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Efeito do benzoato de estradiol ou gonadotrofina coriénica humana (hCG) em
novilhas de corte submetidas a protocolos de ressincronizagéo da ovulacéo.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da ressincronizacdo da ovulacéo, iniciada
24 dias apos a primeira IATF, sobre a &rea do corpo luteo (CL), a concentragéo
plasmatica de progesterona (P4) e a taxa de prenhez. Exp.1 526 novilhas Brangus com
idades entre 24 e 26 meses, foram submetidas a um programa de IATF no inicio da
estacdo de acasalamento. O protocolo de sincronizacéo para a primeira IATF comegou
com a inser¢do de um implante intra-vaginal contendo 750 mg de P4 e a administragio
de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (i.m.) no dia -9 (D-9). Depois de
sete dias (D-2), os implantes de P4 foram removidos, e 150 pg de D-cloprostenol
(PGF), i.m., e 1 mg de cipionato de estradiol (CE), i.m., foram administrados. A IATF
foi realizada entre 48 e 54 horas apds a remocdo do implante de P4 (DO0). Vinte e
quatro dias apds a primeira IATF (D24), as novilhas foram divididas aleatoriamente
nos seguintes grupos experimentais: controle (n = 167, sem tratamento), BE (n = 208, 1
mg de BE, i.m.) e hCG (n = 151, 1000 Ul de hCG, i.m.). Novilhas dos grupos BE e hCG
receberam um novo implante intra-vaginal contendo 750 mg de P4 na D24. No dia 31
(D31), os implantes de P4 foram removidos e o diagnostico de prenhez foi realizado por
ultrassonografia. As taxas de prenhez da primeira IATF no D31 foram 58,7% (98/167),
53,4% (111/208) e 52,9% (80/151), respectivamente, para os grupos controle, BE e
hCG. Novilhas diagnosticadas como nédo gestantes receberam 150 pg de PGF, i.m., e 1
mg de CE, i.m., sendo a segunda IATF realizada 48 a 54 horas ap0s a remo¢ao do
implante (D33). No D31, os subgrupos de novilhas prenhes de cada grupo experimental
foram aleatoriamente divididos, sendo realizado exame por ultrassonografia para
determinar a area do CL e coleta de uma amostra de sangue para determinar a
concentracdo sérica de P4: Controle (n = 13), BE (n = 26), e hCG (n = 24). A area de
CL foi significativamente maior (P<0,05) no grupo hCG (3,42+0,76 cm?), em
comparacéo aos grupos de BE (2,44+0,57 cm?) e controle (2,61+0,61 cm?). Da mesma
forma, a concentracdo serica de P4 foi significativamente maior (P<0,05) no grupo

hCG (12,43£3,48 ng/ml) em comparacgdo aos grupos BE (6,92+3,04 ng/ml) e controle



(7,29£2,45 ng/ml). O uso do BE e do hCG em programas de ressincronizacdo da
ovulagdo 24 dias ap6s a IATF ndo interferiu na taxa de prenhez da primeira IATF. E
provavel que o mecanismo de acdo do BE nédo afete a atividade do CL, a producédo de
P4, e consequentemente, ndo tenha efeito negativo na manutencdo da prenhez em
protocolos de ressincronizacdo da ovulagdo. O tratamento com hCG resultou no
aumento da &rea de CL e da producdo de P4, porém, este efeito ndo favoreceu a taxa de
prenhez da primeira IATF. Exp.2 184 novilhas Brangus com idade entre 24 a 26 meses
e peso corporal médio de 361+29,2 kg foram submetidas a dois programas de IATF. O
protocolo de sincronizacdo para a primeira IATF foi 0 mesmo utilizado no Exp.1. Vinte
e quatro dias apds a primeira IATF (D24), as novilhas foram aleatoriamente divididas
conforme os horménios utilizados para ressincronizacédo, formando os seguintes grupos
experimentais: BE (n = 83, 1 mg de BE, i.m.) e hCG (n = 101, 1000 Ul de hCG, i.m.).
Novilhas dos grupos BE e hCG receberam um novo dispositivo intravaginal contendo
750mg de progesterona no D24. No D31, os implantes foram removidos e o diagnostico
de gestacdo por ultrassonografia foi realizado. As taxas de prenhez da primeira IATF
no D31 foram de 63,9% (53/83) e 64,9% (65/101), respectivamente, para 0s grupos BE
e hCG. Novilhas diagnosticadas como néo gestantes (n=66) receberam 150 pg de PGF,
i.m., e 1 mg de CE, im; a segunda IATF foi realizada no D33. Trinta dias apés a
segunda IATF (D63), foi realizado o segundo diagnéstico de gestacdo. As perdas
gestacionais entre o D31 e D63, das novilhas prenhes da primeira IATF foram 9,4%
(5/53) e 6,2% (4/65) respectivamente para os grupos BE e hCG. As taxas de prenhez da
segunda IATF foram 40,0% (12/30) e 22,2% (8/36), respectivamente, para 0S grupos
BE e hCG. As taxas de prenhez acumulada para os grupos BE e hCG foram,
respectivamente, 72,3% (60/83) e 68,3% (69/101). O uso do BE e hCG para
ressincronizagdo da ovulacdo 24 dias apds a primeira inseminacdo ndo afetou a taxa
de prenhez da primeira IATF. As taxas de prenhez obtidas na segunda IATF foram
inferiores as expectativas, considerando a resposta da primeira IATF. Entretanto, as
taxas de prenhez acumulada foram similares e satisfatdrias para os primeiros 33 dias

da estagdo de acasalamento.

Palavras-chave: ressincronizacéo da ovulacéo, benzoato de estradiol, hCG, corpo luteo e

taxa de prenhez



Effect of estradiol benzoate or human chorionic gonadotropin (hCG) in beef heifers

submitted at resynchronization of ovulation protocols.
Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of resynchronization of ovulation, which
began 24 days after the first TAI, on the corpus luteum area (CL), plasma progesterone
production (P4) and pregnancy rates. Exp.1 526 Brangus heifers between 24 and 26
months of age were submitted to a TAI program at the beginning of the breeding season.
The protocol synchronization for the first TAI started with the insertion of an
intravaginal implant containing 750 mg progesterone (P4) and the administration of 2
mg of estradiol benzoate (EB) intramuscular (i.m.) on day -9 (D-9). After seven days
(D-2), P4 implants were removed, and 150 pg D-cloprostenol (PGF), and 1 mg estradiol
cypionate (EC), were administered, i.m. The TAI was carried out between 48 and 54
hours after removal of the P4 implant (D0). Twenty-four days after the first TAI (D24),
heifers were divided randomly into the following groups: control (n = 167, untreated),
EB (n =208, 1 mg EB, i.m.) and hCG (n = 151, 1000 IU hCG, i.m.). Heifers of the EB
and hCG groups received a new intravaginal implant containing 750 mg of P4 on D24.
On day 31 (D31), P4 implants were removed and the pregnancy diagnosis was
performed by ultrasonography. Pregnancy rates for the first TAI, on D31, were 58.7%
(98/167), 53.4% (111/208) and 52.9% (80/151), respectively, for the control, EB and
hCG groups. Non-pregnant heifers received 150 pg PGF, i.m., and 1 mg EC, i.m., and
the second TAI was performed 48 to 54 hours after removal of the P4 implant (D33).
On D31, subgroups of pregnant cows from each experimental groups were randomly
divided to determine the surface area of the CL by ultrasound and blood samples were
collected to determine P4 concentrations: control (n = 13), BE (n = 26), and hCG (n =
24). The surface area of the CL was significantly higher (P<0.05) in the hCG group
(3.42+0.76 cm?) compared to the EB (2.44+0.57 cm?) and control (2.61+0.61 cm?)
groups. Also, P4 concentrations were significantly higher (P<0.05) in the hCG group
(12.43+£3.48 ng/mL) compared to the EB groups (6.92+3.04 ng/mL) and control
(7.29+2.45 ng/mL). The use of EB and hCG in ovulation resynchronization programs 24
days after TAI did not affect the pregnancy rates of the first TAI It is likely that EB



mechanism of action does not affect the activity of the CL and P4 production,
consequently having no negative effect on the maintenance of pregnancy. Nevertheless,
the hCG treatment on D24 increased the area of CL and P4 plasma levels, but this effect
neither improves nor compromised pregnancy rate of the first TAI. Exp.2 184 aged 24-
26 months Brangus heifers old with mean body weight of 361+29.2 kg were submitted
to two consecutive TAI programs. The synchronization protocol to the first TAI was the
same as in Exp.1. Twenty-four days after the first TAl (D24), heifers were randomly
divided according to the hormones used for resynchronization, according to the
following groups: BE (n = 83, 1 mg EB, i.m.) and hCG (n = 101, hCG 1000 IU, i.m.).
Heifers of the EB and hCG groups received a new intravaginal device containing 750
mg of progesterone on D24. On D31, P4 implants were removed and pregnhancy
diagnosis was performed by ultrasonography. The first TAI pregnancy rates on D31
were 63.9% (53/83) and 64.9% (65/101), respectively, for the EB and hCG groups.
Heifers diagnosed as open received 150 pug PGF, i.m., and 1 mg EC, i.m.; the second
TAIl was performed on D33. Thirty days after the second TAI (D63), the second
pregnancy diagnosis was performed. Pregnancy loss rates from D31 to D63 were 9.4%
(5/53) and 6.2% (4/65) respectively for the EB and hCG groups. Pregnancy rates for the
second TAIl were 40.0% (12/30) and 22.2% (8/36), for the EB and hCG groups
respectively. The cumulative pregnancy rates for EB and hCG groups were,
respectively, 72.3% (60/83) and 68.3% (69/101). The use of hCG and EB for
resynchronization of ovulation 24 days after the first insemination did not affect
pregnancy rates of the first TAI. Pregnancy rates obtained in the second TAI were
below expected values, considering the first TAI response. However, cumulative
pregnancy rates were similar and satisfactory for the first 33 days of the breeding

season.

Keywords: resynchronization ovulation, estradiol benzoate, hCG, the corpus luteum and

pregnancy rate



Lista de Abreviaturas e Siglas

BE - Benzoato de estradiol

BMPs — Proteinas morfogenéticas 6sseas

CE - Cipionato de estradiol

CL - Corpo luteo

cm? - Centimetros quadrados

E2 - Estradiol - 17p

ECC - Escore de condi¢éo corporal

EGF — Fator de crescimento epidérmico

ER - Receptores para estradiol

FGFb - Fator de crescimento basico de fibroblastos
FSH - Hormonio foliculo estimulante

FSH-R - Receptor para o horménio foliculo estimulante
g - Grama

GH - Hormonio do crescimento

GnRH - Horménio liberador de gonadotrofina
hCG - Gonadotrofina coriénica humana

HDL - Lipoproteina de alta densidade

i.m. - Intramuscular

IA - Inseminacdo artificial

IATF - Inseminacdo artificial em tempo fixo
IFN-t — Interferon-tau

IGF - Fator de crescimento semelhante a insulina
IGF-I - Fator de crescimento semelhante a insulina - 1
IGF-I1 - Fator de crescimento semelhante a insulina - 2
LDL - Lipoproteina de baixa densidade

LH - Horménio luteinizante

LH-R - Receptor para 0 hormonio luteinizante
mg - Miligrama

MHz - Mega-hertz

mL - Mililitro

mm - milimetro

n - Nimero

ng - Nanogramas

OCT - Ocitocina

OTR - Receptor para ocitocina

P4 - Progesterona

PGF - Prostaglandina F2 alfa

PGF2a - Prostaglandina F2 alfa

RNAm - Acido ribonucleico mensageiro

TGFp - Fatores de transformacéo de crescimento
Ul - Unidade internacional

US - ultrassonografia

a - Alfa

f - Beta

ug - Micrograma
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro é constituido de aproximadamente 212 milhdes de
cabecas (IBGE, 2014). Deste total, em torno de 76,1 milhdes de animais comp&em-se de
fémeas entre 2 a 3 anos de idade (13,5 milhGes de cabecas) e vacas adultas (62,6
milhdes de cabecas). Estes fatos relacionados ao avanco da agricultura sobre as areas
anteriormente exploradas exclusivamente pela pecuéria refletem na necessidade de
ampliar o uso de tecnologias nas diversas etapas produtivas de bovinos de corte,
principalmente em rebanhos de cria. O uso de biotecnologias como a inseminagao
artificial, tem proporcionado o aumento de ganhos genéticos na producéo de terneiros e
a otimizacdo do manejo em rebanhos de cria com o maior controle das estacBes de
acasalamento e paricdo (STEVENSON et al., 2003). A partir dos programas de
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) busca-se aumentar o nimero de fémeas
bovinas parindo terneiros produzidos pela inseminagao artificial, aumentando a taxa de
servico e reduzindo o intervalo entre as inseminacGes sem o comprometimento da
sobrevivéncia do concepto (CAMPOS et al., 2013). Atualmente relata-se que a IATF
pode proporcionar taxas de prenhez de 40 a 60% na primeira IA, sem deteccdo de estro
e no inicio da estacdo de acasalamento (PENTEADO et al., 2005; BARUSELLI et al.,
2006). Neste sentido, a repeti¢cdo dos protocolos de IATF pode proporcionar altas taxas
de prenhez em um curto espaco de tempo durante a estacao reprodutiva, resultando em
aumento da taxa de servigo e reduzido intervalo entre as IA’s (CAMPOS et al., 2013).

Estudos prévios tém demonstrado que a ressincronizacdo do retorno estral
permite repetir a inseminacao de fémeas ndo gestantes na primeira inseminacdo artificial
(GALVAO et al., 2007; BUTTREY et al., 2010). Entretanto, para evitar a necessidade
de observagéo do estro para executar o segundo servico, tem sido proposto iniciar 0s
programas de ressincronizacdo da ovulacdo para a segunda inseminacdo antes do
primeiro diagnostico de gestacdo. De maneira geral, os protocolos utilizados para
ressincronizagao do estro sdo os mesmos utilizados para sincronizar a ovulagéo para a
primeira IATF, porém, iniciam 7 a 8 dias antes do primeiro diagnodstico de gestacdo

precoce realizado 28 a 31 dias ap6s a primeira IATF. Assim, a aplicacdo da
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prostaglandina é realizada logo apds a determinacdo dos animais prenhes, sem risco de
induzir a lutedlise indesejada e a perda reprodutiva.

Grande parte dos estudos sobre ressincronizagdo de fémeas bovinas, com
prenhez ainda desconhecida, foram realizados com a administracdo de GnRH para a
indugdo da nova onda de emergéncia folicular, sendo limitados os estudos sobre a
viabilidade de uso do benzoato de estradiol nestes protocolos (CAMPOS et al., 2013;
SA FILHO et al., 2014). Estudos relatam que a aplicacdo de estradiol durante o meio do
ciclo estral para ressincronizacdo do retorno estral pode comprometer a capacidade do
corpo lateo em produzir progesterona (MUNRO e MOORE, 1985; EL-ZARKOUNY e
STEVENSON, 2004) e implicar na diminuicdo da taxa de prenhez da primeira
inseminacdo (CUTAIA et al., 2002). Entretanto, estes autores ndo apresentaram
avaliacbes da utilizacdo deste hormoénio sobre a manutencdo da gestacdo pré-
estabelecida. Estudou-se como alternativa a aplicacdo da gonadotrofina coribnica
humana (hCG) como indutor da nova onda folicular no inicio dos programas de
ressincronizacdo (BUTTREY et al., 2010). Os autores relataram que o hCG poderia
induzir um maior numero de foliculos a ovulacdo no inicio do protocolo de
ressincronizacao e, por consequéncia, aumentar a sincronizagao da ovulacao e a taxa de
prenhez apds a segunda inseminacdo. Além do mais, BUTTREY et al. (2010),
consideram que o maior nimero de corpos luteos auxiliares resultantes da aplicacdo do
hCG pode aumentar a concentracdo de progesterona nas fémeas prenhes e reduzir as
perdas gestacionais que podem ocorrer devido a manipulacdo hormonal do protocolo de
ressincronizacao.

Frente a estas consideracOes, a utilizacdo de hormdnios que tenham a capacidade
de induzir uma nova onda folicular e que ndo tenham efeitos deletérios sobre a
manutencdo da gestacdo pode ser um aspecto determinante para 0 sucesso da
ressincronizagio (SA FILHO et al., 2014; BUTTREY et al., 2010).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho reprodutivo de novilhas de corte submetidas a diferentes
protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo prévios ao diagnostico de gestacdo da

primeira inseminagé&o artificial em tempo fixo (IATF).

1.1.2 Obijetivos especificos

- Avaliar a aplicacdo de protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo com
progesterona, benzoato de estradiol ou gonadotrofina coriénica humana (hCG) sobre a
area do corpo luteo e a concentracdo sérica de progesterona de novilhas prenhes da

primeira IATF;

- Avaliar as taxas de prenhez da primeira IATF e a acumulada apds a segunda
IATF de novilhas de corte submetidas a diferentes tratamentos hormonais para

ressincronizacdo da ovulacgéo;

- Determinar as perdas gestacionais entre 31 e 63 dias da primeira IATF em
novilhas submetidas aos tratamentos com BE ou hCG e progesterona para a realizacéo
da segunda IATF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BASES FISIOLOGICAS DA REPRODUCAO EM BOVINOS

O conhecimento dos conceitos basicos da reproducdo é fundamental para o
entendimento da aplicacdo das tecnologias estudadas. A espécie bovina possui
caracteristicas relacionadas a foliculogénese e, principalmente a dindmica folicular, que
implicam na resposta reprodutiva apos a aplicacdo de protocolos de sincronizacéo de
estro e ovulacdo. Consideracdes sobre a foliculogénese, ciclo estral e dindmica folicular

serdo descritas a seguir para maior compreensao dos trabalhos realizados.

2.1.1 Foliculogénese

O ovaério é a estrutura anatbmica das fémeas responsavel pela gametogénese de
odcitos fecundaveis e pela esteroidogénese de horménios, necessarios para a concepgao
e manutencdo da prenhez (HAFEZ e HAFEZ, 2000). Entre 40 a 70 dias p6s-concep¢do
a regido cortical e medular do ovério estdo presentes em fetos bovinos, ocorrendo o
processo de formacdo de odcitos a partir da meiose das oogdnias até aproximadamente
150 dias de idade fetal (ERICKSON, 1996). Nesta etapa o0s o6citos passam a ser
rodeados por células da granulosa achatadas, consideradas entdo células da pré-
granulosa, e circundados por uma lamina basal formando assim os foliculos primordiais.

O processo de ativacdo e desenvolvimento dos foliculos primordiais a foliculos
priméarios ocorre de forma independente da acdo de gonadotrofinas, sendo esta fase
denominada de recrutamento folicular (ROCHE, 1996). Durante o recrutamento
folicular ocorre o inicio da proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa,
adquirindo conformacdo cuboide, seguido da formacdo da zona peltcida que é composta
de substancias glicoprotéicas. Neste estagio o foliculo ja € responsivo a gonadotrofina
FSH, prosseguindo o seu crescimento (HAFEZ e HAFEZ, 2000). O foliculo secundario
constitui-se da formacédo das primeiras celulas da teca e a composicdo de mais duas a
trés camadas de células da granulosa.

A formacdo do foliculo tercidrio acontece pela acdo das gonadotrofinas,
principalmente do FSH, caracterizando-se pela proliferacdo do liquido folicular entre as

células da granulosa formando o primdérdio da cavidade antral (HAFEZ e HAFEZ,
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2000). Os foliculos antrais séo constituidos de um odcito circundado intimamente pela
zona peldcida, corona radiata e pelo “cumulus oophorum” formado por células da
granulosa que se pronunciam até a estrutura oocitaria, havendo também camadas de
células tecais (SANTOS et al.,, 2008). Neste estagio ocorrem 0s processos de
divergéncia e dominancia folicular e por consequéncia a atresia ou a ovulagdo. O
periodo representado pelo crescimento e diferenciacdo de um foliculo primordial em um

foliculo ovulatorio tem duracdo aproximada de 60 dias (LUSSIER et al., 1987).

2.1.2 Ciclo estral e dindmica folicular

Os bovinos sdo animais poliéstricos anuais, que apresentam comportamento
estral entre 17 a 25 dias, compreendendo um intervalo médio de 21 dias (SIROIS e
FORTUNE, 1988). O ciclo estral é definido como o periodo decorrido entre dois
episodios de manifestacdo do comportamento estral em fémeas ciclicas e ndo gestantes,
sendo controlado por interacdes de hormonios secretados pelo hipotalamo, hipofise
anterior, ovarios e Utero (HAFEZ e HAFEZ, 2004). De maneira geral o ciclo estral é
dividido em quatro fases: pro-estro, estro, metaestro e diestro. Estas fases podem ser
agrupadas em duas grandes fases que relacionam a acdo hormonal que ocorrem nas
mesmas, ou seja, fase folicular ou estrogénica que compreende do crescimento folicular
até a ovulacdo (pré-estro e estro), e a fase luteinica ou progesterdnica que compreende
da formacdo do corpo luteo até a lutedlise (metaestro e diestro) (MACMILLAN e
BURKE, 1996).

A teoria das ondas foliculares foi inicialmente proposta por RAJAKOSKI
(1960). O autor realizou estudos histologicos em ovarios de novilhas e sugeriu a
ocorréncia de duas ondas de desenvolvimento de foliculos antrais durante o ciclo estral.
Posteriormente foi demonstrada, por exames ultrassonograficos, a ocorréncia de duas
até quatro ondas de crescimento folicular por ciclo (PIERSON e GINTHER, 1988). A
dindmica folicular e suas inter-relagbes com os intervalos de tempo, alteracfes
endocrinoldgicas e ovarianas durante o ciclo foram amplamente estudadas a partir
destes estudos prévios (GINTHER et al., 1989a; ADAMS et al., 1992).

A dinamica folicular pode ser definida como o processo continuo de crescimento

e regressdao de foliculos que culmina com o desenvolvimento do foliculo ovulatério
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(LUCY et al., 1992). Segundo Webb et al. (2004), o crescimento folicular é
caracterizado pela fase independente de gonadotrofinas e fase dependente. A fase
independente define-se pelo crescimento dos foliculos antrais até o didmetro de 4 mm
na auséncia de FSH e LH, e acdo de fatores locais como fatores de transformacéo de
crescimento (TGFp), fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs), inibina,
ativina e folistatina (SPICER e STEWART, 1996; SUGIURA et al., 2007). Segundo
GONG et al. (1996), a fase de crescimento folicular dependente de gonadotrofinas inicia
guando os foliculos atingem 4 mm e estende-se até 8 mm de didmetro. Neste estagio de
crescimento os foliculos sdo dependentes de FSH e independente de LH. No entanto,
foliculos maiores de 9 mm tornam-se gradualmente responsivos ao LH enddgeno ou ao
FSH exdgeno (GONG et al., 1996).

Segundo GINTHER et al. (1997), a onda de crescimento folicular é dividida em
quatro fases: recrutamento, divergéncia, dominancia e atresia ou ovulagdo do foliculo
dominante. A emergéncia de uma onda folicular est4 associada ao aumento transitorio
nas concentracGes plasmaticas de FSH e término do periodo de independéncia folicular
aos hormonios gonadotroficos. Essa etapa € caracterizada pela retomada do crescimento
de um grupo de 5 a 20 foliculos terciarios que possuem 3 a 5 mm de didmetro e sofrem
a acdo do FSH (ADAMS et al., 1992). O FSH liga-se aos seus receptores (FSH-R)
localizados nas células da granulosa (RICHARDS et al., 1998). A elevacdo transitoria
do FSH no inicio da emergéncia folicular determina o aumento da atividade das enzimas
aromatases (P450arom e CYP19) localizadas nas células da granulosa, que atuam
convertendo androgenos oriundos das células da teca em estrdgenos, e que promove o
aumento da taxa de crescimento folicular. O aumento do tamanho folicular estimula a
producdo de estradiol e inibina que pelo mecanismo de feedback negativo sinalizara a
hipofise anterior para reducgdo da concentragdo de FSH circulante (SUNDERLAND et
al., 1994). Desta forma, ocorre a divergéncia e um foliculo torna-se dominante, dando
continuidade ao seu crescimento, em detrimento da atresia dos outros foliculos que
foram recrutados na mesma onda. Segundo GINTHER et al. (2000), o foliculo
dominante aumenta a responsividade ao LH e continua o seu crescimento apds a
diminuicdo do FSH. Os receptores do LH (LH-R) estéo localizados nas células da teca e

granulosa nos foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento. Entretanto, com o
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crescimento dos foliculos, os receptores de LH multiplicam-se nas células da teca e,
apos a selecdo da dominancia, tornam-se presentes nas células da granulosa, permitindo
que o foliculo dominante mantenha a producdo de estradiol e o seu crescimento até a
ovulacdo mesmo em baixas concentracdes de FSH (IRELAND e ROCHE, 1983; XU et
al, 1995).

O desenvolvimento do foliculo dominante pode ser divido em trés fases:
crescimento, estatica e regressdo. Segundo SILCOX et al. (1993), a fase de crescimento
folicular ocorre da emergéncia (3 a 5 mm) da primeira onda folicular e perdura até o
sexto ou oitavo dia ap6s o inicio da onda. Apds o foliculo atingir o platé de crescimento
devido ao feedback positivo do LH, altos niveis de estrdgeno e inibina, inicia-se a fase
estatica onde ocorre pausa do crescimento folicular e dominancia do foliculo de maior
didametro, causando atresia dos foliculos subordinados (GINTHER et al., 1989b).
Portanto, a fase de crescimento é o periodo que decorre da emergéncia de uma nova
onda até 0 momento em que o diametro do foliculo cessa o seu crescimento. A fase
estatica compreende o periodo em que o foliculo ndo altera o seu didmetro, perdurando
até o momento em que se inicia a fase de regressdo ou a fase de divergéncia,
caracterizada como a etapa da selecdo que define a dominéncia folicular. O foliculo
dominante pode ser definido como aquele que estd 2 mm maior do que os foliculos
subordinados (SIROIS e FORTUNE, 1990).

O processo de crescimento e de atresia dos foliculos perdura enquanto o corpo
luteo se mantiver funcional, o que ocorre mesmo durante a gestacdo (GINTHER et al,
1989a). Entretanto, quando ndo ha o reconhecimento materno da gestagdo através da
secrecdo de interferon-tau (IFN-t), desencadeia-se o processo de lutedlise (THATCHER
et al., 2001). A partir da lutedlise do corpo lGteo ocorrera a queda das concentracdes de
progesterona em niveis basais e coincidird com a grande quantidade de estradiol
produzido pelo foliculo dominante. O estradiol produzido ird por meio de feedback
positivo desencadear a liberacdo de GnRH-LH, resultando em um pico de LH que
resultara na maturacéo final e ovulacéo do foliculo dominante (FORTUNE et al., 1994).

A evolucdo da ultrassonografia possibilitou o aprofundamento dos estudos sobre
dindmica folicular e a confirmacdo das teorias sobre o crescimento de ondas foliculares
durante o ciclo estral em bovinos. Segundo PIERSON e GINTHER (1988) e SAVIO et
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al. (1988), o ciclo estral bovino pode ser composto de duas a quatro ondas de
crescimento folicular, no entanto, a maioria dos animais possuem duas ou trés ondas,
originando o foliculo ovulatorio somente na ultima onda.

Ciclos de duas ondas caracterizam-se por terem a primeira onda detectada no dia
da ovulagdo, denominado dia 0. A partir deste momento ha o crescimento dos foliculos
durante 6 a 8 dias, fase de crescimento. A fase estatica decorre por mais 6 dias e
posteriormente ocorrem a regressao folicular ou a ovulacdo. A segunda onda folicular,
em média, é identificada 10 dias ap0s o inicio do ciclo. Ciclos com trés ondas tém em
média o inicio das respectivas ondas nos dias 0, 9 e 16. Foliculos dominantes
ovulatorios sdo normalmente determinados como foliculos das dltimas ondas foliculares
de ambos os ciclos estrais, ou seja, com duas ou trés ondas. A ocorréncia da atresia
folicular se da pelo elevado nivel de progesterona, que promove um blogqueio no eixo
hipotalamico-hipofisario e, consequentemente, na liberacdo de GnRH e LH, inibindo o
estimulo para a ovulacdo dos foliculos das ondas iniciais (SAVIO et al., 1988; SIROIS e
FORTUNE, 1988). Segundo GINTHER et al. (1989b), esta diferenca observada entre a
guantidade de ondas de crescimento folicular esta relacionada a duracdo do ciclo.
Animais com ciclos de duas ondas apresentam menor intervalo entre a emergéncia
folicular e o inicio da regressdo do corpo luteo e menor intervalo interovulatorio (16,5 e
19,2 dias) em relacdo a animais que apresentam trés ondas foliculares (20,4 e 22,8 dias).

O sistema IGF (fatores de crescimento semelhante a insulina) desempenha papel
importante na selecdo do foliculo dominante (BURATINI Jr., 2007). Estes fatores de
crescimento tém acdo sinergica ao FSH promovendo o crescimento folicular e a
producéo de estradiol (FORTUNE et al., 2004). O IGF-1 e o IGF-2 ativam 0s receptores
de IGF tipos 1 e 2, presentes nas células da camada da granulosa e da teca,
respectivamente (BURATINI Jr., 2007). Os niveis de IGF total ndo sdo diferentes no
fluido folicular de foliculos dominantes em relagé@o aos foliculos subordinados, mas os
niveis de IGF-I livre sdo maiores no fluido folicular do maior foliculo comparado ao
segundo maior da mesma onda, o que reforcga a ideia de que o sistema IGF pode atuar no
processo de selecdo do foliculo dominante (BEG et al., 2002).

Além da regulacdo dos processos de selecdo e dominancia folicular, fatores

como Kit-Ligante, IGF-I, fator de crescimento epidérmico (EGF) e fibroblastico basico
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(FGFb), ativina, inibina, folistatina e as BMPs (proteinas morfogenéticas 0sseas) sao
também responsaveis pelo processo de morte celular nos diferentes estagios foliculares
(ARAUJO et al., 2010). A ativina pode aumentar a producdo de estradiol no fluido
folicular, enquanto a folistatina inibe a acdo da ativina, alterando o mecanismo de
feedback do estradiol sobre o eixo hipotadlamo-hipdfise impedindo os estimulos para o
crescimento folicular. A inibina produzida nas células da granulosa possui feedback
negativo sobre a hipdfise anterior, suprimindo a secrecdo do FSH (PHILLIPS e DE
KRESTSER, 1998). Desta forma, é provavel que o balanco entre os fatores que
promovem sobrevivéncia e aqueles que induzem a atresia ira decidir se um determinado
foliculo continuara o seu desenvolvimento ou sofrera atresia (MAGALHAES et al.,
2009).

2.2 ASPECTOS DO RECONHECIMENTO E MANUTENQAO DA GESTAQAO

O reconhecimento materno da gestacdo pode ser definido como o periodo em
que o concepto sinaliza sua presenca ao Utero materno. Em bovinos a sinalizacdo
acontece no periodo inicial da gestacdo, sendo vital a intervencdo do embrido para a
manutencdo do corpo lateo através da atenuagdo da secrecdo luteolitica de
prostaglandina F2-alfa (PGF2a). Para que a gestacéo tenha o desenvolvimento esperado,
é necessario que se mantenha em atividade o corpo lGteo estabelecido apés a ovulagéo.
A seguir serdo detalhados os fendmenos relacionados ao reconhecimento materno e

manutencdo da gestacao.

2.2.1 Reconhecimento materno da gestacao

O periodo embrionario inicia-se na concepg¢do e termina nos estagios finais da
diferenciacdo sexual, por volta de 42 dias na espécie bovina. Esse periodo é seguido
pelo periodo fetal, que se encerra no término da gestacdo (COMMITTE, 1972).
Conforme a literatura, o principal desafio do estabelecimento da prenhez na espécie
bovina ocorre no periodo embrionério, entre os dias 15 e 19 apos a fecundagéo, periodo
que posteriormente foi designado de “periodo critico” (BINELLI et al., 2001). DISKIN
e SREENAN (1980) relataram que falhas de fecundacéo e desenvolvimento embrionario

até o oitavo dia poés-fecundacdo sdo responsaveis por 10% dos casos de falhas
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reprodutivas, enquanto as mortes embrionérias entre os dias 8 e 16 pos-fecundagéo
contribuem com mais de 30% dos casos. Segundo SANTOS et al. (2004), a maioria das
mortes embrionarias ocorrem logo apos a fecundacdo, 30% no dia 7, 40% entre os dias
8 e 17, e 24% entre os dias 17 e 24 apds a inseminacao artificial.

Durante o periodo critico, em fémeas bovinas ndo fecundadas ou com concepto
(embrido e membranas associadas) incapaz de bloquear a lutedlise, ocorre a regressao
funcional e estrutural do corpo lateo (CL). Esse evento fisiologico determina o inicio de
um novo ciclo estral. Entretanto, para haver a manutencdo da prenhez, deve ocorrer o
blogueio da lutedlise e a manutencgéo da secrecdo de progesterona (P4) pelo corpo lGteo.
Esse processo é conhecido como reconhecimento materno da gestacdo e pode ser
definido como o processo pelo qual o concepto sinaliza sua presenca ao Utero materno,
prolongando a vida do corpo luteo e mantendo a gestacdo a partir de uma comunicacgéo
bioguimica que se estabelece entre o concepto e o tecido endometrial (SPENCER e
BAZER, 2004). Em ruminantes, este periodo requer o alongamento do embrido, que
coincide com a maxima producéo de IFN-t. Nos bovinos, a secrecdo ocorre entre 0 12°
e 0 26° dia, com pico entre os dias 15 e 16 (FARIN et al., 1990; ROBERTS, 1991,
ROBERTS et al., 1991). Como resposta, 0 IFN-t impede a secre¢do de PGF2a a partir
da inibicdo da transcricdo de receptores de estrégenos (ER) (SPENCER & BAZER,
1996) e ocitocina (OTR) (SPENCER & BAZER, 1996; CHEN et al., 2006) no
endométrio. O IFN-t é um produto secretado em grandes quantidades pelas células do
trofoblasto do concepto de ruminantes antes da implantacdo (FARIN et al., 1989;
GRAY et al., 2002). E classificado como interferon do tipo | e sua principal funcio é
evitar o retorno a ciclicidade, preservando o funcionamento do corpo liteo durante a
gestacdo (ROBERTS et al., 2008).

2.2.2 Mecanismos de acdo do IFN-t

O mecanismo geral pelo qual o IFN-t inibe a regressdo do CL ¢ pela supressao
da liberacdo pulsatil de PGF2a endometrial a partir da sua ligacdo aos receptores de
interferon tipo | (BINELLI et al., 2001). O IFN-t produzido pelo embrido atua de
maneira paracrina no tecido materno suprimindo a transcricao de genes para OTR e ER
no epitélio luminal do endométrio (LAMMING et al., 1995; SPENCER e BAZER,



24

1995), evitando assim, a liberagdo de pulsos luteoliticos de PGF2a. Conforme
SPENCER E BAZER (1995), a elevacdo da expressdo dos genes para OTR e ER
detectados em fémeas ovinas ciclicas entre os dias 11 e 17 pds-estro ndo ocorrem em
fémeas gestantes ou em fémeas ciclicas que receberam infusdo uterina de IFN-t
(SPENCER et al., 1995). A hipotese levantada € que a inibi¢do de ER promovida pelo
IFN-t inibe o feedback positiva sobre os OTR. Desta forma, a ocitocina de origem
hipofisaria ndo terd possibilidade de promover a liberacdo dos pulsos de PGF2a
necessarios para lutedlise.

Em fémeas bovinas j& foram observados o efeito do IFN-t na inibi¢ao da sintese
de PGF2a em células endometriais epiteliais (DANET-DESNOYERS et al., 1994;
XIAO et al., 1998). Entretanto, a relacdo entre IFN-t, ER ¢ OTR ndo ¢ bem clara quanto
em ovinos. FUCHS et al. (1990) e JENNER et al. (1991), observaram diferencas
significativas na expressdo de OTR endometrial entre as fémeas bovinas prenhes e
ciclicas. ROBINSON et al. (2001) sugerem que 0 IFN-t possa inibir a expressdo de
OTR no endométrio. HORN et al. (1998) e LEUNG et al. (2001), observaram em
explantes endometriais que o IFN-t recombinante inibe a expressdo de OTR. Estes
trabalhos sugerem que o IFN-t secretado pelo concepto suprime a expressdao de OTR
endometrial. ROBINSON et al. (2001) estudaram a expressdo de receptores para
ocitocina (OCT), estrogeno (E2) e progesterona (P4) no endométrio bovino durante o
ciclo estral ou periodo inicial da gestacdo. Nesse estudo, ndo foi observada a expressao
de RNA mensageiro (RNAm) para OTR entre os dias 12 e 18 apds o estro no
endometrio de fémeas bovinas gestantes. A presenca de um concepto ndo promoveu
diferenga na expressdo de RNAm para ER no epitélio endometrial, nas glandulas
superficiais ou no estroma subepitelial entre os dias 12 e 14 pds-estro. Entretanto, entre
os dias 16 e 18 apos a fecundacdo, os autores observaram aumento nas concentragdes de
RNAmM para ER no epitélio luminal de fémeas ciclicas, enquanto que em fémeas
gestantes houve um declinio, ndo sendo identificado RNAm para ER no 18° dia. Esses
resultados indicam que a inibicdo de OTR promovida pelo IFN-t ndo esta relacionada
temporalmente & expressdo de ER nas fémeas bovinas e que em fémeas bovinas prenhes

ocorre 0 bloqueio da secrecdo da PGF2a, inibindo a expressdo de receptores de
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ocitocina e estrogenos no endomeétrio apds o reconhecimento materno da gestacéo,

diminuindo os efeitos do estradiol sobre o endométrio.

2.2.3 Formacéo do corpo luteo e a relacdo com a lutedlise

A formacdo do corpo liteo se da a partir da ovulagdo de um foliculo, sendo
caracterizado como uma glandula temporéria devido a producdo e secrecdo de
progesterona durante a fase luteal denominada diestro (MCCRACKEN et al., 1999;
NISWENDER et al., 2000). FITZ et al. (1982) e NISWENDER et al. (1985), estudaram
a morfologia tecidual do corpo liteo em ovinos e observaram a presenga de dois tipos
de células esteroidogénicas, as células grandes e as células pequenas. Posteriormente,
KENNY et al. (1989) estudaram a funcionalidade destas células e identificaram que as
células luteais grandes sem o estimulo de agentes luteotroficos secretam
aproximadamente sete vezes mais progesterona do que as células pequenas.

Aproximadamente no 16° ao 18° dia do ciclo estral, ao final da fase luteal
(diestro), a progesterona causa inibicdo de seus receptores, determinando o retorno da
acao estrogénica no hipotadlamo e endométrio, levando a um répido aumento na
expressdao de ER no Utero (SPENCER e BAZER, 1996). O aumento dos niveis de
estrdgeno determina 0 aumento da expressdao de OTR no endométrio e a liberacdo de
ocitocina pela hipofise posterior (SPENCER e BAZER, 1996). A ligacdo da ocitocina
em seus receptores estimula a sintese e secrecdo de PGF2a responsavel pelo inicio da
lutedlise (WATHES e LAMMING, 1995). Em fémeas bovinas a transferéncia da
PGF2a do Utero aos ovarios ocorre pelo mecanismo de contra-corrente estabelecido pela
artéria ovariana em aposicdo a veia uterina (GINTHER, 1974). Conforme
MCCRACKEN et al. (1973), ap0s a injecdo de PGF2a na veia uterina de ovelhas, a
substancia passa diretamente para a artéria ovariana ipsilateral.

Conforme HAYASHI et al. (2003) e AROSH et al. (2004), prostaglandinas
luteais podem contribuir para a autorregulacdo da atividade do corpo lateo. Os autores
sugerem o funcionamento de um sistema luteal de metabolismo, transporte e sinalizagdo
de PGE2 e PGF2. O estimulo luteal promovido pela PGF20 aumenta a liberacdo de
ocitocina luteal, que potencializa a liberacdo de prostaglandina uterina e luteal (FLINT e
SHELDRICK, 1982; WATHES e LAMMING, 1995; SHIRASUNA et al., 2007).
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2.2.4 Placentacdo e implantacdo embrionéria

O processo de desenvolvimento e anexacdo ao endométrio das membranas
associadas ao embrido é denominado de placentacio (BJORKMAN, 1976). Conforme
LEISER e KAUFMANN (1994), em bovinos a placentagdo € do tipo sinepiteliocorial,
sendo caracterizada por um processo de implantacdo levemente invasivo, em que seis
camadas teciduais (endotélio materno, tecido conjuntivo materno, epitélio materno,
trofoblasto, tecido conjuntivo embrionario e endotélio embrionario) estabelecem os
limites entre as circulagdes fetal e materna. Decorrente a placentacdo transcorre-se a
implantagdo embrionaria, processo vital para a existéncia da comunicagdo materno-
concepto em espéecies mamiferas.

A implantacdo do embrido ao utero materno é um mecanismo de adaptacdo do
concepto, necessario para a nutricdo e a manutencdo da estrutura embrionaria e fetal,
durante a gestacdo (SPENCER et al., 2004). Em fémeas bovinas, como anteriormente
descrito, o processo de reconhecimento materno da gestacdo ocorre no periodo pré-
implantacdo. Posteriormente, 0 embrido continua seu desenvolvimento alongando-se de
forma esférica para tubular, formando as membranas embrionérias (SPENCER et al.,
2004).

2.3 INFLUENCIA HORMONAL SOBRE A MANUTENCAO DA GESTACAO

A manipulacdo hormonal e os efeitos decorrentes sobre a manutencdo da
gestacdo sdo de suma importancia em programas de ressincronizacdo da ovulagdo. Na
literatura ha diversos trabalhos que relacionam tratamentos hormonais com o aumento
da sobrevivéncia embrionaria e, por consequéncia, 0 aumento das taxas de prenhez
provenientes de programas de IA. Atualmente, com o advento dos programas de
ressincronizacdo da ovulacdo para IATF, tem-se retomado estudos em que se relaciona
0 impacto da aplicagdo de diferentes hormonios indutores da sincronizacdo da onda
folicular com a manutencdo da atividade do corpo lGteo, a producdo de hormonios
esterdides e a manutencdo da gestacdo. Nesta etapa da revisdo, serdo descritos alguns

aspectos hormonais relacionados a manutencdo da gestacao.
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2.3.1 Importancia do corpo liteo e da progesterona na manutencgdo da gestacdo

A progesterona € um horménio esteride produzido a partir do colesterol
transportado até os ovarios através de lipoproteinas (HDL e LDL). O nivel plasmatico
de progesterona tem sido relacionado com a capacidade do corpo luteo em produzir este
horménio, resultando na manutencdo da gestagdo. Conforme a literatura, o tamanho do
corpo lateo é diretamente relacionado com o0s niveis de progesterona plasmaética, ou
seja, quanto maior o tamanho do corpo IGteo maior sera a concentracdo de progesterona
(YUNG et al., 1996; SARTORI et al., 2002). Entretanto, pode haver uma diferenca
temporal entre estes eventos, relata-se que o corpo lUteo apresenta um aumento de
tamanho até o 8° e 9° dia do ciclo estral e que a maxima concentragdo de P4 ocorre
entre 13° e 16° dia (TAYLOR e RAJAMAHENDRAM, 1991; MANN, 2009). Ainda,
MANN (2009) relata que ap6s o corpo lateo atingir o apice do seu crescimento o0 seu
tamanho ndo reflete mais a esteroidogénese. SANTOS et al. (2001) relataram que o
corpo luteo de baixa qualidade produz menor quantidade de progesterona, podendo
afetar as trés primeiras semanas de gestacdo e diminuir a sobrevivéncia da gestacao
inicial.

A suplementacdo exdgena de progesterona pode prevenir a baixa concentracao
deste horménio na fémea bovina e prevenir a morte embrionaria em vacas e novilhas de
leite (STEVENSON e MEE, 1991; EL-ZARJOUNY et al., 2001; VAN CLEEFF et al.,
1996). Em vacas de leite, a suplementacdo de progesterona com implante intravaginal
aumentou a taxa de prenhez quando o tratamento foi iniciado a partir do dia 3 apds a
ovulagdo (ROBINSON et al., 1989; VAN CLEEFF et al., 1996). Segundo WILMUT et
al., (1986), a suplementagéo de progesterona durante a fase luteal tendeu a aumentar a
taxa de prenhez em fémeas bovinas. Conforme STEVENSON et al. (2003b),
tratamentos com implante de progesterona juntamente com estrogenos podem prevenir a
morte embrionaria mesmo quando aplicados durante o periodo de estabelecimento da
prenhez. Assim como tratamentos que utilizam progesterona, 0 uso de agentes
luteotréficos como hCG também podem ser vantajosos. NASCIMENTO et al. (2012)
demonstraram que a utilizagdo de CIDR entre 5° e 19° dia do ciclo estral em vacas

holandesas em lactacdo ndo melhorou a concentracdo de progesterona quando
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comparado ao grupo controle, porém, a administracdo de hCG juntamente com CIDR
permitiu a elevacéo da P4 em novilhas.

2.3.2 Influéncia do estradiol sobre o ambiente uterino

O estradiol ou o 17p-estradiol € um hormonio esterdide produzido a partir do
colesterol pelas celulas da granulosa nos foliculos ovarianos. Este hormonio é
responsavel por varias funcdes na atividade reprodutiva das fémeas mamiferas. No
entanto, considera-se funcdo basica do estradiol a inducdo do comportamento estral e o
estimulo do pico pré-ovulatério do GnRH. Entretanto, existem ddvidas sobre a agdo do
estradiol sobre a atividade do corpo luteo e, consequentemente, manutengdo da prenhez.
ARAUJO et al. (2009) avaliaram se o tratamento com 1,0 mg de benzoato de estradiol
durante o diestro (dias 13 e 15 do ciclo estral) poderia estimular a secre¢édo de PGF2a e
antecipar a lutedlise quando associada com a ablacéo folicular realizada entre os dias 9 a
17 do ciclo estral. A ablacdo dos foliculos atrasou o inicio da lutedlise e o tratamento
com estradiol antecipou a secrecdo de PGF2a. Estes achados evidenciam o papel do
estradiol folicular em controlar a ocorréncia da luteolise, impedindo a sobrevida do
corpo lateo (HIXON e FLINT, 1987; MCCRACKEN et al., 1999; SILVIA et al., 1991).
A secrecdo de PGF2a é 0 evento que caracteriza o processo da lutedlise e esta associada
ao aumento dos pulsos de ocitocina da hipdfise posterior, ampliados pela ocitocina
secretada pelo corpo luteo durante o processo de lutedlise e a ligacdo da ocitocina aos
seus receptores do epitélio endometrial (GINTHER et al., 2007; MCCRACKEN et al.,
1999). Entretanto, a capacidade do epitélio endometrial de responder a ocitocina é
dependente da acdo coordenada do estradiol, da progesterona e seus respectivos
receptores (VALLET et al., 1990; SPENCER e BAZER et al., 1995). Durante o inicio e
a metade da fase luteal, a expressdo dos receptores de estradiol é suprimida no
endometrio, presumindo-se que ocorra acdo inibitéria pelo aumento da concentracdo de
progesterona (SPENCER e BAZER et al., 1995). Entretanto, durante o final da fase
luteal os receptores de estradiol no Gtero aumentam devido ao decréscimo dos
receptores de progesterona e/ou decréscimo da sensibilidade do Utero a progesterona
(MEYER et al., 1988; ROBINSON et al., 2001), e em parte por causa da auto-regulacéo

do estradiol a expressdo dos seus proprios receptores nas células endometriais
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(SPENCER et al., 1996; XIAO e GOFF., 1999). Além do mais, a estimulacdo dos
receptores de estradiol uterinos pelo estradiol circulante ou folicular, estimula a sintese
de receptores de ocitocina no endomeétrio, com subsequente inducdo da ocitocina lutea e
secrecdo de PGF2a pelo Utero (SILVIA et al., 1991; MAN et al., 2001). Os receptores
de ocitocina no Utero sdo sintetizados na presenca de estradiol circulante apds
downregulation dos receptores de progesterona, que ocorre apds a exposi¢do a uma
fonte de progesterona por 12 dias em vacas ou 10 a 12 dias em ovelhas (ROBINSON et
al., 2001; LAMMING e MANN, 1995). Portanto, conforme LAMMING e MANN,
1995 e MACHADO et al. (2008), € necessario que haja um aumento nos niveis de
progesterona (priming) para que ocorra a secrecdo de PGF2a em resposta ao estradiol.
ARAUJO et al. (2009) evidenciaram a associacao entre a fase do ciclo estral e a acdo do
estradiol sobre o desencadeamento da lute6lise. Segundo os autores, durante o inicio da
fase latea (periodo entre 9° e 15° do ciclo estral) a concentracdo de estradiol foi maior
no dia 9 do que no dia 15, sendo considerada a hipdtese que o déficit de receptores de
estradiol no Utero durante este periodo possa ser o limitante para que ocorra a lutedlise.
Em contraste, o atraso da lutedlise no final da fase luteal (entre 15° e 21° dia do ciclo
estral) pode estar relacionado com a ativacao tardia dos receptores de estradiol e ndo por
causa da falta de receptores uterinos. Assim, a associac¢ao dos receptores de ocitocina e a
subsequente indugédo da secrecdo de PGF2a podem ser determinadas pelo sincronismo
entre 0s receptores endometriais e a concentracdo circulante de estradiol (inicio da fase
luteal = limitacdo de receptores de estradiol vs fim da fase luteal = limitacdo da secre¢do
do estradiol). Contudo, faltam esclarecimentos sobre a associacdo entre os receptores
uterinos de estradiol e ocitocina em auséncia do estradiol folicular e a precisa relacéo
temporal entre a aquisicdo destes receptores, 0 aumento da circulacdo de estradiol e a
secrec¢éo uterina de prostaglandina.

Em um estudo que avaliou o efeito de diferentes doses de benzoato de estradiol
(0 mg, 1 mg, 2 mg e 4 mg) sobre a sincronizacdo da emergéncia de uma onda folicular.
E as concentracOes circulantes de estradiol e progesterona, BURKE et al. (2003)
observaram que apesar das concentracbes de estradiol permanecerem aumentadas
durante 72 horas apds a administracdo do estradiol, a progesterona nédo foi afetada pelos

tratamentos. Segundo os autores, a concentracdo de progesterona aumentou do dia 0
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(2,0£0,2 ng/mL) ao dia 1 (2,8+0,2 ng/mL), posteriormente atingindo um plateau do dia
1 ao 3 (2,8+0,2 ng/mL), demonstrando néo ter sido afetada pelos diferentes tratamentos
com estradiol. MUNRO e MOORE (1985) avaliaram a administracdo de 5 mg de
benzoato de estradiol em conjunto com um implante de progesterona em diferentes
periodos do ciclo estral de novilhas de corte. Os autores observaram que a aplicacéo de
estradiol no dia 17 do ciclo estral induziu a queda da concentracdo de progesterona de
forma evidente 2 dias apds o tratamento, sendo inferior ao grupo controle. Segundo 0s
autores, 0 benzoato de estradiol pode alterar a taxa de absor¢do da progesterona exdgena
modificando a secre¢éo e a vascularidade vaginal, ou a taxa de transporte e metabolismo
da progesterona. Os autores também referiram que o efeito depressor do estradiol sobre
a progesterona pode ser dependente do estagio do ciclo estral em que o benzoato de

estradiol for administrado.

2.3.3 Influéncia da gonadotrofina coridnica humana (hCG) sobre as estruturas
ovarianas e a producdo de progesterona

O hCG ¢é uma gonadotrofina com alta capacidade luteinizante e que pode
efetivar a sincronizagdo de uma onda folicular. Considerando esta caracteristica pontual,
0 uso do hCG tem sido investigado sobre a dindmica folicular. SCHMITT et al. (1996)
postularam que o hCG tem grande capacidade de luteinizar foliculos pré-ovulatérios
comparado ao GnRH. Os autores observaram que a administracdo de 1000 Ul resultou
em maior proporcdo de novilhas com os foliculos ovulados dois dias apds o tratamento,
em comparacdo com GnRH, também resultando em maior proporcdo de novilhas tendo
formacéo de estrutura luteal apos o tratamento com 500 ou 1000 Ul de hCG comparados
com 100 pg de GnRH. Achados similares foram observados por DAHLEN e LAMB
(2008), onde uma maior proporcao de novilhas Holandesas ciclicas que receberam 1000
Ul de hCG ovularam, comparado as que receberam 100 pg de GnRH. STEVENSON et
al. (2008) administraram 1000 Ul de hCG ou 100 pg de GnRH em vacas lactantes
prenhes entre 26 e 71 dias, e observaram maior propor¢éo de vacas com formagéo de
estrutura luteal quando tratadas com hCG (50%) do que GnRH (26%). Segundo
DALLEN et al. (2011), a diferenca da meia-vida do LH e hCG na circulacdo sanguinea

pode ser o responsavel pela maior eficiéncia no desaparecimento ou ovulagdo de
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foliculos grandes em novilhas tratadas com hCG em relagdo ao GnRH. Quando
administrados 3000 Ul de hCG em novilhas, foi observada a presenca de hCG no
plasma 66 horas apos a injecdo (SCHMITT et al, 1996), enquanto o LH retornou aos
niveis de concentracdo basal 6 horas apds a administracdo de 25 a 200 pg de andlogo de
GnRH (CHENAULT et al., 1990).

DALLEN et al. (2011) trataram novilhas pré-paberes com 500 ou 1000 Ul de
hCG e verificaram aumento do volume do corpo liteo e da concentracdo de
progesterona sérica em relacdo as novilhas tratadas com 100 pg de GnRH.
Corroborando estes resultados, SCHMITT et al. (1996) obtiveram maior concentragao
de progesterona em novilhas tratadas com 3000 Ul de hCG no 5° dia do ciclo estral do
que novilhas tratadas com 8 pg de buserelina. Da mesma forma, STEVENSON et al.
(2007) testaram a aplicacdo de hCG no 4° ao 9° ap6s a inseminacdo em vacas de leite,
resultando em maior concentracao de progesterona do que o tratamento com GnRH. Em
vacas de corte com cria ao pé, a concentracdo de progesterona foi maior 7 dias ap0s a
administracdo de 2500 Ul de hCG em relacdo ao GnRH (GEARY et al., 2001).
Novilhas de corte tratadas com 1500 Ul de hCG tiveram aumento do tamanho do corpo
lteo inicial, do corpo luteo acessério e maior concentracdo de progesterona comparada
com novilhas que receberam 10 ug de buserelina ou 25 mg de LH (MARQUES et al.,
2002). Conforme SCHMITT et al., (1996), 8 dias apds a administracdo de 1000UI de
hCG intravenosa e 2000 Ul de hCG intramuscular, 0 peso e o nimero total de células do
corpo lateo induzido pelos tratamentos com hCG foram maiores quando comparado ao
corpo lateo induzido pela administracdo de 8 pg de buserelina. Entretanto, BURNS et
al. (2008) ndo observaram diferenca na proporcdo de vacas com ovulacdo induzida e na
concentragcdo de progesterona 7 dias ap6s o tratamento com 500 a 3000 Ul de hCG ou
100 pg de GnRH em vacas de corte. Da mesma forma, BUTTREY et al. (2010)
obtiveram concentracdo de progesterona e numero de estrutura litea formada similar 7

dias apds o tratamento com hCG ou GnRH.

2.4 RESSINCRONIZACAO DA OVULACAO
A ressincronizacgdo consiste na sincronizacdo da ovulacdo da fémea bovina que

ndo concebeu apos a primeira IATF e tem por objetivo aumentar o nimero de terneiros
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nascidos por IA, eliminar deteccdo de estro no repasse por IA, diminuir o nimero de
touros necessarios para repasse e por consequéncia controlar os periodos de concepcéo e
paricdo (STEVENSON et al. 2003b).

Estudos anteriores demonstram que € possivel ressincronizar o retorno estral de
vacas ndo prenhes ap6s a primeira inseminacdo artificial em vacas de corte e leite
(STEVENSON et al., 2003b; GALVAO et al., 2007). No entanto, para evitar a
necessidade de deteccdo de estro para o segundo servico, tem sido proposto iniciar 0s
protocolos de ressincronizacdo para a segunda IATF no momento do diagndstico de
gestacdo, entre 0 28° e 0 32° dia apo6s a primeira IATF (GIORDANO et al., 2012;
MARQUES et al., 2012). De forma alternativa, estratégias tém sido estudadas para que
0s protocolos hormonais sejam iniciados antes do diagndstico de gestacdo, enquanto a
prenhez da inseminacdo prévia ainda é desconhecida, entre 0 19° e o 23° dia apds a
primeira IATF (STEVENSON et al., 2003b; COLAZO et al., 2007; CAMPOS et al.,
2013, SA FILHO et al., 2014). Desta maneira a aplicacdo de PGF2o é realizada
imediatamente apds o diagnostico das fémeas ndo gestantes (GALVAO et al., 2007).
Além de dispensar a deteccdo de estro para execucdo do segundo servico, 0 manejo de
ressincronizacdo da ovulagdo permite a reducdo do intervalo entre a primeira e segunda
inseminacdo (CHEBEL et al., 2003).

A ressincronizacdo da ovulacdo realizada previamente ao diagndstico de
gestacdo consiste em repetir um protocolo de sincronizacao da ovulagdo 7 a 9 dias antes
do exame gestacional (BUTTREY et al., 2010; SA FILHO et al., 2014). Imediatamente
apos a determinagédo do diagnostico de gestacao segue o protocolo hormonal nas fémeas
ndo prenhes aplicando o horménio luteolitico e realizando a indugdo da ovulagio
conforme previamente definido (COLAZO et al., 2007; CAMPOS et al.,, 2013).
Segundo demonstrado por SA FILHO et al. (2014), a ressincronizacio pode ser iniciada
22 dias apos a primeira IATF, realizando o diagndstico de gestacdo sete dias apos o
inicio do protocolo (29 dias de gestacdo), ocorrendo a segunda IATF, 31 dias apés a
primeira IATF. Contudo, apesar dos beneficios mencionados, pouco se sabe sobre o
impacto da manipulacdo hormonal necesséria para a ressincronizacéo da ovulagéo sobre

a atividade luteal, a producdo de progesterona e a manutencéo da prenhez.
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A ressincronizacdo de fémeas com prenhez desconhecida para a segunda IATF
podem ser iniciadas com GnRH, benzoato de estradiol ou hCG (FRICKE et al., 2003;
STEVENSON et al., 2003b; BUTTREY et al., 2010). FRICKE et al. (2003)
demonstraram que vacas tratadas com GnRH sete dias antes do diagnostico de gestacao
ndo tiveram aumento de perdas gestacionais e também ndo afetou a fertilidade da
segunda inseminagé&o.

Segundo SA FILHO et al. (2014), a sincronizacdo de novilhas de corte para a
primeira IATF com GnRH ou benzoato de estradiol 22 dias ap6s a IATF néo resultaram
em diferentes taxas de prenhez (41,5% e 41,9%, respectivamente), porém, a
ressincronizacdo com 0s mesmos hormonios demonstraram resultado favoravel para o
benzoato de estradiol (49,3%) em relacdo ao GnRH (37,2%). Entretanto, poucas
informacdes estdo disponiveis em relacdo ao efeito do benzoato de estradiol sobre a
prenhez pré-estabelecida quando aplicado no inicio dos protocolos de ressicronizacao da
ovulagéo. Estudos anteriores demonstram que o estradiol administrado no meio do ciclo
estral (13-14 dias ap0s a inseminacdo) de vacas de leite e corte para ressincronizacao do
retorno estral poderia comprometer o ambiente uterino para o estabelecimento do
embrido ou a habilidade do corpo luteo em produzir progesterona (EL-ZARKOUNY e
STEVENSON et al., 2004; MUNRO e MOORE, 1985) e reduzir a capacidade de
manutencdo da prenhez da primeira inseminagcdo (COLAZO et al., 2006; CUTAIA et
al., 2002). Em vacas de leite, foi observado que o uso de estradiol no inicio da
ressincronizacdo, 23 dias ap0s a primeira IATF, resulta em satisfatoria taxa de
concepgdo apds a segunda inseminagdo (CALIERI et al., 2007). Entretanto, os autores
ndo demonstraram se houve efeito negativo do benzoato de estradiol sobre a prenhez
pré-estabelecida devido a aplica¢do do protocolo de ressincronizagdo (CALIERI et al.,
2007).

SA FILHO et al. (2014) obtiveram aproximadamente 75% de taxa de prenhez
acumulada apds a ressincronizacdo de novilhas de corte em 32 dias de estacdo de
acasalamento apds a realizacdo de duas IATF neste periodo. Estes resultados
demonstram o incremento significativo da taxa de prenhez a partir de programas de
ressincronizacdo no inicio da estacdo de acasalamento, sendo considerada uma

importante ferramenta para aumentar a eficiéncia reprodutiva em rebanhos de cria.
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Segundo os autores (SA FILHO et al. 2014), a administracio de 1 mg de benzoato de
estradiol no dia 22 ap6s a primeira IATF ndo compromete a prenhez pré-estabelecida.
As perdas gestacionais totais relatadas sdo de 3%, similares a outros estudos
(RHINEHART et al., 2009; AONO et al., 2013). A aplicacdo exogena de estrégenos
parece ndo afetar a habilidade do corpo Iuteo em produzir progesterona e a manutencao
da gestagdo durante o periodo de reconhecimento materno da gestacdo (14 a 17 dias
apos a concepgdo). Assim, o efeito negativo dos estrogenos sobre a gestacdo ndo é
determinante para induzir a perda gestacional ap6s o periodo de reconhecimento da
prenhez (19 a 24 dias ap6s a primeira inseminacdo). Conforme a literatura, ndo hé efeito
negativo aparente sobre a taxa de prenhez em fémeas bovinas que receberam a aplicacéo
de 1 mg de benzoato de estradiol (STEVENSON et al., 2003b; MACMILLAN et al.,
1997; EL-ZARKOUNY e STEVENSON et al., 2004), ou 0,5 ou 1 mg de cipionato de
estradiol (STEVENSON et al., 2003b; EL-ZARKOUNY e STEVENSON et al., 2004)
para ressincronizacdo da emergéncia folicular. Entretanto, administragdo de 1 mg de
benzoato de estradiol (CUTAIA et al., 2002) ou 0,5 mg de 17-f estradiol (COLAZO et
al., 2006) utilizados para ressincronizar a onda folicular ou o retorno estral parecem
estar associados com a reducdo da taxa de prenhez da primeira IATF. COLAZO et al.
(2007) relataram que apesar de obterem taxas de prenhez abaixo do esperado em seus
experimentos, ndo houve indicacdo que o tratamento com estradiol tenha sido
responsavel. Conforme os autores, o didmetro do corpo luteo e a concentracdo de
progesterona ndo foram afetados pelo estradiol. Segundo BUTTREY et al. (2010), o
hCG pode ser uma alternativa para iniciar os protocolos de ressincronizacdo. Conforme
SCHIMITT et al. (1996) e STEVENSON et al. (2007), o hCG tem capacidade igual ou
superior de sincronizar a ovulagdo quando comparado ao GnRH. Em vacas de corte em
lactacdo, 500 Ul de hCG foi téo efetivo quanto 100 pug de GnRH ao induzir a ovulagéo
(BURNS et al., 2008). BUTTREY et al. (2010) observaram que em vacas de leite 1000
Ul de hCG excederam a resposta ovulatéria quando comparado ao grupo controle,
GnRH e a dose menor de hCG (500 UI).

Conforme os resultados de recentes estudos, as taxas de prenhez provenientes de
protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo que utilizam implantes de progesterona,

estrégenos ou GnRH, e prostaglandinas, podem ser consideradas satisfatérias quando
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aplicados antes do diagndstico de gestagdo. CAMPOS et al. (2013) observaram taxas de
prenhez na primeira IATF de 54,4%, na segunda IATF 42,3%, totalizando 74,0% de
prenhez acumulada em um intervalo de 33 dias em vacas Nelore lactantes
ressincronizadas 23 dias ap0s a primeira IATF utilizando no protocolo benzoato de
estradiol, implante de progesterona e prostaglandina. Conforme resultados apresentados
por MARQUES et al. (2012), a prenhez em programas de ressincronizagdo apresenta
variacdo conforme a categoria animal que € aplicada. Em vacas primiparas e
secundiparas, a segunda IATF apresentou decréscimo de 18,2 pontos percentuais na
taxa de prenhez (34,9%) comparada a primeira IATF (53,1%). Entretanto, as taxas de
prenhez de novilhas e vacas pluriparas na primeira IATF foram 58,4% e 56,3%, e na
segunda IATF, 52,6% e 52,7%, respectivamente. Estes resultados proporcionaram
prenhez acumulada de 80,3%, 69,4% e 79,3% respectivamente para: novilhas, vacas
primiparas e secundiparas, e vacas pluriparas. Considerando estes resultados positivos,
MARQUES et al. (2012) realizaram uma terceira IATF ou segunda ressincronizagdo nos
primeiros 80 dias de estacdo de acasalamento. Os autores observaram uma taxa de
prenhez final de 91,1%, sendo este o resultado acumulado da primeira IATF (62,5%),
segunda IATF ou primeira ressincronizacdo (57,5%) e terceira IATF ou segunda
ressincronizagio (44,0%). SA FILHO et al. (2014) estudaram a resposta de novilhas de
corte submetidas a programas de ressincronizacdo 23 dias apds a IA. Os autores
obtiveram taxas de prenhez de 57,1% para primeira e 61,5% de para segunda IATF,
proporcionando aproximadamente 75% de taxa de prenhez acumulada nos primeiros 31

dias da estacdo de acasalamento.



36

3 ARTIGO1

EFEITO DA APLICACAO DE BENZOATO DE ESTRADIOL
OU DA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA EM
PROTOCOLOS DE RESSINCRONIZACAO DA OVULACAO
SOBRE A PRENHEZ DA IATF

Marcos Rosa de Almeida’, Eduardo Pradebon da Silva', Jodo Batista Souza Borgest,
Amanda Bilha Machado®, Lais Steffen Gambin?®, Leticia Baumbach®, Marcelo Maronna
Dias® & Fabricio de Azevedo Velho?

Artigo publicado:
Acta Scientiae Veterinariae, 2015. 43: 1334.
http://www.ufrgs.br/actavet/43/PUB%201334.pdf ISSN 1679-9216



http://www.ufrgs.br/actavet/43/PUB%201334.pdf

37

Efeito da aplicagdo de benzoato de estradiol ou da Gonadotrofina Cori6nica
humana em protocolos de ressincronizagdo da ovulagio sobre a prenhez da IATF

[Effects of Estradiol Benzoate or Human Chorionic Gonadotropin for Ovulation
Resynchronization Protocols on Pregnancy rate per TAI]

Marcos Rosa de Almeida®, Eduardo Pradebon da Silva®, Jodo Batista Souza Borgest,
Amanda Bilha Machado?, Lais Steffen Gambin1, Leticia Baumbach?®, Marcelo Maronna

Dias? & Fabricio de Azevedo Velho?

'Unidade de Reproducéo de Bovinos, Departamento de Medicina Animal, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS,
Brazil.

M.V. autdnomo, Porto Alegre, RS.
CORRESPONDENCE: J.B. Borges [joao.borges@ufrgs.br - Tel.: +55 (51) 3308-6969].

Av. Bento Gongalves n. 9090, Bairro Agronomia. CEP 91.540-000 Porto Alegre, RS,
Brazil.

ABSTRACT

Background: Programs of resynchronization of ovulation have the objective of
allowing reinsemination of females that did not get pregnant after fixed time artificial
insemination (TAI), in the lowest time interval possible. These protocols are usually
composed of administration of estradiol benzoate (EB) concomitant to the insert of
progesterone-based (P4) intravaginal implants 22 to 24 days after the first TAL
However, little information is available on the impact of hormonal manipulation in a

pre-established pregnancy. The objective of this study was to evaluate if
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resynchronization of ovulation, started 24 days after the first TAI, would interfere in the
function of the corpus luteum (CL), production of P4, and pre-established pregnancy.

Materials, Methods & Results: For this study, 526 Brangus heifers with ages between
24 and 26 months, were subjected to TAI program in the beginning of the breeding
season. Synchronization protocol for the first TAI started with insertion of an
intravaginal implant containing 750 mg of P4 and administration of 2 mg of estradiol
benzoate (EB) intramuscular (im) on day -9 (D-9). After seven days (D-2), P4 implants
were removed, and 150 pg of D-cloprostenol (PGF), i.m., and 1 mg of estradiol
cypionate (EC), i.m., were administered. The TAI was performed between 48 and 54 h
after removal of the P4 implant (DO). Twenty-four days after the first TAI (D24), heifers
were randomly divided into the following experimental groups: Control (n = 167, no
treatment), EB (n = 208, 1 mg of EB, i.m.), and hCG (n = 151, 1000 1U of hCG, i.m.).
Heifers of EB and hCG groups received a new intravaginal device containing 750 mg of
P4 on D24. On day 31 (D31), P4 implants were removed and pregnancy diagnosis were
performed by ultrasound. Pregnancy rates from the first TAI on D31 were 58.7%
(98/167), 53.4% (111/208) and 52.9% (80/151) respectively for groups Control, EB and
hCG. Heifers diagnosed as non-pregnant received 150 pg of PGF, i.m., and 1 mg of EC,
im, and the second TAI was performed 48 to 54 h after removal of the implant (D33).
On D31, subgroups of pregnant heifers of each experimental group were randomly
selected to determine of area of CL and serum concentration of P4: Control (n = 13), EB
(n =26), and hCG (n = 24). The area of CL was significantly greater (P < 0.05) in group
hCG (3.42 £ 0.76 cm2) as compared to groups EB (2.44 + 0.57 cm2) and Control (2.61
+ 0.61 cm2). Similarly, serum concentration of P4 was significantly higher (P < 0.05) in
group hCG (12.43 £ 3.48 ng/mL) as compared to EB (6.92 = 3.04 ng/ml) and Control
(7.29 £ 2.45 ng/mL) groups.

Discussion: The use of EB and hCG in programs of resynchronization of ovulation 24
days after TAI did not interfere with the result of pre-established pregnancy. It is likely
that the mechanism of action of EB does not affect luteal activity, production of P4, and

consequently, has no negative effect in maintenance of pregnancy in protocols of
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resynchronization of ovulation. Treatment with hCG increased the area of CL and
production of P4; however, this effect did not favor pregnancy rates on the first TAL.

Keywords: heifers, TAI, resynchronization of ovulation, pregnancy.

Descritores: novilhas, IATF, ressincronizagdo da ovulagéo, prenhez.

INTRODUCAO

Os programas de ressincronizacdo da ovulacdo em bovinos de corte ttm como objetivo
possibilitar a segunda inseminacdo artificial a tempo fixo (IATF) em fémeas néo
gestantes da primeira inseminacdo no menor intervalo de tempo possivel [20,21]. Os
protocolos de ressincronizacdo tém sido delineados utilizando conjuntamente um
implante intravaginal de progesterona (P4) e benzoato de estradiol (BE) 22 a 24 dias
apos a primeira IATF. Sete a oito dias ap6s o0 inicio do protocolo, os implantes de P4
sdo removidos e, apos o diagndstico precoce de gestacao por ultrassonografia, as fémeas
ndo gestantes recebem o luteolitico e um indutor de ovulacdo, sendo inseminadas 31 a

33 dias apos a primeira A [6,20].

Entretanto, informacdes sobre o efeito do BE na atividade do corpo lateo (CL),
concentracdo sérica de P4 e manutencdo da gestacdo em protocolos de ressincronizacdo
ainda s&o limitadas. Como alternativa ao uso do BE, a gonadotrofina coriénica humana
(hCG) pode ser utilizada, considerando sua capacidade de induzir ovulagao e sincronizar
uma nova onda folicular [5]. Além disto, 0 uso do hCG pode aumentar a area do CL [4],
elevar a concentragdo da P4 sérica [12] e ter efeito positivo na manutencdo da prenhez

pré-estabelecida, quando utilizado em protocolos de ressincronizagédo da ovulagéo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a aplicagdo do protocolo de ressincronizacao da
ovulagdo, iniciado 24 dias apés a primeira IATF, combinando implante intravaginal de
P4, 1 mg de BE ou 1000 Ul de hCG, interfere na funcdo do CL gravidico, na producao
de P4 e na taxa de prenhez da primeira IATF.
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MATERIAIS E METODOS
Localizacéo e animais

O experimento foi realizado durante a estacdo reprodutiva (Novembro/2014 a
Janeiro/2015) na regido ecofisiogréafica da Depressdo Central do estado do Rio Grande
do Sul (RS), coordenadas geograficas 29°59°23" latitude sul e 52°22°41”’ longitude

oeste de Greenwich. O clima desta regido é classificado como Cf, temperado imido.

Neste estudo, foram utilizadas 526 novilhas Brangus (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus), entre 24 a 26 meses de idade e com peso corporal minimo de 300 kg. O escore
de condicdo corporal (ECC) foi determinado no inicio do protocolo de ressincronizagdo
(dia 24) numa escala de 1 a 5 (1 = muito magra e 5 = excessivamente gorda).

Protocolo de sincronizagdo da primeira IATF

No inicio da estacdo reprodutiva, as novilhas foram submetidas a um protocolo de
IATF. O tratamento iniciou com a inser¢do de um implante intravaginal impregnado
com 750 mg de P4 (Prociclar®)! e aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol (BE,
Benzoato HC®)! (im), no dia -9 (D-9). Apods sete dias (D-2), o implante foi removido,
sendo aplicados via im 150 pg de D-cloprostenol (Veteglan®)' e 1 mg de cipionato de
estradiol (CE, Cipionato HC®)'. A IATF foi realizada entre 48 a 54 h ap6s a retirada do
implante (DO).

Protocolo de ressincronizagio da segunda IATF

Vinte e quatro dias apos a primeira IATF (D24) as novilhas foram divididas
aleatoriamente em trés grupos: Controle (n = 167, sem tratamento), BE (n = 208, 1 mg
de BE, im) e hCG (n = 151, 1000 Ul de hCG, im). No mesmo dia, as novilhas do grupo
BE e hCG receberam um implante intravaginal com 750 mg de P4. Sete dias apds
(D31), o dispositivo de P4 foi removido e realizado diagnostico de gestacdo por
ultrassonografia. As novilhas ndo gestantes receberam 150 g de D-cloprostenol (im) e
1 mg de CE (im). A segunda IATF foi realizada 48 a 54 h apds a retirada do implante
(D33).
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Exame ultrassonografico

O diagnostico de gestacdo foi realizado no D31 por ultrassonografia transretal,
utilizando um transdutor linear de 5 MHz (Chison 8300 Digital®)%. Também no D31,
trés subgrupos (Controle, n = 13; BE, n = 26 e hCG, n = 24) contendo apenas novilhas
gestantes foram aleatoriamente formados para determinar a area do CL. O célculo da
érea do CL foi realizado a partir da formula A = 7.R? onde o raio (R) foi determinado
como 0,5 x didmetro do CL. Para os CL que apresentaram cavidade, a area da cavidade
foi calculada e subtraida da area total do CL. A area do CL acessoério foi somada a do

CL pré-existente para determinacdo da area total.
Coleta de sangue e concentracao sérica de P4

No D31, as novilhas gestantes dos subgrupos Controle, BE e hCG foram submetidas a
coleta de sangue para determinar a concentracdo sérica de P4. A coleta de sangue foi
realizada através da puncdo da veia coccigea caudal com tubos a vacuo de 10 mL
contendo ativador de coagulo (Vacutainer®)®. As amostras foram refrigeradas por
aproximadamente 1 h, centrifugadas (2000 g x 10 min), sendo o soro envasado em tubos
eppendorf e armazenados a -20°C para posterior analise. As concentracfes séricas de P4
foram mensuradas através de kit comercial de quimioluminescéncia (Immulite 2000
Immunoassay System®)* seguindo recomendacdes do fabricante. A sensibilidade do
ensaio foi de 0,1 ng/mL e os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio foram de 7,9%

e 10,6%, respectivamente.
Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS versdo 18.0. A variavel
categérica prenhez, representada pela taxa de prenhez de cada grupo estudado, foi
analisada pelo teste de Qui-quadrado. As varidveis continuas (escore de condicdo
corporal (ECC), area do CL e concentracdo serica de P4) foram analisadas pelo teste de
Tukey. As variaveis continuas, &rea do CL e concentracdo sérica de P4, foram
submetidas & avaliacdo de associacdo de varidveis atraves da Correlacdo de Pearson. Os
grupos tratamento BE, hCG e o escore de condicdo corporal foram inseridos em um

modelo de regressao logistica utilizando o médulo Generalized Linear Model (GLM)
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para identificar o efeito dos tratamentos BE e hCG, e do ECC sobre as taxas de prenhez.
A variagdo da resposta prenhez foi analisada com base no seguinte modelo de regresséo

logistica:

Pi= exp (yij)/[1 + exp(yij)], em que Pi é a probabilidade da i-ésima vaca estar prenhe e
yij= m+ECC+BE+hCG+erro.

Foi considerado o nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS

O ECC determinado no D24 foi de 3,06 £ 0,45; 3,30 + 0,45 e 3,24 + 0,45 para 0S grupos
Controle, BE e hCG respectivamente, sendo o primeiro estatisticamente inferior aos
demais (P < 0,05).

As taxas de prenhez no D31 dos grupos Controle (58,7%, 98/167), BE (53,4%, 111/208)
e hCG (52,9%, 80/151) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura 2).
Conforme as analises realizadas por regressdo logistica, ndo houve efeito significativo

na interacdo entre os tratamentos e 0 ECC sobre a taxa de prenhez (P > 0,05).

No D31, as novilhas prenhes do grupo hCG apresentaram maior area do CL (P < 0,05)
guando comparados com as novilhas prenhes dos grupos Controle e BE (Tabela 1). Da
mesma maneira, a concentracdo sérica de P4 nas novilhas prenhes no D31 foi maior

para o grupo hCG (P < 0,05) em relacdo aos grupos Controle e BE (Tabela 1).
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Figura 1. Diagrama do protocolo de sincronizagdo da ovulagéo para a primeira IATF e
do protocolo de ressincronizacdo da ovulagédo para a segunda IATF, aplicacdo de BE ou
hCG, avaliagdo ultrassonografica (US). DG: diagnostico de gestagdo; CL: medida da
area do CL e coleta de amostras de sangue. hCG: gonadotrofina coriénica humana; BE:
benzoato de estradiol; CE: cipionato de estradiol; PGF: D-cloprostenol; DG: diagnostico

de gestacéo.
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Figura 2. Taxas de prenhez de novilhas Brangus submetidas a protocolos de
ressincronizagdo iniciados no dia 24 ap6s a primeira IATF, dos grupos: Controle (sem
tratamento); BE (1 mg de benzoato de estradiol) e hCG (1000 Ul de gonadotrofina

coridnica humana).

Tabela 1. Efeito da aplicacdo de protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo (D24)

sobre a area do corpo liteo (média + desvio padrdo, cm2) e a concentracdo sérica de

progesterona (média £ desvio padrdo, ng/mL) de novilhas Brangus prenhes (D31).

Area do corpo luteo Concentracéo de
Grupo NUmero (cm?) progesterona (ng/mL)
Controle 13 2,61+0,61° 7,29 £ 2,45°
BE 26 2,44 +0,57° 6,92 + 3,04°
hCG 24 3,42 0,76 12,43 +3,48"
Total 63 2,85+0,79 9,34 +4,10

“PMédias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferiram entre si
estatisticamente (P < 0,05).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que ndo houve efeito negativo dos
tratamentos para ressincronizacdo, BE e hCG no dia 24, sobre a prenhez da primeira
IATF (Figura 2). As taxas de prenhez foram compativeis e mesmo superiores aos
resultados apresentados em outros estudos [6,20], demonstrando que a ressincronizagéo
antes do diagnostico de gestacdo ndo afeta o estabelecimento da gestacdo apos a

primeira IATF.

Em novilhas e vacas de corte Bos indicus, o uso de BE no inicio do protocolo de
ressincronizacdo, ndo determinou diferenga nas taxas de prenhez da primeira IATF
[6,8]. Estes trabalhos evidenciam que a administracdo de BE no periodo entre a IATF e 0
diagnostico de gestacdo nao interfere no desenvolvimento embrionario inicial em bovinos
[21]. A aplicacdo do BE juntamente com uma fonte de P4, controla a frequéncia de
liberacdo de FSH e dos pulsos de LH, resultando em regressao dos foliculos dependentes
de FSH/LH e inicio de uma nova onda folicular [3,18]. O uso combinado destes
horménios tem sido recomendado nos protocolos de ressincronizacdo da ovulacdo

iniciados antes de executar o diagnostico de gestacéo [6,20].

No entanto, conforme a litergtura [1,15], quando o BE é aplicado durante a fase do
diestro, € possivel ocorrer a regressao precoce do CL através da ativacdo da sintese e
secrecdo de prostaglandina PGF. A luteolise provocada pela aplicacéo de estradiol pode
ter como causa a maior sensibilidade do CL com 15 a 17 dias de idade [1,2,19].
Knickerbocker et al. [13] avaliaram o fluxo sanguineo, a sintese e o metabolismo da
prostaglandina no Utero de vacas tratadas com 17-f estradiol, observando aumento
destes parametros relacionados com a lutedlise depois de 6 horas. Tambem foi
demonstrado haver diferencas significativas nas taxas de prenhez da primeira
inseminacdo em novilhas submetidas a ressincronizagdo de estro com BE e P4 13 dias
apos a primeira 1A [7,9]. Nestes casos, observa-se comprometimento do CL identificado

pela menor producédo de P4 ap06s a aplicacdo de estradiol [11,15].
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Nestes protocolos de ressincronizagdo do retorno estral, o CL presente possui 11 dias a
menos do que o CL no 24° dia apds a IATF, estando mais proximos do periodo critico
de inducdo da lutedlise [2,9]. Robinson et al. [19] caracterizaram a expressdo dos
receptores de P4, E2 e ocitocina no ciclo estral e inicio da gestacdo de bovinos, ndo
estabelecendo associagdo direta entre os receptores de ocitocina, responsaveis pela
ativacdo da lutedlise, e os receptores de E2. Segundo estes autores, a expressdo de
receptores de E2 é menor no endométrio de vacas gestantes. A partir destas relacdes,
ndo ha associacdo direta da regulacdo dos receptores de ocitocina com a expressao dos

receptores de E2 e a inducdo da lutedlise.

Neste estudo, as areas dos CL’s e as concentracdes séricas de P4 (Tabela 1) ndo
diferiram entre as novilhas tratadas ou ndo com 1 mg de BE 24 dias apds a primeira
IATF. Resultados semelhantes foram relatados por Colazo et al. [8] e Stevenson et al.
[21] que também ndo identificaram reducdo da funcdo lGtea ap6s o uso de BE em

protocolos de ressincronizacao de estros.

Considerando a possibilidade de BE induzir a lutedlise do CL gestacional, utilizou-se
como alternativa para iniciar o protocolo de ressincronizacao, a aplicacdo de 1000 Ul de
hCG. O hCG é um horménio com capacidade de induzir a ovulacdo do foliculo
dominante [5,10], a formacdo de um CL acessorio [22] e o aumento da area do CL
através do seu efeito luteotrofico [4,5], favorecendo a producédo de P4 pelo aumento do
namero de células luteais [10,12,16,17]. Estas caracteristicas sdo desejaveis nos
protocolos de ressincronizacdo da ovulagéo realizados antes do diagnostico de gestacéo,
por ndo afetarem o desenvolvimento embrionario e placentario [14]. No presente
trabalho, a aplicacdo de hCG determinou um aumento significativo na area do CL e na
producdo de P4, mas ndo foi observada diferenca na taxa de prenhez em relagcdo ao
grupo BE e Controle. A acdo do hCG também esta relacionada com a indugdo da
ovulacéo de foliculos médios no inicio da ressincronizacéo, reduzindo a producdo de E2
e evitando alteracbes no ambiente uterino que podem afetar o estabelecimento da
prenhez [14,23].
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CONCLUSOES

A utilizacdo do BE para ressincronizacdo da ovulagdo 24 dias apds a IATF ndo afeta a
fungdo luteal, enquanto o uso do hCG determina o aumento da &rea do CL e da
concentracdo de progesterona sérica no dia 31. A ressincronizacdo para realizacdo de
uma segunda IATF aos 33 dias ndo interfere na manutencdo da gestacdo estabelecida

pela primeira IA.
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RESUMO

Buscou-se avaliar com este experimento o desempenho reprodutivo de novilhas
de corte submetidas a duas IATFs nos primeiros 33 dias da estagdo reprodutiva. Para
este estudo, 184 novilhas Brangus com idade entre 24 a 26 meses e peso corporal médio
de 361,0+29,2kg foram submetidas a dois programas de IATF no inicio da estagdo
reprodutiva. O protocolo de sincronizacdo para a primeira IATF comegou com a
insercdo de um implante intravaginal contendo 750 mg de progesterona e a
administracdo de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) intramuscular (i.m.) no dia -9 (D-
9). Apds sete dias (D-2), os implantes de progesterona foram removidos, e 150 ug de D-
cloprostenol (PGF), i.m., e 1 mg de cipionato de estradiol (CE), i.m., foram
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administrados. A IATF foi realizada entre 48 e 54 horas apds a remocao do implante de
progesterona (D0). Vinte e quatro dias ap6s a primeira IATF (D24), as novilhas foram
aleatoriamente divididas conforme os hormoénios utilizados no programa de
ressincronizacdo da ovulagdo, formando dois grupos experimentais: BE (n = 83, 1 mg
de benzoato de estradiol, i.m.) e hCG (n = 101, 1000 Ul de hCG, i.m.). Novilhas dos
grupos BE e hCG receberam um novo dispositivo intravaginal contendo 750 mg de
progesterona no D24. No dia 31 (D31), os implantes foram removidos e o diagnéstico
de gestacdo por ultrassonografia foi realizado. As taxas de prenhez da primeira IATF no
D31 foram de 63,9% (53/83) e 64,9% (65/101), respectivamente, para 0s grupos BE e
hCG. Novilhas diagnosticadas como ndo gestantes receberam 150 pug de PGF, im., e 1
mg de CE, i.m., sendo a segunda IATF realizada em 48 a 54 horas ap6s a remocao do
implante (D33). Trinta dias apds a segunda IATF (D63), foi realizado o segundo
diagndstico de gestacdo. As taxas de prenhez da segunda IATF foram 40,0% (12/30) e
22,2% (8/36), respectivamente, para os grupos BE e hCG. Apos os dois diagnosticos de
gestacdo foram avaliadas as perdas gestacionais. Foram observadas entre o0s
diagnosticos de gestacdo dos dias 31 e 63, 9,4% (5/53) e 6,2% (4/65) de perdas
gestacionais respectivamente para os grupos BE e hCG. As taxas de prenhez acumulada
para os grupos BE e hCG foram, respectivamente, 72,3% (60/83) e 68,3% (69/101). O
uso do BE e hCG para ressincronizacdo da ovulagdo 24 dias apds a primeira
inseminacdo ndo refletiu sobre a taxa de prenhez da primeira IATF. Assim como ndo
interferiu sobre as taxas de prenhez obtidas na segunda IATF, apesar de numericamente
inferior. As taxas de prenhez acumulada foram similares e satisfatorias para 0s
primeiros 33 dias da estacdo de acasalamento. A ressincronizacdo da ovulacdo com BE
ou hCG ndo interferiu nos indices de perdas gestacionais.

Palavras-chave: novilhas de corte, IATF, ressincronizacdo, perdas gestacionais, taxas

de prenhez.

ABSTRACT

This study evaluated the reproductive performance of beef heifers submitted to
two TAI in the first 33 days of the breeding season. For this study, 184 Brangus heifers
aged 24-26 months and average body weight of 361.00+29.2kg were submitted to two
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TAI programs at the beginning of the breeding season. The synchronization protocol to
the first TAI started with the insertion of an intravaginal implant containing 750 mg of
progesterone and the administration of 2 mg of estradiol benzoate (EB) intramuscular
(im) on day -9 (D-9). After seven days (D-2) the progesterone implants were removed,
and 150 pg D-cloprostenol (PGF), i.m., and 1 mg estradiol cypionate (EC), i.m., were
administered. The TAI was carried out between 48 and 54 hours after removal of the
progesterone implant (D0). Twenty-four days after the first TAIl (D24), heifers were
randomly divided according to the hormones used in ovulation resynchronization
program, the following experimental groups trainees: BE (n = 83, 1 mg estradiol
benzoate, i.m.) and hCG (n = 101, 1000 IU hCG, i.m.). Heifers of BE and hCG groups
received a new intravaginal device containing 750 mg of progesterone in D24. On day
31 (D31), the implants were removed and the diagnosis of pregnancy was performed by
ultrasonography. The first TAI pregnancy rates in D31 were 63.9% (53/83) and 64.9%
(65/101), respectively, for the BE and hCG groups. Diagnosed as non-pregnant heifers
receiving 150 pg PGF, i.m., and 1 mg EC, i.m. and second TAI was carried out in 48 to
54 hours after removal of the implant (D33). Thirty days after the second TAI (D63),
the second pregnancy diagnosis was performed. Pregnancy rates of the second TAI were
40.0% (12/30) and 22.2% (8/36), respectively, for the BE and hCG groups. After the
two pregnancy diagnosis (days 31 and 63) reproductive losses were evaluated.
Reproductive losses rates were respectively 9.4% (5/53) and 6.2% (4/65) for the BE and
hCG groups. The cumulative pregnancy rates for BE and hCG groups were respectively
72.3% (60/83) and 68.3% (69/101). The use of BE or BE and resynchronization
ovulation 24 days after the first insemination did not reflect on the pregnancy rate of the
first TAL. As no effect on pregnancy rates obtained in the second TAI, although
numerically lower. The cumulative pregnancy rates were similar and satisfactory for the
first 33 days of the breeding season. The resynchronization of ovulation with BE or
hCG did not affect the rates of pregnancy loss.

Keywords: beef heifers, TAI, resynchronization, reproductive losses, pregnancy rates.



55

Introducéo
O uso de biotecnologias como a inseminacdo artificial, tem proporcionado o

aumento de ganhos genéticos na producdo de terneiros e a otimizacdo do manejo em
rebanhos de cria com o maior controle das estacGes de acasalamento e paricéo
(STEVENSON et al., 2003). A partir dos programas de inseminacdo artificial em tempo
fixo (IATF) busca-se aumentar o numero de fémeas bovinas parindo terneiros
produzidos pela inseminacdo artificial, aumentando a taxa de servico e reduzindo o
intervalo entre as inseminacGes sem 0 comprometimento da sobrevivéncia do concepto
(CAMPOS et al., 2013).

A ressincronizacdo da ovulacdo de fémeas ndo gestantes na primeira IATF pode
proporcionar o aumento das taxas de prenhez em um curto periodo de tempo no inicio
da estacdo de acasalamento e proporcionar altas taxas de prenhez acumuladas ao final
da estacdo de acasalamento (CAMPOS et al., 2013). Estudos prévios tém demonstrado
que a ressincronizacdo do retorno estral permite repetir a inseminacdo de fémeas néo
gestantes na primeira inseminacdo artificial (GALVAO et al., 2007; BUTTREY et al.,
2010). Entretanto, para evitar a necessidade de observacdo do estro para executar o
segundo servigo, tem sido proposto iniciar 0s programas de ressincronizagdo da
ovulacdo para a segunda inseminacdo antes do primeiro diagnostico de gestacdo. De
maneira geral, os protocolos utilizados para ressincronizagdo do estro S0 0S mesmos
utilizados para sincronizar a ovulacdo para a primeira IATF, porém, iniciam 7 a 8 dias
antes do primeiro diagnostico de gestacdo precoce realizado 28 a 31 dias ap0s a primeira
IATF. Assim, a aplicacdo da prostaglandina € realizada logo apos a determinacdo dos
animais prenhes, sem risco de induzir a lutedlise indesejada e a perda reprodutiva.

A maioria dos estudos sobre ressincronizagdo de fémeas bovinas, com prenhez
ainda desconhecida, foram realizados com a administracdo de GnRH para a inducdo da
nova onda de emergéncia folicular, sendo limitados os estudos sobre a viabilidade de
uso do benzoato de estradiol nestes protocolos (CAMPOS et al., 2013; SA FILHO et al.,
2014). Estudos relatam que a aplicacdo de estradiol durante o meio do ciclo estral para
ressincronizacdo do retorno estral pode comprometer a capacidade do corpo liteo em
produzir progesterona (MUNRO e MOORE, 1985; EL-ZARKOUNY e STEVENSON,

2004) e implicar na diminuicdo da taxa de prenhez da primeira inseminacdo (CUTAIA
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et al., 2002). Entretanto, estes autores ndo apresentaram avaliagdes da utilizacdo deste
hormbnio sobre a manutencdo da gestacdo pré-estabelecida. Como alternativa foi
utilizado a gonadotrofina coriénica humana (hCG) como indutor da nova onda folicular
no inicio dos programas de ressincronizacdo (BUTTREY et al., 2010). Os autores
relataram que o hCG poderia induzir um maior nimero de foliculos a ovulagdo no inicio
do protocolo de ressincronizagdo e, por consequéncia, aumentar a sincronizacdo da
ovulacgdo e a taxa de prenhez apds a segunda inseminacao. Além do mais, BUTTREY et
al. (2010), consideram que o maior nimero de corpos luteos auxiliares resultantes da
aplicacdo do hCG pode aumentar a concentracdo de progesterona nas fémeas prenhes e
reduzir as perdas gestacionais que podem ocorrer devido a manipulagdo hormonal do
protocolo de ressincronizagao.

O presente estudo objetiva avaliar o desempenho reprodutivo de novilhas de
corte submetidas a protocolos de ressincronizagdo da ovulagdo com dois indutores de
onda folicular diferentes (BE vs hCG) a partir da taxa de prenhez da primeira IATF,
taxa de prenhez da segunda IATF, analise das perdas gestacionais e da taxa de prenhez

acumulada diagnosticada ap6s as duas inseminacdes.

Material e Métodos

Localizacéo e animais

O experimento foi realizado durante a estacdo reprodutiva (Novembro/2014 a
Janeiro/2015) na regido ecofisiografica da Depressdo Central do estado do Rio Grande
do Sul (RS), coordenadas geograficas 29°59°23"" latitude sul e 52°22°41°’ longitude
oeste de Greenwich. O clima desta regido é classificado como Cf, temperado Umido.
Neste estudo, foram utilizadas 184 novilhas Brangus entre 24 a 26 meses de idade e com

peso corporal médio de 361,0+29,2kg.

Protocolo de sincronizagdo da primeira IATF

No inicio da estacdo reprodutiva, as 184 novilhas foram submetidas a um
protocolo de IATF. O tratamento iniciou com a inser¢cdo de um implante intravaginal
impregnado com 750 mg de progesterona (Prociclar®) e aplicagdo de 2 mg de benzoato
de estradiol (BE, Benzoato HC®) (i.m.), no dia -9 (D-9). Ap6s sete dias (D-2), o
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implante foi removido, sendo aplicados via i.m. 150 ug de D-cloprostenol (Veteglan®) e
1 mg de cipionato de estradiol (CE, Cipionato HC®). A IATF foi realizada entre 48 a
54h apos a retirada do implante (DO).

Protocolo de ressincronizacéo da segunda IATF

Vinte e quatro dias apos a primeira IATF (D24) as novilhas foram divididas
aleatoriamente em dois grupos: BE (n = 83, 1 mg de benzoato de estradiol - Benzoato
HC®, i.m.) e hCG (n = 101, 1000 Ul de gonadotrofina coridnica humana - Vetecor®,
i.m.). No mesmo dia, as novilhas do grupo BE e hCG receberam um implante
intravaginal com 750 mg de progesterona (Prociclar®). Sete dias apds (D31), o implante
de progesterona foi removido e realizado diagnostico de gestacdo por ultrassonografia.
As novilhas ndo gestantes receberam 150 pg de D-cloprostenol (Veteglan®) (i.m.) e 1
mg de CE (Cipionato HC®) (i.m.). A segunda IATF foi realizada 48 a 54h ap6s a
retirada do implante (D33). Para as inseminacOes artificiais propriamente ditas foi

utilizado sémen comercial de touro com fertilidade comprovado por exame andrologico.

Exame ultrassonografico

Os diagndsticos de gestacdo foram realizados no dia 31 (D31) e 61 (D61) apos a
primeira IATF. O primeiro diagndstico (D31) foi realizado para determinagdo das
novilhas prenhes da primeira IATF. O segundo diagnostico (D61) foi realizado para
determinacéo das novilhas prenhes da segunda IATF e para confirmacao da prenhez da
primeira IATF. Portanto, para o diagnostico de perda reprodutiva, as novilhas
diagnosticadas prenhes no primeiro diagnostico (D31) foram submetidas ao segundo
exame ultrassonografico (D61). Novilhas que ndo apresentavam estrutura fetal
compativel com a idade gestacional de 61 dias eram consideradas ndo gestantes devido
a perda reprodutiva da primeira IATF. Os exames foram realizados por ultrassonografia

transretal, utilizando um transdutor linear de 5 MHz (Chison 8300 Digital®).

Andlise estatistica
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-Taxa de prenhez da primeira IATF foi obtida a partir do nimero de animais prenhes
diagnosticadas no D31 em relagdo ao numero total de animais de cada grupo (BE vs
hCG);
-Taxa de prenhez da segunda IATF foi obtida a partir do nimero de animais prenhes
diagnosticados no D61 em relagcdo ao numero total de animais de cada grupo (BE vs
hCG) diagnosticados ndo gestantes no D31 e que foram submetidos a segunda rodada de
IATF;
-Taxa de perda gestacional foi obtida a partir do numero de animais diagnosticados
gestantes de cada grupo (BE vs hCG) no D31 e que ndo tiveram a prenhez confirmada
no segundo diagndstico de gestacdo (D61);
-Taxa de prenhez acumulada foi obtida a partir do numero total de animais prenhes
diagnosticados no D31 e D61, descontado o numero de animais que perderam a
gestacdo da primeira IATF, em relacdo ao nimero total de animais de cada grupo (BE vs
hCG);

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versdo
18.0. A variavel categérica prenhez (prenhe ou vazia) e perda reprodutiva (sim ou néo),
representada pela taxa de prenhez e taxa de perda reprodutiva de cada grupo estudado,
foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado. Foi considerado o nivel de confianca de
95%.

Resultados e Discussao

Os dados do presente estudo demonstram que ndo ha efeito negativo causado
pela aplicacdo de 1mg de benzoato de estradiol no dia 24 sobre a prenhez da primeira
inseminacdo. Observa-se na Tabela 1 que a taxa de prenhez da primeira IATF para o
grupo BE e hCG ndo apresentam diferenca estatistica. Apesar de apresentarem
resultados inferiores ao do presente estudo, SA FILHO et al. (2014) observaram que
animais ressincronizados 22 dias apds a inseminacao prévia usando 1 mg de benzoato
de estradiol (41,5%) ndo apresentaram queda na taxa de prenhez da primeira IATF
guando comparados aos animais que receberam 100 pg de GnRH (41,9%). Da mesma
forma, CAMPOS et al. (2013) ndo observaram diferencas nas taxas de prenhez da

primeira IATF quando vacas Nelore foram ressincronizadas com 2 mg de benzoato de
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estradiol. MUNRO e MOORE et al. (1985) e EL-ZARKOUNY e STEVENSON (2004)
observaram que a aplicacdo exdgena de estrégeno pode comprometer a atividade do
corpo luteo em produzir progesterona, induzindo a lutedlise e aumentando as perdas
gestacionais em fémeas com prenhez ainda em estabelecimento (COLAZO et al., 2006;
CUTAIA et al., 2002). Entretanto, 0 mecanismo de regulagdo da lutedlise a partir de
estrogenos ndo estda bem definido. Presumi-se que o estradiol possa regular o
mecanismo da lutedlise durante o periodo de reconhecimento materno que acontece
entre os dias 14 e 17 pos-concepcdo (ROBINSON et al.,, 2001). Ratificando esta
informacgdo, MUNRO e MOORE et al. (1985) relataram que o possivel efeito luteolitico
do estradiol pode ser dependente da fase do ciclo estral ao qual é aplicado.
Considerando que em fémeas bovinas gestantes ocorra a diminuicdo da presenca de
receptores de estrdgeno no Gtero ap0s 0 reconhecimento materno da gestacdo
(ROBINSON et al., 2001), é provavel que o periodo em que o estradiol foi aplicado no
presente estudo ndo favoreca a manifestacdo da acdo luteolitica do estradiol. Sendo
assim, o benzoato de estradiol, a priori, ndo induz a lutedlise através da regulacdo da
secrecdo uterina de prostaglandina como observado em estudos anteriores (MUNRO e
MOORE et al., 1985; ARAUJO et al., 2009). Utilizando 1000 Ul de hCG em protocolos
de ressincronizacdo para o retorno estral em vacas de leite, BUTTREY et al. (2010),
observaram taxas de prenhez inferiores as apresentadas na Tabela 1, no entanto, ndo
diferiu dos outros tratamentos utilizados pelos autores. O tratamento com hCG aumenta
a concentracdo de progesterona através da inducdo de corpos lGteos acessorios
(STEVENSON et al., 2007; SCHIMITT et al., 1996) e pelo aumento do numero de
células luteais secretoras de progesterona (NISWENDER et al., 1986). ALMEIDA et al.
(2015) observaram efeito positivo do hCG, administrado 24 dias apds a primeira IATF
em protocolos de ressincronizagéo da ovulacdo aplicados em novilhas de corte, sobre a
area do corpo luteo e a concentragcdo sérica de progesterona quando comparado aos
grupos benzoato de estradiol e controle (P<0,05). Este efeito luteotréfico do hCG pode

ser benéfico para o estabelecimento da prenhez.
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Tabela 1. Taxa de prenhez da primeira e da segunda IATF de novilhas de corte
conforme os grupos experimentais BE e hCG.

Taxa de prenhez da 12 Taxa de prenhez da 22

Grupos NuUmero de animais IATF (%) IATF(%)
BE 83 63,9 (53/83) 40,0 (12/30)
hCG 101 64,6 (65/101) 22,2 (8/36)

Tabela 2. Taxa de perda gestacional conforme os grupos experimentais BE e hCG.

NuUmero de animais gestantes

Grupos no 1° diagndstico de gestacdo Taxa de perda gestacional (%0)

BE 53 9,4 (5/53)
hCG 65 6,2 (4/65)
Total 118 7.6 (9/118)

Assim como observado na taxa de prenhez da primeira IATF (Tabela 1), as taxas
de perdas gestacionais medidas entre o 31° ao 61° dia de gestacdo (Tabela 2) ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos BE e HCG. Apesar de o grupo BE
possuir 3,2 pontos percentuais a mais do que o hCG, numericamente a diferenca é de
um animal, ndo sendo estatisticamente significativo. FORAR et al. (1995) observaram
perdas gestacionais entre 5,2% e 10,6%. DAHLEN et al. (2003) relataram perdas
gestacionais entre o primeiro diagnostico de gestagdo aos 30-35 dias apds a inseminagdo
e 0 segundo diagnodstico aos 120-125 dias de 11,7%. BUTTREY et al. (2010) relatam
perdas gestacionais de 3,5% a 6,6% diagnosticas entre os dias 39 e 67 pds inseminacao.
SA FILHO et al. (2014) relataram 4,1% de perdas gestacionais entre os dias 30 e 60
apos a primeira IATF de animais submetidos a ressincronizagdo da ovulagdo. Apesar do
pequeno numero de animais no presente estudo, observa-se que 0s percentuais de perdas
gestacionais apresentados estdo dentro da média relatada pela literatura.

A resposta da ressincronizagdo da ovulagdo para a segunda IATF demonstrou
resultado insatisfatorio em relacdo a taxa de prenhez da primeira IATF (Tabela 1),
porém sdo semelhantes aos resultados apresentados pela literatura (SA FILHO et al.,
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2014; CAMPOS et al., 2013). SA FILHO et al. (2014) relataram taxas de prenhez da
segunda IATF de 37,2% (BE) e 49,3% (GnRH). CAMPOS et al. (2013) relatam prenhez
em vacas de corte a partir da ressincronizacdo de 16,4% a 52,7%. Conforme
MARTINEZ et al. (2000), o estradiol é capaz de promover uma boa sincronizacdo da
onda folicular para a realizagdo de protocolos de sincronizagéo da ovulagdo, permitindo
altas taxas de manifestacdo estral e de prenhez a IATF (MARTINEZ et al., 2000). Ainda
que o hCG tenha a capacidade de induzir a emergéncia de uma nova onda folicular e
proporcionar uma alta taxa de sincronizacdo do estro (80%) (COSTA et al., 1999;
BUTTREY et al., 2010), a taxa de prenhez da ressincronizacdo do grupo hCG foi
considerada inferior ao desejavel. Possivelmente o dia de aplicagdo do hCG (dia 24)
possa ter influenciado na inducdo da nova onda folicular, refletindo sobre a taxa de
prenhez da segunda IATF. Porém, uma avaliacdo mais detalhada sobre a dinamica
folicular destes protocolos de ressincronizagdo deve ser realizada para maior

entendimento destas possiveis interferéncias.

Tabela 3. Taxa de prenhez acumulada de novilhas de corte submetidas a dois programas
de IATF em 33 dias.

Numero de Taxa de prenhez

Grupos animais Vazias Prenhes acumulada (%)
BE 83 23 60 72,3
hCG 101 32 69 68,3
Total 184 55 129 70,1

Os programas de ressincronizacdo da ovulagdo proporcionam o aumento da taxa
do segundo servico e reduzem o intervalo entre as inseminag¢6es. Conforme observado
na Tabela 3 as taxas de prenhez acumulada foram semelhantes e até superiores as
relatadas na literatura (CAMPOS et al., 2013; SA FILHO et al., 2014). CAMPOS et al.
(2013) obtiveram a partir de programas de ressincronizacgdo da ovulacéo 61,3% a 76,6%
de prenhez acumulada nos primeiros 33 dias de estacdo de acasalamento. SA FILHO et
al. (2014) relataram aproximadamente 75% de taxa de prenhez acumulada em 32 dias de

estacdo de acasalamento. Desta forma, os programas de ressincroniza¢do da ovulagdo



62

podem aumentar as taxas de prenhez durante o periodo inicial da estagdo reprodutiva em
rebanhos de bovinos de corte.

Conclusdes

A administracdo de BE ou hCG no dia 24 para ressincroniza¢ao da ovulagdo néo
interferiu na taxa de prenhez da primeira IATF. Assim como ndo determinou efeito
sobre as taxas de prenhez na segunda IATF, embora numericamente inferiores. A taxa
de prenhez acumulada para os grupos BE e hCG foram satisfatérias considerando a
realizacdo de duas IATFs nos primeiros 33 dias da estacdo de acasalamento. A
ressincronizacdo da ovulagdo com BE ou hCG ndo interferiu nos indices de perdas

gestacionais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Na presente dissertacdo foram apresentados dois artigos com os resultados da
aplicacdo de benzoato de estradiol e hCG em protocolos de ressincronizagdo da
ovulacdo 24 dias apos a IATF sobre a &rea do corpo lUteo, a producéo de progesterona,
taxas de prenhez (primeira IATF, segunda IATF e prenhez acumulada) e perdas
gestacionais em novilhas de corte.

Os resultados obtidos demonstraram que a manipulagcdo hormonal realizada no
24° dia ap6s a primeira IATF ndo afetou negativamente as caracteristicas luteais
avaliadas (area do corpo lateo e producdo de progesterona). Novilhas tratadas com
estradiol apresentaram resultados semelhantes as novilhas ndo ressincronizadas (grupo
controle) (P<0,05), ao passo que o tratamento com hCG determinou 0 aumento da area
do corpo Iiteo (hCG = 3,42 cm? BE = 2,44 cm? Controle = 2,61 cm?) e da
concentracdo sérica de progesterona (hCG = 12,43 ng/mL; BE = 6,92 ng/mL; Controle
= 7,29 ng/mL). Estes achados corroboram com as consideracfes descritas na literatura,
nas quais referem que o efeito luteolitico do estradiol provavelmente esteja relacionado
ao periodo de reconhecimento materno da gestacdo, quando ha presenca de receptores
de estrégenos no endométrio, favorecendo a inducdo da lutedlise; e que o hCG possui
potente efeito luteotréfico favorecendo o desenvolvimento das células luteais produtoras
de progesterona.

O desempenho reprodutivo da primeira IATF e as perdas gestacionais
diagnosticadas no intervalo entre os exames ultrassonogréaficos, ratificam a hipotese de
que a manipulacdo hormonal no 24° dia ndo implica na diminuicdo da prenhez que
precede a ressincronizagdo. As médias das taxas de prenhez na primeira IATF, somente
nas novilhas ressincronizadas, foram: 55,7% (209/375) no Experimento 1 e 64,1%
(118/184) no Experimento 2; estando estes resultados dentro da variacdo de 40 a 60% de
prenhez em programas convencionais de IATF. A perda gestacional total de 7,6%,
diagnosticada entre os dias 31 e 63 ap0s a primeira IATF, também é considerada
aceitavel por estar dentro da média de 3 a 15% referidas em trabalhos realizados
anteriormente.

Em contrapartida, as taxas de prenhez resultantes da segunda IATF nédo
alcancaram indices esperados. Novilhas tratadas com benzoato de estradiol
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apresentaram 40,0% de prenhez, resultado considerado baixo em relacdo a média da
literatura (50%). Apesar de haver referéncias sobre a capacidade do hCG sincronizar a
onda folicular, o tratamento com este horménio resultou em menor taxa de prenhez,
22,2%. Analisando os resultados da segunda IATF observa-se que devido ao limitado
ndmero de animais, a pequena diferenca numérica de novilhas gestantes resultou em
17,8 pontos percentuais de diferenca na taxa de prenhez entre os grupos BE e hCG (sem
diferenca estatistica). Este fato deve ser considerado na andlise dos dados e na
determinacdo da capacidade dos hormdénios na ressincronizacdo da onda folicular
propriamente dita. Entretanto, conforme observado nos trabalhos publicados na
literatura, ha ainda uma variagdo na taxa de prenhez dos protocolos de ressincronizacao.
Pressupfe-se que 0s animais que ndo concebem na primeira IATF, tenham uma resposta
inadequada aos protocolos hormonais para sincronizacdo de uma nova onda folicular.
Para melhor compreensdo desta hipotese estudos sobre a dindmica folicular durante a
ressincronizagdo devem ser realizados.

Um dos principais beneficios dos programas de ressincronizacdo da ovulagédo
estd relacionado a taxa de prenhez acumulada em um curto intervalo de tempo. No
presente trabalho, ap6s dois programas de IATF, em um intervalo de 33 dias, 70% dos
animais ja haviam concebido. Este fato reflete os relatos da literatura que descrevem os
seguintes beneficios a partir da ressincronizacdo da ovulacdo iniciada antes do
diagnostico de gestacdo precoce (28 a 32 dias de idade gestacional):

- Aumento da taxa de prenhez acumulada em um curto intervalo de tempo (32 + 2 dias);
- Concentracdo dos periodos de acasalamento (2 a 3 protocolos de IATF, em no minimo
30 a 60 dias);

- Aumento da taxa de servico (1A de 100% do lote);

- Diminuicdo do intervalo parto-concepcdo (por antecipacdo e determinacdo do
momento do servigo);

- Aumento do nimero de terneiros nascidos provenientes de 1A, refletindo em aumento
ganho genético do rebanho (um lote de 100 animais, aproximadamente 75 terneiros
serdo filhos de touros geneticamente superiores);

- Concentracdo da estacdo de paricdo (reflexo da concentracdo do periodo de

acasalamento).
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Portanto, para a execucgéo de programas de ressincronizagdo da ovulacéo se faz
necessario a compreensao de todos os aspectos que podem interferir na resposta do
rebanho frente a estes tratamentos, evitando frustacdes e conclusdes equivocadas sobre
0 uso da tecnologia. Conforme as observacGes realizadas durante a execucdo do
presente trabalho e as informacdes da literatura, constituem-se de requisitos basicos para
a execucdo de programas de ressincronizacdo da ovulacdo para IATF: capacidade
técnica para execucdo do diagndstico de gestacdo precoce por ultrassom; controle do
ciclo estral e dos tratamentos hormonais disponiveis; mao-de-obra qualificada para
realizacdo dos tratamentos hormonais; conhecimento da ciclicidade do rebanho
manejado; condicdo nutricional e sanitaria adequada para que 0s animais tenham peso
minimo critico e condi¢do corporal no inicio do programa; o entendimento sistémico de
uma propriedade rural para avaliar a capacidade de execucdo de programas
intensificados de IATF.
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