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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar o impacto do tratamento com GnRH
34 horas apds a remocdo do dispositivo intravaginal de progesterona (DIV) na ocorréncia de
ovulacdo, morfologia do corpo luteo e concentracdo de progesterona (P4). Além disso,
avaliar se o tratamento implicaria em um incremento na taxa de concep¢cdo em vacas
taurinas e sintéticas. Para isto, foi realizado um Experimento Piloto, em que vacas de ragas
leiteiras foram sincronizadas com protocolo de 8 dias a base de estradiol e progesterona
(P4). No D9, as vacas foram distribuidas nos grupos conforme o didmetro do foliculo pré-
ovulatério (FPO) para receber GnRH (25 ug; Lecirelina); ou somente o CE (Grupo
Controle). Observou-se 100% de ovulacdo no grupo GnRH (4/4) e 75% no grupo Controle
(3/4; p=0,2) até 72 h apds remocédo do DIV, e a concentracdo sérica de P4 diferiu entre os
dias avaliados (D5,5 e D12 ap6s IATF; p=0,005), mas ndao em relacdo ao tratamento (p=0,2).
No Experimento 1, a fim de testar o tratamento com maior nimero de animais, foram
sincronizadas vacas sintéticas da raca Brangus, com o protocolo descrito anteriormente
adicionado de Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG; 300 Ul) na retirada do DIV.
Observou-se 95,8% de ovulagdo no grupo GnRH (23/24) e 80,9% no grupo Controle (17/21,
p=0,1). A concentracdo sérica de P4 diferiu entre grupos (p=0,02) e os dias avaliados (D7 e
D12 apds IATF; p=0,001), mas ndo houve interacdo entre grupo e dia (p=0,8). No
Experimento 2, o objetivo foi identificar o efeito do tratamento com GnRH na fertilidade de
vacas taurinas de corte. Ndo foi observado efeito do tratamento na taxa de concepcao (P/IA),
sendo as taxas de P/IA de 51,6 % (n=184) e 54,1% (n=246) nos grupos no Controle e
GnRH, respectivamente (p=0,2). No entanto, vacas com ECC (4-4,5) do grupo GnRH
tiveram maior P/IA (p=0,003) e, vacas que manifestaram estro também tiveram maior P/IA
em relacdo aos animais ndo detectados em estro (55,49% vs. 42,25%; p=0,03). No
Experimento 3, as vacas foram sincronizadas com um protocolo diferente dos demais
experimentos, em que no DO receberam 5,5mg 17b estradiol e 50mg P4 injetaveis e DIV
0,969 de P4. As vacas foram distribuidas aleatoriamente nos grupos Controle (n=79) e
GnRH (n=78), que recebeu 25ug de Lecirelina 34h apds remocéo do DIV. As vacas do
grupo Controle que ndo apresentaram estro receberam GnRH na IATF (48h ap06s a retirada
do DIV). Vacas que receberam GnRH tiveram maior P/IA comparado ao grupo Controle
(67,94 e 51,79%, respectivamente; p=0,03). Em resumo, o GnRH ndo proporcionou
aumento na taxa de concepgdo em vacas taurinas e sintéticas, embora tenha incrementado

significativamente a P/IA quando associado a um protocolo com 17b e progesterona



injetdvel. Além disso, ndo promoveu incremento na fungdo luteal (morfologia e

progesterona serica).

Palavras-chave: Reprodugdo. GnRH. Bovinos. Ovulagao.



ABSTRACT

The present study aimed to verify the impact of treatment with GnRH 34 hours after
removal of the intravaginal progesterone device (IVD) on the occurrence of ovulation,
corpus luteum morphology and progesterone concentration (P4). In addition, to evaluate
whether the treatment would imply an increase in the conception rate in taurine and
synthetic cows. For this, a Pilot Experiment was carried out, in which dairy cows were
synchronized with an 8-day protocol based on estradiol and progesterone (P4). On D9,
cows were assigned to groups according to preovulatory follicle (POF) diameter to receive
GnRH (25 ug; Lecirelin); or just the EC (Control Group). 100% ovulation was observed in
the GnRH group (4/4) and 75% in the Control group (3/4; p=0.2) up to 72 h after IVD
removal, and serum P4 concentration differed between days evaluated (D5.5 and D12 after
TAI; p=0.005), but not in relation to treatment (p=0.2). In Experiment 1, in order to test the
treatment with a larger number of animals, synthetic cows of the Brangus breed were
synchronized, with the previously described protocol added with Equine Chorionic
Gonadotropin (eCG; 300 IU) in the removal of the IVD. There was 95.8% ovulation in the
GnRH group (23/24) and 80.9% in the Control group (17/21; p=0.1). Serum P4
concentration differed between groups (p=0.02) and days evaluated (D7 and D12 after TAI;
p=0.001), but there was no interaction between group and day (p=0.8). In Experiment 2, the
objective was to identify the effect of GnRH treatment on the fertility of taurine beef cows.
No treatment effect was observed on the conception rate (P/Al), with P/Al rates of 51.6%
(n=184) and 54.1% (n=246) in the Control and GnRH groups, respectively (p=0.2).
However, cows with ECC (4-4.5) from the GnRH group had higher P/Al (p=0.003) and
cows that showed estrus also had higher P/Al compared to animals not detected in estrus
(55.49 % vs. 42.25%; p=0.03). In Experiment 3, the cows were synchronized with a protocol
different from the other experiments, in which on DO they received 5.5mg injectable
estradiol 17b and 50mg P4 and DIV 0.96g of P4. Cows were randomly assigned to Control
(n=79) and GnRH (n=78) groups, which received 25ug of Lecirelin 34h after IVD removal.
Cows in the Control group that did not show estrus received GnRH in TAI (48h after IVD
removal). Cows that received GnRH had higher P/Al compared to the Control group (67.94
and 51.79%, respectively; p=0.03). In summary, GnRH did not increase the conception rate
in taurine and synthetic cows, although it significantly increased P/Al when associated with
a protocol with 17b and injectable progesterone. Furthermore, it did not promote an

increase in luteal function (morphology and serum progesterone).
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1 INTRODUCAO

A sincronizacdo do ciclo estral com a utilizacdo de horménios exdgenos foi
desenvolvida e tem sido aplicada em sistemas de producdo de gado de corte para facilitar a
utilizacdo da Inseminacdo Artificial (IA) desde a década de 40 (DAHLEN; LARSON;
LAMB, 2014). Entretanto, a ampla utilizagdo da IA em rebanhos de corte € muito recente e se
deve, principalmente ao uso de protocolos que possibilitam a realizacdo da técnica em grupos
grandes de animais em um determinado momento, denominada de Inseminacao Artificial em
Tempo Fixo (IATF; (BO et al., 2016). Essa técnica tem sido utilizada como uma ferramenta
para melhorar a eficiéncia reprodutiva em rebanhos de corte, em que protocolos de
sincronizacdo do estro foram desenvolvidos e aplicados no manejo reprodutivo das
propriedades (SA FILHO et al., 2010). Entretanto, a técnica ainda possui algumas limitages,
como a dispersdo no momento da ovulacdo e a ocorréncia de ovulacdo sem a expressao de
estro (BO; CEDENO, 2018), que esta associada a menor fertilidade.

Os protocolos de IATF mais utilizados em bovinos de corte sdo baseados em estradiol
com insercdo de dispositivo intravaginal de progesterona (DIV) no inicio do protocolo
(CEDENO et al., 2021;BO et al., 2016; SA FILHO et al., 2010). Na maioria das vezes, em
protocolos a base de estradiol e progesterona, as ovulagdes sdo induzidas com uma dose baixa
de cipionato de estradiol (CE), administrada no momento da retirada do DIV (BO;
BARUSELLI, 2014). Porém, nesses protocolos com ésteres de estradiol, a ovulacdo é mais
tardia quando comparada a protocolos que utilizam hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (D’AVILA, C.A.; MORAES, F.P.; JR, T.L.; GASPERINI, 2019a). As ovulac¢des sao
observadas em média 55h e 69h apds a remoc¢édo do DIV em protocolos que utilizam benzoato
de estradiol (BE) e CE, respectivamente (PFEIFER et al., 2014;(PANCARCI et al., 2002).
Apesar da relativa boa sincronia, hd uma dispersdo no momento das ovulagdes (48 a 96h) com
0 uso de CE (SALES et al., 2012). Sabe-se que a fertilidade & maior quando ha uma maior
sincronia entre 0 momento da ovulacdo e a deposicdo do sémen no Utero (DALTON et al.,
2001). Portanto, essa falha na sincronia da ovulacdo também esta associada a menor
sobrevivéncia do embrido pos-1A e, consequentemente, nas baixas taxas de concepc¢do
(PUGLIESI et al., 2016).

A maioria dos protocolos para sincronizagdo da ovulacao no Brasil utilizam ésteres de
estradiol por serem de custo mais baixo e induzirem a manifestagdo do estro (STEVENSON,;
TIFFANY; LUCY, 2004). Vacas com proestro mais curto antes da ovulagdo tiveram menores
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taxas de concepgdo na IATF e menores concentracdes de estradiol durante o periodo pré-
ovulatorio do que aquelas com proestro mais longo (BRIDGES et al., 2010). Essas evidéncias
justificam o uso de dois indutores associados, proporcionando a ocorréncia de um proestro
(estradiol) e uma maior sincronia de ovulacdo (GnRH). Um estudo prévio do grupo
demonstrou que a utilizacdo do GnRH prévio a IATF (14h antes) proporciona um incremento
na fertilidade em vacas zebuinas tratadas com CE na retirada do implante (BARBOSA et al.,
2022). No referido estudo, atribui-se a maior taxa de concepc¢éo a maior sincronia da ovulagéo
em vacas tratadas com GnRH. Entretanto, a concentracdo sérica de progesterona (P4) néao foi
avaliada. Dadas as diferencas em relacdo a fisiologia de Bos taurus e Bos indicus, este estudo
teve como objetivo avaliar o uso de GnRH 34h ap6s a remocdo do DIV como indutor de
ovulacdo no protocolo de IATF em vacas taurinas e sintéticas de corte, além de observar a

funcao luteal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo estral

O ciclo estral consiste em eventos fisiol6gicos que ocorrem entre periodos de
receptividade sexual, e é compreendido entre um estro e o seguinte. Além disso, €
categorizado conforme a frequéncia de ocorréncia do estro durante o ano. Essas classificaces
sdo: poliéstricas, poliéstricas sazonais ou monoéstricas. Fémeas poliéstricas, como as vacas,
porcas e roedores, tm uma distribuicdo regular do estro durante todo o ano; as poliéstricas
sazonais (éguas, ovelhas, cabras), durante determinada estacdo do ano. Portanto, as vacas sao
classificadas como poliéstricas e tém o seu ciclo dividido em: proestro, estro, metaestro e
diestro. Estes estagios do ciclo também sdo denominados de fase folicular (proestro e estro) e
fase lutea (metaestro e diestro) (SENGER, 2005).

Em bovinos, a fase folicular é relativamente curta, correspondendo a 20% do periodo
do ciclo estral, marcada pela regressdao do corpo luteo (CL) e ocorréncia da ovulacdo. O
proestro inicia quando ocorre um declinio da progesterona (P4), resultado da lutedlise que
determina o inicio do estro. Com duracdo média de 2 a 5 dias, o proestro € a fase do ciclo de
maior transicdo enddcrina, pois passa da fase de dominancia de P4 para periodo de
dominancia de estradiol (E2). O estro é considerado o momento do ciclo de receptividade
sexual e pode ser observado em média a cada 21 dias, com uma variacdo de 18 a 24 dias. E
considerado o dia zero do ciclo (BALL; PETERS, 2007), com duracdo de aproximadamente
18 horas (+ 4 a 24 horas), e a ovulacdo ocorre geralmente 30 horas ap0s o inicio do estro, no
metaestro (PTASZYNSKA, 2013).

A fase luteal é o periodo compreendido entre a ovulagdo até a regressdo do CL, que
corresponde a 80% do ciclo estral (SENGER, 2003). Portanto, é no metaestro que ocorre a
ovulagdo, periodo em que E2 e P4 estdo relativamente em concentragdes baixas, pois as
células foliculares que antes excretavam E2 passam a produzir P4, devido ao pico do
hormonio luteinizante (LH) (BALL; PETTERS, 2004). No momento da ovulagdo, hd um
rompimento dos vasos sanguineos, resultando em uma estrutura denominada corpo
hemorragico (devido a sua aparéncia). Essa estrutura permanece entre 3 e 5 dias e logo perde
a sua aparéncia hemorragica resultando em um corpo lateo (CL). No diestro, o CL ¢
totalmente funcional e produz P4 em altas concentragbes (SENGER, 2005; PTASZYNSKA,
2013).
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A funcdo priméria da alta concentracdo de P4 durante a fase luteal é preparar o Utero
para receber o embrido, em que a P4 exerce feedback negativo inibindo o GnRH e o LH. No
entanto, ondas foliculares continuam a crescer e regredir, sendo que cada ciclo pode ocorrer
de 2 a 3 ondas (BALL; PETTERS, 2004). As duas primeiras ondas foliculares ocorrem
durante a elevacdo da P4, no metaestro, ou durante o pico de produgdo no diestro. Os foliculos
recrutados e selecionados durante essas fases do ciclo entrardo em atresia. Entretanto, a ultima
onda folicular, que ocorre quando ainda ha P4 circulante, resulta em um foliculo dominante
que ird ovular quando ocorre a lutedlise (SENGER, 2003). Portanto, os estagios finais do
desenvolvimento folicular ocorrem em um padrdo de ondas (FORTUNE; SIROIS; QUIRK,
1988) e a selecdo do foliculo dominante esta associada a um desvio na taxa de crescimento
entre o foliculo dominante (8,5 mm de didmetro) e o maior subordinado, um evento
denominado divergéncia folicular. A divergéncia folicular esta relacionada principalmente a
expressdo de receptores de LH nas células da granulosa, aumento do estradiol circulante e
diminuicdo no FSH plasmatico (GINTHER et al., 1996; MIHM et al., 2006). Os foliculos
atingem a capacidade ovulatéria com 10 mm em racas europeias leiteiras (SARTORI et al.,
2001), j& em novilhas taurinas de corte, os foliculos atingem essa capacidade aos 9 mm
(MARTINEZ et al., 1999). Além disso, novilhas taurinas que ovulam com foliculos entre 10,7
mm e 15,7 mm de didmetro tém maior probabilidade de concepcdo (PERRY et al., 2007).
Zebuinos e taurinos sao diferentes em relacéo a fisiologia ovariana em varios aspectos, como
em relacdo ao tecido luteal, em que zebuinos possuem menor area luteal. Além disso, no
momento da divergéncia folicular e ovulacédo, as vacas zebuinas possuem menor diametro e
também tem possuem uma maior populacdo de foliculos ovarianos e ovocitos recuperados por
aspiracédo folicular (OPU) (PINHEIRO et al., 1998; PONTES et al., 2010; PONTES et al.,
2009).

A lutedlise acontece em vacas ndo gestantes, em que o CL regride 16 a 18 dias do
inicio do ciclo devido a secrecao de prostaglandina F2a (PGF) pelo endométrio uterino, cuja
liberacdo é iniciada a partir da ocitocina excretada pelo préprio CL (GORDON, 2002). A PGF
estimula a secrecdo de ocitocina pelo CL e a ocitocina, por sua vez, estimula a secrecdo de
PGF no Utero. Estes hormoénios compreendem um mecanismo de retroalimentagdo, que atua
entre o utero e o CL para reforcar a regressdo luteal. Além disso, os principais agentes
responsaveis pela liberacdo de PGF sdo fatores angiogénicos e vasoativos (NISWENDER et
al., 2000). O mesmo néo acontece com fémeas gestantes, em que o embrido secreta uma
proteina denominada de interferon tau (IFNT), que alcanga seus niveis maximos entre os dias

16 e 18, sinalizando para a mée que ele esta presente no limen uterino. Com isso, ocorre uma
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inibicdo da producdo de ocitocina no Gtero e, consequentemente o bloqueio da liberacdo de
PGF, hormdnio responsavel pela lutedlise (ANTONIAZZI et al., 2011).

2.2 Protocolos de sincronizacao do ciclo estral

Os protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para Inseminacdo Artificial em Tempo
Fixo (IATF) tém como vantagem a inseminagdo sem a necessidade de deteccdo de estro. As
pesquisas tém mostrado como esses protocolos sdo praticos e eficientes, visto que séo
encontrados resultados repetiveis em diferentes propriedades e, além disso, sdo uma excelente
forma de melhorar geneticamente um rebanho (BO; BARUSELLI, 2014).

Dois tipos de protocolos de IATF sdo comumente utilizados na pecuéria de corte:
protocolos que preconizam o uso de GnRH ou de E2 como indutores de ovulacdo, ambos
combinados com dispositivos intravaginais de P4 e E2 no inicio do protocolo (BO et al.,
2016; CEDENO et al., 2021). A utilizacdo desses protocolos esta relacionada &
disponibilidade e possibilidade de uso dos horménios em determinado pais. Os protocolos a
base de estradiol sdo mais utilizados na América do Sul; ja aqueles com GnRH sdo mais
frequentes na América do Norte, Europa e Nova Zelandia, onde o uso do estradiol € proibido
(BO et al., 2016).

Os protocolos com estradiol consistem na insercdo de um DIV e na aplicagéo de 2 mg
de BE no Dia 0 do protocolo para induzir a atresia folicular e sincronizar a onda. Além disso,
é utilizada PGF2a no momento da retirada do DIV (nos dias 7, 8 ou 9) a fim de garantir a
lutedlise. Com o intuito de sincronizar a ovulagdo (COLAZO; KASTELIC; MAPLETOFT,
2003), pode ser aplicado 2 mg de BE 24 horas ap06s remog¢édo do DIV (BARUSELLI et al.,
2004) ou 0,5 a 1 mg de CE no momento da retirada do DIV (COLAZO; KASTELIC;
MAPLETOFT, 2003). Os protocolos com GnRH, em que as vacas recebem GnRH 48 h apds
PGF2a foram desenvolvidos para vacas leiteiras (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995), e
sdo amplamente utilizados em bovinos de corte norte americanos (PURSLEY; MEE;
WILTBANK, 1995; DAY, 2015).
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2.3 Hormonios utilizados na sincronizagéo da ovulacdo em bovinos

Existe uma variedade de horménios que podem ser utilizados em protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo com o objetivo otimizar a utilizacdo das biotécnicas reprodutivas,
como a IATF. Esses hormonios sdo utilizados com o objetivo de controlar o ciclo estral e
sincronizar a ovulagdo (D’AVILA, C.A.; MORAES, F.P.; JR, T.L.; GASPERIN, 2019)

2.3.1 Prostaglandinas

Durante a década de 70, varias pesquisas foram desenvolvidas sobre as propriedades
bioldgicas das prostaglandinas, as quais sao derivadas do acido araquidonico. Essa substancia
foi detectada pela primeira vez no fluido seminal de carneiro e inicialmente foram
consideradas secretadas pela prostata, por esse motivo o termo “prostaglandina” (GORDON,
2002). Dentre as prostaglandinas, a PGF2a ¢ a de maior interesse na reproducao, pois € muito
utilizada em protocolos de sincronizacdo do estro, devido ao seu efeito luteolitico. Porém, o
uso da PGF2a sozinha ndo viabiliza a sincronizagdo para a IATF, visto que, o estro pode
ocorrer em até¢ 5 dias apoOs sua aplicagdao. Portanto, nos protocolos de IATF, a PGF2a ¢
associada a uma fonte exdgena de P4 e indutores da ovulagdo (D’AVILA, C.A.; MORAES,
F.P.;JR, T.L.; GASPERIN, 2019).

Além do efeito luteolitico, a PGF2a e seus andlogos também podem ser utilizados para
inducdo da ovulacdo (PFEIFER et al., 2014). Em novilhas mesticas Angus, o tratamento com
PGF foi associado com ovulacdo independente da progesterona exdgena. Portanto, foi
aprovada a hipdtese que a PGF induz a ovulacdo por mecanismo independente da lutedlise
(LEONARDI et al., 2012). Em pesquisas mais recentes, mostrou-se tdo eficaz quanto o CE
em protocolos que utilizam GnRH e P4 (CASTRO et al., 2018). Os mecanismos pelo qual a
prostaglandina atua como indutor de ovulagdo ainda ndo estdo bem estabelecidos, pois 0s
fatores que medeiam a producdo e a agdo especifica de PGE e PGF2a durante a cascata
ovulatéria permanecem desconhecidas. Porém, as prostaglandinas derivadas das células da

granulosa séo necessérias para a ovulagdo (BRIDGES; FORTUNE, 2007).

2.3.2 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH é um polipeptideo que consiste em dez residuos de aminoacidos, e é liberado

pelo hipotdlamo de forma pulsatil sendo responsavel pela secrecéo e liberacdo de LH pela
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hipofise anterior (BALL; PETERS, 2007). Dessa forma, 0 GnRH pode causar a ovulag¢éo ou
luteinizagcdo de um foliculo dominante caso esteja presente no momento da aplicagdo. Além
disso, 0 GnRH resulta em ovulagBes com intervalos menores quando comparado aos ésteres
de estradiol, pois tém sua acdo diretamente na hipofise (D’AVILA, C.A.; MORAES, F.P.; JR,
T.L.; GASPERIN, 2019).

Um dos protocolos pioneiros na utilizagdo do GnRH é o Ovsynch, utilizado para
controlar o ciclo estral e a ovulagdo em vacas e novilhas leiteiras. O protocolo consiste na
aplicacdo de GnRH no dia 0, pois as hipdteses eram que a injecdo de GnRH faria com que o
foliculo dominante ovulasse e iniciasse uma nova onda folicular ou fosse aplicado em um
periodo do ciclo estral em que uma nova onda estivesse se formando espontaneamente. Apds
7 dias aplica-se PGF2a para regredir o CL, pois se este € resultado da aplicacdo inicial de
GnRH, o intervalo de 7 dias possibilita que o CL se torne responsivo a PGF. As vacas
recebem uma segunda injecdo de GnRH 48h ap6s a PGF, com o intuito de induzir a ovulacdo
de um foliculo dominante. Este periodo entre as duas aplicacdes de GnRH possibilita que um
novo foliculo seja capaz de emergir e se desenvolver até um tamanho pré-ovulatério,
respondendo a luteinizagcdo. Com base nesse estudo, as ovulagdes ocorrem entre 24h e 32h
ap6s a aplicacdo da segunda dose de GnRH (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995;
WILTBANK; PURSLEY, 2014). Portanto, esse trabalho trouxe uma resposta muito
interessante, sendo o primeiro que relata a sincronizacdo da ovulacdo em um periodo
consolidado. Esse fato tem um grande impacto na reproducdo, pois possibilitou que a IA fosse
realizada mais proxima da ovulacdo e, sem necessidade de deteccdo do estro em vacas
leiteiras (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995).

Em rebanhos de corte na América do Sul, protocolos baseados em estradiol e P4 séo
mais utilizados para sincronizar a emergéncia da onda folicular e ovulacdo. Geralmente,
nesses protocolos as ovulagbes sdo induzidas com doses baixas de CE, administradas no
momento da retirada do dispositivo de P4 (BO; BARUSELLI, 2014). Contudo, as vacas
induzidas com CE tém suas ovulagdes ocorrendo entre 42 e 102 horas apos a retirada do
dispositivo, ou seja, ovulacfes mais espacadas. Ja as vacas que foram induzidas com CE e
GnRH, tiveram suas ovulagdes ocorrendo no intervalo de 60 a 72 horas. Além disso, Barbosa
et al (2022) observaram que as ovulagdes tiveram uma maior concentracdo quando aplicado
GnRH 34 horas apos a retirada do DIV (66h) em relacdo ao grupo controle que recebeu
apenas CE como indutor de ovulagdo (77,2h). A taxa de concepcdo (P/IA) também foi
superior no grupo que recebeu o GnRH (63%) em relacdo ao controle (50,4%). Portanto, a
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administragdo de GnRH esta associada com maior sincronizagdo da ovulacdo e maior P/IA em
vacas zebuinas de corte (BARBOSA et al., 2022).

2.3.3 Horménio Luiteinizante (LH)

O LH é uma glicoproteina secretada pelas células gonadotréficas da adeno-hipdfise.
Em foliculos pré-ovulatérios, o LH tem funcdo de estimular a ovulacdo e age nas células da
granulosa, que passa a expressar receptores de LH. Além disso, a resposta do foliculo ao LH é
morfolégica (ovulacdo e formacdo do corpo luteo) e secretoria (producdo de P4) (SPINOSA,
2017). Além disso, foi testada a hipotese que o LH atuaria melhor como indutor de ovulacdo
do que o GnRH no protocolo Ovsynch. Porém, ndo encontraram diferenca significativa, pois o
tempo de ovulacdo apos a aplicacdo do segundo indutor de ovulagédo foi similar, sendo de +
26,5 h para 0 GnRH e + 24,9 h para LH, em buafalas. Portanto, 0 GnRH pode ser utilizado
como substituto do LH em programas de Ovsynch (DE ARAUJO BERBER; MADUREIRA,
BARUSELLI, 2002).

2.3.4 Esteres de Estradiol

Os ésteres de estradiol sdo esteroides naturais que tém como principais compostos o
17R-estradiol, a estrona e o estriol. Estes ésteres de estradiol sdo usados para o controle do
ciclo estral, porém induzem uma ovulacdo mais tardia quando comparado aos protocolos que
utilizam GnRH (D’AVILA, C.A.; MORAES, F.P.; JR, T.L.; GASPERIN, 2019). Em novilhas
mesticas induzidas com BE 24 horas ap6s a remocao do DIV, as ovulagBes ocorreram 69,81 +
3,23 horas apo6s a remocdo do mesmo (PFEIFER et al., 2014). J& em vacas leiteiras as
ovulagdes ocorreram entre 66 e 78 horas (PFEIFER et al., 2016). Contudo, a utilizacdo do BE
apos a remogédo do DIV é eficiente em induzir a ovulagdo, porém € necessario um manejo a
mais, pois o BE é aplicado um dia ap0s a retirada do DIV. Isso acontece pelo fato de que o
BE tem meia vida menor (em média 3 dias) em comparacdo ao CE (10 a 12 dias) (D’AVILA,
C.A.; MORAES, F.P.; JR, T.L.; GASPERIN, 2019). Portanto, a distribuicdo das ovulacGes
utilizando os dois farmacos sdo bastante uniformes. Além disso, a taxa de concepcéo e
diametro do foliculo pré-ovulatorio também ndo diferem, ou seja, para facilitar o0 manejo,
pode ser utilizado o CE como indutor de ovulacdo sem comprometimento na taxa de
concepcdo (DE ARAUJO ANDRADE et al., 2012;(FRANCA et al., 2015).
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O tratamento com 17R estradiol determina atresia do foliculo dominante e emergéncia
de uma nova onda folicular, sendo sua eficiéncia melhorada quando associado a progesterona
(KASTELIC et al., 1997). A administracdo de 5 mg de 178 estradiol gerou uma emergéncia
de nova onda folicular, em média de 4,3 dias mais tarde. Entretanto, quando aplicado
benzoato de estradiol uma nova onda folicular iniciou apés 5,4 dias apds a aplicacdo (BO et
al., 1995).

2.3.5 Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG)

O hCG é um hormonio glicoproteico, muito utilizado por ter uma acdo semelhante ao
LH, porém com uma acdo mais prolongada, em torno de 30 horas apés o tratamento
(D’AVILA, C.A.,2019; DE RENSIS et al., 2008). Em bovinos, o hCG se liga nos receptores
de LH nas células da granulosa e da teca dos foliculos ovarianos, e € utilizado para induzir a
ovulagéo em protocolos de IATF. O seu uso foi associado com o incremento na fertilidade de
vacas leiteiras, reduzindo as perdas gestacionais devido ao estresse caldrico (DE RENSIS et
al., 2008). Em vacas da raca Holandés que receberam tratamento com hCG 7 dias depois da
inseminacdo tiveram producdo de um corpo lUteo acessério, aumento da concentracdo
plasmatica de P4 e reducdo da morte embrionéria precoce (RAJAMAHENDRAN;
SIANANGAMA, 1992). Portanto, além do potencial de ovulacdo, o0 hCG mostrou aumento da
taxa de concepc¢do apos o tratamento. Entretanto, a substituicdo do GnRH por hCG no inicio
do protocolo Ovsynch ndo mostrou aumento nas taxas de concep¢do e ovulagdo em vacas
leiteiras (KESKIN et al., 2010).

2.3.6 Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG)

A eCG ¢é um farmaco que possui meia vida de 46h, e é produzida nos céalices
endometriais de éguas prenhes, entre 40 a 130 dias de gestacdo (BD; SD, 1991). Além disso, é
a Unica gonadotrofina capaz de se ligar tanto aos receptores de LH, quanto de FSH, possuindo
atividade foliculo estimulante e luteinizante. Ao se ligar aos receptores de FSH e LH, pode
promover o crescimento folicular, ovulacdo e maturacdo (BARUSELLLI et al., 2008).

A administragdo de eCG no momento da retirada do dispositivo em um protocolo com
progesterona e estradiol, aumenta a taxa de ovulagdo e do crescimento do foliculo ovulatorio,

em vacas de corte em anestro. Além disso, induz a formagdo de um corpo IGteo maior com
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capacidade de produzir mais progesterona. Portanto, o eCG pode melhorar a eficiéncia
reprodutiva em animais no periodo pds parto ou com baixa condicéo corporal (BARUSELLI
et al.,, 2008; DOROTEU; OLIVEIRA; PIVATO, 2015).

2.3.7 Progesterona injetavel (P4i)

Os protocolos com progesterona injetavel podem ser uma alternativa interessante para
a IATF, pois facilita 0 manejo de animais devido a aspectos praticos, como beneficios de uma
aplicacdo parenteral, rapida, precisa e com uma alta garantia de absorcdo pelo animal,
eliminando casos de perdas de dispositivos. Além disso, as vantagens higiénico-sanitéarias que
evitam casos de vaginite e/ou vulvovaginite, frequentemente observados no uso de
dispositivos intravaginais, especialmente quando sdo reutilizados. Além disso, é menos
laborioso, principalmente pela maior facilidade na aplicacdo parenteral e ndo envolve a
limpeza como observado em dispositivos intravaginais (MOROTTI et al., 2018).

Em protocolos de pré-sincronizacdo a administracdo de 150mg de P4i 10 dias antes do
protocolo de IATF aumentou o diametro folicular no inicio do protocolo (DO0), no dia da
retirada do DIV (D8) e aumentou a taxa de concepcdo (P/IA). Além disso, essa dosagem
manteve a concentracdo de P4 acima de 1,5ng/ml por 7 dias, mostrando que o tratamento foi
eficaz em aumentar a P4 (SIMOES et al., 2018).

Quando se comparou E2+P4i com BE para sincronizacdo da onda folicular em Bos
indicus, submetidos a protocolo de IATF a base de estradiol/P4, viram que ambos 0s
tratamentos tiveram eficacia em induzir uma nova onda folicular. Porém, o uso do protocolo
em primiparas com E2+P4i é mais vantajoso, visto que aumentou a P/IA (ROCHA et al.,
2022).

2.4 Sincronizagao da ovulagéo e incremento na fertilidade em vacas de corte

Quando a IA foi desenvolvida e validada, os estudos realizados determinavam o tempo
ideal de IA em relagdo ao estro. A recomendacdo era realizar a IA 12 horas apds o primeiro
estro observado. Porém, a variabilidade entre o inicio do estro e sua observagéo dificultavam
definir o momento ideal da IA em relacdo a ovulagdo. Portanto, foi desenvolvido um
protocolo que sincroniza o tempo de ovulagdo, denominado Ovsynch (administracdo de
GnRH no inicio do protocolo, PGF2a 7 dias depois e GnRH novamente no dia 9, realizando a
IATF 16 horas depois (RICHARD PURSLEY; SILCOX; WILTBANK, 1998). A partir disso,
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durante os ultimos 20 anos, varios protocolos de sincronizagdo para a IATF foram
desenvolvidos (BARBOSA et al., 2022). Com base nesses estudos foi possivel eliminar a
necessidade de deteccdo do estro e, além disso, esses protocolos permitiram que a IA seja
realizada em um momento conhecido da ovulacdo (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995).

Na América do Sul, os protocolos a base de estradiol e P4 sdo os mais utilizados para
sincronizagcdo da onda folicular e ovulagdo para IATF (BARBOSA et al.,, 2022), pois
protocolos a base de GnRH e PGF2a (Ovsynch) apresentaram resultados inconsistentes,
provavelmente por causa do nimero variavel de vacas em anestro pds-parto (BARUSELLI et
al., 2004). Nos protocolos com estradiol e P4, as ovulagdes s&o induzidas com doses baixas de
CE, geralmente concomitante com a retirada do DIV. Entretanto, vacas induzidas com CE
podem falhar em demonstrar estro comportamental e isso esta associado a menor P/IA
(RODRIGUES et al., 2019). Portanto, a falha em demonstrar estro em vacas induzidas com
CE pode estar relacionado a um foliculo dominante pequeno e consequentemente, baixa
producdo de estradiol (BARBOSA et al., 2022).

Alguns estudos tém mostrado que em vacas que ndo demonstram estro, 0 GnRH pode
ser uma alternativa para incremento na taxa de prenhez em vacas de corte submetidas a
protocolos de IATF contendo estradiol e P4 (RODRIGUES et al., 2019; CEDENO et al.,
2021). Em vacas Bos indicus (Nelore), com protocolo de 7 dias a base de estradiol e P4,
multiparas e primiparas foram randomizadas para receber ou ndo GnRH no dia da IATF. As
vacas que receberam GnRH tiveram maior P/IA do que as que ndo receberam (62,5% e
56,8%, respectivamente). Além disso, o tratamento com GnRH aumentou a P/IA daquelas
vacas que ndo demonstraram estro (52,1% e 34,3%, respectivamente) (CORTAT et al., 2022).
Portanto, o tratamento com GnRH traz um beneficio nos protocolos de IATF, aumentando a
P/IA em vacas da raca Nelore. A hipotese desse estudo foi avaliar a aplicacdo de GnRH 34
horas apds a remocdo do DIV aumentaria a taxa de ovulagdo (%), teria efeito na area do CL e
concentragdo sérica de P4 nos Experimentos 1 e 2. J& nos Experimentos 3 e 4, 0 objetivo foi
avaliar a taxa de concepcéo (P/I1A).
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Resumo

Foram realizados quatro experimentos para avaliar os efeitos do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) antes da inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) em vacas
multiparas taurinas e sintéticas de corte. Inicialmente, foi realizado um Experimento Piloto
em que vacas Jersey e Holandesas (n=8) foram sincronizadas com 2 mg de benzoato de
estradiol (BE) e DIV contendo 1g de P4. Oito dias depois, foi retirado o DIV e aplicado
500ug de d-cloprostenol (PGF); 0,5mg de cipionato de estradiol (CE). O objetivo foi avaliar
os efeitos da aplicacdo do GnRH 36 horas ap6s a retirada do DIV na taxa de ovulagdo,
concentracdo sérica de progesterona (P4) e diametro do corpo luteo (CL). Observou-se 100%
de ovulacdo no grupo GnRH (4/4) e 75% no grupo Controle (3/4; p=0,2) até 72 h apds
remocdo do DIV. A concentracdo sérica de P4 diferiu entre os dias avaliados (D5,5 e D12
apos IATF; p=0,005), mas ndo em relacdo ao tratamento (p=0,2). A fim de testar um maior
numero de animais, no Experimento 1 vacas primiparas e multiparas da ragca Brangus (n=51)
foram sincronizadas com o mesmo protocolo do Experimento Piloto, porém com a adicdo da
gonadotrofina coribnica equina (eCG 300Ul). Além disso, foram marcadas na base da cauda
para identificacdo do estro. No D9, as vacas foram distribuidas nos grupos conforme o
diametro do foliculo pré-ovulatério (FPO): GnRH (25 ug lecirelina) ou Controle (ndo receber
nenhum tratamento). Observou-se 95,8% de ovula¢do no grupo GnRH (23/24) e 80,9% no
grupo Controle (17/21; p=0,1). A concentracéo sérica de P4 diferiu entre grupos (p=0,02) e 0s
dias avaliados (D7 e D12 ap6s IATF; p=0,001), mas ndo houve interagdo entre grupo e dia

(p=0,8). No Experimento 2, o objetivo foi identificar o efeito do tratamento com GnRH
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(n=243) e Controle (n=183) na fertilidade de vacas taurinas de corte. N&o foi observado efeito
do tratamento em taxa de concepcdo (P/IA), sendo as taxas de P/IA de 51,6 % (n=184) e
54,1% (n=246) nos grupos no Controle e GnRH, respectivamente (p=0,2). No entanto, vacas
com ECC (4-4,5) do grupo GnRH tiveram maior P/IA (p=0,003) e, vacas que manifestaram
estro também tiveram maior P/IA em relagdo aos animais ndo detectados em cio (55,49% vs.
42,25%; p=0,03). No Experimento 3, as vacas foram sincronizadas com um protocolo
diferente dos demais estudos, em que receberam 5,5mg 17b estradiol e 50mg P4 e DIV 0,969
de P4. Oito dias depois, foi retirado o DIV e aplicado PGF (500ug); eCG (300Ul) e CE
(0,5mg). As vacas foram distribuidas aleatoriamente nos grupos Controle (n=79) e GnRH
(n=78), que recebeu 25ug de lecirelina 34h ap6s remogdo do DIV. As vacas do grupo
Controle que ndo apresentaram estro receberam GnRH na IATF (48h apds a retirada do DIV).
As vacas do grupo GnRH tiveram maior P/IA comparado ao grupo controle (67,94 e 51,79%,
respectivamente; p=0,03). Em resumo, verificou-se que ndo houve diferenga na fungéo luteal
de vacas tratadas ou ndo com 0 GnRH; o GnRH ndo aumentou a taxa de concepgdo em vacas
sincronizadas com protocolo convencional (P4 e BE) em relacdo aos animais que receberam
somente CE como indutor de ovulacdo; vacas que receberam GnRH tiveram maior P/IA
qguando comparado ao grupo controle, quando associado a um protocolo com 17b e
progesterona injetavel; e vacas que manifestaram estro independente do tratamento tiveram

maior taxa de concepcao.
1. Introducgéo

Os protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) mais utilizados em
bovinos de corte sdo baseados em estradiol com insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona (DIV) no inicio do protocolo (BO, 2020; CEDENO et al., 2021b; SA FILHO et
al., 2010). Nesses protocolos as ovulagdes séo induzidas com uma dose baixa de cipionato de
estradiol (CE), administrada no momento da retirada do DIV (BO; BARUSELLI, 2014).
Porém, as vacas que sdo induzidas com estradiol podem manifestar um estro artificial
(PFEIFER et al., 2020), e a concentracdo de estradiol enddgena pode ser baixa, associada a
um foliculo dominante pequeno (PFEIFER et al., 2020; SA FILHO et al., 2010). Além disso,
nesses protocolos com ésteres de estradiol, a ovulagcdo € mais tardia quando comparada a
protocolos que utilizam GnRH (D’AVILA et al., 2019). Os protocolos que utilizam benzoato
de estradiol (BE) 24 h apds a remocdo do DIV, tiveram ovulages ocorrendo 69h apos a
remoc¢do do mesmo (PFEIFER et al., 2014), ja em protocolos que utilizaram CE na remocao
do DIV, as ovulagBes ocorreram 55h depois (PANCARCI et al., 2002). No entanto, existe
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uma dispersdo no momento da ovulacdo, em que as vacas ovulam de 42 a 102 horas apds a
retirada do DIV (BARBOSA et al., 2022a) e esse fator esta associado a menor sobrevivéncia
do embrido pos-1A e, consequentemente, baixas taxas de concepcdo (PERRY et al., 2007a)
Além disso, quanto maior o intervalo da IATF até a ovulagdo menor a taxa de concepcao, que
pode estar relacionada ao menor nimero de células espermaticas viaveis (SAACKE, 2008).
Recentemente, um estudo demonstrou que vacas que ndo manifestaram estro em 48
horas apds a remocao do DIV, quando receberam GnRH e foram inseminadas 8 horas depois
(56 horas), tiveram maior taxa de concepcao 65,8% do que aquelas que nao receberam GnRH
e ndo demonstraram estro P/IA (17,5%) (CEDENO et al., 2021a). Além disso, em outro
estudo conduzido por Barbosa et al (BARBOSA et al., 2022a), observou-se que vacas Bos
indicus que receberam GnRH 34 horas apds a remoc¢do do DIV tiveram um expressivo
incremento na concepc¢do do que aquelas que ndo receberam (63% e 50,4%, respectivamente).
No referido estudo, atribui-se a maior taxa de concepg¢do a maior concentragdo no momento
da ovulagdo em vacas tratadas com GnRH. Entretanto, a funcio luteal foi parcialmente
avaliada. No entanto, dadas as diferencas na fisiologia reprodutiva entre zebuinos e taurinos,
como fisiologia ovariana e diametro folicular, ainda ndo foi relatado o beneficio do uso do
GnRH aplicado 34 horas ap6s a remogdo do DIV em racas taurinas e sintéticas. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta ovulatéria, funcdo luteal e P/IA em vacas taurinas

e sintéticas com cria ao pé apds tratamento com GnRH.

2. Material e Métodos
2.1 Animais

A Comissdo de Etica No Uso De Animais da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul aprovou todos os procedimentos realizados neste manuscrito (Nimero 41037 — 2021).
2.2 Experimento Piloto

O objetivo foi avaliar a taxa de ovulagdo e funcdo luteal em resposta ao tratamento
com GnRH. Para isto, vacas secas das racas Jersey e Holandesa (n=8), com escore de
condicéo corporal (ECC) 3 (escala de 1 a 5; 1=magra e 5=obesa), foram sincronizadas com
um DIV (1g P4; Primer, Agener Unido), juntamente com 2 mg de BE (RIC-BE, Agener
Unido, i.m) no DO. No D8, foi retirado o DIV e aplicado 500ug de cloprostenol (PGF; Estron,
Agener Unido). Além disso, as vacas receberam 0,5mg de cipionato de estradiol (CE;

Cipiotec; Agener Unido) e foram marcadas na base da cauda para identificacdo do estro com
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bastdo marcador Walmur®. No D9, as vacas foram distribuidas conforme o diametro folicular
para receber GnRH (25 ug lecirelina; Agener Unido) 34h apds a retirada do DIV (Grupo
GnRH) ou nédo receber nenhum tratamento (Grupo Controle). O didmetro do foliculo pré-
ovulatorio (FPO) no momento do tratamento nos grupos Controle e GnRH foram 15,1+1,2 e
13,8+0,96, respectivamente (p=0,4). Foi realizado o acompanhamento folicular das vacas no
momento da retirada do DIV e no dia da aplicacdo do GnRH do foliculo pré-ovulatorio
(FPO). Além disso, a ovulacao foi considerada quando houve a auséncia do FPO previamente
identificado na avaliagé@o anterior 72 horas apos a retirada do DIV, por ultrassonografia modo-
B (Mindray®DP10-vet com 7,5MHZ, probe retal). No dia 5,5 e 12 ap6s a IATF foi realizada
coleta de sangue para mensuracao de progesterona (P4) sérica.

2.3 Experimento 1

Vacas primiparas (Lote 1, n=14) e multiparas com cria ao pé (Lote 2, n=16; Lote 3,
n=21) da raga Brangus, com ECC 3,5+0,1 tiveram a onda folicular sincronizada com
protocolo de 8 dias (lotes 1 e 3) e de 9 dias (lote 2). Os animais receberam BE (2mg im;
Ourofino) e DIV (1g P4, Agener Unido). Na retirada do DIV, as vacas receberam PGF
(0,5mg; Ourofino), gonadotrofina coriénica equina (eCG 300Ul; Ourofino) e CE (0,5mg im;
Agener Unido). Nos Lotes 1 e 2, os foliculos foram escaneados por ultrassonografia na
remocao do DIV e 34h da remocédo do DIV, quando as vacas foram distribuidas para receber
GnRH (25 ug Lecirelina; Agener Unido) ou ndo receber tratamento (Grupo Controle). Ja as
vacas do Lote 3 tiveram os foliculos escaneados 34h, 56h, 72h e 80h ap6s a remogéo do DIV.
Os grupos foram equilibrados conforme o didmetro folicular a partir da avaliacdo
ultrassonografica dos foliculos: Lote 1 (Controle 11,3+0,6mm, n=4; GnRH 11,9+0,6mm,
n=7), Lote 2 (Controle 12,4+0,8mm, n=8; GnRH 12,3+0,5mm, n=8) e Lote 3 (Controle
10,35+0,50mm, n=9; GnRH 10,67+0,60mm, n=10). A ovulacdo foi confirmada 72h apés a
remocao do DIV, que foi considerada quando houve a auséncia do FPO, conforme descrito no
Experimento 1. Além disso, foi realizada a avaliagdo morfologica do corpo luteo (CL)
registrando-se o diametro do CL através de ultrassonografia modo-B. Foi realizada coleta de
sangue para mensuracao de P4 serica nos dias 7 e 12 ap6s a IATF e todos os animais foram
submetidos ao diagndstico de gestacao 30 dias apos a IATF.

2.4 Experimento 2

Nesse experimento, 0 objetivo foi obter dados sobre taxa de concepgdo por

inseminacdo (P/IA) e, além disso, foi realizada a avaliagdo da manifestacdo do estro na hora
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da IATF. Essa avaliacédo foi feita a partir da aplicacdo de tinta na regido sacral das fémeas no
dia da retirada do DIV e a leitura foi realizada no momento da IATF, sendo considerada em
estro a vaca que tinha > 75% de tinta removida. Foram utilizadas vacas multiparas taurinas
em lactacdo (n=342) e multiparas sintéticas (n=88), mantidas em pastagens nativas, com ECC
2,94+0,02. Além disso, o ECC foi agrupado em categorias para permitir avaliagdo do efeito
do ECC sobre a P/IA (< 2,75, n=166; 3 - 3,75, n=207; > 4,5, n = 49). Todas as vacas tiveram
a onda folicular sincronizada e no DO receberam a aplicacdo de BE (2mg; Ourofino; im) e
DIV (1g P4, Ourofino); e CE (1mg Ourofino; im), PGF (500ug,Ouro fino; im), eCG (300Ul
im; Ourofino; im) no D8. No D9, as vacas foram aleatoriamente distribuidas nos grupos
Controle (sem tratamento; n=144) ou GnRH (25 ug lecirelina; Agener Unido; n=198) e todas

as vacas foram submetidas ao diagndstico de gestacdo com 30 dias.
2.5 Experimento 3

Foram utilizadas vacas multiparas em lactagdo (n=157), com ECC de 2,90+0,04,
mantidas em pastagem de azevém (Lolium multiflorum) e submetidas ao seguinte protocolo
de IATF: os animais receberam um DIV (0,969 P4; Boehringer Ingelheim) e 5,5mg 17b
estradiol e 50mg P4 (Boehringer Ingelheim; im) no Dia 0 (DO0). As vacas foram tratadas com
PGF (500ug, Boehringer Ingelheim; im), eCG (300Ul im; Ourofino; im) e CE (0,5mg, Zoetis;
im), simultaneamente a remocdo do DIV no D8. No D9, as vacas foram aleatoriamente
distribuidas nos grupos Controle (GnRH48; n=79) ou GnRH34 (25ug lecirelina; Agener
Unido; im; n=78) 34h apds a remocdo do DIV. Foi realizada aplicacdo de tinta na regido
sacral das fémeas no dia da retirada do DIV e a leitura foi realizada no momento da IATF,
sendo considerada em estro a vaca que tinha > 75% de tinta removida. As vacas do grupo
controle que ndo apresentaram estro receberam GnRH na IATF (GnRH48, receberam GnRH
48h apos a retirada do DIV).

2.6 Coleta de sangue e dosagem hormonal

As amostras de sangue foram coletadas dos vasos coccigeos, com auxilio de tubos
vacutainer com ativador de coadgulo e agulhas de 25 x 0,70 mm (Vacuplast®). Os tubos de
coleta permaneceram em temperatura ambiente (22-25 ° C) por 30 minutos para retracdo do
codgulo antes da centrifugacdo (1600 x g por 10 minutos, temperatura ambiente). O soro foi
armazenado em microtubos de 1,5 ml a -20 °C até a anélise. As concentracdes séricas de P4

foram realizadas pelo método de quimiluminescéncia (ADVIA Centaur Systems Progesterone
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Kit; Siemens; Ref. 01586287; sensibilidade de 0,21 ng/mL), com coeficientes de variacdo

intra- e inter-ensaio inferiores a 12%.
2.7 Analise estatistica

Os dados continuos foram analisados quanto a distribuicdo e normalizados quando
necessario pelo teste de Shapiro-Wilk. Dados de didmetro de CL e concentracdo sérica de
progesterona nos diferentes momentos foram comparadas através de Mixed Model. Foram
incluidos no modelo os efeitos de fazenda, lote, ECC, estro e foram excluidos quando néo
significativos (p>0,2). A taxa de concepcao foi comparada utilizando-se regressdo logistica e
utilizou-se o contraste para as comparagdes de propor¢des de P/IA nos diferentes ECCs e
estro. As andlises foram realizadas com o software estatistico JMP (JMP Statistical Discovery
LLC.) e consideradas a um nivel de significancia minimo de 5% para as comparacgdes

estabelecidas.
3. Resultados
3.1 Experimento Piloto

O didmetro folicular das vacas de ambos os grupos no dia do tratamento com GnRH néo
diferiu (p=0,4). Observou-se que as vacas tratadas com GnRH ovularam até 72 h (Fig. 1A), e
a taxa de ovulacdo nos grupos Controle e GnRH néo diferiu nas 72h apos a retirada do DIV
(p=0,2). Aléem disso, ndo foi observada diferenca na concentracdo sérica de P4 em relacdo aos

grupos (p=0,2), somente efeito do dia de avaliacdo apos a IATF (5,5 e 12; p=0,005) (Fig. 1B).
3.2 Experimento 1

Em um segundo momento, foram testadas as mesmas variaveis do Experimento 1 com
um maior nimero de animais da raga Brangus em 3 réplicas (Tabela 1). O diametro folicular
das vacas dos grupos Controle e GnRH néo diferiu no momento do tratamento (11,3+0,4 e
11,5+0,4, respectivamente; p=0,7). N&o foi observada diferenca na taxa de ovulagdo 72h apoés
a retirada do DIV (Fig. 2A; p=0,1), sendo que 95,8% e 80,95% das vacas ovularam dos
grupos GnRH e Controle, respectivamente (p=0,1). N&o foi observada diferenca no didmetro
do CL nos dias 11 e 12 ap6s IATF (Fig. 2B; p=0,4). Em uma réplica acompanhou-se a
ovulagdo em varios momentos, em que ocorrera entre 56 e 80h (Fig. 2C).

Em 2 réplicas (Lotes 1 e 2), os animais tiveram uma avaliagdo adicional, em que
tiveram a funcéo luteal avaliada nos dias 7 e 12 ap6s IATF. N&o foram observadas diferengas
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na analise pareada de diametro do CL (Fig. 3A). A concentracdo sérica de P4 diferiu entre
grupos (p=0,02) e os dias avaliados (D7 e D12 apds IATF; p=0,001), mas ndo houve interacdo
entre grupo e dia (Fig. 3B; p=0,8).

3.3 Experimento 2

Né&o foi observado efeito do tratamento na taxa de concepgéo (P/1A), sendo as taxas de
P/1A de 51,6 % (n=184) e 54,1% (n=246) nos grupos no controle e GnRH, respectivamente
(Figura 4A; p=0,2). No entanto, ao categorizar os animais em ECC (Figura 4B), observou-se
que o ECC tem efeito sobre P/IA (p=0,003), mas o grupo (p=0,2) ndo tem efeito, com uma
tendéncia de interacdo entre grupo e ECC (p=0,07). Vacas com ECC (4-4,5) do grupo GnRH
tiveram maior P/IA (%) quando comparado ao grupo controle (p=0,003; Fig.4B). Observou-se
que vacas do grupo Controle tiveram maior manifestacéo de estro na IATF (p=0,002) do que
as vacas do grupo GnRH (Fig. 4C). Além disso, vacas que manifestaram estro tiveram maior
P/1A (55,5%) do que as que ndo detectados em estro (42,3%; Fig. 4D; p=0,03).

3.4 Experimento 3

Com a utilizacdo de um protocolo com 17b, progesterona injetavel e DIV no inicio da
sincronizacdo em trés réplicas (Figura 5), as vacas do grupo GnRH34 tiveram incremento
significativo da P/IA (67,94%), comparadas as vacas do grupo controle GnRH48 (51,79%;
p=0,03).

4. Discussao

O presente estudo avaliou o efeito da administracdo de GnRH 34 horas apo6s a
remogéo do DIV no protocolo de IATF em vacas taurinas e sintéticas de corte com cria ao pé,
utilizando um protocolo a base de estradiol e P4. Além disso, avaliamos o efeito do
tratamento com GnRH na funcdo luteal. Ndo foram observadas diferencas entre grupos
Controle e GnRH em relagdo ao diametro do CL ou concentracdo de P4 no Experimento
Piloto e no Experimento 1. Essas variaveis foram parcialmente avaliadas por outros
pesquisadores utilizando como base a aplicacdo de GnRH 34h apds a retirada do DIV em
vacas da raca Nelore (BARBOSA et al., 2022a). Porém, em vacas leiteiras quando aplicado
GnRH na hora da IA, melhorou a maturacdo do odcito e a funcdo lutea (SHEPHARD;
MORTON; NORMAN, 2014). Ressalta-se que neste estudo foi utilizado o principio ativo

Lecirelina e, no trabalho conduzido em vacas Nelore por (BARBOSA et al., 2022) foi
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utilizado Buserelina. Existem diferencas na estrutura molecular dessas duas formas sintéticas
de GnRH. Entretanto, mesmo com essas diferencas estruturais das moléculas, foi
demonstrado que o pico de LH ocorre duas horas apds a administracdo intramuscular de
buserelina e lecirelina (VANZETTO et al., 2018).

A administracdo de GnRH em vacas que manifestaram estro aumentou a P/IA quando
comparado as vacas que manifestaram estro e ndo receberam o hormdnio (Experimento 2).
Este resultado diverge de outros estudos em que ndo houve diferenca significativa quando
utilizado o GnRH em novilhas que manifestaram estro hora da IA, porém melhorou a P/IA
nas novilhas que nédo fizeram estro e receberam o horménio (59,10%) vs. ndo manifestaram e
ndo receberam GnRH (48,20%) (MADUREIRA et al., 2020) e 53,8% (estro e GnRH) vs.
37,9% (Controle) (CEDENO et al.,, 2021a). Entretanto, em nosso estudo vacas que
manifestaram estro tiveram maior P/IA, independente do tratamento (55,39% vs. 42,25%),
também observado por outros autores (BARBOSA et al., 2022b; CEDENO et al.,
2021b;CORTAT et al., 2022). Além disso, vacas com ECC (4-4,5) tiveram maior P/IA no
Experimento 2, porém o nimero amostral é pequeno (n=49, sendo GnRH; n = 21 e Controle;
n=28) e sdo necessarios mais estudos com o numero maior de animais para confirmar esse
dado.

A administracdo de GnRH possibilitou um incremento na fertilidade no Experimento
3, resultando em um acréscimo de 16% na P/IA em vacas taurinas de corte com cria ao pé.
Resultados similares foram encontrados em estudos conduzidos com animais da raca Nelore,
em que o incremento na P/IA foi de 13% (BARBOSA et al., 2022a). Alguns estudos tém sido
realizados com o objetivo de avaliar a aplicagdo de GnRH no momento da IATF em vacas
que ndo manifestam estro (BISHOP et al., 2017; CEDENO et al., 2021b; HILL et al., 2016),
porém & necessario que seja feita a marcagdo na regido sacral e avaliacdo do estro no dia da
IATF para avaliar a necessidade ou nédo de aplicar o GnRH. A proposta deste estudo visa a
eliminacdo da marcacdo com tinta, e consequentemente, avaliacdo no dia da inseminacéo,
porém com um manejo a mais a ser realizado 14h antes da IATF. Portanto, o incremento na
prenhez observado por Barbosa et al (BARBOSA et al., 2022a) em vacas zebuinas de corte
justificou a adicdo de um manejo no protocolo, o que foi observado em uma das fazendas do
nosso estudo em que se testou 0 GNRH (Experimento 3). No entanto, foi utilizado protocolo
diferente dos demais experimentos, em que no DO utilizou-se o 17b estradiol associado com
P4 injetavel. Em vacas Bos indicus, testou-se a hipotese de que a associacdo desses dois
horménios poderia induzir o surgimento de uma onda folicular mais precoce, aumentando o

diametro do foliculo pré-ovulatdrio e as taxas de prenhez na IATF. Foi observado que a taxa
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de crescimento do foliculo dominante no grupo 17b e P4 foi maior no D9 do que no grupo
que foi utilizado somente BE, e em primiparas melhorou a P/IA (ROCHA et al., 2022).

Em nosso estudo, ndo foi possivel realizar avaliacbes ovarianas no Experimento 3
(17b+P4). Mais estudos precisam ser realizados para entender o que acontece em relacdo a
dindmica folicular dessas vacas tratadas com 17b e, se 0 motivo de termos melhores taxas de
prenhez esta associado ou ndo ao maior diametro do foliculo pré-ovulatério, ou seja, por ser
mais responsivo ao GnRH. Portanto, o incremento na P/IA ndo foi observado no Experimento
1, somente tendo um efeito positivo no Experimento 3. Esse incremento na fertilidade
também pode estar associado a populacdo e diametro folicular das diferentes ragas, em que
fémeas taurinas iniciam a divergéncia folicular aos 8,5 a 9 mm (GINTHER et al., 1996;
SARTORI et al., 2001) e as zebuinas entre 5 e 6 mm (CARVALHO et al., 2008). Além disso,
novilhas de corte taurinas possuem capacidade ovulatoria a partir dos 9 mm (MARTINEZ et
al., 1999) e a maior capacidade de concep¢do foi observada quando as novilhas ovulam
foliculos entre 10,7 mm e 15,7 mm de didmetro (DALTON et al., 2001); (PERRY et al.,
2007).

5. Concluséao

Coletivamente, ndo foi observado efeito aditivo de GnRH na inducdo da ovulacdo e em
taxa de concepcao em comparagdo ao uso isolado de CE. Ressalta-se que a taxa de ovulacédo é
elevada com o uso de CE. O uso de GnRH parece promover incremento da P/IA quando é
usado 17b para regressao folicular e inducdo de nova onda folicular; no entanto, mais estudos

s80 necessarios, uma vez que o experimento foi realizado somente em uma propriedade.
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Tabela 1 - Avaliacdes ovarianas e concentracao sérica de Progesterona (Experimento 2) em
vacas sintéticas de corte tratadas com GnRH (GnRH) 34h ap6s remocéo do DIV ou Controle.

Avaliacéo Dia Controle GnRH Valor - P

Lote 1 (Primiparas) n=4 n="7

Diametro FPO (mm)®° 11,27+0,64 11,88+0,62 0,5

Taxa de ovulagdo (72h)? 75% (3/4) 100% (7/7) 0,13

Diametro CL (mm) 7 19,85+0,53 20,10£0,75 0,8
12 22,98+0,63 21,42+1,53 0,43

Concentracédo de P4 7 8,57+1,24 8,57+1,15 0,2

(ng/mL) 0,2
12 12,85+1,27 13,98+1,86

Lote 2 (Multiparas) n=28 n=28

Diametro FPO (mm)° 12,39+0,82 12,34+0,53 0,4

Taxa de ovulagdo (72h)? 87,5 % (7/8) 100% (8/8) 0,3

Diédmetro CL (mm) 7 20,47£1,09 22,59+0,85 0,6
12 21,33+1,18 23,09+2,11 0,8

Concentracédo de P4 7 5,34+0,69 6,75+1,20 0,3

(ng/mL) 0,3
12 10,44+1,78 12,65+2,66

Lote 3 (Multiparas) n=9 n=10

Diametro FPO (mm)® 10,26+0,56 10,67+0,60 0,8

Taxa de ovulagdo (72h)? 77,8% (7/9) 90% (9/10) 0,4

Diédmetro CL (mm) 7 20,27£2,0 22,08+1,54 0,4

Concentracédo de P4 7 9,80+0,60 9,85+0,76 0,9

(ng/mL)

*Horas ap0s a retirada do DIV.
"Diametro do foliculo pré-ovulatério (FPO) no momento do tratamento.
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Figura 1 - Avaliacbes ovarianas do Experimento Piloto em vacas secas das racas Jersey e
Holandesa tratadas com GnRH (Grupo GnRH; n=4) 34 horas ap0s a retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona (DIV) ou ndo tratadas (Grupo Controle; n=4). A) Taxa de
ovulacédo Oh, 36h, 48h e 72h apds remocdo do DIV nos Grupos Controle e GnRH (p=0,2; ns).
B) Concentracdo sérica de progesterona dos Grupos Controle e GnRH nos dias 5,5 e 12 apds
IATF.
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Figura 2 - Avaliacdes ovarianas do Experimento 1 em vacas com cria ao pé da raca Brangus
tratadas com GnRH (Grupo GnRH; n=24) 34 horas ap0és a retirada do dispositivo intravaginal
de progesterona (DIV) ou ndo tratadas (Grupo Controle; n=22). A) Taxa de ovulagéo até 72
horas apds remocao do DIV nos Grupos GnRH e Grupo Controle (p=0,1; ns). B) Didmetro do
corpo lateo (CL) nos dias 7 e 12 apo6s IATF nos Grupos GnRH e Controle (p=0,4; ns). C)
Taxa de ovulacdo em 32h, 56h, 72h e 80h apds a remocdo do DIV (lote 3) nos Grupos
Controle (n=9) e GnRH (n=10), considerando todas as vacas. N& foram observadas
ovulagBes em 2 vacas do Grupo Controle (22,2%).
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Figura 3- Funcao luteal de vacas com cria ao pé da raca Brangus tratadas com GnRH (Grupo
GnRH; n=12) 34 horas ap6s a retirada do dispositivo intravaginal de progesterona (DIV) ou
ndo tratadas (Grupo Controle; n=12) do Experimento 2. A) Diametro do CL apds remocéo do
DIV nos Grupos GnRH e Grupo Controle (p=0,1). B) Diametro do corpo luteo (CL) nos dias
11 e 12 ap6s IATF nos Grupos GnRH e Controle (p=0,4). Experimento 1, lotes 1 e 2. A)
Diametro do CL teve efeito positivo em relacdo ao dia (7 e 12; p=0,07) mas ndo em relagéo
ao tratamento. B) Progesterona teve feito positivo em relacdo ao dia da coleta (7 e 12;
p<0,001), mas ndo em relacdo ao grupo de tratamento.



A
80
Il Controle
60 - 1 GnRH
Grupo: p=0,2

PIIA (%)
8
1

20
0
L EE 2 g
A B Total
C
t
100 — P=0002
£ 80- -
=
< 60
g
o 40 -1
=
m 204
183 243
o 1 1
N X
0 &
ooo“ &

40

B
80 -
Il Controle (n=83)
- =1 GnRH (n=76)
Grupo: p=0,2
< ECC: p=0,003
; 40 Grupo*ECC: p=0,07
P
20
3| Il 2 |2
0 - —
2-2,75 3-3,75
D
t 3
60 - —
. 40 .
9
<
& 20-
355 71
o 1 I
«Q.O «Q_O
¢ &
e o
&

Figura 4 - Experimento 2. A) Taxa de concepcao (P/IA) nos Grupos Controle e GnRH nas
Fazendas A e B. B) Taxa de concepcao (P/IA) nos Grupos Controle e GnRH, categorizados
em Escores de Condicdo Corporal. C) Manifestacdo de estro na IATF nos Grupos Controle e
GnRH. D) Taxa de concepgéo (P/IA) conforme manifestacéo de estro na IATF.
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Figura 5 - Taxa de concepcdo (P/IA) de lotes de vacas taurinas com cria ao pé tratadas com
GnRH (Grupo GnRH; n=78) 34 horas ap0s a retirada do dispositivo intravaginal de
progesterona (DIV) ou ndo tratadas (Grupo Controle; n=79) no Experimento 3. Os animais
foram sincronizados com 17B e progesterona injetavel no inicio do protocolo.
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4 CONCLUSAO

Em resumo, verificou-se que ndo houve diferenca na funcéo luteal de vacas tratadas ou
ndo com o GnRH; o GNRH ndo aumentou a taxa de concepcdo em vacas sincronizadas com
protocolo convencional (P4 e BE) em relacdo aos animais que receberam somente CE como
indutor de ovulacdo. No entanto, vacas que receberam GnRH tiveram maior P/IA quando
comparado ao grupo Controle quando associado a um protocolo com 17b e progesterona
injetavel; vacas que manifestaram estro independente do tratamento tiveram maior P/IA.

Coletivamente, os resultados do presente estudo nos permitem concluir que ndo ha
beneficio na adicdo de GnRH como indutor de ovulacdo ao protocolo de IATF com CE; visto
que ndo houve incremento na funcgdo luteal e na P/IA de vacas taurinas e sintéticas tratadas
com GnRH. Além disso, mais estudos sdo necessarios para confirmar a interacdo entre o uso
do GnRH associado a um protocolo com 17b e progesterona injetavel, visto que houve um

incremento na fertilidade quando se utilizou o 17b estradiol no inicio do protocolo.
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