¢cdo de GnRH, porém, ndo apos a segunda. Desta forma, pesquisas adicionais sdo
necessarias a fim de melhorar a eficiéncia deste protocolo com relagdo a taxa de vacas com

ovulagdo sincronizada a segunda inje¢do de GnRH.

Palavras-chave: anestro, IATF, vacas de corte, crescimento folicular.
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ABSTRACT

BARBOSA, Jodo Luiz. Master Thesis (Animal Science), Federal University of Mato Grosso,
Campus Sinop. May 2017, 40 pages. Resumption of ovarian cyclicity and ovulation
induction of Nelore cows using eCG and GnRH. Advisor: Prof. Dr. Lilian Rigatto Martins.
Co-advisor: Dr. James Richard Pursley

The objective of this study was to develop a protocol based on eCG, GnRH and PGF,a to
induce resumption of cyclicity in anovular Nelore cows, for which two experiments were
conducted. Experiment I aimed to determine the day interval between eCG injection and
acquirement of ovulatory capacity and to estimate the percentage of cows that ovulated in
response to GnRH injection. Experiment II was designed to determine the ovulation rate after
the first and second injection of GnRH of cows that were submitted to a eCG-GnRH-PGF-
GnRH protocol. In Experiment 1 (n = 20), the percentage of cows that presented follicles with
ovulatory capacity within two days after the administration of 800, 400, and 0 IU of eCG was
100%, 71.42%, and 66.66%, respectively. The ovulation rate after a single GnRH injection
was 100%, 85.7%, and 66.66%, respectively; and there was no difference between eCG
administration and none on the ovulation rate (P = 0,17). In Experiment 2, cows (n = 21)
received 400 IU of eCG on Day 0, followed by GnRH (Day 2), PGF,a (Day 8) and GnRH
(Day 10). The percentage of cows that responded to the first GnRH injection was higher than
to the second, (71.42% vs. 19.04%, P < 0.001), considering that 23,8% of cows did not
respond to any GnRH injection. Therefore, eCG is effective on inducing emergence of a new
follicular wave within two days after its administration in anestrous Nelore cows; hence, it is
effective to support the resumption of cyclicity. The protocols based on the administration of
eCG, GnRH and PGF,a have been effective in inducing synchronized ovulation in the
majority of cows after the first GnRH injection; however, not as effective after the second
injection of GnRH. Consequently, additional studies are essential to enhance the efficiency of
this protocol concerning the synchronized ovulation rate following the second GnRH

injection.

Keywords: anestrus, FTAI beef cattle, follicular development.
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1. INTRODUCAO GERAL

Existem diversos fatores que influenciam a reprodu¢do animal, dentre eles, destacam-
se a sanidade, o manejo reprodutivo e a nutrigdo (Sartori e Guardieiro, 2010). No Brasil,
devido as condigdes tropicais, a maior parte do rebanho ¢ composta por animais zebuinos,
visto que estes animais apresentam alta rusticidade e se adaptam bem ao clima brasileiro,
porém apresentam alta incidéncia de um longo anestro, comecando pelo anestro pos-parto,
seguido de anestro nutricional (Baruselli et al., 2008).

O anestro ¢ uma condi¢do em que as fémeas ndao ovulam devido a liberagdo
inadequada de gonadotrofinas (Oliveira et al., 2010). Aliado a esta caracteristica, o sistema de
criagdo extensivo, predominante nas regides tropicais, ¢ a sazonalidade climatica favorecem
ainda mais o comprometimento da atividade ovariana, devido ao baixo contetdo energético
fornecido pelas pastagens no periodo seco do ano (Baruselli et al., 2008)

Diante desta questdo, varias estratégias vém sendo desenvolvidas para minimizar o
efeito do anestro no desempenho reprodutivo, sendo as suplementagdes pré e pds-parto,
ferramentas eficientes e de facil implantagdo que trazem resultados positivos desde que bem
planejadas e executadas dentro da propriedade (Baruselli et al.,2004).

Além da suplementagdo, protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF)
tém sido associados ao manejo para diminuir o tempo de anestro das fémeas bovinas e induzir
a ciclicidade por meio da utilizacdo de farmacos. Com o desenvolvimento da ultrassonografia,
foi possivel compreender a dindmica de crescimento dos foliculos ovarianos e manipular o
ciclo estral. Inicialmente, os primeiros protocolos desenvolvidos foram direcionados para
fémeas taurinas leiteiras, como o protocolo Ovsynch (Pursley et al., 1995). No entanto, este
protocolo ndo trouxe resultados satisfatorios em animais zebuinos, uma vez que a grande

parte destes animais se encontra em anestro durante alguns periodos do ano e, portanto, possui



baixos estoques de hormonio luteinizante (LH) necessarios para a ovulagdo, tornando os
protocolos a base de estrégeno e de progesterona (P4) os mais utilizados nestes animais.

A partir dos anos 70, a gonadotrofina coridnica equina (eCG) passou a ser utilizada
com o objetivo de aumentar a eficiéncia dos protocolos, tanto de inseminacao artificial em
bovinos como de transferéncia de embrides (Lunenfeld, 2004). Atualmente, o uso da eCG ¢
indispensavel em protocolos que visem ao retorno a ciclicidade de vacas em anestro, visto que
o uso da eCG traz significativas vantagens, uma vez que ela fornece o suporte de LH
necessario para que o foliculo cresga até atingir capacidade ovulatdria (Mello et al., 2014).

O objetivo geral da pesquisa foi desenvolver um protocolo baseado em eCG, GnRH e
PGF,o que induza o retorno a ciclicidade de vacas Nelore em anestro. Para isso foram
construidos dois experimentos. O experimento I teve como objetivos especificos determinar o
intervalo de dias entre a aplicagdo da eCG e o momento de aquisi¢cdo de capacidade ovulatéria
e determinar o percentual de vacas que ovularam em resposta a administracdo de GnRH. J4 o
experimento II teve como objetivos especificos determinar a taxa de ovulagao apds a primeira
e apos a segunda injecdo de GnRH em vacas submetidas a um protocolo eCG-GnRH-PGF-
GnRH.

O artigo foi formatado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico da eCG
A eCG ou, como era chamada anteriormente, gonadotrofina sérica da égua prenhe
(PMSG), foi descoberta na década de 1920 por Harold Cole e George Hart e descrita pela

primeira vez em seu artigo em 1930 (Cole e Hart, 1930).



Cerca de oito anos apds ter sido descoberta, foi estabelecido um padrdo internacional
para o uso da eCG em protocolos para inducdo da ovulagdo em humanos junto com a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (Lunenfeld, 2004). Entretanto, algumas mulheres
passaram a desenvolver anticorpos contra a eCG e, dessa forma, os medicamentos contendo
gonadotrofinas coridnicas de origem animal, que eram utilizados em humanos, foram
retirados do mercado e, consequentemente, excluidos dos programas de indugdo da ovulagao
em mulheres em 06 de julho de 1972 pela Food and Drug Admistration (FDA), tendo entao

seu uso restrito a animais (FDA, 1972).

2.2. Propriedades fisicas e quimicas da eCG

A eCG ¢ uma glicoproteina acida produzida pelos calices endometriais de éguas
prenhes e comeca a ser detectada no soro entre o 37° e 41° dia da gestacdo, com pico de
produgdo entre o 60° e 80° dia quando, a partir do 120° seus niveis séricos comegam a cair ¢
finalmente desaparecem até o 160° dia (Mestre et al., 2011).

A molécula da eCG é sintetizada e secretada sob a forma de um heterodimero classico,
ou seja, composta por duas subunidades a e B, ligadas ndo covalentemente, assim como as
gonadotrofinas hipofisarias (Murphy e Martinuk, 1991). Cada uma destas subunidades ¢
composta por uma série de aminoacidos. O gene responsavel pela codificacdo da subunidade
a codifica uma proteina que possui 96 aminoacidos e apresenta entre 68 a 79% de homologia
com a subunidade a de outras espécies de mamiferos. Ja o gene responsavel pela codificagao
da subunidade B codifica uma proteina de 169 aminoacidos, porém o processamento resulta
na clivagem de um aminoécido na por¢do N-terminal, resultando em uma molécula madura
com 149 aminoacidos que possui de 56 a 78% de homologia com a subunidade 3 de outros

mamiferos (Mestre et al., 2011).



A eCG possui uma quantidade elevada de carboidratos, superando qualquer outra
glicoproteina conhecida. Cerca de 22% da subunidade o e mais de 50% da subunidade B sdo
compostas por carboidratos, sendo a maior parte composta por N-acetil-neuramina (acido
sidlico), por galactose e por glucosamina (Murphy e Martinuk, 1991). Este alto teor de
carboidratos (45%) lhe garante um alto peso molecular, de 72.000 Da, que confere uma longa
meia-vida a eCG (Mestre et al., 2011). Ainda, por sua alta carga negativa devido ao alto grau
de glicosilacdo, sua taxa de filtragdo pelo glomérulo renal ¢ diminuida, o que aumenta ainda
mais sua meia-vida (Baruselli et al., 2008). O quadro 1 sumariza a meia-vida da eCG em

algumas espécies animais.

Quadro 1 - Meia-vida de eliminac¢do da eCG em relagdo a espécie em que foi administrada.

Animal Meia-vida de eliminag¢ao (horas) Fonte
Egua 144 Mestre et al. (2011)
Vaca 121 Schams et al. (1978)
Ovelha 61 Murphy e Martinuk (1991)
Coelha 26 Catchpole et al. (1935)
Rata 06 Aggarwal e Papkoff (1985)

As informagdes sobre a meia-vida da eCG sdo um tanto contraditdrias, pois alguns
autores levam em consideracdo a meia-vida de distribuicdo, enquanto outros consideram a
meia-vida de elimina¢do. Quando se leva em consideragdo a meia-vida de distribuigdo, tem-se
45,6 horas para bovinos; 3 a 4 horas para a ovinos e 0,3 horas para ratos (Schams et al., 1978;
Murphy e Martinuk, 1991; Aggarwal e Papkoff, 1985).

Juntamente com as gonadotrofinas LH (hormdnio luteinizante) e FSH (hormdnio
foliculo estimulante), a eCG pertence a uma subfamilia de hormodnios glicoproteicos que
utilizam receptores de dominio transmembrana associados a uma proteina G; dessa forma, a

eCG consegue se ligar a estes receptores presentes na superficie das células da teca e da




granulosa dos foliculos e exercer as mesmas fun¢des do FSH e LH em outras espécies, que
ndo a equina (Murphy, 2012). Esta caracteristica possibilita o amplo uso da eCG em
biotecnologias reprodutivas voltadas a espécie bovina, como nos protocolos de superovulacao
utilizados em programas de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF) e em protocolos
de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), uma vez que, devido ao suporte hormonal,
aumenta a taxa de crescimento folicular; a eficiéncia do corpo luteo em produzir progesterona

e, principalmente, auxilia o retorno a ciclicidade de vacas em anestro (Baruselli et al., 2008).

2.3. Respostas ovarianas ao tratamento com eCG

Virios trabalhos indicam que o uso da eCG em programas de manipulagdo do ciclo
estral resulta numa maior velocidade de crescimento folicular. Dados apresentados por
Nufiez-Oliveira et al. (2014) apontam taxas de crescimento folicular, em vacas Hereford, de
0,90 mm/dia para as que nao receberam eCG e de 1,40 mm/dia para as que receberam 300 UI
de eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal (P = 0,0777). Em experimento
realizado com novilhas Bos taurus indicus, Sa Filho et al. (2010a) encontraram taxas de
crescimento folicular inferiores quando comparadas com os resultados apresentados acima,
embora estes autores tenham observado ainda, que as novilhas tratadas com 400 UI eCG
tiveram um incremento da taxa de crescimento folicular em relagdo aquelas que nao
receberam a eCG (1,10 vs. 0,60 mm/dia, respectivamente; P = 0,0009). Em outra pesquisa
realizada com vacas Bos taurus indicus, S& Filho et al. (2010b) relataram que a taxa de
crescimento folicular foi similar aquela observada por Nuifiez-Oliveira et al. (2014) em Bos
taurus taurus, de 1,50 mm/dia para as vacas tratadas com 400 UI de eCG e de 0,56 mm/dia
para aquelas ndo tradadas (P = 0,0001).

Ainda neste contexto, ¢ sabido que apo6s o momento do desvio, o foliculo expressa

receptores para LH nas células da granulosa além daqueles presentes nas células da teca



interna (McNatty et al., 1984) e, dessa forma, a injecdo da eCG aumenta a capacidade
esteroidogénica do foliculo ao se ligar aos receptores de LH e atuar como tal de forma tonica,
resultando em uma maior quantidade de estrégeno produzido e liberado no antro folicular (De
Rensis et al., 2014).

Sa Filho et al. (2010c¢), utilizando vacas Nelore paridas e mesticas (Nelore x Angus),
mostraram que quando se aumentou a taxa de crescimento folicular final, a taxa de ovulagao
também foi maior. Nesta pesquisa, os autores observaram que conforme o didmetro folicular
das vacas aumentava para além de 15 mm, a taxa de ovulacdo chegava a aproximadamente
100%, enquanto que nos animais que apresentaram diametro folicular final préximo a 10 mm,
a taxa de ovulagdo ndo ultrapassou 80%. Nesta mesma pesquisa, os autores afirmaram que a
demonstragdo de estro e a taxa de prenhez também aumentaram conforme o diametro folicular
final foi maior. Em contrapartida, Ferreira et al. (2013) ndo encontraram diferengas na taxa de
ovula¢do em vacas holandesas com bom escore de condi¢do corporal (2,8+0,1, escala de 1 a
5, sendo 1 muito magra e 5, extremamente gorda), corroborando com Baruselli et al. (2004),
que ndo constataram efeitos positivos na taxa de concep¢do com o uso da eCG em vacas
Nelore com escore corporal acima de 3 (escala de 1 a 5, sendo 1 muito magra e 5,
extremamente gorda).

Baruselli et al. (2008) demonstraram que a eCG atua como coadjuvante em protocolos
de retorno a ciclicidade, ao afirmarem que a administragdo da eCG mesmo em animais em
anestro criava condi¢des para estimular o crescimento folicular e a ovulagdo em animais que
tinham comprometimento na liberacdo de gonadotrofinas, como fémeas em anestro e recém-
paridas. Sua acdo tonica semelhante ao LH ¢ utilizada como suporte para o crescimento
folicular final nestes animais, uma vez que eles possuem baixos estoques deste hormonio
quando estdo sob estresse nutricional, ndo permitindo que ocorra o crescimento final folicular

e a posterior ovulagdo (Pacala et al., 2010; Rostami et al., 2011). Porém, o efeito da eCG em



vacas leiteiras para a retomada da ciclicidade ¢ limitado, pois nestas vacas a incidéncia de
anestro devido a baixa pulsatilidade de LH ¢ menor quando comparada com vacas de corte
(Wiltbank et al., 2002).

Além do aumento no didmetro folicular, a eCG possui efeito positivo sobre o corpo
luteo (CL) quando administrada antes da ovulagdo (De Rensis et al., 2014). Com a ovulagao
de um foliculo de maior didmetro, o corpo liteo resultante também serd maior (Nufiez-
Oliveira et al., 2014). Tortorella et al. (2013) constataram que vacas que ovularam foliculos
de 10 mm possuiam maior area de CL e maior concentracdo de progesterona circulante
quando comparadas as vacas que ovularam foliculos de 8,5 mm (P<0,05). Em outra pesquisa,
Souza et al. (2009) apontaram que a eCG era capaz de aumentar a produ¢do de progesterona
pelo CL sem alteragdo no seu tamanho. Neste experimento, 0s autores ndo observaram
aumento do tamanho do foliculo ovulatério de vacas holandesas tratadas com eCG, porém
detectaram aumento nos niveis de progesterona circulante e acreditaram que este aumento se
deva a uma elevagdo na proporcao e na eficiéncia de producdo de das células grandes luteais
que sdo responsaveis por 80% da producao de progesterona pelo CL.

Em contrapartida, Rigoglio et al. (2013) e Nufiez-Oliveira et al. (2014) evidenciaram
que o uso da eCG em vacas mesti¢as (Bos taurus taurus X Bos taurus indicus) € em vacas
puras (Bos taurus taurus) aumenta a area ¢ a eficiéncia do CL quando comparado com
animais que ndo foram tratados com a gonadotrofina.

Ainda, Rigoglio et al. (2013) demonstraram que vacas que receberam 400 Ul de eCG
apresentaram maior niumero ¢ maior densidade de células grandes luteais por mm? de CL,
além de possuirem maior volume mitocondrial nas células luteais quando comparadas com
vacas que ndo foram tratadas com eCG. Estes mesmos autores verificaram que em vacas
tratadas com a eCG, houve maior expressdo da proteina reguladora aguda da esteroidogénese

(StAR). Esta proteina ¢ mediadora da internalizagdo do colesterol para o interior da



membrana mitocondrial (Stocco, 2001). Em sintese, vacas submetidas a estimulacdo com
eCG, apresentam maior numero de células grandes luteais, maior nimero de organelas
envolvidas na produc¢do da progesterona e maior expressdo das proteinas responsaveis por
internalizar o colesterol para dentro da membrana mitocondrial.

O aumento do volume mitocondrial é outra hipotese relacionada ao aumento da
eficiéncia do CL em produzir progesterona, visto que esta organela ¢ responsavel pela
conversao do colesterol em pregnenolona, composto precursor da progesterona (Senger,
2003).

Sabendo da fungdo essencial da progesterona para a manutenc¢ao da prenhez, torna-se
vantajoso o uso da eCG para aumentar os niveis séricos deste hormonio mesmo em animais
nos quais a eCG tem pouco efeito sobre o crescimento folicular, como no caso de vacas
holandesas bem nutridas e vacas com escore corporal acima de 3 (B¢ et al., 2002; Baruselli et
al., 2004; Souza et al., 2009; Ferreira et al., 2013).

Além da importancia sobre a manutencdo da prenhez, a concentragdo sérica de
progesterona tem efeito sobre a qualidade do odcito ovulado (Sartori et al., 2002a) e sobre a
duracdo da fase progesteronica do ciclo estral (Inskeep, 2004). Nuiez-Oliveira et al. (2014)
observaram que vacas ndo tratadas com eCG apresentaram maior incidéncia de fase luteal
curta, ou seja, as concentragdes de progesterona se reduziam a menos que 1 ng/mL ap6s o 12°
dia apos a ovulagdo. Em contrapartida, as vacas tratadas com eCG possuiam fase luteal
normal com concentracdes de progesterona acima de 1 ng/mL até o 14° dia apds a ovulagao,
ultimo dia em que os autores realizaram a mensuracdo, o que corrobora com os resultados de
Inskeep (2004) que afirma que a secrecao de PGF,a ¢ prematura quando o utero ndo é exposto

a progesterona.

2.4. Uso da eCG em protocolos de IATF



Embora existiram algumas controvérsias em relacdo a eficiéncia da eCG em
protocolos de IATF (Marques et al., 2003; Baruselli et al., 2009), seu uso no momento da
retirada do implante intravaginal ¢ frequente em protocolos de IATF a base de progesterona e
de estrogeno no Brasil, pois favorece o crescimento folicular e a ovulagdo mesmo em animais
aciclicos, naqueles que se encontram no periodo de espera voluntaria e naqueles com baixa
condi¢ao de escore corporal (Baruselli et al., 2003, 2004; Penteado et al., 2004; S4 Filho et al.,
2010a).

Bo6 et al. (2007) constataram que animais destinados a IATF deveriam apresentar
escore de condigdo corporal entre 2,5 ¢ 3 (escala de 1 a 5) para que a taxa de prenhez fosse de
aproximadamente 50%. Com a utilizacdo da eCG, foi possivel atingir as mesmas taxas em
animais com escore corporal proximo de 2 (escala de 1 a 5) (Baruselli et al., 2004), embora
Bo6 et al. (2007) recomendem que os animais aumentem seu escore de condi¢do corporal
durante a estacdo reprodutiva, pois animais que perdem peso durante protocolos de IATF
apresentam menores taxas de prenhez mesmo com o uso da eCG. Ainda neste contexto,
Baruselli et al. (2009) afirmam que quando tratamentos para sincronizagdo da ovulagdo para
IATF sdo feitos antes de 60 dias pds-parto, o uso da eCG ¢ recomendado para todos os
animais independente da condic¢do corporal.

Viérias tentativas de melhorar os indices dos protocolos de IATF vém sendo
desenvolvidas; um exemplo ¢ a associagdo de FSH no momento da retirada do implante
intravaginal. Entretanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios; Sales et al. (2011), que
ndo encontraram diferenca entre a taxa de prenhez de vacas submetidas a IATF tratadas com
FSH e de vacas ndo tratadas (60,0% vs. 61,5%, respectivamente), a despeito de terem
observado, no mesmo experimento, o aumento na taxa de prenhez dos animais tratados com a

eCG (71,6%; P = 0,04).
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Bo6 et al. (2007) ressaltaram a importancia da nutricdo em programas de IATF e
demonstraram que programas de melhoramento que nao respeitam a sazonalidade ou a falta
de alimento durante o protocolo podem apresentar taxas de prenhez proéximas a 35% mesmo

com o uso da eCG.

2.5. Principais tipos de protocolos utilizados para IATF no Brasil

Atualmente, a maioria dos protocolos utilizados para sincronizagdo de estro e para o
restabelecimento de atividade ovariana utilizada na América do Sul é baseada em associagdes
de progesterona e de compostos estrogénicos no dia zero (B6 et al., 2013). Estes protocolos
sdo baseados em trés premissas: sincronizagdo da emergéncia de uma nova onda, que ¢ feita
através da indugdo da atresia folicular (Bo6 et al., 1995); dessa forma, um novo grupo de
foliculos ¢ recrutado; pelo controle da duragdo da fase progesterdnica, por meio da inser¢ao
de um dispositivo liberador de progesterona e posteriormente, pela aplicacdo de PGF,a. Esta
premissa garante o crescimento dos foliculos recrutados apods a sincronizagdo da emergéncia
de uma nova onda até a aquisicdo de capacidade ovulatéria (Baruselli et al.,2013). Em
novilhas Nelore, a aquisi¢ao da capacidade ovulatoria se da a partir do momento 7 mm, porém
com maior percentual de ovulagdo em foliculos maiores que 8,5 mm (Gimenes et al., 2008). A
ultima premissa ¢ a indug¢do da ovulag¢do sincronizada deste foliculo, que pode ser feita
através da aplicacdo de compostos estrogénicos, GnRH ou o proprio LH (Baruselli et
al.,2013).

Protocolos baseados nesta associagdo apresentam taxa de concepgao em torno de 50%,
aliado ao fato de que podem ser utilizados tanto em animais ciclicos quanto em animais
aciclicos sem prejuizo a taxa de concepcao (Baruselli et al., 2004). Embora seja eficiente e

traga inumeras vantagens para a reprodu¢do animal, ele possui algumas desvantagens; a
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principal delas ¢ a utilizagdao de dispositivos intravaginais (DIV) liberadores de progesterona

e, tais desvantagens serdo discutidas adiante no decorrer da revisao.

2.6. Uso de dispositivos intravaginais em protocolos de IATF

Os dispositivos intravaginais (DIV) liberadores de progesterona sdo fundamentais em
protocolos baseados na associacdo de estrogeno e progesterona; permanecem no canal vaginal
por 5 a 9 dias e sua fungdo € liberar progesterona por este periodo de tempo (Baruselli et al.,
2004). Entretanto, sua utilizacdo traz algumas desvantagens, tais como a perda destes
dispositivos ap6s a implantagdo; a associacdo do seu uso com o aumento de reagdes
inflamatorias na cérvix e principalmente no canal vaginal; o alto custo e a demanda maior de
mao de obra no momento da implantagdo (Roche et al., 1976; Nascimento et al., 2008; Bo,
2010).

A perda de tais dispositivos varia entre 2,7 a 12%, de acordo com o tipo de criagdo dos
animais (a pasto ou estabulados), com o tipo de implante e com a eficiéncia na implantagao
(Roche et al., 1976; Chenault et al., 2003). A fim de atuar como coadjuvante no tratamento de
inflamagdes do trato reprodutivo no momento da implantacdo do DIV, Walsh et al. (2008)
utilizaram uma pomada a base de clorexidina. Esses autores associaram a maior taxa de perda
dos DIV como o uso desta pomada. A perda destes DIV implica tanto em redugdo da
eficiéncia do protocolo como em prejuizo financeiro para o produtor.

Dentre as reagdes inflamatorias associadas ao uso dos DIV, destacam-se a vaginite e a
cervicite, que sdo patologias caracterizadas por uma alteracdo inflamatoria inespecifica
(Nascimento e Santos, 2008). Devido a resisténcia que fémeas adultas geralmente possuem
aos microrganismos patogénicos, a cervicite e a vaginite ndo sdo tdo frequentes quanto a
endometrite. Esta resisténcia natural deve-se ao tipo de epitélio (estratificado pavimentoso), a

presenga de acido latico e as células de defesas locais. Quando este epitélio € lesionado, quer
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seja pela inser¢do de dispositivos intravaginais, de aplicadores universais ou de inovuladores,
tem-se uma predisposicao a estas reagdes inflamatorias, que quando ocorrem, caracterizam-se
clinicamente por hiperemia e pela presenca de exsudato catarral e, histologicamente, pela
presenga de infiltrado inflamatdrio (Nascimento e Santos, 2008).

Aliado a isto, a presenga do DIV por mais de sete dias causa uma diminuicdo dos
leucdcitos, sendo coadjuvante para o agravamento do processo inflamatorio (Walsh et al.,
2008). Chenault et al. (2003) verificaram que 65% das vacas analisadas em seu estudo (n =
863) apresentaram muco decorrente da irritagdo local causada pelo DIV e que 2% dos animais
apresentavam quantidade de muco intensa, sugestiva de vaginite, corroborando com os
achados de Mansano et al. (2013). Estes ultimos autores relatam que o uso dos DIV envolve o
manuseio direto das genitalias interna e externa e que a ac¢ao local da progesterona induz a
supressao das células de defesa e interfere na imunidade do trato reprodutivo, favorecendo o
aparecimento destas patologias.

Por outro lado, Walsh et al. (2008) ndo encontraram diferengas na diminui¢do do
niamero de leucdcitos e no grau de vaginite, quando compararam dispositivos com e sem
progesterona, porém, no mesmo trabalho, vacas nas quais ndo foram inseridos dispositivos
intravaginais ndo apresentaram nenhum tipo de corrimento vaginal e nem diminui¢do do
numero de leucdcitos.

Pelo fato dos DIV serem responsaveis pelo maior custo - cerca de 40% - comparado
aqueles dos demais hormdnios utilizados em um programa de IATF (B6, 2010), uma
estratégia surgiu para diluir este custo, sem prejuizo na taxa de concepgdo: a reutilizagdo dos
DIV (Colazo et al., 2004). B6 (2010) recomendam que os DIV a serem reutilizados devam ser
lavados com agua, escovados para retirada de detritos e desinfetados com solu¢do de amodnia

quaterndria. Apesar de ser uma estratégia valida e sem prejuizos a taxa de prenhez (Sa Filho et
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al., 2009; Crepaldi et al., 2009), a ma higieniza¢do e o armazenamento dos DIV reutilizados
podem favorecer o aumento das reacdes inflamatorias e, em casos mais graves, as vaginites.
Outra desvantagem da utilizacdo dos DIV ¢ a sua propria implantagdo no interior do
canal vaginal da fémea. Para isso, a fémea deve estar contida e faz-se necessaria a utilizagao
de um aplicador de plastico, no qual o DIV ¢ acoplado. Este aplicador ¢ introduzido no canal
vaginal da fémea, o émbolo do aplicador ¢ pressionado e entdo, o DIV ¢ mantido no canal

vaginal (Senger, 2003).

2.7. Protocolos de IATF alternativos que dispensam o uso dos DIV

Pursley et al. (1995) desenvolveram um protocolo para a sincronizagdo do estro e da
ovulagdo de vacas leiteiras que dispensa o uso dos DIV, denominado Ovsynch. Este protocolo
¢ baseado na aplicagdo de duas inje¢des de GnRH; uma realizada no DO (dia zero) do
protocolo e outra no D9 (dia nove) intercaladas por uma inje¢cao de PGF,a no D7 (dia sete). A
inseminacao artificial ocorre 24 horas apds a segunda injecdo de GnRH. Este protocolo trouxe
bons resultados aos programas reprodutivos utilizados em vacas leiteiras, porém sua
efetividade em vacas Nelore ¢ limitada devido ao alto indice de anestro que estes animais
apresentam, principalmente quando criados em condig¢des tropicais, situagdo da maior parte
do rebanho brasileiro (Baruselli et al., 2004).

Com o passar do tempo, varias adaptagdes do Ovsynch foram surgindo com a inteng¢ao
de melhorar a efetividade deste protocolo (Souza et al., 2008; Wiltbank et al., 2015; Yousuf et
al., 2016), porém, a maioria destinada a vacas leiteiras.

Tanto a resposta ovulatdria, quanto o tamanho do corpo luteo s3o influenciados pelo
tamanho do foliculo no momento das injecdes de GnRH do Ovsynch. Outro ponto importante

¢ que a baixa quantidade de progesterona circulante durante a realizagdo do protocolo,
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aumenta a possibilidade da ovulacdo de odbcitos subférteis, semelhantes a odcitos
envelhecidos (Sartori et al., 2002a).

Visando aumentar a concentragdo de progesterona circulante em vacas submetidas ao
protocolo Ovsynch, Souza et al. (2008) realizaram um experimento comparando duas
variagdes do Ovsynch: o (1) Presynch, que consiste em duas aplicagdes de PGF,a com
intervalo de 14 entre elas e a implementacdo do Ovsynch 12 dias apods a segunda aplicagdo de
PGF,0; e o (2) Double-Ovsynch, que consiste em um protocolo Ovsynch convencional
seguido por outro, sete dias apos o término deste primeiro. Com estas variagdes, os autores
induziram a formac¢do de um novo CL acessorio. A acdo conjunta dos dois CL, promoveu o
aumento dos niveis de progesterona circulantes no momento da inje¢do de PGF,a, o que
proporcionou maior controle sobre a fase progesteronica do protocolo e diminui¢do da
ocorréncia de foliculos persistentes com odcitos envelhecidos. Nesta pesquisa, a concentragao
de progesterona e a taxa de prenhez foram maiores nos animais tratados com o Double-
Ovsynch quando comparado com os tratados com o Presynch, porém estes dois protocolos
possuem sete e seis manejos, respectivamente, o que reduz sua aplicabilidade em outro tipo de
criagdo que ndo seja o gado leiteiro.

Quando se utiliza uma pré-sincronizagdo antes do Ovsynch, pode-se controlar com
maior eficiéncia o dia do ciclo estral que o protocolo € iniciado e, segundo Bello et al. (2006),
quando se inicia o Ovsynch no dia seis do ciclo estral, a resposta ovulatoria e a lutedlise
induzida pelo GnRH e PGF,a, respectivamente, sdo melhoradas quando comparadas com
animais, nos quais o Ovsynch foi iniciado em um dia aleatdrio do ciclo estral.

Outro obstaculo encontrado no Ovsynch € a regressdo incompleta do corpo luteo.
Wiltbank et al. (2015) afirmaram que mesmo quando uma vaca ovula durante o primeiro
tratamento com GnRH do Ovsynch, a regressdo incompleta do corpo liteo resultante desta

ovulagdo afeta diretamente a fertilidade desta vaca. Desta forma, esses autores avaliaram a
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eficiéncia de duas injecdes de PGF,a no D7 e no D8, no Ovsynch convencional e no Double
Ovsynch em vacas primiparas ¢ em multiparas e observaram que duas inje¢cdes de PGF,a
aumentaram o percentual de vacas primiparas com regressdo luteal completa quando
comparadas aquelas da mesma categoria que receberam apenas um tratamento com PGF,a
(97,5% vs. 81,2%, respectivamente; P = 0,001). O mesmo foi observado em vacas multiparas,
em que uma inje¢ao resultou na taxa de regressdo luteal completa de 84,4% e duas injegdes
resultaram em 96,7% (P = 0,006). Desta forma, concluiram que independente da categoria a
qual as vacas pertenciam, houve um acréscimo de cerca de 10% na taxa de regressao luteal
completa ao se utilizar duas inje¢des de PGF,a em detrimento de uma. Os autores
consideraram como regressdo luteal completa quando o nivel de progesterona circulante se
encontrava abaixo de 0,5 ng/mL até 56 h apds a aplicacio de PGF,a em vacas que
apresentavam concentracao sérica de progesterona acima de 2,0 ng/mL no dia da primeira
injecdo de PGF,a.

Além do Ovsynch, outro tipo de protocolo que dispensa o uso de DIV ¢ aquele que
utiliza implantes auriculares subcutdneos impregnados com progesterona sintética
(norgestomet) conhecido como protocolo CRESTAR®. Este protocolo baseia-se na
manutengdo de um implante auricular de silicone que libera progesterona de forma
homogénea e linear por nove dias associado a aplicacdo de 5 mg de valerato de estradiol por
via intramuscular profunda (Almeida, 2006).

Com relagio as taxas de concep¢io, o protocolo CRESTAR® nio difere
estatisticamente de outros protocolos que utilizam DIV associados a compostos estrogénicos
(Baruselli et al., 2002). Porém, a inser¢do do implante ¢ dificultada e estressante para o
animal, fato que faz com que alguns profissionais ndo utilizem este tipo de protocolo com

tanta frequéncia.
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De acordo com os resultados apresentados, foi possivel identificar os mecanismos
pelos quais a eCG age no ovario com relacdo ao crescimento folicular, a taxa de ovulagdo e a
formagdo do corpo luteo e, a partir destas informagdes comprovar a importancia da eCG em
programas que visem melhorar o desempenho reprodutivo de fémeas bovinas com baixo
escore corporal, daquelas que se encontram em anestro e daquelas criadas em condigdes
tropicais, como ¢ o caso da maior parte do rebanho brasileiro.

Ademais, também foi possivel concluir que protocolos baseados na associagdo de
estrégeno e progesterona que utilizam um DIV ¢ eficiente em reestabelecer a ciclicidade de
vacas Nelore em anestro, porém apresentam algumas desvantagens que podem ser eliminadas

através do uso de protocolos que dispensam o uso dos DIV.
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CAPITULO 1

RETORNO A CICLICIDADE OVARIANA E INDUCAO DA OVULACAO EM

VACAS NELORE UTILIZANDO eCG E GnRH

1. INTRODUCAO

O protocolo Ovsynch proposto por Pursley et al. (1995) foi amplamente utilizado em
vacas leiteiras como ferramenta para melhorar a eficiéncia reprodutiva destes animais.
Contudo, nos animais criados sob condi¢des tropicais, principalmente os da raca Nelore, a alta
incidéncia de anestro limita o uso do Ovsynch devido a baixa quantidade de LH armazenado
na adenohipofise (Baruselli et al.,2008).

Esta caracteristica fez com que protocolos baseados no uso de um dispositivo
intravaginal impregnado com progesterona associado a um composto estrogénico
apresentassem maior eficacia nestes, uma vez que a progesterona ¢ a responsavel pelo
aumento do armazenamento de LH na adenohipofise, permitindo a ovulagdo, mesmo em
animais em anestro (Baruselli et al., 2004). Entretanto, este tipo de protocolo traz algumas
desvantagens como o custo ¢ a perda deste dispositivo; o aumento de reagdes inflamatorias no
canal vaginal e, principalmente, a maior mao de obra durante a introdu¢dao no canal vaginal
(Roche et al., 1976; Nascimento et al., 2008; Bo, 2010).

A partir da década de 1930 com a descoberta da gonadotrofina coridnica equina (Cole
e Hart, 1930) e com o avango das pesquisas, foi comprovado que esta glicoproteina tem
capacidade de se ligar tanto a receptores de FSH quanto a receptores de LH (Murphy e
Martinuk, 1991) e, desta maneira, estimular o crescimento de foliculos médios e grandes (De
Rensis et al., 2014). Seu uso em protocolos de IATF em vacas Nelore melhora as taxas de

concepgdo em fémeas com baixo escore de condigdo corporal (ECC), isto ¢, aquelas que



24

apresentam ECC entre 2 a 3 (escala de 1 a 5) (Baruselli et al., 2008). A maioria das pesquisas
traz o uso da eCG em protocolos de IATF apos a ocorréncia do desvio folicular visando ao
estimulo da eCG sobre o crescimento folicular final, o que resulta em uma maior taxa de
ovulagdo (Sa Filho et al., 2010a; Sa Filho et al., 2010b; Sa Filho et al., 2010c; Nunez Oliveira
etal., 2014).

De acordo com a dose utilizada, a eCG administrada na auséncia de foliculo
dominante pode causar o crescimento simultaneo de varios foliculos e resultar em multiplas
ovulagdes (Duffy et al., 2004). De Rensis et al. (2014) revisaram que doses abaixo de 1.000
Ul de eCG sao insuficientes para causar multiplas ovulagdes em vacas leiteiras, porém a dose
exata incapaz de causar multiplas ovulagdes em vacas Nelore quando a eCG ¢ administrada
na auséncia de um foliculo dominante ainda ndo foi estabelecida.

No presente estudo, objetivou-se desenvolver um protocolo baseado em eCG, GnRH e
PGF,a que induza o retorno a ciclicidade de vacas Nelore em anestro. Para isso foram
construidos dois experimentos. O experimento I teve como objetivos especificos determinar o
intervalo de dias entre a aplicagdo da eCG e o momento de aquisi¢cdo de capacidade ovulatéria
e determinar o percentual de vacas que ovularam em resposta a administracdo de GnRH. J4 o
experimento II teve como objetivos especificos determinar a taxa de ovulagao apds a primeira
e apos a segunda injecdo de GnRH em vacas submetidas a um protocolo eCG-GnRH-PGF-

GnRH.
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2. MATERIAL E METODOS

Nos dois experimentos, a selecdo das vacas em anestro foi realizada por meio de
ultrassonografia transretal, utilizando aparelho de ultrassom (HS 1600, Honda Eletronics®,
Toquio, Japdo) acoplado a um transdutor linear transretal de 7,5 MHz (Honda Eletronics®,
Toquio, Japao). Foram realizados dois exames ultrassonograficos com intervalo de 11 dias e
as vacas que nao apresentaram CL nos dois exames, foram selecionadas. No mesmo dia do
segundo exame ultrassonografico, deu-se inicio aos tratamentos.

Todos os procedimentos de manejo realizados, incluindo sele¢do dos animais,
monitoramento ovariano e aplicagdo de hormodnios, foram realizados com os animais
devidamente contidos, um por vez, em tronco de conten¢do hidraulico, onde seu pescogo e
membros posteriores foram imobilizados para garantir a seguranga tanto do animal como dos
colaboradores. Todas as injegdes foram realizadas pela via intramuscular profunda, utilizando
agulhas com dimensdes de 40x1,2 mm (Solidor”, Barueri, Brasil) e seringas de 3,0 e 5,0 mL
(SR®, Pedro Juan Caballero, Paraguai). A ¢eCG (Novormon®; Zoetis, Campinas, Brasil) foi
mantida refrigerada entre 4° C e 8° C durante sua utilizagdo, seguindo as orientagdes do
fabricante.

Em cada experimento, por meio do aparelho ultrassonografico foi possivel a obtencao
de 255 imagens de cada ovario, que foram analisadas e, estruturas como corpos liteos e os
foliculos antrais maiores que 3 mm foram mensurados e mapeados individualmente para cada
vaca e anotados em uma ficha de avaliacdo de dinamica folicular (FADF) (Anexo). Para a
determinagdo do didmetro médio destas estruturas, foram feitas duas mensuragdes
transversais, utilizando um recurso de mensuracdo do préprio aparelho de ultrassom, e
anotadas sobre suas respectivas estruturas. A ovulagdo foi definida pela ndo observagdo do
foliculo dominante e pelo surgimento de um corpo liteo naquele ovario. Estes eventos

indicaram que este animal apresentou uma resposta satisfatoria a injecdo de GnRH.
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2.1. Experimento I

2.1.1. Animais

O estudo foi conduzido entre os meses de outubro e novembro de 2015 na Fazenda
Macuco (latitude: 11°13°17,10”S; longitude: 55°17°54,64”0), localizada no municipio de
Itatiba, Mato Grosso, Brasil. Todos animais utilizados no experimento foram retirados de um
rebanho puro de origem (PO) da raca Nelore (Bos taurus indicus). Os animais foram mantidos
em pasto constituido de Brachiaria brizantha cv. Marandu com fornecimento de agua e sal
mineral ad libitum.

Foram selecionadas 20 vacas em anestro, sendo 14 vacas multiparas com 69,21 +
13,13 (média + desvio padrao) meses de idade, ECC de 2,57 + 0,39 (escalade 1 a 5, sendo 1
muito magra e 5 obesa, de acordo com Ayres et al. (2009)), 412,86 + 48,10 Kg de peso vivo e
periodo de espera voluntaria (PEV) de 119,43 + 45,76; e seis primiparas, com 40,67 = 1,97
meses de idade, ECC de 2,42 + 0,20,336,75 + 22,57 Kg de peso vivo ¢ PEV de 152,33 +
56,71 dias.

A despeito do experimento ter sido realizado nos meses de outubro e novembro, o
indice pluviométrico na regido estava aumentando e como consequéncia a disponibilidade de
forragem também aumentou. Embora ndo tenhamos pesado os animais ao final do
experimento, houve um incremento visual no ECC destes animais.

2.1.2. Delineamento experimental

Os animais (n = 20) foram divididos uniformemente em trés grupos de modo que
influéncia de todas as caracteristicas dos animais tais como PEV, idade, ECC e peso fosse
nula aos tratamentos. Dessa forma, o grupo I e o grupo II foram composto por sete vacas
cada, sendo cinco multiparas e duas primiparas. O grupo III (controle) foi composto por seis

vacas, sendo que destas, quatro foram multiparas e duas primiparas.
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2.1.3. Tratamentos

No Dia 0 do experimento, os animais do grupo I receberam uma inje¢ao de 800 UI de
eCG, por via intramuscular, enquanto os animais do grupo II, 400 UI. Os animais do grupo
controle (n = 6) receberam 4 mL de solugdo salina, por via intramuscular. Assim que um
foliculo maior ou igual a 8 mm era detectado através do monitoramento ovariano, as vacas
recebiam uma injegdo de 10,5 ug de GnRH (Sincroforte™; Ouro Fino, Cravinhos, Brasil) com
a intencao de induzir a ovulacdo deste foliculo

2.1.4. Monitoramento Ovariano

Todos os foliculos antrais maiores que 3 mm foram monitorados € mapeados uma vez
por dia a partir da aplicagdo da eCG (D0) por meio de exame ultrassonografico até o
momento em que um foliculo dominante fosse detectado e apresentasse didmetro maior ou
igual a 8 mm ou por até seis dias contados a partir da detec¢do da emergéncia de uma onda
folicular. Apos a administracdo de GnRH mais dois exames eram realizados, dois e oito dias
apos esta aplicagdo para identificacdo dos animais que ovularam através da detec¢do de um ou
mais corpos luteos.

2.1.5. Analise Estatistica

Para determinar se o sucesso na ovulagdo era fun¢do da dosagem de eCG, construimos
um modelo de GLM com distribui¢do binomial de erros no ambiente R (R Core Team 2016).

Um nivel de probabilidade de P < 0,05 foi considerado significativo.

2.2. Experimento 11
2.2.1. Animais
O estudo foi conduzido entre os meses de fevereiro e marco de 2016 na Fazenda Santa
S¢ (latitude 11°13°57,50” S; longitude 61°03°52,46”°0), localizada no municipio de Cacoal,

Rondonia, Brasil. Todos animais utilizados durante o experimento foram retirados de um
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rebanho comercial de corte da raga Nelore (Bos taurus indicus) ¢ estavam inseridos na estagao
reprodutiva. Os animais foram mantidos em pasto constituido de Panicum maximum cv.
Mombaca com fornecimento de agua e sal mineral ad libitum.

Foram selecionadas 17 vacas primiparas e quatro multiparas com 44,33 + 7,45 meses
de idade e escore corporal entre 2 e 2,5 (escala de 1 a 5, sendo 1 muito magra e 5 obesa,
conforme Ayres et al., 2009).

2.2.2. Delineamento experimental

Neste experimento, as 21 vacas selecionadas constituiam um grupo unico.

2.2.3. Tratamento

As vacas foram submetidas ao protocolo hormonal que teve inicio com a aplicagdo de
400 UI de eCG (Novormon”; Zoetis, Campinas, SP, Brasil) no Dia 0, seguida pela aplicagio
de 10,5 pg de GnRH (Sincroforte®; Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil) no Dia 2. No Dia 8 os
animais receberam 500 pg de PGF,a (Sincrocio”; Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil) e 48
horas apds esta injecao, foram novamente aplicados 10,5 pg de GnRH.

2.2.4. Monitoramento Ovariano

As estruturas ovarianas foram monitoradas através de ultrassonografia transretal uma
vez por dia, nos dias 0, 2, 4, 8, 10 e 14 do protocolo.

2.2.5. Analise Estatistica

Para determinar se houve sucesso na ovula¢dao construimos um modelo de GLM com
distribuicdo binomial de erros no ambiente R (R Core Team 2016). Um nivel de

probabilidade de P < 0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS

3.1. Experimento I
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Das sete vacas que receberam 800 UI de eCG, todas apresentaram foliculos
ovulatérios > 8 mm dois dias apds a aplicacdo de eCG (D2). Das sete vacas que receberam
400 UI de eCG, cinco apresentaram foliculos ovulatérios > 8 mm também dois dias apos a
aplicagdo da eCG (D2) e duas levaram trés dias para que o foliculo ovulatério atingisse tal
medida, portanto em D3. Dos seis animais do grupo controle, quatro animais apresentaram
foliculos ovulatérios > 8 mm dois dias apos a aplicacdo da solugdo salina (D2), uma
apresentou quatro dias ap6s (D4) e uma apresentou cinco dias (D5) apos a aplicacdo de

solucdo salina. O grafico 1 ilustra estes resultados.
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Grafico 1 - Numero de dias apds a aplicagdo da eCG necessdrios para que os animais

apresentassem foliculo ovulatério com diametro > 8 mm em fungao do tratamento realizado.

Considerando os dias em que os animais foram monitorados, o segundo dia apos

aplicagdo da eCG (D2) foi aquele no qual o maior percentual de vacas apresentou foliculos
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ovulatérios atingindo tamanho > 8 mm (16/20). A partir desta informacgao estabeleceu-se que
o segundo dia apos a aplicacdo da eCG (D2) era o melhor dia para realizar a indugdo da
ovula¢do nas vacas por meio do uso de GnRH.

A taxa de ovulagdo ndo variou em fungdo da aplicagdo ou nido da eCG (Binomial
GLM: 2 = 13.38, P = 0,17). Das sete vacas do grupo I (800 UI), todas ovularam; das sete
vacas do grupo II (400 Ul), seis ovularam e, das seis vacas do grupo controle (0 UI), quatro
ovularam, porém, o corpo luteo resultante da ovulacdo de uma destas vacas nao foi detectado.

Os dados referentes ao percentual de ovulacdo estdo apresentados no grafico 2.
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Grafico 2 - Taxa de ovulacdo (%) em vacas Nelore em anestro do grupo controle, do grupo

tratado com 400UI de eCG e do grupo tratado com 800 UI de eCG.

Apesar de todas as vacas do grupo I terem ovulado, a dose de 800 UI de eCG nao

demonstrou ser a mais adequada para ser utilizada em protocolos que ndo visam a
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superovulagdo em vacas Nelore, visto que dos sete animais tratados com esta dose, trés
tiveram multiplas ovulagdes. Ja das seis vacas do grupo Il que ovularam, apenas uma teve
multipla ovulacdo e, das quatro vacas que ovularam do grupo controle, nenhuma teve multipla
ovulagdo. Dessa forma, fica claro que a eCG estimula o crescimento folicular, suprimindo a
condi¢ao de anestro, uma vez que permite que o foliculo dominante atinja a capacidade
ovulatéria (> 8 mm) e permite o aumento da taxa de ovulacdo. Entretanto, altas doses deste

farmaco podem causar a superovulacdo em animais em anestro.

3.2. Experimento II

A administra¢do de 400 UI de eCG no DO do experimento, seguida dois dias por uma
aplicagdo de GnRH, resultou na ovulagdo de 15 das 21 vacas tratadas. Ja apds a segunda
injecdo de GnRH, apenas quatro vacas ovularam. Houve diferenca entre os animais que
ovularam em resposta a primeira injecdo de GnRH quando comparados aos animais que
ovularam em resposta a segunda (Binomial GLM: 2 = 45,58, P < 0,001). Das quatro vacas
que ovularam em resposta a segunda inje¢do de GnRH, uma ndo respondeu a primeira
injecao.

Além do insucesso na ovulagdo apds a segunda injecdo de GnRH, cinco das 21 vacas
utilizadas no experimento ndo apresentaram nenhuma resposta em relacdo ao tratamento,

conforme demonstrado no grafico 3.
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Grafico 3: Distribuicdo das respostas apresentadas pelos animais (n = 21) tratados com o
protocolo eCG, GnRH, PGF,a ¢ GnRH em fun¢do da primeira e da segunda injecdo de
GnRH.

4. DISCUSSAO

Por meio dos resultados obtidos no experimento I, observou-se que a eCG apresentou
efetividade em induzir o crescimento folicular até a aquisicdo da capacidade ovulatoria e,
consequentemente, sincronizou as ovulagdes.

A eCG, quando administrada a outras espécies de mamiferos, que ndo a equina,
apresenta atividade bioldgica tanto de FSH quanto de LH (Mestre et al., 2011), aumenta a
taxa recrutamento de foliculos menores que 5 mm, sustenta e estimula o crescimento de
foliculos médios e grandes (De Rensis et al., 2014). Estas caracteristicas explicam o estimulo
do crescimento folicular ¢ o aumento na taxa de ovulagao.

A dose de eCG necessaria para causar uma Unica ovulagdo nos animais tratados varia
entre 200 e 1000 UI (De Rensis et al., 2014). Contudo, mesmo que todas as vacas do grupo I

(800 UI, Experimento I) tenham ovulado, essa dose demonstrou ser inadequada para este
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protocolo ou para protocolos que ndo tem como objetivo estimular a superovulagdo em vacas
Nelore, visto que trés fémeas apresentaram multipla ovulagdo, podendo ser visualizados até
15 CL, oito dias apo6s a aplicacdo de GnRH, em um dos animais.

Com relagdo as seis vacas pertencentes ao grupo II do Experimento I (400 UI) que
ovularam, apenas uma teve dupla ovulacdo e, das quatro vacas que ovularam do grupo III
(controle, Experimento I), nenhuma apresentou multipla ovulagdo. Dessa forma, altas doses
deste farmaco podem causar a superovulacdo, mesmo com uma Unica aplicagdo em vacas
Nelore em anestro.

No experimento I, além da ocorréncia de multiplas ovula¢des no grupo I, uma vaca do
grupo controle ovulou, porém, o corpo liteo ndo foi visualizado dois e oito dias apds a inje¢ao
de GnRH.

Pode-se afirmar que esta vaca ovulou, pois ela possuia um foliculo pré-ovulatario no
momento da aplicacdo do GnRH e dois dias apo6s esta aplicagdo, este foliculo ndo foi
localizado durante o monitoramento ovariano e houve o recrutamento de uma nova onda
folicular. Uma hipoétese para tal evento € que o corpo luteo ndo tenha tido aporte luteotrofico
suficiente para sua manuten¢do, uma vez que estas vacas se encontravam em anestro € com
ECC baixo. Isso também pode ser explicado pelo experimento conduzido por Randel (1984),
em que o autor afirma que vacas Bos indicus em situagdes de baixa disponibilidade de
forragem devido a sazonalidade, tém menos picos de LH, e que, em ensaios in vitro, o corpo
luteo destas vacas € menos responsivo ao LH, fato que justifica a ndo manutencdo do corpo
luteo nestes casos.

O tempo de meia-vida de distribuicdo da eCG na vaca ¢ de aproximadamente dois dias
e o tempo de meia-vida de eliminacgdo ¢ de aproximadamente cinco dias (Murphy e Martinuk,
1991). Esta longa meia-vida de distribui¢do pode explicar o fato de que dois dias apos a

administracao desta gonadotrofina, a maioria dos animais apresentava foliculos ovulatorios.
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Com os dados do experimento I, foi possivel determinar que a emergéncia de uma
nova onda folicular ocorreu de forma sincronizada dois dias apds a administracdo da eCG.
Embora a taxa ovulatéria ndo tenha diferido entre os grupos, a resposta ovulatoria no grupo
controle ndo ocorreu de forma sincronizada, portanto a emergéncia de uma nova onda
folicular também ndo foi sincronizada. Isto permitiu a administragdo de GnRH num dia pré-
definido, isto é, dois dias apos a aplicagdo da eCG, nos grupos tratados. A partir desta
informacgao, foi possivel delinear o experimento II sendo a aplicagdo de GnRH realizada dois
dias apos a eCG.

Com o experimento II pdde-se verificar que o protocolo utilizado foi eficiente em
induzir o retorno a ciclicidade dos animais; foi capaz de induzir resposta ovulatéria
satisfatoria apos a primeira injecdo de GnRH, porém ndo foi eficiente em induzir ovulacdo
sincronizada apos a segunda inje¢do de GnRH.

O uso do protocolo Ovsynch isolado apresenta resultados inconsistentes devido a fase
do ciclo estral em que o protocolo ¢ iniciado, falha na ovulacao induzida pelo primeiro GnRH
em decorréncia da imaturidade do foliculo dominante e falha na lutedlise (Martins e Pursley,
2016). Em vacas Nelore, essa variabilidade de resposta pode ser ainda maior devido a grande
propor¢ao de animais que se encontram em anestro, caracteristica dos animais criados de
forma extensiva em regides tropicais, sujeitos a variagdes sazonais de disponibilidade de
alimento (Baruselli et al., 2004). Durante este periodo critico, os animais consomem baixa
quantidade de energia e/ou proteina na dieta, induzindo ao desencadeamento e a permanéncia
da condi¢ao de anestro devido a auséncia de pulsos de GnRH e, consequentemente, de
secrec¢do inadequada de gonadotrofinas (Senger, 2003).

Neste caso, como a eCG foi eficiente em induzir o crescimento folicular até a
aquisi¢do de capacidade ovulatéria em vacas em anestro e a porcentagem de animais que

respondeu a primeira inje¢do de GnRH foi superior aquela obtida com a segunda inje¢ao
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(71,43% vs. 19,05%, P < 0,001), nossa hipotese ¢ que a falha na ovulagdo apds a segunda
injecao de GnRH se deu em decorréncia da lutedlise incompleta ou ndo efetiva do corpo luteo
resultante da ovulagdo da primeira injecdo de GnRH, quer seja pela dose de cloprostenol
utilizada (500 pg) ou pelo fato do intervalo entre a aplicacdo de GnRH e PGF,a ter sido de
seis dias.

A eCG ¢ responsavel pela formagdo de um foliculo de diametro maior que da origem a
um CL de didmetro maior e mais eficiente quanto a producdo de progesterona, uma vez que se
observa um maior nimero e maior didmetro de células grandes luteais e maior volume
mitocondrial por pm?® de corpo luteo (Rigoglio et al., 2013). Sabe-se que as mitocondrias sao
fundamentais para a produgdo de progesterona pelo corpo luteo, pois é em seu interior e
através de enzimas mitocondriais que o colesterol ¢ convertido em pregnenolona (Senger,
2003). Destarte, um corpo lateo maior e mais eficiente como o de animais submetidos a
tratamentos com eCG pode carecer de mais eficiéncia na indugao da luteolise.

Ainda neste contexto, pesquisas recentes tém demonstrado que duas aplicagdes de
PGF,0 se mostraram mais eficientes em induzir a lutedlise completa (Wiltbank et al., 2015;
Yousuf et al., 2016). Com relagdo ao aumento da dose, Ferraz Junior et al. (2016) verificaram
que doses mais altas de PGF,a natural (dinoprost; 25 e 50 mg) se mostraram mais eficientes
em induzir a lutedlise completa do que a dose convencionalmente utilizada (12,5 mg, P <
0,01). Portanto, as alternativas apresentadas acima, podem ser de grande importancia a fim de
aumentar a eficiéncia do nosso protocolo e serdo alvo de estudos futuros.

O corpo luteo ndo regride totalmente com uma unica aplicagdo de PGF,a antes do
sexto dia (Nascimento et al., 2014) e também ndo regride totalmente, mesmo com uma
segunda aplicacdo de PGF,a no quinto dia do ciclo estral (Wiltbank et al., 2014). Essas
informagdes referem-se a lise do corpo luteo proveniente de uma ovulagdo em que o foliculo

ovulatorio ndo foi estimulado com eCG.
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Embora no presente trabalho o intervalo entre a aplicagdo de GnRH e de PGF,a tenha
sido de seis dias, o corpo luteo oriundo da ovulagdo induzida pelo GnRH foi proveniente de
um foliculo previamente estimulado por eCG. E sabido que a eCG induz o aumento no
tamanho e a especificidade do CL (Rigoglio et al., 2013). Ademais, a eCG previne a lutedlise
prematura quando comparada aquela que ocorre em animais que ndo receberam eCG
(Tortorella et al., 2013). Embora, ndo existam dados na literatura referentes a lutedlise deste
tipo de corpo liteo, ndo podemos afirmar seguramente, que a lutedlise de um corpo liteo
oriundo de um foliculo previamente estimulado com eCG ocorra com a mesma facilidade que
ocorre em um corpo luteo decorrente de um ciclo normal, mesmo este corpo luteo tendo seis
dias. Assim, se os niveis de progesterona se mantiverem elevados, tem-se uma inibi¢ao do cio

e do pico pré-ovulatorio de LH necessario para a ovulagdo (Hafez e Hafez, 2004).

5. CONCLUSAO
O protocolo baseado no uso de eCG, GnRH e PGF,a foi eficiente em estimular o
retorno a ciclicidade de vacas Nelore em anestro, porém ndo foi eficiente em induzir a

ovulagdo sincronizada dos animais apds a segunda injecao de GnRH.
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