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RESUMO

AYRES, H. O uso do FSH exdgeno estimula o crescimento folicular final e a
funcdo Iluteinica de vacas Holandesas em lactacdo sincronizadas para
Inseminacao Artificial em Tempo Fixo? [Does exogenous FSH increase the final
follicular growth and lutea function for TAI in lactating Holstein cows?]. 2011. 114 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

Vacas leiteira de alta producdo tém apresentado declinio da eficiéncia reprodutiva.
Essa reducado é devido a causas multifatoriais, entre elas a baixa concentragédo de
estradiol (E2) no proestro e a baixa concentracdo de progesterona (P4) no ciclo
estral subsequentente. O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de
gonadotrofina exdgena na dinamica folicular e na taxa de prenhez de vacas
submetidas ao protocolo Ovsynch (Experimento 1) ou a protocolos utilizando P4 e
E2 (Experimento 2). No Experimento 1, animais de primeiro servico foram pré-
sincronizados com dois protocolos (Presynch ou Double-Ovsynch). Ja os animais de
segundo ou mais servicos foram resincronizados com o protocolo Resynch. Os
animais receberam GnRH (1° GnRH), seguido 7 dias depois pela adiministracdo de
prostaglandina F2a (PGF2a). Nesse momento os animais foram divididos
homogeneamente por paridade e numero de inseminacdo em um de dois
tratamentos: sem FSH (Ovsynch, n = 561) ou com FSH (Ovsynch + FSH, n = 571).
O segundo GnRH (2° GnRH) foi administrado 56 horas apés a PGF2a e a
inseminacdo em tempo fixo foi realizada 16 horas apds. Amostras de sangue foram
colhidas no 1° e no 2° GnRH, na PGF2a e 6 e 13 dias apdés o 2° GnRH para
dosagem de P4. Ainda, no 2° GnRH dosou-se também E2 No Experimento 2, os
animais foram sincronizados no dia 0 com um dispositivo de P4 associado a 2 mg de
benzoato de estradiol. Oito dias apés o dispositivo foi removido e os animais
receberam uma dose de PGF2a. Neste mesmo momento, as vacas foram divididas
homogeneamente por paridade, nimero de servicos prévios, escore de condigdo
corporal e presenca de CL no inicio do protocolo em trés tratamentos: Controle (sem
tratamento adicional; n = 232); eCG (400 Ul de eCG; n = 232) e FSH (20 mg de
FSH; n = 230). Todos os animais receberam GnRH e foram insemados 56h apos a
retirada do dispositivo. Foram colhidas amostras de sangue a cada 48h do dia 11 ao
dia 22. No Experimento 1, ndo houve efeito do FSH na concetracdo sérica de E2 no
2° GnRH (P = 0,88), no tamanho do maior foliculo no 2 ° GnRH (P = 0,63), na taxa



de ovulacdo ao 2° GnRH (P = 0,69) ou na concentracdo sérica de P4 no 6° (P =
0,15) e 13° (P = 0,36) dia apés o0 2° GnRH. A taxa de prenhez foi semelhante (P>
0,05) entre os animais tratados com Ovsynch (36,2%) e Ovsynch + FSH (39,1%). No
Experimento 2, os tratamentos ndo alteraram o diametro do foliculo ovulatério (P =
0,15), o intervalo entre a remocéao do dispositivo de P4 e a ovulacédo (P = 0,30) e a
taxa de ovulagdo (P = 0,44). Nao houve efeito de tratamento na concentracédo sérica
de P4 (P = 0,15). A taxa de prenhez foi diferente entre os tratamentos aos 30 dias
ap6s a IATF (Controle = 28,02 vs FSH = 18,7° vs eCG = 29,7 %; P = 0,01), mas n&o
aos 60 dias (Controle = 21,6 vs FSH = 16,1 vs eCG = 24,1%; P = 0,08) e na perda
de gestacional (Controle = 18,8 vs FSH = 14,0 vs eCG = 18,4%; P = 0,39). Assim, 0
tratamento com FSH néo estimulou o crescimento folicular final e a funcéo luteinica
de vacas leiteiras de alta producéo sincronizadas com os protocolos Ovsynch e
P4/E2.

Palavras-chave: Vacas holandesas. Progesterona. Corpo lateo. Sincronizagéo.

Gonadotrofina.



ABSTRACT

AYRES, H. Does exogenous FSH increase the final follicular growth and lutea
function for TAl in lactating Holstein cows? [O uso de FSH exogenous estimula o
crescimento folicular final e a funcéo luteinica de vacas Holandesas em lactagéo
sincronizadas para Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo?]. 2011. 114 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

Fertility in high-producing dairy cows has decreased over the years, which has been
associated with reduced estradiol (E2) concentrations during proestrus and
suboptimal progesterone (P4) concentrations during early stages of gestation. The
objectives of the present study were to evaluate the effects of exogenous
gonadotropins on follicular dynamics and risk of pregnancy per artificial insemination
(P/Al) in cows subjected to the Ovsynch protocol (Experiment 1) or to a P4/E2-based
timed Al protocol (experiment 2). In experiment 1, cows were enrolled in the Ovsynch
protocol (GnRH, 7 d PGF2a, 56 h GnRH, 16 h IA) either after presynchronization
(Presynch or Double-Ovsynch; first Al postpartum) or 32 d after previous Al. At the
PGF2a injection, cows were blocked by parity and number of Al and, within each
block, randomly allocated to eitherreceive 20 mg of FSH at the moment of the
PGF2a(Ovsynch + FSH, n = 571) or to remain as untreated control (Ovsynch, n =
561). Blood was sampled at the 1% and 2" GnRH and PGF2a injections, as well as
on d 6 and 13 after the 2nd GnRH to access P4 and E2 (at the 2" GnRH only)
concentrations. In experiment 2, cows were received a P4 device and 2 mg of
estradiol benzoate. The device was removed 8 d later concurrently with an injection
of PGF2aq, followed by an injection of GhRH and Al at 56 h.At the PGF2a injection,
cows were blocked by parity, number of Al, body condition score, and presence of a
CL at device insertion.Within each block, cows were randomly allocated to receive
either 20 mg of FSH (FSH, n = 230), 400 IU of eCG (eCG, n = 232), or no additional
treatment at the moment of the PGF2a(Control, n = 232). Blood was sampled at
every 48 h from 1 to 12 d after Al. In experiment 1, there was no effect of FSH on
serum E2 at the 2™ GnRH (P = 0.88), follicle diameter at the 2" GnRH (P = 0.63),
ovulatory response to the 2" GnRH (P =0.69), or serumP4ond6 (P=0.15) and 13
(P = 0.36) after the 2" GnRH. Also, P/Al was similar (P > 0.05) between Ovsynch
(36.2%) and Ovsynch + FSH (39.1%). In experiment 2, treatment did not affect
ovulatory diameter (P = 0.15), interval from P4 device removal and ovulation (P =



0.30), ovulatory response to the 2" GnRH (P = 0.44), and serum P4 (P = 0.15).
Interestingly, treatment with FSH reduced (P = 0.01) P/Al on d 30 (Control = 28.0% vs.
FSH = 18.7° vs. eCG = 29.72 %), but not on d 60after timed Al (Control = 21.6 vs.
FSH = 16.1 vs. eCG = 24.1%; P = 0.08).The risk of pregnancy loss was not affected
by treatment (Control = 18.8 vs. FSH = 14.0 vs. eCG = 18.4%; P = 0.39). In
conclusion, treatment with FSH failed to enhance the final growth of the ovulatory
follicle and did not improve luteal function after Al in high-producing dairy cows

synchronized with either the Ovsynch or P4/E2-based timed Al protocols.

Keywords: Holstein cows. Progesterone. Corpus Iuteum. Synchronization.
Gonadothrophin.
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1  INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os rebanhos leiteiros passaram por um intenso
processo de selecdo visando o aumento da producédo de leite. Entretanto, este
aumento da producdo leiteira foi acompanhado por um declinio da eficiéncia
reprodutiva destes animais (WASHBURN et al., 2002; SARTORI et al., 2002; LOPEZ
et al.,, 2004). Sabe-se que fémeas com maior producdo de leite apresentam menor
expressdo e duracdo do estro, refletindo em uma maior dificuldade para a sua
deteccdo (NEBEL et al., 1997; DRANSFIELD et al., 1998; LOPEZ et al., 2004).
Como consequéncia, em sistemas nos quais 0s animais sdo inseminados com base
na deteccdo visual de cio, menor taxa de servico € alcancada e a eficiéncia
reprodutiva € diminuida.

Na tentativa de solucionar o problema da baixa taxa de servico relacionada a
ineficiéncia na deteccdo de cios, pesquisadores desenvolveram protocolos
hormonais que sincronizam o momento do estro (ODDE, 1990), facilitando sua
observacdo. Mais adiante, Pursley et al. (1995) desenvolveram um protocolo
hormonal chamado Ovsynch, cuja combinagdo de tratamentos com analogos do
hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e prostaglandina Faq (PGFa2q)
possibilitou a sincronizacdo da ovulacdo e, assim, a realizagdo da inseminacdo
artificial em tempo fixo (IATF). Outro grupo de pesquisa desenvolveu tratamentos a
base de implantes ou dispositivos contendo progesterona (P4) ou seu analogo
sintético (progestageno) associados a ésteres de estradiol para sincronizar a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular (BO et al., 1995).
Independentemente dos horménios utilizados, esses tratamentos foram
desenvolvidos com o intuito de facilitar 0 manejo, adiantar a primeira inseminacao
pés-parto e aumentar a eficiéncia reprodutiva de bovinos de leite e de corte.

Apesar de todo o desenvolvimento de protocolos hormonais voltados para a
reproducdo, baixas taxas de concepcdo séo alcangadas, principalmente em bovinos
de leite de alta producéo sob sistema de confinamento. Nessa categoria animal, as
taxas de concepcdo anuais nao ultrapassam 35% em quase todo o mundo. As
baixas taxas de concepcdo em bovinos leiteiros tém causa multifatorial. Acredita-se

gue uma das possiveis razdes para a baixa fertilidade seja a baixa concentracdo de
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estradiol (E;) circulante durante o proestro quando protocolos para IATF sé&o
utilizados, ou mesmo a baixa concentracdo de P4 no ciclo subsequentente. Isso
pode ser consequéncia da inducdo prematura da ovulacdo, ou seja, quando a
ovulagdo é induzida artificialmente, os foliculos tém menor didmetro (menor
producdo de E,) quando comparados aos de ovulacdes espontaneas, assim, 0s
corpos luteos (CL) formados também serdo menores (menor producgéo de Pa).

Vacas de leite de alta producdo tém o agravante de apresentarem aumento
do metabolismo hepatico de acordo com a fase da lactacdo, o que afeta tanto as
concentragdes circulantes de E, no proestro, como as de P4 no diestro. Nesse
contexto, Sangsritavong et al. (2002) mostraram que a alta taxa de metabolismo
hepatico de esterdides é a principal causa de menores concentragbes sanguineas
de P, em vacas de alta produg&o. Assim, estratégias que possibilitassem aumentar a
producédo de P, pelo CL apdés a ovulagdo poderiam ser interessantes. Uma das
estratégias propostas foi a utilizacdo da gonadotrofina coribnica equina (eCG) no
momento da retirada do dispositivo de P4 para estimular o crescimento folicular e
aumentar o tamanho e a capacidade esteroidogénica do CL de vacas de leite. Essa
mesma abordagem ja havia sido utilizada em gado de corte com sucesso, ou seja,
vacas e novilhas tratadas com eCG tiveram maiores concentracdes sanguineas de
P4 no diestro subsequente a IATF (BARUSELLI et al., 2004; SA FILHO et al.,
2010a), refletindo melhores taxas de concepcdo (BARUSELLI et al., 2003;
PENTEADO et al., 2005; SA FILHO et al., 2010a,b), especialmente quando o0s
animais estdo em anestro e com baixo escore de condicdo corporal (ECC;
BARUSELLI et al., 2004). De forma semelhante, quando a eCG foi utilizada, Souza
(2008) obteve melhora na taxa de concepcéao de vacas leiteiras com baixo ECC e
aumento da concentracéo de P4 no ciclo estral subsequente ao protocolo.

Outro horménio diretamente envolvido no crescimento folicular e na producéao
de esterbides € o horménio foliculo estimulante (FSH). Sabe-se que o FSH é
responsavel pelo estimulo da producdo de estradiol pelos foliculos ovarianos
(SENGER, 2003) e que a elevagédo das concentracfes de FSH leva ao aumento da
conversdo de androgenos para estrogenos através do aumento da atividade da
enzima aromatase (SPINOSA et al., 2006). Assim, foliculos mais maduros, com mais
receptores para FSH, aromatizam mais andrégenos e, conseguentemente,

produzem mais estradiol. Com base nessas informacdes, foliculos expostos por
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mais tempo ao FSH poderiam secretar maiores concentracbes de estradiol,
reduzindo os problemas relacionados a alta metabolizacdo desse horménio.

Com este intuito, Santos et al. (2007), utilizaram diferentes doses de FSH (10,
20 ou 30 mg) ou 400 Ul de eCG no momento da administracdo de PGF;, e
avaliaram seu efeito na taxa de prenhez de vacas Nelore em anestro. Nesse
trabalho, foi possivel observar melhora na fertilidade dos animais ap6s o uso de eCG
e FSH. Assim, a suplementacdo com FSH ou eCG no momento da inducdo da
lutedlise, passou a ser vista como uma possivel ferramenta para melhorar o
desenvolvimento final do foliculo dominante, aumentar o volume do CL e a
concentracdo de progesterona no ciclo subsequente, levando a melhora da

fertilidade de vacas Holandesa de alta producéo.
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2 HIPOTESE

Estratégias para melhorar o crescimento folicular final podem aumentar a
fertilidade em bovinos submetidos & protocolos de IATF (SA FILHO et al., 2009).
Dentro destas estratégias, incluem-se o tratamento com gonadotrofinas exégenas
(BARUSELLI et al., 2004; SOUZA, 2008; SA FILHO et al., 2009). Assim, com base
nessas observacdes a hipotese do presente estudo foi de que a suplementacdo com
FSH no momento da indug&o da lutolise: (1) melhora o crescimento final do foliculo
dominante (aumento do didmetro e da concentracdo circulante de estradiol), (2)
aumenta o volume do CL e a concentracdo de progesterona apdés a ovulacéo,

levando assim (3) a melhora da fertilidade de vacas Holandesa de alta producéao.
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3 OBJETIVOS

" Avaliar o efeito do tratamento com FSH no diametro do maior foliculo, na
concentracdo circulante de estrogeno, na espessura do endométrio uterino no
momento do segundo GnRH e a taxa de ovulacdo apdés o segundo GnRH do
protocolo Ovsynch;

. Avaliar o efeito do tratamento com FSH no didmetro do foliculo ovulatério, na
taxa, no momento e na distribuicdo das ovulagdes, assim como no volume do CL e
na concentracdo de progesterona apdés a ovulacdo sincronizada de vacas
submetidas ao protocolo com progesterona e estrégeno;

. Avaliar o efeito do tratamento com FSH na taxa de prenhez de animais

submetidos aos protocolos Ovsynch e a base de progesterona e estrogeno.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O CICLO ESTRAL DE VACAS LEITEIRAS

Nos primeiros estudos cujo enfoque foi determinar a duragcéo do ciclo estral
de vacas leiteiras, foi relatada uma duracdo média de 22 dias, com 82,8% dos ciclos
variando de 17 a 26 dias (OLDS; SEATH, 1951). Posteriormente, o ciclo estral foi
definido como o intervalo entre duas ovulagdes consecutivas e sua duracdo media
passou a ser considerada 23 dias, com base em avaliagbes em vacas lactantes nao-
inseminadas (SAVIO et al., 1990; SARTORI et al., 2004).

O ciclo estral pode ser dividido em quatro periodos: proestro, estro, metaestro
e diestro (SENGER, 2003; PETER et al., 2009). O proestro tem inicio com a
regressao estrutural e funcional do CL e é caracterizado pelo aumento da sintese de
E» pelos foliculos pré-ovulatérios (WETTERMANN et al., 1972). As concentracdes
circulantes de E; em vacas lactantes aumentam do dia da lutedlise até o estro,
guando alcancam o valor maximo médio ao redor de 7,9 pg / mL (SARTORI et al.,
2004). A literatura refere que esta concentracdo maxima € inferior as encontradas
tanto em novilhas leiteiras (9,7 a 11,3 pg / mL;. WETTERMANN et al., 1972,
SARTORI et al., 2004), quanto em vacas nao lactantes (16,7 pg / mL; DE LA SOTA
et al.,, 1993). Essas elevadas concentracbes de E, na auséncia de P, atuam no
sistema nervoso central induzindo o comportamento de cio (BLACHE et al., 1991,
ALLRICH, 1994) e determinando o fim do proestro e inicio do estro (SENGER, 2003;
PETER et al., 2009).

O periodo de estro se estende do inicio do periodo de receptividade sexual
até a ovulacao do foliculo dominante (SENGER, 2003; PETER et al., 2009). Durante
0 estro, a elevagao nas concentracdes circulantes de E; induz a liberagdo do pico
pré-ovulatorio de GnRH pelo hipotalamo, que por sua vez estimula a liberacdo do
pico pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH) pela glandula pituitaria (HAFEZ et
al., 2008). Proestro e estro compdem a fase folicular do ciclo estral, que geralmente
varia de 2 a 5 dias (SAVIO et al., 1990; SARTORI et al., 2004), representando cerca
de 20% da duracéo do ciclo estral completo (PETER et al., 2009).
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Em contraste com a fase folicular, a fase lutea do ciclo estral € composta pelo
metaestro e diestro, caracterizando-se pela presenca de um CL funcional. O
processo de luteinizacdo das células da granulosa e da teca do foliculo pré-
ovulatorio para a formacdo do CL é iniciada pelo pico pré-ovulatério de LH. O
periodo entre a ovulacéo e a presenca de um CL maduro capaz de produzir grandes
guantidades de progesterona é chamado de metaestro (PETER et al., 2009). O
primeiro aumento significativo na concentracdo circulante de progesterona é
detectado 4 dias apds a ovulacdo (STABENFELDT et al., 1969), momento no qual
finaliza o metaestro. Durante o diestro, a concentracdo de progesterona aumenta
rapidamente a partir de dia 4 (1,5 ng/ mL) até o 8° dia do ciclo estral (5,5 ng/ mL;
STABENFELDT et al., 1969). Apds este ponto, o aumento na concentracdo de
progesterona ocorre em ritmo mais lento e atinge seu valor maximo no dia 16 do
ciclo estral, quando alcanca valores ao redor de 7 ng / mL (variando de 6,1 a 10,2 ng
/ mL; STABENFELDT et al, 1969). Estes valores absolutos mudam
consideravelmente de acordo com o estagio lactacional e o nivel de producdo de
leite. Isto ocorre devido ao aumento na taxa catabolica de esteroides ovarianos no
figado, decorrente do aumento da ingestdo de matéria seca (SARTORI et al., 2004).

Durante a fase latea do ciclo estral ocorrera a emergéncia das ondas
foliculares. Estas sé&o detectadas nos dias -0,2 e 9,6 do ciclo estral, em novilhas com
duas ondas foliculares e, -0,5, 9,0 e 16,0 em novilhas com trés ondas foliculares
(GINTHER et al., 1989). Foi demonstrado que o surgimento de ondas de
crescimento folicular sempre é precedido por um pico de FSH (ADAMS et al., 1982).

A grande maioria dos foliculos recrutados ir4 parar de crescer e entrar em
processo de atresia. Isto permite o controle do numero final dos foliculos ovulatérios.
Sabe-se que este controle é espécie-especifico. Nas vacas, geralmente apenas um
foliculo & selecionado para se tornar dominante. O momento no qual ocorre a
divergéncia folicular foi definido como o inicio da diferenca nas taxas de crescimento
entre o futuro foliculo dominante e o seu maior subordinado (GINTHER et al.,
1996a). Em novilhas da ragca Holandesa, o desvio ocorre, em média, 2,8 dias apés a
emergéncia da onda folicular, quando o futuro foliculo dominante atinge um diametro
de 8,5 mm.

Um dos mecanismos que levam ao desvio folicular em vacas € a mudanca na
dependéncia primaria ao FSH para LH pelo foliculo dominante. Na verdade, a

concentracao circulante de FSH diminui apos a emergéncia folicular e se torna basal
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no momento do desvio (GINTHER et al., 1996a). A supressao do FSH é determinada
principalmente pela presenca do foliculo dominante. Este foliculo é capaz de
produzir inibina, a qual associada ao E2 promovera a supressao das concentracoes
de FSH (ADAMS et al., 1992). A inibicdo de FSH pelo foliculo dominante parece ser
seletiva e ndo afeta a concentracdo de LH (QUIRK; FORTUNE, 1986).

Concomitantemente a queda das concentracdes de FSH, a codificacdo de
acido ribonucléico mensageiro (RNAm) para os receptores de LH nas células da teca
aumentam com o tamanho folicular e a expressao dos receptores de LH nas células
da granulosa é detectada somente em foliculos saudaveis que passaram do
diametro de desvio (XU et al., 1995).

Além disso, mudancas intrafoliculares no sistema do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) tém sido sugeridas para acionar as variacdes na
capacidade de resposta as gonadotrofinas que levam ao desvio morfologico e
funcional do foliculo. Beg et al. (2001) demonstraram que o maior foliculo (futuro
dominante) apresenta aumento da quantidade de IGF-1 livre e reduzidas
concentracbes de proteinas de ligagdo do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGFBP) em comparacdo com o segundo maior foliculo.

Durante o diestro, a presenca de um CL funcional e elevadas concentracfes
circulantes de progesterona impedem o aumento da frequéncia de pulsos de LH
liberado pela hipéfise e o aumento pré-ovulatorio de gonadotrofinas. Devido ao apoio
insuficiente de LH, o foliculo dominante da onda ndo ovulatéria para de crescer e
sofre atresia. Em vacas ndo-gestantes o endomeétrio iniciara entre os dias 17 e 19 do
ciclo estral, a liberacdo pulsatil de prostaglandinas (PG) F2a, levando assim a
lutedlise (KINDAHL et al., 1976a; SAVIO et al., 1990; SARTORI et al., 2004).

Apés a emergéncia da segunda onda, o foliculo dominante da primeira onda
atinge estigio avancado de atresia e entdo, o foliculo dominante presente no
momento da lutedlise continua a crescer e secretar quantidades crescentes de
estradiol. Na auséncia de progesterona o estradiol folicular age no hipotalamo para
induzir uma onda pré-ovulatéria de GnRH, seguido por uma onda de gonadotrofinas

(LH) liberada pela hipofise, que culmina com a ovulacgéo.



36

4.2 FORMAGCAO DO CORPO LUTEO, FUNCAO LUTEAL E LUTEOLISE

A transicao folicular-luteal € um processo dinamico que envolve uma série de
mudancas bioquimicas e estruturais do foliculo pré-ovulatério apds o pico de LH
(REYNOLDS; REDMER, 1999; NISWENDER et al., 2000). Isto inclui a diferenciacao
das células da teca e da granulosa em células luteinizadas, o remodelamento, o
crescimento do tecido e o aumento da producéao de progesterona (P4). Para suprir
esta demanda, é essencial que haja crescimento de vasos e estabelecimento de
uma rede de suprimento sanguineo (REYNOLDS; REDMER, 1999; NISWENDER et
al., 2000).

O pico de secregcao de LH acarreta complexas alteragdes estruturais e
funcionais no foliculo maduro, as quais estao estreitamente associadas ao aumento
do fluxo sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatorio (ACOSTA et al.,, 2003).
Sabe-se que o primeiro aumento detectavel na concentracéo de estradiol plasmatico
coincide com o aumento da vascularizacdo (area de fluxo sanguiineo) na parede do
foliculo maduro (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). Assim, parece haver uma intima
associacdo entre diametro folicular, concentracdo de estradiol no fluido folicular e
area vascular (MATTIOLI et al.,, 2001). Acredita-se que o aumento do fluxo
sanguineo nas células da parede do foliculo pré-ovulatério possa aumentar a oferta
de gonadotrofinas, nutrientes, substratos hormonais e outros componentes do
sangue necessarios para a ovulacdo (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). A complexidade
estrutural e secretéria e outras modificagbes funcionais que ocorrem no ovario
proximo ao momento da ovulacdo estdo intimamente associadas as mudancas no
fluxo sangiiineo no interior da parede do foliculo pré-ovulatério (no prelo)®.

O primeiro evento associado com a formacdo do CL é a mudanca na
producdo de estradiol para progesterona pelas células luteinicas. Estudos sobre

expressao génica das células foliculares (granulosa e teca) durante o periodo peri-

L AYRES, H.; MINGOTI, G. Z. Angiogénese, vascularizacdo e uso do ultrassom
Doppler colorido como ferramenta de avaliagdo das estruturas ovarianas. Revista
Brasileira de Reproducao Animal. (no prelo)
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ovulatério em sistemas de cultivos celulares indicam que a esteroidogénese é
inicialmente inibida de maneira coordenada. O transporte do colesterol através da
membrana externa da mitocéndria permanece inalterado durante os estagios finais
de desenvolvimento do foliculo ovulatério (NIMZ et al., 2009). Entretanto as enzimas
responsaveis pela conversdo de colesterol até estradiol (P450scc, 3B-HSD,
P450aromatase nas células da granulosa e P450c17 e 33-HSD em células da teca)
estdo amplamente reduzidas apos o pico pré-ovulatorio de LH (VOSS; FORTUNE,
1993a; VOSS; FORTUNE, 1993b). Logo, as concentracbes deste hormdnio séo
reduzidas entre 4 e 10 horas apds o pico pré-ovulatorio de LH (KOMAR et al., 2001).

Apés a ovulacdo, o novo CL se desenvolve rapidamente a partir da ruptura da
parede do foliculo e o tecido remanescente folicular & extensamente reorganizado
durante a formagdo do CL. O desenvolvimento do CL é caracterizado pela alta
vascularizacdo ativa e pela ocorréncia de repetidas mitoses das células
esteroidogénicas. A intensidade do processo angiogénico dentro do CL atinge um
pico em 2-3 dias apds a ovulacdo (REYNOLDS et al., 2000), o que acarreta um
aumento do fluxo sanguineo (area e velocidade; ACOSTA et al.,, 2003), indicando
desenvolvimento luteal normal. Assim, a maioria das células esteroidogénicas
maduras do CL estdo em contato com um ou mais capilares (REYNOLDS et al.,
1992). Como resultado deste processo, o CL torna-se uma das estruturas mais
vascularizadas (GAYTAN et al., 1999) e recebe a maior taxa de fluxo sanguineo por
unidade de tecido de todo o organismo (WILTBANK et al., 1988).

O sistema de vascularizacdo do CL serve como uma rota de entrega de
substancias bioldgicas, pois fornece nutrientes para as células luteinicas, substratos
para producdo de hormoénios, além de receber hormoénios estimuladores e/ou
reguladores que sdo indispensaveis para a manutencdo da secrecdo de P4 (no
prelo)®>. O controle da angiogénese e angidlise no CL é crucial para o
desenvolvimento e manutencdo desta glandula. Este controle é realizado pela
interacdo entre o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de

crescimento fibroblastico (bFGF).

2 AYRES, H.; MINGOTI, G. Z. Angiogénese, vascularizagdo e uso do ultrassom
Doppler colorido como ferramenta de avaliagdo das estruturas ovarianas. Revista
Brasileira de Reproducao Animal. (no prelo)
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Outra caracteristica importante do CL em desenvolvimento € a rapida taxa de
crescimento dos tecidos e proliferagdo celular. Esta proliferagdo resulta em um
aumento de 17,5 vezes da massa luteal em poucos dias (FARIN et al., 1986;
JABLONKA-SHARIFF et al., 1993). O numero de células luteinicas grandes
permanece algo constante durante todo o desenvolvimento do CL, porém o seu
volume aumenta 3 vezes entre os dias 4 e 16 do ciclo estral (FARIN et al., 1986).
Durante o mesmo periodo, o numero total de fibroblastos, células luteinicas
pequenas e as células endoteliais aumentam 2,5; 3 e 6,5 vezes, respectivamente
(FARIN et al., 1986).

Nos ovinos, as células luteinicas grandes correspondem apenas 4% do
namero total de células em um CL, no entanto, eles representam aproximadamente
25% do volume total da glandula e sdo responséaveis por 80 a 90% da producao de
progesterona (FITZ et al.,, 1982; FARIN et al., 1986). Por sua vez, as células
lGteinicas pequenas representam 19% do numero total de células, 18% do volume
luteal e produzem de 10 a 20% da progesterona. Apesar de uma maior capacidade
esteroidogénica basal, as células luteinicas grandes ndo sao estimuladas pelo LH.
Entretanto, as células luteinicas pequenas podem aumentar a producdo de
progesterona de 2,3 para 12,4 vezes, quando estimuladas pelo LH (FITZ et al.,
1982).

A funcédo secretora do CL dependerd da capacidade esteroidogénica das
células luteinicas, da quantidade de células esteroidogénicas e do fluxo sanguineos
da glandula. Tem sido demonstrado que a ovulagdo de foliculos maiores resulta na
formacédo de um maior CL, o qual leva a maiores concentracdes de progesterona
circulantes (VASCONCELOS et al., 2001).

O substrato para a sintese luteal de progesterona € o colesterol, geralmente
obtidos a partir da hidrélise de ésteres de colesterol armazenado em goticulas
lipidicas no citoplasma ou da circulagéo sanguinea (lipoproteina de baixa densidade
— LDL ou lipoproteina de alta densidade — HDL; CAFFREY et al.,, 1979;
NISWENDER et al., 2002). Acredita-se que em bovinos, a absor¢do do colesterol da
corrente sanguinea ocorre a partir do HDL, isso acontece porque cerca de 90% do
colesterol pré-formado circula na forma de HDL nesta espécie.

Uma vez no citoplasma, o colesterol livre € transportado para a mitocéndria
através de proteinas de ligacdo e interacdo do citoesqueleto. O colesterol entdo é

transportado para a membrana mitocondrial interna pela proteina reguladora aguda
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da esteroidogénese (StAR). Na matriz mitocondrial, o colesterol € clivado pela
P450scc para formar pregnenolona, que é convertida em progesterona pela 3-HSD
no reticulo endoplasmatico liso (NISWENDER et al., 2002).

Se a vaca nao estiver gestantante, o CL deve ser regredido no final do ciclo
estral para proporcionar mais uma oportunidade para a ovulacdo e a concepcao.
Presumi-se que assim como em Guinea-pigs, 0os bovinos degradem extensivamente
a PGF2a apés sua primeira passagem pelos pulmdes (PIPER et al., 1970; DAVIS et
al., 1985). A dinamica da PGF2a pode ser avaliada através da medicdo das
concentracdes circulantes de seu principal metabolito 15-ceto-13 ,14-diidro-PGF2a
(PGFM; KINDAHL et al., 1976b). O processo de luteblise é desencadeada pela
liberagdo endometrial de 4-5 pulsos de PGF2a dentro de um intervalo de 2 dias
(KINDAHL et al., 1976a). A duracdo de cada pulso varia de 6 a 8 horas (GINTHER et
al., 2010). Durante o periodo de regresséo luteal, a amplitude dos pulsos PGFM
diminui a partir do primeiro (578 pg / mL) ao ultimo pulso (131 pg / mL). As
concentracbes de progesterona diminuem apds o primeiro pulso de PGF2a
(KINDAHL et al., 1976a; GINTHER et al., 2010). Inicialmente tem-se aumento agudo
no fluxo sanguineo, seguido de um aumento transitorio nas concentracdes de
progesterona entre 1 e 2 horas apos o primeiro pulso luteolitico da PGF2a. Entéao
ocorre a inducao de liberacdo local de peptideos vasoativos [Endotelina-1 (ET-1) e
Angiotensina-1l (Ang 11)] que induzem a diminuicdo do suprimento sanguineo (fluxo)
gue, consequentemente, resulta em vasoconstricdo, acompanhada pela diminuicdo
constante da concentracdo de P4 até valores basais (GINTHER et al., 2010). Tem
sido sugerido que a acdo coordenada de estradiol, progesterona e ocitocina sao
responsaveis pela sintese de PGF2a endometrial em ruminantes (MCCRACKEN et
al., 1999).

Também, a PGF2a age nas células luteinicas grandes, ligando-se com alta
afinidade ao receptor da proteina G e induzindo a ativacdo de fatores e moléculas
intracelulares (fosfolipase C, IP3, DAG, Ca** livre e PKC) que levam a reducédo da
atividade da StAR e estimulacdo da apoptose (NISWENDER et al., 2002).

4.3 SICRONIZACAO DA OVULACAO E INSEMINACAO ARTICIAL EM TEMPO
FIXO
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Os avanc¢os na genética e no manejo possibilitaram o crescente aumento do
namero de vacas por rebanho. Entretanto, com esse aumento foi criado um novo
problema para 0 manejo reprodutivo das vacas leiteiras: a detecgéo eficiente do
estro. Os métodos tradicionais de deteccdo de estro sdo ineficientes quando
aplicados em grandes rebanhos leiteiros por haver uma alta relacéo
vacas/funcionarios, resultando principalmente na diminuicdo da precisdo e eficiéncia
de deteccao de estro (0 a 60%; REIMERS et al., 1985; NEBEL et al., 1987). Sabe-se
gue a eficiéncia de deteccao de estro (e consequentemente a taxa de servi¢go) € um
dos mais importantes fatores que limitam o desempenho reprodutivo de vacas
leiteiras. Se este parametro estiver aguém do desejado ndo € possivel alcancar os
almejados altos indices reprodutivos.

Uma maneira de contornar o declinio no desempenho reprodutivo de
rebanhos leiteiros € a aplicacdo de métodos para controlar a dinamica folicular e
litea. Aplicacbes de protocolos reprodutivos permitem a sincronizagdo do
desenvolvimento folicular, a regressédo luteal e a sincronizacdo do momento da
ovulacdo, sem a necessidade da deteccdo do estro (BO et al., 1995). Em alguns
estudos, as taxas de concepc¢do apos inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)
sdo menores do que aguelas encontradas com a inseminacao artificial (1A)
tradicional. Porém, as taxas de prenhez geralmente sdo maiores apos IATF devido
ao fato de 100% das vacas serem inseminadas (100% de taxa de servico), fato que
nao ocorre na IA tradicional.

Os programas de sincronizacao do estro e ovulacdo tém sido desenvolvidos
para maximizar o uso da (IA) ap6s o término do periodo de espera voluntéaria (PEV)
e melhorar o desempenho reprodutivo de rebanhos leiteiros. Portanto, os protocolos
gue permitem inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), para inseminar sem a
necessidade de deteccdo de estro, foram desenvolvidos para aumentar as taxas de
servico em vacas (PURSLEY et al., 1995; KINDER et al., 1996). Geralmente, esses
protocolos usam GnRH e PGF2a (protocolo Ovsynch; PURSLEY et al., 1995) ou
estrégenos em conjunto com tratamentos de progesterona (BO et al., 1995; KINDER
et al., 1996).

O recrutamento de novo grupo de foliculos pode ser obtido através do
tratamento com GnRH, o qual induz um pico enddégeno de LH e FSH e

conseqlientemente a ovulacdo do foliculo dominante e recrutamento de uma nova
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onda (FERNANDES et al., 1978; MACMILLAN; THATCHER, 1991 ). A eficacia do
GnRH para recrutar uma nova onda folicular depende da presenca de um foliculo
dominante no ovério responsivo ao LH. No entanto, em animais da ra¢a Holandesa a
resposta ovulatéria consistente ao LH foi observada somente quando o foliculo
dominante atingiu 10 mm ou mais de diametro em (SARTORI et al., 2001).

Thatcher et al. (1989) demonstraram que o tratamento com GnRH 7 dias
antes da administracdo de PGF2a aumentou o numero de animais sincronizados
dentro de um periodo de 5 dias e a concentracdo de animais durante os dias 2 e 3
apos a aplicagdo da PGF2a em relagdo as vacas tratadas com uma Unica
administracdo de PGF2a. A adicdo de mais uma administracdo de GnRH para
sincronizacdo da ovulacdo do foliculo dominante deu origem ao protocolo Ovsynch
(PURSLEY et al., 1995). Este protocolo consiste em uma primeira administracéo de
GnRH para induzir a emergéncia de uma nova onda folicular, seguida da
administracdo de PGF2a sete dias apds para induzir a regressao do corpo luteo.
Ent&o, uma segunda injecdo de GnRH foi administrada 48 horas apés a PGF2a e a
inseminacéo 24 horas mais tarde.

Os dados da literatura tém demonstrado que o tempo de indugcéo da ovulacdo
apos lutedlise e intervalo entre a inducdo da ovulacéao e a Al tem modulado a taxa de
prenhez. Pursley et al. (1998) observaram que a taxa de concepc¢ao foi
significativamente reduzida apenas quando a inseminacdo era realizada 32 horas
apés o segundo GnRH do protocolo Ovsynch. No entanto, os mesmos autores
relataram efeito quadratico do intervalo entre a ultima aplicacdo de GnRH e IATF e,
gue maxima taxa de concepcéo foi observada quando as vacas foram inseminadas
16 horas apos o0 GnRH.

Com base nestes dados e procurando determinar o intervalo 6timo entre o
pico de LH e o momento da inseminagao, Brusveen et al. (2008) atrasaram a
administracdo do segundo GnRH para 56 horas apdés a PGF2a e mantiveram a
inseminacdo as mesma 16 horas. Este ajuste do protocolo promoveu o0 aumento da
taxa de prenhez e o estabelecimento deste protocolo (Ovsynch-56).

Procurando compreender melhor a variacdo de resultados do protocolo
Ovsynch, Vasconcelos et al. (1999) verificaram que a fase do ciclo estral em que o
protocolo de sincronizacdo € iniciada afeta a taxa de ovulacdo ao primeiro e
segundo GnRH, emergéncia folicular, sincronia da ovulacéo e, consequentemente, a

taxa de concepcdo. Neste estudo, foi verificado que animais entre os dias 5-9 do
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ciclo estral resultaram em maior fertilidade. Porém, quando o protocolo foi iniciada
apés o 10 ° dia do ciclo estral, uma grande propor¢cdo de vacas apresentou
regressao espontaneamente do CL antes da injegdo de PGF2a, que tem sido
associado com declinio da fecundidade (CHEBEL et al., 2006), devido a ovulagéo
precoce (VASCONCELOS et al., 1999). Aléem disso, a capacidade do GnRH para
induzir a ovulacdo do foliculo dominante e sincronizar a emergéncia de uma nova
onda folicular foi muito reduzida quando o protocolo foi iniciado entre os dias 1 e 4
do ciclo estral (VASCONCELOS et al., 2009; CERRI et al., 2009). Porém, a falta de
ovulacdo em resposta ao primeiro GnRH foi associada com a presenca de um
foliculo maior no final do protocolo e com reduzida fertilidade (VASCONCELOS et
al., 1999; CERRI et al., 2009). Quando administrado em estagios aleatérios do ciclo
estral, espera-se que apenas 50 a 60% dos animais tratados ovulem em resposta ao
GnRH, entretanto, apenas 41,1% ovularam quando este conceito foi testado em
vacas leiteiras pos-parto (NAVANUKRAW et al., 2004).

Com base nestas informacgdes, diversos estudos foram desenvolvidos para
pré-sincronizar os animais e assim controlar o dia do ciclo estral no qual se inicia o
Ovsynch e assim, melhorar eficiéncia de resposta ao tratamento. O protocolo mais
tradicional e utilizado nos Estados Unidos é o Presynch. Ele consiste na
administracdo de duas aplicagdes de PGF2a com intervalo de 14 d entre elas e o
inicio do protocolo Ovsynch 14 (NAVANUKRAW et al., 2004) ou 12 (MOREIRA et al.,
2001) apds a segunda dose de PGF2a. O uso do Presynch aumentou a taxa de
prenhez em vacas ciclicas (MOREIRA et al, 2001) e todas as vacas
(NAVANUKRAW et al., 2004).

Acredita que essa melhora deve ser causado por um aumento da proporcao
de vacas no inicio ou meados do diestro, melhorando assim a resposta ao primeiro
GnRH, aumento na proporcdo de vacas ciclicas com CL funcional ao GnRH e
PGF2a, sincronizagdo da emergéncia da onda folicular e prevengao da lutedlise
espontanea antes da conclusdo do protocolo (VASCONCELOS et al., 1999;
MOREIRA et al., 2000). Porém, ndo se sabe se ela alterou a taxa de ovulagédo ao 1°
GNRH, que é fundamental para melhorar a taxa de concepcdo (CHEBEL et al.,
2006) devido a melhora na qualidade embrionaria em vacas leiteiras (CERRI et al.,
2009).

Recentemente, foi demonstrado que a reducdo do intervalo entre pré-

sincronizacdo e IATF de 14 para 11 dias aumentou a resposta ovulatéria ao primeiro
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GnRH do protocolo de IATF e melhorou a taxa de concepcéo (GALVAO et al., 2007).
Embora pré-sincronizacdo com PGF2a melhore a resposta a IATF, a PGF2a nao
tem nenhum efeito sobre o ciclo estral de vacas anovular, limitando a eficacia dos
programas pré-sincronizagao baseada unicamente em PGF2a.

Sabe-se que uma consideravel percentagem vacas de leite apresenta
condicdo anovular (20-30%) no momento do primeiro GnRH do Ovsynch (MOREIRA
et al., 2001; GUMEN et al., 2003;. LOPEZ et al., 2005b). Logo, protocolos que
estimulem a ciclicidade em vacas anovulares sdo de grande importancia. Outra
limitacdo dos protocolos Presynch (baseados apenas na administracdo de PGF2) é
gue tanto a fase folicular, quanto a litea ndo séo precisamente sincronizados.

Outra possibilidade de pré-sincronizagao seria a utilizagao de PGF2a seguida
da aplicacdo de GnRH 6 dias (G6G) antes do inicio do Ovsynch, pois desta forma
tanto vacas ciclicas, quanto anovulares, poderiam responder a pré-sincronizagdo. O
tratamento com G6G superou 0s outros tratamentos, aumentando a porcentagem de
vacas com ovulacdo ao primeiro GnRH e a porcentagem de vacas que responderam
a PGF2a do Ovsynch. Como resultado, as vacas pré-sincronizadas como o G6G
responderam melhor ao protocolo Ovsynch em comparagdo com os controles.

Um estudo posterior (SOUZA et al.,, 2008) utilizou um protocolo que foi
chamado de Double-Ovsynch (pré-sincronizacdo com o protocolo Ovsynch seguido
7 dias mais tarde por um outro protocolo Ovsynch para IATF), a fim de estimular a
ciclicidade e melhorar a sincronizacdo dos animais com um protocolo pré-
sincronizacéo. Foi demonstrado que o Double-Ovsynch foi eficiente em aumentar a
taxa de concepcédo em relacédo ao Presynch-Ovsynch (SOUZA et al., 2008).

Outra maneira de realizacdo da sincronizacao da ovulacdo para a realizagao
de IATF seria utilizacdo de P4 associada ao estrégeno (E2). A P4 e os
progestagenos sdo substancias que podem ser administradas por via oral (MGA),
por implantes subcutaneos (SyncroMateB®, Crestar®) ou por dispositivos
intravaginais (PRID®, CIDR®, DIB®, PRIMER®, entre outros). O E2 foi originalmente
incorporado a programas de sincronizacdo de estro utilizando P4, para causar a lise
do CL (PRATT et al., 1991; FANNING et al., 1992). No entanto, relatos posteriores
demonstraram que a progesterona associada com o E2 foi responsavel pela
regresséo do foliculo e a sincronia de uma nova onda folicular (BO et al., 1991,
1993, 1994, 1995; CACCIA; BO, 1998).
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Os E2 tem a sua acdo modulada pela presenca ou ndo de P4, seja ela
enddégena ou exogena. Assim, os E2 quando administrados na presenca de P4,
causam a diminuicdo dos niveis circulantes de FSH e LH provocando a regressao
dos foliculos gonadotroficos dependentes. Apos a metabolizacdo e a diminuicdo das
concentracdes plasmaticas de E2 verifica-se o0 surgimento de um pico de FSH e a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. O mecanismo responsavel
pela supressao do crescimento folicular induzida pelo E2 parece ser mais sistémico
que local (BO et al., 2000).

O 17B-estradiol produzido pelo foliculo na auséncia de P4 leva a liberacdo de
GnRH pelo hipotalamo, estimulando a producédo de LH pela hipofise, culminando na
ovulacdo (RATHBONE et al., 2001). Assim, a administracdo de E2 durante a fase
folicular do ciclo estral associado ao E2 enddgeno leva a um efeito ovulatério. Por
isso € importante que elevados niveis de P4 estejam presentes no momento do
inicio do tratamento para evitar um pico pré-ovulatorio de LH (BO et al., 1994).

Entdo apd6s a sincronizacdo da emergéncia folicular, € preconizada a
aplicacdo de PGF,,. no momento da retirada da fonte de P4 para inducdo da
lutedlise e queda dos niveis enddgenos de P4, propiciando condi¢cbes favoraveis a
ovulacéo.

Os farmacos utilizados para a indugdo da ovulagdo agem por
retroalimentacdo positiva na liberagédo pulsatil de LH (E2 e GnRH) ou diretamente
nos receptores de LH das células da granulosa e da teca dos foliculos (hCG e LH).
Os indutores de ovulacdo quando administrados isoladamente ndo sao capazes de
sincronizar adequadamente a ovulacéo para a IATF. No entanto, quando associados
a P4, E2 e PGF2a induzem ovulagao sincronizada do foliculo dominante presente no
final do tratamento, possibilitando o emprego da IATF.

Segundo Clarke (1989) a resposta folicular ao tratamento com GnRH deve-se
a liberacédo de LH, sendo que a concentracéo plasmatica de P4 proveniente da fase
luteinica ndo afeta a resposta hipofisaria ao GnRH, uma vez que a retroalimentacao
negativa da P4 sobre a liberacdo de LH ocorre no hipotalamo. Por outro lado, Cruz,
Rubianes et al. (1997) e Valle e Kesler (1997) observaram que a aplicacdo de GnRH
30 ou 48 horas apds a aplicagcdo de PGF;, induziu um pico de LH com maior
amplitude do que quando aplicado no inicio ou no meio da fase luteinica. Isto indica

que, possivelmente, além do estagio de desenvolvimento folicular, as concentracbes
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hormonais que precedem o pico de LH s&o importantes na determinacdo da
resposta ovulatoria. Logo, um periodo adequado de proestro é desejado em
programas de IATF. Uma vantagem da utilizacdo dos protocolos utilizando P4
associado ao estrégeno é o fato de ndo necessitarem de programas de pré-

sincronizacdo. Porém, existem paises onde o uso do estrogeno € proibido.

44 PROMOTORES DE CRESCIMENTO FOLICULAR

4.4.1 Gonadotrofina coridénica equina (eCG)

A presenca de uma substancia de acdo gonadotréfica no soro de éguas e
outros equideos gestantes foi primeiro descrito por Cole e Hart (1930) A
gonadotrofina sérica de éguas prenhas (PMSG) é um horménio glicoprotéico
secretado pelos calices endometriais de equinos gestantes. Posteriormente, foi
observado que este horménio era produzido pela parte materna da placenta
(ALLEN; MOOR, 1972). Ainda concluiram que uma melhor terminologia para esta
glicoproteina seria gonadotrofina coridnica equina (eCG). Mais especificamente,
estes autores descobriram que a eCG € produzida pelas células trofoblasticas
presentes nos calices endometriais de éguas prenhez. A eCG é composta de duas
subunidades (a - composta por 96 aminoacidos; e B - composta por 149
aminoacidos). E descrito tanto agdo FSH, quanto LH mesma molécula
(GOSPODAROWICS, 1972; LEGARDINIER et al., 2005). As acbes de FSH e LH
desta gonadotrofina equina também foi demonstrada em outras espécies (WARD;
MOORE, 1979). Sabe-se que o pico de liberacdo de eCG ocorre ao redor dos 60
dias de gestagdo dos equinos, mas o aumento na liberacdo se da ao redor de 40
dias de gestacdo e perdura até aproximadamente os 130 dias de gestacdo
(MURPHY; MARTINUK, 1991). Sabe-se que no equinos a eCG causa ovulagdo ou
luteinizacao de foliculos e, consequientemente, aumento da progesterona circulante
(URWIN; ALLEN, 1982).
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Uma caracteristica importante da molécula de eCG é a existéncia de grande
guantidade de carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa) principalmente a
N-acetil neuramina (ou &cido sialico). Estes carboidratos estdo presente na
subunidade B da molécula de eCG, o que proporciona uma grande meia vida a este
composto quimico (WARD; MOORE, 1979; MURPHY; MARTINUK, 1991). Martinuk
et al. (1991) utilizando uma enzima chamada neuraminidase, retirou diferentes
porcentagens de acido sialico da molécula de eCG e mostraram que a meia-vida
desta gonadotrofina esta intimamente relacionada a quantidade de acido sialico
presente na sua molécula. Por exemplo, quando cerca de 80% do acido sialico foi
retirado da molécula, os niveis circulantes de eCG j4 eram basais 1h apés sua
administragdo. Porém, no grupo controle (sem incuba¢do com neuraminidase), altos
niveis circulantes de eCG estavam presentes mesmo 120h apés o tratamento.
Ainda, além do alto peso molecular e da presenca de &cido sidlico, a molécula de
eCG é carregada negativamente, o que dificulta a sua filtracdo glomerular e aumenta
ainda mais sua meia-vida (LEGARDINIER et al., 2005). Devido a todos estes fatores,
a meia-vida da eCG, gquando aplicado em bovinos, é longa (cerca de 40h; MENZER
et al.,, 1979). Ainda, as quantidades de acido sialico e carboidrato podem variar
bastante de equino para equino, conforme o estagio de gestacdo e conforme o
tecido no qual foi coletado a molécula de eCG (MURPHY; MARTINUK, 1991). Além
disso, a quantidade de eCG circulante varia bastante conforme a raca do animal, a
sua idade e a presenca de gestacoes gemelares. Por exemplo, animais de tracao
possuem niveis circulantes de eCG menores que em animais de menor peso
corporal (MURPHY; MARTINUK, 1991).

A eCG pode ter funcdo luteotréfica em equinos e outras espécies, sendo
possivel verificar aumentos nas concentragdes circulantes de progesterona apos o
aumento natural ou devido a administracdo exdgena (MURPHY; MARTINUK, 1991).
Estas informacfes estdo de acordo com um estudo de Daels et al. (1998), o qual
demonstrou que a eCG tem importante acado luteotréfica durante a gestacdo de
éguas.

Devido sua acdo FSH, a eCG foi inicialmente utilizado em protocolos para
superovulagdo em bovinos (GONZALES et al.,, 1994). Porém alguns autores
observaram que devido a sua grande meia-vida, a eCG parece estar associada a
presenca de foliculos anovulatérios (ELSDEN et al., 1978) e a producéo de embrides
de baixa qualidade (BOLAND et al., 1978; CRITSER et al., 1980). Desta forma, os
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procedimentos superovulatorios, em geral, passaram a utilizar outros compostos de
gonadotrofinas nos programas de superovulagéo. Entretanto, o uso de protocolos de
superovulacao com ovulacdo induzida resultaram em taxas similares de producao de
embrido quando a eCG foi utilizada (MARTINS et al., 2006). Assim, fica evidenciado
gue este farmaco pode ser utilizado em programas de superovulacdo, deste que se
utilize indutores de ovulacao.

Mais recentemente, a eCG tém sido incorporado em protocolos para IATF em
vacas de corte (CAVALIERI et al., 1997) e leite (SOUZA, 2008). O tratamento com
eCG na dose de 400 Ul é altamente recomendado quando uma grande proporcao
dos animais se encontra em anestro (HUMBLOT et al.,, 1996; BARUSELLI et al.,
2004) ou baixa condigcao corporal (SOUZA, 2008). Existem muitos relatos de
aumentos na fertilidade ap6s a incorporacdo da eCG em protocolos para IATF,
principalmente em vacas de corte (BARUSELLI et al., 2004, SA FILHO et al., 2010).
A melhora na taxa de concepcdo em animais que recebem a eCG na retirada do
dispositivo intravaginal de P4, provavelmente, esta relacionada ao aumento da taxa
de ovulacdo de animais em anestro e aos maiores niveis de progesterona circulante
no diestro (BARUSELLI et al., 2004), minimizando falhas no reconhecimento fetal da
gestacao (MANN; HARESIGN, 2001).

4.4.2 Horménio foliculo estimulante (FSH)

O hormonio foliculo estimulante (FSH) é uma glicoproteina secretada pelas
células gonadotrdficas da adeno-hipéfise. E constituida por duas subunidades de
polipeptideos (o e B), com presenca de &cido sialico em pontos especificos de cada
subunidade. A subunidade o apresenta a mesma constituicdo quimica em todas as
espécies. J4, a subunidade [ apresenta composicdo diferente e determina a
atividade biologica dessa molécula (SPINOSA et al., 2006). Esta diferenca é devido
as variagcdes na composicao das quatro cadeias de carboidratos (em especial 0 seu
teor de acido siélico) ligado as duas (alfa e beta) subunidades protéicas (CHAPPEL,
1995), gerando assim diferentes isoformas. Estas isoformas diferem em seus pesos

moleculares, poténcia bioldgica, meia-vida de eliminagdo e imunoreatividade
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(STANTON et al., 1992). O contetdo de acido sialico é o principal determinante da
meia-vida, quanto maior o teor de acido sialico, maior a acidez da isoforma e maior a
meia-vida biolégica (STANTON et al., 1992).

A variabilidade na resposta ovariana ao tratamento com FSH tem sido
atribuida a fatores como pureza do horménio (razéo entre o conteudo de FSH e LH,;
LINDSELL et al., 1986; GONZALEZ et al.,1990; WILLMOTT et al.,1990), quantidade
de gonadotrofina administrada (GONZALEZ et al.,1990), via e local da administracao
e quantidade de gordura subcutanea (BO et al., 1994). A respeito da meia-vida do
FSH a literatura possui dados conflitantes, pois existem relatos de meia-vida de 30-
60 min (DE ROOVER et al., 2008), assim como de 5 horas (DEMOUSTIER et al.,
1988).

Acreditava-se que a ligacdo do FSH fosse restrita as células granulosas,
entretanto foi demonstrado que o odcito também possui receptores de FSH
(MEDURI et al., 2002). Na célula da granulosa, a ligacdo ao receptor promove a
sintese de AMP ciclico, o qual estimula a producéo de proteina quinase, resultando
em fosforilacdo de proteinas, 0 que apresenta como resposta imediata a produgcao
de esterdides e, posterior sintese de RNA, DNA e proteinas (SPINOSA et al., 2006).
Além disso, o FSH promove a estimulacéo da proliferacdo das células da granulosa,
expressao de fator de crescimento epidérmico (EGF) e expressao de receptores LH
(WANG; GREENWALD, 1994).

O FSH age em sinergismo com o estradiol para aumentar o niamero de
receptores FSH nas células da granulosa (RICHARDS et al., 1976), desempenha
papel na formacdo antro (GOLDENBERG et al., 1972; RICHARDS et al., 1975) e
estimula a proliferagéo celular na granulosa (GOLDENBERG et al., 1972; RAO et al.,
1978).

Estudos de utilizando ratas adultas, demonstraram a presenca de receptores
de FSH em todos os foliculos com uma Unica camada de célula da granulosa. A
guantidade destes receptores vao aumentando com o desenvolvimento de foliculos
saudaveis. Porém, apés o pico de LH ocorre uma queda drastica na concetragédo
deste receptores.

Quando ocorre o declinio das concentragdes de FSH, os foliculos comegam a
mostrar alteracfes caracteristicas como a reducdo da atividade estrogénica,
alteracdes nas concentracfes de proteinas de alto e baixo peso molecular, perda da

expressdo dos receptores de FSH, reducdo dos niveis de RNA mensageiro do
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receptor de FSH, que culmina com a apoptose das células da granulosa
(SUNDERLAND et al., 1996, MIHM et al., 1997; MEDURI et al., 2002). A prevenc&o
desta diminuicdo, através da administracdo de quantidades fisiologicas de FSH,
também impede a atresia do foliculo subordinado e é associada a mudancas nas
concentracdes intrafoliculares de estradiol, inibina e as IGFBP’s (ADAMS et al.,
1993; MIHM et al., 1997; AUSTIN et al., 2002).

Diversos trabalhos tém mostrado que as concentracfes basais de FSH sao
essenciais para a sobrevivéncia do foliculo dominante (FD) e que a supresséo de
FSH a niveis inferiores aos basais normais predispde a atresia do FD (ADAMS et al.,
1992; TURZILLO; FORTUNE, 1993). Ainda, Hunter et al. (2004) afirmam que
concentracdes elevadas de FSH podem, por si s6 induzir o crescimento folicular até
tamanho pré-ovulatério.

Recentemente o FSH foi utilizado em estudos com protocolos para IATF em
vacas de corte (SANTOS et al., 2007a,b; SA FILHO et al., 2009; SALES et al., 2009;
LIMA et al., 2010; MARTINS et al., 2010). Os objetivos desses experimentos foram
avaliar se uma unica dose de FSHp estimularia o crescimento final do foliculo
dominante até o estagio pré-ovulatério, com capacidade de responder a inducéo de
ovulacdo (SANTOS et al.,, 2007a; SALES et al., 2009; MARTINS et al., 2010) e
comparar as taxas de prenhez de vacas em anestro (SANTOS et al., 2007b; SA
FILHO et al., 2009; SALES et al., 2009; LIMA et al., 2010; MARTINS et al., 2010)
tratadas com FSH ou eCG no momento da administracdo de PGF2a em programas
utilizando dispositivo de progesterona e benzoato de estradiol.

Segue abaixo tabela 1 com os dados de taxa de prenhez destes estudos.
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Tabelal - Taxa de prenhez de vacas de corte submetidas a diferentes protocolos para inseminacao
artificial em tempo fixo com ou sem a administracdo de eCG ou FSH

N° de animais Controle eCG FSH Referéncia
29,9% 60,2% 59,7%
232 b a a Santos et al., 2007
(23/77) (47/78) (46/77)
41,9% 43,3 34,0 o
709 ar a g DA Filho et al., 2009
(83/198) (81/187) (110/324)
43,9% 62,3% 43,3%
444 b a b Sales et al., 2009
(65/148) (91/146) (65/150)
26,3% 41,5% 22, 7% _
421 b a b Lima et al., 2010
(25/95) (95/229) (22/97)
38,9% 55,9% 51,4% _
533 Martins et. al., 2010

(69/177)° (99/177)2 (92/179)2

*remocdo de bezerros; ** média dos animais tratados com Folltropin e Pluset

Ao analisarmos estes dados, podemos verificar que nos trés primeiros
estudos mostrados na tabela 1 acima, as taxas de prenhez com o uso da eCG foram
superiores aquelas obtidas com o tratamento com o FSH. Porém, os ultimos dois
estudos demonstraram que o FSH é tao eficiente quanto a eCG. Estes dados estdo
completamente de acordo com os relatos de campo, ja que o0s resultados tém
apresentado as mesmas variagcdoes acima descritas.

Com respeito a dindmica folicular, dois trabalhos (SALES et al., 2009;
MARTINS et al.,, 2010) mensuraram o didmetro do maior foliculo no momento da
aplicagdo ou ndo de eCG/FSH e no momento da IATF, além de avaliar a taxa de
ovulacdo destes foliculos. No estudo de Sales et al. (2009), foi notado que apenas a
eCG aumentou o a taxa de crescimento folicular do maior foliculo, o didmetro do
maior foliculo na IATF, a taxa de ovulacéo e, consequentemente, a taxa de prenhez.
JA& no estudo de Martins et al. (2010), ndo foi notado aumento dos diametros
foliculares, mas a taxa de ovulacdo foi superior nos grupos tratados com eCG ou
FSH. Analisando os diametros foliculares encontrados pelos pesquisadores,
acredita-se que um maior numero de animais do estudo de Sales et al. (2009)

apresentavam-se em anestro profundo que os animais de Martins et al. (2010).
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Todos estes resultados foram realizados em bovinos de corte, entretanto, ndo

hé& relato da utilizacdo do FSH em bovinos leiteiros.
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5 EXPERIMETO 1 - SUPLEMENTACAO COM FSH NO PROTOCOLO
OVSYNCH

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.5.1 Animais e manejo

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas 1.132 vacas da raca
Holandesa em lactagcdo produzindo em média 41,5 litros por dia, dividias em duas
propriedades comerciais localizadas no centro-sul de Wisconsin, EUA, sendo 900
vacas da Wager's Farms e 232 da Mystic Valley Dairy. No periodo de junho a
novembro de 2007 foram conduzidos o teste de prenhez (com todas as vacas) e a
dinamica folicular ovariana, para a qual se utilizou um subgrupo de vacas do teste de
prenhez (n = 197) exclusivamente em primeiro servico. Todas as vacas
permaneceram alocadas em galpfes com canzis, agua ad libitum e camas com com
areia, as quais possuiam livre acesso. A dieta foi balanceada para atender ou
exceder o0s requisitos nutricionais minimos para bovinos leiteiros (NRC, 2001). As
ordenhas foram realizadas trés vezes ao dia em intervalos de 8 horas. Os
tratamentos, avaliacdes ultrassonograficas e coletas de sangue foram realizados
apos a ordenha, enquanto as vacas estavam presas nos canzis na linha de
alimentacdo. Todas as vacas receberam somatotropina bovina (500 mg / dose;
Posilac, a Monsanto Co., St. Louis, MO, EUA) a cada 14 dias, a partir de 60 dias
pds-parto. O escore de condigdo corporal (ECC) e de locomocao (EL) foram
registrados utilizando o sistema de 5 pontos: 1 = magra a 5 = obesa (FERGUSON et
al,, 1994), e 1 = normal a 5 = claudicagdo extrema (SPRECHER et al., 1997),
respectivamente. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao de

Bioética da Universidade de Wisconsin-Madison.
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5.5.2 Protocolos hormonais utilizados e diagnoéstico de gestagéo

Semanalmente, um grupo de 35 a 65 vacas com 120 £ 73 dias em lactagéo
(DEL) foi dividido em blocos experimentais por paridade e nimero prévio de servigos
para compor o teste de prenhez. Posteriormente, foram distribuidas aleatoriamente
em dois tratamentos: Ovsynch (n = 561) ou Ovsynch + FSH (n = 571). As vacas que
seriam inseminadas pela primeira vez (primeiro servigo) foram tratadas com um de
dois protocolos de pré-sincronizacao, Presynch ou Double-Ovsynch. As vacas com
mais de um servico foram tratadas com um protocolo de ressincronizacao
(Resynch), o qual teve inicio 32 dias apos IA anterior (Figura 1).

As vacas tratadas com Presynch-Ovsynch (n= 317) receberam duas injecdes
de PGFyq (Prostamate®, 25 mg de dinoprost, IVX Animal Health, Inc., St. Joseph,
MO) aos 42 + 3 e 56 + 3 DEL e 12 dias apés a segunda PGF,4 0 protocolo Ovsynch
para inseminacéo foi iniciado.

As vacas tratadas com Double-Ovsynch (n= 330) receberam o primeiro GhnRH
(Ovacyst®, 100 mg de gonadorelina, IVX Animal Health, Inc., St. Joseph, MO) aos 51
+ 3 DEL, seguido por uma injecdo de PGF,, sete dias depois e outra de GhnRH 72
horas apds a PGFy,. O segundo protocolo Ovsynch (para a inseminacao) foi iniciado
sete dias apds o segundo GnRH.

O protocolo Ovsynch para inseminacéo consistiu na administracdo de GnRH
(1° GnRH) aos 68 + 3 DEL, seguido da administracédo de PGF,, sete dias depois e
GnRH (2° GnRH) 56 horas apés a administracdo de PGF2,. A IATF foi realizada 16
horas apds o tratamento com o 2° GnRH.

O protocolo Resynch (n= 485) teve inicio 32 dias apds a inseminagao prévia,
com a administracdo de GnRH. Sete dias depois foi realizado o diagnostico de
gestacao e apenas as vacas nao gestantes seguiram no protocolo, recebendo nessa
ocasido PGFyq, seguida da segunda dose de GnRH 56 horas apés e realizacdo da
IATF 16 horas ap6s o tratamento com o 2° GnRH.

Independentemente do numero de servicos e do protocolo de pré-
sincronizagdo utilizado, as vacas que compuseram o Grupo Ovsynch + FSH
receberam 20 mg de FSH (Folltropin®, Bioniche, Canadd) no momento da
administracdo da PGFyy do protocolo Ovsynch de inseminacdo. As demais néo

receberam suplementacdo com FSH.
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O sémen de 12 touros foi utilizado e distribuido homogeneamente entre os
tratamentos e fazendas. O diagnostico de gestacdo foi realizado por palpacdo

transretal 40 dias apds a administracdo do 2° GnRH.
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Presynch-Ovsynch PGF2a _ o
+FSH GnRH 6 dias 13 dias Diagnéstico
us + us + apos 2° GnRH apos 2° GnRH de Gestacao
PGF2 Sangue Sangue IATF us us us
ST g PGF2a 12d 7d seh |, 16h 5d | 7d | 27d |
! T I I | I I |
Double-Ovsynch
PGE? 6 dias 13 dias Diagnéstico
o ap6s 2°GnRH  apo6s 2° GnRH de Gestagao
GnRH PGF2a  GnRH +tFSH GnRH IATF US US US
, 7d . 3d 7d 7d , 56h ,  16h | 6d , 7d , 27d .
I l I [ I I | f |
Resynch
IATE PGF20. Diagnéstico
de Gestaca
Prévia +FSH GnRH |ATE & e eae
| 32d 7d 56h 16h 39d

Figura 1 - Desenho experimental esquematico dos tratamentos das vacas de primeiro (Presynch-Ovsynch, n= 317 ou Double-Ovsynch, n= 330) ou demais
(Resynch, n=485) servigcos. US = Avaliagbes ultrassonogréficas, Sangue = coleta de sangue, d = dias e h = horas.
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5.5.3 Avaliagéo ultrassonografica ovariana e uterina

A avaliacéo ultrassonografica dos ovarios (dinamica folicular ovariana) e tero
foi realizada em um subgrupo de 197 vacas de primeiro servi¢co do teste de prenhez
(Ovsynch, n = 102 e Ovsynch + FSH, n = 95), utilizando um transdutor linear de 7,5
MHz (EASI-Scan®, BCF Technology Ltda, Livingston, Reino Unido). Os exames
foram realizados no momento da administracdo do 1° GnRH (68 + 3 DEL), da PGF2q
(75 = 3 DEL), do 2° GnRH (77 + 3 DEL), seis (83 £ 3 DEL) e 13 (90 + 3 DEL) dias
apdés o tratamento com o 2° GnRH do protocolo Ovsynch de inseminagdo. As
avaliagoes foram realizadas para determinar a presenca de CL no momento da
administragdo do 1° GnRH e da PGFy,, a espessura endometrial e o didmetro do
maior foliculo no momento da administracdo do 2° GnRH e a taxa de ovulagéo ao 1°
e 2° GnRH.

A ovulacao foi caracterizada pelo aparecimento de um novo CL no ovério no
momento da administracdo de PGF24 ou seis dias apds a aplicacdo do 2° GnRH do
protocolo Ovsynch de inseminacdo (Figura 1). A lutedlise foi caracterizada pela
ocorréncia de concentracbes de P4 inferiores a 0,5 ng / mL no momento da

administracdo do 2° GnRH do protocolo de inseminacéo.

5.5.4 Coleta de sangue e dosagem hormonal para avaliacdo da funcéo ovariana

Amostras de sangue foram coletadas por pungdo da veia ou artéria caudal
mediana em um subgrupo de 197 vacas de primeiro servico do teste de prenhez
(Ovsynch, n = 102 e Ovsynch + FSH, n = 95). As coletas de sangue para dosagem
de P4 foram realizadas antes da administracéo de cada farmaco (1° GnRH, PGFy4 €
2° GnRH) do protocolo Ovsynch de inseminagédo e também 6 e 13 dias apés o 2°
GnRH. Para a dosagem de E2 a coleta foi realizada no momento do 2° GnRH.
Tubos com vacuo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) individuais foram utilizados
para esse fim. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente de uma a trés

horas apds a coleta e, posteriormente, refrigeradas a 4°C até o momento da
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centrifugacgdo (3000 x g por 20 min). O soro foi separado e armazenado a -20°C até
arealizacdo da dosagem das concentracfes de P4 e E2.

As concentracdes de P4 foram analisadas em todas as amostras de soro por
radioimunoensaio (RIA), utilizando um kit comercial (Coat-A-Count, Siemens
Healthcare Diagnostics, Los Angeles, CA). A sensibilidade do ensaio foi de 0,1 ng /
mL. As amostras foram analisadas em um Unico ensaio, sendo o coeficiente de
variacdo (CV) intra-ensaio de 3,0%. Os procedimentos utilizados foram descritos
previamente por Souza et al. (2008).

As concentragdes de E2 foram analisadas apenas nas amostras de soro
referentes ao momento da administragdo do 2° GnRH, por RIA, utilizando um kit
comercial (Estradiol Double Antibody, Siemens Healthcare Diagnostics, Los Angeles,
CA). Os procedimentos utilizados foram descritos previamente por Kulick et al (1999)
e Bergfelt et al (2000), exceto com as seguintes modificagbes: (1) os padrdoes da
curva (0,78 - 100 pg / mL) foram preparados em soro livre de esterdides (soro bovino
tratado com carvao vegetal); (2) o procedimento de extracdo realizado nos padrdes e
amostras de soro (500 yL em duplicata) foram realizados com 3 mL de éter etilico
congelado, em banho maria com gelo seco e metanol; (3) o sobrenadante foi
descartado e o decantado foi mantido nos tubos de ensaio para secagem durante a
noite; (4) as amostras secas foram ressuspendidas com solugéo tampéao de 0,1 % de
gelatina em PBS.

A sensibilidade do ensaio de E2 foi de 0,08 pg / mL. As amostras foram
analisadas em duplicata em trés ensaios e repetidas quando o coeficiente de
variagdo entre ambas foi maior do que 15%. Amostras de alta (10 pg / mL),
moderada (de 5 pg / mL) e baixa (2,5 pg / mL) concentragédo foram incorporadas a
cada ensaio e utilizadas para avaliar o CV. Os CV intra- e inter-ensaio foram de

6,2% e 7,7%, respectivamente.

5.5.5 Andlises estatisticas

Os testes de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias
foram realizados utilizando o Guide Data Analysis do SAS. Dados que néo

preencheram o0s pressupostos para a andlise de variancia (ANOVA) foram
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transformadas em conformidade. As variaveis continuas (concentracdo de P4 no
momento da administracdo do 1° GnRH, da PGF,, e do 2° GnRH, concentracdo de
E2 no momento da administracdo do 2° GnRH, tamanho do foliculo dominante e
espessura endometrial no momento da administracdo do 2° GnRH) foram analisados
por ANOVA, usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versao 9.2 (SAS/STAT, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Os dados de distribuicdo binomial (presenca de CL no
momento da administracdo do 1° GnRH, taxa de ovulacdo ao 1° GnRH,
porcentagem de animais com concentracdo sérica de P4 menor ou igual a 0,50 ng /
mL no momento da administragdo do 1° GnRH, presenca de CL no momento da
administracdo da PGF,,, porcentagem de animais com concentracdo sérica de P4
maior ou igual a 1,00 ng / mL no momento da administracdo da PGF,,, taxa de
lutedlise, taxa de ovulacdo ao 2° GnRH e taxa de prenhez) foram avaliados por
regressao logistica multivariada, usando o procedimento GLIMMIX do SAS. As
variaveis inclusas no modelo final estdo apresentadas no quadro 1. Os animais
foram classificados para nimero prévio de servigos (primeiro ou segundo ou mais),
classe de ECC [baixo (< 3,00) ou alto (= 3,00)]. Ainda foram testadas as interagdes
entre més, paridade e classe de ECC com tratamento.

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi utilizada para avaliar a
acuracia com que algumas variaveis predizem a ocorréncia de prenhez. As curvas
foram geradas usando a opgédo de analise de curva de ROC do MedCalc versao
11.2.1 (MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica) para determinar a precisdo com que
o0 ECC e o numero de servigcos prevéem a prenhez. A curva ROC é um gréfico de
funcao linear no qual o eixo Y mostra a taxa de verdadeiro-positivos (sensibilidade) e
0 X mostra a taxa de falso-positivos (100 - especificidade). A area sob a curva ROC
€ calculada pela somatoria das areas dos trapézios que dividem a curva e pode ser
definida como a probabilidade de um individuo ter a taxa de verdadeiro-positivos

maior do que a taxa de falso-positivos.
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Item Modelo
Dias em lactacdo Tratamento
Ndmero de lactacdes Tratamento
Numero de servicos Tratamento
Escore de condicao corporal Tratamento
Escore de locomocao Tratamento
Porcentagem de animais com concentracao de Tratamento
P4 > 1.00ng/ml no 1° GnRH

Concentracdo de P4 no 1° GnRH Tratamento
Taxa de ovulacdo ao 1° GnRH Tratamento
Porcentagem de animais com concentracdo de Tratamento
P4 >1.00ng/ml na PGFy,

Concentracdo de P4 na PGF,, Tratamento
Taxa de lutedlise Tratamento

Concentracdo de E2 no 2° GnRH

Tratamento, numero de lacta¢des, diametro do
maior foliculo no 2° GnRH, Taxa de ovulacdo ao
1° GnRH, concentracdo de P4 no 1°e 2 ° GnRH

Concentracao de P4 no 2° GnRH

Tratamento, classe de escore de condigédo
corporal, taxa de ovulagdo ao 1° GnRH

Concentracao de P4 no 2° GnRH dos animais
gue nao apresentaram lutedlise

Tratamento

Espessura do endométrio

Tratamento, numero de lactacdes, classe de
escore de condicao corporal, didmetro do maior
foliculo no 2° GnRH, concentracdo de P4 no 2 °©

GnRH

Diametro do maior foliculo no 2° GnRH

Tratamento, nimero de lactac@es,
concentracdo de P4 no 2 ° GnRH

Taxa de ovulacdo ao 2° GnRH

Tratamento, diametro do maior foliculo no 2°
GnRH

Concentracéo de P4 seis dias ap6s 0 2° GnRH

Tratamento, classe de nimero de servicos,
didmetro do maior foliculo no 2° GnRH
concentracdo de P4 no 2 ° GnRH

Concentracéo de P4 treze dias ap0ds o0 2°
GnRH

Tratamento, classe de nimero de servigos,
numero de lactag6es, diametro do maior foliculo
no 2° GnRH concentra¢do de P4 no 2 ° GnRH

Taxa de prenhez

Tratamento, més, paridade, numero de
servicos, classe de escore de condig&o corporal

Quadro 1 - Modelos finais de acordo com a variavel analisada. P4 = progesterona; E2 = estradiol;

ECC = escore de condigéo corporal
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5.5.6 Resultados do experimento 1

Semelhantes valores de DEL (P = 0,82), numero de lactacdes (P = 0,94),
numero de inseminacdes (P = 0,82), ECC (P = 0,78) e escore de locomocao (P =
0,90) foram observados entre as vacas dos tratamentos com e sem suplementacao
de FSH no teste de prenhez do experimento 1 (Tabela 2). A administracdo de FSH
no momento do tratamento com PGF2y no protocolo Ovsynch de inseminagcdo nao
teve efeito sobre nenhuma das variaveis analisadas na dinamica folicular ovariana.
No entanto, na avaliagdo hormonal foi observado que vacas que receberam FSH
apresentaram aumento da concentragdo de P4 no momento da administracdo do 2°
GnRH tanto na avaliacdo do total de animais (P = 0,03) quanto naquelas que néao
sofreram lutedlise (P < 0,01; Tabela 3). A concentragdo individual de P4 no momento
da administracdo do 2° GnRH das vacas que nao sofreram lutedlise esta

apresentada na figura 2.

Tabela 2 - Dias em lactagdo, nimero de lactacBes, escore de condicdo corporal (ECC) e escore de
locomogdo (média + EPM) de vacas em lactacdo tratadas ou ndo com FSH durante o
protocolo Ovsynch, Madison, 2007 (média + EPM)

Controle FSH P

Dias em lactagao 121,5+ 3,16 118,1 + 2,96
(variac&o) (74 - 506) (74 - 660) 0.2
Numero de lactacdes 2,3+0,06 2,3+0,06
(variacéo) (1-10) (1-10) 094
Numero de servigos 2,06 £ 0,07 1,98 + 0,07
(variago) (1-11) (1-14) 0,82
ECC 2,88 + 0,02 2,88 +0,01

0,78
(variacéo) (2,00 - 4,75) (2,00 - 4,00)
Escore de locomocgao 1,46 £ 0,03 1,48 +£ 0,03 0.90

(variac&o) (1-5) (1-4)




61

Tabela 3 - Caracteristicas de dindmica folicular e dosagem hormonal analisadas em momentos
especificos do protocolo Ovsynch com ou sem a tratamento com FSH em vacas
Holandesas em lactacdo, Madison 2007 (média + E.P.M.; P4 = progesterona; E2 =
estradiol).

Variavel Controle FSH P
Porcentagem de animais com concentrag¢éo de
66,7 (68/102) 68,4 (65/95) 0,74
P4 > 1,00ng/mL no 1° GnRH, % (n/n)
Concentragédo de P4 no 1° GnRH, ng/mL 1,69+0,14 1,66 +0,12 074
(variagao) (0,00 — 9,60) (0,00 — 5,30) '
Taxa de ovulacdo ao 1° GnRH, % (n/n) 77,5 (79/102) 76,8 (73/95) 0,91
Porcentagem de animais com concentracdo de
82,4 (84/102) 83,2 (79/95) 0,79
P4 >1,00ng/mL na PGF,,, % (n/n)
3,34+0,19 3,36 £ 0,29
Concentracdo de P4 na PGF,,, ng/mL (variacéo) 0,91
(0,00 —7,70) (0,00 -7,70)
Taxa de lutedlise, % (n/n) 96,1 (98/102) 91,6 (87/95) 0,20
Concentracdo de E2 no 2° GnRH, pg/mL 3,64 £0,32 3,24+0,19 0.88
(variago) (0,18 -28,70) (0,26 — 10,83) '
Concentragéo de P4 no 2° GnRH, ng/mL 0,15+0,01 0,27 £ 0,06 003
(variago) (0,00 — 0,94) (0,00 — 4,20) '
Concentragéo de P4 no 2° GnRH, ng/mL das 0,68 £ 0,04 1,69+0,28 001
> 1
vacas que ndo apresentaram lutedlise (n) (n=4) (n=8)
10,4 £ 0,12 10,4 +0,13
Espessura do endométrio, mm (variagao) 0,99
(6,5-15,0) (7,0 - 14,0)
Diametro do maior foliculo no 2° GnRH, mm 16,3 +£0,37 16,1 + 0,39 066
(variagao) (10 — 21) (10 — 22) '
Taxa de ovulagédo ao 2° GnRH, % (n/n) 96,0 (98/102) 95,7(91/95) 0,69
Concentracéo de P4 seis dias ap6s 0 2° GnRH, 1,01 £0,05 1,14 +£0,08 015
ng/mL (variac&o) (0,00 — 2,46) (0,00 — 6,00) '
Concentracéo de P4 treze dias apos 0 2° GnRH, 3,37 £0,16 3,54 £0,19 0.36
ng/mL (variacao) (0,00 —9,05) (0,00 —11,95) ’
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Figura2 - Concentracéo sérica de progesterona (P4) no momento da administragdo do 2° GnRH
das vacas que ndo apresentaram lutedlise apds tratamento com protocolo Ovsynch com
ou sem a suplementacédo de FSH, Madison, 2007

N&o houve interacdo entre o tratamento e as demais variaveis (P > 0,10)
analisadas. Além disso, porcentagens similares de vacas prenhes apos a IATF foram
observadas em ambas as fazendas [38,4% (346/900) e 34,5% (80/232), P = 0,24] e
ambos os tratamentos (Controle = 36,2 % e FSH = 39,15%; P = 0,89; Figura 3). No
entanto, diferentes taxas de prenhez foram verificadas de acordo com o més de
realizagdo da IATF (P=0,04) e apenas no més de outubro foi observado aumento da
taxa de prenhez com o tratamento com FSH (P = 0,04; Figura 3).

Nao houve efeito de paridade (P = 0,10; Tabela 4) e classe de ECC (P = 0,07;
Tabela 5) na taxa de prenhez. Entretanto, animais de primeiro servigo tiveram maior
taxa de prenhez que os demais servicos (P = 0,002; Tabela 6). Ainda as curvas ROC

foram utilizadas para determinar o ECC (= 3,00; Figura 4) e o numero de servigos (<
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1; Figura 5) que resultaram em maior acuracia para a predicdo da prenhez aos 30 e

60 dias apos inseminagéao.

Il Controle
[/ FSH
50 ~
P=0,28 P=0,63
I 1
43,8% ‘ 43,7% P=0,04 P=0,89
P=0,30 | P=0.82 |
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Figura3 - Taxa de prenhez de vacas Holandesas em lacta¢éo tratadas ou ndo com FSH no
momento da inducao de lutedlise (PGF,4) no protocolo Ovsynch, de acordo com o més de

inseminagdo, Madison, 2007

Tabela 4 - Efeito da paridade na taxa de prenhez de vacas Holandesas em lactacao tratadas ou néo
com FSH no momento da indugéo de lutedlise (PGF,4) no protocolo Ovsynch, Madison,

2007
Primipara Multipara p*
Controle, % (n/n) 41,6 (96/231) 32,4 (107/330) 0,04
FSH, % (n/n) 42,0 (103/245) 36,8 (120/326) 0,74
P ** 0,31 0,58 -
Geral, % (n/n) 41,8 (199/476) 34,6 (227/656) 0,10

* P para comparacao entre primipara e multipara.
** P para comparacao entre Ovsynch e Ovsynch + FSH.
Interac&o entre tratamento e servigo P = 0,21
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Figura 4 - Curva ROC representando a precisdo com que o escore de condi¢cdo corporal prevé a
ocorréncia de prenhez a inseminacéo. Maior sensibilidade combinada (57,0%, intervalo de
confianca de 95% = 53,0 a 61,8) e especificidade (50,8%, intervalo de confianca de 95% =
46,9 a 54,6%) foi detectada em > 2,75. A &rea sob a curva foi de 0,54 (intervalo de

confianca de 95% = 0,51 a 0,57). Madison, 2007

Tabela 5 - Efeito da classe de escore de condi¢do corporal na taxa de prenhez de vacas Holandesas
em lactacdo tratadas ou ndo com FSH no momento da inducéo de lutedlise (PGF4,) no

protocolo Ovsynch, Madison, 2007

Alto (23.00) Baixo (<3.00) P*
Controle, % (n/n) 38,9 (111/285) 33,9 (94/277) 0,37
FSH, % (n/n) 44,4 (136/306) 34,8 (92/264) 0,09
D *x 0,25 0,78 -
Geral, % (n/n) 41,8 (247/591) 34,4 (186/541) 0,07

* P para comparacao entre alto e baixo ECC.
** P para comparacao entre Ovsynch e Ovsynch + FSH.
Interacdo entre tratamento e ECC P = 0,57
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Figura 5.- Curva ROC representando a precisdo com que o numero de servi¢cos prevé a ocorréncia
de prenhez a inseminagdo. Maior sensibilidade combinada (63,6%, intervalo de confianca
de 95% = 58,8 a 68,2) e especificidade (46,7%, intervalo de confianca de 95% = 43,0 a
50,5%) foi detectada em < 1. A area sob a curva foi de 0,55 (intervalo de confianga de
95% = 0,52 a 0,58). Madison, 2007

Tabela 6 - Efeito do nimero de servigos na taxa de prenhez prenhez de vacas Holandesas em
lactacdo tratadas ou ndo com FSH no momento da indugdo de lutedlise (PGFy,) no
protocolo Ovsynch, Madison, 2007

Primeiro Segundo ou mais p*
Controle, % (n/n) 41,3 (131/317) 29,5 (140/244) 0,009
FSH, % (n/n) 42,4 (72/330) 34,4 (83/241) 0,08
p ** 0,61 0,70 -
Geral, % (n/n) 41,9 (271/647) 32,0 (155/485) 0,002

* P para comparagao entre o primeiro e 0 segundo ou mais servi¢os.
** P para comparacao entre Ovsynch e Ovsynch + FSH.
Interacdo entre tratamento e servico P = 0,50
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6 EXPERIMENTO 2 — SUPLEMENTACAO COM FSH OU eCG EM
PROTOCOLO A BASE DE PROGESTERONA E ESTRADIOL

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Animais e manejo

Nesse experimento foram utlizadas 694 vacas da raga Holandesa em
lactacdo de duas propriedades comerciais localizadas no sudeste do Brasil, sendo
89 vacas da fazenda Campestre e 605 da fazenda Santa Rita (Agrindus S/A).
Durante o periodo de julho de 2008 e janeiro de 2009 foram conduzidos o teste de
prenhez (com todas as vacas) e a dinamica folicular ovariana, para a qual se utilizou
um subgrupo de vacas (n = 89) do teste de prenhez. As vacas foram ordenhadas
trés vezes ao dia em intervalos de 8h e alimentadas com dieta balanceada para
atender ou exceder os requisitos minimos nutricionais para bovinos leiteiros (NRC,
2001). Em ambas as fazendas, as vacas permaneceram alocadas em galpdes com
agua ad libitum e camas com areia, as quais possuiam livre acesso. Os tratamentos,
avaliacOes ultrassonograficas e coletas de sangue foram realizados apos a ordenha
enquanto as vacas estavam presas na linha de alimentacéo (fazenda Campestre) ou
no centro de manejo (fazenda Santa Rita). Todas as vacas receberam somatotropina
bovina (500 mg / dose; Bostin®, Intervet, Brasil) a cada 14 dias, a partir de 60 dias
pbs-parto. O ECC e EL foram registrados utilizando o sistema de 5 pontos: 1 =
magra a 5 = obesa (FERGUSON et al.,, 1994), e 1 = normal a 5 = claudicacéo
extrema (SPRECHER et al., 1997), respectivamente. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinéria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.



67

6.1.2 Protocolos hormonais e diagnéstico de gestacao

Durante um periodo de 15 (quinze; fazenda Santa Rita) ou 7 (sete; fazenda
Campestre) dias, em cada estacdo do ano [verdo (janeiro) e inverno (agosto)], um
grupo de vacas foi selecionado para iniciar os tratamentos do teste de prenhez. Em
dia aleatorio do ciclo estral, definido como DO do protocolo de sincronizagcdo da
ovulacdo, as vacas receberam 2 mg de benzoato de estradiol (BE; RICBE®,
Tecnopec, Brasil) i.m. e um dispositivo intravaginal de P4 (Primer®, Tecnopec, Brasil.
No dia da remocdo do dispositivo (D8), 150 mg de PGFy, (Prolise®, ARSA,
Argentina) foram administrados e as vacas foram distribuidas homogeneamente (de
acordo com a paridade, nimero de servicos prévios, ECC e presenca de CL no
inicio do protocolo) em trés tratamentos: Controle (n = 232; sem tratamento
adicional); eCG (n = 232; 400 Ul de eCG no D8; Folligon®, Intervet, Brasil) e FSH (n
= 230; 20 mg de FSH no D8). Todas as vacas receberam 10 mg de lecirelina
(Gestran Plus®, ARSA, Argentina) e foram inseminadas em tempo fixo 56 horas ap6s
aremocéo do dispositivo (Figura 6).

O diagnéstico de gestacao foi realizado por ultrassonografia e palpacéo
transretal 30 e 60 dias apos a IATF, respectivamente. Quando os animais foram
diagnosticados como gestantes 30 dias apds a IATF e nao gestantes 60 dias apos a

IATF foi determinada a ocorréncia de perda gestacional.
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Figura 6 - Desenho esquematico experimental dos tratamentos para a inseminacado artificial em
tempo fixo sem (n = 232) ou com suplementacao de eCG (n = 232) ou FSH (n = 230) de
vacas Holandesas. US = Avaliac8es ultrassonograficas, Sangue = coleta de sangue, d =
dias, h = horas. *AvaliacOes ultrassonograficas realizada no dia 0 e 8. ** Avaliacdes
ultrassonogréficas realizadas a cada 12 h por 96 h apés a retirada do dispositivo de P4 ou
até deteccéo da ovulacdo. ***Coleta de sangue e avaliacd@o ultrassonografica realizada a
cada 2 dias por 11 dias ap6s a owvulagdo sincronizada. Diagnésticos de gestacdo
realizados por ultrassonografia e palpacdo transretal 30 e 60 dias apos a IATF,
respectivamente.

6.1.3 Avaliagdo ultrassonografica ovariana e uterina

Um subgrupo de 82 vacas (Controle, n = 27; FSH, n = 26; eCG, n = 29) teve
seus ovarios avaliados por ultrassonografia transretal no DO (inser¢céo do dispositivo
de P4) e D8 (remocédo do dispositivo de P4) para deteccdo e mensuracdo de CL e
diametro dos foliculos. Apés a remocdo da fonte de P4, os exames de
ultrassonograficos foram realizados a cada 12 horas até 96 horas ou até o
desaparecimento do foliculo(s) ovulatorio(s). A ovulacao foi caracterizada como o
desaparecimento do foliculo dominante e o aparecimento de um CL no mesmo
ovario nos dias subsequentes. Mdultipla ovulagcéo foi caracterizada quando dois ou
mais foliculos dominantes foram visualizados 48 horas ap0s a retirada do dispositivo

de P4 e os mesmos desaparam e foi visualizados o0 mesmo nuemro de CL, no
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mesmo ovario, nos dias subsequentes. A porcentagem de animais com mdultipla
ovulacéo também foi determinada.

O momento de ovulacado foi determinado com base na avaliagdo dos ovérios
de cada vaca a cada 12 horas do momento da retirada do dispositivo de P4 até o
desaparecimento do foliculo ovulatério ou 96 horas apos a retirada da P4, o que
aconteceu primeiro. O momento da ovulacdo foi definido como o momento em que o
foliculo dominante desapareceu menos 6 horas.

Uma vez que a presenca de foliculos persistentes apresenta uma freqiiéncia
de 20 % em vacas de leite de alta producéo criadas em condi¢cOes brasileiras (dados
ndo publicados)® e a ocorréncia de ovulagdo de foliculos persistentes esta
relacionada a baixas taxas de prenhez, os foliculos com didmetro superior a 14 mm
no DO e superior a 20 mm no D8 foram classificados como foliculos persistentes e
mensurados. A porcentagem de animais que possuiam um foliculo persistente no
ovario no dia da remocao do dispositivo de P4 e que ovularam esse foliculo foi
determinada (Taxa de ovulacéo do foliculo persistente).

A taxa de crescimento do foliculo ovulatério (mm / dia) entre a retirada do
dispositivo de P4 e o indutor de ovulacéo foi calculada subtraindo-se o diametro
médio desse foliculo nessas duas ocasides e dividindo-se o resultado pelo niumero
de dias avaliados.

Apés a ovulacéo, o desenvolvimento do CL (mensuracdo de seu volume) foi
avaliado a cada 48 horas por 11 dias. O volume do CL foi calculado pela seguinte

formula;

Volume = (4/3><7Z'>< RSL) —(4/3)( 7T X Rc3avidade)

onde: Rc. = raio médio do CL [(maior didametro + secc¢ao transversal da maior
didmetro)/4]; Rcavidade = raio médio da cavidade do CL (maior diametro da cavidade +

seccao transversal da maior diametro da cavidade)/4 e 1r = 3,14159.

® AYRES, dados n&o publicado.
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6.1.4 Avaliag&o ultrassonografica color-doppler

O fluxo sanguineo no CL foi determinado com o auxilio de ultrassom Doppler
(modo color-Doppler; My Lab 30, Esaote, Genova, Italia) no 11 dias ap0s a ovulacao
sincronizada no subgrupo de 82 vacas. Para tal fim, todas as vacas receberam
anestesia epidural sacro-coccigea (4 mL de cloridrato de lidocaina 2%, Lidovet®,
Bravet, Brasil) antes do exame. As imagens em tempo real do B-mode/color-Doppler
foram gravadas com o auxilio de um sistema digital. Posteriormente, a partir das
gravacoes efetuadas, uma imagem de cada CL e seu respectivo fluxo sanguineo
(porcdo colorida na imagem) foi selecionada por um UGnico técnico sem
conhecimento prévio dos grupos experimentais. Para a selecdo das imagens foi
levado em consideracdo o maior diametro do CL e a qualidade da imagem do fluxo
sanguineo detectado pelo Doppler. O numero de pixels coloridos das imagens
selecionadas foi determinado como descrito anteriormente (Ginther; Utt, 2004). A
mesma escala de cor foi utilizada como controle positivo na selecdo dos pixels
coloridos em todas as imagens. A porcentagem do fluxo sanguineo do CL foi
calculada dividindo-se o numero total de pixels coloridos pelo nimero de pixels ndo
coloridos como descrito anteriormente (Ginther et al., 2007). O ganho do foco e

ajustes de cor do ultrassom Doppler foram os mesmos durante todos os exames.

6.1.5 Coleta de sangue e dosagem hormonal para avaliagdo da funcéo ovariana

Amostras de sangue foram coletadas, processadas, armazenadas e
mensuradas para concetracao sérica de P4 segundo o mesmo meétodo e critério
descrito no Experimento 1. Os coeficientes de variagdo intra e inter-ensaio foram de

4,3% e 4,6%, respectivamente.
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6.1.6 Andlise estatistica

Os dados de distribuicdo binomial foram avaliados por regresséo logistica
multivariada e os dados de distribuicdo normal foram analisados por ANOVA, ambos
usando o procedimento GLIMMIX do SAS versao 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc.,
Cary, NC). A unidade experimental “vaca” foi incluida no modelo estatistico como
variavel de efeito aleatério. As informacdes de tratamento, DEL, numero de
inseminacbes prévias (uma ou duas ou mais), numero de lactacbes, ECC
[categorizada em baixo (< 3,00) ou alto (= 2,75)] e EL [normal (1) ou qualquer grau
de alteracao (2 a 5)] de cada vaca, assim como suas intera¢oes, foram utilizadas nos
modelos estatisticos.

No modelo de regresséo logistica final (Quadro 2) algumas variaveis foram
removidas por backward elimination baseando-se no critério de Wald para P > 0,20.
A analise univariada com procedimento GLIMMIX foi utilizada para avaliar os efeitos
do tratamento sobre o DEL, niumero de lactacdes, ECC e EL. Todos os dados estéo
expressos como medias + E.P.M..

As curvas ROC foram geradas usando a opcdo de analise de curva de ROC
do MedCalc versao 11.2.1 (MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica) para determinar

a precisdo com que o EL e a paridade prevéem a prenhez aos 30 e 60 dias.
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Iltem

Modelo

Dias em lactacdo

Tratamento, réplica

NUmero de lactacdes

Tratamento

Nimero de servigos

Tratamento, estacéo

Producéo de leite

Tratamento, estacao

Escore de condicao corporal

Tratamento, estacao

Escore de locomocao

Tratamento

Diametro do foliculo ovulatoério

Tratamento, lactacdo, didmetro do foliculo no
DO, estacao

Taxa de crescimento entre D8 e D10

Tratamento

Taxa de ovulagcédo

Tratamento, nimero de servicos, presenca de
CL no DO, numero de CL

Momento de ovulagao

Grupo

Multipla ovulacdes

Tratamento, estacao, diametro do foliculo
ovulatério, presenca de foliculo persistente

Numero de ovulacdes

Tratamento

Taxa ovulacao de foliculo persistente

Tratamento

Volume do CL

Tratamento, tempo, tratamento*tempo, nimero
de ovulagfes, estacdo

Concentracao sérica de progesterona

Tratamento, tempo, tratamento*tempo, nimero
de ovulagfes, estacdo

Area do fluxo sanguineo do CL, pixels

Tratamento

Razdo do fluxo sanguineo/area total

Tratamento

Taxa de prenhez 30 dias ap0s a IATF

Tratamento, classe de escore de locomocao,
estacao , paridade

Taxa de prenhez 60 dias apos a IATF

Tratamento, classe de escore de locomocao,
estacao, paridade

Perda gestacional

Tratamento, classe de escore de locomocéo,
dias em lactac&o, producao de leite, estacdo

Quadro 2 - Modelos finais de acordo com a variavel analisada.
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6.2 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 2

Similares valores de ECC (2,86 + 0,05, P = 0,87), de EL (1,67 £ 0,10, P =
0,29) e porcentagem de vacas com CL no momento da insercdo da fonte de P4
(76,8%; 63/82, P = 0,79) foram observados entre os tratamentos. Verificou-se,
também, a presenca de 89,9 % (564/694) de animais com presenca de CL ou
didmetro folicular superior a 10 mm.

A taxa de ovulacdo ao final do protocolo de sincronizacdo foi de 83,1%
(70/82), ocorrendo em média as 79,4 + 1,39 horas apos a retirada do dispositivo.
Nao houve efeito de tratamento, estacdo e interacao entre os tratamentos e estacao
(Tabelas 7 e 8; Figura 7). Também foi verificado que 25 vacas tiveram ovulacdes
duplas (25/82 = 30,5% de todas as vacas analisadas, 25/68 = 36,8% das ovuladas)
e que 12 ovularam foliculos persistentes (12/82 = 14,6% de todas as vacas
analisadas; 12/68 = 17,6% das ovuladas). Ndo houve diferenga entre os tratamentos
ou interacdes entre tratamento e diametro médio do foliculo ovulatério, tratamento e
taxa de dupla ovulacédo e tratamento e ovulacdo de foliculos persistentes.

O diametro médio do foliculo ovulatério no momento da retirada da fonte de
P4 e no momento da administracdo do GnRH foi de 11,4 + 0,4 e 14,1 + 0,3 mm,
respectivamente. Ja o diametro dos foliculos que ndo ovularam até 96 horas apos a
retirada do dispositivo de P4 foi de 12,23 + 1,19 mm no D8. Houve diferengca no
didmetro do foliculo ovulatério conforme a natureza deste, persistente ou ndo, sendo
o persistente de maior diametro (Figura 7).

A distribuicio do momento de ovulagdo esta representada da figura 8A.
Foram observados dois momentos de concentracdo de ovulacbes, 0 primeiro entre
60 e 72 horas e o segundo entre 84 e 96 horas apls a retirada da fonte de
progesterona (Figura 8B). Foi também verificado que foliculos ovulatérios de maior
diametro (P < 0,01; Figura 9A e 10) bem como foliculos persistentes de maior
diametro (P < 0,01; Figura 9B) apresentaram ovulacdo mais precoce. Assim,
foliculos que ovularam entre 60 e 72 horas foram maiores que os foliculos ovulados
entre 84 e 96 horas, tanto quando todos os animais que apresentaram ovulacao
foram considerados, quanto quando os animais que ovularam foliculos persistentes
foram excluidos (Figura 9A e B). Todos os foliculos persistentes que ovularam
(100%, 12/12) o fizeram entre 60 e 72 horas apés a retirada da fonte de P4.
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Tabela 7 — Dias em lactagdo, numero de lactagdes, numero prévios de servi¢os prévios, producdo de
leite, escore da condicdo corporal (ECC) e escore de locomocdo (média £ EPM) de
vacas Holandesas de alta producado tratadas com protocolo para IATF com ou sem a
adicdo de FSH ou eCG, Sao Pedro, 2008

Tratamento [
Controle _ _ ~ a Trat. X
Item (n=27) FSH (n=26) eCG (n=29) Trat. Estagéo Estacio
) 136,20 £ 143,73 +
Dias em lactacéo, d 153,37 £ 15,70 0,82 0,03 0,87
16,22 14,22

Ndmero de lactacdes 2,20+0,32 2,01 +£0,27 2,10£0,26 0,90 0,09 0,46
Ndmero de servigos 1,84 £0,44 1,86 £ 0,43 1,65+0,43 0,93 0,07 0,62
Producao de leite, L 33,19+1,82 36,48 +1,88 32,22+1,76 0,24 0,09 0,58
ECC 2,86 £ 0,09 2,84 + 0,09 2,91 +0,08 0,82 0,25 0,43
Escore de locomocao 1,80 +£0,18 1,41+0,18 1,69 +£0,17 0,35 0,62 0,75

¥ Estacao [Agosto (Inverno) ou Janeiro (Verao)].

Tabela 8 —

Efeito dos diferentes protocolos de IATF (sem suplementacdo ou suplementado com

FSH ou eCG) sobre parametros foliculares (média £+ EPM) final de vacas Holandesas
de alta producéo, Sdo Pedro, 2008

Tratamento P
Controle _ _ ~ a Trat. X

Item (n=27) FSH (n=26) eCG (n=29) Trat. Estagéo Estacio
Diametro do FO®, mm 13,90 + 0,60 15,72 +0,61 14,62 + 0,57 0,11 0,19 0,98
Taxa de crescimento entre.

0,27 + 0,05 0,24 + 0,05 0,28 + 0,05 0,84 0,61 0,99
D8 e D10, mm/dia®
Taxa de ovulac;éod, % (n/n) 81,5 (22/27) 80,8 (21/26) 86,2 (25/29) 0,76 0,78 0,60
MOV®, h 82,80 + 2,47 76,96 +2,519 78,46+2,31 0,23 0,89 0,59
Multipla ovulac;ao.f, % (n/n) 22,7 (5/22) 38,1 (8/21) 48,0 (12/25) 0,23 0,43 0,28
Numero de ovulacdes 1,23+0,10 1,34+0,12 1,47 £0,10 0,26 0,51 0,37
Taxa ovulagéo de fol.

100,0 (2/2) 100,0 (5/5) 83,3 (5/6) 1,00 0,99 1,00

Persistente?, % (n/n)

¥ Estagdo [Agosto (Inverno) ou Janeiro (Verdo)].

P FO = foliculo ovulatério.

¢ Taxa de crescimento do foliculo ovulatério entre a retirada do dispositivo de P4 e o indutor de ovulag&o
9 Taxa de ovulag&o = porcentagem de vacas que ovularam pelo menos um foliculo até 96 h apds a retirada do dispositivo de P4.
¢ MOV = momento de ovulagdo; os ovarios de cada vaca foram visualizados a cada 12 h iniciando no momento da retirada do
dispositivo de P4 até o desaparecimento do foliculo ovulatério ou 96 h retirada da P4, o que acontecer primeiro; 0 momento da
ovulagéo foi definido como o momento que o foliculo dominante desapareceu menos 6 horas.
" Classificada quando dois ou mais foliolos dominantes foram visualizados 48 h apés a retirada do dispositivo de P4 e o mesmo

ndmero de CL no mesmo ovario foi visualizado depois.

9 Taxa de ovulagdo de foliculo persistente = porcentagem de animais que possuiam um foliculo maior que 14 mm no dia 0 e um
foliculo maior que 19 mm no mesmo ovario no dia da remogao do dispositivo de P4 e que ovularam esse foliculo.
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Figura 8. - Distribuicdo do momento de ovulacéo (h) apés a remocgao do dispositivo de progesterona
conforme o intervalo entre os exames ultrassonogréaficos (A) e porcentagem de animais
gque apresentaram ovulacdo entre 60 e 72 horas e 84 e 96 horas apds a retirada de fonte
de P4 (B), Sdo Pedro, 2008
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Figura 10 -  Curva de regressdo do momento de ovulacéo apés a retirada da fonte de progesterona
(MOV) e o diametro do foliculo ovulatério (mm). A linha continua representa o valor
previsto pela equacdo de regressao. As linhas tracejadas representam o intervalo de
confiangca de 95% para a média. As linhas pontilhadas representam o intervalo de
confianga de 95% para um valor previsto, Sdo Pedro, 2008.

Foi possivel verifacar que o aumento do diametro do foliculo ovulatério
resultou em ovula¢cdes mais prematuras (Figura 10).

Nas vacas tratadas com FSH houve aumento do volume do CL (P <0,01;
Figura 11A), mas nao das concentracbes séricas de P4 (P = 0,15; Figura 11B)
durante o diestro subsequiente as ovulacdes sincronizadas. Tanto o volume do CL
(P<0,01 e P<0,01) quanto a concentracdo sérica de P4 (P=0,04 e P<0,01) foram
afetados pelo numero de ovulacdes e pela ovulacdo de foliculo(s) persistente(s),
respectivamente, independentemente do tratamento recebido. Ainda, observou-se
interacdo entre tratamento e dia quando o volume do CL foi analisado (P < 0,01;
Figura 11A), o que nao ocorreu na analise das concentracdes séricas de P4 (P =
0,56; Figura 11B).

O exame ultrassongrafico Doppler demonstrou que o tratamento com FSH

afetou a quantidade de pixels total observada no CL, porém este efeito foi estacédo
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dependente (interagdo tratamento x estacdo; Tabela 9). JA& a é&rea do fluxo
sanguineo do CL e a razdo do fluxo sanguineo / area total ndo foram afetadas por

nenhum dos tratamentos, estacdo ou interagdo entre estas variaveis (Tabela 10).
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Figura 11 - Volume do CL (A) e concentracdo sérica de progesterona (B) durante o diestro apés a
ovulacéo sincronizada em vacas Holandesas suplementadas ou ndo com gonadotrofinas
exogenas (FSH ou eCG; média + EPM; n = 68). Os dados foram normalizados para o dia
da ovulacdo (dia 0). Médias seguidas por expoentes minusculos (a, b e c) diferiram (P
<0,05) entre os dias do mesmo tratamento. Médias seguidas por expoentes mailsculos
(A e B) diferiram (P <0,10) no mesmo dia entre tratamentos. Sdo Pedro, 2008
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Tabela 9 - Area total (pixels) do CL (média + EPM) durante os 11 dias posteriores & ovulacéo sincronizada de vacas Holandesas de alta producdo
suplementadas ou ndo com gonadotrofinas exégenas (FSH ou eCG), em diferentes estacdos do ano. S8o Pedro, 2008
Tratamento P
~.a Trat. x
Controle FSH eCG Trat.  Estacdo Estacio
Janeiro (Veréao) 25315 +1913,0° 37047 + 2572,0° 33982 + 2756,9°
0,03 0,73 <0,01
Agosto (Inverno) 32355 +2251,0° 35527 +2342,9 25960 + 2392,5°

Médias seguidas por letras minasculas (a e b) diferem (P < 0,05) entre os tratamentos realizados na mesma estacao.

Tabela 10 - Caracteristicas ultrassonogréaficas do CL (média + EPM) durante 11 dias posteriores a ovulacdo sincronizada de vacas Holandesas de alta

producdo suplementadas ou ndo com gonadotrofinas exégenas (FSH ou eCG), em diferentes estacdos do ano. S8o Pedro, 2008

Tratamento P
~.a Irat. x
Controle FSH eCG Trat.  Estacdo Estacio
Area do fluxo sanguineo do CL, 0,67 0,87
_ 3187,4 + 368,6 3193,7 £ 460,7 3589,8 £ 504,7 0,79
pixels
Razao do fluxo sanguineo/area total 0,11 +£0,01 0,09 + 0,02 0,12 + 0,02 0,33 0,37 0,66
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Para realizagédo do teste de prenhez foram utilizadas 727 vacas Holandesas,
no entanto, 31 vacas foram removidas da andlise estatistica devido a perda de
dispositivo intravaginal (n = 22; 3,0 %), descarte ou morte durante o experimento
(n = 5; 0,7 %) e remocgéo do dispositivo intravaginal em momento erréneo (n = 4;
0,6%).

No geral, a taxa de prenhez aos 30 e 60 dias foi influenciada pela estacéo (P
< 0,0001; Tabela 11), no entanto, nao foi observado efeito de interacao tratamento e
estacdo. As vacas suplementadas com FSH apresentaram menor taxa de prenhez
aos 30 dias quando comparadas aquelas tratadas com eCG e sem tratamento
adicional (controle), tanto no inverno (P = 0,02; Tabelas 12 e 13), quanto na analise
geral (verao + inverno; P = 0,01). Entretanto, essa diferenga n&o foi observada aos
60 dias de gestacdo. Além disso, tanto o tratamento (P = 0,39) quanto a estacdo (P

=0,90; Tabelas 11) ndo afetaram a perda gestacional.



83

Tabela 1l — Taxa de prenhez aos 30 e 60 dias (média + EPM) apés a IATF e perda gestacional em
vacas Holandesas de alta producdo suplementadas ou ndo com gonadotrofinas

exogenas. Descalvado e S&o Pedro, 2008-09

Tratamento P
ltem Controle FSH eCG Trat  Estacio® Trat x
(n=232) (n=230) (n=232) & Estacéo
Tx. Prenhez 30 dias;% 28,0 18,7 29,7
X X 0101 < 0101 0,70
(n/n) (65/232) (43/230)” (69/232)
Tx. Prenhez 60 dias;% 21,6 16,1 24,1
0,08 <0,01 0,53
(n/n) (50/232) (37/230) (56/232)
Perda Gestacional®;% 18,8 14,0 18,4
0,39 0,90 0,27
(n/n) (15/65) (6/43) (13/69)

 Estagdo [Agosto (Inverno) ou Janeiro (Ver&o)].
® Perda Gestacional entre 30 e 60 dias apés Al.
Médias seguidas por letras mindsculas (x e y) diferem (P < 0,05) na mesma linha

Tabela 12 — Taxa de prenhez aos 30 e 60 dias (média + EPM) apos a IATF e perda gestacional em
vacas Holandesas de alta producdo suplementadas ou ndo com gonadotrofinas

exogenas durante o verdo. Descalvado e Sdo Pedro, 2008-09

Tratamento P
Item Controle (n=232) FSH (n=230) eCG (n=232) Trat
Tx. Prenhez 30 dias;% (n/n) 17,8 (21/118) 13,0 (15/115) 19,5(23/118) 0,43
Tx. Prenhez 60 dias;% (n/n) 12,7 (15/118) 11,3 (13/115) 17,8(21/118) 0,33
Perda Gestacional®;% (n/n) 28,6 (6/21) 13,3 (2/15) 8,7 (2/23) 0,23

? Perda Gestacional entre 30 e 60 dias apds Al

Tabela 13 — Taxa de prenhez aos 30 e 60 dias (média + EPM) apds a IATF e perda gestacional em
vacas Holandesas de alta producdo suplementadas ou ndo com gonadotrofinas

exdgenas durante o inverno. Descalvado e S&o Pedro, 2008-09

Tratamento P
Item Controle (n=232) FSH (n=230) eCG (n=232) Trat
Tx. Prenhez 30 dias;% (n/n) 38,6 (44/114)" 24,4 (28/115)° 40,4 (46/114)° 0,02
Tx. Prenhez 60 dias;% (n/n) 30,7 (35/114) 20,9 (24/115) 30,7 (35/114) 0,14
Perda Gestacional®;% (n/n) 20,5 (9/44) 14,3 (4/28) 23,9 (11/46) 0,61

 Perda Gestacional entre 30 e 60 dias ap6s Al
Médias seguidas por letras minGsculas (x e y) diferem (P < 0,05) na mesma linha
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Figura1l2 — Taxa de prenhez aos 30 e 60 dias ap6s a IATF e perda gestacional em vacas
Holandesas de alta producdo suplementadas com gonadotrofinas exégenas de acordo
com a estacdo do ano (verdo ou inverno)

Foi verifcado efeito de estacdo do ano (P < 0,01), sendo que no inverno as
vacas tiveram maior taxa de prenhez aos 30 e 60 dias (Figura 12). Além disso,
guando foram analisados apenas animais de primeiro servico, com DEL inferior a 80
dias e sem presenca de CL, verificou-se que o tratamento com eCG aumentou a
taxa de prenhez em comparacdo aos outros dois grupos (controle e FSH; P < 0,07,
Tabela 14).
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Tabela 14 — Taxa de prenhez aos 30 dias apés a IATF em vacas Holandesas de alta producdo com
DEL inferior a 80 dias, de primeiro servico, com ou sem presenca de CL no inicio do
protocolo de sincronizacdo e tratadas ou ndo com gonadotrofinas exégenas.
Descalvado e S&o Pedro, 2008-09

Status ovariano

Tratamento Sem CL (n=72) Com CL (n =111)
Grupo Controle 19,2% (5/26)b 35,1% (13/37)
Grupo FSH 21,7% (5/23)b 20,0% (7/35)
Grupo eCG 47,8% (11/23)a 39,5% (13/39)

Curvas ROC foram utilizadas para determinar o ponto de corte de EL (< 1;
Figuras 13 e 14) e de paridade (< 1; Figuras 16 e 17). Nestes pontos obteve-se
maior acuracia para predigdo da prenhez aos 30 e 60. Ainda, as taxas de prenhez
aos 30 e 60 dias foram afetadas pelo EL (P = 0,004 e P = 0,002, respectivamente;
Figura 15) e paridade (P = 0,04 e P = 0,02, respectivamente; Figura 18). Entretanto,
a perda gestacional foi afetada apenas pela producéao de leite (P = 0,03; Figura 19).
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Curva ROC representando a precisdo com que o escore de locomocdo prevé a
ocorréncia de prenhez aos 30 dias. Maior sensibilidade combinada (77,4%, intervalo de
confianca de 95% = 70,5 a 83,3%) e especificidade (36,2%, intervalo de confianca de
95% = 32,0 a 40,5 %) foram detectadas no valor < 1. A area sob a curva foi de 0,57
(intervalo de confian¢a de 95% = 0,53 a 0,60). Sdo Pedro, 2008
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Curva ROC representando a precisdo com que o escore de locomocao prevé a
ocorréncia de prenhez aos 60 dias. Maior sensibilidade combinada (79,7%, intervalo de
confianca de 95% = 72,2 a 86,0%) e especificidade (35,9%, intervalo de confianca de
95% = 31,9 a 40,1%) foram detectadas no valor < 1. A area sob a curva foi de 0,58
(intervalo de confian¢a de 95% = 0,54 a 0,61). Sdo Pedro, 2008
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Figura 15 - Equacdes e representagdo grafica da probabilidade de prenhez aos 30 e 60 dias em

relacdo ao escore de locomoc¢ao no inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulagéo
para a IATF de vacas Holandesas de alta producéo de leite (P = 0,004 e P = 0,002,
respectivamente). Sdo Pedro, 2008
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Curva ROC representando a precisdo com que o0 numero de lactacbes prevé a
ocorréncia de prenhez aos 30 dias. Maior sensibilidade combinada (41,2%, intervalo de
confianca de 95% = 33,9 a 48,9%) e especificidade (67,1%, intervalo de confianca de
95% = 62,8 a 71,1%) foram detectadas no valor < 1. A &rea sob a curva foi de 0,55
(intervalo de confian¢a de 95% = 0,50 a 0,58). Sao Pedro, 2008
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Curva ROC representando a precisdo com que o0 numero de lactacbes prevé a
ocorréncia de prenhez aos 60 dias. Maior sensibilidade combinada (43,4%, intervalo de
confianca de 95% = 35,1 a 51,9%) e especificidade (67,1%, intervalo de confianca de
95% = 63,0 a 71,0%) foram detectadas no valor < 1. A area sob a curva foi de 0,55
(intervalo de confian¢a de 95% = 0,51 a 0,59). Sdo Pedro, 2008
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Figura 18 - Equacdes e representacdo grafica da probabilidade de prenhez aos 30 e 60 dias em
relacdo a paridade de vacas Holandesas de alta producdo de leite com ovulagéo
sincronizada para IATF (P = 0,04 e P = 0,02, respectivamente; Primipara = 1 e
multipara = 0). Sao Pedro, 2008



Probabilidade de perda gestaciond =

92

exp(=2,5693+0,0361Leite)
1+exp(-2,5693+0,0361Leite)

60

0,35 -
Probabilidade de perda gestacional (P = 0,03)

S 0,30 - s

9

3 /

2 S/

Y 0,25

@©

=

o

S 0,20 -

[}

©

[}

3

< 0,15

3 -

o o~

@) o

o 0,10 A

0,05 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Producao de leite, L

Figura 19 - Representacdo grafica da probabilidade de perda gestacional entre 30 e 60 dias em

relacdo a producdo de leite de vacas Holandesas de alta producdo de leite com
ovulacgéo sincronizada para IATF (P = 0,03). S&o Pedro, 2008
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7 DISCUSSAO

Diferentemente da hip6tese do presente estudo, o tratamento com FSH nao
influenciou a taxa de crescimento folicular e 0 momento, nimero e taxa de ovulacéo
de vacas Holandesas de alta producao leiteira submetidas a protocolos para IATF a
base de GnRH e PGFy, (Experimento 1) ou de P4 e E2 (Experimento 2). No
Experimento 2, a utilizagdo do FSH favoreceu o crescimento luteinico, porém néo
promoveu aumeno da fertilidade dessas vacas.

Ja foi demonstrado que apds a divergéncia folicular, o foliculo dominante
torna-se mais depende do LH do que do FSH para manter seu crescimento
(GINTHER et al., 1996). O aumento da quantidade de mRNA e do ndamero de
receptores de LH nas células da granulosa do foliculo dominante detectados
proximo a divergéncia folicular reforcam a importancia do LH nesse periodo (XU et
al., 1995; IRELAND; ROCHE, 1983). Sabe-se que o LH estimula as células da teca a
produzirem andrégenos, que, por difusdo, alcancam as camadas de células da
granulosa, onde é produzida a aromatase (FORTUNE; ARMSTRONG, 1978). Entéo,
a aromatizacdo dos andrégenos em estrogeno € estimulada na presenca do FSH
(GORE-LANGTONA; DORRINGTON, 1981). Ainda, observou-se que o nivel de
MRNA para receptores de FSH ndo é alterado durante a primeira onda de
crescimento folicular (XU et al., 1995) e tampouco ha variacdo na habilidade das
células da granulosa em se ligarem ao FSH de acordo com o aumento de diametro
folicular (RICHARDS, 1980). No entanto, Gore-Langtona e Dorrington (1981)
sugeriram que o FSH poderia ter uma acdo dose-dependente com relagdo ao
aumento da concentragao celular de aromatase ativa.

Dessa forma, no presente estudo, o esperado era que o tratamento com FSH
promovesse alteracdes na dinamica folicular e na concentracdo sérica de estradiol
devido ao maior estimulo a aromatizacdo e consequentemente, maior producdo de
estrogeno. No entanto, a dinamica folicular e a concentracdo sérica de estradiol
permaneceram inalteradas quando 20 mg de FSH foram administrados no momento
da PGF2a. Além disso, a espessura endometrial manteve-se semelhante nas vacas
tratadas ou ndo com FSH, demonstrando que o tratamento com essa gonadotrofina

nao promoveu os efeitos previstos.
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Rao et al. (1978) mostraram que a associacdo de estrogenos e FSH
estimulam o crescimento folicular e proliferacdo das células da granulosa de foliculos
em diferentes estagios de desenvolvimento e diferenciagdo, no entanto, essa
capacidade é limitada. Ainda, quando FSH humano (altamente purificado) foi
administrado isoladamente a ratos, observou-se aumento progressivo, durante 4
dias, na quantidade de receptores de FSH. Porém, a quantidade de receptores de
LH permaneceu inalterada. No entanto, quando os ratos foram pré-tratados com
estradiol, a resposta dos foliculos ao FSH foi realgada (RICHARDS et al., 1976).
Assim, uma das possiveis explicacbes para a auséncia do efeito positivo do
tratamento com FSH em protocolos para IATF pode ser devido ao fato que as vacas
do presente estudo ndo foram tratadas com qualquer tipo de estradiol exdgeno
proximo a administragdo do FSH.

Tanto o tratamento com FSH quanto com eCG nao promoveu aumento do
tamanho do foliculo dominante 48 h apés a remocdo da fonte de P4. Estes
resultados estédo de acordo com estudos prévios em bovinos de corte (BARUSELLI
et al., 2004; SA FILHO et al., 2010) e leite (SOUZA, 2008). No entanto, em outros
estudos foi demonstrado que vacas em anestro tratadas com eCG apresentam
aumento do diametro do foliculo ovulatério (MARANA et al., 2006; SA FIHO et al.,
2010).

Sabe-se que vacas em anestro apresentam baixas concentragdes sanguineas
de LH (WILTBANK et al., 2002). Entretanto, a incidéncia de anestro devido a
insuficiéncia de pulsos de LH é menos freqiiente em vacas leite quando comparada
a vacas de corte (WILTBANK et al., 2002). Ainda, estd bem descrito na literatura que
a incidéncia de anestro em vacas de leite, ao redor de 50 dias em lactacao, €
proximo a 20 % (MOREIRA et al., 2000; GALVAO et al., 2007; SOUZA et al., 2008).
No presente estudo houve alta incidéncia de foliculos superiores a 10 mm, o que &
normalmente observado em vacas sem comprometimento do estoque e/ou liberagéo
de LH. Além disso, apesar do desenho experimental impossibilitar a mensuracdo de
incidéncia de anestro nos animais do presente estudo (somente uma avaliagéo
ultrasonografica no inicio do protocolo de sincronizacdo), pode-se inferir que o indice
de anestro nao foi superior a 10 %. Verificou-se que apenas 72 animais em um
universo de 727 nao apresentavam CL no inicio do protocolo. Esses animais

também néo tinham recebido servigo prévio.
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Dessa forma, essa diferenca entre animais de diferentes aptidées (corte e
leite) pode estar relacionada a diferentes concentracbes de LH sanguineo, ou
mesmo as condicbes ambientais e de manejo as quais estdo submetidos. Portanto,
ha indicios de que as vacas utilizadas nesse estudo apresentavam baixa incidéncia
de anestro e, a utilizacdo de 400 Ul de eCG ou 20 mg de FSH né&o apresentou efeito
sobre o diametro do foliculo ovulatorio, corroborando com as justificativas
supracitadas.

No entanto, quando a analise foi realizada apenas em animais de primeiro
servico, com DEL inferior a 80 dias e sem presenca de CL no dia de inicio do
protocolo, verificou-se que o tratamento com eCG foi capaz de aumentar a prenhez
em relacdo aos animais tratados com FSH e ao grupo controle. Este dados estéo de
acordo com os resultados encontrados em animais de corte (BARUSELLI et al.,
2004; SA FILHO et al., 2010). Ainda, Ayres (dados ndo publicados) realizando
levantamento de dados em vacas de leite usando o mesmo critério de avaliagdo
(primeiro servigo, DEL inferior a 80 dias e sem presenca de CL) verificou que o
tratamento com eCG aumentou a taxa de prenhez (34,3 %; 57/166) em relacado aos
animais nao tratados (24,8 %; 46/185; P = 0,04).

Apbs o desvio, apesar da menor dependéncia do foliculo ao FSH , Ginther et
al. (2000) demonstraram que o foliculo dominante mantém a necessidade de
concentracdes minimas de FSH para seu desenvolvimento, sendo a concentracao
basal de FSH suficiente para suprir essa exigéncia. No presente experimento, vacas
tratadas com FSH apresentaram taxas de prenhez (entre 39 e 60 dias) semelhantes
as vacas que nao receberam FSH. Semelhantemente, em relato anterior, a
administracdo de FSH ndo melhorou a taxa de concepc¢ao de vacas de corte (SALES
et al., 2009; LIMA et al.,, 2010). Além disso, outro estudo demonstrou reducédo na
taxa de prenhez em bovinos de corte apds tratamento com FSH (Folltropin-V ou
Pluset) quando comparado aos tratamentos com eCG (400 Ul) e desmame
temporario (SA FILHO et al., 2009).

D’Occhio et al. (dados nao publicados) tratando novilhas zebu com agonista
de GnRH por seis meses observaram restricdo do crescimento folicular antral a
diametros inferiores a 4 mm. Apds esse tratamento, 0s mesmos animais receberam
suplementacdo exdégena de FSH (8 aplicacbes consecutivas a cada 12 horas).
Entdo, as novilhas reestabeleceram seu crescimento folicular e, ainda, apresentaram

capacidade ovulatéria quando estimuladas com LH exdgeno. Observou-se que tanto
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o crescimento folicular, quanto a taxa de ovulacdo foram semelhantes entre novilhas
tratadas ou ndo com agonista de GnRH e submetidas a 8 aplicagbes consecutivas
de FSH. Este achado é sugestivo que o tratamento apenas com FSH pode ser capaz
de estimular o crescimento e desenvolvimento folicular até a fase ovulatéria em
novilhas.

De forma semelhante, o uso de uma Unica administracdo de FSH em solucao
de liberacdo lenta (PVP), possibilitou que os foliculos de 4 mm alcancassem
didmetros superiores a 10 mm e apresentassem capacidade ovulatoria. Ja os
foliculos dos animais tratados uma unica dose de FSH em solucéo salina (Folltropin-
V; MAPLETOFT; PIERSON, 1993) atingiram diametro maximo de 6 mm. Segundo a
literatura, o FSH é um hormdnio de meia-vida curta (5 horas), consequentemente de
rapida metabolizacdo (DEMOSTIER et al., 1988). Assim, o efeito inesperado do
tratamento com FSH encontrado neste estudo pode ser devido a uma dose
inadequada e/ou devido a curta meia-vida do farmaco, o qual pode nao ter
permanecido tempo suficiente na circulacdo para estimular o desenvolvimento
folicular.

No presente estudo, as vacas tratadas com FSH durante o protocolo Ovsynch
apresentaram maior concentracdo de P4 no momento da segunda administracao de
GnRH quando comparadas as vacas nao tratadas. Pela analise da figura 2 e da
tabela 3, pode-se verificar que este resultado é devido a maior concentracao de P4
nos animais do Grupo FSH que néo tiveram resposta luteolitica adequada a PGF2a.

No Experimento 2, tanto a suplementacdo com FSH quanto com eCG
promoveram aumento do volume do CL, principalmente entre os dias 5 e 11 apés a
ovulacédo sincronizada. Inesperadamente, ndo houve aumento na concentragao
sérica de P4, aumento da area de fluxo sanguineo no CL ou aumento da razéo entre
area de fluxo sanguineo e a area total. Souza (2008), trabalhando com delineamento
experimental semelhante, ndo encontraram aumento de volume no CL, area de fluxo
sanguineo no CL e razéo entre area de fluxo sanguineo e a area total. No entanto,
0S mesmos pesquisador observou tendéncia do tratamento com eCG em aumentar
as concentracdes circulantes de P4 durante o diestro subsequente. Porém, tanto no
presente estudo, quanto no estudo prévio (SOUZA, 2008) a utilizagdo de
gonadotrofinas exégenas ndo promoveu melhora da taxa de prenhez quando todos

0s animais foram analisados.
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Ao analisar o gréfico de dispersdo das ovulacdes, foram observados dois
intervalos de concentracdo das ovulacdo, o primeiro entre 60 e 72 horas e o
segundo entre 84 e 96 horas apods a retirada da fonte de P4. Este mesmo fato foi
observado por Souza et al. (2008) e Ferreira et al. (2010), quando o mesmo
protocolo foi utilizado em vacas leiteiras. Adicionalmente, observou-se que nos dois
intervalos de ovulacdo mencionados acima, diferentes diametros foliculares foram
detectados, sendo o primeiro com foliculos de maior diametro do que o segundo.
Ainda, todas as ovulacdes de foliculos persistentes ocorreram entre 60 e 72 horas,
representando metade das ovulacdes (12/24) desse priemiro intervalo. Acredita-se
gue as ovulacdes do primeiro intervalo devam ter ocorrido como resposta a um pico
enddgeno de LH, (32 a 40 horas apoés a retirada da fonte de P4), uma vez que o
GnRH exdgeno foi administrado apenas 56 horas apos a retirada da fonte de P4, o
gue levaria a indugcdo de ovulagcdo entre 80 e 86 horas da remocao..
Semelhantemente, Bisinotto (2010) verificou que foliculos maiores apresentaram
maior concentracado de E2 no plasma e antecipagdo de 24 horas no pico de E2 em
relacdo aos foliculos menores. Este dado corrobora ao achado de outro estudo no
qgual animais com maiores concentracbes de E2 anteciparam o pico de E2, o que
refletiu em antecipacao do pico de LH (ROBERSON et al., 1989).

No presente estudo, a probabilidade de ocorréncia de prenhez foi afetada
pela paridade, nimero de servigcos prévios (primeiro ou segundo ou mais) e escore
de locomocao. Estd bem descrito na literatura que vacas leiteiras de primeira cria
apresentam maiores taxas de prenhez que multiparas (SOUZA et al, 2008), assim
como séo verificadas maiores taxas de prenhez no primeiro servico (SOUZA et al,
2008). Ainda, sabe-se que vacas com comprometimento no escore de locomocgao
apresentam maior incidéncia de cisto e menor taxa de concep¢do (MELEZEZ et al.,
2003). Além disso, a probalidade de perda gestacional aumentou com o incremento
da producao de leite. Sabe-se que animais com aumento da ingestacdo de matéria
seca apresentam maior fluxo sanguineo hepatico, que por sua vez aumenta o
metabolismo dos hormoénios esterdides, diminuindo a concetragdo sanguinea
(SANGSRITAVONG et al., 2002), comprometendo desempenho reprodutivo.

Por fim, foi verificado que as vacas inseminadas durante o verao tiveram
menor taxa de prenhez aos 30 e 60 dias do que aquelas inseminadas durante o
inverno. A diminuicdo da fertilidade durante periodos de estresse térmico é

amplamente discutida na literatura. Acredita-se que a causa seja multifatorial e que a
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hipertermia afete a fung&o celular de varios tecidos do trato reprodutivo feminino
(WOLFENSON et al, 2000; HANSEN et al, 2001). Neste contexto, demonstro-se que
0 estresse térmico compromete a dindmica folicular ovariana (BADINGA et al., 1993)
e a divergéncia folicular (WOLFENSON et al., 1995). Além disso, no verdo ha
aumento da ocorréncia de codominancia folicular (SARTORI et al, 2004;. TORRES-
JUNIOR et al, 2008), diminuicdo da duracéo do ciclo estral e da competéncia do
oocito para desenvolver a blastocisto (ROCHA et al, 1998; AL-KATANANI et al,
2002; FERREIRA et al., 2011).
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8 CONCLUSOES

A hipétese inicial de que a suplementacdo com FSH melhoraria a fertilidade
de vacas Holandesas de alta producdo submetidas a protocolos de sincronizacéo da
ovulacdo para IATF foi rejeitatada. A suplementacdo com FSH no momento da
inducéo da lutedlise:

* ndo aumentou o didmetro do maior foliculo, a concentracdo circulante de
estrégeno, a espessura do endométrio uterino no momento do segundo GnRH e
a taxa de ovulacdo apds o segundo GnRH do protocolo Ovsynch;

= ndo aumentou o diametro do foliculo ovulatério, a taxa de ovulacdo e a
concentracdo de progesterona ap0s a ovulagcdo sincronizada de vacas
submetidas ao protocolo com progesterona e estrégeno;

= nado aumentou taxa de prenhez de animais submetidos aos protocolos Ovsynch e
a base de progesterona e estradiol;

= aumentou o volume do CL apds a ovulacdo no protocolo de sincronizacdo com

progestrona e estradiol.
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