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RESUMO

OLIVEIRA, Fabricio Albani, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2013.
Estratégias adicionais em protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo
em fémeas bovinas. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres.

Objetivou-se avaliar estratégias adicionais em protocolos de inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF), quanto a dinamica folicular e a taxa de prenhez. Foram realizados
quatro trabalhos. No trabalho 1 foi avaliado o efeito da administracdo de somatotropina
bovina recombinante (rbST) no momento da aplicagdo do protocolo de IATF. No
trabalno 2 foi avaliado o efeito da administracdo injetdvel de suplemento de
aminoacidos e polipeptideos, desde o dia do parto até o momento da aplicacdo do
protocolo de IATF. No trabalho 3 foi avaliada a influéncia da administracdo de flunixin
meglumine (FM) no momento do reconhecimento materno da gestacdo sobre a taxa de
prenhez de novilhas e vacas, submetidas previamente a protocolos de IATF. No trabalho
4 foi avaliada a eficiéncia de trés diferentes indutores da ovulacdo: benzoato de estradiol
(BE), cipionato de estradiol (CE) e horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH), em
protocolos de IATF. Em nenhum trabalho foi verificado influéncia marcante entre os
tratamentos sobre os padrdes avaliados de dinamica folicular e sobre a taxa de ovulagéo.
No trabalho 1 ndo houve interacdo dos efeitos principais, com taxa de prenhez. A taxa
de prenhez nas vacas recebendo rbST foi menor para as que se apresentavam em
anestro, comparando com as vacas ciclicas (P<0,05). No trabalho 2 a taxa de prenhez
sofreu influencia da administracdo prévia de suplemento de aminoécidos e polipeptideos
(P<0,05). A taxa de prenhez foi maior para as vacas ciclicas em relacdo as em anestro
(P<0,05). No trabalho 3 a administracdo do (FM) no momento do reconhecimento
materno da gestacdo néo alterou a taxa de prenhez das vacas e novilhas. No trabalho 4 a
administracdo dos diferentes indutores da ovulacdo, BE, CE, e GnRH, em protocolo de

IATF em vacas mesticas ndo alterou a taxa de prenhez.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Fabricio Albani, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2013.
Additional strategies in protocols of timed artificial insemination in cows.
Advisor: Ciro Alexandre Alves Torres.

The objective was to evaluate additional strategies in protocols of fixed-time artificial
insemination (TAI), as the follicular dynamics and pregnancy rate. Four studies were
conducted. In study 1 it was evaluated the effect of the administration of recombinant
bovine somatotropin (rbST) at the time of application of the TAI protocol. At work 2 it
was evaluated the effect of injectable administration of supplements of amino acids and
polypeptides, since the day of birth until the time of application of the TAI protocol. At
work 3 it was evaluated the influence of the administration of flunixin meglumine (FM)
at the moment of maternal recognition of pregnancy over the pregnancy rate of heifers
and cows, previously submitted to TAI protocols. At work 4 it was evaluated the
efficiency of three different ovulation inducers: estradiol benzoate (EB), estradiol
cypionate (EC) and gonadotropin releasing hormone (GnRH) in TAI protocols. It
wasn’t verified in any study the marked influence between the treatments over the
evaluated patterns on follicular dynamics and over the ovulation rate. In study 1 there
was no interaction of the main effects, the administration of rbST and the cyclicity of
cows for the pregnancy rate. The pregnancy rate in cows receiving rbST was lower for
those who had anestrus, compared with cyclic cows (P <0.05). At work 2 the pregnancy
rate was influenced by the previous administration of the amino acids and polypeptides
supplements (P <0.05).The pregnancy rate was higher for the cyclic cows in relation to
the anestrus ones (P <0.05).At work 3 the administration of the (FM) at the time of the
maternal recognition of pregnancy did not alter the pregnancy rate in cows and heifers.
At work 4 the administration of the different inductors of ovulation, EB, EC, and GnRH
at TAI protocol in crossbred cows did not alter the pregnancy rate (P>0.05).



1. INTRODUCAO

O rebanho leiteiro brasileiro é composto predominantemente (74%) por animais
mesticos Holandés x Zebu (VILELA, 2003) que, somados aos animais nao
especializados (20%), constituem 94% do rebanho. Este panorama demonstra a
importancia social e econdémica de vacas mesticas para o pais, e sua exploracdo aparece
como alternativa viavel para diversos sistemas de producdo que buscam reducdo no
custo a partir de animais mantidos em regime de pastejo (RUAS et al., 2008). As vacas
mesticas possuem caracteristicas desejaveis como rusticidade, capacidade produtiva e
adaptacdo as limitacdes existentes na maioria das fazendas, bem como maior resisténcia
e boa produtividade (FERREIRA et al., 1996).

A reducdo do intervalo de partos aumenta o nimero de partos e a producédo de
leite durante a vida produtiva da vaca. O intervalo de parto (IP) de 12 a 13 meses traz
beneficios econémicos, mas é dificil de ser obtido na pratica devido aos problemas de
manejo associados ao ciclo reprodutivo da vaca (AYRES et al., 2013). Com isso, 0
conhecimento e a aplicacdo da biotécnica Inseminacdo Artificial (IA), associada a
administracdo de hormdnios para o controle enddcrino da fisiologia reprodutiva das
fémeas, € uma alternativa. Assim, tem-se difundido estudos para a eficiéncia da
Inseminagédo Artificial em Tempo Fixo (IATF) com a administragdo de hormonios,
visto que, podem proporcionar a sincronizagao da ovulagdo por encurtar ou prolongar o
ciclo estral.

Com o uso da IATF, vacas logo ap6s o periodo puerperal podem ser
inseminadas. Desta maneira, espera-se maior taxa de vacas prenhes em periodo

determinado apos o parto, de maneira que, o IP médio do rebanho fique entre 12 a 13



meses (CAVESTANY et al., 2007; GUTIERREZ-PASCUAL, 2009; HERLIHY et al.,
2011).

Indiretamente, a difusdo da biotécnica IATF contribui para incremento no
melhoramento genético dos rebanhos, e, consequentemente, para o0 desenvolvimento do
agronegocio da pecuéria, visto que, estes programas otimizam a utilizacdo da IA,
aumentando o nimero de produtos oriundos de touros com superioridade genética
comprovada (PEGORER et al., 2011), pois a detec¢do do estro € o principal fator que
influencia a eficiéncia de programas de IA convencional em bovinos. Sendo assim, o
uso IATF tem aumentado expressivamente em decorréncia das facilidades de realizacdo
e dos resultados dos programas de IA a campo (RIBEIRO et al., 2011).

Os resultados dos protocolos de IATF precisam ser consistentes e com boa
receptibilidade, possibilitando a obtencdo de elevadas taxas de prenhez em diferentes
locais e situacbes (SIQUEIRA et al., 2008). De igual modo, é importante induzir a
ovulacdo fértil na maioria dos animais tratados (ODDE, 1990), estando eles ciclando
regularmente ou em anestro (WILTBANK, 1975).

O uso dos hormonios da area reprodutiva em fémeas bovinas baseia-se em trés
efeitos principais: 1) inducdo da lutedlise por agentes luteoliticos, como a
prostaglandina F,, (PGF,,), eficaz em vacas ciclicas; 2) manipulacdo de foliculos e
corpo lateo pela combinacdo entre GnRH e PGF,,; 3) administracdo exogena de
progesterona (P4) ou seus derivados sintéticos, simulando a funcéo do corpo luteo. Este
ultimo procedimento € eficiente em induzir a ovulacdo em vacas aciclicas (PIMENTEL
2005; BARUSELLI, et al., 2006; MADUREIRA et al., 2009). A visualizacdo dos
efeitos das associagdes hormonais é obtida por exames ultrassonograficos que sdo
utilizados para determinacdo da dinamica folicular, fixando assim, o0 momento ideal de
inseminacdo para maior taxa de concepcdo (NASCIMENTO, 2009).

Atualmente, empregam-se varios protocolos de IATF de fémeas bovinas. Na
literatura, observa-se o uso frequente do protocolo PEPE (BARROS & ERENO, 2004),
pelo qual sdo utilizados os horménios: progesterona - estrégeno — prostaglandina -
estrogeno. O PEPE consiste na administracdo de BE (2,0 mg, via IM) no momento da
inser¢do do dispositivo (Dia 0), aplicacdo de PGF,, no dia da remog¢édo do dispositivo
(Dia 8) e 1,0 mg de BE (via IM) 24 horas mais tarde. A IATF é realizada no periodo de
24 a 30 horas apos a ultima aplicacdo de BE.

O horménio somatotropina recombinante bovina (rbST) é utilizado em vacas

leiteiras para aumento de producdo de leite, porém seus efeitos sobre a reproducéo



necessitam de mais estudos (ROSSETI et al., 2011). A rbST estimula a producéo do
horménio do crescimento (GH) enddgeno e do fator de crescimento semelhante a
insulina I(IGF-1; LUCY, 2000). No Utero e nos ovarios sdo observados receptores ao
rbST (LUCY, 2000).

A aplicacdo de suplemento de aminodacidos e polipeptideos, obtidos por meio da
hidrélise &cida e enzimatica de 6rgaos e glandulas, é considerada segura e indicada em
nutricio animal (CORREA et al., 1998; CAMPOS NETO et al., 2003). Paffenholz &
Theurer (1980) evidenciaram o estimulo da sintese de DNA e RNA, além da
proliferacdo celular, quando da aplicacdo parenteral do hidrolisado de oOrgdos e
glandulas. Estudos realizados por Baldwin et al. (1994), descreveram a existéncia de
fortes evidéncias indicando que os aminoacidos livres provenientes de uma fonte
externa (hidrolisados de 6rgdos e glandulas) sao diretamente direcionados para a sintese
proteica, ndo se misturando com os aminoacidos intracelulares provenientes do turnover
de proteinas preexistentes, e reforcando a hip6tese de que a sintese de proteina dos
orgdos e glandulas, que deram origem aos aminodacidos livres, é beneficiada devido a
especificidade relativa entre eles.

Estratégias anti-luteoliticas utilizando anti-inflamatorios ndo esteroidais
objetivam incrementar a probabilidade de sucesso da gestacdo pela interferéncia no
processo de reconhecimento materno. Tais estratégias visam a diminuicdo da
capacidade luteolitica da unidade maternal, ou seja, visam inibir a sintese de
prostaglandina, atrasando o ciclo estral. Acredita-se, neste sentido, que este atraso
permite ao concepto se desenvolver e produzir IFN-T suficiente para prevenir a
lutedlise e manter a gestacdo (AKE-LOPEZ et al., 2005).

Outros indutores de ovulacdo também tém sido utilizados com eficéacia, como o
cipionato de estradiol (CE) em Bos taurus indicus (SA FILHO et al., 2009;
MENEGHETTI et al.,, 2009; SA FILHO et al., 2010a) e horménio liberador das
gonadotrofinas (GnRH) em Bos taurus taurus (TEIXEIRA, 2010). O CE pode ser
administrado no momento da retirada do dispositivo de progesterona (CREPALDI,
2009) e 0 GnRH no momento da IA (TEIXEIRA, 2010; GOTTSCHALL et al., 2012;
KASIMANICAM et al., 2012). A substituicdo do BE pelo CE ou GnRH, se nédo
comprometer a eficiéncia da IATF, é interessante, pois reduz um manejo na aplicacdo
do protocolo.

Deste modo, objetivou-se estudar estratégias adicionais em protocolos de

Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo em fémeas bovinas.



2.REVISAO DE LITERATURA

Os protocolos hormonais aplicados em novilhas ou vacas visam aumentar a taxa
de concepgdo em um periodo reduzido (BARUSELLI et al., 2004) - normalmente ao
inicio da estacdo reprodutiva, além da potencializacdo dos beneficios e do ganho
genético oriundo da inseminacao artificial (AZEREDO et al., 2007).

Entretanto, é importante que os resultados apresentados a partir do uso desses
protocolos sejam consistentes e com boa repetitividade, conforme citado anteriormente,
possibilitando que elevadas taxas de prenhez sejam obtidas em diferentes locais e
situacbes (SIQUEIRA et al., 2008). A aplicacdo eficiente dessas terapias podera
permitir, entdo, uma maior sincronizacdo da ovulacdo, elevando a taxa de animais
observados em estro, e, também, a eficiéncia quando se utiliza inseminacgdo artificial
(BO et al., 2003).

A sincronizacdo do estro e a sincronizacdo da ovulacdo ocorrem de maneiras
distintas. Nesse sentido, existem pré-requisitos basicos para a utilizacdo dos diferentes
tipos de sincronizacdo, relacionados a utilizacdo de diferentes tratamentos hormonais, a
categoria animal que melhor responde a cada tipo de sincronizacdo e aos pontos
minimos criticos que devem ser respeitados em cada situacdo (GOTTSCHALL et al.,
2012).

Para a sincronizagdo do estro sdo utilizadas, basicamente, substancias analogas
da Prostaglandina F2a (PGF2a). Entretanto, existe grande variacdo no intervalo do
tratamento com PGF2a a ovulagdo, sendo este, dependente do grau de maturidade do

foliculo dominante (BORGES, 2009). Desse modo, os protocolos de sincronizacdo do



estro ndo dispensam a observacdo dos animais em estro, visto que, ndo ha uma
sincronizagdo do momento da ovulagdo, como se pode constatar.

Assim, deve-se atentar que a resposta a aplicacdo da PGF2a depende da
presenca de um corpo luteo funcional, conforme se percebe. Em vacas, no periodo pés-
parto, ¢ baixa a porcentagem de resposta a PGF2a em fun¢do da alta incidéncia de
anestro. Nesse sentido, a sincronizagdo de estros com PGF2a apresenta 05 melhores
resultados quando realizada em novilhas ou vacas solteiras em boas condi¢bes
nutricionais, pois tendem a apresentar estros regulares.

A sincronizagdo da ovulacdo consiste na utilizagdo de diferentes tratamentos
hormonais, visando encurtar ou prolongar o ciclo estral e permitindo a inseminacao
artificial das vacas em tempo pré-determinado, denominada Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo (IATF).

Vaérios protocolos sdo descritos pela literatura, os quais apresentam resultados
variaveis dependendo da condicéo sanitaria e nutricional das fémeas. Para a escolha do
protocolo, devem ser analisadas as condi¢Ges individuais de cada rebanho, além da
relacdo custo/beneficio do seu uso (MORAES et al., 2001). Esses tratamentos, quando
adequados, e respeitando a fisiologia animal, poderdo ser muito atrativos por permitirem
uma racionalizagéo na utilizagéo da inseminacéo artificial (1A).

Existem diversos protocolos utilizados para sincronizar a ovulagdo: as principais
substancias empregadas nesses protocolos sdo progesterona e 0S progestagenos,
prostaglandinas e seus analogos (acidos graxos com propriedades tipo hormonal),
estrogenos e os compostos, GnRH e eCG (BARUSELLI et al., 2005).

Segundo Meneghetti et al. (2009), os principais protocolos desenvolvidos
devem, essencialmente, contemplar os seguintes objetivos: 1) induzir a ovulacdo em
fémeas bovinas, inclusive em anestro; 2) permitir a inseminacdo artificial sem a
necessidade de deteccdo do estro (IATF); 3) sincronizar a onda de desenvolvimento
folicular; 4) aumentar o crescimento do foliculo dominante; 5) impedir a lutedlise
prematura ap0s a ovulacdo sincronizada, e, 6) apresentar baixo custo e porcentagem de

prenhez relativa a IATF préxima a 50%.

2.1. Progesterona

A Progesterona (P4) € um hormonio que atua na regulacéo do funcionamento do

sistema reprodutor feminino, sendo secretada pelas celulas luteinicas do corpo luteo



(CL). Assim como os estrogenos, é derivada do colesterol, sendo também secretada pela
placenta, testiculos e cortex adrenal em pequenas quantidades. As concentragdes de P4
permanecem elevadas durante toda a vida funcional do CL, o que é importante para o
desenvolvimento embrionario e para a manutencdo da gestacdo, além de bloquear
também as ondas de LH e a ovulagdo (WOAD& ARMSTRONG, 2002).

A administragdo exdgena de P4, empregada para induzir e sincronizar o estro,
mimetiza seus efeitos bioldgicos, dentre 0s quais se pode citar a supressdo do estro, a
inibicdo do pico pré-ovulatério de LH — que simula a fase luteinica do ciclo - e a
regulacdo da secrecdo pulsatil de LH. Este processo leva a ocorréncia das ondas
foliculares e seu desenvolvimento (LARSON & BALL, 1992), associadas com a
maturacdo folicular e ovulacdo nos dias seguintes ao seu emprego (ODDE, 1990), visto
que, a supressdo do tratamento progestacional leva a ocorréncia do pico de LH
(KESNER et al., 1982).

Nesse sentido, grande nimero de progestagenos sintéticos tem sido utilizados na
pratica da sincronizacao do ciclo estral, como: acetato de medroxiprogesterona (MAP);
acetato de clormadinona (CAP); acetato de melengestrol (MGA) e acetato de
flurogesterona (FGA), que sdo eficazes como sincronizadores de estro.

As tentativas iniciais em sincronizar o estro em fémeas bovinas utilizando
progestagenos baseavam-se no entendimento de que a P4 previne a ocorréncia de estro e
ovulacdo (CHRISTIAN et al., 1948), atuando sobre o hipotalamo e regulando a
liberacdo de GnRH (MIHM & AUSTIN, 2002) e, consequentemente, do LH. Essas
tentativas baseavam-se no tratamento com progestagenos por tempo prolongado, de 14
a 21 dias, tempo necessario para que a lutedlise ocorresse naturalmente, efetivando a
sincronizacdo do estro. Entretanto, a fertilidade deste estro sincronizado é reduzida
(ODDE, 1990), ao contrario do que se acreditava. Este efeito ocorre porque a utilizacédo
da progesterona por periodos maiores que 13 dias levam a formacdo de foliculos
dominantes de maior tamanho (CUSTER et al., 1994; KINDER et al., 1996) e de
reduzida fertilidade. A baixa fertilidade pode ser atribuida a maturacdo espontanea do
odcito (quebra da vesicula germinativa e expansdo do cumulus), presente no foliculo
persistente (REVAH & BUTLER, 1996).

Para evitar esses problemas de persisténcia folicular, entende-se que é necessario
que o tratamento com progestdgenos ndo seja muito prolongado. A administragdo
continua de progesterona por 5 a 9 dias inibe a liberacdo de LH, e, quando ha a

interrupgdo de seu fornecimento, uma onda de LH capaz de induzir o crescimento final



do foliculo pré-ovulatorio é desencadeada, culminando com a ovulacdo (MORAES et
al., 2001).

2.2. Estrégeno

O estradiol 17B (E;) € um horménio produzido pelas células da granulosa de
foliculos em crescimento. Sdo substancias derivadas do colesterol e seus precursores
imediatos sdo androstenediona e testosterona.

As respostas teciduais induzidas pelos estrogenos incluem a estimulagdo do
crescimento glandular endometrial, a estimulacdo do crescimento de dutos na glandula
mamaria, 0 aumento na atividade secretora dos dutos uterinos, a inducdo da
receptividade sexual, a regulacdo da secrecdo de LH e FSH pela hipéfise anterior, a
regulacdo da liberacdo de PGF,, pelo Utero ndo gravidico e gravidico e o anabolismo
proteico (SOUZA et al, 2011).

O E; enddgeno produzido pelos foliculos ovarianos acentua a amplitude dos
pulsos de LH durante a fase folicular do ciclo estral pelo aumento de receptores do
hormdnio liberador de LH na hipofise anterior e do consequente aumento da capacidade
estrogénica dos foliculos pré-ovulatorios (STUMPF et al., 1989). Esse mecanismo de
retroalimentacdo positiva entre o E2 e o LH é critico no processo de maturacao final do
foliculo ovulatorio, induzindo o comportamento estral e a ovulacdo (FIKE et al., 1997).

A administracdo de E, exdgeno pode estimular ou inibir a liberacdo de
gonadotrofinas, dependendo da dose e das concentragdes sanguineas de progesterona.
Em doses fisioldgicas e baixas concentracdes de progesterona, o E, estimula a liberacao
de LH para que ocorra a ovulacdo. Mas, ao contréario, elevadas doses de E,, na presenca
de elevadas concentracGes de progesterona, blogueiam as gonadotrofinas, suprimindo
um eventual foliculo dominante que pode levar & emergéncia de uma nova onda
folicular (MARTINEZ et al., 2000; BO et al., 2004; CUTAIA et al., 2004;
CAVALIERI et al., 2004; MADUREIRA et al, 2009; MARQUES et al, 2009).

O E; foi introduzido nos protocolos de sincronizagdo de estros de curta
exposicdo a progesterona com o intuito de aumentar o feedback negativo as
gonadotrofinas, permitindo melhor sincronizagdo da onda folicular (YAVAS &
WALTON, 2000; BARROS et al., 2004). A administragdo de E;, no inicio do protocolo

de IATF, juntamente com a inser¢do do dispositivo de liberagcdo lenta de progesterona,



inibe a secrecéo tanto de LH quanto de FSH por retroalimentacdo negativa sobre o eixo
hipotalamico-hipofisario (CLARKE, 1988; MARTINEZ et al., 2003).

Em uma investigacdo conduzida por Martinez et al. (2005), avaliando a
administracdo de estradiol e progesterona em vacas ovariectomizadas tratadas com o
implante vaginal CIDR, pode-se verificar a supressdo na concentracdo plasmatica das
gonadotrofinas. A supressdao da concentragdo de FSH persistiu durante 0 mesmo
periodo em que as concentracfes de estradiol se mantiveram elevados no sangue em
vacas ndo-ovariectomizadas.

A administracdo de Benzoato de Estradiol (2mg), um éster de E,, no momento
da insercdo do implante de P4, causa a emergéncia de uma nova onda folicular de, em
média, 4,3+0,2 dias (BO et al., 1995) e é um dos protocolos mais utilizados para
sincronizacdo (MACMILLAN & BURKE, 1996; BO et al., 2002).

Atualmente, varios compostos sintéticos que possuem as mesmas atividades
bioldgicas dos estrogenos naturais foram desenvolvidos e tém sido frequentemente
empregados em programas reprodutivos com a finalidade de acarretar sincronizacao das
ondas foliculares, a ovulacdo do foliculo dominante e a inducéo de estro. Os estrogenos
mais utilizados com esta finalidade sdao o 17 B-estradiol (E,) e os ésteres de estradiol,
como o Benzoato de estradiol (BE), Valerato de estradiol (VE) e Cipionato de estradiol
(CE). Todavia, somente a molécula de 17 B estradiol ¢ biologicamente ativa. Os ésteres
de estradiol (BE, VE e CE) precisam liberar o 17 B estradiol da sua estrutura por meio
da acdo da enzima esterase, no figado.

A maior diferenca entre esses compostos é a meia-vida apds a administracdo. A
duracdo da meia-vida é maior em ordem crescente: E,, BE, VE e CE. A administracdo
de uma Unica injecdo de VE (5 mg) resulta na elevacdo da concentracdo plasmatica de
estradiol por um periodo de cinco a sete dias (BO et al., 1993), sendo que uma Unica
injecdo de E, (5 mg) resulta na elevacdo plasmatica de estradiol por apenas 42 horas
(BO et al., 1995). Todos os diferentes tipos de ésteres de estradiol, incluindo BE, VE e
CE sdo capazes de induzir a regressdo de foliculos antrais quando administrados na
presenca de elevadas concentracdes de progesterona (BO et al., 1995).

Colazo et al. (2003) ao procederem a analise comparativa entre CE, E, e BE,
observaram que o CE foi menos eficaz em sincronizar a emergéncia da onda; sendo
assim, o uso do CE, que apresenta concentracdes plasmaticas por periodos superiores ha
100 horas, tem sido desestimulado por apresentar resultados, em termos de
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curta (MAPLETOFT et al., 2000), como o 17 P estradiol (BO et al., 1995) e 0 BE (SA
FILHO et al, 2011).

Como citado anteriormente, o mecanismo de retroalimentacdo positiva entre o
E, e 0 LH € critico no processo de maturacéo final do foliculo ovulatério, induzindo o
comportamento estral e a ovulacdo (FIKE et al., 1997). Nesse sentido, alguns
pesquisadores realizaram estudos visando & administracdo de E, para sincronizar e
induzir a ovulacéo.

Vynckier et al. (1990) verificaram que entre 16 a 66 horas antes da ovulacao as
concentracOes plasmaticas de estradiol variaram entre 11 e 28 pg/mL. J& Larson & Ball
(1992) observaram que a administragdo intravenosa de 3 mg de 17 estradiol promoveu
concentracdes plasmaticas de 50 pg/mL de estradiol 2 horas depois, com o retorno as
concentracdes basais 6 horas apos o tratamento. Burke et al. (2000) verificaram que 1
mg de BE via intramuscular promove um rapido aumento nas concentracoes
plasmaticas de estradiol, atingindo a concentracdo maxima de 12,6 pg/mL quatro horas
apos e permanecendo elevada (12 pg/mL) por 24 horas.

Contudo, em estudos realizados com CE, foi observado que este apresenta maior
meia-vida quando comparado ao BE. Nessa perspectiva, Lopes (2000) verificou que
2mg de CE via intramuscular promoveram aumento nas concentragdes plasmaticas de
estradiol (25 pg/mL) 12 horas apos a aplicacdo e pico (33 pg/mL) 36 horas apés a
administracdo e permanecendo elevada por mais de 96 horas (15 pg/mL), sendo que o
pico das concentracbes de estradiol circulante depende do tipo de estrogeno
administrado. Entende-se assim, que as caracteristicas farmacocinéticas especificas dos
diferentes ésteres de estradiol devem ser consideradas na determinacdo das estratégias
gue objetivem a sincronizacgéo do estro.

Estas diferencas promovem mudancas referentes ao protocolo de sincronizacéo
estabelecido (LOPEZ, 2005). Dessa maneira, os estrogenos de longa duracdo permitem
0 surgimento de uma onda folicular muito variavel, e, ainda, estdo ativos no momento
de induzir a ovulacdo durante o protocolo de IATF; por isso o éster de estrdgeno mais
utilizado é o BE (ANDRADE et al., 2002; COLAZO et al., 2003).

2.3. Prostaglandina

As prostaglandinas (PG) sdo substancias organicas, biologicamente ativas, com
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naturalmente em muitos tecidos e situagdes bioldgicas. Foram inicialmente encontradas
na prostata (VON EULER, 1934 citado por VVon Euler, 1973), e, por isso, 0 nome de
prostaglandina, apesar da maior parte das prostaglandinas seminais se originar das
glandulas vesiculares e nao propriamente da préstata.

As PG, assim como os leucotrienos e tromboxanos, sdo moléculas derivadas dos
acidos araquidénico e linoleico (WEEMS, 2005). As ciclo-oxigenases convertem o
acido araquiddnico em PGG2 e PGH2, e entdo, pela acdo de sintases e redutases, sdo
convertidas em PGs especificas.

Os efeitos das diferentes prostaglandinas (PGF,,) na reprodugdo dos animais
domésticos sdo amplos, podendo atuar no desenvolvimento folicular, na ovulacdo, na
regressao luteal, na implantacdo e na manutencdo da gestacdo, do parto e da fisiologia
puerperal (WEEMS, 2005). A PGF,, e seus analogos sintéticos sdo utilizados na
sincronizacdo do ciclo estral das fémeas domésticas por sua acdo luteolitica, que
promove a vasoconstricdo seguida de uma cascata apoptética. Deste modo, a PGF,, e
seus analogos tém sido os agentes farmacoldgicos mais utilizados nos programas para
sincronizacdo do estro em fémeas bovinas (ODDE, 1990) e podem ser utilizados
unicamente ou em associagdo com outros hormonios (XU et al., 1997; THATCHER et
al., 2002).

O sucesso do tratamento é dependente da presenca de um CL, visto que, a acédo
da luteolisina € provocar a regressdo morfologica e funcional dessa estrutura
(RATHBONE et al., 2001), e, consequentemente, hd queda das concentracdes
enddgenas de progesterona. Este fato é seguido por um aumento na secrecdo de
gonadotrofinas e eventual ovulacdo. A queda nas concentracBes de progesterona é
rapida, assim, a fertilidade, nestes casos, equivale a de um estro espontaneo, uma vez
que as concentracBes hormonais (progesterona, estrogeno e LH) sdo basicamente as
mesmas encontradas nos animais nao tratados.

Nas fémeas, com a lise do corpo lUteo, o estro aparece a intervalos de cinco ou
mais dias, 0 que torna impraticavel em programas de IATF (BO et al., 2002). Esta
variacdo no intervalo da aplicacdo da PGF,, ao estro e a ovulagdo é decorrente do
estado de desenvolvimento dos foliculos no momento do tratamento (MARTINEZ et
al., 2003). Dessa forma, se o tratamento for realizado quando o foliculo dominante esta
na fase final do seu crescimento, ou entdo no inicio da sua fase estatica, a ovulacéo ira
ocorrer dentro de dois a trés dias. Por outro lado, se a PGF,,for aplicada quando o

foliculo dominante estiver no meio ou no final da sua fase estatica, a ovulagdo ira
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ocorrer cinco a sete dias mais tarde, ap6s o crescimento do foliculo dominante da
proxima onda folicular (KASTELIC & GINTHER, 1991). Neste contexto, é necessario
lembrar que, tratamentos realizados até o dia 5 do ciclo estral (CL ndo maduro) nédo
induzem efetivamente a lutedlise (PARFET et al., 1989).

De acordo com Wiltbank et al.(1975), existem algumas limitacGes para o
emprego da prostaglandina. Primeiro, a ndo resposta do CL inicial ao tratamento com o
horménio, podendo ser solucionada aplicando-se uma segunda dose de PGF,, com um
intervalo que permita todas as fémeas apresentarem um CL responsivo e funcional. O
intervalo recomendado é de 10 a 14 dias. Segundo, a PGF,, ndo induz o estro em vacas
aciclicas. Em terceiro, as fémeas manifestam estro em tempos variéveis, logo apds o
tratamento. Essa variabilidade no periodo de estro, como acima citada, é devida as
diferencas entre fémeas no crescimento folicular, e ndo as diferencas no periodo de
regressao luteal.

Teoricamente, duas aplicacOes de prostaglandina, com intervalos de 11 a 14
dias, induzem o estro em grande parte das fémeas ciclando, enquanto que fémeas em
anestro ou ciclando irregularmente ndo respondem ao tratamento. Nesse sentido, tais
programas nem sempre proporcionam alto grau de sincronizacéo ou alta taxa de prenhez
(CAVALIERI et al., 1997; BARROS, 2000).

Todavia, mesmo ap0s a aplicacdo de 2 doses de PGF,,, tem sido observada
grande variacdo na deteccdo do estro e na ovulacdo, tanto em Bos taurus, quanto em
Bos indicus. Este dado indica que o tratamento com PGF,, sincroniza eficientemente o
momento da lutedlise e ndo o estagio de desenvolvimento do foliculo ovulatério. Assim,
protocolos para IATF, apenas com a utilizacdo de prostaglandina, ndo tém apresentado
bons resultados. Entdo, torna-se necessario, o emprego de métodos que controlem o
desenvolvimento luteinico e folicular para sincronizar o crescimento dos foliculos e a

ovulacéo.

2.4. Horménio Liberador de Gonadotropinas

O hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH) é um decapeptideo produzido
no hipotalamo. Esse hormonio hipotalamico € liberado de modo pulsétil, e, na fémea, a
sua frequéncia e amplitude variam durante os estagios reprodutivos nas diferentes
espécies. A sintese e liberagdo do LH sdo muito mais responsivas ao GnRH do que a
sintese e liberagdo do FSH (VALLE et al., 1991; SANTQOS, 2002).
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A administracdo de GnRH eleva a concentragdo de LH na circulacdo periférica
num periodo de 2 a 4 horas (TWAGIRAMUNGU et al., 1995), promove a ovula¢do ou
a luteinizacdo do foliculo dominante se este estiver em sua fase de crescimento ou no
inicio de sua fase estatica (MARTINEZ et al., 2002), o que resulta na emergéncia de
uma nova onda folicular.

Os protocolos de sincronizacdo de estro que utilizam GnRH para iniciar uma
nova onda de crescimento folicular, ou, principalmente, para promover a ovulacdo de
um foliculo dominante no momento da IA (ou antes), tém sido desenvolvidos para gado
de corte e de leite. Nesse sentido, quando administrado em estagios aleatdrios do ciclo
estral, 0 GnRH pode estimular a ovulacdo do foliculo dominante quando este apresenta
mais de 9 mm, ou a atresia, quando é menor que 9 mm, podendo induzir a emergéncia
de uma nova onda de crescimento folicular dentro de 2 a 3 e/ou 1 a 2 dias em vacas e
novilhas, respectivamente, apos o tratamento (BRAGANCA et al., 2007).

Da mesma forma, agonistas de GnRH induzem a ovulagéo ou a luteinizagédo do
foliculo dominante presente no momento do tratamento (BARROS& ERENO, 2004). A
aplicacdo de GnRH (100ug) promove a ovulacdo em cerca de 85-90% das vacas e 56%
das novilhas (PURSLEY et al., 1995).

Alteracdes na estrutura quimica da molécula natural do GnRH propiciam o
desenvolvimento de potentes analogos (THATCHER et al., 2002). Dentre os quais, se
encontram a buserelina, a gonadorelina e o acetato de fertirelina. Os analogos
estabilizam a molécula contra ataques enzimaticos, aumentam a ligacdo as membranas e
proteinas plasmaticas, e aumentam a afinidade do agonista com o receptor do GnRH
(THATCHER et al., 1993) e, apresentam uma meia-vida maior na circulacdo. Desse
modo, essas propriedades permitem que os analogos possam ser empregados em doses
inferiores as da forma natural (D' OCCHIO et al., 1990).

Neste sentido, tanto o acetato de buserelina como diacetato de gonadorelina séo
utilizados na sincronizacdo de ondas foliculares e na selecdo de foliculos dominantes,
em qualquer momento do ciclo estral e, também, para a sincronizacdo da ovulacdo em
protocolos de IATF (TWAGIRAMUNGU et al., 1995).

Em bovinos, uma unica dose de 100 ug de buserelina durante a fase folicular do
ciclo estral pode estimular a ovulagdo no periodo entre 24 a 48 horas ap0s a
administracdo. Os principais usos deste horménio, relacionados a sincronizacao de estro

e a transferéncia de embribes (TE), sdo para induzir a ovula¢do. Os analogos do GnRH
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também sdo utilizados no momento da insemina¢do para aumentar os indices de
concepgao.

Chenault (1990), avaliando as mudancas nas concentracdes de FSH e LH
plasmaticos, seguidas de varias doses de andlogos de GnRH, entre si, a buserelina,
gonadorelina e o acetato de fertirelina, concluiram que o acetato de fertirelina é 2,5 a 10
vezes mais potente que a gonadorelina; entretanto, a buserelina é aproximadamente 10 a
20 vezes mais potente que o acetato de fertirelina para a liberacdo de FSH e LH na
espécie bovina.

O GnRH altera a distribui¢do folicular no ovario por aumentar o nimero de
foliculos de tamanho médio e diminuir os foliculos maiores por luteinizacdo ou atresia
(TWAGIRAMUNGU et al., 1995). Moreira et al. (2000) sugerem que a fase lutea, entre
os dias 5 e 10 do ciclo estral, seja 0 momento ideal para o inicio de um programa de
sincronizagcdo da ovulacdo que possua 0 GnNRH como indutor de uma onda de
crescimento folicular, pois, nessa fase, os foliculos apresentam didmetros de 10 a 13mm
e tem capacidade para ovular.

Por outro lado, aplicacdes de GnRH, em fases tardias do ciclo (dia 15), podem
ndo resultar em ovulacdo e formacdo de um corpo luteo. Também ocorre que, a
aplicacdo no inicio do ciclo (dia 2 ou 3), momento em que ja houve a ovulagdo, o
foliculo no momento ndo possui didmetro capaz de responder ao GNRH (<9mm). Além
do mais, foliculos dominantes menores apresentam um numero menor de células da
granulosa e um ndmero menor de receptores para LH nessas células. Nestes casos, a
ovulacdo induzida promovera o desenvolvimento de corpo liteo menor, com menor
capacidade de secretar progesterona, o que influenciaria também na fertilidade
(MACMILLAN et al., 2003). Da mesma forma, existem fémeas que mostram estro

antes da aplicacdo da prostaglandina, provavelmente, ndao ficam prenhes apos a IATF.

2.5. Gonadotropina Coridnica Equina

O horménio gonadotrofina coribnica equina (eCG), também denominado
gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG), € uma glicoproteina produzida pelos
calices endometriais de éguas, entre os 40 e 120 dias de gestacdo (GINTHER, 1979).
Cole e Hart (1930) foram os primeiros a demonstrar a substancia gonadotrépica no soro

de égua prenhe.
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Em relagdo a outros hormonios gonadotréficos, 0 eCG apresenta a singularidade
de possuir atividade foliculo estimulante e luteinizante na mesma molécula (PAPKOFF,
1974). Na égua, o eCG estimula a formacdo das glandulas luteais acessorias para
auxiliarem na manutencdo da gestacdo (GINTHER, 1996). J& nos bovinos, essa
gonadotrofina apresenta longo tempo de agdo, variando de 50 a 100 horas devido a
propor¢do de &cido sidlico (10 a 15%) presente na sua molécula (SCHAMS et al.,
1978).

Devido a sua dupla acdo (como FSH e LH), a eCG atua estimulando de forma
direta o desenvolvimento folicular e a ovulagdo. O implante de progesterona inibe a
liberagdo destes pela hipdfise, diminuindo o desenvolvimento folicular e a ovulagéo até
o0 momento desejado. Com a retirada do implante, a concentracao de progesterona sérica
cai rapidamente e com isso, 0 animal apresenta estro. A administracdo de eCG, neste
caso, estimula o desenvolvimento folicular e potencializa a agdo sincronizante dos
progestagenos. Isso se mostra importante frente ao diametro médio dos foliculos no pds-
parto apresentarem-se menores e sofrerem atresia antes de atingir o tamanho ideal para
ovular (MURPHY et al., 1990; YAVAS & WALTON, 2000).

Quando o0 eCG é aplicado antes da retirada do progestageno e em doses baixas, 0
foliculo dominante adquire maiores dimensdes ap6s suspensdo do tratamento com
progestageno (LOGUERCIO, 2005). Este aumento de dimensdes provavelmente leva a
melhora dos indices de prenhez por estimular maior desenvolvimento do corpo luteo.

A partir desses e outros estudos posteriores (KASTELIC, 1997) e, baseados
ainda nas propriedades do eCG, tais como criar condigdes de crescimento folicular e de
ovulacdo, percebe-se que esta substancia passa a ser empregada em programas de
sincronizacdo e/ou inducdo de estros nas variadas espécies. O seu emprego tem-se
mostrado compensador em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade, como em fémeas
com periodo pos-parto inferior a 2 meses e/ou baixa condi¢do corporal (BASTOS et al.,
2004; BARUSELLI et al., 2004; DUFFY et al., 2004), como também, em novilhas pré-
plberes e paberes (LAROCCA, 1983; BRANDAO& SILVA FILHO, 2005).

A adicdo de eCG no momento da remocdo do implante de progesterona,
utilizando diferentes progestagenos, é uma alternativa para aumentar taxas de prenhez
em programas de IATF com vacas em anestro ou com baixas condigdes corporais
(MACMILLAN & PETERSON, 1993; CAVALIERI et al., 1997; BARUSELLI et al.,
2003; BO et al., 2003; MARQUES et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004; BO et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2004; BARUSELLI et al.,, 2006; AYRES et al., 2007;
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ROSSA et al., 2009; SA FILHO et al., 2010a). Igualmente, novilhas da raca Nelore
sincronizadas com o protocolo progesterona-estrégeno-prostaglandina-estrégeno
(PEPE), associado ao eCG, apresentaram melhora nas taxas de prenhez: com eCG -
34,9% (68/195); sem eCG - 15,7% (31/197; MARQUES et al., 2005).

Em animais com bom escore de condigdo corporal (ECC) este hormonio néo
leva a melhoria de indices reprodutivos, provavelmente devido & alta taxa de ciclicidade
apresentada nestes casos, 0 que dispensa seu uso (BARUSELLI et al., 2004;
BARUSELLI et al., 2006).

Além disso, outros pesquisadores como Marques et al.(2003) e S& filho et
al.(2010b) observaram que o tratamento com eCG no momento da remocdo do
dispositivo nédo interfere no intervalo até a ovulagdo. Esse relato € importante porque,
visto que, uma diferenca no intervalo ovulacdo-inseminacdo pode alterar as taxas de
concepcao (NEBEL et al., 1994).

2.6. Somatotropina Bovina Recombinante (rbST)

A somatotrofina bovina recombinante (rbST) foi um dos primeiros fatores de
crescimento produzidos em escala comercial com proteina recombinante (BAUMAN,
1999), com multiplos efeitos no crescimento e diferenciacdo celular (GLUKMAN et al.,
1987). O primeiro estudo, em 1982, demonstrou que a aplicacdo de rbST resultava em
aumento na producédo de leite em vacas leiteiras (BAUMAN et al., 1982), aumentando
entre 10 a 15% na producédo de leite (ETHERTON & BAUMAN, 1998). Em 1994, a
rbST comecou a ser comercializada para uso em vacas leiteiras e foi associada a uma
formula de liberacdo lenta, que permitiu que as aplicacBes de rbST (Posilac 500 mg,
Monsanto Co., St. Louis, Missouri) pudessem ser administradas a cada duas semanas, a
partir do dia 60 da lactacdo, aproximadamente.

A rbST estimula a producdo do hormdnio do crescimento (GH) enddgeno e do
fator de crescimento, semelhante a insulina I (IGF-I; LUCY, 2000). A administracdo de
rbST em animais sadios duplica as concentra¢cdes de IGF-1 no sangue (BAUMAN,
1999). Provavelmente, o aumento na producdo de leite ocorre em resposta a essa
elevacdo nas concentragdes de IGF-1 no sangue. Alguns efeitos importantes mediados
pelo IGF-I sdo o0 aumento na proliferacdo celular (RECHLER & NISSLEY, 1990) e a
potente inibicdo da apoptose (PERUZZI et al., 1999) por vias enddcrina, paracrina e

autécrina.
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A rbST é capaz, também, de atuar diretamente sobre Os 6rgdos reprodutores,
pois no Utero e nos ovarios sdo observados receptores para rbST; entretanto, sem
duvida, entende-se que a maior influéncia do rbST na reproducéo é indireta, via IGF-1
(LUCY, 2000).

Em novilhas e vacas europeias, no que se refere ao ovéario, sobretudo no
crescimento folicular (KIRBY et al., 1997), o tratamento com rbST elevou o numero de
foliculos pequenos (GONG et al. 1993; WEBB, 1994; GONG, 1996; KOZICKI, 2005),
assim como, em novilhas da raca Nelore (BURATINI Jr. et al., 2000). Essas alteracdes
nos ovarios sdo provavelmente a combinagdo do efeito direto da rbST e indireto do
IGF-1 (KIRBY et al., 1997; LUCY, 2001). Os IGFs exercem uma importante funcéo no
crescimento folicular por meio do estimulo a proliferacdo das células da granulosa, em
sinergismo com as gonadotrofinas (GONG et al.,, 1993; FORTUNE et al.,, 2004;
RIVERA & FORTUNE, 2004; YANG&RAJAMAHENDRAN, 2004). Desse modo, a
aplicacdo de rbST induz ao aumento de IGF-1, e, consequentemente, altera o
desenvolvimento folicular, possibilitando melhora no desenvolvimento das biotécnicas
reprodutivas.

O corpo luteo (CL) possui receptores para rbST (LUCY, 2000) e IGF-1 (PATE,
1996); assim a administracdo de rbST é capaz de acelerar o crescimento do CL e
controlar as concentracdes de progesterona produzidas (LUCY et al., 1995). Waterman
et al. (1993), relataram que vacas que recebem rbST tém CL mais pesado pelo aumento
na producdo de progesterona.

Este processo, de forma direta ou indireta, pode acelerar o crescimento do CL e
a secrecdo de P4 (LUCY et al., 1995), além de estimular a atividade secretéria das
glandulas endometriais e aumentar o desenvolvimento e a sobrevivéncia embrionéria
(MOREIRA et al., 2002).

No Utero, o IGF-1 também pode regular a atividade secretéria das glandulas
endometriais, melhorando, por consequéncia, 0 ambiente uterino para manutencdo da
gestacdo (WATHES et al., 1998), e aumentando o desenvolvimento e a sobrevivéncia
embrionaria (MOREIRA et al., 2002).

Moreira et al. (2002) relataram que o rbST melhorou a taxa de prenhez quando
administrado as receptoras no momento da inovulacdo, talvez em funcdo da melhor
producdo de fluidos uterinos, visto que, as glandulas endometriais sdo ricas em

receptores de IGF-1 e somatotropina.
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A aplicagéo da rbST na insemina¢do em um protocolo Ovsynch foi eficiente em
melhorar a fertilidade, aumentando as taxas de prenhez (MOREIRA et al., 2000;
MOREIRA et al., 2001), fato também observado em protocolos Presynch (MOREIRA
et al., 2001) e que confirma a proposta de que a rbST estimula o desenvolvimento e a
sobrevivéncia do embrido de vacas em lactacdo. Também, as taxas de prenhez
aumentaram e as perdas embrionarias diminuiram em vacas que receberam rbST no
mesmo dia da administracdo de GnRH, tanto no protocolo Ovsynch quanto no
Selectsynch; independente se as vacas foram submetidas a IATF ou inseminadas apos a
observacao do estro, respectivamente (SANTOS et al., 2004).

Em um estudo feito no México (MORALES-ROURA et al., 2001) com vacas
submetidas a trés ou mais IAs, sem sucesso, houve melhora nas taxas de prenhez
quando a rbST foi administrada no estro e novamente 10 dias depois. As taxas de
concepgdo foram de 29% em vacas tratadas com rbST versus 17% para as vacas
controle. Assim, se evidencia a importancia da rbST e/ou do IGF-I para melhorar a
fertilidade, possivelmente por melhorar a sobrevivéncia e manutencao do embrido.

Em outro estudo, Moreira et al. (2002) relataram que o rbST ou IGF-1 parecem
melhorar a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides e a competéncia dos o4citos
em serem fertilizados, melhorando, assim, a taxa de prenhez.

Nas amostras de endométrio coletadas nos dias 3 e 7 apds a ovulacdo
sincronizada de vacas leiteiras, que receberam aplicacdo de rbST, as concentracdes da
proteina PGHS-2 (um metabdlito do PGF,a) diminuiram quando comparadas com 0s
controles néo tratados (BALAGUER et al., 2005).

Kolle et al. (1997) verificaram RNAm de receptores de GH em embrides.
Sugerindo que o GH pode atuar junto com outros fatores de crescimento (IGF-I e IGF-
I) para aumentar o desenvolvimento dos embrifes pré-implantacdo (KAYE, 1997).
Receptores de IGF-1 podem ser encontrados em todos os estagios de embrifes bovinos
pré-implantacdo (YASEEN et al., 2001). Como a administracdo de rbST eleva a taxa de
desenvolvimento ao estagio de blastocisto e 0 numero de células do embrido, tanto in
vitro quanto in vivo, pode, consequentemente, melhorar o desenvolvimento do concepto
permitindo maior liberacdo de IFN-z no dia 17 da gestacdo. O aumento no IFN-z pode
contribuir para um namero maior de animais mantendo a gestacdo e menor com perda
embrionaria precoce.

Foram realizados estudos com vacas néo lactantes (BILBY et al., 2004) quanto

lactantes (BILBY et al., 2006 a,b,c) que avaliavam a utilizac&o de rbST em protocolo de
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IATF. Os animais que receberam rbST, apresentaram maiores tamanhos e
concentragdes de IFN-z comparado com os animais controle (BILBY et al., 2004;
BILBY et al., 2006 a,b,c). Esses aumentos foram na faixa de duas vezes no tamanho
dos conceptos e de trés vezes nas concentracdes de IFN-z. Esse crescimento
embrionario avangado pode ter ocorrido por uma hiperestimulacdo das concentracées de
IGF-I resultante da administragdo da rbST.

2.7. Flunixin Meglumine

O flunixin meglumine (FM) faz parte do grupo dos anti-inflamat6rios néo
esteroidais (AINEs). Estes possuem acdo periférica (antiinflamatoria, analgésica,
antitrombdtica e antiendotoxicas) e sobre o0 SNC (antipirética e analgésica). Tais acdes
se devem em parte a atividade inibit6ria que tais substancias possuem sobre as enzimas
que metabolizam o &cido araquidénico, a lipoxigenase e a cicloxigenase (COX). A
ciclooxigenase possui duas isoformas (COX 1 e 2), estas enzimas tém como funcédo
catalisar e transformar o acido araquiddnico em prostaglandinas e os AINES possuem a
capacidade de inibir a atividade de ambas as enzimas (RADI e KHAN, 2006).

O conceito de utilizagdo de anti-inflamatérios ndo esteroidais para inibir a
sintese de prostaglandina ndo é novo. Odensvik et al. (1998) relataram que em novilhas,
a lutedlise e a expressao do estro podem ser adiadas pela administracdo de AINEs, visto
serem capazes de inibir a sintese de PGF,, no endométrio, fato que pode favorecer a
manutenc¢do do corpo liteo no periodo critico de reconhecimento materno da gestacdo
(BINELLI et al., 2001).

Tratamento de fémeas com FM (2,5 mg/ kg), a cada 8 horas, no dia 16 do ciclo
estral, reduziu a proeminéncia dos pulsos de PGF,,detectados pelos picos de PGFM
plasmatico, durante a pré-lutedlise e lutedlise, atrasando assim, o inicio da reducdo das
concentragdes de progesterona (PUGLIESI et al., 2012).

Outros pesquisadores também relataram esse efeito dos AINEs em retardarem a
lutedlise, havendo aumento no intervalo interestral, utilizando em suas pesquisas FM
(ODENSVIK et al., 1998; AKE-LOPEZ et al., 2005). Assim sendo, um maior
desenvolvimento embrionario poderia ocorrer como consequéncia do prolongamento do
ciclo estral, aumentando a secre¢cdo de IFN-t o suficiente para induzir o
reconhecimento da gestacido (AKE-LOPEZ et al., 2005).
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Nesse sentido, vacas submetidas a inseminacdo por tempo fixo sdo mais
predispostas a fases luteais de curta duracdo, pois a ovulagdo induzida, muitas vezes,
ndo permite que o Utero seja exposto de modo adequado ao estrogénio no periodo pre-
ovulatorio, resultando em aumento da resposta uterina ao estimulo da ocitocina e em
maior liberacdo de PGF,, e lutedlise e, consequentemente, maior reabsorcdo
embrionaria (MANN & LAMMING, 2000).

2.8. Suplementacéo parenteral com aminoacidos

Os aminoacidos sdo as unidades estruturais basicas das proteinas. Séao
constituidos por um grupamento amina, uma carboxila, um atomo de hidrogénio e um
radical R diferenciado, ligados a um atomo de carbono (STRAYER, 1992).

A aplicacdo de solucBes de aminoacidos livres, obtida pela hidrélise &cida e
enzimética de 6rgdos e glandulas de origem suina para aplicagdo parenteral, tem sido
indicada em nutricdo animal. As solu¢des de aminoacidos livres estimulam a retencao
de nitrogénio com reflexo positivo no ganho de peso (CORREA et al., 1998; CAMPOS
NETO et al., 2003).

Estes resultados confirmam os dados de Paffenholz & Theurer (1980), que
evidenciaram o estimulo da sintese de DNA e RNA, além da proliferacdo celular,
quando da aplicacdo parenteral do hidrolisado de 6rgéos e glandulas. Estudos realizados
por Baldwin et al. (1994), descreveram a existéncia de fortes evidéncias indicando que
0s aminoéacidos livres provenientes de uma fonte externa (hidrolisados de 6rgédos e
glandulas) sdo diretamente direcionados para a sintese proteica, ndo se misturando com
0s aminodcidos intracelulares provenientes do turnover de proteinas preexistentes.
Assim, reforcou-se a hipoOtese que a sintese de proteina, dos érgdos e glandulas que
deram origem aos aminodacidos livres, é beneficiada devido a especificidade relativa
entre si.

Nesta perspectiva, preconiza-se que a administracdo de suplemento injetavel de
aminoacidos derivados da hidrélise de 6rgéos e glandulas relacionadas a reproducdo em
fémeas bovinas poderia estimular a eficiéncia das glandulas das quais foi feita a
hidrolise, podendo levar a maior sintese e liberacdo de GnRH, FSH e LH (LITER, 1978;
BALDWIN et al., 1994).

Em seu estudo, Silva et al. (2008), comparando a aplicacdo de suplemento de

aminoacidos e polipeptideos em vacas de alta producgéo verificou que os animais que
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recebiam o suplemento apresentavam foliculos dominantes de maior diametro e retorno
ao estro mais precoce, o que demonstra a influéncia da suplementagédo no metabolismo
do pos-parto. Norte et al. (2005) verificaram aumento de 10,5% de prenhez em vacas
em anestro com a utilizacdo deste suplemento. Assim, a suplementacdo com

amino&cidos pode estimular a dindmica folicular e minimizar o anestro pos-parto.
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Somatotropina recombinante bovina (rbST) em protocolo de
sincronizacao da ovulacéo de vacas mesticas (Bos taurus indicus x Bos
taurus taurus)

Resumo: Objetivou-se, neste estudo, avaliar os efeitos da administracdo da
somatotropina bovina recombinante (rbST) no momento da aplicacdo do protocolo de
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), quanto a dindmica folicular e a taxa de
prenhez em vacas mesticas ciclicas e em anestro. Utilizaram-se 346 vacas em dois
experimentos com delineamento fatorial 2x2 simultaneos (ciclicidade das vacas e
administracdo de rbST). A ciclicidade das vacas correspondeu as vacas ciclicas
(Tciclicas) e em anestro (Tanestro) e a administracdo de rbST (TrbST) ou ndo
(Tcontrole). Tem-se, assim: 1) Tcontrole — dia 0 (DO0), insercdo de dispositivo
intravaginal de progesterona (DIP) associado a aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de
benzoato de estradiol; dia 8 (D8), retirada do DIP, aplicacdo, IM, de 0,150 mg de
PGF,,, € 400 Ul de eCG; dia 9 (D9), foi aplicado, IM, 1 mg de benzoato de estradiol; e
no dia 10 (D10), a inseminacdo artificial (IA) foi realizada dentre de 52 horas apos a
retirada do DIP; 2) TrbST — similar ao Tcontrole, sendo aplicado adicionalmente 500
mg de rbST no DO. No experimento |, realizaram-se exames ultrassonograficos nos dias
0, 8, e na IATF até a determinacdo da ovulacdo das vacas submetidas aos tratamentos
Tciclicas/Tcontrole (n=10 vacas), Tanestro/Tcontrole (n=10 vacas), Tciclicas/TrbST
(n=10 vacas), Tanestro/TrbST (n=10 vacas). No experimento Il, a avaliacdo da taxa de
prenhez das vacas foi por tratamentos similares ao experimento I, diferindo pelo namero
de animais: Tciclicas/Tcontrole (n=54), Tanestro/Tcontrole (n=36), Tciclicas/TrbST
(n=72) e Tanestro/TrbST (n=20). Os dados foram analisados em fatorial 2x2 a 5% de
probabilidade. N&o houve, todavia, efeito dos protocolos de sincronizagdo, da
ciclicidade das vacas e da interacdo desses fatores com taxa de crescimento folicular,
intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulagdo (P>0,05).
Também ndo ocorreu interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento,
ciclicidade, dia de observacdo) com diametro do maior foliculo (P>0,05). Ndo houve
interacdo dos efeitos principais com taxa de ovula¢do (P>0,05), e ndo houve interacéo
dos efeitos principais: administracdo de rbST e ciclicidade das vacas com taxa de
prenhez (P>0,05). A taxa de prenhez foi de 53,7, 43,8, 46,5 e 51,2% para Tciclicas,
Tanestro, TrbST e Tcontrole, respectivamente. A taxa de prenhez nas vacas que
receberam rbST foi menor para aquelas em anestro (35,3%) se comparada as ciclicas
(56,8%; P<0,05). A administragdo de rbST n&o alterou os padrdes de dinamica folicular,
nem a taxa de ovulacdo. Entretanto, as vacas em anestro, que receberam rbST, tiveram
taxas de prenhez mais baixas que as vacas ciclicas.

Palavras—chave: biotecnologia, fertilidade, foliculos, reproducéo.
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Recombinant bovine somatotropin (rbST) in synchronization of
ovulation in crossbred dairy cows (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus)

Abstract: This study was to evaluate the effects of the administration of recombinant
bovine somatotropin (rbST) at the fixed-timed artifitial insemination protocol (FTAI),
on follicular dynamics and pregnancy rate in crossbred cyclic and anestrous cows.
Three hundreds and forty six (346) cows were used in two experiments with
simultaneous 2x2 factorial design (cyclic cows and rbST administration) as factors. The
cyclic cows (Tcyclic) and the anestrous cows (Tanestrous) as factor 1 and the
administration of rbST (TrbST) or not (Tcontrol) as factor 2. The protocol was as
follow: 1) Tcontrol - day 0 (DO), insertion of a progesterone intravaginal device (PID)
plus 2 mg of estradiol benzoate; day 8 (D8), PID with drawal, plus 0.150 mg of PGF2a
and 400 IU of eCG, day 9 (D9), 1 mg of estradiol benzoate; with Al at day 10 (D10, 52
hours after PID removal); 2) TrbST - similar to Tcontrol, plus 500 mg of rbST on DO. In
the experiment I, ultrasound exams were performed on days 0, 8, and on FTAI until
cows ovulation in all treatments: Tcyclic/Tcontrol (n=10 cows), Tanestrous/Tcontrol
(n=10 cows), Tcyclic/TrbST (n=10 cows), Tanestrous/TrbST (n=10 cows). In the
experiment I, the cows pregnancy evaluation rate were similar to the treatments of the
experiment |, differing only by the number of animals (n): Tcyclic/Tcontrol (n=86),
Tanestrous/Tcontrol (n=78), Tcyclic/TrbST (n=74), Tanestrous/TrbST (n=68). Data
were analyzed with a 2x2 factorial 5% probability. There was no effect of
synchronization protocols, the cyclicity of cows and the interaction between these
factors for follicular growth rate and of the interval from progesterone device removal
and from IATF to ovulation (P>0.05). No interaction between the evaluated effects
(treatment, cyclicity, and day of observation) to the diameter of the largest follicle
(P>0.05). There was no interaction of the main effects for the ovulation rate (P>0.05).
There was no interaction of the main effects: the administration of rbST and the
cyclicity of cows, for the pregnancy rate (P>0.05). The pregnancy rate was: 53.7, 43.8,
46.5 and 51.2% for Tcyclic, Tanestrous, TrbST and Tcontrol, respectively. The
pregnancy rate in cows receiving rbST was lower for anestrous compared with cyclic
cows (P<0.05). The administration of rbST did not alter the patterns of follicular
dynamics, nor the ovulation rate. However, the cows in anestrous that received rbST
had lower pregnancy rates than cyclic ones.

Keywords: biotechnology, fertility, follicle, reproduction
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1. Introducéo

A fertilidade p6s-parto é muito influenciada pelo manejo nutricional no periodo
seco e de transicdo. A duracdo do anestro pos-parto influencia o desempenho
reprodutivo pela permanéncia de vacas subférteis e improdutivas nos rebanhos (NEVES
et al., 1999; YAVAS & WALTON, 2000). Entre as alternativas para melhorar os
indices de fertilidade no pds-parto, hd o uso de protocolos hormonais para induzir a
ciclicidade e minimizar os efeitos ambientais e da amamentagao.

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), determinada pela sincronizagao
da ovulacdo, tem aumentado expressivamente no Brasil devido as facilidades de
realizacdo dos programas de inseminacdo artificial (IA) a campo e da melhoria de seus
resultados. Atualmente, os resultados encontrados apds IATF estdo similares aos da IA
(AYRES et al., 2013; COLAZO et al., 2013).

O horménio somatotropina recombinante bovina (rbST) é utilizado em vacas
leiteiras para aumento da producdo de leite, porém seus efeitos sobre a reproducao
necessitam de mais estudos (ROSSETI et al., 2011). Sabe-se que a rbST estimula a
producdo do horménio do crescimento (GH) enddgeno e do fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF-1; LUCY, 2000), que sdo de extrema importancia para a
reproducdo e adicionalmente foi observado receptores para rbST no Utero e nos ovarios
(LUCY, 2000).

As alteracOes causadas pela administracdo da rbST sdo, provavelmente, a
combinacéo do efeito direto deste e indireto do IGF-1 (KIRBY et al., 1997; WILSON et
al., 1997; LUCY, 2001), assim GONG et al. (1993) e KOZICKI et al., (2005) relataram
que o tratamento com rbST elevou o nimero de foliculos pequenos nos ovarios,
enquanto que, os IGFs exercem uma importante funcdo no crescimento folicular pelo
estimulo a proliferacdo das células da granulosa, em sinergismo com as gonadotrofinas
(GONG et al., 1993; FORTUNE et al., 2004; RIVERA et al., 2004; YANG, 2004).

Receptores para rbST e fator semelhante a insulina — 1 (IGF-1) estdo também
presentes nas glandulas do endométrio de bovino (WATHES et al., 1998). E possivel
que um aumento na concentracdo de IGF-1 em resposta ao tratamento com rbST
aumente a atividade secretoria das glandulas endometriais, levando a um ambiente
uterino mais favoravel para o desenvolvimento do concepto, e assim facilitando a
manutencdo da gestacdo (MOREIRA et al., 2002). Segundo Thatcher et al. (2006), a
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administracdo de rbST é capaz de aumentar adicionalmente a secre¢do de IFN-t pelo
concepto.

A partir desta perspectiva, objetivou-se avaliar a administracdo de rbST em
protocolos de IATF em vacas leiteiras mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus)

quanto a dindmica folicular e a eficiéncia reprodutiva.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de maio a outubro de 2012, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41” Sul, 41°50” Oeste e 774 m de altitude. A propriedade
localiza-se em regido com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos, com
clima tropical de altitude onde a temperatura média anual € de 19,2 °C e a precipitacao
pluviométrica de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 346 vacas lactantes mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), do primeiro ao quarto parto, que apresentavam historico de boa fertilidade,
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica, retencdo de placenta e
de alteracbes dos Orgdos genitais ao exame ginecologico. O manejo das vacas foi em
regime extensivo, utilizando-se a pastagem composta principalmente de braquiardo
(Brachiaria brizantha vc. Marundu). O sal mineral e a 4gua foram fornecidos ad libitum
e suplementacdo com concentrado (22% de proteina bruta) na proporcdo de 1 Kg/ 3 L
de leite.

Na insercdo do dispositivo intravaginal de progesterona (DIP), registrou-se o
periodo pds-parto relativo ao dia do inicio do protocolo de IATF (dia 0); foram pesadas
a producdo de leite, as vacas (PV, kg) e determinado o escore de condicdo corporal
(ECC; escala de 1 a 5), de acordo com a proposta por Edmonson et al. (1989). As vacas
foram divididas uniformemente quanto a ordem de parto, producao de leite e CC entre
0s grupos. As vacas apresentaram peso corporal médio de 408,0 + 1,6 kg, escore de
condicéo corporal médio de 2,4 * 0,0, paridade media de 2,3 = 0,2 e producéo de leite
média de 11,6 + 1,0 litros.

Foram realizados dois experimentos em delineamento fatorial 2 x 2 simultaneos
(ciclicidade das vacas e administracdo de rbST). No experimento I, foram feitos os

exames da dinamica folicular, enquanto que, no experimento I, avaliada a eficiéncia
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reprodutiva das fémeas. A ciclicidade das vacas correspondeu as vacas ciclicas
(Tciclica) e em anestro (Tanestro) e a administracdo de rbST (TrbST) ou ndo
(Tcontrole). A condicéo fisiologica das vacas foi determinada pela presenca de corpo
luteo (vacas ciclicas) ou sua auséncia (vacas em anestro) por exame ultrassonogréafico e
palpacdo retal sete dias antes e no inicio do protocolo de sincronizagdo da ovulagéo.

No experimento I, as vacas ciclicas (n=20) e em anestro (n=20) foram
distribuidas em dois grupos: 1) Tcontrole (n = 20 vacas) — dia 0 (DO0), insercdo de
dispositivo intravaginal de progesterona® (DIP) mais aplicacdo intramuscular (IM) de 2
mg de benzoato de estradiol?; dia 8 (D8), retirada do DIP e, aplicacéo, IM, de 0,150 mg
de PGF,,° e de 400 Ul de eCG*; dia 9 (D9), aplicacdo, IM, de 1 mg de benzoato de
estradiol; dia 10 (D10), realizada a inseminacdo artificial (I1A) 52 horas ap0s a retirada
do DIP (Figura 1); no experimento 2) TrbST (n = 20 vacas) — similar ao Tcontrole,
sendo que no dia O foi injetado mais 500 mg de rbST> (Figura 2). Assim, a distribuicéo
das vacas foi 10, em cada um dos tratamentos: Tciclica/Tcontrole, Tanestro/Tcontrole,

Tciclica/TrbST e Tanestro/TrbST, respectivamente.

400 Ul eCG
+
0,15 mg PGF 2a
2 mg B.E 1 mg B.E
1 Dispositivo intravaginal
de progesterona
DO D8 D9 D10
24 h 28 h

Figura 1 — Esquema ilustrativo do protocolo de sincronizacdo do Tcontrole.

Os exames ultrassonogréaficos foram realizados nos dias 0 e 8 e no dia da IATF,
sendo neste ultimo dia, feito 0 acompanhamento da dindmica folicular, com intervalo de
12 horas, até a determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo dominante, com
aparelho portatil de ultrassom acoplado a um transdutor linear retal de 50 MHz
(MINDRAY®, modelo DP2200 VET; Figura 3). Assim, foi verificado no DO o status
folicular, e nos demais dias avaliadas a dindmica folicular e a taxa de ovulagdo. Os

foliculos foram classificados de acordo com o diametro: pequenos (FP < 6 mm), médios

11,0 g de Progesterona, CRONIPRESS®, Biogénesis-Bag6, Argentina.

21 mg/mL Benzoato de Estradiol , BIOESTROGEN®, Biogénesis-Bag6, Argentina.

%0,75 mg/mL d-Cloprostenol, CRONIBEN®, Biogénesis-Bago, Argentina.

# 200 UI/mL Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG), NOVORMON 5000®, Syntex S.A., Argentina.
°250 mg/mL de Somatotropina Bovina Recombinante, BOOSTIN®500 MG, Coopers, Brasil.
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(FM de 6 a 8 mm) e dominantes (FD > 8 mm). Calculou-se, entdo, a taxa de
crescimento (mm/dia) pela diferenca entre os didmetros do foliculo nos dias 10 e 8,

dividido pelo nimero de dias.

rbST
500 mg rbST 400 Ul eCG
+ +

Dispositivo intravaginal
de progesterona

DO D8 D9 D10

24 h 28 h
Figura 2 — Esquema ilustrativo do protocolo de sincronizagao do TrbST.

400 Ul eCG
+

0,15 mg PGF 2a

2mgB.E 1mgB.E
l Dispositivo de l
progesterona
DO D8 D9 D10 D11__ D12
T T 24h 24h Ultrassom 12/12 h
Ultrassom Ultrassom
rbST 400 Ul eCG
500 mg rbST 0,15 mg+PGF 2a
) m; B.E 1mgB.E
l Dispositivo de l
progesterona
DO D8 D9 D10 D11__ D12
T T 24h 24h Ultrassom 12/12 h
Ultrassom Ultrassom

Figura 3 —Esquema dos cronogramas da realizacdo dos exames ultrassonograficos nos

tratamentos (Tcontrole e TrbST).
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No experimento Il, as vacas foram distribuidas uniformemente pela paridade,
producéo de leite, peso e condic¢do corporal nos tratamentos propostos no experimento I:
Tciclica/Tcontrole (n = 86), Tanestro/Tcontrole (n = 78); Tciclica/TrbST (n = 74);
Tanestro/TrbST (n= 68).

As inseminacdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, que utilizou
sémen de touros da raga Girolando, de Central de sémen associada a Associacao
Brasileira de Inseminacdo Artificial (ASBIA).

O diagnostico de gestacao foi realizado 30 dias ap0s a inseminacéo artificial por
exames ultrassonogréaficos, sendo determinada a taxa de prenhez de cada tratamento
(numero de vacas prenhes dividido pelo nimero total de vacas do tratamento).

Os dados paramétricos referentes ao numero de foliculos pequenos (< 6 mm),
médios (6 a 8 mm), e grandes (> 8 mm), total de foliculos e diametro do maior foliculo,
as taxas de crescimento folicular, de intervalo da retirada do implante de P4 a ovulagéo
e da IATF a ovulacdo foram avaliados por ANOVA associada e as médias comparadas
pelo teste de Tukey considerando os efeitos do tratamento, ciclicidade e dia da
observacao (0, 8 e 10) utilizando 0 PROC GLM (SAS, 2002).

Para avaliacdo do efeito do peso e condicdo corporal (CC) das fémeas sobre as
taxas de gestacdo foi realizada uma andlise de regressao logistica, utilizando software R
(CORE TEAM, 2013).

Os dados de taxas de prenhes foram organizados em tabelas de contingéncia e
analisados pelo teste de Qui-quadrado (¢?).

A significancia adotada foi a = 0,05.

3. Resultados e Discussao

N&o houve interacdo do dia de observacdo e o tratamento, com o nimero de
foliculos e com a classificacdo folicular (P>0,05; < 6 mm, 6 a 8 mm e >8 mm — Tabela
1), fato que corrobora os achados de Aleixo et al. (2005) e Nascimento (2009), que
também ndo observaram influéncia do rbST nesse pardmetro em vacas leiteiras, Bos
taurus taurus e Bos taurus taurus x Bos taurus indicus, respectivamente. Entretanto, em
estudos prévios realizados em novilhas e vacas Bos taurus taurus, o tratamento com
rbST elevou o nimero de foliculos pequenos (GONG et al. 1993; DE LA SOTA et al.,
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1993; WEBBet al., 1994; GONG, 1996; KOZICKI et al., 2005), assim como em
novilhas Bos taurus indicus (BURATINI Jr. et al., 2000).

Tabela 1 —Numero de foliculos < 6 mm, de 6-8 mm, e > 8 mm, nos dias 0, 8 e 10, em
funcdo dos diferentes tratamentos e da ciclicidade (Média + erro-padréo da

média)
ltem’ Numero de foliculos
<6 mm 6a8mm > 8 mm Totais

TRATAMENTO?
Tcontrole 10,1 +0,6° 0,4+0,1° 0,9+0,1° 11,4 +0,6°
TrbST 11,5+0,7° 0,6 +0,1° 0,8+0,1° 12,9+0,7°
CICLICIDADE?
Tciclica 10,4 + 0,7 0,5+0,1° 0,9+0,1° 11,9+0,7°
Tanestro 11,2+ 0,6 0,4+0,1° 0,8+0,1° 12,4 + 0,6
DIA®
0 9,8+1,0° 0,5+0,1° 0,4 +0,1° 10,7 + 1,0°
8 11,3+0,7° 0,6+ 0,1 1,1+0,1 13,0+ 0,7°
10 11,3+0,7° 0,3+0,1° 1,1+0,1 12,7+0,7°

Tcontrole = tratamento controle; TrbST = tratamento 500 mg de rbST; Tciclica = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. “Médias seguidas por letras minGsculas
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05). *Médias seguidas por letras mintsculas diferentes
na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Pode-se observar menor numero de foliculos > 8 mm no dia 0 em relacdo ao dia
8 e 10 (P<0,05). Assim, se evidencia que as condicdes fisioldgicas proporcionadas pelo
protocolo de sincronizacdo a base de estradiol e progesterona em vacas ciclicas e em
anestro proporcionaram aumento do namero de foliculos em crescimento devido ao fato
de sincronizarem a emergéncia de uma nova onda folicular. Assim, entende-se que esses
protocolos e outros citados na literatura apresentam efeitos satisfatorios para controlar a
dindmica folicular e luteal e para sincronizar a ovulagdo, permitindo IA sem a
necessidade de deteccdo de estro (BO et al., 2003; MACMILLAN et al., 2003;
BARUSELLLI et al., 2004; BO et al., 2007; SA FILHO et al., 2009).

Observou-se também, que ndo houve efeito dos protocolos de sincronizacéo, da
ciclicidade das vacas e da interacdo desses fatores com taxa de crescimento folicular,
intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a ovulagdo (P>0,05;
Tabela 2). Foi relatado anteriormente que a aplicacdo de rbST induz aumento de IGF-1,

e, consequentemente, altera o desenvolvimento folicular, sobretudo no crescimento
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folicular pela combinacdo do efeito direto da rbST e indireto do IGF-1 (KIRBY et al.,
1997; WILSON et al., 1997; LUCY, 2001).

Tabela 2 —Taxa de crescimento folicular e intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona e da IATF a ovulacdo (média + erro - padrdo), em funcéo dos
protocolos de sincronizagéo e da ciclicidade das vacas

Intervalo a ovulagao

Taxa de i
Item crescimento Retirada do
folicular (mm/dia) dispositivo de IATF (h)
progesterona (h)

TRATAMENTO!
Tcontrole 1,4 +0,2° 64,6 +1,4° 12,6 + 1,4°
TrbST 1,3+0,3° 64,4 +1,4° 12,4 +1,4°
Média 1,3+0,2° 64,5+ 1,0° 12,5+1,0°
CICLICIDADE?
Tciclica 1,4+0,3% 64,9 +1,3° 129+1,3%
Tanestro 1,3+0,2° 64,0 + 1,6 12,0+ 1,6
Média 1,3+0,2° 64,5+ 1,0° 12,5+1,0°

Tcontrole = tratamento controle; e TrbST = tratamento com 500 mg de rbST. “Tciclica = tratamento com
vacas ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro.

Os IGFs exercem uma importante funcao no crescimento folicular por estimulo a
proliferacdo das células da granulosa, em sinergismo com as gonadotrofinas (GONG et
al., 1993; FORTUNE et al., 2004; RIVERA et al., 2004; YANG, 2004). Entretanto,
neste estudo n&o foi observado efeito do rbST sobre o crescimento folicular.

Segundo Maranfa et al. (2006), a administracdo de eCG no protocolo aumenta a
taxa de crescimento folicular, pois melhora o desenvolvimento folicular ovariano por
causa da sua atividade similar ao FSH e LH (MURPHY et al., 1991). Nesta perspectiva,
acredita-se que todos os tratamentos foram influenciados pelo eCG, pois a taxa de
crescimento folicular encontrada neste estudo é semelhante as taxas encontradas nos
estudos de Colazo & Ambrosea (2011) e Melo (2009) utilizando protocolos de
sincronizagdo da ovulacdo, que foram de 1,3 a 1,8 mm/dia em Bos taurus taurus,
respectivamente. Em animais Bos taurus indicus, Borges et al. (2003) e Murta (2011)
relataram crescimento de 1,4 mm/dia.

N&o houve interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade,
dia de observagdo) com diametro do maior foliculo (P>0,05; Tabela 3). O tratamento

com rbST ndo aumentou o tamanho do foliculo ovulatério 48 horas depois da retirada
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do dispositivo de progesterona, ou seja, no dia 10, ocorréncia que corrobora com
pesquisas prévias (ALEIXO et al., 2005; NASCIMENTO, 2009). Em um estudo com
vacas Holandesas no Brasil, o didmetro ovulatério foi maior no grupo tratado com rbST

(18,2 mm) se comparado ao grupo controle (15 mm; KOZICKI et al., 2005).

Tabela 3 —Diametro médio do maior foliculo em funcdo dos tratamentos e da
ciclicidade das vacas nos dias 8 e 10 (média * erro-padrdo da média)

Diametro (mm) do maior foliculo

Tratamento® Ciclicidade® Dia®
Tcontrole TrbST Tciclicas Tanestro 8 10
11,0+0,6* 10,0+0,8° 109+0,6% 10,1 +0,82 9,2+ 0,6° 11,8+ 0,72

Tcontrole = tratamento controle; TrbST = tratamento com rbST; Médias seguidas por letras minGsculas
diferentes, na linha, diferem entre si (P<0,05); *Tciclicas = tratamento com vacas ciclicas; e Tanestro =
tratamento com vacas em anestro; *Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na linha diferem
entre si (P<0,05).

O diametro folicular mensurado no dia 10 (11,8 mm) foi eficaz em induzir a
ovulagdo, visto que, 90,0% das vacas desse estudo ovularam, independente do
tratamento e da ciclicidade (Figura 4). Assim, ndo houve interacdo dos efeitos principais
com taxa de ovulacdo (P>0,05). Segundo Sartori et al. (2001), os foliculos adquirem
capacidade ovulatéria com aproximadamente 10 mm de diametro, sendo assim, todos 0s
tratamentos possuiam foliculos no tamanho ovulatdrio. Na literatura recente, os valores
do didmetro do foliculo ovulatorio estio entre 11,7 e 16,0 mm (SA FILHO et al., 2011;
MURTA, 2011; GUMEN et al., 2012; SALES et al., 2012, COLAZO et al., 2013).

Acreditava-se que a administracdo da rbST aumentaria a taxa de ovulacdo nos
animais tratados pelos fatores ja citados, como aumento da concentracdo plasmatica de
IGF-1. Todavia, a taxa de ovulacdo foi considerada como excelente em todos os
tratamentos, dificultando a expressdo do rbST quanto ao quesito de melhorar a taxa de
ovulacéo. Os protocolos de sincronizagdo da ovulagéo estdo bem elucidados e eficientes
quanto a inducdo da ovulacdo. Independente dos indutores de ovulagdo utilizados, as
taxas de ovulacdo, estdo situadas acima de 70% nas diferentes categorias (vacas ou
novilhas), e nos diferentes padrdes raciais (Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e Bos
taurus taurus x Bos taurus indicus; CREPALDI, 2009; COLAZO& AMBROSEA,
2011; SA FILHO et al., 2011; GUMEN et al., 2012; SALES et al., 2012; COLAZO et
al., 2013).
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Figura 4 — Taxa de ovulagao nos diferentes tratamentos (P>0,05).

N&o houve diferenca entre os efeitos principais na taxa de prenhez (P>0,05;
Tabela 4). A taxa de prenhez total foi de 49,0% (n =306). As vacas do TrbST, em
anestro tiveram menor taxa de prenhez (35,3%) em comparacdo aquelas ciclando
(56,8%; P<0,05; Tabela 5).

Tabela 4 -Taxa de prenhez em funcdo dos efeitos principais

EFEITOS PRINCIPAIS NUMERO PRENHEZ
Tciclica 160 53,7% (86/160)
Tanestro 146 43,8% (64/146)

TrbST 142 46,5% (66/142)
Tcontrole 164 51,2% (84/164)

N&o houve diferenca entre os efeitos principais (P>0,05).

Tabela 5 -Taxa de prenhez, em funcéo da ciclicidade e dos tratamentos.

CICLICIDADE\TRATAMENTO TrbST Tcontrole
Tciclicas 56,8% (42/74)** 51,2% (44/86)**
Tanestro 35,3% (24/68)*° 51,3% (40/78)**

Letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem (P > 0,05). Letras maiUsculas diferentes na mesma
coluna diferem (P < 0,05).
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A administracdo de rbST no dia do inicio do protocolo ndo proporcionou
aumento na taxa de prenhez. Embora a dose de rbST utilizada fosse idéntica a utilizada
nos estudos que mostraram um efeito positivo na taxa de prenhez (MOREIRA et al.,
2000; MORALES-ROURA et al., 2001; MOREIRA et al., 2001; MOREIRA et al.,
2002; BILBY et al., 2004;SANTOS et al., 2004; BILBY et al., 20064, b, c), a auséncia
de um efeito significativo no presente estudo pode ter sido devida ao dia do tratamento.
E sabido que, com a administracdo de 500 mg de rbST, as concentracdes plasmaticas de
rbST e de IGF-1 ficam elevadas por 14 dias apos a administracdo (BILBY et al., 1999).
Em todos os estudos citados, o rbST foi administrado no dia do estro, independente se
foi estro natural ou sincronizado por protocolos de IATF. Porém, nesta pesquisa, 0 rbST
foi administrado no dia do inicio do protocolo de IATF, ou seja, 10 dias antes do estro.

O IGF-1 ¢é importante para a absorcdo de lipoproteinas e para esteroidogénese
das células da granulosa e estimula a sintese de P4 no corpo liteo recém-formado
(VELDHUIS et al., 1986), aléem de que o aumento na concentracdo de IGF-1 em
resposta ao tratamento com rbST aumenta a atividade secretoria das glandulas
endometriais, levando a um ambiente uterino mais favoravel para o desenvolvimento do
concepto e facilitando a manutencdo da gestacdo (MOREIRA et al., 2002). Assim,
possivelmente administracdo do rbST durante a fase pré-ovulatéria e inicial do
desenvolvimento embrionario foi mais eficaz em aumentar a taxa de gestacdo quando
comparada a administracdo durante o inicio do desenvolvimento folicular, carecendo de
mais estudos.

A rbST tem sido associada a maior taxa de crescimento do concepto, e,
consequentemente, ao aumento na taxa de prenhez (MOREIRA et al., 2002; SANTOS
et al., 2004; BILBY et al., 2006). De fato, em gado leiteiro o tratamento com rbST
aumentou a concentracdo de IFN-t nas secre¢des uterinas (BILBY et al., 2004; BILBY
et al., 2006 a,b,c; THATCHER et al., 2006), havendo correlagdo positiva do tamanho
do concepto e a quantidade de IFNt produzida pelo mesmo, um potente inibidor da
sintese PGF,,, secretado pelo embrido durante o reconhecimento materno da gestacédo
(MANN & LAMMING, 2000). De igual modo, conceptos menores secretam menor
quantidade de IFN-t, o que estd correlacionado com maiores taxas de perdas
embrionarias. Acrescenta-se, ainda, que em vacas lactantes que possuem baixa
concentracdo de IGF-1 em decorréncia da lactacdo, a rbST pode resultar em
incrementos na concentracdo de IGF-1, corrigindo, assim, um desequilibrio enddcrino e
metabolico (THATCHER et al., 2006).
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De acordo com literatura, em alguns estudos ndo foi observado o efeito da rbST
sobre a taxa de prenhez total (BELL et al., 2008; JOUSAN et al., 2007;
NASCIMENTO, 2009; ROSSETI et al., 2011), ou até mesmo efeito negativo da rbST
sobre a reproducdo, onde vacas em lactacao tratadas com rbST tinham reducdo nas taxas
de concepcdo (DOWNER et al., 1993; LUNA-DOMINGUEZ et al., 2000), reducdo nas
taxas de prenhez (COLE et al., 1991; ESTEBAN et al., 1994), aumento na incidéncia de
ovarios cisticos, aumento no nimero de dias até a primeira inseminacdo (ESTEBAN et
al., 1994), aumento no numero de dias em anestro (BURTON et al., 1990;
WATERMAN et al., 1993; ESTEBAN et al., 1994) e aumento no nimero de servigos
por concepcdo (BURTON et al., 1990; COLE et al., 1991; SANTOS et al., 2000).

Entretanto, Lucy (2000) ndo encontrou efeitos negativos inerentes a aplicacao do
rbST na reproducédo dos animais. Esta é mais influenciada pelo aumento da producéo de
leite e pelo balanco energético negativo no pos-parto. Dessa forma, quando vacas
leiteiras sdo submetidas ao tratamento com rbST, espera-se maxima resposta produtiva e
nenhuma alteracdo nos indices reprodutivos. As condicGes para a obtencdo destes
resultados dependem da habilidade dos especialistas em avaliar o estado nutricional e
alimentar dos animais, para que seja proporcionado consumo adequado de nutrientes
que sustentem as atividades produtiva e reprodutiva (COLE & LUCY, 1997; LUCY,
2001; ARNONE, 2008).

Animais mantidos em regides tropicais apresentam comprometimento na
atividade ovariana pos-parto, decorrente do inadequado contetdo energético fornecido
pelas pastagens. Dessa maneira, a energia ingerida pelo animal é priorizada para
funcBes vitais de manutencdo e de producdo de leite em detrimento das funcdes
reprodutivas (MONTIEL & AHUJA, 2005). Os efeitos resultantes do comprometimento
nutricional sdo a supressdo na liberacdo de GnRH, e, consequentemente, a diminuicao
na frequéncia dos pulsos de LH (SCHILLO, 1992), que prejudica o sistema reprodutivo
num todo (RHODES et al., 1995; WILTBANK et al., 2002). No presente estudo, as
fémeas em anestro provavelmente estavam em pior estado nutricional, e, com a
administracdo da rbST, o requerimento nutricional dessas fémeas aumentou, mesmo nao
sendo oferecido aporte nutricional adequado, o0 que acarretou uma diminuicdo da taxa
de gestacdo nesses animais.

Adicionalmente, ndo foi detectada influencia da condic¢éo corporal (ECC) sobre
a taxa de prenhez (P>0,05; Figura 5). Estudos prévios encontraram que, com 0 aumento

da condicdo corporal, ha aumento na taxa de prenhez em vacas Bos taurus taurus
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(HILLEGASS et al., 2008; SANTOS et al., 2009; GOTTSCHALLet al., 2012) e Bos
taurus indicus (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009). Neste estudo,
todos os animais receberam 400 Ul de eCG na retirada do dispositivo; sendo assim, é
sabido que o eCG fornece suporte gonadotrdfico para o desenvolvimento folicular final
(SA FILHO et al., 2010a; SA FILHO et al., 2010b), sendo eficaz em aumentar a taxa de
crescimento do foliculo dominante, o didmetro do foliculo dominante na IATF, e a taxa
de ovulagio dessas vacas submetidas a protocolos (BARUSELLLI et al., 2004; BO et
al., 2007; SA FILHO et al., 2009) e as concentra¢es de P4 durante o diestro posterior
(MARQUES et al., 2003; SOUZA et al., 2009; SA FILHO et al. 2010a; SA FILHO et
al., 2010c), sendo eficaz em aumentar as taxas de prenhez, principalmente em animais
em anestro, de baixa condicdo corporal, e com poucos dias no pos-parto (CAVALIERI
et al., 1997; MARQUES et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al.,
2006; BARUSELLLI et al., 2006; AYRES et al., 2007; ROSSA et al., 2009).
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Figura 5 —Taxa de prenhez das vacas mesti¢as em funcdo da condicdo corporal no
inicio do protocolo de IATF (P>0,05).

Gestacdo (%)

A soma desses efeitos positivos beneficiou as vacas em anestro nesse
experimento, que é altamente correlacionado com a baixa condi¢cdo corporal
(BARUSELLLI et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004; AYRES et al., 2007; SOUZA et
al., 2011; ROSSA et al., 2009), ndo diferindo a taxa de prenhez entre as diferentes
condigdes corporais.

Os resultados obtidos sdo influenciados por diversos fatores, como exemplo, a

dose utilizada da rbST e temperatura, tempo de lactacéo, e, principalmente balanco de
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energia, que afetam diretamente a reproducdo em vacas leiteiras - o que ndo € citado na
maioria dos trabalhos. Nesta perspectiva, os fatores que podem influenciar a resposta do
animal frente a administracdo da rbST devem ser levados em consideracdo no momento

em que for usada como ferramenta para melhorar a producdo de leite e a reproducéo.

4. Conclusao

A administracdo de rbST em protocolo de sincronizacdo de ovulagdo em vacas
mesti¢as ndo apresentou diferengas nos padrdes avaliados de dinamica folicular. A taxa
de prenhez foi satisfatoria; porém, dentre as vacas que receberam rbST, as vacas em

anestro apresentaram menor taxa de prenhez.
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Suplemento injetavel de aminoacidos e polipeptideos em protocolo de
sincronizacao da ovulacéo de vacas mesticas (Bos taurus indicus x Bos
taurus taurus)

Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos da administracdo injetavel de suplemento de
aminoéacidos e polipeptideos, do dia do parto até 0 momento da aplicacdo do protocolo
de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF), quanto a dindmica folicular e a taxa de
prenhez em vacas mesticas ciclicas e em anestro. Utilizou-se 242 vacas em dois
experimentos com delineamento fatorial 2x2 simultaneos (ciclicidade das vacas e
administracdo de suplemento injetavel). A ciclicidade das vacas correspondeu as vacas
ciclicas (Tciclicas) e em anestro (Tanestro) e a administracdo de suplemento (Tsupl) ou
ndo (Tcontrole). Assim, tem-se: 1) Tcontrole — dia 0 (DO0), insercdo de dispositivo
intravaginal de progesterona (DIP) somada a aplicacdo (IM) de 2 mg de benzoato de
estradiol; dia 8 (D8), retirada do DIP e aplicacdo, IM, de 0,150 mg de PGF,,; dia 9
(D9), aplicacdo de (IM) 1 mg de benzoato de estradiol; dia 10 (D10), a inseminagao
artificial (1A) foi realizada dentro de 52 horas ap0és a retirada do DIP; 2) Tsupl — similar
ao Tcontrole, tendo sido feito, previamente, 10 aplicacdes IM de 10 mL de suplemento
de aminoécidos e polipeptideos, com intervalo de uma semana entre si, e com término
no dia da insercdo do DIP. No experimento I, foi realizado exames ultrassonogréficos
nos dias 0, 8, e na IATF até a determinacdo da ovulacdo das vacas submetidas aos
tratamentos Tciclicas + Tcontrole (n=15 vacas), Tanestro + Tcontrole (n=15 vacas),
Tciclicas + Tsupl (n=15 vacas), Tanestro + Tsupl (n=15 vacas). No experimento Il, a
avaliacdo da taxa de prenhez das vacas foi por tratamentos similares ao experimento I,
diferindo pelo numero de animais: Tciclicas + Tcontrole (n=54), Tanestro + Tcontrole
(n=36), Tciclicas + Tsupl (n=72), Tanestro + Tsupl (n=20). Os dados foram analisados
em fatorial 2x2 a 5% de probabilidade de erro. Ndo houve efeito dos protocolos de
sincronizacgdo, da ciclicidade das vacas e da interagcdo desses fatores com taxa de
crescimento folicular, intervalo da retirada do dispositivo de progesterona e da IATF a
ovulagéo (P>0,05). N&o houve interagdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento,
ciclicidade, dia de observacdo) com diametro do maior foliculo (P>0,05). Ndo houve
interacdo dos efeitos principais com taxa de ovulagdo (P>0,05). A taxa de prenhez foi
afetada pela administracdo prévia de suplemento de aminoacidos e polipeptideos
(P<0,05). A taxa de prenhez foi de 75,0% e 45,6% para Tsupl e Tcontrole,
respectivamente. A taxa de prenhez foi maior para as vacas ciclicas (66,7%), em
comparacao aquelas em anestro (46,4%; P<0,05). A administracdo de suplemento nédo
alterou os padrBes de dindmica folicular, nem a taxa de ovulacdo. Entretanto, foi
eficiente em aumentar a taxa de prenhez das vacas ciclicas e em anestro, além de que as
vacas ciclicas apresentaram maior taxa de prenhez.

Palavras—chave: biotecnologia, inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF),
progesterona, reproducéo, fertilidade
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Effects of amino acids and polypeptides supplementation on the
protocol of ovulation synchronization of crossbred dairy cows (Bos
taurus indicus x Bos taurus)

Abstract: This study aimed to evaluate the effects of administering injectable of amino
acids and polypeptides supplement, since the day of birth until the moment of the
application of the protocol of fixed-time artificial insemination (TAI), as the follicular
dynamics and the pregnancy rate in crossbred cyclical cows and in anestrous. Two
hundreds forty four (242) cows were used in two experiments with simultaneous 2x2
factorial delimitation (cyclicity of cows and administration of injectable supplement).
The cyclicity of cows corresponded to cyclic cows (Tcyclic) and in anestrous
(Tanestrous) and administration of supplement (Tsupl) or not (Tcontrol). 1) Tcontrol -
day 0 (DO0), insertion of progesterone intravaginal device (PID) more application IM of
2 mg of estradiol benzoate; day 8 (D8); withdrawal of PID and application, IM, of 0,150
mg of PGF2a; day 9 (D9), it was applied IM 1 mg of estradiol benzoate; day 10 (D10),
the artificial insemination (Al) was performed between 52 hours after the removal of
PID; 2) TSupl — similar to the Tcontrol, being done previously, 10 applications, 1M, of
10 ml of amino acids and polypeptides supplement, with one week interval between
them, and ending on the day of insertion of PID. At experiment I, ultrasound
examinations were performed on days 0, 8, and at TAI till the determination of the
ovulation of the cows submitted to the treatments Tcyclic/Tcontrol (n=15 cows),
Tanestrous/Tcontrol (n=15 cows), Tcyclic/Tsupl (n=15 cows), Tanestrous/Tsupl (n=15
cows). In the experiment Il, the evaluation of pregnancy rate of cows was through
similar treatments of the experiment |, differing by the number of animals:
Tcyclic/Tcontrol  (n=54), Tanestrous/Tcontrol (n=36), Tcyclic/Tsupl (n=72),
Tanestrous/Tsupl (n=20). Data were analyzed with a 2x2 factorial 5% probability. There
was no effect of synchronization protocols, the cyclicity of the cows and the interaction
between these factors for the follicular growth rate, range of the removal of the device
of progesterone and the IATF to ovulation (P>0.05). There was no interaction of the
evaluated effects (treatment, cyclicity, day of observation) to the diameter of the largest
follicle (P>0.05). There was no interaction of the main effects for the ovulation rate
(P>0.05). The pregnancy rate suffered the influence of prior administration of
polypeptides and amino acid supplement (P<0.05). The pregnancy rate was of 75.0 and
45.6% for Tsupl and Tcontrol, respectively. The pregnancy rate was higher for the
cycling cows (66.7%) compared to the ones in anestrous (46.4%; P<0.05). The
administration of supplement did not alter the patterns of follicular dynamics, nor the
ovulation rate. However, it was effective in increasing the rate of pregnancy of cyclic
cows and in anestrous, and the cyclic cows had higher pregnancy rate.

Keywords: biotechnology, fixed-time artificial insemination (TAI), progesterone,
reproduction, fertility
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1. Introducéo

O anestro no pés-parto vai do parto até a manifestacdo do primeiro estro fértil
(YAVAS & WALTON, 2000), podendo ser influenciado pelo estado nutricional pré e
pos-parto (HOLNESS et al., 1978), pela involucédo uterina (EL et al., 1995; YAVAS &
WALTON, 2000), pelo estimulo da mamada (LAMB et al., 1997) e pela producéo
leiteira (BARLETT et al., 1987).

O intervalo ideal de partos para que se obtenha o méaximo de eficiéncia
reprodutiva de uma fémea bovina é de 12 meses, com intermiténcia parto-concep¢do
préxima a 85 dias (YAVAS& WALTON, 2000). Assim, com o intuito de aumentar a
eficiéncia reprodutiva de bovinos, sdo empregadas estratégias para diminuir o periodo
de anestro pds-parto, como o uso da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) que
consiste em tratamentos hormonais para indugdo de estro e ovulagdo (FIKE et al.,
1997).

Em protocolos de IATF, a taxa de ovulacdo e fertilizacdo ndo difere para as
vacas ciclando ou em anestro (CREPALDI, 2009; SALES et al., 2012), entretanto, a
taxa de concepcdo € menor para as ultimas (TORRES et al., 2011), pois a sobrevida
embrionaria em protocolos hormonais é reduzida, caso os embrides sejam derivados de
ovocitos produzidos de vacas com foliculos idosos, e com baixo escore de condi¢do
corporal (HANSEN, 2002). O foliculo ovulatério entra na fase de crescimento 42 dias
antes de ovular (LUSSIER et al., 1987; WEBB et al., 2004). Isto significa que eventos
que ocorreram antes da inseminacdo podem influenciar a sobrevida embrionaria. Os
resultados variaveis na inducdo da ovulacdo em vacas em anestro dependem,
geralmente, do estado nutricional (BUTLER, 2003).

A aplicacdo de suplemento de aminoacidos e polipeptideos, obtidos por meio da
hidrolise &cida e enzimatica de 6rgédos e glandulas, € considerada segura e indicada em
nutricio animal (CORREA et al., 1998; CAMPOS NETO et al., 2003). Paffenholz &
Theurer (1980) evidenciaram o estimulo da sintese de DNA e RNA, além da
proliferacdo celular, quando da aplicacdo parenteral do hidrolisado de Orgdos e
glandulas. Estudos realizados por Baldwin et al. (1994), mostraram a existéncia de
fortes evidéncias indicando que os aminoacidos livres provenientes de uma fonte
externa (hidrolisados de orgdos e glandulas) sdo diretamente direcionados para a sintese

proteica, ndo se misturando com os aminoacidos intracelulares provenientes do turnover
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de proteinas preexistentes, e reforcando a hipotese de que a sintese de proteina dos
orgdos e glandulas, que deram origem aos amino&cidos livres, é beneficiada devido a
especificidade relativa entre si.

Assim, se preconiza que a administracdo de suplemento injetavel de
aminoacidos, derivados da hidrélise de 6rgaos e glandulas relacionadas a reproducéo em
fémeas bovinas, estimularia a eficiéncia das glandulas das quais foi feita a hidrdlise,
evento que poderia levar a uma maior sintese e liberacdo de hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), aléem de hormonio foliculo estimulante (FSH) e de hormdnio
luteinizante (LH; LITER, 1978; BALDWIN et al., 1994), o que consequentemente,
melhoraria a qualidade do odcito.

A partir desta perspectiva, objetivou-se avaliar os efeitos da administracdo
injetavel de suplemento de aminoacidos e polipeptideos, do dia do parto até o0 momento
da aplicacdo do protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo, sobre a dindmica
folicular e a eficiéncia reprodutiva em protocolos de sincronizacdo de ovulagdo em

vacas leiteiras mesticas.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de maio a outubro de 2012, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41” Sul, 41°50” Oeste e 774 m de altitude. A propriedade
localiza-se em regido com verfes quentes e chuvosos e invernos frios e secos, com
clima tropical de altitude e possui temperatura média anual de 19,2 °C e precipitacdo
pluviométrica de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 242 vacas lactantes mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), do primeiro ao quarto parto, que apresentavam historico de boa fertilidade,
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica, retencdo de placenta e
de alteracbes dos Orgdos genitais ao exame ginecologico. O manejo das vacas foi em
regime extensivo, utilizando-se a pastagem principalmente de braquiardo (Brachiaria
brizantha vc. Marundu). O sal mineral e a agua foram fornecidos ad libitum e a
suplementacdo com concentrado (22% de proteina bruta) na proporcéo de 1 Kg/ 3 L de
leite.

No dia do parto, as vacas foram pesadas (PV, kg), determinando-se a condicéo

corporal (CC, escala de 1 a 5) de acordo com a proposta por Edmonson et al. (1989). As
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vacas foram divididas uniformemente quanto a ordem de parto e condigdo corporal
entre os grupos. No dia do inicio do protocolo de sincronizagdo da ovulacdo esses
parametros foram analisados novamente. Verificou-se que ndo houve diferenca quanto
ao peso corporal, condi¢cdo corporal, dias no pds-parto e producédo de leite das vacas
entre os tratamentos no dia do inicio do protocolo (P>0,05). As vacas apresentaram peso
corporal médio de 437,6 £ 2,8 kg, a condicdo corporal média de 2,6 + 0,0 e producéo de
leite média de 10,6 + 1,1 litros.

Foram realizados dois experimentos em delineamento fatorial 2 x 2 simultaneos
(ciclicidade das vacas e administracdo de suplemento injetavel). No experimento I,
foram feitos os exames da dinamica folicular, enquanto que no experimento Il, foi
avaliada a eficiéncia reprodutiva das fémeas. A ciclicidade das vacas correspondeu as
vacas ciclicas (Tciclica) e em anestro (Tanestro) e a administracdo de suplemento
(Tsupl) ou ndo (Tcontrole). A condicdo fisioldgica das vacas foi determinada pela
presenca de corpo lGteo (vacas ciclicas) ou sua auséncia (vacas em anestro) por exame
ultrassonografico e palpacdo retal sete dias antes e do inicio do protocolo de
sincronizacao da ovulacao.

O tratamento com suplemento (Tsupl) consistiu em 10 aplica¢fes de 10 mL de
suplemento de aminoacidos e polipeptideos (Tabela 1) intramuscular (IM) a cada sete
dias a partir do parto, com término no dia da insercdo do dispositivo de progesterona
(Figura 1); no tratamento controle (Tcontrole) ndo houve administracao de suplemento.

No experimento |, foram selecionadas 30 vacas ciclicas (Tciclica) e 30 em
anestro (Tanestro), sendo que 30 vacas foram provenientes do Tsupl e 30 do Tcontrole.
Este experimento teve, entdo, quatro tratamentos com 15 animais por tratamento, assim
constituidos: T1) Tsupl/Tanestro = vacas recebendo suplemento em anestro; T2)
Tsupl/Tciclicas = vacas recebendo suplemento ciclicas; T3) Tcontrole/Tanestro = vacas
ndo recebendo suplemento em anestro; e T4) Tcontrole/Tciclicas = vacas ndo recebendo

suplemento ciclicas.
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Tabela 1 — Composicao da formula completa para 100 mL da solucdo de suplemento

injetavel de aminoacidos e polipeptideos®

Item Quantidade
Frasco A

Hidrolisado de orgdos (figado, pulm&o, coracdo, baco e musculo) e 5.000 mg
glandulas de suinos (hipdfise, tiredide e paratireoide)

Acetil metionina 210 mg
L-Acido glutdmico 420 mg
Cobalto 3mg
Magnésio 42 mg
Sédio 16 mg
Ferro dextrano 10 mg
L-Histidina cloridrato 210 mg
L-Lisina cloridrato 1.000 mg
L-Triptofano 60 mg
Cobre 15 mg
Manganés 15 mg
Zinco 8 mg
Agua destilada g.s.p. 100 mL
Frasco B

Vitamina B1 500 mg
Vitamina B6 500 mg
Acido nicotinico 2.200 mg
Agua destilada q.s.p. 100 mL

36% de peptideos, 28% de aminoécidos, minerais e vitaminas.

Todos os animais foram submetidos a um mesmo protocolo de inseminagéo
artificial em tempo fixo (IATF): — dia 0 (DO0), insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona’ (DIP) e aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol?;
dia 8 (D8), retirada do DIP, e aplicacdo IM de 0,150 mg de PGF,,’; dia 9 (D9)
aplicagdo IM de 1 mg de benzoato de estradiol; dia 10 (D10), realizada a inseminagéao
artificial (1A) 52 horas ap0s a retirada do DIP (Figura 2).

*AMINOFORT?®, Vitafort, Brasil.

71,0 g de Progesterona, CRONIPRESS®, Biogénesis-Bag6, Argentina.

¥1 mg/mL Benzoato de Estradiol , BIOESTROGEN®, Biogénesis-Bago, Argentina.
% 0,75 mg/mL d-Cloprostenol, CRONIBEN®, Biogénesis-Bago, Argentina.
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Dias po6s parto
_

Aplicagéo de 10 ml
de suplemento nos
pontos indicados

T T T T

| ] I | I | ] | I I e

38+01 10801 178+0,1 24801 31,8+01 388+0,1 458+0,1 528401 59,8+0,1 65801

7 dias *
(intervalo entre as aplicacOes) Protocolo de IATF
Padréo (D0)

Figura 1 — Esquema de aplicacdo do suplemento durante o periodo experimental.

0,15 mg PGF 2a

2mg B.E 1mgB.E
l Dispositivo intravaginal
de progesterona

DO D8 D9 D10

24 h 28 h

Figura 2 —Esquema ilustrativo do protocolo de sincronizagéo padréo

Os exames ultrassonograficos foram realizados nos dias O e 8 e no dia da IATF,
sendo neste ultimo dia, feito 0 acompanhamento da dinamica folicular, com intervalo de
12 horas, até a determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo dominante, com um
aparelho portatil de ultrassom acoplado a um transdutor linear retal de 5,0 MHz
(MINDRAY®, modelo DP2200 VET; Figura 3). Assim, foi verificado no DO o status
folicular, e nos demais dias avaliou-se a dinamica folicular e a taxa de ovulacdo. Os
foliculos foram classificados de acordo com o didmetro: pequenos (FP < 6 mm), médios
(FM de 6 a 8 mm) e dominantes (FD > 8 mm). Calculou-se, entdo, a taxa de
crescimento (mm/dia) pela diferenca entre os didmetros do foliculo nos dias 10 e 8,
dividido pelo nimero de dias.

No experimento Il, as vacas que receberam suplemento (Tsupl) ou néo
(Tcontrole), foram avaliadas quanto a ciclicidade na semana da realizacdo do protocolo

de IATF, ficando distribuidas da seguinte forma entre os tratamentos propostos no
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experimento |: Tsupl/Tanestro (n = 20); Tsupl/Tciclica (n = 72); Tcontrole/Tanestro (n
= 36); e Tcontrole/Tciclica (n = 54).

0,15 mg PGF 2a

2mgB.E 1mgB.E
l Dispositivo de 1
progesterona
DO D8 D9 D10___Di1__ D12
T T 24h 24h Ultrassom 12/12 h
Ultrassom Ultrassom

Figura 3 —Esquema do cronograma da realizag¢do dos exames ultrassonogréficos nos

tratamentos.

As inseminacgdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando
sémen de touros da raca Girolando, da Central de sémen associada a Associacdo
Brasileira de Inseminagéo Artificial (ASBIA).

O diagnostico de gestacao foi realizado 30 dias ap0s a inseminacéo artificial por
exames ultrassonograficos, sendo determinada a taxa de prenhez de cada tratamento
(numero de vacas prenhes dividido pelo nimero total de vacas do tratamento).

Os dados paramétricos referentes ao nimero de foliculos pequenos (< 6 mm),
médios (6 a 8 mm), e grandes (> 8 mm), total de foliculos e didmetro do maior foliculo,
as taxas de crescimento folicular, de intervalo da retirada do implante de P4 a ovulacdo
e da IATF a ovulacdo foram avaliados por ANOVA associada e as médias comparadas
pelo teste de Tukey considerando os efeitos do tratamento, ciclicidade e dia da
observacao (0, 8 e 10) utilizando o PROC GLM (SAS, 2002).

Para avaliacdo do efeito do peso e da condicdo corporal (CC) das fémeas sobre
as taxas de gestacdo, foi realizada uma analise de regressdo logistica utilizando software
R (R CORE TEAM, 2013).

Os dados de taxas de gestacdo e nimero de fémeas ciclicas foram organizados
em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de Qui-quadrado ().

A significancia adotada foi a = 0,05.
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3. Resultado e Discussao

No dia do inicio do protocolo de sincronizagdo da ovulacdo as vacas que
receberam previamente o suplemento (Tsupl) apresentaram maior taxa de ciclicidade
em relagdo aquelas que ndo receberam (Tcontrole; P<0,05; Figura 4). Das vacas que
receberam suplemento, 22% (20/92), e das vacas do tratamento controle, 40% (36/90),

estavam em anestro no inicio do protocolo de IATF.

100 ~

78b

80 -
70 -

50 S

30 -

Ciclicidade das Vacas (%)

20 ~

Tcontrole Tsupl

Figura 4 —Porcentagem de animais ciclando no inicio do protocolo em funcéo do
tratamento (P<0,05).

Silva et al. (2008) administraram o suplemento de aminoacidos e polipeptideos
em vacas Bos taurus taurus, com alta producéo de leite, observando menor intervalo do
parto ao retorno ao estro em relacdo as que ndo receberam. Tal ocorréncia demonstra a
influéncia da suplementacdo no metabolismo do pds-parto, indicando que essa
suplementacdo é capaz de minimizar o anestro no pés-parto. Diferencas de fertilidade
entre 0os dois grupos de vacas podem estar associadas a ocorréncia de distlrbios
metabdlicos durante o inicio da lactagdo (GROHN & RAJALA-SCHULTZ, 2000), pois,
a suplementacdo com aminoacidos e polipeptideos promove maior retencdo de
nitrogénio e propicia tambem a proliferacdo celular (PAFFENHOLZ e THEURER,
1980).
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N&o houve interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade,
dia de observagdo) com numero de foliculos e classificacdo folicular (P>0,05; Tabela
2).

Tabela 2 -Numero de foliculos < 6 mm, de 6-8 mm, e > 8 mm, nos dias 0, 8 e 10, em
funcgdo dos diferentes tratamentos e da ciclicidade (Média + erro-padréo da

média)

ltem Numero de foliculos
<6 mm 6 a8 mm >8 mm Totais

TRATAMENTO?
Tcontrole 10,7 £0,6° 0,5+0,1° 0,6 + 0,12 11,9+0,6°
Tsupl 12,4+0,5° 0,8 + 0,12 0,6 + 0,12 13,8 +0,5°
CICLICIDADE?
Tciclica 12,4 +0,5° 0,6 +0,1° 0,7+0,1% 13,7 +0,5°
Tanestro 10,7 £0,6° 0,7+0,1° 0,6 + 0,05 12,0+ 0,6°
DIA®
0 9,7+0,8° 0,6 +0,1% 0,4 +0,1° 10,7+0,8°
8 12,4 +0,5° 0,9+0,1° 0,7 £0,1° 14,0 + 0,6°
10 12,6 +0,7° 0,4 +0,1° 0,9 +0,04° 13,9 +0,7°

*Tcontrole = tratamento controle; Tsupl = tratamento com suplemento; Tciclica = tratamento com vacas
ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. > Médias seguidas por letras minGsculas
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05). * Médias seguidas por letras minGsculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Com relacdo a ciclicidade, notou-se que as vacas em anestro apresentaram
menor nimero de foliculos < 6 mm e de foliculos totais em relagdo as vacas ciclicas
(P<0,05), fato atribuido a uma menor atividade ovariana das fémeas em anestro no
inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulacdo. Outro fator a ser considerado é o dos
animais em anestro possuirem menor producdo de hormdénio do crescimento, e,
consequentemente, de IGF-1, além da maior concentracdo de IGFBP, que se liga ao
IGF-1 (FERREIRA et al., 2002). Isso implica em uma diminui¢do da resposta, visto
que, o numero de foliculos na onda de emergéncia folicular estd positivamente
correlacionado com as concentragdes circulantes de IGF-1, pois as vacas tratadas com
horménio do crescimento (estimulador de IGF-1) aumentam a quantidade de foliculos
durante a emergéncia folicular (GONG et al., 1996).

Em relacdo ao tratamento, as fémeas que ndo receberam suplemento (Tcontrole)

tiveram menor nimero de foliculos totais em relacdo as que receberam (P<0,05). Assim,
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a administracdo prévia de suplemento de aminoéacidos e polipeptideos, mesmo néo
induzindo a ciclicidade em 100 % das fémeas, foi capaz de estimular a atividade
ovariana. Nos dias 8 e 10 foi observado maior nimero de foliculos totais em relacdo ao
dia 0, as condicdes fisiologicas proporcionadas pelo protocolo de sincronizacao a base
de estradiol e progesterona proporcionaram aumento do ndmero de foliculos em
crescimento, pela sincronizagcdo da emergéncia de uma nova onda folicular com éxito
(BO et al., 1995; BURKE et al., 2001; MORENO et al., 2001; MELO, 2009).

N&o houve efeito dos tratamentos, da ciclicidade das vacas e da interacdo desses
fatores com taxa de crescimento folicular, intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona e da IATF & ovulacdo (P>0,05; Tabela 3), fato também relatado por
Nascimento (2009), que demonstrou que a utilizacdo prévia de suplemento nao afetou
esses parametros. Verificou-se que o momento ideal para obter grandes taxas de
fertilizacdo varia de 12 a 24 horas antes da ovulacdo (ROELOFS et al., 2006;
CREPALDI, 2009). Pelo intervalo da IA a ovulacdo, pode se ver que a inseminacéo foi
realizada em tempo adequado para se obter altas taxas de prenhez (12,8 horas; Tabela
3).

Tabela 3 —Taxa de crescimento folicular e intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona e da IATF a ovulacdo (média + erro-padrdo), em funcdo dos
tratamentos e da ciclicidade das vacas

Intervalo a ovulacéo

Taxa de :
Item crescimento Retirada do
folicular (mm/dia) ~ dispositivo de IATF (h)
progesterona (h)

TRATAMENTO?
Tcontrole 16+0,1 64,3+1,1 11,8+1,2
Tsupl 1,8+0,1 65,7 +0,7 13,7+ 0,7
Média 1,7+0,1 65,0+ 0,6 12,8+ 0,7

CICLICIDADE?
Tciclica 1,6+0.1 64,8 +0.9 12,8+ 0.9
Tanestro 1,8+£0.1 65,2 +0.9 12,8+1.0
Média 1,7+0.1 65,0 + 0.6 12,8 +0.7

" Tcontrole = tratamento controle; e Tsupl = tratamento com suplemento. * Tciclica = tratamento com
vacas ciclicas; e Tanestro = tratamento com vacas em anestro. > Nivel descritivo de probabilidade do erro
tipo | associado a hipétese de nulidade relacionada a auséncia de diferenca entre tratamento pelo teste F.

No presente estudo, a taxa de crescimento folicular média encontrada foi

satisfatoria, demonstrando que o protocolo de sincronizagdo da ovulacgdo foi eficaz em
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sincronizar uma nova onda de crescimento folicular e dar aporte hormonal para que
esses foliculos se desenvolvessem até a ovulacdo. A taxa de crescimento folicular média
foi de 1,7 mm/dia, semelhante as taxas obtidas por pesquisadores em estudos recentes,
trabalhando com protocolos de sincronizacao da ovulacdo, variando de 1,3 a 1,8 mm/dia
em Bos taurus taurus (COLAZO et al., 2011 e MELO, 2009; respectivamente) e de 1,4
mm/dia em Bos taurus indicus (MURTA, 2011).

N&o houve interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento, ciclicidade,
dia de observagdo) com diametro do maior foliculo (P>0,05; Tabela 4). O tratamento
com suplemento de aminodacidos e polipeptideos ndo aumentou o tamanho do foliculo
ovulatério 48 horas depois da retirada do dispositivo de progesterona. NASCIMENTO
(2009) também nao observou influéncia da administracdo de suplemento no didmetro do
maior foliculo nas vacas submetidas ao protocolo de sincronizagdo da ovulacdo.
Entretanto, Silva et al.(2008) relataram que animais que receberam previamente o
suplemento apresentaram foliculos ovulatérios de maior tamanho em relagdo aos que
ndo receberam.

O diametro do foliculo ovulatorio é considerado uma caracteristica importante
nos protocolos de IATF, pois esta diretamente relacionado ao tamanho do corpo luteo
no diestro posterior (VASCONCELOS et al., 2011), e este, por sua vez, esta altamente
correlacionado a secrecdo de progesterona (THATCHER et al., 2001), que € essencial

para o desenvolvimento embrionario pos-fertilizacdo (MANN et al., 1999).

Tabela 4 — Diametro do maior foliculo em funcdo dos tratamentos e da ciclicidade das
vacas nos dias 8 e 10 (média + erro-padrdo da média).

Diametro (mm) do maior foliculo
TRATAMENTO! CICLICIDADE? DIA®
Tcontrole Tsupl Tciclica Tanestro 0 8 10

88+03" 91+03" 91403 87403 7.0+03° 84+0.3" 11.5+0.3°

Tcontrole = tratamento controle; Tsupl = tratamento com suplemento; Médias seguidas por letras
mintsculas diferentes, na linha, diferem entre si (P<0,05); *Tciclica = tratamento com vacas ciclicas; e
Tanestro = tratamento com vacas em anestro; Médias seguidas por letras minGsculas diferentes, na linha,
diferem entre si (P<0,05). ® Médias seguidas por letras minGsculas diferentes na linha diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os foliculos ovulatorios tinham mais de 10 mm de didmetros em média nas
vacas de todos os tratamentos, sendo esse didmetro, similares aos de varios estudos com
taxas de prenhez satisfatérias (CREPALDI, 2009; SA FILHO et al., 2010; MURTA,
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2011; SA FILHO et al., 2011; SALES et al., 2012) e, sequndo Sartori et al. (2001), os
foliculos adquirem capacidade ovulatéria com, aproximadamente, 10 mm de diametro.

Verifica-se que ndo houve interacdo dos tratamentos e da ciclicidade com a taxa
de ovulacdo (P>0,05; Figura 5), além de, ndo ter ocorrido diferenca entre os efeitos
principais sobre a taxa de ovulagédo (P>0,05; Figura 6), e todos 0s grupos experimentais
apresentaram taxa de ovulagdo satisfatoria. O protocolo utilizado para sincronizacdo da
ovulacdo a base de progesterona e estrogeno tem sido eficiente em induzir a ovulagéo
em diversos estudos (AYRES et al., 2008; SA FILHO et al., 2010; SALES et al., 2011;
SALES et al., 2012). As taxas de ovulacdo, em estudos onde foi realizada a dinamica
folicular, estdo situadas acima de 70% em todos os estudos, nas diferentes categorias
(vacas ou novilhas), e nos diferentes padrdes raciais (Bos taurus taurus, Bos tarus
indicus e Bos taurus taurus x Bos taurus indicus; CREPALDI, 2009; COLAZO et al.,
2011; SA FILHO et al., 2011; GUMEN et al., 2012; SALES et al., 2012; COLAZO et
al., 2013).

100 1

Taxa de ovulagdo (%)

0: . [ T T 1

Tcontrole/Tciclica Tsupl/Tciclica  Tcontrole/Tanestro  Tsupl/Tanestro

Figura 5 — Taxa de ovulacdo em funcdo da ciclicidade e dos tratamentos (P>0,05).

A taxa de prenhez foi afetada pela administracdo prévia de suplemento de
aminoacidos e polipeptideos (P<0,05). As fémeas que receberam o suplemento,
independente da ciclicidade, apresentaram maior taxa de prenhez em relacdo aquelas
que ndo receberam (P<0,05; Tabela 5).
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Figura 6 —Taxa de ovulacdo em funcéo dos efeitos principais (P>0,05).

Tabela 5 -Taxa de prenhez, em funcéo da ciclicidade e dos tratamentos

CICLICIDADE/TRATAMENTO Tsupl Tcontrole
Tciclicas 76,4% (55/72)* 53,7% (29/54)°*
Tanestro 70,0% (14/20)** 33,3% (12/36)™

Letras minGsculas diferentes na mesma linha diferem (P < 0,05); Letras maiGsculas iguais na mesma
coluna néo diferem (P>0,05), pelo teste de Qui-quadrado (?).

Os efeitos principais avaliados nesse estudo foram: a administracdo prévia de
suplemento e a ciclicidade das vacas sobre a fertilidade desses animais. Ambos o0s
efeitos principais influenciaram na taxa de prenhez (P<0,05; Tabela 6); os animais que
receberam o suplemento apresentaram taxa de prenhez maior em relacdo ao controle
(75,0 x 45,6%); e as vacas ciclicas apresentaram maior taxa de prenhez em comparacao

aquelas que estavam em anestro (66,7 x 46,4%).

Tabela 6 -Taxa de prenhez em fungdo dos efeitos principais

EFEITOS PRINCIPAIS NUMERO PRENHEZ
Tciclica 126 66,7% (84/126)°
Tanestro 56 46,4% (26/56)"

Tsupl 92 75,0% (69/92)"
Tcontrole 90 45,6% (41/90)°

Letras minusculas diferentes diferenca entre ciclicas e anestro (P<0,05). Letras maiUsculas diferentes
diferenca entre controle e fortificante (P<0,05).
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Nos trabalhos consultados que avaliaram a taxa de prenhez ap6s utilizagdo desse
suplemento, verificou-se aumento na taxa de prenhez das fémeas em anestro (NORTE
et al., 2005), enquanto que, Nascimento (2009) ndo encontrou efeito da administracdo
injetavel de suplemento de aminoacidos. Em varios trabalhos com relacdo a ciclicidade,
a taxa de prenhez foi menor nas fémeas em anestro submetidas a protocolo de
sincronizacdo (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009; SANTOS et al.,
2009; TORRES et al., 2011; GOTTSCHALL et al., 2012).

Assim, entende-se, que ndo ha davidas de que ruminantes e ndo-ruminantes
devem receber quantidade suficiente de aminoacidos essenciais para atender as
necessidades de mantenca, producdo e reproducdo. No caso de ruminantes, todavia, a
situacdo € mais complexa, dadas as particularidades do metabolismo intermediario, as
transformacbes que os alimentos sofrem durante a fermentacdo ruminal e as
dificuldades de se conhecer os aminoacidos disponiveis para absor¢do no duodeno,
oriundos de uma mistura de proteina microbiana de alimentos ndo degradéaveis no
ramen e pela via endégena (RODRIGUEZ, 1996).

De acordo com Corréa et al. (1998) quando se degrada uma determinada
proteina, obtém-se maior nimero de aminoacidos; entdo, ao fornecer um “pool” de
amino&cidos via parenteral aos animais, estes ndo seriam misturados aos aminoacidos
adquiridos via absorcdo digestiva. Assim, teria uma especificidade relativa de que a
maior parte destes aminoacidos, aplicados via parenteral, seria direcionada para as
glandulas que lhes dariam origem.

O suplemento de aminoéacidos e polipeptideos utilizado no presente estudo é
derivado da hidrdlise de 6rgaos e glandulas relacionadas a reproducdo de suinos. Este
suplemento pode ter estimulado nas fémeas bovinas a eficiéncia das glandulas das quais
foi feita a hidrélise, podendo ter levado a uma maior sintese e liberacdo de horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH; LITER, 1978; BALDWIN et al., 1994), e, consequentemente, levou a
uma melhora na qualidade do odcito, visto que, os parametros avaliados na dinamica
folicular ndo foram alterados. O Unico parametro alterado foi a taxa de prenhez.

Tambem foi avaliada a influéncia da condicdo corporal na taxa de prenhez dos
animais deste estudo. As vacas com condicao corporal igual a 2,0 apresentaram menor
taxa de prenhez quando comparadas as de condi¢do corporal igual a 3,0 (P<0,05; Figura
7). Esse resultado corroborou com resultados de estudos prévios, em que se pode notar a

relacdo do aumento do ECC, com o aumento na taxa de prenhez em vacas Bos taurus
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taurus (HILLEGASS et al., 2008; SANTOS et al., 2009; GOTTSCHALL et al., 2012) e
Bos taurus indicus (MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2009; SA FILHO et

al., 2010).
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Figura 7 —Taxa de gestacdo em funcédo da condicdo corporal (P<0,05).

Dessa forma, o tratamento com o suplemento, como foi realizado neste estudo,
10 aplicacOes intercaladas semanalmente, possui um alto custo para ser empregado a
campo. Entdo, mais estudos sdo necessarios para se explicar o mecanismo de ac¢éo do

suplemento, testando outras doses e diferentes tempos de aplicacao.
4, Concluséao

A administracdo de suplemento de aminoécidos e polipeptideos em protocolo de
sincronizacdo de ovulacdo em vacas mesticas ndo alterou a dinamica folicular,

entretanto proporcionou aumento da taxa de prenhez das vacas ciclicas e em anestro.
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Administracéo de flunixin meglumine do 14° ao 16° dia apés a
inseminacao artificial em tempo fixo em vacas e novilhas mesticas (Bos
taurus indicus x Bos taurus taurus)

Resumo: Objetivou-se, avaliar a influéncia da administragéo de flunixin meglumine no
tempo de reconhecimento materno da gestacdo sobre a taxa de prenhez de novilhas e
vacas leiteiras mesticas, submetidas previamente a protocolos de inseminacao artificial
em tempo fixo (IATF). Utilizaram-se 100 vacas e 100 novilhas, em experimentos com
delineamento fatorial 2x2 simultaneos (categoria animal (vacas ou novilhas) e
administracdo de flunixin meglumine (Tcontrole ou TFM)): 1) Tcontrole — dia 0 (D0),
insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona (DIP) associada a aplicacdo (IM)
de 2 mg de benzoato de estradiol; dia 8 (D8), retirada do DIP e aplicacdo (IM) de 0,150
mg de PGF,, e de 400 Ul de eCG; dia 9 (D9), foi aplicado (IM) 1 mg de benzoato de
estradiol; e dia 10 (D10), a inseminacdo artificial (IA) foi realizada 52 horas apos a
retirada do DIP; 2) TFM — similar ao Tcontrole, sendo aplicado, adicionalmente, o
flunixin meglumine (FM), via intramuscular, na dose de 2,2 mg/kg, do 14° ao 16° dia
apos a inseminacdo artificial em tempo fixo. Foi avaliada a taxa de prenhez das fémeas
submetidas aos tratamentos: Tvacas/Tcontrole (n=50), Tnovilhas/Tcontrole (n=50),
Tvacas/TFM (n=50), Tnovilhas/TFM (n=50). Os dados foram analisados em fatorial
2x2 a 5% de probabilidade. Ndo houve efeito da categoria das fémeas, da aplicacdo do
FM e da interacdo desses fatores com taxa de prenhez (P>0,05). A taxa de prenhez foi
de 53, 68, 62 e 58% nos tratamentos Tnovilhas/TFM, Tnovilhas/Tcontrole,
Tvacas/TFM e Tvacas/Tcontrole, respectivamente. A administragdo do (FM) ao tempo
do reconhecimento materno da gestacdo ndo alterou a taxa de prenhez das vacas e
novilhas; ambas as categorias apresentaram taxa de prenhez satisfatria em resposta ao
protocolo de IATF adotado, independente da administracdo do FM.

Palavras—chave: biotecnologia, fertilidade, inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF), anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINE)
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Administration of flunixin meglumine from the 14th to 16th day after
fixed time artificial insemination of cows and crossbred heifers (Bos
taurus indicus x Bos taurus)

Abstract: This study evaluated the influence of the administration of flunixin
meglumine at the time of maternal recognition of pregnancy on the pregnancy rate of
heifers and crossbred dairy cows submitted previously to timed artificial insemination
(TAI) protocols. One hundreds cows and one hundreds heifers were utilized in the
experiments with simultaneous 2x2 factorial design (animal category (heifers or cows)
and the administration of flunixin meglumine (Tcontrol or TFM)): 1) Tcontrol — day 0
(DO) insertion of an intravaginal progesterone device (IPD) plus injection IM of 2 mg
estradiol benzoate; day 8 (D8), removal of the IPD and injection, IM of 0.150 mg of
PGF2a and 400 Ul of eCG; day 9 (D9), injection IM of 1 mg of estradiol benzoate; day
10 (D10), the artificial insemination (Al) was performed 52 hours after removal of the
IPD; 2) TFM — similar to Tcontrole, but the animals received the flunixin meglumine
(FM), intramuscularly, at a dose of 2.2 mg/kg, from the 14th to the 16th day after the
timed artificial insemination. The pregnancy rate of females submitted to the treatments
Tcows/Tcontrol (n=50), Theifers/Tcontrol (n=50), Tcows/TFM (n=50), Theifers/TFM
(n=50) were evaluated. Data were analyzed with a 2x2 factorial 5% probability. The
pregnance rate was not affected by the female category, nor the application of the FM
and the interaction between these factors for the pregnancy rate (P>0.05). The
pregnancy rate was 53, 68, 62 e 58% for the treatments: Theifers/TFM,
Theifers/Tcontrol, Tcows/TFM and Tcows/Tcontrol, respectively. The injection of FM
at the time of the maternal recognition of pregnancy did not alter the pregnancy rate of
cows and heifers: both categories showed satisfactory pregnancy rate, in response to the
TAI protocol used, independent of the FM management.

Keywords: biotechnology, fertility, fixed-time artificial insemination (TAl),
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
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1. Introducéo

A lucratividade na pecuaria é diretamente dependente de sua eficiéncia
reprodutiva. No caso dos bovinos, a mortalidade embrionaria e fetal é uma das maiores
causas de falhas reprodutivas, conforme revisado por Santos et al (2004) e Sartori
(2004). Até o 17° dia pos-concepcdo ocorrem as maiores taxas de perda embrionaria,
sendo este periodo, considerado critico para o reconhecimento materno da gestacédo
(MIALON et al., 1993) e determinante do indice de prenhez. Humblot (2001) reportou
a ocorréncia de 20,5% a 43,6% de mortalidade embrionaria até 25° dia pos-
inseminacao.

No periodo de reconhecimento materno e estabelecimento da gestacdo ocorrem
varias interagdes entre o concepto, o Utero e o corpo liteo (AROSH et al., 2004). O
concepto bovino secreta interferon-tau (IFN-1) com pico de secrecdo entre 0 17° e 0 22°
dia de gestacdo, que sera responsavel pela inibicdo da liberacdo endometrial de PGF,,
(KERBLER et al., 1997), inibindo, assim, a lutedlise.

O bloqueio da lutedlise depende da quantidade total de IFN-t secretada e da
area do limen uterino ocupada pelo concepto (MANN et al., 1999). Dessa forma, o
sucesso no estabelecimento da gestacdo depende de um delicado equilibrio entre os
mecanismos luteoliticos, desencadeadores da lutedlise, e 0s mecanismos anti-
luteoliticos, orquestrados pelo concepto para bloquear os primeiros.

A falha do reconhecimento materno da gestdo induz a lutedlise, promovida pela
prostaglandina F,, (PGF,,), com consequente diminuicdo da concentracdo de
progesterona e inicio de um novo ciclo reprodutivo (NISWENDER, 2000; THATCHER
etal., 2001).

As prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do &cido araquidénico, sendo
catalisada pelas ciclo-oxigenases. Existem duas isoformas da ciclo-oxigenase: COX-1,
que é encontrada em varios tecidos e sdo responsaveis por fun¢des de manutencéo, e
COX-2 uma enzima que dirige a sintese de PGF,, (MITCHELL & TRAUTMAN,
1993). Tem sido demonstrado que os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), em
determinadas circunstancias, podem diminuir as perdas embrionarias por estender o
tempo de vida do corpo luteo nas vacas (ODENSVIK et al., 1998) ou bloguear a
biossintese de PGF,, (KONIGSSON et al., 2002).

Estratégias anti-luteoliticas utilizando AINEs objetivam incrementar a

probabilidade de sucesso da gestacdo pela interferéncia no processo de reconhecimento
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materno. Tais estratégias visam a diminuicdo da capacidade luteolitica da unidade
maternal, ou seja, visam inibir a sintese de prostaglandina, atrasando o ciclo estral.
Acredita-se, assim, que este atraso permite ao concepto se desenvolver e produzir IFN-
1 suficiente para prevenir a lutedlise e manter a gestacdo (AKE-LOPEZ et al., 2005).

Sabe-se, ainda, que vacas submetidas a inseminacao artificial por tempo fixo sdo
mais propensas a fases luteais de curta duragéo, pois a ovulacdo induzida, muitas vezes,
ndo permite que o uUtero tenha adequada exposicdo ao estrogénio no periodo pré-
ovulatorio, resultando em aumento da resposta uterina ao estimulo da ocitocina e em
maior liberacdo de PGF,, e lutedlise. Esta ocorréncia leva, consequentemente, a uma
maior reabsorcdo embrionaria (MANN & LAMMING, 2000). Assim, é de suma
importancia que haja alternativas para diminuir essa liberacdo de PGF,,, € diminuir, por
conseguinte, a lutedlise nesses animais.

Assim, objetivou-se avaliar a influéncia da administracdo de flunixin
meglumine, do 14° ao 16° dia pos-inseminacdo artificial em tempo fixo, ao tempo do
reconhecimento da gestacdo sobre a taxa de prenhez de novilhas e vacas leiteiras

mesticas (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus).

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de janeiro a maio de 2013, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41° Sul, 41°50° Oeste e 774 m de altitude. A propriedade
localiza-se em regido com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos, com
clima tropical de altitude. A temperatura média anual é de 19,2 °C e precipitacdo
pluviométrica de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 100 vacas lactantes mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), do primeiro ao quarto parto, que apresentavam historico de boa fertilidade,
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabodlica, retencdo de placenta e
de alteracdes dos 6rgdos genitais ao exame ginecologico; e,, 100 novilhas puberes com
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica e de alteracfes dos
Orgdos genitais ao exame ginecologico. O manejo das fémeas foi em regime extensivo,
utilizando-se a pastagem composta principalmente de braquiaréo (Brachiaria brizantha
vc. Marundu). O sal mineral e a agua foram fornecidos ad libitum e suplementacéo com

concentrado (22% de proteina bruta) na proporcéo de 1 Kg/ 3 L de leite.
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Na inser¢do do dispositivo, registrou-se o periodo pds-parto das vacas relativo
ao dia do inicio do protocolo de IATF (dia 0), pesou-se o leite, as vacas (PV, kg) e
determinou-se a condicao corporal (CC, escala de 1 a 5), de acordo com a proposta por
Edmonson et al. (1989). As vacas foram divididas uniformemente quanto a ordem de
parto, producdo de leite e CC entre os grupos. Também registrou-se a idade em meses, 0
peso e a CC das novilhas, sendo divididas uniformemente entre os grupos.

As médias para as vacas de peso corporal, condicdo corporal, dias pos-parto e
producdo de leite era de 393,62 + 2,09 kg, 2,63 = 0,01 e 8,63 £ 1,01 litros,
respectivamente. As novilhas apresentaram peso corporal médio de 349,40 + 4,37 kg,
escore de condi¢do corporal médio de 3,45 £0,03 e idade média de 22,83 + 0,43 meses.

O experimento foi realizado em delineamento fatorial 2 x 2 (categoria animal -
vacas ou novilhas e administracdo de flunixin meglumine). No experimento foi avaliada
a eficiéncia reprodutiva das fémeas. A categoria animal correspondeu as vacas (Tvacas)
e novilhas (Tnovilhas) e & administracdo de flunixin meglumine (FM; TFM) ou néo
(Tcontrole).

As vacas (100) e novilhas (100) foram distribuidas em dois grupos: 1) Tcontrole
(n = 50 vacas e 50 novilhas) — dia 0 (D0), insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona™ (DIP) e aplicacdo (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol™; dia 8 (D8),
retirada do DIP, aplicacdo (IM) de 0,150 mg de PGF,,*%e de 400 Ul de eCG™; dia 9
(D9), aplicagdo (IM) e 1 mg de benzoato de estradiol; dia 10 (D10), realizada a
inseminacao artificial (1A) 50 a 54 horas ap06s a retirada do DIP (Figura 1); 2) TFM (n =
50 vacas e 50 novilhas) — similar ao Tcontrole, sendo aplicado adicionalmente o
flunixin meglumine®* via intramuscular na dose de 2,2 mg/kg em trés aplicacdes do 14°
ao 16° dia apos a inseminacéo artificial em tempo fixo (Figura 2).

As inseminacgdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando
sémen de touros da raca Girolando, da Central de sémen associada a Associacdo
Brasileira de Inseminagéo Artificial (ASBIA).

O diagnostico de gestacao foi realizado 30 dias ap6s a inseminacao artificial por
exames ultrassonograficos, em que se determinou a taxa de prenhez de cada tratamento

(ndimero de vacas prenhes dividido pelo nimero total de vacas do tratamento).

1910 g de Progesterona, CRONIPRESS®, Biogénesis-Bagd, Argentina.

11 mg/mL Benzoato de estradiol , BIOESTROGEN®, Biogénesis-Bagd, Argentina.

120,75 mg/mL d-Cloprostenol, CRONIBEN®, Biogénesis-Bagé, Argentina.

13200 UI/mL Gonadotrofina coridnica equina (eCG), NOVORMON 5000, Syntex S.A., Argentina.
14'8,3 mg/mL Flunixina meglumina, FLUNAMINE®, Bayer, Alemanha.
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400 Ul eCG

+
0,15 mg PGF 2a
2mgB.E 1 mgB.E
Dispositivo intravaginal
de progesterona
DO D8 D9 D10
24h  28h T

Figura 1 —Protocolo de IATF - Esquema (Tcontrole).

400 Ul eCG
+
0,15 mg PGF 2a
2,2mg/ke  2,2mglkg 2,2 mg/kg

2mgB.E 1mgB.E FM FM FM
Dispositivo intravaginal
de progesterona
DO D8 D9 Dio D24 D25 D26
24h  28h T 14 dias 24h  24h

Figura 2 —Protocolo de IATF + flunixin meglumine do 14° ao 16° dia pds-inseminacéo
— Esquema (TFM).

Todos os dados foram analisados pelo programa SAS, versdo 9.0 (2002), a 5% de
probabilidade de erro. A anélise dos dados foi realizada em delineamento inteiramente
casual. O peso vivo (PV) foi analisado por analise de variancia e a condi¢do de escore
corporal, pelo teste de Kruskal-Wallis. A variavel qualitativa (taxa de prenhez) foi
analisada por analise de regressao logistica.

Para avaliacdo do efeito do peso e condigdo corporal (CC) das fémeas sobre as
taxas de gestacdo, realizou-se a analise de regressdo logistica utilizando software R
(CORE TEAM, 2013). Os dados de taxas de gestacdo foram organizados em tabelas de
contingéncia e analisados pelo teste de Qui-quadrado (XZ). A significancia adotada foi a
=0,05.
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3. Resultados e Discussao

N&o houve efeito do tratamento com FM sobre as taxas de prenhez (P>0,05;
Tabela 1). O tratamento com FM, do 14° ao 16° dia apds IATF ndo foi capaz de
aumentar a taxa de prenhez nas duas categorias estudadas, novilhas e vacas mesticas.

Tabela 1 - Taxa de prenhez, em funcdo da categoria animal e dos tratamentos

Categoria FM N Taxa de Prenhez (%)
Novilhas C/ FM 50 53 (26/50)°
S/ FM 50 68 (34/50)*
Vacas C/ FM 50 62 (31/50)*
S/ FM 50 58 (29/50)

EFEITOS PRINCIPAIS

Novilhas 100 60 (60/100)°
Vacas 100 60 (60/100)®
C/FM 100 57 (57/100)®

S/ FM 100 63 (63/100)*

Letras iguais na mesma coluna nao diferem (P>0,05).

A taxa de prenhez nesse estudo foi considerada satisfatoria (60,0%), a insercédo
do dispositivo de P, levou ao aumento do nivel circulante de P, durante o
desenvolvimento folicular, o que diminui pulsos de LH, e, possivelmente, melhora a
competéncia do foliculo dominante, a qualidade do odcito ovulado, e a qualidade do
ambiente uterino (PULLEY et al., 2013). Segundo Sa Filho et al. (2009), em geral, a
taxa de prenhez média obtida ap0s protocolos de sincronizacdo da ovulacdo a base de
progesterona e estrogeno foi de 49,6%, sendo influenciada pelo local da fazenda,

manejo, raca (Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, e Bos taurus taurus x Bos taurus
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indicus), categoria (nulipara, primipara ou multipara), e escore de condicdo corporal
(ECC) no momento da realizacdo do protocolo.

O conceito de utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais para inibir a
sintese de prostaglandina nao é novo: Odensvik et al (1998) relataram que em novilhas,
a lutedlise e a expressdo do estro podem ser adiadas pela administracdo de AINES
devido ao fato destes serem capazes de inibir a sintese de PGF,, no endométrio, fato
que pode favorecer a manutencdo do corpo luteo no periodo critico de reconhecimento
materno da gestacdo (BINELLI et al., 2001).

A administracdo de AINEs como substdncias inibidoras da sintese das
prostaglandinas a fim de evitar a lutedlise em bovinos vem sendo amplamente utilizada
no momento da inovulacdo dos embrides, nas receptoras com incremento nas taxas de
concepcao (ELLI et al., 2001; PUGH et al., 2004; SCENNA et al., 2005; NARVAEZ et
al., 2010). Apesar desse tratamento ndo ser durante o periodo critico, € possivel que a
liberacdo de PGF,, resultante das manipula¢des associadas a transferéncia de embriGes
estimule precocemente a lutedlise; sendo assim, € esperado que o0s AINEs fossem
capazes de suprir a sintese e secrecdo de PGF,, em resposta a manipulacdo do Utero
(WANN e RANDEL, 1990).

Outros pesquisadores também relataram efeito dos AINEs em retardarem a
lutedlise, havendo aumento no intervalo de estros, e utilizando em suas pesquisas FM
(AIUMLAMAI et al., 1990; ODENSVIK & JOHANSSON, 1995; AKE-LOPEZ et al.,
2005; AMIRIDIS et al, 2009; PUGLIESI et al, 2012). Portanto, maior
desenvolvimento embrionario poderia ocorrer como consequéncia do prolongamento do
ciclo estral, aumentando a secre¢do de IFN-Ta um nivel suficiente para induzir o
reconhecimento da gestacdo (AKE-LOPEZ et al., 2005).

Outros autores avaliaram a utilizacdo de AINES em vacas inseminadas
convencionalmente ou em protocolos de IATF, e encontraram resultados diversos.
Merril et al (2003) observaram uma tendéncia de maior taxa de prenhez em vacas
tratadas com FM no 14° dia apds inseminacdo em comparagdo a vacas sem nenhum
tratamento. Merril et al (2007) também relataram que vacas que receberam FM 14° dia
apos a IA tiveram taxas de prenhez 10% maiores e concentragdo de PGFM (um
metabolito da PGF,,) 21% menor no soro do que os animais do grupo controle.
Entretanto, os animais utilizados em ambos os experimentos foram induzidos ao
estresse por transporte, 0 que pode ter influenciado a resposta ao AINE, visto que,

manejos estressantes apos inseminacdo artificial podem induzir a reabsorcao
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embrionaria (Hansen et al., 2002). Dessa forma, a inibicdo de tal liberacdo pode
explicar 0 aumento nas taxas de prenhez observadas.

Guzeloglu et al (2007) trataram novilhas da raca Holandesa com FM na noite do
15° dia e na manha do 16° dia pds-inseminacéo e, observaram maiores taxas de prenhez
nos animais tratados em relacdo aos animais controle. Possivelmente, o tratamento com
FM inibiu temporariamente a liberacdo de PGF,, de forma a favorecer o
estabelecimento dos mecanismos anti-luteoliticos do concepto (produgdo de IFN-1), 0
que pode ter resultado em menor mortalidade embrionaria.

Entretanto, diversos pesquisadores em estudos mais recentes ndo encontraram
melhoras para as taxas de prenhez com utilizacdo de AINE no periodo critico do
reconhecimento materno da gestacdo. Segundo Pfeifer et al (2008) a taxa de prenhez
ndo foi influenciada pela aplicacdo de FM no 14° dia apos a inseminacdo artificial em
vacas no pds-parto e em novilhas inseminadas. Lucacin & Pinto Neto (2008) também
n&o relataram diferenca na taxa de gestacao; contudo, os animais néo gestantes no grupo
tratado com FM apresentaram maior persisténcia folicular em relacdo aos animais do
grupo controle. Os resultados indicam que o FM administrado durante o periodo critico
de vacas submetidas a IATF ndo influenciou a concentracdo de progesterona nem a taxa
de gestacdo; porém influenciou a ocorréncia de persisténcia folicular.

GEARY et al., 2010 mostraram taxas de gestacdo também reduzidas, com a
utilizacdo de FM em relacdo ao controle em novilhas, e, no mesmo estudo, ndo se
observou diferengas quanto a taxa de gestacdo em vacas sob o mesmo tratamento. Os
autores acreditaram que estes resultados se deviam ao fato das novilhas serem mais
sensiveis que as vacas para os efeitos da manipulacdo ou apresentarem efeitos negativos
da injecdo de FM, ou, ainda, que a dosagem de FM utilizada foi eficaz para aliviar
efeitos da manipulacdo em vacas, mas nao em novilhas.

Em outra pesquisa, Lucacin et al (2010) administraram a dose 1,1 mg / kg de
FM (grupo tratado) e solucgdo salina (grupo controle), entre os dias 11 e 16 ap6s IATF
dos animais. Os pesquisadores ndo verificaram nenhuma diferenca entre as
concentragdes de progesterona e as taxas de gestacdo nos grupos. Rabaglino et al (2010)
também néo verificaram diferencas nas taxas de gestacdo entre os grupos tratados com
FM e controle; entretanto, o tratamento foi constituido de apenas duas doses, uma no
15° e outra no 16° dia pos IATF.

Geary et al (2010) realizaram trés experimentos para avaliar os efeitos do FM

sobre as taxas de prenhez em novilhas e vacas Angus. Nos trés experimentos foi
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administrado o FM no 13° dia ap6s a IATF, diferindo quanto ao protocolo de
sincronizagdo da ovulagdo. N&o foi notado, nesse sentido, diferenca nas taxas de
gestacdo do grupo controle comparado com o grupo tratado em todos os experimentos.
Corroborando os resultados de Rossetti et al (2011) que apds administrarem uma Gnica
dose de FM em vacas Nelore e ndo verificaram diferencas quanto a taxa de gestacédo e
nem das concentracGes de P4.

Os resultados verificados neste estudo, assim como os resultados obtidos pelos
pesquisadores que avaliaram a eficdcia do FM em aumentar as taxas de prenhez apos
IA, podem ndo ser satisfatérios devido dois principais fatores: segundo Pugliesi et al
(2012), a partir de 8horas ap6s administracdo de FM em novilhas, este perde o seu
efeito quanto a inibicdo de PGF,,; e Godkin et al (2008) relataram que durante o
periodo luteolitico existe grande quantidade de acido araquidénico livre - este e 0s
AINEs competem para se ligarem ao sitio ativo da enzima COX.

A condic¢do corporal ndo influenciou a taca de prenhez nas fémeas (P>0,05;
Figura 3). A taxa de prenhez total foi de 60% nas novilhas e vacas ap6s o protocolo de
IATF, sendo consideradas taxas satisfatorias. Neste estudo, todos os animais receberam
400 Ul de eCG a retirada do dispositivo; e é sabido que o eCG fornece apoio
gonadotrofico para o desenvolvimento folicular final (SA FILHO et al. 2010a; SA
FILHO et al., 2010b), sendo eficaz em aumentar a taxa de crescimento do foliculo
dominante, o didmetro do foliculo dominante na IATF, a taxa de ovulacdo dessas vacas
submetidas a protocolos (BARUSELLLI et al., 2004; BO et al., 2007; SA FILHO et al.,
2009) e as concentracOes de P4 durante o diestro posterior (MARQUES et al., 2003;
SOUZA et al., 2009; SA FILHO et al. 2010a; SA FILHO et al., 2010c), que, por sua
vez, € eficaz em aumentar as taxas de prenhez, principalmente em animais em anestro,
de baixa condicdo corporal, e com poucos dias no pos-parto (CAVALIERI et al., 1997;
MARQUES et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al., 2004
BARUSELLI et al., 2006; AYRES et al., 2007; ROSSA et al., 2009). O somatério
desses efeitos positivos pode ter beneficiado as vacas em anestro nesse experimento, o
que estd altamente correlacionado com o baixo ECC (BARUSELLI et al.,, 2003;
BARUSELLLI et al., 2004; AYRES et al., 2007; SOUZA et al., 2007; ROSSA et al.,
2009), néo diferindo, assim, a taxa de prenhez entre os diferentes ECC.
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Figura 3 —Taxa de prenhez das vacas e novilhas em fun¢do do ECC no inicio do
protocolo de IATF (P>0,05).

Nesta perspectiva, os anti-inflamatorios ndo esteroidais sdo considerados como
uma nova estratégia para aumentar as taxas de prenhez nos bovinos. No entanto, 0s
resultados obtidos a partir de estudos anteriores sao conflitantes uns com os outros. Por
esta razdo, os AINEs e sua relagdo com IFN-t e proteinas do endométrio devem ser
investigados de uma forma mais detalhada. Assim, para elucidar os eventos
relacionados a concepcao e melhorar a taxa de prenhez com o uso de AINEs, mais
estudos sdo necessarios para explicar a fisiologia subjacente a utilizacdo do FM; que
devem comparar tratamentos com diferentes doses de FM e também levar em conta a
forma de aplicacdo e o veiculo do produto aplicado para se compreender melhor a acédo

do FM nos protocolos de IATF.
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4. Conclusao

O uso de flunixin meglumine em fémeas mesticas, novilhas e vacas lactantes,
ndo foi eficaz em aumentar as taxas de prenhez ap6s realizacdo de protocolos de

inseminacao artificial em tempo fixo.
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Uso de diferentes indutores de ovulagdo em protocolo de sincronizagao
da ovulacgédo de vacas mesticas

Resumo: Objetivou-se avaliar a eficiéncia de trés diferentes indutores da ovulagéo:
benzoato de estradiol (BE), cipionato de estradiol (CE) e hormonio liberador das
gonadotrofinas (GnRH), em protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF),
sobre a dinamica folicular e a taxa de prenhez de vacas mesticas lactantes. Utilizou-se
216 vacas em dois experimentos com delineamento inteiramente casualizado. No
experimento |, avaliou-se a dinamica folicular, enquanto que, no experimento IlI,
avaliou-se a eficiéncia reprodutiva das fémeas. Todos os animais foram submetidos a
um protocolo de sincronizacdo: dia 0 (DO0), insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona (DIP) acrescida de aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de
estradiol; dia 8 (D8), retirada do DIP, aplicacdo IM de 0,150 mg de PGF,.e de 400 Ul
de eCG; no dia 8 os animais foram distribuidos em trés tratamentos: 1) TBE9 —
aplicacdo de 1mg de BE no dia 9 (D9), IM e a IA foi realizada 52 horas ap0s a retirada
do DIP; 2) TCE - foi aplicado 1,0 mg de CE, IM no D8 e a IA realizada 48 horas apds a
retirada do DIP; e 3) TGnRH - foi aplicado 100ug de GnRH, IM no dia 10 e a IA foi
realizada no mesmo momento, 52 horas ap6s a retirada do DIP. No experimento I,
avaliou-se a dinamica pelos protocolos: TBE9 (n= 15); TCE(n= 15); e TGnRH (n= 15).
Os exames ultrassonograficos foram realizados nos dias 0, 8, e do dia da IATF até a
determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo dominante. No experimento I,
avaliou-se a taxa de prenhez em protocolos similares, diferindo pelo nimero de animais:
TBE9= 61 vacas, TCE= 58 vacas, e TGnRH= 52 vacas. Os dados foram analisados em
delineamento inteiramente casualizado, a 5% de probabilidade. N&o houve interacdo do
dia de observacdo e o tratamento com o numero de foliculos e com a classificagdo
folicular (P>0,05). Ndo houve diferenca entre os indutores de ovulacdo quanto ao
intervalo da IATF a ovulagdo (P>0,05). Ndo houve interacdo de nenhum dos efeitos
avaliados (tratamento e dia de observacdo) com diametro do maior foliculo (P>0,05). A
taxa de crescimento folicular foi menor no TCE (P<0,05). Ndo houve efeito dos
tratamentos sobre a taxa de ovulacdo e prenhez (P>0,05). A taxa de ovulacdo foi de
93,3, 100,0 e 93,3%, a taxa de prenhez foi de 51,9, 62,3 e 37,9%, para TGnRH, TBE9 e
TCE, respectivamente. A administracdo dos diferentes indutores da ovulacao, BE, CE, e
GnRH, em protocolo de IATF em vacas mesticas ndo apresentou diferengas marcantes
nos padrdes avaliados de dindmica folicular e na taxa de prenhez.

Palavras—chave: biotecnologia, benzoato de estradiol (BE), cipionato de estradiol
(CE), GnRH, reprodugéo
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Different ovulation inductors on protocols of ovulation synchronization
In crossbred cows

Abstract: This study aimed to evaluate the efficiency of three different ovulation
inductors, estradiol benzoate (EB), estradiol cypionate (EC) and gonadotropin releasing
hormone (GnRH), in protocols of fixed-time artificial insemination (TAI), on follicular
dynamics and the pregnancy rate of lactating crossbred cows. Two hundreds sixteen
(216) cows were used in two experiments in a completely randomized design. In the
experiment |, the follicular dynamics were evaluated and, in the experiment Il, the
reproductive efficiency of cows were evaluated. All animals were submitted to a
synchronization protocol: day 0 (DO0) insertion of an intravaginal progesterone device
(IPD) plus application IM of 2 mg of estradiol benzoate; day 8 (D8), removal of the
IPD, injection, IM, of 0.150 mg of PGF2a and of 400 UI of eCG, on day 8, the animals
were allocated into three groups: 1) TEB9 — application of 1mg of EB on D9, IM, and
the 1A performed 52 hours after the removal of IPD, 2) TEC - injection of 1.0 mg of
EC, IM, at D8 and the 1A 48 hours after the removal of the IPD ; and 3) TGnRH —
injection of 100ug of GnRH, IM, at day 10 and the Al realized at the same time, 52
hours after the removal of the do IPD. In experiment I, the dynamics of the protocols
were evaluated: TEB9 (n= 15); TEC (n= 15); e TGnRH (n= 15). The ultrasound
examinations were performed on days 0, 8, and on the day of the IATF to check for the
absence of ovulation of the dominant follicle. At experiment Il, it was evaluated the
pregnancy rate in similar protocols, differing by the number of animals TEB9 = 61
cows, TEC = 58 cows, e TGnRH = 52 cows. The data were analyzed in a completely
randomized at 5% probability. There was no interaction between the observation day
and the treatment by the number of follicles and the follicular classification (P>0.05).
There was no difference between the ovulation-inductors as the interval from TAI to
ovulation (P>0.05). There was no interaction of the evaluated effects (treatment and day
of observation) over the diameter of the largest follicle (P>0.05). The follicular growth
rate was lower in the TEC (P<0.05). There was no effect from the treatments on the
ovulation and pregnancy rate (P>0.05). The ovulation rate was 93.3, 100.0 and 93.3%,
and the pregnancy rate were 51.9, 62.3 and 37.9% for TGnRH, TBE9 and TCE,
respectively. The injection of the different ovulation inductors: EB, EC, and GnRH at
TAI protocol in crossbred cows and heifers did not show any marked differences in the
evaluated patterns of follicular dynamics and the pregnancy rate.

Keywords: biotechnology, estradiol benzoate (EB), estradiol cypionate (EC), GnRH,
reproduction
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1. Introducéo

No rebanho leiteiro brasileiro é conhecida a predominéncia do gado mestigo, que
possui enorme importancia social e econdémica, pois sua exploracdo é uma alternativa
viavel para diversos sistemas de producdo que buscam reducéo no custo de producéo a
partir de animais mantidos em regime de pastejo (RUAS et al., 2008). Isto se da porque
possuem caracteristicas desejaveis, devido a heterose, que lhes confere rusticidade,
capacidade produtiva e adaptacdo as limitagdes que prevalecem na maioria das
fazendas, o que, entretanto, ndo dispensa a necessidade de praticas adequadas de manejo
e alimentacdo (FERREIRA et al., 1996).

Visando contornar os problemas relacionados ao anestro no pés-parto e as falhas
na deteccdo de estro para a realizacdo da inseminacdo artificial, programas de
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) estdo tendo, cada vez mais, maior
aceitacdo junto aos pecuaristas brasileiros. Mas a intensificacdo de seu uso depende das
taxas de prenhez obtidas e do custo por vaca gestante.

Os protocolos de sincronizacdo da ovulagcdo baseados na utilizacdo da
progesterona em conjunto com o estrégeno tém apresentado resultados satisfatorios nas
taxas de prenhez, tanto nas vacas ciclando como nas vacas em anestro (BO et al., 2003;
BO et al., 2007; SA FILHO et al., 2009; SALES et al., 2011; AYRES et al., 2013;
COLAZO et al., 2013). Esses protocolos tém sido utilizados com sucesso para controlar
a dinamica folicular e luteal, além de utilizados também para sincronizar a ovulacao,
permitindo inseminacdo artificial (IA) sem a necessidade de deteccdo de estro
(MACMILLAN et al., 2003; BO et al., 2003; BARUSELLLI et al., 2004; BO et al.,
2007; SA FILHO et al., 2009).

Associado ao protocolo de sincronizacdo a base de progesterona e estrogeno, 0
benzoato de estradiol tem sido o indutor de ovulacdo mais utilizado se administrado 24
horas ap6s a remocdo do dispositivo de progesterona em Bos taurus taurus (COLAZO
et al., 1999; MARTINEZ et al., 2002), em Bos taurus indicus (BARUSELLI et al.,
2004; SA FILHO et al., 2009) e em Bos taurus taurus x Bos taurus indicus
(NASCIMENTO et al., 2009; TORRES et al., 2011), requerendo, assim, submeter os
animais a quatro manejos.

Tambeém, outros indutores tém sido utilizados com eficacia, como o cipionato de
estradiol (CE) em Bos taurus indicus (SA FILHO et al., 2009; MENEGHETTI et al.,
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2009; SA FILHO et al., 2010a) e hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH) em
Bos taurus taurus (TEIXEIRA, 2010). O CE pode ser administrado no momento da
retirada do dispositivo de progesterona (CREPALDI, 2009) e o GnRH injetado a 1A
(TEIXEIRA, 2010; GOTTSCHALL et al., 2012; KASIMANICAM et al., 2012). A
substituicdo do BE pelo CE ou GnRH, se ndo comprometer a eficiéncia da IATF, é
interessante, pois reduz um manejo na aplicacdo do protocolo.

Nesta perspectiva, objetivou-se, portanto, avaliar a eficiéncia desses diferentes
indutores da ovulacdo: BE, CE e GnRH, em protocolos de IATF, em vacas leiteiras

mesticas.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado periodo de outubro de 2012 a abril de 2013, em
propriedade situada no Municipio de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, nas
coordenadas geograficas de 20°41” Sul, 41°50° Oeste e 774 m de altitude.

A propriedade localiza-se em regido com verdes quentes e chuvosos e invernos
frios e secos, com clima tropical de altitude. A temperatura média anual da regido é de
19,2 °C e a precipitacdo pluviométrica, de 1.000 mm anuais.

Foram utilizadas 216 vacas lactantes mesticas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), do primeiro ao quarto parto, que apresentavam historico de boa fertilidade,
auséncia de sinais clinicos de doenca infecciosa ou metabdlica, retencdo de placenta e
de alteracbes dos Orgdos genitais ao exame ginecologico. O manejo das vacas foi em
regime extensivo, utilizando-se a pastagem composta principalmente de braquiardo
(Brachiaria brizantha vc. Marundu). O sal mineral e a 4gua foram fornecidos ad libitum
e a suplementacdo com concentrado (22% de proteina bruta) na propor¢do de 1 Kg/ 3 L
de leite.

Na insercdo do dispositivo intravaginal de progesterona (DIP), registrou-se o
periodo pos-parto relativo ao dia do inicio do protocolo de IATF (dia 0); pesou-se a
producdo de leite, as vacas (PV, kg) e determinou-se o escore de condi¢do corporal
(ECC; escala de 1 a 5), de acordo com a proposta por Edmonson et al. (1989). As vacas
foram distribuidas uniformemente quanto a ordem de parto, producdo de leite e CC
entre 0s grupos. As vacas apresentaram peso corporal médio de 412,98+1,99 kg, escore
de condicdo corporal médio de 2,43+0,03, dias pés-parto médio de 95,07+1,56 e
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producdo de leite média de 9,79+1,22 litros.

Foram realizados dois experimentos em que os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado. No experimento I, foram feitos os exames da
dindmica folicular, enquanto que no experimento IlI, foi avaliada a eficiéncia
reprodutiva das fémeas.

Todos os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizagéo: dia 0
(DO), insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona®™ (DIP) e aplicacéo
intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol®®; dia 8 (D8), retirada do DIP,
aplicacdo, IM, de 0,150 mg de PGF,,'" e de 400 Ul de eCG®. No dia 8 os animais
foram distribuidos em trés tratamentos: 1) TBE9 — aplicagdo de 1mg de BE™ no D9,
IM, e a IA foi realizada 52 horas ap0s a retirada do DIP (Figura 1); 2) TCE - aplicacao
1,0 mg de CE?®, IM, no D8 e a IA foi realizada 48 horas ap6s a retirada do DIP (Figura
2) e; 3) TGnRH - aplicacio de 100pg de GnRH?, IM, no dia 10 e a IA foi realizada no

mesmo tempo, 52 horas apds a retirada do DIP (Figura 3).

400 Ul eCG
+
0,15 mg PGF 2a
2 mg B.E 1 mg B.E
l Dispositivo intravaginal
de progesterona
DO D8 D9 D10

24 h 28 h
Figura 1 — Esquema ilustrativo do TBE9.

131,0 g de Progesterona, CRONIPRESS®, Biogénesis-Bagd, Argentina.

161 mg/mL Benzoato de Estradiol , BIOESTROGEN®, Biogénesis-Bago, Argentina.

170,75 mg/mL d-Cloprostenol, CRONIBEN®, Biogénesis-Bagé, Argentina.

18200 UI/mL Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG), NOVORMON 5000®, Syntex S.A., Argentina.
191 mg/mL Benzoato de Estradiol , BIOESTROGEN®, Biogénesis-Bago, Argentina.

292 mg/mL Cipionato de Estradiol, E.C.P.®, Pfizer, EUA.

21 25 ng /mL Lecirelina, GESTRAN PLUS®, ARSA S.R.L., Argentina.
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400 Ul eCG
+

0,15 mg PGF 2a
+

2mgB.E 1mg CE IATF
1 Dispositivo intravaginal 1
de progesterona

DO D8 D10

48 h
Figura 2 — Esquema ilustrativo do TCE.

400 UTecG 100 pg de GnRH
2 mg B.E 0,15 mg PGF 2a
l Dispositivo intravaginal l l
de progesterona
DO D8 D10
52 h

Figura 3 — Esquema ilustrativo do TGnRH.

No experimento |, as vacas foram distribuidas da seguinte forma: 1) TBE9 (n =
15 vacas); 2) TCE (n = 15 vacas) e; 3) TGnRH (n = 15 vacas). Os exames
ultrassonograficos foram realizados nos dias 0 e 8 e no dia da IATF, sendo neste tltimo
dia, feito 0 acompanhamento da dindmica folicular, com intervalo de 12 horas, até a
determinacdo da ovulacdo pela auséncia do foliculo dominante, com um aparelho
portatil de ultrassom acoplado a um transdutor linear retal de 5,0 MHz (MINDRAY®,
modelo DP2200 VET,; Figura 4). Assim, foi verificado no DO o status folicular, e nos
demais dias avaliadas a dindmica folicular e a taxa de ovulacdo. Os foliculos foram
classificados de acordo com o didmetro: pequenos (FP < 6 mm), médios (FM de 6 a8
mm) e dominantes (FD > 8 mm). Calculou-se, entdo, a taxa de crescimento médio
(mm/dia) pela diferenca entre os didmetros medios do foliculo nos dias 10 e 8, dividido

pelo numero de dias.
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D-7 DO D8 D9 D10 D11 _ D12
T T T 24h 28h Ultrassom 12/12 h

Ultrassom Ultrassom Ultrassom

Figura 4 — Esquema dos exames ultrassonograficos.

No experimento Il, as vacas foram distribuidas nos tratamentos propostos no
experimento I: TBE9 = 61 vacas (Figura 1), TCE = 58 vacas (Figura 2) e; TGnRH = 52
vacas (Figura 3). As inseminacOes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico,
utilizando sémen de touros da raca Girolando, da Central de sémen associada a
Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial (ASBIA).

O diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias ap06s a inseminacdo artificial por
exames ultrassonograficos, sendo determinada a taxa de prenhez de cada tratamento
(nimero de vacas prenhes dividido pelo nimero total de vacas do tratamento).

Os dados paramétricos referentes ao nimero de foliculos pequenos (< 6 mm),
médios (6 a 8 mm), grandes(> 8 mm), total de foliculos e didmetro do maior foliculo
foram avaliados por ANOVA associada ao teste de Tukey, considerando os efeitos do
tratamento e dia da observacdo utilizando o PROC GLM (SAS, 2002). As taxas de
crescimento folicular, intervalo da retirada do implante de P4 e a ovulagdo e 4 IATF e a
ovulagéo foram analisados por ANOVA, associada ao teste de Tukey (PROC ANOVA;
SAS, 2002).

Para avaliacdo do efeito do peso e condicdo corporal (CC) das fémeas sobre as
taxas de gestacdo foi realizada uma andlise de regressao logistica, utilizando software R
(CORE TEAM, 2013).

Os dados de taxas de gestacdo foram organizados em tabelas de contingéncia e
analisados pelo teste de Qui-quadrado (x? gl1=3.84; P= 0,05).

A probabilidade adotada foi a = 0,05.

3. Resultados e Discussao

N&o houve interacdo dos dias de observagdes e o tratamento com o nimero de

foliculos e com a classificagdo folicular (P>0,05; <6 mm, 6 a 8 mm e > 8 mm — Tabela
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1). Entretanto, no dia 10 houve maior nimero de foliculos > 8 mm em relacdo ao dia 0,
em todos os tratamentos (P<0,05). Assim, notou-se que as condi¢des fisiologicas
proporcionadas pelo protocolo de sincronizacdo a base de estradiol e progesterona
proporcionaram aumento do numero de foliculos em crescimento. Devido ao fato de
sincronizarem a emergéncia de uma nova onda folicular com éxito (BO et al., 1995;
BURKE et al., 2001; MORENO et al., 2001; MELO, 2009), esses protocolos tém sido
utilizados com sucesso para controlar a dindmica folicular e luteal e para sincronizar a
ovulagdo, permitindo IA sem a necessidade de deteccdo de estro (BO et al., 2003;
MACMILLAN et al., 2003; BARUSELLLI et al., 2004; BO et al., 2007; SA FILHO et
al., 2009). Atualmente, esses protocolos sé&o o principal tratamento comercial na
Ameérica do Sul para sincronizar a emergéncia da onda folicular e ovulacédo para IATF
em vacas (BO et al., 2007; SA FILHO et al., 2009).

Tabela 1 — Namero de foliculos menores que 6 mm, de 6-8 mm, e maiores que 8 mm,
nos dias 0, 8 e 10, em diferentes tratamentos (Média + erro-padrdo da

meédia).
NuUmero de foliculos
Item? <6 mm 6a8 mm >8 mm Totais
TRATAMENTO?

TGnRH 11,9 + 1,12 0,7+0,1° 0,6 +0,1° 13,2 +1,1°
TBE9 11,2 + 0,92 0,5+0,1° 0,8+0,1° 12,4 +0,9°
TCE 13,7 + 1,02 0,6 +0,1° 0,7 +0,1% 15,1 +1,0°
DIA?

0 12,0 +1,2° 0,8+0,1° 0,2 +0,1° 13,0 +1,2°
8 12,4 +1,0° 0,7+0,2° 0,9 +0,18 14,0 +1,1°
10 12,5+0,8° 0,2+0,1° 1,0+0,1° 13,8 + 0,8

'TGnRH = tratamento com GnRH; TBE9 = tratamento com BE; TCE = tratamento com CE. “*Médias
seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Observou-se também que ndo houve diferenca entre os indutores de ovulacdo
quanto ao intervalo da IATF a ovulacdo (P>0,05; Tabela 2), no TGnRH, o intervalo da
retirada do dispositivo de P4 a ovulagdo foi maior que no TCE (P<0,05; Tabela 2).
Entretanto os animais do TBE9 ndo diferiram daqueles dos outros tratamentos quanto a
esse intervalo (T>0,05; Tabela 2).
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Tabela 2 —Taxa de crescimento folicular e intervalo da retirada do dispositivo de
progesterona e da IATF a ovulagdo (médiaterro-padrdo), em funcdo dos

tratamentos.
Taxa de Intervalo a ovulacéo
Tratamento* crescimento Retirada do
folicular (mm/dia) dispositivo de IATF (h)
progesterona (h)
TGnRH 1,9+0,2° 66,7 +1,3° 14,8+1,5°%
TBE9 1,5+0,2° 64,4+0,7% 12,4+ 0,7°
TCE 0,7+0,2° 61,4+1,0° 12,8+ 1,2°
Média 14+0,1 63,1+ 0,6 13,2+0,6

'TGnRH = tratamento com GnRH; TBE9 = tratamento com BE; e TCE = tratamento com CE. “Nivel
descritivo de probabilidade do erro tipo | associado a hip6tese de nulidade relacionada a auséncia de
diferenca entre tratamento pelo teste F. Letras minusculas na coluna diferem (P < 0,05).

O tratamento com GnRH resulta em um aumento repentino de LH, que atinge
um pico dentro de 2 horas e provoca a ovulagdo em torno de 24 horas apds o tratamento
(SOUZA et al, 2007; BRUSVEEN et al., 2009; GALVAO et al., 2010). O tratamento
com CE induz ao pico de LH 45,0 a 54,6 horas ap6s (COLAZO et al., 2003; SALES et
al., 2007; SALES et al., 2012), e o tratamento com BE, induz ao pico de LH 19,6 a 21,5
horas apdés a administracdo (LAMMOGLIA et al., 1998; MARTINEZ et al., 2007;
SALES et al., 2012).

A diferenca apresentada no tempo da inducdo do pico de LH nos estrégenos se
deve a diferenca na meia-vida desses, pois 0 CE possui baixa solubilidade em agua e,
consequentemente, liberacdo mais lenta a partir do local de administracdo, que leva a
uma atividade biolégica mais prolongada em comparacdo ao BE (VYNCKIER et al.,
1990). Apesar dessas diferencas referentes ao tempo de estimulo e ao pico de LH, os
dois ésteres de estradiol foram semelhantes quanto ao tempo da retirada do dispositivo
de progesterona a ovulacdo. Todavia, 0 tempo da retirada do dispositivo de progesterona
a ovulacédo foi maior para 0 TGnRH quando comparado ao CE, fato devido a diferenca
do momento em que os farmacos foram administrados e ao tempo da inducéo do pico de
LH. Esses resultados corroboram com os valores obtidos por Sales et al. (2012).

Mesmo esses farmacos apresentando diferentes tempos na inducéo do pico pré-
ovulatorio de LH, ndo houve diferenca quanto ao intervalo da inseminacdo a ovulagéo e
dispersdo das ovulagdes nos diferentes tratamentos (P>0,05; Figura 5), como se pode
observar, devido a antecipacdo da administragdo do CE e do atraso da administracéo do
GnRH em relacdo a administracdo do BE, que possui tempo médio em relacéo a esses

outros dois farmacos.
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Verificou-se que 0 momento ideal para obter grandes taxas de fertilizacdo varia
de 12 a 24 horas antes da ovulagdo (ROELOFS et al., 2006; CREPALDI, 2009). Entéo,
pode-se concluir, analisando o intervalo da IA em relacdo a ovulacdo, que esta foi
realizada em um tempo adequado para que se tenham altas taxas de prenhez (Tabela 2;
Figura 5).

A taxa de crescimento folicular foi menor no TCE (P<0,05; Tabela 2),
demonstrando que a utilizacdo do CE no dia 8 do protocolo de IATF afeta a taxa de
crescimento folicular. Esse resultado corroborou verificados achados por Ayres et al.
(2008), onde a administracdo de estrogeno exdgeno, no momento da retirada do
dispositivo de progesterona, diminui a taxa de crescimento folicular. A taxa de
crescimento folicular verificada neste estudo foi semelhante as taxas observadas em
estudos recentes, utilizando protocolos de sincronizacdo da ovulacdo que foram de 1,3 a
1,8 mm/dia em Bos taurus taurus (COLAZO et al., 2011 e MELO, 2009;
respectivamente) e de 1,4 mm/dia em Bos taurus indicus (MURTA, 2011).

80

70

50

40 m TGnRH

30 TBE9

B TCE
20

Taxa de Ovulagao (%)

10 —— —
0 - i

6 12 18 24

Tempo da inseminagdo a ovulagio (horas)

Figura 5 —Dispersdo das ovulacfes nos diferentes tratamentos apds a IA (P>0,05).

N&o houve interacdo de nenhum dos efeitos avaliados (tratamento e dia de
observacao) com diametro do maior foliculo (P>0,05; Tabela 3). O diametro do foliculo
ovulatorio é considerado uma caracteristica importante nos protocolos de IATF, pois
estd diretamente relacionado ao tamanho do corpo IGteo no diestro posterior

(VASCONCELOS et al., 2011) e, por sua vez, esta altamente correlacionado com a
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secrecédo de progesterona (THATCHER et al., 2001), essencial para o desenvolvimento
embrionério pos-fertilizacdo (MANN et al., 1999).

Neste sentido, as taxas de prenhez satisfatdrias foram observadas em outros
estudos com diametro folicular no dia 10 similar ao deste estudo (CREPALDI, 2009;
SA FILHO et al., 2010b; MURTA, 2011; SA FILHO et al., 2011; SALES et al., 2012).
Segundo Sartori et al. (2001), os foliculos adquirem capacidade ovulatéria com,
aproximadamente, 10 mm de didmetro, assim os trés tratamentos possuiam foliculos no

tamanho ovulatério.

Tabela 3 —Diametro do maior foliculo em funcdo dos tratamentos nos dias 8 e 10
(média £ erro-padréo da média).

Diametro (mm) do maior foliculo

Tratamento’ Dia’
TGnRH TBE9 TCE 8 10
10,7 £ 0,5% 11,4+0,5°2 11,0+0,4% 9,7+0,3 125+0,3
P-valor 0,4605 P-valor <0,0001

'TGNnRH = tratamento com GnRH; TBE9 = tratamento com BE; TCE = tratamento com CE. “*Médias
seguidas por letras mintsculas diferentes na linha diferem entre si (P<0,05).

N&o houve efeito dos tratamentos sobre a taxa de ovulacdo e prenhez (P>0,05;
Tabela 4), o que corrobora os resultados obtidos em estudo que também avaliou esses
trés indutores de ovulagdo (MENEGHETTI et al., 2009).

Tabela 4 — Taxa de prenhez e ovulacdo, em funcdo dos tratamentos

Tratamento® Taxa de ovulagdo (%) Taxa de prenhez (%)
TGnRH 93,3 (14/15)° 51,9 (27/52)®
TBE9 100,0 (15/15)° 62,3 (38/61)°
TCE 93,3 (14/15)® 37,9 (22/58) ®
Média 95,6 (43/45)° 50,9 (87/171)°

TGNnRH = tratamento com GnRH; TBE9 = tratamento com BE; e TCE = tratamento com CE. “Nivel
descritivo de probabilidade do erro tipo | associado a hipo6tese de nulidade relacionada a auséncia de
diferenca entre tratamento pelo teste F. Letras mindsculas na coluna diferem (P<0,05).

Apesar das diferencas farmacologicas, ambos os ésteres de estradiol e 0 GnRH,
foram eficazes na inducdo da ovulagédo TGnRH (93,3%; 14/15), TBE9 (100,0%; 15/15),
e TCE (93,3%; 14/15), e na sincronizacao do tempo de ovulacdo (Figura 5). O protocolo

utilizado para sincronizacdo da ovulacdo a base de progesterona e estrogeno tem sido
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eficiente em induzir a ovulagdo em diversos estudos (AYRES et al., 2008; SA FILHO
et al., 2010a; SALES et al., 2011; SALES et al., 2012). Pode-se acrescentar por este
estudo, que esses farmacos foram eficientes em induzir um pico de LH, o que resultou
em ovulagdes sincronizadas, fato confirmado por Sales et al (2008), que observou a
eficacia desses indutores em fémeas Bos taurus indicus amamentando e submetidas ao
protocolo de IATF.

Segundo Cavalieri et al. (1997), a administracdo de eCG reduz a variagcdo no
momento da ovulagdo e aumenta a incidéncia de ovulacéo. Dessa forma, supde-se que 0
eCG aplicado no dia 8 em todas as vacas desse estudo contribuiu nesse quesito. Os
protocolos de sincronizagdo da ovulagéo estdo bem elucidados e eficientes quanto a
inducdo da ovulacdo, independente dos indutores de ovulacdo utilizados, as taxas de
ovulacdo, em estudos onde foi realizado a dindmica folicular estdo situadas acima de
70% em todos os estudos nas diferentes categorias, vacas ou novilhas, e nos diferentes
padrdes raciais, Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus (CREPALDI, 2009; COLAZO et al., 2011; SA FILHO et al., 2011; GUMEN et
al., 2012; SALES et al., 2012; COLAZO et al., 2013).

Notou-se que a taxa de prenhez total foi de 50,9%, sendo as taxas de prenhez de
51,9, 62,3 e 37,9% para TGnRH, TBE9 e TCE, respectivamente (Figura 6). A taxa de
prenhez dos animais nao diferiu entre os tratamentos (P>0,05). Ela é considerada
satisfatoria, provavelmente a inser¢do do dispositivo de P4 levou ao aumento do nivel
circulante de P4 durante o desenvolvimento folicular, o que diminui pulsos de LH e
melhora a competéncia do foliculo dominante, a qualidade do odcito ovulado, e a
qualidade do ambiente uterino (PULLEY et al., 2013). Meneghetti et al. (2009) também
avaliaram esses indutores de ovulacdo e obtiveram resultados semelhantes aos

verificados neste estudo.
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Figura 6 — Taxa de prenhez em funcéo do tratamento (P>0,05).

Entretanto, ha pesquisadores que relatam maiores taxas de prenhez nas vacas
tratadas com estrdgeno (CERRI et al., 2004; SA FILHO et al., 2011) ou nas tratadas
com GnRH (VASCONCELOS et al., 1999; SA FILHO et al., 2010a), assim o0s
resultados encontrados quanto a diferentes indutores se contradizem.

O estradiol exdgeno, tanto o CE como o BE, administrados na remocao do
dispositivo de progesterona, ou 24 horas apos, é eficaz em aumentar a proporcéo de
vacas que apresentam estro antes da IATF, além da taxa de prenhez em vacas Bos
taurus indicus (SA FILHO et al., 2011), Bos taurus taurus (GOTTSCHALL et al.,
2012), e mesticas (BARBOSA et al., 2011). A administracdo de 1 mg de CE ou de 1 mg
de BE é capaz de induzir comportamento estral em vacas ovariectomizadas (CERRI et
al., 2004), e aumentar a concentracao de estradiol no soro das vacas com concentragdes
semelhantes as verificadas em vacas com estro natural (PERRY & PERRY, 2008a;
PERRY & PERRY, 2008b). Vacas que apresentaram estro antes da IATF exibem
melhores taxas de prenhez devido a melhores respostas ovarianas, como maior diametro
do foliculo ovulatério, taxa de ovulagdo, maior tamanho do corpo lGteo, e maiores
concentragdes circulantes de P4 apds IATF, em Bos taurus indicus (PERES et al., 2009;
MENEGHETTI et al., 2009; SA FILHO et al., 2010b; SA FILHO et al., 2011) e Bos
taurus taurus (CERRI et al., 2004; PERRY et al., 2005; PERRY et al., 2007,
HILLEGASS et al., 2008).

Outro fator que também pode ser citado como responsavel pelo estrégeno

exogeno aumentar as taxas de prenhez deve-se a essa maior exposi¢do do estrogeno
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durante o proestro com a finalidade de melhorar a fertilizacdo, e também influenciar a
morfologia endometrial, preparando o Utero para fase lGtea subsequente (CERRI et al.,
2004; SOUZA et al., 2011). Este condicionamento pode ser importante para a inducgéo
de receptores de progesterona do endométrio (ZELINSKI & STORNSHAK, 2004) e
para evitar a lutedlise prematura e ciclos curtos (KIEBORZ-LOOS et al., 2003).

Em relacdo a utilizacdo dos diferentes tipos de estrégeno, CE e BE, nédo foi
observado diferencas neste estudo. Em pesquisa recente, Meneghetti et al. (2009) e
Sales et al. (2012) confirmaram a premissa de que a utilizacdo de CE no momento da
retirada do dispositivo de progesterona é tdo eficaz quanto a utilizacdo do BE 24 horas
apos a retirada em vacas Bos taurus indicus, submetidas a protocolo de IATF similar ao
utilizado neste estudo, em que se avalia a resposta ovariana e a fertilidade das vacas.
Pode-se, assim, diminuir um manejo na aplicacdo do protocolo de IATF em vacas
mesticas.

Todavia, apesar dos efeitos positivos do estrogeno exdgeno sobre a fertilidade,
citadas por esses autores, Souza et al. (2009), encontraram resultados semelhantes aos
deste estudo, em que ndo houve diferenca entre os indutores de ovulacdo em vacas de
leite. De igual modo, Baruselli et al. (2003) e Marques et al. (2003) também ndo
verificaram diferenca quanto a taxa de prenhez, quando foi comparado o BE no dia 9 do
protocolo ou 0 GnRH no momento da IA, como neste estudo, de fémeas Bos taurus
indicus (BE = 59,9% (n=182); GnRH=61,6% (n=203)) e Bos taurus taurus (BE =
60,1% (n=188); 59,0% (n=222)).

Segundo Sa Filho et al. (2010c), o tratamento com GnRH aumenta a sincronia
da ovulacdo e as taxas de prenhez de vacas submetidas a IATF. Este resultado esta de
acordo com os relatados por Vasconcelos et al. (1999), quando o tratamento com GnRH
foi administrado 30 horas ap0s a remoc¢do de um implante de progesterona. A melhoria
da sincronizacdo da ovulagdo por tratamento com GnRH ¢é, provavelmente, devida a
dois fatores principais, segundo julga-se: (1) a inducdo de um pico pré-ovulatério de LH
mais uniforme, e (2) a aceleracdo da ovulacdo. Troxel et al. (1993) relataram que a
administracdo de GnRH 30 horas apds a remocao do implante de P4 aumentou as taxas
de prenhez em vacas Bos taurus taurus submetidas a IATF (46% versus 18%; TGnRH
versus Tcontrole, respectivamente).

Pode-se pressupor que a ndo diferenca entre os parametros avaliados deve-se ao
fato de que em todos os tratamentos foi administrado 400 Ul de eCG nas vacas no

momento da retirada do DIP, o que aumenta a producdo de estradiol pelo foliculo,
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aumentando, também, o estradiol circulante em todos os tratamentos (SA FILHO et al.,
2010 a, b), assim as vacas apresentam maior atividade estral independente do indutor de
ovulacdo (PEREA et al., 2008; VILELA et al., 2008; PULLEY et al., 2013).

Entendeu-se que a taxa de prenhez media foi satisfatoria quando comparadas as
de outros autores. Segundo S& Filho et al. (2009), no geral, a taxa de prenhez média
obtida apds protocolos de sincronizagdo da ovulacéo a base de progesterona e estrogeno
é de 49,6% por serem influenciadas pelo local da fazenda, manejo, raca (Bos taurus
taurus, Bos taurus indicus, e Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), categoria
(nulipara, primipara ou multipara), e escore de condi¢do corporal (ECC) no momento da
realizacdo do protocolo.

Adicionalmente avaliou-se a influéncia da condicao corporal na taxa de prenhez
neste estudo, e ndo foi detectado efeito do ECC sobre a taxa de prenhez (P>0,05; Figura
7). Estudos prévios observaram que, com o aumento do ECC, hd um aumento na taxa de
prenhez em vacas Bos taurus taurus (HILLEGASS et al., 2008; SANTOS et al., 2009;
GOTTSCHALL et al., 2012) e Bos taurus indicus (MENEGHETTI et al., 2009; SA
FILHO et al., 2009; SA FILHO et al., 2010b).
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Figura 7 —Taxa de prenhez em funcéo do ECC (P>0,05).

Taxa de prenhez (%)

O eCG fornece apoio gonadotrdfico para o desenvolvimento folicular final (SA
FILHO et al. 2010a; SA FILHO et al., 2010b), sendo eficaz em aumentar a taxa de
crescimento do foliculo dominante, o didmetro do foliculo dominante na IATF, e a taxa
de ovulagio das vacas submetidas a protocolos (BARUSELLLI et al., 2004; BO et al.,
2007; SA FILHO et al., 2009) e as concentracdes de P4 durante o diestro posterior
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(MARQUES et al., 2003; SOUZA et al., 2009; SA FILHO et al. 2010a; SA FILHO et
al., 2010c), e também eficaz em aumentar as taxas de prenhez, principalmente em
animais em anestro, de baixo ECC, e com poucos dias pds-parto (CAVALIERI et al.,
1997; MARQUES et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al., 2004;
BARUSELLLI et al., 2006; AYRES et al., 2007; ROSSA et al., 2009).

A soma desses efeitos positivos pode beneficiar as vacas em anestro nesse
experimento, que ¢é altamente correlacionado com o baixo ECC (BARUSELLI et al.,
2003; BARUSELLI et al., 2004; AYRES et al., 2007; SOUZA et al., 2007; ROSSA et
al., 2009), néo diferindo, assim, a taxa de prenhez entre os diferentes ECC.

Um melhor entendimento dos diferentes indutores de ovulacdo quanto a
sincronia da ovulacdo e momento da inseminacdo em protocolos de IATF deve ser
pesquisado, para que se possa utilizar com maior segurancga outras tecnologias, como a
utilizacdo de sémen sexado em protocolos de IATF (SALES et al., 2011).

Apesar das diferencas farmacol6gicas entre os trés agentes indutores da
ovulacdo estudados, todos foram eficazes na inducdo de ovulagbes sincronizadas e na
fertilidade adequada nas vacas Bos taurus indicus x Bos taurus taurus lactantes
submetidas a protocolo de sincronizacdo da ovulacdo a base de progesterona e
estrdgeno. No entanto, a utilizagdo de CE ou de GnRH, permite a reducdo no niumero de
vezes que as vacas devem ser manejadas sem a reducdo da fertilidade, quando
comparada com a de BE. Esta é também uma caracteristica desejavel para aumentar a

adocdo e propagacéo da IATF.

4. Conclusao

A administragdo dos diferentes indutores da ovulacdo, benzoato de estradiol,
cipionato de estradiol, e GnRH, em protocolo de IATF em vacas mesticas ndo alteram

os padrdes avaliados de dindmica folicular e taxa de prenhez.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A administracdo de rbST em protocolo de sincronizacdo de ovulagdo em vacas
mesticas ndo apresentou diferencas marcantes nos padrfes avaliados de dindmica
folicular. A taxa de prenhez global no trabalho foi satisfatoria; porém, das vacas que
receberam rbST, as em anestro apresentaram menor taxa de prenhez.

A administracdo de suplemento de aminoacidos e polipeptideos em protocolo de
sincronizacdo de ovulagdo em vacas mesticas ndo apresentou diferencas marcantes nos
padrdes avaliados de dindmica folicular, entretanto foi capaz de aumentar a taxa de
prenhez das vacas ciclicas e em anestro.

A administracdo de FM em fémeas mesticas, novilhas e vacas lactantes, como
estratégia adicional para aumentar as taxas de prenhez apds realizacéo de protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo néo foi eficaz.

A administracdo dos diferentes indutores da ovulacdo, BE, CE, e GnRH, em
protocolo de IATF em vacas mesticas ndo apresentou diferencas nos padrdes avaliados

de dindmica folicular e da taxa de prenhez.
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