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RESUMO

UTILIZACAO DE UM ANALOGO DO HORMONIO LIBERADOR DE
GONADOTROFINAS (LECIRELINA) NA INDUCAO E SINCRONIZACAO DA
OVULACAO EM PORCAS

Autor: Henrique Castello Costa de Fries
Orientador: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-orientador: Prof. Dr. Ivo Wentz

O andlogo de GnRH, Lecirelina (Gestran Plus®; ARSA S.R.L., Buenos Aires,
Argentina), foi testado para habilidade de induzir e sincronizar a ovulagdo de porcas. As
fémeas foram uniformemente distribuidas apos o desmame, em dois grupos de 56 fémeas de
acordo com a ordem de parto (OP) (2-6), intervalo desmame-estro (IDE) e escore corporal
visual (ECV). O anédlogo de GnRH (25pg, ImL) e a solugdo fisioldgica (grupo controle)
foram administrados no inicio do estro (quando detectado o primeiro reflexo de tolerancia ao
macho). A detec¢do do estro, assim como a ultrasonografia transcutanea foram realizados em
intervalos de 8 horas. A duragdo do estro, no grupo controle e tratado, foram de 66,3 + 1,3 he
de 61,3 £ 1,3 h (P=0,007), respectivamente. O intervalo entre o inicio do estro e a ovulagao
(IEO) foi de 44,3 £ 1,2 h e 39,9 + 1,2 h (P=0,012) para o grupo controle e tratado,
respectivamente. Até 40 h apds o tratamento, 70,9% das fémeas que receberam a Lecirelina
ovularam enquanto somente 48,2% das fémeas controle ovularam no mesmo periodo
(P=0,01). Uma maior propor¢do das fémeas hormonalmente tratadas tendeu (P=0,09) a
ovular até 48 h apo6s o tratamento (92,7%) comparado com as fémeas do grupo controle
(82,4%). O desempenho reprodutivo (taxa de parto, nimero de leitdes nascidos totais, leitdes
nascidos vivos, natimortos e fetos mumificados) nao foi afetado (P>0,05) pela indugdo da
ovulagdo com Lecirelina.

Palavras-chave: porcas, analogo de GnRH, Lecirelina, indu¢do da ovulagdo, desempenho
reprodutivo



ABSTRACT

UTILIZATION OF A GONADOTROPIN-RELEASING HORMONE ANALOGUE
(LECIRELIN) ON INDUCTION AND SYNCHRONIZATION OF OVULATION IN
SOWS.

Author: Henrique Castello Costa de Fries

Advisor: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-advisors: Prof. Ivo Wentz

The GnRH analog, Lecirelin (Gestran Plus®; ARSA S.R.L., Buenos Aires,
Argentina), was tested for the ability to induce and synchronize ovulation in sows. Sows were
uniformly allocated, after weaning, in two groups (n=56, each) according to parity (2-6),
wean to estrus interval (WEI) and body condition score (BCS). GnRH analog (25ug, 1mL)
and saline solution (control group) were injected at estrus onset (at first standing reflex).
Estrus detection and transcutaneous real-time ultrasonography were performed each 8 h.
Duration of estrus for control and treated groups was of 66.3 = 1.3 h and 61.3 + 1.3 h
(P=0,007), respectively. Interval from estrus onset to ovulation (IEO) was of 44.3 + 1.2 h and
39.9 + 1.2 h (P=0,012) for the control and treated groups, respectively. Up to 40 h after
treatment administration, 70.9% of Lecirelin sows had ovulated whereas 48.2% of control
sows ovulated in the same period (P= 0.01). A large proportion of Lecirelin sows tended (P=
0.09) to ovulate up to 48 h after treatment (92.7%) compared to control sows (82.4%).
Reproductive performance (farrowing rate, number of total piglets born, piglets born alive,
stillborn piglets and mummified fetuses) was not affected (P>0.05) by induction of the
ovulation with Lecirelin.

Keywords: sows, GnRH analog, lecirelin, ovulation time, reproductive performance
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1 INTRODUCAO

A taxa de fecundacdo no suino ¢ aumentada quando a inseminagao ¢ realizada
durante o periodo de 24 horas que antecedem a ovulagdo (KEMP; SOEDE, 1997). Porém, o
intervalo entre o inicio do estro e a ovulagdo (IEO) ¢ altamente varidvel na espécie suina
(WEITZE et al., 1994) e, com isso, o uso de repetidas inseminagdes artificiais (IA) ao longo
do estro torna-se necessario para aproximar a deposicao dos espermatozoides ao momento da
ovulacdo. Apesar de uma IA a cada 24 horas ser vidvel, ¢ amplamente utilizado o emprego de
duas IA diarias em intervalos de oito a 16 horas. Esses protocolos resultam em média, 3,2-3,5
IA por estro, conseqilientemente, seriam necessarias oito a nove doses por fémea/ano,
considerando 2,5 partos fémea/ano. Protocolos de IA com intervalos de 24 horas resultam em
uma reducdo ao redor de uma dose por estro.

O desenvolvimento folicular, assim como a propria ovulacdo, requer eventos
hormonais apurados e, portanto, ¢ necessario o entendimento desses mecanismos para
qualquer tentativa de manipula¢io do processo reprodutivo da fémea suina (BRUSSOW et
al., 2009). A possibilidade de previsdo do momento da ovulagdo ¢ alvo de extensas pesquisas,
uma vez que possibilitaria a ado¢do de um manejo da IA tecnicamente mais adequado e
economicamente mais interessante.

O objetivo desse trabalho (Artigo 1) ¢ dar um embasamento na fisiologia
reprodutiva da fémea suina e apresentar como a ovulagdo pode ser controlada e de que
maneira isso pode ser aplicado no uso da IA em tempo fixo (IATF). No segundo trabalho (2),
¢ avaliado o uso da Lecirelina (andlogo de GnRH) na inducdo e sincroniza¢ao da ovulacao
em porcas. Este artigo tem o objetivo de testar a eficacia da Lecirelina e tentar viabiliza-la no

emprego da [ATF.
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2 ARTIGO 1

ARTIGO DE REVISAO A SER APRESENTADO A COMISSAO EDITORIAL DA
REVISTA “ACTA SCIENTIAE VETERINARIAE”

A formatacdo do artigo segue as normas da revista “Acta Scientiae Veterinariae”.
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RESUMO

A inseminacao artificial (IA) por si s6 € uma atividade facilitadora do manejo reprodutivo,
no entanto se utilizada em um momento fixo (IATF) poderia trazer beneficios ainda maiores. A
aplicagdo dessa técnica exige um conhecimento do ciclo reprodutivo da fémea suina,
principalmente, sobre o intervalo entre o inicio do estro e a ovulagao (IEO). Entre fémeas, ha uma
grande variabilidade no IEO e isso ¢ um dos entraves para a utilizagdo da IATF, pois a IA deve
ser realizada no minimo 24 horas antes da ovulagdo. Alguns fatores podem influenciar o IEO,
porém nao ha nenhum que explique a variabilidade deste, a ponto de ser utilizado de forma
pratica. O que parece ser efetivo em adiantar e sincronizar o IEO & a aplicacdo de hormoénios
indutores da ovulagdo. Para isso, tem-se utilizado a gonadotrofina corionica humana (hCG), o
hormoénio luteinizante suino (pLH) e os analogos do hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH). Diversas pesquisas, com a utilizagdo desses hormonios, vém sendo realizadas para
tornar vidvel a implantagdo da IATF. Esse artigo tem como objetivo descrever alguns eventos
importantes do ciclo reprodutivo da fémea e os estudos ja realizados na inducao e sincronizagao

do IEO, assim como da implantag¢do de programas de IATF.

Descritores: Inseminagao artificial, momento ovulagao, pLH, GnRH, suino

ABSTRACT

Artificial insemination (Al) is an activity which facilitates reproductive management,

however when performed in a fixed time (AIFT) could bring even more benefits. The application

of this technique requires knowledge of the reproductive cycle of sows, mainly on the interval
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between the onset of estrus and ovulation (IEO). There is a great variability in IEO among
females and this is one of the difficulties of the AIFT, as the AI must be performed at least 24
hours before ovulation. Some factors may have an effect on IEO, but none of them are able to be
used in a practical management. Applications of hormones which induce ovulation seem effective
in advance and synchronize IEO. Human chorionic gonadotropin (hCG), porcine luteinizing
hormone (pLH) and gonadotropin-releasing hormone (GnRH) analogues have been used for this
purpose. Several studies using those hormones have been carried out to make possible the
implementation of IATF. This review aims to describe some important events of the female
reproductive cycle and the investigation which has been carried out for induction and

synchronization of the IEO, as well as deployment of IATF program.

Keywords: Artificial insemination, time of ovulation, pLH, GnRH, swine

I. INTRODUCAO

Um dos pré-requisitos para otimizar a taxa de fecundac¢do no suino ¢ que a inseminacao
seja realizada durante o periodo de 24 horas que antecede a ovulagdo [34]. No entanto, hd uma
grande varia¢do no intervalo entre o inicio do estro e a ovulagao (IEO) [77] e, com isso, o uso de
repetidas inseminagdes artificiais (IA) ao longo do estro torna-se necessario para aproximar a
deposi¢do dos espermatozdides ao momento da ovulacdo. Segundo Soede et al. [64] e Nissen et
al. [48] € possivel a realizacdo de uma IA ao dia sem comprometimento dos indices zootécnicos
desde que o intervalo pré-ovulatério seja de no maximo 24 horas. Bortolozzo et al [6]
verificaram que, em [As realizadas em um periodo de zero a 24 horas antes da ovulagdo, ndo foi

observado diferenca na sobrevivéncia embrionaria € no numero de embrides viaveis em leitoas.
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Apesar de uma IA a cada 24 horas ser viavel, em nosso meio ainda ¢ amplamente utilizado o
emprego de duas [As diarias em intervalos de oito a 16 horas. Esses protocolos levam a média de
3,2-3,5 1As por estro. Dessa forma, considerando-se 2,5 inseminacdes por fémea ao ano, seriam
necessarias oito a nove doses por fémea anualmente. Protocolos de IA com intervalos de 24 horas
levam a um potencial de redug@o equivalente a uma dose por estro, ou seja, uma redugdo proxima
a 30% na demanda de sémen.

O controle do desenvolvimento folicular e da ovulagdo oferece vantagens praticas no
manejo produtivo e no desenvolvimento das tecnologias reprodutivas como, por exemplo, a
sincronizagdo da entrada em estro em um grupo de fémeas ¢ o uso da IA em tempo fixo. Esta
bem estabelecido, tanto em porcas [48] como em leitoas [2], que a variagdo na duragdo do estro
(DUE) possui relagdo direta com o intervalo estro-ovulagao (IEO) [61] e, aparentemente, nenhum
outro fator que pode ser aplicado na pratica foi associado ao momento da ovulagdo [39]. O
registro do inicio do estro e da DUE depende da frequéncia em que as detec¢des ocorrem [2] e da
habilidade observacional dos funcionarios da granja [64]. Dessa forma, o momento apropriado
para definir a inseminagdo em relagdo a ovulagdo pode ser problematico, possuindo uma larga
influéncia na fertilidade subseqiiente [64].

O desenvolvimento folicular incluindo o crescimento ¢ maturagdo final dos foliculos
ovulatorios, assim como a propria ovulacdo, requer eventos hormonais apurados e, entender esses
mecanismos, torna-se necessario para qualquer tentativa de manipulagao do processo reprodutivo
da fémea suina [11]. A possibilidade de previsdo do momento da ovulagdo ¢ alvo de extensas
pesquisas pelo mundo todo, isto porque possibilitaria a adogdo de um manejo da TA mais
adequado do ponto de vista técnico, assim como seria economicamente mais interessante. O

objetivo da presente revisdo ¢ dar um embasamento na fisiologia reprodutiva da fémea suina e
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apresentar as formas de controle da ovulagdo e de que maneira estas podem ser aplicadas no uso

da IA em tempo fixo.

Il. CICLO ESTRAL E DESENVOVIMENTO FOLICULAR

O suino doméstico € considerado uma espécie poliéstrica anual, isto €, apresenta ciclos
estrais durante todo ano. Este dura em média 21 dias (variacdo de 18-24 dias) e apresenta uma
fase folicular e uma fase luteal [5]. Salienta-se que a fase folicular tem duracdo de quatro a cinco
dias e a luteal de 15 a 17 dias [36].

A fase folicular ¢ o periodo que se inicia com a regressao do corpo luteo (CL) e estende-
se até a ovulagdo. Durante essa fase, ha predominancia de foliculos em crescimento, os quais
podem atingir tamanhos pré-ovulatérios, assim como producdo de estradiol, podendo ser
subdividida em pro-estro e estro. O pro-estro tem uma duragdo de um a trés dias e, nessa fase,
ocorrem nao s6 alteragdes anatdmicas (edema e hiperemia vulvar), mas também
comportamentais, como: as fémeas tentam saltar uma sobre as outras. Essas alteracdes se devem
ao fato de que nesse periodo ha um elevado nivel de estrogeno produzido pelos foliculos
ovarianos, o qual age sobre o sistema nervoso central ocasionando um periodo de feedback
positivo sobre as gonadotrofinas [25]. Ja o estro, tem uma duragdo média de 50-60 horas, mas
com amplitude de 24 a 96 horas [61,77] e nessa fase do ciclo as alteragdes anatdmicas sao menos
evidentes, quando comparadas ao pro-estro. No entanto, as alteragdes comportamentais
continuam sendo percebidas. A fémea, além de ainda tentar montar sobre as outras, apresenta
reflexo de tolerancia ao macho (RTM) sexualmente maduro. Esse fendmeno psiquico ocorre em

conseqiiéncia do elevado nivel de estrogeno no pro-estro.
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A fase luteal é o periodo entre a ovulacdo até a regressdao do CL. Nesta fase, a principal
estrutura ovariana ¢ o CL e a progesterona ¢ o hormonio predominante. Mesmo que essa fase seja
caracterizada pela producdo de progesterona, os foliculos continuam crescendo e regridem, mas
nao produzem altas quantidades de estradiol [57]. Ainda, ¢ dividida em metaestro e diestro, sendo
a duracao de cada fase de dois a trés dias e sete a 12 dias, respectivamente. No metaestro, as
concentragdes de estrogenos chegam a niveis basais € os corpos hemorragicos (oriundos dos
foliculos ovulatorios) comecam a produzir progesterona. O diestro € caracterizado pela producao
de niveis maximos de progesterona nos dias 12 a 14 do ciclo. A regressao luteal inicia no dia 15 a
16 do ciclo com a progesterona atingindo niveis basais nos dias 17 a 18 do ciclo, caracterizando o

reinicio do ciclo [5].

1. Endocrinologia do ciclo estral

O FSH ¢ o principal hormdnio de controle do crescimento folicular e sua secregdao pela
adenohipofise além de ser desencadeada pelo GnRH (origem hipotalamica) ¢ também, em parte,
controlada pelos principais produtos secretados pelos foliculos em desenvolvimento, estes sdo:
estrogeno e inibina [29]. A ativina e o TGF-beta (Transforming Growth Factor-beta) agem como
estimuladores da regulagdao do FSH [22].

O LH age em conjunto com o FSH para induzir a secre¢do de estrogeno pelos foliculos
ovarianos [27]. Em um primeiro momento, os altos niveis de estrogeno bloqueiam a liberagdo de
LH por um mecanismo de feedback negativo. O estradiol tem efeito inibitdrio na secre¢do tonica
de GnRH, o qual controla a secre¢do de LH e FSH [22]. No entanto, em um segundo momento, o
estrogeno, ao atingir uma determinada concentracdo, e via feedback positivo, desencadeia a

sintomatologia de estro e provoca o pico pré-ovulatorio de LH [58]. Este pico de LH ¢ o
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responsavel pela ovulagdo e posterior luteinizagdo das células da granulosa e teca interna [1].
Segundo Britt et al. [9], este periodo de feedback negativo ¢ um pré-requisito para acumular uma
quantidade suficiente de LH a fim de que ocorra uma adequada expressdao do pico de LH. A
freqiiéncia e amplitude de GnRH sdo moduladas pela interagdo entre o efeito do feedback do
estrogeno e da progesterona. Esta exerce efeito predominante e induz um padrdo de baixa
freqiéncia e alta amplitude de LH. Embora o estimulo do FSH seja essencial para o
desenvolvimento do grupo de foliculos pré-ovulatorios, a parte final da maturacdo folicular e
ovulacdo sdo dependentes da secre¢cdo pulsatil de LH [22]. Durante o periodo pré-ovulatorio, o
estrogeno atinge niveis maximos (60-90pg/mL), induzindo o pico pré-ovulatério de LH
(~8ng/mL) [24, 35]. O pico de LH induz a ovulagdo, a diferenciagdo de células foliculares ¢ a
formagdo do CL. A variagdo no momento do surgimento do pico de LH em relagdo ao inicio do
estro ¢ o que causa as diferengas do momento da ovulagdao [71]. O intervalo dos parametros
hormonais € 0 momento da ovulagdo variam muito quando relacionados ao inicio e fim do estro.
Como exemplo, o LH, o qual possui um intervalo entre o seu pico e o inicio do estro entre menos
10h e mais 22h (amplitude de 32h), ou seja, o pico do LH pode acontecer antes ou apds o inicio
do estro [62]. Estes autores ainda relatam que o intervalo entre o pico de LH e a ovulagao foi de
30+3h (amplitude de 26 a 34h). Degenstein et al. [17] e Terqui et al. [69] também observaram
intervalos semelhantes entre o pico de LH e a ovulagdo, respectivamente, 33,4+2,7h e 31+9,6h.
Terqui et al. [69] encontraram que a diferenca entre o pico de LH plasmatico e a ovulacao teve
uma amplitude de 24-65h, no entanto, para 70% das fémeas, este ocorreu dentro de 24h. Esses
autores relatam que ha uma relagdo significativamente positiva entre o intervalo do inicio do
estro ¢ o aumento do LH plasmatico com o IEO (R2=0,39, P<0,0006). Segundo Foxcroft & van
de Wiel [20], a diferenca entre o inicio do estro e o momento do pico de LH parece ser variavel e

estes eventos podem ter uma diferenca de menos 12 ou mais 12h. Porém, ao assumir um intervalo
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fixo entre o pico do LH e a ovulagdo (36-40h), ha a possibilidade de o momento da ovulagdo
poder variar consideravelmente dentro do estro [20].

O foliculo recém ovulado ¢ submetido a uma remodelagdo, resultando na formagdo de
corpo hemorragico e, em seguida, em uma glandula intra-ovariana, o corpo luteo. Este processo ¢
chamado de luteinizagdo [57]. Associadas as mudancas morfoldgicas, também ocorrem
importantes mudancas na esteroidogénese. Este ¢ um processo que envolve uma rapida alteragao
funcional da produgdo de estrogeno para a de progesterona [24]. Normalmente, a progesterona
alcanca o pico (25-35ng/mL) entre os oito e 12 dias do ciclo e este nivel ¢ mantido até os dias 14-
15 quando inicia a queda [24]. O processo de lutedlise ¢ utero-dependente e inicia nos dias 15-16
do ciclo estral, caso ndo tenha ocorrido o reconhecimento da gestagcdo. A progesterona diminui
para niveis basais nos dias 17-18 do ciclo, em fémeas ndo prenhes, pelo aumento da PGFalfa na
circulagdo utero-ovariana [65]. A diminui¢do de progesterona permite aumento gradual na
freqiiéncia e diminuigdo da amplitude do LH. Ainda, concomitantemente ao declinio de

progesterona, ha aumento de estradiol e aumento na secre¢ao de prolactina [20].

2. Dinamica folicular:

O desenvolvimento de foliculos pode ser dividido em dois periodos: gonadotrofina
independente e gonadotrofina dependente. Ambos sdo caracterizados por padrdes distintos de
proliferagdo celular. No estddio gonadotrofina-independente, os foliculos primordiais crescem,
sob influéncia de fatores ovarianos locais, podem se tornarem atrésicos. A auséncia de
estimulagdo gonadotrofica adequada ¢ a causa primaria do impedimento da continuidade do
desenvolvimento folicular. Durante o ciclo estral, a populagdo folicular ¢ composta de uma

mistura de foliculos saudaveis, ou seja, aqueles que serdo selecionados para foliculos pré-
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ovulatorios e foliculos atrésicos. Em suinos, ndo ha evidéncias de ondas foliculares definidas
como observado em outras espécies. Durante a fase luteal do ciclo estral, existe um continuo
crescimento de foliculos sem o aparecimento de foliculos dominantes ou ondas foliculares [42].
Os processos de recrutamento e selegao permitem o desenvolvimento de um namero de foliculos
ovulatdrios, que sdo especificos de cada espécie e gonadotrofina-dependentes [22]. Um aumento
significativo no crescimento dos foliculos selecionados para ovulacao parece ocorrer entre os dias
14-17 do ciclo estral [19, 56], pois este ¢ 0 momento que coincide com a luteodlise e sabe-se que
altos niveis de progesterona inibem a liberacdo de LH, bloqueando a maturagdo dos foliculos.
Assim, ap6s a luteodlise, com baixas concentragdes de progesterona, cessa o bloqueio do eixo
hipotaldmico-hipofisidrio, aumentando os niveis de LH que permitem a continuidade do
crescimento folicular, maturac¢ao e ovulagao [20].

Em leitoas, o grupo de foliculos destinado a ovulagdo ¢ estimulado pelo aumento do FSH,
no entanto, sob a influéncia das altas concentracdes de progesterona (P4) durante o diestro, os
foliculos ndo atingem o tamanho ovulatorio. Somente apds a lutedlise quando a concentragdo de
P4 esta baixa e, deste modo sem o feedback negativo sob a sintese de gonadotrofinas, os foliculos
finalmente crescem de quatro mm até o tamanho ovulatério dentro de quatro a seis dias [11].
Segundo Knox [37] o nimero de foliculos maiores do que 6,9 mm comegcam a aumentar no dia
15 do ciclo estral, alcangando um tamanho maximo durante o primeiro dia do estro. H4 um
balan¢o bem definido entre os fatores estimulatorios (LH e FSH) e inibitorios (P4 e inibina) que
favorecem o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio. Como tem sido demonstrado apds a
privagdo de gonadotrofinas, o FSH ¢ necessario para sustentar o desenvolvimento folicular além
de dois a trés mm e o LH além de quatro mm [18]. Uma vez que os foliculos atingem um estagio
pré-ovulatorio o FSH declina [26] e os pulsos secretorios de LH mudam de luteal (alta amplitude-

baixa frequéncia) para padrdes foliculares (baixa amplitude-alta freqiiéncia) [35]. O estdgio final
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do desenvolvimento folicular ¢ associado com a diminuicdo da expressao dos receptores de FSH
e aumento dos de LH junto a uma maior producdo de estradiol, assim como um acréscimo no
acumulo de liquido no antro folicular. O feedback positivo de estradiol ocasiona a liberacao de
LH mediada pelo GnRH através da glandula pituitaria, assim iniciando a ovulagdo e a liberagao
do oocito maduro [11].

As porcas, comumente, apresentam anestro lactacional. Durante a lactagdo e antes do
desmame, os foliculos exibem um padrao ondulatdrio de crescimento € emergem com um grupo
de 20-30 foliculos de dois mm os quais ndo crescem mais do que cinco mm [41]. Isto ¢ devido ao
aleitamento, o qual inibe a secrecdo de GnRH e, subseqiientemente, de LH devido a agdo
combinada da prolactina, ocitocina e dos peptideos opiodides endogenos (POE) que previnem
esses foliculos de alcancarem o tamanho ovulatério antes do desmame [73]. O crescimento
folicular até dois mm de didmetro ndo necessita suporte gonadotrofico; no entanto para crescer de
dois a quatro mm hé necessidade de um suporte de FSH e uma estimulacdo do LH. Ja, o
crescimento e maturagcdo folicular de quatro mm para o tamanho ovulatério (6 a 10 mm)
requerem um aumento da freqiiéncia dos pulsos de LH [53]. Apos os leitdes serem desmamados,
os foliculos crescem para sete a oito mm antes da ovulagdo. Inicialmente, o FSH aumenta e entdo
diminui ao desmame. O LH basal aumenta, assim como a freqiiéncia de seus pulsos e estes sdo a
chave regulatoria do desenvolvimento folicular apoés o desmame e que afetam o intervalo
desmame-estro (IDE) [72], ou seja, com o desmame o padrao de secrecdo de LH ¢ alterado: de
baixa freqliéncia e alta amplitude para alta freqiiéncia e baixa amplitude. Além do mais,
hormonios adrenais ¢ mediadores nutricionais como a glicose, insulina e acidos graxos livres,
assim como opiodides endogenos e a leptina tém mostrado ter influéncia no desenvolvimento
folicular ap6s o desmame e na ovulagdo [11]. As variacdes do FSH sdo menos marcantes,

provavelmente pelo fato da liberagdo de FSH ser influenciada pelas secregdes ovarianas durante a
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lactagdo [52] e sua secrecdo ¢ bloqueada pela inibina, esta secretada pelos foliculos em
crescimento [79].

As variagdes no IDE estdo relacionadas ao grau de inibicdo da secre¢ao de LH durante a
lactagdao [59]. Esse grau de inibi¢do do LH influencia o desenvolvimento folicular antes do
desmame e o recomego do crescimento folicular apos o desmame [54]. Segundo Bracken et al.
[7], o diametro médio dos foliculos ao desmame ¢ um dos fatores que regulam a duragao do IDE.
Ainda, o grau de inibicao da secre¢do de LH antes do desmame também influencia a secre¢ao de
LH apos o desmame [59, 72]. De acordo com Lucy ef al. [41], as fémeas que ovulam no 5° dia
apos o desmame iniciam o crescimento folicular imediatamente depois de serem desmamadas e
possuem foliculos do tamanho de seis mm por volta do dia 2 pdés desmame. Em contraste, as
fémeas que ovulam no 9° dia apds o desmame possuem seis mm de didmetro folicular somente ao
dia 6 p6s desmame. Segundo esses autores, a onda folicular ocorre, nas porcas, antes do desmame
porque o pico de atividade folicular ¢ precedido por um aumento nas concentracdes de FSH que

podem estimular uma nova onda de desenvolvimento folicular.

I111.MOMENTO DA OVULACAO

A ovulagao ¢ definida como o momento em que ocorre a ruptura dos foliculos terciarios e
liberagao dos odcitos, sendo este um fenomeno dindmico e espontaneo, caracterizado pela ruptura
de um sistema vascular e pela destruicao do tecido conectivo da parede do foliculo de Graaf, com
a liberacdo dos odcitos maduros para a fecundacdao [40]. Embora todos os foliculos selecionados
respondam ao pico de LH, pode haver assincronia no reinicio da meiose do o6cito e momento da
ovulagdo [29] cuja duracdo varia de uma a trés horas [60]. Como regra geral, assume-se que a

ovulagdo ocorre no inicio do ter¢o final do estro [48, 64, 77]. Segundo Kemp & Soede [33], a
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ovulagdo ocorre depois de transcorridos entre 70 e 72% do estro, independentemente, do tempo
de duragdo deste. De acordo com Almeida et al. [2], em leitoas, a ovulagdo ocorre apos 85% do
estro ter transcorrido. Ha grande variabilidade individual no IEO (Tabela 1), e observa-se que o
momento médio de ovulacao varia de 37 a 45 horas ap6s o inicio do estro, no entanto a amplitude
pode ser de 8 a 85 horas. Essa amplitude dificulta a adog@o de um protocolo fixo de inseminagao,
porque existem fémeas que ovulam precocemente e outras tardiamente ao longo do estro [5].

Determinar quais as varidveis que poderiam melhor explicar essa variagdo observada no
IEO ¢ importante para possibilitar a predicdo do momento da ovulacdo. Assim, pode-se associar
o IEO com a algumas variaveis, sendo estas: DUE, ordem de parto (OP), IDE e periodo de
lactacdo. Com excecao da DUE, as demais variaveis ndo conseguem explicar mais do que 20%
da variacdo observada no IEO e, sendo assim, ndo sdo bons indicadores do momento da ovulagdo
e ndo devem ser utilizadas para a fixagao de regras de manejo de IA [5]. Apesar de existir, em
muitas situacdes, uma boa associa¢do entre o IEO e a DUE, a utilizacdo dessa variavel como
ferramenta para predi¢do da ovulagdo, infelizmente, ndo ¢ possivel. Isto pelo fato de que a
ovulagdo ocorre durante o periodo estral e a DUE somente pode ser determinada, obviamente,
apos o seu final [5].

Sendo a DUE o fator que melhor explica o IEO, devem ser citados os fatores que podem
influenciar esta. Estes sdo: genética, estimulo com o macho, estresse, IDE, estacdo do ano e OP
[60]. A OP, assim como a estimulagdo com o macho realmente podem influenciar a duragao do
estro, no entanto esses fatores tém influéncia restrita na variabilidade do IEO [5, 31, 66, 77].
Portanto, ndo hd como estabelecer um protocolo diferenciado de IA baseado nestas
caracteristicas.

Por outro lado, a associagdo da DUE com o IDE deve ser discutida, pois ha controvérsias

entre autores. De acordo com Weitze et al. [77] e Kemp & Soede [33], o IDE possui influéncia
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sobre a DUE, pois um aumento deste (entre, aproximadamente, trés e seis dias) estaria
relacionado com uma diminui¢cao na DUE. Essa influéncia ¢ bastante grande, ja que um aumento
de trés dias no IDE resulta, em média, em uma diminuicao de 24h na DUE [33]. A diminuicdo da
DUE também resulta em uma diminui¢ao no IEO [33, 77]. Como pode ser visto na Tabela 2, a
porcentagem de fémeas que ovularam dentro de 32h aumentou quando o IDE passou de trés para
seis dias. Knox et al. [38] também relatam uma diminui¢do do IEO a medida que se aumenta o
IDE (Tabela 3). Nessa tabela, pode ser observado que o numero de fémeas apresentando um
menor IDE ¢ maior nas fémeas tratadas ao desmame com eCG/hCG do que no grupo controle.
Segundo Weitze et al. [77], essa relacao negativa entre o IEO e o IDE justificaria a adogdo de um
manejo diferenciado da IA. Breen et al. [8] aplicaram eCG e hCG no desmame e utilizaram um
protocolo de inseminagdo de acordo com o IDE da seguinte forma: IDE de dois a trés dias (IA
nas 36h e 48h); IDE de quatro dias (IA nas 24h e 36h); IDE de cinco dias (IA nas 12h e 24h);
IDE de seis a sete dias (IA nas Oh e 12h). Salienta-se que as fémeas do tratamento controle foram
inseminadas nas Oh e 24h apds o inicio do estro. Os autores encontraram que nao houve diferenca
para taxa de parto entre os grupos (P>0,1), assim como nao houve diferenga (P>0,1) na proporg¢ao
de fémeas que receberam a segunda inseminagao no prazo de 24h antes da ovulagao.

Em contrapartida, os coeficientes de determinagao (Rz) encontrados nessa relagcdo entre
IDE e IEO nos trabalhos citados anteriormente nunca foram superiores a 0,25. Este fato indica
que muitas fémeas sdo excecdo a essa associacdo, assim como ha trabalhos em que essa
associagdo nao ¢ relatada [28, 66]. Marchetti [43] encontrou entre 561 fémeas avaliadas um R’
igual a 0,05 para IDE x DUE, enquanto que para Castagna [16] o IDE nunca explicou mais de
7% do total da variagdo da DUE. Assim, um protocolo de A baseado no IDE deve ser avaliado

previamente, embora existam evidéncias de que esse tipo de estratégia ndo deva ser utilizado,
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uma vez que o comportamento estral de uma determinada granja pode ndo responder
significativamente ao IDE [16].

Com essa dificuldade em definir o momento em que a ovulacdo ocorre de forma
espontanea, experimentalmente foram e € testada a aplicacdo de hormonios indutores do processo
ovulatério. A utilizacdo de gonadotrofinas para sincronizagdo da ovulacdo ¢ uma alternativa
interessante, que permitiria o desenvolvimento de métodos intensivos de detec¢do de estro e o
uso de tempos fixos seguros para a realizacdo da IA. Assim, a administragdo exdgena de GnRH
(hormonio liberador de gonadotrofinas) ou pLH (hormdnio luteinizante suino) tem sido utilizada

na sincronizacao da ovulagao [14].

IV.CONTROLE FARMACOLOGICO NA INDUCAO DA OVULACAO

Embora o inicio do estro e, de certo modo, a ovulagdo possam ser sincronizados, em
leitoas e porcas, usando-se eCG, o intervalo em que a ovulag@o acontece em relagdo ao inicio do
estro pode, ainda, ser extremamente variavel. Quando o objetivo € realizar uma inseminagao em
tempo fixo (IATF), a ovulagdo deve ser induzida e isso pode ser realizado através do uso de
gonadotrofinas que, predominantemente, tenham a mesma atividade do LH, como o hCG
(gonadotrofina corionica humana) e os analogos de GnRH [11]. Ainda, o pLH tem-se mostrado
efetivo como um mimetizador do efeito do hCG para sincronizar a ovulacdo em fémeas

desmamadas [14, 15].

1. Utilizagcdo de eCG/hCG:
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O emprego de gonadotrofinas na indugao e sincroniza¢ao da ovulacdo em matrizes suinas,
com o objetivo de dirigir uma IA para um momento pré-determinado, caracteriza-se em uma
atividade facilitadora do manejo reprodutivo. Os beneficios de seu uso associam-se a uma
antecipac¢do da vida reprodutiva da fémea, além de controlar a idade das fémeas destinadas a
reposi¢do. Como provocam a entrada em estro de forma sincronizada, facilitam, ndo s6 as
incorporagdes mais direcionadas, homogéneas e ordenadas das fémeas, mas também o manejo da
inseminagdo artificial [78].

Nos suinos, 0 eCG ¢ usado com funcdo de FSH ¢ LH, via de acdo direta nos ovarios,
estimulando o crescimento folicular, ovulagdo e estro em leitoas, assim como provocando o
reinicio da atividade ovariana apos o desmame [46]. Por sua vez, o0 hCG tem fungdo semelhante a
do LH, isto ¢, induz a ovulagdo, atua na luteinizagcdo das células da granulosa, mantém a vida
funcional do corpo luteo e aumenta a secrecdo de progesterona das células luteinizadas [26]. O
hCG visa mimetizar o pico enddégeno pré-ovulatorio de LH, tendo sido efetivo na inducdo da
ovulacdo em leitoas, a qual ocorreu, aproximadamente, entre 40-42 horas apds o tratamento [30].

Em suinos, um dos protocolos de tratamento mais utilizado no controle da ovulagdo
envolve o uso combinado de eCG para estimular o crescimento folicular, seguido de hCG para
induzir a ovulacdo [76]. Breen ef al. [8] conduziram um experimento no qual aplicaram 400 Ul
de eCG mais 200 UI de hCG ao desmame e ndo encontraram influéncia do tratamento no IEO
entre as fémeas tratadas (40,5h) e as do grupo controle (35,4h) (P>0,10). Assim como Knox et al.
[38], os quais encontraram valores de IEO igual a 43,7h para o grupo controle (n=65) e 45,6h
para o grupo tratado ao desmame com 400 UI eCG/200 UI hCG (P>0,05). Portanto, conclui-se
que a aplicagdo conjunta desses dois hormonios ao desmame induz o crescimento folicular, a
manifestacdo do estro e, por conseguinte a ovulagdo. Porém, o IEO ndo ¢ induzido de forma

sincronizada.



354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

16

Degenstein et al. [17] observaram que leitoas puberes com ovulagdo induzida (750U1
hCG 80h apods o eCG) tiveram um intervalo médio entre a aplicagdo hormonal e a ovulagdo de
47,6£2,5h com uma amplitude de 36,2-67,3h. Este resultado foi significativamente diferente
(P<0,001) do grupo controle, que apresentou a média de 59,5+2,5h com amplitude de 36,1-83,8h
(Figura 3). Kaeoket [32] trabalhou com leitoas sincronizadas (20mg altrenogest/dia por 18 dias) e
ndo encontrou efeitos do uso do hCG (72h apods o término do altrenogest) sobre o IEO, porém
este trabalho possui um numero baixo de fémeas por grupo (n=10) e do grupo tratado com hCG
duas fémeas apresentaram cistos ovarianos. Ziecik et al. [83] mostraram que a concentracdao de
hCG aumentou imediatamente apds a sua injecdo e alcangou concentracdes maximas (28+14,
24£13 e 13+2 mUI/ml) apés 13, 15 e 21 horas para doses de 1500UI, 1000UI e 500UI,
respectivamente. Ou seja, intervalo entre a injecdo de hCG e a ocorréncia do pico da
concentracao de hCG foi bastante variavel e também dose dependente. Este fato pode explicar a
diferenca entre a inje¢do de hCG e a ovulagdo (35-48h) encontrada em alguns trabalhos [10, 29,
51, 63, 81]. Ao que parece, o hCG ¢ um bom indutor da ovulacdo, porém o IEO segue muito
variavel e, dessa forma, o uso desse hormonio na adequacdo de um protocolo de IA em tempo

fixo merece maiores estudos.

2. Utilizagao de analogos de GnRH:

De acordo com a origem, o GnRH pode ser dividido em dois grupos: GnRH natural e os
analogos de GnRH (sintéticos). Freqlientemente, os sintéticos sdo chamados de superanalogos,

com excecdo da gonadorelina, a qual ¢ produzida a partir do GnRH natural. Alguns dos
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superanalogos sao até 20 vezes mais efetivos do que a gonadorelina e, além disso, possuem uma
meia vida maior [82].

Em contraste ao hCG, o GnRH atua na glandula pituitaria estimulando a liberacao do LH
endogeno [11]. Briissow et al. [10] observaram que a concentracdo maxima de LH apos a inje¢ao
de um analogo de GnRH foi de 2 a 4 horas e que este nivel se manteve por 6 a § horas.
Gooneratne et al. [23] observaram que a resposta maxima do LH a aplicacdo endogena de GnRH
ocorreu apds 90 a 120 minutos. A inducdo do pico de LH com GnRH endogeno ¢,
consistentemente, mais curta do que em relacdo ao que ocorre naturalmente. O pico de LH
induzido ndo interfere com o que ocorre de forma natural, e sim, deve agir em conjunto,
prolongando a duracdo do mesmo [23].

Segundo Briissow et al. [10], leitoas tratadas com 50pg de acetato de gonadorelina (D-
Phe®-LHRH) 80h ap6s a aplicagio de 1000UI de eCG comegaram a ovular 35,5+2,7 horas apos o
tratamento e, em média, terminaram a ovulacdo 5,9+1,7 horas mais tarde. Entretanto, os animais
variaram nas respostas ao analogo de GnRH, sendo estas variacdes relacionadas ao intervalo
entre a aplicacdo do hormonio e o pico de LH (Tabela 4). Outros Analogos de GnRH que t€ém
sido testados na indugdo da ovulacdo sdo a buserilina [47], a goserilina [12] e a triptorelina [4,
67]. A buserilina ¢ o agonista de GnRH mais amplamente usado na medicina veterinaria [49].
Brussow et al. [10] avaliaram o IEO em leitoas sincronizadas com altrenogest e induzidas ao
estro com eCG (24h apds a remocao do altrenogest). Nesse trabalho, foram utilizados dois grupos
de leitoas, um recebeu 20ug de goserilina 80 horas ap6s o eCG e outro 50ug de gonadorelina,
também 80 horas apo6s a aplicagdo de eCG. Os resultados quanto ao momento da ovulagdo apos a
aplicagdo hormonal sdo apresentados na Figura 1. Pode ser observado que 50ug de gonadorelina
possuem uma efetividade maior na sincroniza¢ao da ovulacado, pois, até 42h apds sua aplicagdo,

todas as fémeas ovularam ou estavam ovulando.
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Taibl et al. [67] analisaram o uso do acetato de triptorelina e verificaram que o mesmo ¢
eficiente em sincronizar e antecipar a ovulagdo em fémeas desmamadas quando aplicado 96 horas
ap6s o desmame. Salienta-se que o acetato de triptorelina ¢ um gel, o qual deve ser aplicado
intravaginalmente, ao contrario dos demais analogos, que sdo aplicados por via intramuscular.
Das fémeas tratadas com esse analogo, 78,2% ovularam em 48 horas apos a aplicacdo, enquanto
que somente 45,8% do grupo nao tratado e 37,8% do grupo que recebeu um placebo ovularam no
mesmo periodo. Taibl et al. [68] através de dados mais recentes comprovam a eficacia desse
analogo, pois, no grupo controle, 40,6% das fémeas (n=32/tratamento) ovularam em até 48 horas
apos o uso do placebo, enquanto em trés outros tratamentos (IA nas 18h, IA nas 24h e nas 30h
apos a aplicacao do analogo), os quais mantiveram a utilizagdo da triptorelina nas 96 horas apds o
desmame, tiveram 71,9%, 75,0% e 75,0% das fémeas ovulando no mesmo periodo de até 48

horas ap6s uso do horménio.
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Tempo de ovulacdo (h) Tempo de ovulagdo (h)
Goserilina Gonadorelina

Figura 1 — Distribuicdo cumulativa das leitoas (%) ovuladas, em
ovulagdo e ndo ovuladas nas 34, 38 e 42 horas apos o tratamento

com 20pg de goserilina (n=8) e 50pg de gonadorelina (n=4); *° ¢

P<0,05 em momentos diferentes dentro de cada tratamento; “®

P<0,05 em pontos de tempo entre cada tratamento

Fonte: [12].

Martinat-Botté et al. [44] avaliaram o uso de buserilina (10ug), aplicada em diferentes
momentos, na indugdo da ovulacdo em porcas e leitoas. Nas porcas, os autores utilizaram o
hormonio nas 104h e 94h apds o desmame sendo que para cada grupo havia outro controle. Por
outro lado, para as leitoas (todas sincronizadas com altrenogest), os autores utilizaram quatro
tratamentos, sendo estes: controle, outros dois com leitoas tratadas com buserilina 120h ¢ 104h

apods o término do altrenogest € um no qual as leitoas eram induzidas ao estro com 800UI ECG
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24h apos o término do altrenogest e recebiam a buserilina 104h apds o ECG. Dos resultados
(Tabela 5), destaca-se que as leitoas do grupo que recebeu o eCG e as do grupo das 120h
ovularam mais cedo que as demais. Ainda, todas as leitoas do grupo das 104h ovularam entre as
144h a 168h apos o término do tratamento com altrenogest. Quanto as porcas (Tabela 7), todas as
fémeas ovularam entre 126 e 150h ap6s o desmame, enquanto que no grupo das 104h, apenas
66,7% das fémeas ovularam no mesmo intervalo. Martinat-Botté et al. [44] ao compararem o0s
dados com relagdo a aplicagdo de eCG/GnRH em porcas aos de Rosales et al. [55], sugeriram
que a aplicacdo do analogo de GnRH deva ser realizada mais tarde (por volta de 90h pods-
desmame) em porcas ndo tratadas com eCG do que em porcas pré-tratadas com este hormdnio
(por volta de 80h) a fim de obter uma ovulagao melhor sincronizada.

Os dados indicam que os andlogos de GnRH, de forma geral, sdo efetivos na inducao da
ovulagdo. Todavia ainda ha um nimero consideravel de fémeas que ovulam 48 horas apos a
aplicagdo da triptorelina ou possuem mais de 40h de IEO (demais andlogos), o que do ponto de
vista pratico pode ndo ser desejavel na adequagdo de um protocolo de IA em tempo fixo. Quanto
a via e ao momento de aplicagdo os analogos diferem. A triptorelina ¢ aplicada
intravaginalmente e 96 horas ap6s o desmame. Os demais sdo aplicados por via intramuscular e
diferem quanto a0 momento entre os trabalhos. Salienta-se que esses protocolos, onde o agonista
de GnRH ¢ aplicado por volta de quatro dias ap6s o desmame, geram um inconveniente pratico,
que ¢ o fato de em um plantel existir fémeas que entram em estro antes e, conseqlientemente,
também ovulam antes desses 4 dias.

A buserilina parece ter um efeito sincronizador desejavel em porcas e leitoas. Em leitoas,
quando aplicada em quatro dias e oito horas ap6s o término do altrenogest, a buserilina foi habil
em sincronizar a ovulacdo entre 40 e 64h apds a sua aplicagdo (Tabela 5). Para porcas, a

buserilina quando aplicada quatro dias apos o desmame (94h) efetivou a sincronizacao da
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ovulagdo, em 100% das fémeas, entre 32 e 56h apds a aplicacdo (Tabela 7). Salienta-se que a

varia¢ao encontrada para porcas e leitoas, nesses casos, foi de 24 horas.

3. Utilizacao de pLH:

Algumas pesquisas t€ém demonstrado que o pLH pode sincronizar a ovulacdo de fémeas
suinas desmamadas. Estes estudos envolvem um protocolo de sincronizagdo que utiliza 600UI de
eCG no dia do desmame e Smg de pLH entre 72-80h ap6s o desmame. Em média, o resultado
desse tratamento com pLH proporciona um intervalo de ovulagdo de 35,7h [13], 38,2h [15] e
39,2h [74]. A informacao mais importante obtida destes trabalhos, ¢ o fato de todas as fémeas que
receberam o tratamento com pLH ovularam em até 44h apo6s a aplicacdo. Ainda, tem sido
sugerido que altas doses de pLH (25mg), quando usada em novilhas, aumenta a funcionalidade
do corpo lateo (CL), induzindo o CL a produzir mais progesterona de forma mais precoce no
diestro [3] e isto poderia aumentar o desenvolvimento embrionario e a fertilidade [70]. Porém, os
efeitos metabodlicos sobre o momento no qual a progesterona aumenta sua concentragao
plasmatica tém sido associados, em porcas desmamadas e leitoas, com uma reducdo na
sobrevivéncia embrionaria [21]. As mudangas no ambiente uterino, secrecdo das glandulas
endometriais, redugdo do tonus e contratilidade do miométrio sdo controladas pelo rapido
aumento de progesterona plasmatica apos a ovulagdao [65]. Segundo Degenstein et al. [17], a
concentracao de progesterona pode ser influenciada pelo tratamento com LH, como em bovinos,
e isto poderia afetar positivamente a sobrevivéncia embriondria. Contudo, Degenstein et al. [17]
nao encontraram diferengas quanto a concentragdo plasmatica de progesterona (dia seis de

gestacdo) em leitoas tratadas com Smg de pLH. No entanto, a concentracao de progesterona foi
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influenciada pela taxa de ovulacao, apesar de a taxa de ovulacdo ndo ter se diferenciado entre as
fémeas controle e as tratadas com pLH.

Candini et al. [14] aplicaram 24h apds o desmame 600 Ul de eCG e 56h apds fizeram uso
de 5mg de pLH. Essa dose de eCG mostrou-se bastante efetiva para estimular o desenvolvimento
folicular e desencadear a sintomatologia de estro. Assim, esses autores, encontraram que as
ovulagdes no grupo tratado (eCG + pLH) ocorreram entre 32 e 40h (37,25 + 3,65h) apds a
aplicacdo de pLH, enquanto que no grupo controle as ovulagdes ocorreram entre 32 e 104h
(63,67 = 20,22h). Importante salientar que o tempo médio de ovulagdo apds o uso de pLH
mostrou um desvio padrao de apenas + 3,65h. Através dessas informagdes pode-se dizer que a
utilizacdo de pLH ¢ bastante efetiva na sincronizagdo da ovulagdo, o que pode ser observado na
tabela 6. Com o objetivo de determinar uma dose minima e efetiva desse hormoénio, Viana et al.
[75] testaram o pLH nas doses de 2,5mg, 1,25mg e 0,650mg e observaram que 2,5mg de pLH foi,
também, eficaz na sincronizacao sincronizar da ovulagao.

Segundo Degenstein ef al. [17], ndo ha diferencas entre leitoas controle e tratadas com
5mg de pLH 80h ap6s o eCG na durag@o do pico de LH. No entanto, nas tratadas, a concentragado
plasmatica maxima do pico de LH, bem como a amplitude deste, foram maiores. Porém, o pLH
ndo afetou o surgimento do pico de LH e a variag¢@o no intervalo entre o tratamento € 0 momento
do pico de LH plasmatico foi maior nas fémeas controle em comparagdo com as tratadas
(P=0,01). Apesar do inicio do pico de LH ndo ter sido afetado, o surgimento deste foi mais

sincronizado nas leitoas tratadas (Figura 2).
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Figura 2 — Concentracdo plasmatica de LH em leitoas tratadas
com solugdo fisiologica (controle) ou pLH. (A) Pico da
concentracao de LH plasmatico por tratamento. (B) Amplitude no
surgimento do pico de LH de acordo com o tratamento.

Adaptado: [17].

Degenstein et al. [17] trabalharam com leitoas sincronizadas (Altrenogest, 15mg/dia por
14-18 dias) e induzidas ao estro, um dia apds o término do fornecimento de altrenogest, com
600UI de eCG. As leitoas foram submetidas a 3 tratamentos apds 80h da aplicacdo do eCG: 5mg
pLH, 750UI hCG e solugdo fisiologica (controle). Os resultados mostraram diferenga no IEO
(P<0,001) entre os grupos tratados com pLH, hCG e o controle. No entanto, a dura¢do do estro
nao foi diferente entre os tratamentos (43,4+4,2h; 41,5+4,1h; 48,9+4,1h, respectivamente para o

pLH, hCG e controle). Na Figura 3, pode ser observado que ha uma redu¢ao na variacao do IEO
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nas fémeas que receberam pLH em relagdo as fémeas que receberam hCG. Isto torna as fémeas
tratadas com pLH mais aptas a receberem um protocolo de IA em tempo fixo. Ainda, nesse
trabalho, ndo houve efeito dos tratamentos sobre a concentragdo plasmatica de progesterona ao
dia 6 de gestagdo. Embora a concentragdo de progesterona tenha sido influenciada pela taxa de
ovulagdo, ndo houve diferenga desta entre os tratamentos. O que pode ser observado no resultado
de todos esses trabalhos ¢ que, de fato, o pLH ¢ eficiente em diminuir a varia¢ao encontrada no
IEO em fémeas suinas. Assim, ¢ vidvel, do ponto de vista técnico, usa-lo no manejo de IATF.
Porém, ele possui algumas desvantagens quando comparado aos andlogos de GnRH: sua origem

¢ bioldgica e tem um custo mais elevado.
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Figura 3 — Variagao no tempo de ovulacao de leitoas tratadas
com soluc¢do fisioldgica (controle, n=15), hCG (n=15) e pLH

(n=15). **P=0,001; “‘P<0,05; > P=0,06 Fonte: [17].
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V. PROTOCOLOS DE IA EM TEMPO FIXO (IATF)

Comprovada a eficacia dos hormonios utilizados na indu¢do da ovulagdo, pode-se estipular
um protocolo para que a IA seja realizada em um momento pré-determinado. Quando se fala em
IATF, podem-se ressaltar dois tipos de manejo: um no qual é empregada a detecgdo de estro de
forma auxiliar ao protocolo de IA; outro seria o de realizar a IA totalmente as cegas, ou seja, de
forma independente a deteccdo de estro, predefinindo o momento em que a IA sera realizada. Sao
propostas de protocolos arrojados que reduzem drasticamente o volume de inseminagdes € a mao
de obra associada a esses processos. Entretanto, até o momento, eles estdo em desenvolvimento e
ainda apresentam resultados que comprometem o desempenho alcangado com as acgdes
tradicionais. Ao longo desse item serdo abordados trabalhos que usam as duas técnicas (IA com
ou sem deteccdo de estro) e também ha trabalhos que mesclam as duas situagdes.

Baer & Bilkei [4] avaliaram a aplicag@o intravaginal (gel) de um agonista do GnRH (acetato
de triptorelina) 96h depois do desmame. Um grupo de fémeas recebeu a primeira [A
concomitantemente com a aplicacdo hormonal e, independentemente, do diagnostico de estro
(trés IAs com intervalos de 24h); outro grupo foi inseminado da mesma forma (com a aplicagao
hormonal), mas somente se as fémeas apresentassem sinais de estro e o ultimo grupo foi usado
como controle (IA tradicional — sem hormoénio). A taxa de partos € o niimero total de nascidos
foram similares nos grupos submetidos ao tratamento hormonal, quando se associou (GnRH-
IAD) ou ndo (GnRH-IAI) a detec¢do de estro ao protocolo de IA (Tabela 8).

De acordo com Johnston et al. [31], a triptorelina aplicada intravaginalmente apos o
desmame tem o potencial de sincronizar a ovulagdo e, por conseguinte diminuir a mao de obra
utilizada na detec¢do de estro e nas multiplas inseminagdes durante o mesmo. Esses autores

realizaram um experimento no qual compararam fémeas inseminadas da forma tradicional
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(detecgao didria de estro ap6s o desmame e IA ao inicio do estro com repeticdes a cada 24hs) e
fémeas que eram inseminadas apds o uso da triptorelina. A detec¢do do estro era realizada em
ambos os grupos até sete dias pos-desmame (somente com o proposito de calcular a DUE). O
GnRH era aplicado intravaginalmente 4 dias apos o desmame e as fémeas inseminadas 24h apds
(somente uma IA) se manifestassem ou ndo a sintomatologia de estro. O emprego da triptorelina
associada a somente uma [A resultou em uma porcentagem de fémeas paridas das alocadas por
tratamento semelhante as porcas que receberam a IA tradicional (Tabela 9). Porém, quando se
observa a taxa de parto, encontra-se um valor de 86,5% para o grupo controle, o que tras uma
vantagem numérica quando comparado ao grupo tratado (76,7%). Ainda, no grupo tratado com
triptorelina, 24 fémeas foram inseminadas sem estarem em estro e, estas fémeas, provavelmente
tiveram um resultado zootécnico insatisfatorio. O maior nimero de leitdes nascidos por dose de
sémen utilizada indica o potencial que existe para maximizar o emprego de reprodutores com
maior mérito genético, pois se necessitaria de um menor niumero destes, caso fosse adotado um
manejo de IATF. Taibl et al. [68] estudaram o intervalo ideal entre a aplicacdo do gel de
triptorelina e a IA. Esses autores observaram um nimero maior de embrides aos 30 dias de
gestacdo nas fémeas inseminadas nas 18 e 24 horas apds a aplicagdo do GnRH comparadas as
inseminadas nas 30 horas (16,5, 17,4 e 12,6, respectivamente). No entanto, ndo foi assegurada
diferenca para taxa de prenhez aos 30 dias de gestagao apesar de ter ocorrido diferenca numérica
entre os tratamentos (86,4%, 81,8% e 68,2%, respectivamente para intervalos de 18, 24 e 30
horas do tratamento hormonal/IA).

A escola alema estuda protocolos de IATF hé décadas, baseados nessa experiéncia
recomendam diferentes protocolos de sincronizagdo do estro e conseqiientemente IATF, o que
pode ser visualizado na Tabela 10 [11]. De acordo com um desses protocolos, Rosales et al. [55]

aplicaram um tratamento combinando a administracdo de eCG (24h apos o desmame) e Sug de
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buserilina (56 as 58h apos o eCG) seguido de duas IAs em tempo fixo (entre 102-104 e 116-120h
apos o desmame) e observaram uma melhora da taxa de parto (80,7%, n=26) quando comparado
com um grupo controle (66,67%, n=24). Ao adotar outra estratégia, Martins et al. [45] e Peters et
al. [50] administraram buserilina (10pg e 8ug) no momento da primeira IA e nao observaram
efeitos significativos do tratamento sobre a taxa de parto e o tamanho da leitegada. Assim,
sugere-se que a administracdo de um agonista de GnRH no inicio do estro ou no momento da
primeira IA pode ser tarde demais para induzir o processo ovulatorio [44]. Essa hipdtese da
aplicacao tardia de buserilina também pode ser levantada por Martinat-Botté et al. [44], pois,
esses autores, constataram que a administracdo desse hormonio nas 104h apds o desmame nao
trouxe efeitos sobre as fémeas ovulando entre 126 ¢ 150h ap6s o desmame quando comparado
com o grupo controle (Tabela 7).

No entanto, outros protocolos podem ser aplicados, além dos que utilizam GnRH e seus
analogos. Cassar ef al. [15] associaram o uso de eCG e pLH com o intuito de avaliar o IEO e o
emprego de protocolos fixos de IA. Estes encontraram que todas as fémeas tratadas ao desmame
com eCG (600 UI) e com pLH (5mg, 80h apo6s a aplicagdo de eCG) ovularam em até 44 horas
apos o uso de pLH. Ressalta-se que, nesse primeiro experimento com 17 fémeas, todas as
induzidas ovularam em um intervalo de 34 as 44h apos a aplicacdo do pLH. Seguindo essa
mesma linha de raciocinio, em um segundo experimento, os autores avaliaram o desempenho
reprodutivo apds a aplicacdo de protocolos fixos de IA (tabela 11). Ressalta-se da tabela 11, que
nos tratamentos um a quatro, somente as fémeas que apresentavam RTHM foram inseminadas.
Enquanto, as fémeas do tratamento cinco foram inseminadas independentemente de sua condigdo
(se em estro ou ndo). Os autores observaram que as taxas de prenhez e de parto foram maiores
para as fémeas dos tratamentos quatro (86,4 ¢ 84,2%, respectivamente) e cinco (89,2 e 86,1%)

em relacdo as fémeas do grupo controle (72,3 e 68,7%). Os autores ndo encontraram diferenca
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quanto ao tamanho da leitegada entre os tratamentos. Talvez em condi¢des nao experimentais, as
fémeas dos tratamentos um e dois ndo tivessem uma taxa de parto tdo inferior quanto aos dos
demais tratamentos, porém essa compara¢ao ndo deve ser realizada e, o que deve ser considerado,
¢ o fato de o tratamento cinco ter utilizado somente uma IA por estro, sem a necessidade de
detecgdo de estro e alcangado uma taxa de parto adequada quando se compara com os indices
atuais. Dessa forma, podem-se considerar esses resultados promissores.

Zak et al. [81] adotaram um protocolo, baseado no uso de pLH, diferente dos demais
citados anteriormente, pois as fémeas (OP 2-9, n=163) recebiam o hormdnio assim que eram
detectadas em estro (este verificado duas vezes ao dia). Assim, se as porcas eram detectadas em
estro pela manha (08:00h) estas eram inseminadas na manhd e na tarde seguinte (08:00h e
14:00h, respectivamente), ou seja, 24 e 36h apds a aplicagdo do hormdnio. Porém, se o estro
fosse detectado no periodo da tarde (14:00h) as porcas eram inseminadas na tarde do proximo dia
(14:00h) e na manha do dia seguinte (08:00h), ou seja, 24 e 42h apos a aplicagdo hormonal
(Tabela 12). Salienta-se que as fémeas do grupo controle (n=156) eram inseminadas de acordo
com o manejo normal da granja, o qual era baseado no IDE. O resultado desse trabalho
demonstrou que o nimero de inseminagdes foi menor (P<0,001) no grupo tratado (2,0+0,02) em
relagdo ao controle (2,2+0,02) e a taxa de parto tendeu a ser melhor (87,4% e 82,3%,
respectivamente para o grupo tratado e controle; P=0,1). O numero de nascidos totais foi maior
(P<0,01) no grupo com pLH (12,9+0,3) comparado ao controle (11,8+0,3). Nesse protocolo, a
deteccao de estro foi utilizada, o que compromete os resultados quanto ao uso da mao de obra.
Ainda, o protocolo precisa ser aprimorado, pois uma redugdo de 0,2 doses (média) por estro é
uma reducdo abaixo do esperado, pois o investimento financeiro com o hormonio € elevado e

espera-se com este uma diminui¢do maior dos custos gerais da IA. Como visto anteriormente ha
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alternativas para induzir a ovulagdo, como o GnRH, que parece ser eficiente e pode ser uma

op¢ao, economicamente, mais viavel.

VI.CONCLUSAO

Existe tecnologia que permita a manipulacio de quase todas as etapas do processo
reprodutivo da fémea suina, incluindo o controle do estro e da ovulagdo, o que torna a
inseminacdo em tempo fixo algo plausivel de ser realizado [11]. Tanto o GnRH (natural e seus
agonistas), como o pLH, tem demonstrado sua eficiéncia em induzir a ovulagdo em leitoas e
porcas, no entanto esses horménios nao sao amplamente usados na produgdo. Frente a algumas
situagoes, ¢ possivel que os custos associados ao uso de drogas para o controle reprodutivo da
producdo podem ser maiores do que os beneficios gerados [12]. Entretanto, sdo evidentes as
vantagens advindas de protocolos de TATF no suino. Quando o momento da ovulagdo ¢
conhecido, a inseminagdo pode ser ajustada a fim de que as fémeas recebam uma tnica dose, ou
seja, inseminadas com um numero reduzido de espermatozoides [36]. Este fato ¢ de grande
relevancia, pois além de promover uma redugdo significativa com os custos associados a
cobertura, permite empregar, nas inseminacdes, machos geneticamente superiores. Outra
vantagem a ser ressaltada nesses protocolos € que ao evitar-se a detec¢ao de estro, reduzem-se os
custos operacionais associados a esse manejo. No entanto, nesse momento ainda ¢ necessario
mais investigagdo para verificar se essa técnica resultard em taxas aceitaveis de fertilidade e
prolificidade em leitoas e porcas, permitindo uma repetibilidade frente as véarias situagdes

associadas a produgao de suinos.
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Tabela 1 — Intervalo entre o inicio do estro-ovulacdo (IEO) determinado em porcas e

leitoas pelo método da ultrassonografia por diferentes autores.

Min/Max IEO
Referéncia Local Categoria N
(h) (média + DP)*

Weitze et al. (1994) Europa  Pluriparas 427 15-85 45+13
Soede et al. (1995) Europa  Pluriparas 144 10-58 39+12
Marchetti (2001) Brasil Pluriparas 561 16-72 41,249,2
Dias (2000) Brasil Pluriparas 639 8-72 40,4+9,7
Heck (1999) Brasil Pluriparas 384 16-72 37+10,4
Vargas (2002) Brasil Primiparas 75 16-80 43,2+13,8
Martini (1998) Brasil Leitoas 134 8-56 28,7
Uemoto (1999) Brasil Leitoas 102 16-56 34,1249,14
Almeida et al. (2000) Canada Leitoas 92 30-60 43,93+6,23

Adaptado: [5]

* Intervalo entre inicio do diagnostico do estro e diagnostico da ovulacao.
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Tabela 2 — Fémeas classificadas de acordo com o intervalo desmame-estro (IDE) e o intervalo

entre o inicio do estro-ovulacao(IEO).

IDE (dias)
IEO (h) 3 4 5 6 Média
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0-24 3 (8) 6 (5) 7 (16) 5 (45) 21 (10)
24-32 4(13) 22 (19) 16 (36) 3(27) 46 (22)
32-40 10 (27) 39 (34) 11 (25) 2 (18) 62 (31)
40-48 11 (30) 38 (33) 8 (18) 0 (0) 57 (27)
48-56 8 (22) 8 (7) 2 (5) 0 (0) 18 (9)
56-64 0 (0) 3(2) 0 (0) 1(9) 4(2)
Total 36 (18) 116(56) 44 (21) 11(5) 208(100)

Fonte: [33].



889

890

891

892

43

Tabela 3 — Média (xDP) para intervalo inicio do estro-ovulacdo (IEO) em relacdo ao intervalo

desmame-estro (IDE) em fémeas tratadas e nao tratadas com eCG/hCG

Tratamento
IDE (dias) Controle eCG/hCG
IEO (h) N IEO (h) N
<3 45,0+7,9 4 57,6+3,5 20
4 46,9+4.8 13 47,3+2,8 35
5-6 39,34+2,7 34 32,0+4,6 13

Fonte: [38].
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Tabela 4 — Efeito da aplicagao de 50pug de gonadorelina sobre o LH e a ovulagdo em leitoas

Resposta rapida*  Reposta média*  Resposta tardia*

N=6 N=6 N=4

GnRH-pico LH (h) 2,240,4° 5,0+1,0° 9,041,0°
LH maximo (ng/Ml) 19,6+9,8* 7,3+3,2° 3,8+0,8°
GnRH-inicio ovulagao (h) 35,6+2,4% 34,6+2,5% 39,6ﬂ:1,5b
GnRH-fim ovulagio (h) 39,0+1,8 37,2425 42,0+1,5°
Pico LH-inicio ovulagao (h) 33,4+2,5 29,4+3,9 30,6+0,6
Pico LH-fim ovulagéo (h) 35,8+1,7% 32,242,7° 35,543,8
Duracao da ovulagao (h) 3,623 2,8+1,7 2,4+0,2

b R . , . L. . )
+2¢ P<0,05; * Fémeas classificadas em rapida, média e tardia de acordo com o pico de LH

como resposta ao GnRH Fonte: [11].
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Tabela 5 — Avaliag@o do uso de buserilina quanto ao momento da ovulagdao em leitoas**. Grupo
controle (AL), buserilina nas 120h apos término altrenogest (AL+bul20), 800UI ECG 24h apos
término altrenogest e buserilina 104h ap6s eCG(AL+ECG+bul04), buserilina 104 horas apos

término altrenogest (AL+bul004)

AL AL+bul20 AL+ECG+bul04 AL+bul04
N 45 49 45 48
Intervalo término
124+17,9* 120+17,9* 105+12,1° 122+12,7*
altrenogest-inicio estro (h)*
DUE (h)* 59+16,6" 60+13,8" 65+11,7° 50+16,7°
Intervalo término
170+14,6" 165+12,7° 149+9,1°¢ 15349,1°¢
altrenogest-ovulagao (h)*
Ovulagao entre 144 ¢ 168h
62,5 88,9 97,9 100
apos término altrenogest (%)
*Média=DPN Adaptado: [44]

** Leitoas (puberes) sincronizadas com altrenogest por 18 dias

Na linha, * (S ° P<0,002; * (1S © P<0,001.



894 Tabela 6 — Periodo de ocorréncia das ovulagdes apds o uso de pLH.
Ovulagao 28h Ovulagao 36h Ovulagao 44,5h
; % n % n % n
eCG + pLH 32 0 0 25,0 8 100,0 32
Controle 24 0 0 4.2 1 16,7 24

895 Fonte: [14].
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896
Tabela 7 — Efeito do uso da buserilina em diferentes intervalos no momento da ovulagdo

em porcas. Buserilina 104h ap6s desmame (Bul04) e grupo controle (C104); Buserilina

94h apos desmame (Bu94) e grupo controle (C94).

C104 Bul0o4 P C94 Bu94 P

N 15 15 — 16 15
IDE (h)* 96+9,2 99+144 046 10749  115£10,6 0,22
DUE (h)* 55410,7  64+12,6 0,05 64+10,6 59+163 0,33
Ovulando em 24h (%)** 86,6 66,7 0,71 68,7 100 0,02

Desmame-ovulagao (h)* 144+3,3 148+3,6 04 156+6,9 142+1,9 0,12

*Média+DP Adaptado: [44]

**Dentro de 126h e 150h apos desmame.
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Tabela 8 — Inseminacao independente do diagnostico de estro apos a aplicacdo de GnRH
96h depois do desmame (GnRH-IAI), inseminagdo dependente do diagnostico de estro
apo6s a aplicagdo de GnRH 96h depois do desmame (GnRH-IAD) e fémeas controle com

inseminagao tradicional (IAT)

IAT GnRH-IAI GnRH-IAD
N 160 175 167
Taxa de parto (%)* 79,9 90,2 89,7
Total nascidos** 10,4 12,5 12,6

*p=0,17, p**=0,01 Adaptado: [4].
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Tabela 9 — Respostas ao tratamento com triptorelina 96 horas ap6s o desmame e

somente uma IA 24 horas apds a aplicacao hormonal

Controle Triptorelina P<
Alocadas por tratamento 150 150 *
Inseminagdes até 7 dias pds-desmame 126 150 *
Porcas em estro na IA (%) 100 84,0 0,0001
IDE (média, d) 4,7 4.4 0,05
N° IA/porca (média) 2.3 1,0 0,0001
Partos 109 115 *
Paridas das alocadas (%) 72,7 76,7 0,43
Total nascidos/dose (média) 5,3 9,6 0,0001
Nascidos vivos (média) 10,9 11,3 0,37

Fonte: [31].
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Tabela 10 — Protocolos para indu¢do da ovulagdo e inseminagdo em tempo fixo para leitoas e

porcas
Meétodo Leitoas Porcas
Sincronizagao de estro 18 dias de Altrenogest Lactagdo até desmame

Estimulagao do

desenvolvimento folicular

Indugao ovulagédo

(20mg/leitoa/dia) (8:00h)
15 dias de Altrenogest

(16mg/leitoa/dia)(8:00h)

800-1000UI eCG 24h apoés o
término de  Altrenogest

(8:00h)

GnRH* ou hCG** 78-80h

apos eCG (14:00-16:00h)

Primiparas: 1000UI eCG 24h
apos o desmame (8:00h)
Multiparas: 600-800UI eCG

24h apods o desmame (8:00h)

Lactacdo>4 semanas: GnRH*
ou hCG** 56-58h apds eCG
(16:00-18:00h)

Lactacdo 4 semanas: GnRH*
ou hCG** 72h apos o
eCG(16:00h)
Lactacio de 3 semanas:

GnRH* ou hCG** 78-80h

apos 0 eCG (14:00-16:00h)
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Primeira IA 24-26h  ap6s GnRH* ou 24-26h ap6és GnRH* ou
hCG** hCG**

Segunda IA 40-42h ap6s GnRH* ou 40-42h apdés GnRH* ou
hCG** hCG**

*50pg gonadorelina; **500UI hCG Fonte: [11].
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904
Tabela 11 — Resultados obtidos para fémeas desmamadas e tratadas com pLH, eCG, pLH +

eCG, ou nao tratadas hormonalmente antes da IA com as respectivas taxas de parto (TP) e

nascidos totais (NT) por tratamento

Tratamento N eCG pLH Momento [A TP (%) NT
5 dias apos
1 Controle 131 - -— 68,7 11,1£2,6
desmame*
5 dias pos
2 eCG 111  Desmame --- 69,0 10,7£3,2
desmame*

80h apos 36 e 44h apos

3 pLH 113 --- 8l,4a 10,3+3,3
desmame pLH
80h apos 36 ¢ 44h apos

4 eCG+pLH 110 Desmame 842b 10,3+3,1
desmame pLH
80h apos

5*¥* eCG+pLH 102 Desmame 36h apos pLH 86,1b  10,6£3,5
desmame

*Uma IA pela manha e outra a tarde Adaptado: [15]

** Somente uma IA independentemente do diagnostico de estro

a,b na mesma coluna diferem do controle: a, P<0,05; b, P<0,01.
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Tabela 12 — Protocolo de IA em tempo fixo com o uso de pLH

53

Inicio do estro Primeira TA Segunda IA

Administracao pLH Intervalo pLH-IA (h) Intervalo pLH-IA (h)

Manha Proximo dia (24h) Proximo dia a tarde (30h)
Tarde Proximo dia (24h) Dia seguinte pela manha (42h)

Adaptado: [81].



54

3 ARTIGO 2

ARTIGO SUBMETIDO A COMISSAO EDITORIAL DA REVISTA “ANIMAL
REPRODUCTION”

A formatacdo do artigo segue as normas da revista “Animal Reproduction”



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

62

Induction and synchronization of ovulation in sows using a gonadotropin-releasing
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Abstract

The GnRH agonist, Lecirelin (Gestran Plus®; ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina),
was tested for the ability to induce and synchronize ovulation in sows. Sows were
uniformly allocated in two groups (n=56, each) according to parity (2-6), weaning to
estrus interval (WEI) and body condition score (BCS). The GnRH analog (25pg, 1mL)
and saline solution (control group) were injected at estrus onset. Estrus detection and
transcutaneous real-time ultrasonography were performed every 8 h. Duration of estrus
for the control and treated groups was 66.3 + 1.3 hand 61.3 + 1.3 h (P=0,007),
respectively. Interval from estrus onset to ovulation (IEO) was 44.3 £ 1.2 h and 39.9 +
1.2 h (P=0,012) for the control and treated groups, respectively. Up to 40 h after
treatment administration, 70.9% of Lecirelin sows had ovulated whereas 48.2% of
control sows ovulated in the same period (P=0.01). A large proportion of Lecirelin
sows tended (P= 0.09) to ovulate up to 48 h after treatment (92.7%) compared to control

sows (82.4%). Reproductive performance (farrowing rate, number of total piglets born,
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piglets born alive, stillborn piglets and mummified fetuses) was not affected (P>0.05)
by induction of ovulation with Lecirelin.

Keywords: sows, GnRH analog, lecirelin, ovulation, reproductive performance
Introduction

On average, ovulation takes place at 35 to 45 hours after onset of estrus (standing
response in the presence of a boar) (Soede et al., 2003). However, the variability on
time of ovulation among sows is large, between 10 and 85 hours (Weitze et al., 1994) or
10 and 58 hours (Soede et al., 1995). Therefore, this variability represents a challenge in
determining a reliable Al schedule. Unfortunately, no physical changes or behavioural
parameters, allowing a practical way to predict the moment of ovulation, are available
(Soede and Kemp, 1997).

A pharmacological induction of ovulation with GnRH agonists or pLH seems to be the
most effective way to synchronize ovulation allowing the use of fixed time Al schedule
(Kirkwood, 2008; Briissow et al., 2009). Synthetic gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) and their derivates are used for stimulation and synchronization of ovulation in
pigs (Webel and Rippel, 1975; Von Kaufmann and Holtz, 1982; Briissow et al., 1990;
Baer and Bilkei, 2004; Taibl et al., 2007) and minimize the variability in the time
interval between onset of estrus and ovulation (IEO). Several protocols using GnRH
agonists were proposed for swine (Von Kaufmann and Holtz, 1982; Knox et al., 2003;
Briissow et al., 1990). Lecirelin is a synthetic hypothalamic hormone, a superanalog of
GnRH of prolonged action, which is obtained through the modification of gonadorelin’s
structure (Baruselli et al., 2001). However, its efficacy on synchronization of ovulation
in weaned sows has not been reported yet. The objective of the present study was to

determine the effect of GnRH analog (Lecirelin) on synchronizing and advancing the
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time of ovulation in weaned sows and the consequences on the reproductive
performance.

Materials and Methods

The experiment was conducted in a breeding farm, in the west of Santa Catarina state,
Brazil, from January to March 2009. A total of 112 weaned sows (Camborough®) of
parity 2-6 were selected for the experiment. After weaning, sows were placed in
individual crates and checked for estrus every 8h (01:00 am, 09:00 am and 05:00 pm).
Estrus detection was performed in the presence of a sexual mature boar, using the
standing reflex in response to the back pressure. Duration of estrus (DE) corresponded
to the period between the first observed standing reflex more 4 h and the moment where
standing reflex was no longer observed minus 4h. Based on parity, body condition score
(BCS), weaning-to-estrus interval (WEI) and lactation length, sows were paired and
then randomly assigned to one of the two groups. Sows in group A (n= 56) were treated
with 25 pg (1 mL) of lecirelin (Gestran Plus®; ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina),
i.m. Control group (B, n=56) received an i.m. saline (1 mL) injection. Lecirelin and
saline were injected at estrus onset (at the first observed standing reflex).

In order to determine the ovarian status, transcutaneous real-time ultrasonography
(Weitze et al., 1994) was performed using a SMHz Aloka (Aloka Co., Ltd., Mure,
Mitaka-shi, Tokyo 181-8622, Japan) convex linear transducer. Ultrasonographic
evaluations started at estrus onset and were performed every 8 h (02:00 am, 10:00 am
and 06:00 pm), always by the same technician. Ovulation time was defined as the first
examination where no pre-ovulatory follicles were observed minus 4 h. One additional

ultrasound examination was performed at the next estrus detection to confirm that
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ovulation had occurred. The IEO was measured from the time when the female was first
detected in estrus, minus 4 h, to the time when no follicles were observed, minus 4 h.
The first insemination was performed 12 h after estrus onset. Sows were subsequently
inseminated at 12 h intervals as long as they exhibited standing estrus (for the three first
inseminations and at 24 h intervals thereafter if estrus persisted). Sows were
inseminated with semen doses containing 3.0x10° sperm cells diluted in Beltsville
Thawing Solution (total volume of 90 mL), which were stored up to a maximum of 48 h
after collection.

Farrowing rate (FR) was calculated based on the number of females that farrowed as a
proportion of those inseminated. Number of total piglets born (TB), including piglets
born alive (BA), stillborn piglets and mummified fetuses were recorded at farrowing.
All statistical analyses were performed with SAS version 9.1.3 (SAS, 2005). Variables
such as parity, lactation length, WEI, DE, and ovulation time were submitted to analysis
of variance by GLM procedure. GLM procedure was also used for the analyses of TB
and BA with number of total born piglets and piglets born alive at previous farrowing
included, respectively, as covariates in the model of analysis. Stillborn and mummified
were analyzed with NPARIWAY procedure and groups were compared by Wilcoxon
test. Percentages of sows ovulating at different intervals after the estrus onset were
calculated by FREQ procedure and compared by chi-square test. Percentages of sows
that returned to estrus after insemination and of sows that farrowed were compared by
chi-square test.

Results

Sows were inseminated with on 3.4 + 0.05 semen doses on average, and all of them

received at least one insemination within 24h before ovulation. Parity, BCS, WEI and
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lactation length were similar for the two groups (Table 1). The DE was 5.0 h shorter and
ovulation was advanced in 4.4 h in the lecirelin group. Up to 32 h after onset of estrus
no differences were found (P=0.22) between control and lecirelin groups regarding
percentage of sows that ovulated (16.1% and 25.4%, respectively; Fig. 1B). However,
up to 40 h after estrus onset more sows (70.9%) of lecirelin group ovulated (P=0.01)
than in control group (48.2%). A trend of more sows ovulating in lecirelin than in
control group (92.7% vs. 82.4%) was also seen at 48 h after estrus onset (P=0.09).
From 112 inseminated sows no one was removed due to non-reproductive reasons.
Return to estrus rate, abortion rate, farrowing rate, TB, BA, stillborn piglets and
mummified fetuses were not different (P>0.05) between groups (Table 2).

Discussion

As the optimum breeding time is difficult to predict, controlling time of ovulation is the
only approach whereby an optimal interval between Al and ovulation may be achieved
(Martinat-Botté et al., 2009), allowing a fixed time insemination (Taibl et al., 2007).
Several GnRH analogues have been evaluated for ovulation induction in swine (Knox et
al., 2003; Briissow et al., 1990) as buserilin (Moller-Holtkamp et al., 1995), goserilin
(Briissow et al., 2007) and triptorelin (Taibl et al., 2007). All of them are effective at
stimulating pre-ovulatory luteinizing hormone (LH) secretion in both gilts and sows
(Briissow et al., 2009). In the present study, the average estrus length (66.3 h) and IEO
(44.3 h) in the control group were similar to those observed in other studies performed
with not hormonally treated multiparous sows (Weitze et al., 1994; Soede et al., 1995;
Kemp and Soede, 1996; Knox and Rodriguez-Zas, 2001). Sows of the GnRH agonist
group showed a decrease of 5.0h for DE compared to control group. Although DE was

not affected in other study, in which ovulation was synchronized with pLH (Degenstein
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et al., 2008), it was decreased when a GnRH-agonist was used (Knox et al., 2003; Baer
and Bilkei, 2004).

GnRH agonist induced LH surge can be of short duration (180-240 minutes) compared
to the natural surge, which induces a serum LH elevation for longer than 12h
(Gooneratne et al., 1989). A positive aspect is that induced LH surge does not interfere
with the natural pre-ovulatory one, and may even acts in conjunction enhancing its
effects by prolonging the duration of elevated LH, as well as by increasing the total
amount of LH released by the anterior pituitary prior to ovulation (Gooneratne et al.,
1989). The decrease of 4.4h for IEO observed in Lecirelin sows confirms the effect of
GnRH agonists on the anticipation of ovulation previously reported (Briissow et al.,
1996; Baer and Bilkei, 2004; Briissow et al., 2007; Kauffold et al., 2007; Briissow et al.,
2009), showing that they are able to stimulate adequate surge of LH from the pituitary
gland to induce ovulation (Brussow et al., 2007).Advancement of ovulation to an IEO
of approximately 40 h is similar to intervals observed in other studies, in which an
intravaginal GnRH agonist (100ug of triptorelin) was administered at the onset of estrus
(Knox et al., 2003) or 50ug of gonadorelin was used 80h after eCG injection (Briissow
et al., 1990). The degree of synchronization of ovulation with the use of GnRH agonists
can even be higher as it was shown by Martinat-Botté et al. (2009), who administered
10ug of buserilin 94h post-weaning and observed 100% of the sows ovulating within
24h compared to 69% of controls.

Our results are in accordance with those of other experiments in which GnRH has been
shown to increase the percentage of sows ovulating in a specific time interval (Briissow
et al., 1996; Taibl et al., 2007; Martinat-Botté et al., 2009). Although Lecirelin

anticipated time of ovulation, there is a major consideration for fixed-time Al protocols,
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which is the degree of ovulation synchronization. Then, it remains to be established if
the synchrony obtained is suitable for the use of fixed-Al protocols. It is generally
recommended to inseminate swine females whose ovulation has been induced with
GnRH analogues or hCG twice, i.e. 24 and 40 h after ovulation induction (Briissow et
al., 2009). Nevertheless, the use of a single insemination at a predetermined time seems
to be more risky since the optimal time for insemination, to ensure good fertility in
sows, is the interval 28 h before to 4 h after ovulation (Nissen et al., 1997). The use of a
fixed-Al protocol was not tested in the present study but it seems that the use of a single
insemination within 24-30 h after Lecirelin injection would allow that most of the
induced females could be inseminated within an optimal interval insemination-
ovulation.

Besides GnRH analogues, human chorionic gonadotropin - hCG (Hunter, 1967;
Degenstein et al., 2008) and porcine LH - pLH (Candini et al., 1999; Cassar et al., 2005;
Degenstein et al., 2008) can also induce ovulation. Compared to pLH, hCG injection
does not provide adequate synchronization of ovulation (Cassar et al., 2005; Degenstein
et al., 2008). Reduced variability in the treatment to ovulation interval represents an
important benefit of pLH compared with GnRH (Cassar et al., 2005; Degenstein et al.,
2008). However, pLH is a biological product that could have some restrictions for uses
and cost is higher compared to GnRH.

According to De Rensis et al. (2003), if GnRH or hCG is employed to induce a
predictable time of ovulation, the potential to improve the timing of insemination
relative to the time of ovulation may enhance sow fertility. In the present study,
however, the subsequent reproductive performance of sows was not affected by

Lecirelin administration. It must be pointed out that multiple inseminations with 3
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billion sperm doses were performed (overall average of 3.4 doses/sow) and all females
received at least one insemination within 24 h before ovulation. Moreover, no sows with
previous reproductive disorders, locomotor problems and low BCS were used in the
experiment. The lack of a GnRH agonist treatment effect on conception rate
(Gooneratne et al., 1989), farrowing rate (Martinat-Botté et al., 2009) or litter size
(Knox et al., 2003; Martins et al., 1996; Gooneratne et al., 1989; Martinat-Botté et al.,
2009) has been previously reported.

From these data, it could be concluded that Lecirelin injection at estrus onset reduces
estrus length and interval between estrus onset ovulation. Almost 93% of the females
ovulate up to 48 h after Lecirelin injection. Subsequent reproductive performance,
regarding farrowing rate and litter size, is not affected by Lecirelin use.
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259

260 Table 1 - Least square means (= SEM) for characteristics of weaned sows treated with
261  saline (control) or GnRH agonist (lecirelin) at the estrus onset

Control Lecirelin* P
Number of sows 56 56 -
Parity 4.3 +0.20 (2-6) 4.3 +0.20 (2-6) 1.000
Body condition score 2.9+0.04 (2.5-3.5) 3.0£0.05 (2-4) -
Lactation lenght (days) 22.1 £0.22 (19-27) 22.6 £0.26 (20-30) 0.219

Weaning-to-estrus interval (h)  90.4 + 1.61 (76-132) 90.3 £1.60 (76-132)  0.950
Duration of estrus (h) 66.3 + 1.3 (48-88) 61.3+£1.27 (16-80) 0.007

IEO (h) 443 +1.18 (24-64)  39.9 £ 1.23 (16-64)**  0.012

IEO= interval from estrus onset to ovulation.
Range values are presented within parenthesis.
* 25ug of Lecirelin (Gestran Plus®) i.m. (ImL).

** One sow was not examined by ultrasound
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262

263  Table 2 - Reproductive performance of weaned sows submitted to a GnRH agonist
264  (Lecirelin) at estrus onset

Control Lecirelin*** P value

Number of sows 56 56

Farrowing rate, % 929 92.9 1.000
Return to estrus rate, % 1.8 5.4 0.308
Abortion rate, % 5.4 1.8 0.308
Total born* 13.7+04 134+04 0.395
Born alive* 11.8+0.4 11.9+0.4 0.629
Stillborn, %** 8.6+1.0 82+1.2 0.659
Mummified, %** 48+0.9 40+13 0.163

* LSMeans + SEM.
** Means + SEM.
#%% 2510 of Lecirelin (Gestran Plus®) i.m. (ImL).

265
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Figure 1 — (A) Percentage of sows ovulating in different intervals after estrus onset.
(B) Cumulative percentage of females ovulating up to 32 h (P=0.22), up to 40 h

(P=0.01) and up to 48 h (P=0,09
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4 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o artigo de revisao bibliografica, a inseminagao em tempo fixo ¢ possivel
de ser realizada (BRUSSOW et al., 2009). O GnRH e o pLH sio eficientes na indugio da
ovulagdo em leitoas e porcas, contudo ainda pouco usados na producio. E possivel que os custos
dessas drogas possam ser maiores do que seus beneficios (BRUSSOW et al., 2007). Entretanto,
sdo evidentes as vantagens da utilizacdo da IATF no suino, destacando-se a redugdo significativa
com os custos associados a cobertura, o que permite empregar machos geneticamente superiores.
Ainda, a detecgdo de estro pode ser evitada, reduzindo-se os custos operacionais associados a
esse manejo.

Segundo o Artigo 2, a Lecirelina, quando aplicada no inicio do estro, reduz o intervalo
entre o estro e a ovulagdo e a duracdo do estro. De forma geral, o emprego da Lecirelina mostrou
ser eficiente em induzir a ovulagdo, no entanto seu emprego como precursora de um manejo de

IATF deve ser melhor estudado, assim como ao uso e resultados desta técnica.
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