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RESUMO

SOUZA, A. H. Inseminagao artificial em tempo fixo em vacas holandesas de alta
producao. [Timed artificial insemination in high producing holstein cows]. 2008. 152
f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2008.

A presente tese foi dividida em 5 Experimentos. Os objetivos do Experimento 1
foram avaliar a utilizacdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG) e/ou do cipionato
de estradiol (ECP) na dinamica folicular e taxa de concepgao de vacas holandesas
submetidas a inseminagdo em tempo fixo (IATF). No DO, todos os animais (n = 782)
receberam 2 mg de benzoato de estradiol (BE) e um dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR). Oito dias depois, o CIDR foi retirado e todos os animais
receberam PGF2a. Simultaneamente, os animais foram divididos em 4 grupos: G1)
eCG + ECP no Dia 8; G2) eCG no Dia 8 + GnRH apés 48h; G3) ECP no Dia 8; G4)
GnRH apés 48h. Amostras de sangue e exames utlra-sonograficos foram realizados
frequentemente em um subgrupo de animais (n = 96). As analises estatisticas de
todos os experimentos foram efetuadas com o proc GLIMMIX e proc MIXED do SAS.
O uso de eCG e o escore de condi¢gao corporal (ECC) dos animais afetaram as
concentragbes circulantes de progesterona no diestro. Os animais do G2
apresentaram maior taxa de concepgao que os do G4 (33,8% vs. 28,9%). Além
disso, para animais de menor ECC, ficou evidente o beneficio da aplicagao de eCG
(G2 = 44,4% vs. G4 = 6,1%). No Experimento 2 (n = 26), o objetivo foi comparar o
efeito da administracdo da eCG no dia da remocédo do CIDR em animais de menor
(2,0-2,5) ou maior (3,0-3,5) ECC. Foram avaliadas algumas caracteristicas do corpo
luteo (CL) como o volume e histologia, assim como as concentragdes plasmaticas de
progesterona no diestro. Independentemente da condigdo corporal dos animais, a
eCG aumentou o volume do CL e a concentragdo plasmatica de progesterona no
diestro. O ECC afetou negativamente o volume e concentragdo de progesterona
sérica no diestro. Nao foi encontrado diferenca na propor¢cdo de células
grandes/pequenas, assim como no fluxo sanguineo no CL entre os grupos
experimentais. No Experimento 3, foi comparado a taxa de concepcdo em vacas de
leite de alta produgdo (n = 388) apds o uso do protocolo G2 do Experimento 1
(Capitulo 1), com ou sem adicdao de ECP no momento da retirada do CIDR (novo ou

usado). N&o foi verificado efeito da adi¢do do tratamento com ECP e nem do tipo do



dispostivo na taxa de concepcédo. No Experimento 4 (n = 199), apesar no aumento
verificado no diametro folicular no grupo tratado com GnRH 56h (17,8 mm)
comparado com GnRH 48h (16,5 mm); e do atraso no momento da ovulagdo apds a
retirada do CIDR (GnRH 56h = 75,3h; GnRH 48h = 79,8h) ndo foi constatado
qualquer diferenga na concepcgao ao se atrasar a aplicacdo do GnRH de 48h para
56h em vacas inseminadas 16h depois do GnRH. No Experimento 5 (n = 185), a
taxa de concepcado nao diferiu em animais que receberam o GnRH 48h ou 56h
(momento da IATF) apos a retirada do CIDR, indicando a possibilidade do emprego

de um protocolo com apenas 3 manejos em vacas de leite de alta producéo.

Palavras-chave: Vacas holandesas. Estradiol. Progesterona. Escore corporal. Corpo

[Gteo.



ABSTRACT

SOUZA, A. H. Timed artificial insemination in high producing holstein cows.
[Inseminacéo artificial em tempo fixo em vacas holandesas de alta producao]. 2008.
152 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The current thesys has been divided in 5 Experiments. Objectives of Experiment 1
were to evaluate the effects of equine chorionic gonadotropin (eCG) and/or estradiol
cypionate (ECP) on follicular dymanics and conception rate in Holstein cows
receiving fixed timed artificial insemination (TAl). On DO, all cows (n = 782) received
2 mg of estradiol benzoate (EB) and one intravaginal progesterone device (CIDR).
Eight days later, CIDR was removed and all animals were treated with PGF2a.
Simultaneously, animals were divided in 4 groups: G1) eCG + ECP on Day 8; G2)
eCG on Day 8 + GnRH 48h later; G3) ECP on Day 8; G4) GnRH 48h later. Blood
samples and ultrasound exams were frequently performed in a subset of the animals
(n = 96). All the statistical analyses for all experiments were performed with proc
GLIMMIX and proc MIXED of SAS. Equine chorionic gonadotropin (eCG) treatment
and body condition score (BCS) affected circulating progesterone in the diestrus.
Cows in G2 had greater conception rates than cows in G4 (33,8% vs. 28,9%). In
addition, in cows with lower BCS, eCG seems to be even more affective (G2 = 44,4%
vs. G4 =6,1%). In Experiment 2 (n = 26), the objective was to compare the effect of
eCG the day of CIDR removal in animals with lower (2,0-2,5) or higher (3,0-3,5) BCS.
Some variables such as corpus luteum (CL) volume, histology and circulating
progesterone concentration in the diestrus were evaluated. Regardless of the body
condition of the animals, eCG increased CL volume and circulating progesterone
concentration in the diestrus. BCS negatively affected CL volume and circulating
progesterone. There were no differences in large/small CL cell ratio, as well as CL
blood flow between experimental groups. In Experiment 3, it was compared
conception rate in dairy cows (n = 388) after using the same protocol G2 from
Experiment 1 (Chapter |), with or without an ECP treatment at the time of CIDR (new
or used) removal. Both ECP treatment and type of CIDR did not significantly affected
conception rates. In Experiment 4 (n = 199), despite the fact that follicular diameter
was increased in group GnRH 56h (17,8 mm) compared with GnRH 48h (16,5 mm);



and of the delayed time of ovulation after CIDR removal (GnRH 56h = 75,3h; GnRH
48h = 79,8h), there were no differences in conception rates after delaying the GnRH
treatment from 48h to 56h in cows inseminated 16h after GnRH. In Experiment 5 (n =
185), conception rate did not differ in animals that received GnRH 48h or 56h (at the
time of TAl) after CIDR removal, indicating the possibility of using a protocol with only

3 handlings in high producing dairy cows.

Key-Words: Holstein cows. Estradiol. Progesterone. Body condition score. Corpus

luteum.
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1 INTRODUGAO

O aumento da produgado em vacas de leite que ocorreu nas ultimas décadas
decorrente da melhora nas técnicas de manejo e da selegdo genética tém sido
associado a uma menor eficiéncia reprodutiva (WASHBURN et al., 2002; SARTORI
et al., 2002a; LOPEZ et al.,, 2004). Uma das causas desta menor eficiéncia
reprodutiva em rebanhos de alta produgcdo € a diminuicdo da expressdo e da
deteccdo de cios, principalmente em animais de mais alta producéo leiteira (NEBEL
et al.,, 1997; DRANSFIELD et al., 1998; LOPEZ et al., 2004). Para tentar solucionar
o problema da baixa taxa de servigo devido a ineficiéncia na detec¢ao de cios, foram
desenvolvidos muitos protocolos hormonais que sincronizam o aparecimento do
estro com o uso de prostaglandinas (ODDE, 1990). Mais recentemente, Pursley et
al. (1995) desenvolveram um protocolo hormonal chamado Ovsynch, que permite a
inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF) ap6s o uso de uma combinagao de
tratamentos com GnRH e PGF (GnRH - 7dias - PGF2a - 2 dias - GnRH - 16 horas -
IATF). Outra linha de tratamentos hormonais que permitem a IATF, utiliza implantes
ou dispositivos contendo progestagenos associados a tratamentos com estradiol
para sincronizar a emergéncia de uma nova onda de cresimento folicular (BO et al.,
1995). Todos estes tipos de tratamentos hormonais foram desenvolvidos com o
intuito de aumentar a velocidade em que o0s animais sdo inseminados no pos-parto,
facilitando o manejo e aumentando a eficiéncia reprodutiva de bovinos de leite e de
corte. Porém, mesmo com o uso destes protocolos hormonais, as baixas taxas de
concepgao continuam a ser um problema, principalmente em bovinos de leite de alta
producao sob sistema confinado, nos quais as taxas de concepg¢do anuais nao
ultrapassam 35% em quase todo o mundo. O problema de baixas taxas de
concepgdo em bovinos leiteiros parece ter multiplas causas; porém, uma das
possiveis razdes para a baixa fertilidade pode ser decorrente da baixa concentracao
de estradiol (E2) circulante no pré-estro quando protocolos para IATF s&o utilizados.
Isso pode ocorrer devido a inducdo prematura da ovulagdo pelos protocolos de
IATF. Nos protocolos de sincronizagdo os animais ovulam cerca de 24 a 30 horas

antes do pico de estradiol natural, como sugerem os dados de Colazo et al. (2003).
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Além do problema da ovulagdo prematura do foliculo dominante em protocolos
para IATF, os niveis de E2 no pro-estro de vacas de alta producdo sdo mais baixos
que animais nao lactantes (SARTORI et al., 2002a) e animais de baixa produgao
(LOPEZ et al., 2004), provavelmente devido a alta taxa de metabolismo hepatico dos
esterdides (SANGSRITAVONG et al., 2002). Assim, estas menores concentragdes
de E2 no pré-estro podem estar causando diminuicado na eficiéncia do transporte
espermatico pelo trato uterino (HAWK et al., 1975b), menor taxa de fertilizacdo dos
oocitos (SARTORI et al., 2002b) e menor qualidade embrionaria (RYAN et al., 1993;
SARTORI et al., 2002b).

Existem alguns relatos de efeitos benéficos de maiores concentracbes de
estradiol antes da ovulagao na fertilidade (HAWK et al., 1975b; RYAN et al., 1993;
SARTORI et al.,, 2002b). Por exemplo, uma variagdo do protocolo Ovsynch,
conhecido como “Heatsynch” utiliza um tratamento com um éster de estradiol
(cipionato de estradiol - ECP), como substituto ao GnRH na indugdo da ovulagao
sincronizada (PANCARCI et al., 2002). O “Heatsynch” e outros protocolos que
utilizam outros tipos de estrégenos como indutores de ovulacdo (BARROS et al.,
2000) aumentam as concentragdes sanguineas de estradiol no pré-estro, sendo que
existem relatos de melhora na fertilidade em vacas de leite (CERRI et al., 2004) e de
corte (AHMADZADEH et al., 2004) com o uso destes protocolos e de suas
variagbes. De maneira similar, alguns estudos (HANLON et al., 1996; COLAZO et
al., 2004) demonstraram efeitos benéficos da suplementagdo com estradiol no final
de tratamentos com dispositivos contendo progesterona. Por exemplo, Colazo et al.
(2004), trabalhando com um grande numero de novilhas de corte da raga Angus e
cruzadas Angus (n = 983), demonstrou que o tratamento com 0.5 mg de ECP 24h
apos a retirada do CIDR promoveu taxas de concepgao cerca de 15% maiores que
0S animais que receberam apenas uma injegdo de GnRH no momento da IA.
Portanto, existe a possibilidade do aumento nas taxas de concepc¢ao, independente
do tipo do protocolo de sincronizagdao de ovulagao utilizado, apds a suplementagao
com estrogenos no periodo periovulatorio.

Além do eventual aumento da taxa de concepgao, o uso de ésteres de estradiol
de longa agao pode proporcionar a diminuigdo do numero de manejos necessarios
durante os tratamentos hormonais em protocolos de IATF. Neste sentido, um estudo

recente (COLAZO et al., 2003), observaram que a utilizagdo de baixas doses de
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ECP (0,5 mg) no momento da retirada do CIDR ou 24h mais tarde causou ovulagéo
sincronizada e promoveu taxas de concepcao similares a utilizacdo de benzoato de
estradiol 24h apdés a retirada de dispositivos de progesterona. Outro estudo,
utilizando vacas Nelore, estudou a dinamica folicular apés o tratamento com o
benzoato de estradiol (BE) ou ECP, administrados como indutores de ovulagéo na
retirada do dispositivo de P4 ou 24h apés (REIS et al., 2004; MARTINS et al., 2005).
Estes estudos, baseados em exames ultra-sonograficos frequentes, demonstraram
que o momento de ovulagdo nos animais que receberam ECP no momento da
retirada do implante de P4 ou BE 24h apds, foi essencialmente igual. De maneira
similar, outros estudos indicam que o tratamento com ECP no momento da retirada
do dispositivo intravaginal de P4 tém sido utilizado com sucesso em vacas de corte
em substituicdo ao BE administrado 24h apés (MARQUES et al., 2004; PENTEADO
et al., 2005). Portanto, todos estes experimentos fornecem fortes indicios da
viabilidade da utilizacdo do ECP no momento da retirada de implantes auriculares
e/ou dispositivos intravaginais contendo progesterona ou progestagenos. Além
disso, o uso do ECP no momento da retirada destes dispositivos de progesterona
tem a vantagem de possibilitar a redu¢do do numero de vezes na qual os animais
necessitam ser manejados se comparado com os protocolos tradicionais.

O alto metabolismo hepatico em vacas de alta producdo afeta tanto as
concentragcdes de E2 no pré-estro, como também diminui as concentragdes de P4
circulantes no diestro. Sangsritavong et al. (2002) mostraram que a alta taxa de
metabolismo hepatico de esterdides é a principal causa de menores concentragdes
sanguineas de P4 em vacas de alta produgéo. Muitos pesquisadores ja relataram os
efeitos negativos de baixas concentracbes de P4 apdés a ovulacdo para o
estabelecimento da gestacdo (MANN; HARESIGN, 2001). Deste modo, uma
possivel solugdo para as baixas concentragbes de progesterona no diestro seria
aumentar a producéo de progesterona pelo corpo Iuteo apds a ovulagéo, de modo a
superar a taxa de metabolizacdo deste hormdnio pelo figado, principalmente em
vacas de leite de alta producdo. Neste sentido, alguns pesquisadores utilizaram a
eCG (400 Ul) na ocasiao da retirada do tratamento com progesterona para estimular
o crescimento folicular e aumentar o tamanho (SA FILHO et al., 2004) e a
capacidade esteroidogénica (BARUSELLI et al., 2004) do corpo luteo (CL) em vacas

de corte. Estes autores verificaram que animais tratados com eCG tiveram maiores
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concentragbes sanguineas de P4 no diestro subsequente a IATF. Estes resultados
estdo de acordo com varias pesquisas (BARUSELLI et al., 2003; SA FILHO et al.,
2004; MARQUES et al., 2005; PENTEADO et al., 2005) que relataram aumentos na
taxa de concepcado em vacas e novilhas de corte, especialmente em animais em
anestro e de baixa condigéo corporal (BARUSELLI et al., 2004), que receberam eCG
na retirada do dispositivo intravaginal de P4. Além disso, outros estudos utilizando
receptoras de embrido, também relataram o efeito luteotrofico da eCG resultando no
aumento da taxa de concepcgao apos sua utilizacdo em associacdo ao protocolo de
sincronizagdo de receptoras de corte (BARUSELLI et al., 2000). Infelizmente, em
vacas de leite, mesmo com uma grande porcentagem de anestro durante o inicio do
periodo das inseminagdes (~ 45% para animais de baixa condigao corporal e ~ 20%
para animais com boa condigdo corporal; LOPEZ et al., 2004) e das menores
concentragcbes de esteroides devido ao seu alto metabolismo hepatico, existe falta
de relatos na literatura a respeito dos potenciais beneficios do tratamento com eCG

associado a protocolos para IATF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIFERENTES TIPOS DE ESTERES DE ESTRADIOL

O estradiol € um horménio esteroide, ou seja, faz parte de um grupo de
lipideos que contém um anel quimico chamado ciclopentanoperhidrofenantreno. Em
bovinos e outras espécies, o estradiol é sintetizado principalmente nos foliculos
dominantes nos ovarios por uma série de enzimas que convertem o colesterol em
pregnenolona, depois em androgenos e finalmente em estradiol. A molécula de
estradiol é caracterizada por um anel aromatico ligado a um grupo fendlico no
carbono 3. Além dos ovarios, existem muitos outros tecidos que podem produzir
estrogenos como a placenta, o cortex adrenal, os testiculos, o cérebro, os ossos, o
tecido adiposo, a pele e outros tecidos corpéreos. O estradiol apresenta muitas
fungdes na fisiologia reprodutiva como a expresséao do cio, a liberacédo de GnRH/LH,
e expressao de caracteristicas sexuais secundarias. Além disso, o estradiol é
importante na lactogénese, na estrutura e formacdo dos ossos (antagoniza os
efeitos do horménio paratiredide), no desenvolvimento cerebral e em muitas outras
funcgdes no corpo (NELSON et al., 2001).

Existem 3 tipos de estrégenos que ocorrem normalmente na natureza:
estrona, estradiol-17p3 e estriol. Porém, estes estrogenos tém estrutura quimica e
atividade bioldgica distintas. Por exemplo, o estradiol-173 € o mais potente dentre
estes 3 tipos de estradiol, sendo 2 vezes mais potente que a estrona, e cerca de 10
vezes mais potente que o estriol (DAXENBERGER et al., 2001). A atividade
biologica de certo tipo de estradiol € determinada pela sua estrutura molecular.
Assim, a distancia entre os atomos de oxigénio na posi¢gao do carbono 3 e 17 € um
fator determinante da sua atividade biolégica. Além disso, o grupo quimico que esta
conectado ao anel aromatico também afeta a atividade biolégica de um determinado
tipo de estradiol.

A meia-vida do estradiol na corrente sanguinea também depende da sua
estrutura molecular, sendo mais influenciada pela polaridade da sua molécula. Por
sua vez, a polaridade de um composto quimico depende do tamanho da molécula

(moléculas maiores tendem a ser menos polares), da simetria das ligacdes
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covalentes presentes na molécula (moléculas mais simétricas em geral sdo menos
polares), e presengca de anéis aromaticos (estes quando presentes tendem a
diminuir a polaridade da molécula). Por exemplo, se induzir-mos a esterificacdo do
grupo hidroxila no C-17, a molécula final sera menos polar (menos hidrofilica) e,
portanto, esta molécula vai ficar presente na corrente sanguinea por maiores
periodos de tempo.

Alguns exemplos de estrogenos que normalmente s&o utilizados em bovinos
de leite e corte em programas reprodutivos séo: estradiol-17f, benzoato de estradiol

e cipionato de estradiol (Figura 1).

e
oH O —C—CH,CH

CH, CH .

(a) (b) (c)

Figura 1 - Estrutura quimica do (a) estradiol-178, (b) benzoato de estradiol, e (c)
cipionato de estradiol (adaptado de SOUZA et al., 2005)

Apesar de algumas similaridades entre estas moléculas de estradiol como a
presenga do anel de ciclopentanoperhidrofenantreno, existe uma grande diferencga
em termos de peso molecular (kDa) entre estes trés tipos de estradiol (estradiol-173
= 272, benzoato de estradiol = 376 e cipionato de estradiol = 397). Além disso, &
importante lembrar que somente a molécula de estradiol-173 € biologicamente ativa,
e que os ésteres de estradiol como por exemplo o benzoato e o cipionato de
estradiol somente produzirdo seus efeitos biolégicos apds a liberagdo da molécula
de estradiol-173 de suas respectivas moléculas por meio da acdo da enzima

esterase no figado. Esta informacdo € muito importante pois a porcentagem de
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estradiol biologicamente ativo (estradiol-17B) apds a dissociagdo efetuada pela
enzima esterase é diferente entre estas trés moléculas de estradiol apresentadas na
figura 1. Sendo assim, o tratamento com de um determinado animal com 1mg de
benzoato de estradiol produzira cerca de 28% menos estradiol biodisponivel, e 1 mg
de cipionato de estradiol produzira cerca de 32% menos estradiol ativo se
comparado ao tratamento com 1mg de estradiol-173. Estas diferengcas na
quantidade de estradiol-173 disponivel em cada uma destas moléculas podem
determinar a agao farmacoldgica destes diferentes compostos estrogénicos.

Assim, devido ao seu pequeno peso molecular (< 1000 daltons) e polaridade
(altamente lipofilico), o estradiol penetra faciimente pelas membranas biolégicas.
Estas caracteristicas quimicas sdo muito importantes, pois o estradiol tem que se
ligar a receptores protéicos presentes no nucleo das células para regular a
expressdo génica (HART et al.,, 2002). Em seguida, a acdo dos estrogenos é
mediada através de dois tipos de receptores nucleares (receptores a e B; KUIPER et
al., 1996). O receptor a pode ser encontrado em muitos tecidos como por exemplo
no trato reprodutivo, no figado, no cérebro, nos ossos e mesmo no sistema
cardiovascular (KATZENELLENBOGEN et al., 2000). Os receptores do tipo B
também podem ser encontrados nestes tecidos e também nos ovarios, prostata, rins,
pulmdes, e intestino (GUSTAFSSON, 2000). A ligacdo do estradiol no seu receptor
causa a dissociacao de proteinas do tipo “heat shock”, o que permite a dimerizagao
dos seus receptores. Além disso, o estradiol recruta co-ativadores e
acetiltransferases de proteinas nucleares ou histonas, resultando em acetilacéo
destas proteinas e descondensacdo da cromatina (COWLEY et al., 1997). Estas
mudancas permitem a transcricdo especifica de mRNA da area de DNA que foi
ativada pelo estradiol. Esta ativacao do mRNA induz a formacéo de proteinas que

irdo produzir as mudancas na fisiologia celular caracteristicas do estradiol.

2.1.1 Uso de estrégenos como indutor ovulatério em protocolos de IATF

Na auséncia de progesterona, uma injegdo de estradiol pode gerar a liberagao
de GnRH/LH e causar a ovulagdo de uma foliculo dominante (MOENTER et al.,

1990). Deste modo, o cipionato de estradiol (ECP) e outros tipos de estradiol como o
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benzoato de estradiol (BE) e o estradiol-178 (E2-17B), tém sido utilizados como
substitutos do tratamento com GnRH para induzir a ovulagao sincronizada em varios
tipos de protocolos para IATF. Além disso, apesar dos tratamentos com estradiol
serem pouco utilizados em certos paises devido a algumas restricdes legais, eles
sdo bastante utilizados em paises da America do Sul como o Brasil e Argentina. A
maior razao para esta substituicdo € o menor custo dos estrogenos se comparado
aos compostos analogos do GnRH.

Porém, devido a alta frequéncia do uso destes 3 tipos de estradiol em
protocolos hormonais, € importante saber a diferenca no perfil de concentracido de
estradiol circulante alcangada apds o uso destes diferentes tipos de estradiol em
bovinos. Neste sentido, Souza et al. (2005), trabalhando com vacas de leite de alta
producdo, compararam as concentracdes circulantes de estradiol apds o tratamento
com uma unica dose de 1mg de estradiol-17, benzoato de estradiol e cipionato de
estradiol. Estes autores observaram caracteristicas importantes quanto ao padrao de
concentragado de estradiol no sangue de bovinos de alta producédo conforme o tipo
de estrogeno. Em geral, foi observado que o estradiol-17p apresentou maior pico e
menor meia-vida se comparado ao cipionato de estradiol; e que o benzoato de
estradiol apresentou valores intermediarios para estas mesmas variaveis. Estas
informacdes podem determinar o momento e o padrao de ovulagdo apdés o uso
destes diferentes indutores de ovulagdo em tratamentos hormonais que permitem a
inseminagao em tempo fixo.

Os protocolos que utilizam o ECP em associacéo a tratamentos com GnRH e
PGF sdo normalmente chamados de “Heatsynch” (PANCARCI et al., 2002). Esta
terminologia tem origem no Inglés “heat” que significa cio ou estro, pois uma maior
proporcdo de animais apresenta sinais de cio quando sao tratados com ECP ao
invés do GnRH para a indugéo de ovulagdo. A dosagem ideal de ECP a ser utilizada
como indutor ovulatério foi testada em novilhas e vacas de leite anteriormente
(LOPES et al., 2000). Estes pesquisadores verificaram que, para vacas de leite em
lactacdo, o ECP na dose de 1 mg (i.m.) foi considerado a dose ideal para causar
ovulagédo (LOPES et al., 2000). A maior proporgéo de animais em cio apds o uso do
ECP é devido as maiores concentragcdes de estradiol circulante no pro-estro
decorrentes da aplicagdo de estradiol exégeno. No Heatsynch, 1 mg de ECP é
injetado 24h apés a PGF2a, e a IATF ocorre 48h apds o tratamento com ECP.
Muitos pesquisadores tém demonstrado taxas de concepgao bastante satisfatorias
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apos o uso do ECP no Heatsynch (LOPES et al., 2000; PANCARCI et al., 2002;
CERRI et al., 2004).

Neste sentido, um experimento recente (SOUZA et al., 2007), utilizando um
grande numero de vacas de leite de alta produgao (n = 1084), comparou o protocolo
Ovsynch (GnRH - 7dias — PGF2a — 56h horas — GnRH — 16 horas — IATF) com ou
sem suplementagdo com estradiol-173 8h antes do ultimo tratamento com GnRH.
Cerca de metade dos animais recebeu aleatoriamente uma injecdo de 1 mg de
estradiol-17f no final do protocolo Ovsynch. Estes pesquisadores demonstraram que
a suplementagdo com estradiol proximo ao momento da ovulagdo sincronizada
melhorou as taxas de concepcdo em animais com com baixa condigdo corporal,
animais submetidos a primeira IA pds-parto e primiparas. Ainda, o aumento nas
taxas de concepcgéao apds a suplementagao com estradiol dependeu do tamanho do
foliculo ovulatério no momento do ultimo GnRH. Sendo que vacas que ovularam
foliculos de tamanho intermediario (14 a 19 mm) apresentaram melhores respostas a
suplementacado com estradiol. Outro resultado importante deste experimento foi que
o estradiol pode funcionar como um “selecionador” de animais com melhor
fertilidade, pois foi observado que os animais que ndo apresentaram comportamento
de estro apds o tratamento com estradiol apresentaram menores taxas de
concepgcao se comparado aos animais que apresentaram comportamento de estro
no protocolo Ovsynch suplementado com estradiol. O mesmo nao ocorreu durante o
uso do protocolo Ovsynch convencional, onde as taxas de concepg¢do dos animais
que apresentaram ou nao o comportamento de estro ndo foram estatisticamente
diferentes.

De maneira similar, os ésteres de estradiol sdo utilizados no final de
tratamentos hormonais a base de implantes auriculares e/ou dispositivos
intravaginais contendo progesterona ou progestagenos. Muitos relatos (HANLON et
al., 1996; BARUSELLI et al., 2003; COLAZO et al., 2004; SA FILHO et al., 2004;
PENTEADO et al., 2005) obtiveram bons resultados apés a utilizagdo do ECP no
final dos tratamentos hormonais.

Portanto, muitas evidéncias indicam que, independente do tipo do protocolo
de sincronizacdo de ovulacdo utilizado, existe a possibilidade de se melhorar as
taxas de concepgado apds a suplementacdo com estrogenos no periodo

periovulatorio.



39

2.1.2 O estradiol e o comportamento de estro

O foliculo pré-ovulatério € responsavel pelo aumento do estradiol na
circulagao durante o pré-estro. Os maiores niveis de estradiol causam o pico de
GnRH/LH e o comportamento de estro (MOENTER et al., 1990). O cio é um evento
de receptividade sexual que pode durar de 30 minutos a 36h (DRANSFIELD et al.,
1998). O estradiol tem um papel importante na expressao de cio em vacas e outros
ruminantes (KYLE et al., 1992). Além disso, varios estudos verificaram que existe
uma alta associagdo entre a concentragdo sanguinea de estradiol e o
comportamento de estro (ALLRICH et al., 1994; LYIMO et al., 2000). Porém, assim
como o estradiol, o nivel de producdo de leite tem um papel determinante na
expressao do cio.

Pesquisas mais recentes (LOPEZ et al., 2004), utilizando um transmissor de
radio para a deteccdo continua do comportamento de aceitagdo da monta
(HeatWatch®), observaram que maiores produgdes de leite estdo negativamente
associadas com a duragao do comportamento do cio (r = - 0,51; P < 0,01). Lopez et
al. (2004) observaram ainda que animais com produgao de leite entre 25 a 30 kg/dia
apresentaram comportamento de estro por cerca de 15h. Porém, animais com
producao entre 50 a 55 kg/dia apresentaram comportamento de estro por menos de
3h. Assim, Lopez et al. (2004) argumentaram que esta mudanga na fisiologia do
comportamento de estro conforme o nivel de producéo leiteira do animal pode estar
relacionado as maiores taxas de metabolismo hepatico de esteréides em vacas de
mais alta producao. Porém, estes autores também relatam que existe a possibilidade
de que o CL de vacas de maior producao esteja produzindo menores quantidades
de progesterona. Mais pesquisas sao necessarias para elucidar os fatores
controladores dos niveis de progesterona circulante em vacas de leite de alta

producéo.
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2.1.3 O efeito da lactagcao no metabolismo hepatico de esterdides

O figado é o principal 6rgdo que metaboliza estrogenos e progesterona
(FREETLY; FERRELL, 1994). Associado a isto, existem fortes evidéncias de que a
ingestdo de matéria seca de um animal esta intimamente ligada ao seu nivel de
producéo de leite (r = 0,88; HARRISON et al., 1990). Portanto, Sangsritavong et al.
(2002) examinou a hipdtese de que o aumento do fluxo sanguineo pelo figado
devido a uma maior ingestdo de matéria seca poderia ser a causa dos baixos niveis
de estradiol e progesterona em vacas de alta produgdo. Estes pesquisadores
utilizaram a bromosulfotaleina (BSP) para estimar o fluxo sanguineo hepatico, e
observaram que vacas secas (ndo lactantes) tém cerca da metade do fluxo
sanguineo hepatico se comparado com vacas em lactagdo (1000 to 1200 L/h vs.
1600 to 2000 L/h). Eles também observaram que a concentragcdo de progesterona e
estradiol circulantes sdo menores em vacas em lactagdo que em vacas nao
lactantes, provavelmente, devido a uma maior metabolizacdo hepatica. Os mesmos
autores especularam que estes baixos niveis de progesterona e estradiol podem ser
a causa de muitas anormalidades fisiolégicas como por exemplo a diminuicdo do
comportamento do cio ou estro (devido as menores concentragcdes de estradiol no
periodo peri ovulatério), aumento de duplas ovulagdes (devido as menores
concentragdes de progesterona circulante préximo ao momento do desvio folicular),
e aumento nas taxas de morte embrionaria (devido as menores concentragcbes de
progesterona circulante apds a ovulagdo), as quais podem estar afetando o

desempenho reprodutivo das vacas de leite modernas.

2.1.4 O papel do estradiol no transporte espermatico

O transporte espermatico através do trato reprodutivo feminino é
fundamentalmente dependente da motilidade do trato (HAWK, 1987). Foi
demonstrado que o estradiol pode alterar a motilidade do trato reprodutivo (HAWK et
al., 1975a). No mesmo estudo, estes pesquisadores observaram que o tratamento

com estradiol pode aumentar ndo somente o numero de contragdes uterinas, como
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também o numero de contragdes em direcdo ao oviduto, o que poderia favorecer
ainda mais o transporte espermatico para o local da fertilizagdo. Hawk et al. (1975b)
relataram que a suplementacdo com estradiol foi benéfica para o transporte
espermatico no trato uterino de ovelhas. Neste estudo, a administragdo de pequenas
doses de E2-17[3 duplicou o numero de espermatozoides que alcancaram a cérvix, e
aumentou em oito vezes o numero de espermatozdides que alcangaram o oviduto.
Outros autores encontraram efeitos positivos de maiores niveis de estradiol na
fertiidade (GADDUM-ROSSE et al., 1981; ORIHUELA et al., 1999). Porém, outros
experimentos ndo observaram vantagens apos a utilizagdo de estradiol exégeno na
fertilidade (LANGFORD et al., 1980).

2.1.5 Os efeitos do estradiol no corpo luteo

Tratamentos com estradiol foram utilizados originalmente em associagédo com
progestagenos para controlar a fase luteinica de bovinos (WILTBANK et at., 1965).
Desta forma, Wiltbank et al. (1961) observaram que a capacidade dos tratamentos
com estradiol em causar lutedlise depende da dose, do tipo de estrogeno e da fase
do ciclo estral do animal no momento do tratamento.

Os mecanismos responsaveis pela lutedlise apds o tratamento com estradiol
estdo relacionados a capacidade do estradiol em aumentar a responsividade do
endométrio a ocitocina, provavelmente devido ao aumento dos receptores de
ocitocina neste tecido (HIXON et al., 1987). E sabido que a ocitocina pode regular a
liberagdo de PGF2a pelo endométrio (SILVIA et al., 1991; TYSSELING et al., 1998).
Assim, a PGF2a produzina no endométrio alcanca o CL por meio de transporte local
pela veia uterina até a artéria ovariana (GINTHER et al., 1973). Portanto, o momento
da lutedlise e a duracao do ciclo estral em bovinos parece ser determinado pela
liberacdo de PGF20 pelo utero, o qual depende da inducdo de receptores de
ocitocina no endométrio por estimulos estrogénicos.

Porém, alguns disturbios reprodutivos em bovinos estdo relacionados com
este sistema de “comunicao” entre o utero e o CL. Assim, os chamados ciclos estrais
de curta duragao ou ciclos estrais curtos (de 7 a 10 dias) sdo comuns em bovinos,

principalmente, no pés-parto (SAVIO et al., 1990). Este tipo de disturbio na duragao
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da fase luteal esta relacionada com perdas reprodutivas e menores taxas de
concepgao mesmo apos o uso de protocolos do tipo Ovsynch (GUMEN et al., 2003).
Recentemente foi demonstrado que os animais em anestro estdo muito mais
propensos a apresentar ciclos curtos, mesmo apos a utilizacdo de hormdnios que
induzem a ovulagédo sincronizada (GUMEN et al.,, 2003). Alguns pesquisadores
demonstraram que este fenbmeno ocorre devido ao aumento precoce dos
receptores de ocitocina no ciclo estral (ZOLLERS et al., 1991), seguido de uma
liberagdo antecipada de PGF2a pelo endométrio (ZOLLERS et al., 1989). Porém,
uma pré-exposicado com progesterona pode evitar o aparecimento dos ciclos curtos
(SILVIA et al., 1991).

Porém, dependendo da fase do ciclo estral, maiores niveis de liberagcdo de
estradiol parecem ser benéficos para a fungdo do CL em bovinos. Varios estudos
tém mostrado que a suplementagcao com estradiol perto da primeira ovulacdo no
pos-parto é capaz de estender a fase luteinica e a producédo de P4 pelo corpo luteo
(MANN; HARESIGN, 2001), provavelmente pelo retardamento na liberagdo de
PGF2a pelo autero (MANN; LAMMING, 2000). Esta liberagdo de PGF2a mais
tardiamente no ciclo estral deve estar relacionada com uma menor expressao de
receptores para ocitocina no endométrio de vacas que experimentaram maiores
concentragbes sanguineas de estradiol no pro-estro (MANN; LAMMING, 2000).
Portanto, de acordo com estes pesquisadores, o uso de estradiol proximo ao

momento da ovulagdo pode melhorar a fungao luteinica.

2.2 GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA (ECG)

Cole e Hart (1930) foram os primeiros a descrever a presenga de uma
substancia de agdo gonadotrofica no soro de éguas e outros equideos concepgao. A
gonadotrofina sérica de éguas prenhas (PMSG) é um horménio glicoprotéico que é
secretado pelos calices endometriais de equinos gestantes. Posteriormente, Allen e
Moor (1972) observaram que este horménio era produzido pela parte materna da
placenta e concluiram que uma melhor terminologia para esta glicoproteina seria
gonadotrofina coribnica equina (eCG). Mais especificamente, estes autores

descobriram que a eCG é produzida pelas células trofoblasticas presentes nos
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calices endometriais de éguas prenhez. A eCG, assim designada, € composta de
duas subunidades (a - composta por 96 aminoacidos; e B - composta por 149
aminoacidos) e tém acgéo de LH e FSH na mesma molécula (GOSPODAROWICS,
1972; LEGARDINIER et al., 2005). As acdées de FSH e LH desta gonadotrofina
equina também foi demonstrada em outras espécies (WARD; MOORE, 1979). Em
equinos, o pico de liberacdo de eCG ocorre ao redor dos 60 dias de gestacédo, mas o
aumento na liberacdo se da ao redor de 40 dias de gestagdo e perdura até
aproximadamente os 130 dias de gestacdo (MURPHY; MARTINUK, 1991). Assim, a
eCG causa ovulagao ou luteinizagdo de foliculos, com consequente aumento da
progesterona circulante em equinos (URWIN; ALLEN, 1982). Porém, as quantidades
de acido sialico e carboidrato podem variar bastante de equino para equino,
conforme o estagio de gestagado e conforme o tecido no qual foi coletado a molécula
de eCG ( MURPHY; MARTINUK, 1991). Ainda, a quantidade de eCG circulante varia
bastante conforme a raga do animal, a sua idade e conforme a presenga de
gestacbes gemelares, que podem alterar a quantidade de eCG na circulagdo. Por
exemplo, animais de tracdo possuem niveis circulantes de eCG menores que em
animais de menor peso corporal (MURPHY; MARTINUK, 1991).

Uma caracteristica importante da molécula de eCG é a existéncia de grande
quantidade de carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa) principalmente a
N-acetil neuramina (ou acido sialico), primordialmente presente na subunidade 3 da
molécula de eCG, o que proporciona uma grande meia vida a este composto
quimico (WARD; MOORE, 1979; MURPHY; MARTINUK, 1991). Na verdade, um
experimento realizado por Martinuk et al. (1991), utilizando uma enzima chamada
neuraminidase para retirar diferentes porcentagens de acido sialico (que € o principal
componente de carboidrato da eCG) da molécula de eCG, mostraram que a meia-
vida desta gonadotrofina equina 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 ja eram basais 1h apos
sua administragdo. Porém, no grupo controle (sem incubagédo com neuraminidase),
altos niveis circulantes de eCG estavam presentes mesmo 120h apds o tratamento
com eCG exogeno. Ainda, além do alto peso molecular e da presenga de acido
sialico, a molécula de eCG é carregada negativamente, o que dificulta a sua filtracéo

glomerular e aumenta ainda mais sua meia-vida (LEGARDINIER et al., 2005).



44

Devido a todos estes fatores, a meia-vida da eCG quando aplicado em bovinos é
longa (cerca de 40h; MENZER et al., 1979).

2.2.1 Os efeitos da eCG no corpo luteo

A eCG parecer ter funcio luteotréfica em equinos e outras espécies, sendo
possivel verificar aumentos nas concentragdes circulantes de progesterona apoés o
aumento natural ou por via de administracdo exégena da eCG (MURPHY;
MARTINUK, 1991). Estas informacbes estdo de acordo com um estudo recente
(DAELS et al., 1998), o qual demonstrou que a eCG tem importante acéo luteotrofica
durante a gestacao de éguas.

A estrutura da eCG é muito parecida com a estrutura do LH equino
(BOUSFIELD et al.,, 1996). Apesar da similaridade com o LH equino, a eCG
apresenta fungdo de FSH e LH em equinos e em outras espécies (GONZALEZ-
MENICO et al.,, 1979; WARD; MOORE, 1979). Porém, quantidade de atividade
bioldgica do tipo LH da molécula de eCG parece estar ligada com a quantidade de
acido sialico presente na sua estrutura molécular, pois foi demonstrado que com a
utilizacdo de enzimas que digerem o acido sialico, ocorre um aumento da agéo de
LH na molécula da eCG, porém mais experimentos sdo necessarios para confirmar
este fendbmeno.

Independente dos efeitos luteotréficos da eCG, ela pode induzir a formacéao
de anticorpos pelo organismo quando aplicado de maneira exégena em bovinos e
outras espécies. Assim, quando a eCG é administrada em outras espécies, devido a
sua origem heterdloga, a alta porcentagem de carboidratos presentes em sua
molécula e ao seu relativo grande tamanho molecular (MURPHY; MARTINUK,
1991), a eCG pode induzir a formagao de anticorpos anti-eCG dentro de 2 a 4
semanas se o animal receber pelo menos 3 tratamentos na dose de pelo menos
200Ul de eCG. Porém, existe grande variagao individual sendo que alguns bovinos
nao apresentam titulagbes detectaveis de anticorpos anti-eCG mesmo apds
multiplos tratamentos (DRION et al., 2001). Isto pode ser motivo de certa
preocupacgao em programas reprodutivos nos quais a eCG é empregada de maneira

repetida e em altas dosagens, principalmente em programas de coleta de embrido
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por meio de superovulagdao (MOET) e ovum pick up (OPU). Esta possibilidade do
efeito refratario de multiplas aplicagdes de eCG ficou evidente em estudos pioneiros
realizados por Jainudeen et al. (1966). Estes autores encontraram que animais
recebendo doses de 3000Ul a cada 6 meses nao apresentaram diminuicdo da
resposta ovulatéria apds o uso de eCG comparado com controles, porém quando o
mesmo experimento foi replicado com intervalos menores de 18 a 40 dias entre os
tratamentos com eCG, foi verificado o efeito refratario em termos de taxa de
ovulacéo apo6s os multiplos tratamentos com a eCG.

Outros pesquisadores (BODIN et al., 1997), trabalhando com ovelhas
sincronizadas com progetagenos e tratadas com 500 a 550 Ul de eCG no final do
protocolo, descreveram efeito residual deste tratamento com eCG, sendo possivel
detectar niveis séricos de anticorpos anti-eCG mesmo um ano depois de sua
utilizacdo. Porém, a diminuigao na fertilidade ocorreu apenas em pequena parte dos
animais (~ 15% das matrizes). De qualquer maneira, até o presente momento,
somente € possivel encontrar um numero limitado de publicagbes a este respeito em
ovinos. Além disso, ndo foram encontradas na literatura estudos conclusivos sobre
os eventuais efeitos negativos de anticorpos anti-eCG na fertilidade de bovinos
tratados com eCG durante protocolos de IATF por repetidas vezes e ao longo dos

anos em diferentes estacbes de monta.

2.2.2 Uso da gonadotrofina coridnica equina (eCG) em programas

reprodutivos para bovinos

Devido sua acao de LH e FSH, a eCG foi inicialmente utilizado em protocolos
para superovulacdo em bovinos (GONZALES et al., 1994). Porém alguns autores
observaram que devido a sua grande meia-vida e, portanto, a sua presenca em altas
concentragdes por um longo periodo de tempo em programas de superovulagdo, a
eCG parece estar associada a presenca de foliculos anovulatérios (ELSDEN et al.,
1978) e a produgdo de embrides de baixa qualidade (BOLAND et al., 1978;
CRITSER et al., 1980). Desta forma, os procedimentos superovulatorios, em geral,
passaram a utilizar outros compostos de gonadotrofinas nos programas de

superovulagdo. Porém, recentemente, o uso da eCG em protocolos de
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superovulagdo com ovulagdo induzida para IATF parecem resultar em taxas
similares de produgdo de embrido se comparado a protocolos utilizando outras
gonadotrofinas comerciais (MARTINS et al., 2006).

Mais recentemente, a eCG tém sido incorporado em protocolos para IATF em
vacas de corte (CAVALIERI et al., 1997). O tratamento com eCG na dose de 400 Ul
€ altamente recomendado quando uma grande proporgao dos animais se encontra
em anestro (HUMBLOT et al.,, 1996; BARUSELLI et al., 2004). Existem muitos
relatos de aumentos na fertilidade apds a incorporagao da eCG em protocolos para
IATF, principalmente em vacas de corte (BARUSELLI et al., 2004). A melhora na
taxa de concepgao em animais que recebem a eCG na retirada do dispositivo
intravaginal de P4, provavelmente, esta relacionada ao aumento da taxa de
ovulagdo de animais em anestro e aos maiores niveis de progesterona circulante no
diestro (BARUSELLI et al., 2004), minimizando falhas no reconhecimento fetal da
gestacdo (MANN; HARESIGN, 2001). Portanto, baseado nos experimentos
utilizando administracdo exdégena de estradiol e de eCG em bovinos de corte e leite
citados nesta revisdo de literatura. As hipdéteses sdo que a suplementagdo com
cipionato de estradiol e eCG no momento da retirada do CIDR aumentardo a
concentracgao circulante de estradiol no pré-estro (efeito do ECP) e progesterona no
diestro (efeito da eCG), com consequente aumento na taxa de concepgédo apods a
IATF em vacas holandesas de alta producido. Além disso, variagdes destes
protocolos foram testadas em experimentos de dinamica folicular e de fertilidade a
campo de modo a estabelecer um protocolo ideal para vacas de leite de alta
producdo no Brasil. Para isto foram delineados 5 experimentos que sé&o

apresentados nos Capitulos seguintes.



CAPITULO I

Efeito da eCG e do ECP
na dindmica folicular e
taxa de concepgdo em

vacas de alta produgdo
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1 HIPOTESE

As principais hipoteses do presente trabalho sdo: 1) A eCG aumenta o volume do
CL formado, a concentracdo de progesterona circulante no diestro e as taxas de
concepgao; 2) O tratamento com ECP no momento da retirada do CIDR aumenta a
concentragdo circulante de estradiol no pré-estro e as taxas de concepcéo; 3) Os
dois tratamentos (eCG e ECP) tém efeitos aditivos no aumento da fertilidade apés a

IATF em vacas Holandesas de alta producéo.
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2 OBJETIVOS

. Avaliar o efeito da eCG e/ou ECP em protocolos para IATF na concentracéo
de estradiol circulante no proestro, no tamanho do foliculo ovulatério, no momento e
dispersao das ovulacdes, no volume do corpo luteo formado, na concentracao

plasmatica de progesterona no diestro do ciclo estral subsequente a IATF,;

. Avaliar em um experimento de fertilidade a campo, o efeito da suplementacéao
com ECP e/ou eCG na taxa de concepc¢ao apos a IATF em de vacas holandesas de

alta producéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS E MANEJO

As unidades experimentais utilizadas foram vacas holandesas em lactagéo
(Dinémica folicular, n = 96; Teste de fertiidade a campo, n = 782). A média de
condigao corporal (EDMONSON et al., 1989) dos animais experimentais foi de 2,9 +
0,01. A média de producao de leite (calculada pela média diaria do DO ao D8 em um
subgrupo de animais, n = 533) e de dias em lactagdo dos animais foi de 36,2 + 0,4
Kg/dia e 151,6 = 3,5 dias, respectivamente. O experimento foi efetuado em 22
rebanhos leiteiros sob sistema confinado do tipo Free-stall (Figuras 1 a 4),
distribuidos nos estados de Sao Paulo (n = 3), Parana (n = 18) e Rio Grande do Sul
(n = 1) da regido Sudeste-Sul do Brasil. O periodo experimental foi de Dezembro de
2005 a Setembro de 2006. A dieta de todos os animais era constituida,
principalmente, de silagem de milho e concentrado de milho e soja. Em todas as
fazendas a dieta foi balanceada para atingir ou exceder os requerimentos
nutricionais minimos para vacas holandesas em lactacdo (NRC, 2001). Os
procedimentos com os animais foram aprovados pela comissdo de ética para

experimentagao animal da Universidade de Sao Paulo-USP.
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Figura 1 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Free-stall,
Fazenda Iguagu — Céu Azul, Parand)

Figura 2 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Free-stall,
Agropecuaria Randon — Vacaria, Rio Grande do Sul)



Figura 3 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Sala de
ordenha; Fazenda Campestre — Sao Pedro, Sao Paulo)

Figura 4 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Sala de
espera para ordenha; Fazenda Santa Rita — Descalvado,
Sao Paulo)
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3.2 HORMONIOS UTILIZADOS

Dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR contendo 1,38 g de P4;
Pfizer). Benzoato de estradiol (BE-Estrogin; Pharmavet). Prostaglandina F2a
(Lutalyse; Pfizer). Cipionato de estradiol (ECP; Pfizer). GnRH (Fertagyl; Intervet).
Gonadotrofina Coriénica Equina (Folligon; Intervet). Todos os tratamentos hormonais

exceto o dispositivo intravaginal foram realizados por via intramuscular.

3.3 PROTOCOLOS HORMONAIS UTILIZADOS

Todos os animais receberam 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin) e um
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) no DO. No dia da retirada do
dispositivo de progesterona (D8), todas as vacas receberam um tratamento com
PGF2a (Lutalyse). Simultaneamente no D8, os animais foram homogeneamente
divididos em 4 grupos: G1) eCG (400Ul) + ECP (1 mg) no dia 8; G2) eCG (400 Ul)
no Dia 8 + GnRH (100 mcg) apds 48h; G3) ECP (1 mg) no Dia 8; G4) GnRH (100
mcg) apdés 48h. A sequéncia de tratamentos hormonais para todos os grupos

experimentais estdo representados na figura 5.



400Ul eCG
G1:eCG + ECP +
1mg ECP
BE +
2mg PGF IATF
CIDR - 8d |
56 - 58h
G2:eCG
400Ul eCG
BE +
CIDR - 8d | |
48h 8 - 10h
G3: ECP
1mg ECP
BE +
2mg PGF IATF
CIDR - 8d I
56 - 58h
G4: Controle
BE
2mg PGF 100mcg GnRH IATF

CIDR - 8d

48h | 8 - 10h

Figura 5 - Representacao esquematica dos grupos experimentais

3.4 FASE 1 - DINAMICA FOLICULAR
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Durante a fase de avaliagdo da dinamica folicular, realizaram-se exames ultra-

sonograficos e coletas de sangue a cada 24h da insergéo (DO) até a retirada (D8) do

dispositivo intravaginal em 45 animais. Foi utilizado um transdutor linear de 6.0/8.0

Mhz associado ao recurso “cineloop” para mensurar o tamanho das estruturas

ovarianas (Falco 100, Pie Medical Equipment B.V., Maastricht, Holland). Todos os
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animais foram examinados a cada 12h até o momento da ovulagdo ou até 96h da
retirada do CIDR. Nos animais em que a ovulagao foi verificada, os exames ultra-
sonograficos e as coletas de sangue ocorreram a cada dois ou trés dias por 21 dias
apos a IATF. O volume do CL foi calculado com a seguinte formula: V = 4/3 x 11 x
R®: utilizando-se o raio médio (R) calculado pela formula R = (D./2 + Dp/2)/2, onde D,
e Dy sdo os diametros perpendiculares do CL mensurados em uma imagem ultra-
sonografica congelada do maior didametro do CL. O volume da cavidade do CL, caso
existente, foi calculado com a mesma metodologia e subtraido do volume total do
CL.

Um segundo subgrupo de animais (n = 51) foi examinado por ultra-sonografia
a cada 12h até o momento da ovulacio ou até 96h da retirada do CIDR. Além disso,
neste segundo subgrupo de animais, amostras de sangue foram coletadas a cada 4
horas de 30 a 58h da retirada do implante intra-vaginal para se verificar o momento
do pico de LH. O comportamento de estro foi verificado por observagao visual com o
auxilio de um dispositivo para detecgdo de comportamento de aceitagdo de monta
(Kamar®; Kamar Inc., Steamboat Springs, CO; Figura 6) a cada 4h a partir da

retirada do CIDR até 96h em todos os animais na fase de dindmica folicular.

Figura 6 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Kamar® -
dispositivo que auxiliou na detecgéo de cio. Este dispositivo
muda sua coloracao para vermelho quando o animal aceita
a monta)
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3.5 FASE 2-TESTE DE FERTILIDADE A CAMPO

Durante o teste de fertilidade a campo, os animais (n = 782) receberam os
mesmos protocolos hormonais descritos na figura 1. O sémen de varios touros foram
utiizados e balanceados de forma similar entre os grupos experimentais. O
diagndstico de concepcgéao foi realizado por exame ultra-sonografico aos 33 dias
apos a IATF.

3.6 DOSAGENS HORMONAIS

As amostras de sangue foram coletadas na veia caudal, centrifugadas a 1600
x g por 20 minutos e as amostras de soro foram imediatamente acondicionadas em
temperaturas de - 20°C até o momento da analise hormonal para progesterona (P4)
e hormonio luteinizante (LH). A progesterona circulante foi avaliada utilizando o kit
para P4-RIA (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). Os valores do CV
intra- e inter-ensaio foram 4,3% e 0,6%, respectivamente. As concentracdes
circulantes de LH foram determinadas por radio-imuno-ensaio como previamente
descrito (BOLT et al., 1990). Os valores do CV intra e inter-ensaio foram 2,3% e
3,6%, respectivamente. O pico de LH foi definido como um aumento das
concentragdes circulantes maiores que 2 desvios padrbes acima da média geral das
concentracdes de LH durante o periodo de coleta. O estradiol circulante foi medido
por eletro-quimio-luminescéncia (Kit estradiol — Elecsys 1010). As amostras de soro
foram extraidas com dietil éter e concentradas em 10 vezes. Os valores do CV intra-
ensaio foi 12,0%. Dois controles (de 100 e 500 pg/mL) foram diluidos em soro
humano e em soro bovino. Ocorreu um paralelismo entre as dosagens dos controles

nos diferentes tipos de soros (humano x bovino), conforme descrito na figura 7.
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Figura 7 - Dosagem de estradiol em 2 soros controles (de 100 e 500 pg/mL) em soro
humano (linha continua) e soro bovino (linha pontilhada). Coeficiente de
correlacédo = 1

3.8  ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de variaveis continuas foi utilizado o proc MIXED do SAS
(LITTELL et al.,, 1996). A unidade experimental “vaca” foi o objeto das medidas
repetidas ao longo do tempo e a estrutura matricial do tipo POW foi utilizada devido
aos diferentes intervalos nos momentos de coleta de sangue. Os dados binomiais
foram analizados com o proc GLIMMIX do SAS (Version 9,1 for Windows; SAS Inst.,
Cary, NC), e a unidade experimental “vaca” foi incluida no modelo estatistico como
variavel de efeito aleatodrio. As informagdes de época do ano, fazenda, dias em
lactagdo, ordem de parigdo, condicdo corporal, presenca de CL no dia da insercao

do implante e producédo de leite, assim como as interagdes, foram utilizadas nos
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modelos estatisticos. No modelo de regressao logistica final foram removidas as
variaveis por eliminagcdo do tipo backward baseado no critério de Wald para P >
0,20. As correlagdes entre variaveis foram analisadas com o proc CORR do SAS. O
teste de Bartlett foi utilizado para testar diferenca na varidancia do momento do pico
de LH e ovulagao entre os grupos. Probabilidades de P < 0,05 foram consideradas
como significantes, e probabilidades entre 0,05 e 0,10 foram discutidas como

tendéncias. Todos os dados estdo expressos como medias + erro padrao da média.
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4 RESULTADOS

41  DINAMICA FOLICULAR

A associacdo de CIDR e 2,0mg de BE foi eficaz em causar a emergéncia
sincronizada (2 a 5 dias) de uma nova onda folicular em aproximadamente 85% dos
animais (38/45). O momento da emergéncia da onda folicular ndo diferiu entre os
grupos (P > 0,10) e ocorreu aos 3,9 = 0,2 dias apds a inser¢cao do dispositivo de P4.
Porém, foi observada uma correlagdo negativa entre o nivel de produgéo de leite e 0
dia da emergéncia folicular (r = -0,40; P < 0,05) apds o tratamento com BE e CIDR
(Figura 8), sendo que os animais de maior produgdo de leite apresentaram
emergéncia folicular mais precoce (P < 0,05) se comparado com vacas de menor

producao de leite.
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Figura 8 - A) Dia da emergéncia folicular (média + erro padrdo da média) apds a retirada do
dispositivo de P4 (colunas) e média de producao de leite conforme o momento
da emergéncia folicular (e). B) Momento da emergéncia folicular apos a
insercdo do CIDR conforme a classe de produgédo de leite (Kg/dia)
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Apesar da utilizacdo de diferentes indutores de ovulacdo (cipionato de
estradiol vs. GnRH) no final do protocolo hormonal, a concentragao plasmatica de
LH nas amostras de sangue coletadas a cada 4 horas (30h a 58h apos a retirada do
CIDR) indicou de que nao houve diferenga nas caracteristicas da amplitude e area
da curva de liberagédo de LH pré-ovulatério entre os grupos experimentais (Tabela 1).
Porém, apesar do momento das ovulagdes nao ter sido diferentes, a dispersdo do
momento do pico de LH foi maior nos animais que receberam ECP como indutor
ovulatério. Neste sentido, quando mais animais foram adicionados (Tabela 2) na
comparag¢ao do momento e variacdo das ovulacgdes, ficou evidente que o tratamento
com ECP aumenta a variabilidade do momento das ovulagbes, concordando com os

dados de maior variagdo do momento do pico de LH.

Tabela 1 - Caracteristicas (média + erro padrdo da média) do pico de LH pré-ovulatério e
do momento da ovulagado conforme o grupo experimental

Pico de LH Momento do Amplitude do Areasoba Momento

Tratamento nao detectado pico de LH picode LH Curva de LH da ovulagao
(n) (h) (ng) (ng®) (h)
eCG + ECP 3/10 443+ 3,4 16,2+ 3,8 274+34 69,0+3,9
eCG 1/10 424 +24 15,0+ 2,5 30,1+28 675%24
ECP 2/10 42,0+ 4,1 129+29 272+43 713143
Controle 1/10 455+ 27 12,1+1,3 242+16 69,0+34
Contrastes ortogonais

Com ECP 5/20 431+26" 145+24 27,3+2,7 702+28
Sem ECP 2/20 439+18" 136+1,5 27,3+1,8 68,320
Com eCG 4/20 43,3+1,9 15,5+2,1 29,0+2,3 68,3+22

Sem eCG 3/20 439+23 125+15 256+21 702%27

*Y Desvios padrao diferem estatisticamente; P < 0.05.

O tratamento com 1 mg de ECP aumentou (24h) ou tendeu a aumentar (48h)
as concentragdes circulantes de estradiol apds a retirada do dispositivo intravaginal
comparado aos animais que nao receberam suplementacado de estradiol. Porém, o
tratamento com eCG ndo afetou as concentragdes circulantes de estradiol no

periodo pré-ovulatorio (Figura 9).
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Efeito (média £ erro padrao da média) da eCG (A) e do ECP (B) na concentragao
plasmatica de estradiol desde o momento da retirada do CIDR (0Oh) até o momento
da aplicagdo de GnRH (48h) em vacas de leite de alta producéo. As aplicagdes de
eCG e ECP ocorreram no momento da retirada do CIDR conforme o grupo
experimental. *° P < 0,05; *® P < 0,10
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ApoOs combinar os subgrupos de animais em uma tabela para analise da
dinamica folicular proximo ao momento da ovulagao (Tabela 2), foi verificado que o
tratamento com eCG ndo afetou a porcentagem de animais apresentando
comportamento de estro antes de 48h apdés a retirada do dispositivo de
progesterona, o0 momento e a dispersdo das ovulagdes, o tamanho do foliculo
dominante 48h apds a retrada do CIDR e a porcentagem de animais que
apresentaram duplas ovulagdes (Tabela 2). Nao houve efeito do tratamento com
ECP no tamanho do foliculo ovulatério, no momento da ovulagdo, na porcentagem
de animais com duplas ovulagdes. Porém, a tabela de dindmica folicular final indica
que os animais que receberam ECP como indutor ovulatério apresentaram maior
variagao no momento das ovulagdes se comparado aos animais que nao receberam
ECP (Tabela 2 e Figura 11). Por outro lado, o tratamento com ECP no momento da
retirada do CIDR aumentou a porcentagem de animais que apresentam
comportamento de estro antecipado (< 48h apds a retirada do CIDR). Os animais
que apresentaram comportamento de estro precoce ovularam, em meédia, cerca de
12h antes e com maior variacdo se comparado com animais que ndo mostraram cio
antecipado (63,3 + 2,1h vs. 75,7 £ 1,2h; Figura 10).

Tabela 2 - Proporcéo de vacas que apresentaram cio antes de 48h apods a retirada do CIDR,
taxa de ovulagao, didmetro (média + erro padrdo da média) do foliculo dominante
(cm) 48h apds a retirada do CIDR, momento da ovulagao (h) apés a retirada do
CIDR (média * erro padrao da média), e porcentagem de duplas ovulagdes

n Cio <48h TX OVUL @ FD MOM. OVUL. DUPLA OVUL.

(%) (%) (cm) (h) (%)

eCG + ECP 25 32,0 84,0 1,36 £ 0,04 70,2+29 12,0
eCG 24 12,5 79,2 1,47 £ 0,06 729+ 21 12,5
ECP 24 20,8 87,5 1,43 £ 0,05 751 +27 20,8
Controle 23 8,7 82,6 1,31+ 0,06 748 +22 21,7

Contrastes ortogonais

Com ECP 49 26,52 85,7 1,40+ 0,03 72,7+2,0" 16,3
Sem ECP 47 10,6 ° 80,9 1,39+005 739%15" 17,0
ComeCG 49 22,4 81,6 1,42 + 0,04 71,5+1,8 12,2

Sem eCG 47 14,9 85,1 1,37 £ 0,04 75,0+ 1,8 21,3

ab Médias diferem estatisticamente; P < 0,05.
*Y Desvios padrao diferem estatisticamente; P < 0,05.
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Figura 10 - Momento da ovulagédo (média + erro padrao da média) apos a retirada do

CIDR em animais que apresentaram o comportamento de estro
(aceitagdo de monta) < 48h ou = 48h e que nao apresentaram cio. O
comportamento de estro foi verificado por observacdo visual com o
auxilio de um dispositivo para detecgdo de comportamento de aceitagéo
de monta (Kamar®; Kamar Inc., Steamboat Springs, CO) a cada 4h a
partir da retirada do CIDR até 96h. ®° médias diferem estatisticamente, P
< 0,05; ¥ desvios padrdes diferem estatisticamente, P < 0,05
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Figura 11 -  Distribuicdo do momento (h) da ovulagao apds a retirada do CIDR
conforme o grupo experimental

No ciclo estral subsequente a IATF, apesar da aparente diferengca numérica, o
tratamento com eCG ndo aumentou significativamente o volume do CL formado
apos a ovulagao sincronizada (P > 0,10). Porém, as concentrag¢des circulantes de P4
foram maiores (D12, P < 0,05) e tenderam a serem maiores (D14, P < 0,10) em

determinados dias do ciclo estral nos animais que receberam eCG (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito (média + erro padrao da média) da eCG no volume do CL (A) e
na concentracdo plasmatica de progesterona (B) durante o ciclo
estral subsequente ao uso de protocolos de IATF em vacas de leite
de alta producdo. *° P < 0,05; *® P < 0,10

Aparentemente, apesar da maior variagdo dos momentos de ovulagao

verificada apds o uso de ECP no momento da retirada do dispositivo, isto ndo afetou
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o volume e a capacidade esteroidogénica do CL formado apdés a ovulagéo

sincronizada (Figura 13).

Volume do CL (mm®)
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Figura 13 - Efeito (média + erro padrdo da média) do ECP no volume do CL (A) e
na concentracido plasmatica de progesterona (B) durante o ciclo
estral subsequente ao uso de protocolos de IATF em vacas de leite
de alta produgao



68

Um resultado inesperado encontrado no presente experimento foi o efeito da
condigdo corporal no volume e nas concentragdes circulantes de progesterona. Os
animais foram classificados em duas classes de condi¢ao corporal (< 2,75 ou = 2,75)
baseado nos dados de estudos recentes (MOREIRA et al., 2000; GALVAO et al.,
2004; SOUZA et al.,, 2007). Tais investigacbes encontraram menor taxa de
concepcdo em vacas de leite de alta producdo com condicdo corporal menor que
2,75. Foi verificado que o escore de condicdo corporal dos animais afetou o volume
(P < 0,05) e as concentracdes plasmaticas de progesterona (P = 0,08) no diestro
subsequente a IATF. Ficou evidente que animais de baixa condi¢ao corporal (< 2,75)
apresentaram menor volume e concentracdes de P4 circulantes nos dias 12 e 14 do
ciclo estral (Figura 14) se comparado com animais de maior (= 2,75) condigao

corporal.
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Figura 14 - Efeito (média £ erro padrdo da média) do escore de condigao corporal
(ECC, escala de 1 a 5; Edmonson et al., 1989) no volume do CL (A)
e na concentracao plasmatica de progesterona (B) durante o ciclo
estral apos o uso de protocolos de IATF em vacas de leite de alta

producdo. ** P < 0,05; *® P < 0,10
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4.2 TESTE DE FERTILIDADE A CAMPO

A tabela 3 mostra a taxa de concepcédo em todas as fazendas participantes do
experimento de acordo com a época do ano. Independente da época do ano, foi
detectada uma correlagdo negativa entre a porcentagem de animais com escore
corporal baixo e taxa de conepgao (r = - 0,22; P < 0,05). Os resultados de campo
apresentados na tabela 4 sdo indicativos que os animais no Grupo 2 apresentaram
taxas de concepg¢ao maiores que os animais do grupo Controle (33,8% vs. 28,9%; P
<0,05).
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Tabela 3 - Taxa de concepgao aos 33 dias apds IATF em vacas holandesas de alta

producdo de acordo com a fazenda, época do ano e porcentagem de vacas
com baixo escore corporal (ECC). As fazendas que participaram do
experimento na fase de verdo nao foram as mesmas que participaram do
experimento na fase de inverno

VACAS COM BAIXO TC***
FAZENDA EPOCA* n ECC** (%)
(%)

1 Y, 17 35,3 41,2
2 v 12 25,0 25,0
3 % 24 37,5 50,0
4 Y, 28 25,0 14,3
5 Y, 26 38,5 19,2
6 v 9 44.4 22,2
7 Y, 10 50,0 10,0
8 Y, 55 22,6 27,3
9 v 20 35,0 45,0
10 Y, 26 26,9 26,9
11 Y, 36 13,9 41,7
12 Y, 10 20,0 20,0
13 Y, 20 25,0 30,0
14 Y, 36 19,4 25,0
15 v 20 10,0 35,0
16 v 39 35,9 20,5
17 | 37 21,6 43,2
18 | 156 25,0 39,7
19 | 16 14,3 43,8
20 | 151 26,5 21,9
21 | 27 4,0 22,2
22 | 7 22,0 57,1

* Epoca = verdo (V) ou inverno (l).
** ECC = escore de condigao corporal (Edmonson et al., 1989).
***TC = taxa de concepgéao (numero de animais conceberam/numero total de 1As).
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Tabela4 - Taxa de concepcdo aos 33 dias apos IATF em vacas holandesas de alta
produgéo

Tratamento ECC* n TC** (%)

ECP + eCG 2,86 £ 0,02 196 29,1

eCG 2,87 £0,02 198 33,82

ECP 2,89 £ 0,02 194 30,9 %

Controle 2,89 0,02 194 28,9°

Contrastes ortogonais

Com ECP 2,87 £0,02 390 30,0

Sem ECP 2,88 £ 0,01 392 31,4
Com eCG 2,87 £0,02 394 31,5
Sem eCG 2,89 £ 0,02 388 29,9

* ECC = escore de condigéo corporal (Edmonson et al., 1989).
**TC = taxa de concepgao (numero de animais conceberam/namero total de IAs).
2P Médias diferem estatisticamente; P < 0,05.

Em geral, a taxa global de concepcéo foi afetada pelo local (Fazenda), escore
de condicao corporal e dias em lactagdao dos animais (P < 0,05). A presencga de CL
no inicio do protocolo de sincronizacdo, numero de partos, dias em lactacao e
producdo de leite ndo afetaram (P > 0,10) a taxa de concepgédo. Os dados sao
indicativos de que o uso de eCG no grupo 2 aumentou a taxa de concepgao de
animais de menor condicdo corporal comparado ao grupo Controle (Figura 7). Os
animais dos Grupos 1 e 3 apresentaram taxas de concepgao intermediarias (Tabela
3); porém, para ambos 0s grupos, os animais de menor condigdo corporal
apresentaram maiores taxas de concepg¢ao se comparados a animais de menor
condigcao corporal no grupo Controle (Figura 15). No entanto, os contrastes
ortogonais apresentados na tabela 3 ndo indicaram efeitos significativos da adig&o

de ECP ou eCG nas taxas de concepcao.
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Figura 15 - Taxa de concepg¢do para animais de condi¢cao corporal < 2,75 e = 2,75 (escala
de 1 a 5) conforme o grupo experimental. Letras diferentes entre colunas
diferem estatisticamente; P < 0,05.* O escore de condi¢ao corporal foi coletado

de um subgrupo de animais (n = 771)

Apesar do tratamento com ECP (G3) ter aumentado as taxas de concepgao

em animais de condigdo corporal < 2,75 comparado ao grupo Controle (G4), os

efeitos da utilizacdo da eCG em animais de menor escore corporal parecem ser mais

acentuados que a utilizacdo somente do ECP. Porém, ao contrario do esperado, o

uso da eCG associado ao ECP nao apresentou efeito aditivo na taxa de concepcgéo,

nem mesmo em animais de baixo escore corporal.
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5 DISCUSSAO

Estudos recentes demonstraram que o0 uso intenso de exames ultra-
sonograficos nao altera a expressao de estro, liberacdo de LH e ovulagédo
(ROELOFS et al.,, 2004), sendo assim o0s animais presentes nos subgrupos
envolvidos em exames ultra-sonograficos frequentes (fase 1 - dinamica folicular),
provavelmente, refletem de maneira real o que aconteceu em termos de dinamica
folicular nos animais que nao receberam exames ultra-sonograficos mais intenso
(fase 2 - teste de fertilidade a campo).

Os resultados apresentados na figura 8 mostram que existe uma correlagéo
negativa entre o nivel de produgéo de leite e o dia da emergéncia folicular apos o
tratamento com 2,0mg de BE associado ao CIDR. Burke et al. (2003), trabalhando
com 4 dosagens de benzoato de estradiol (0, 1, 2, 4 mg de BE) associados a
dispositivos intravaginais contendo progesterona, observaram que o dia da
emergéncia folicular em protocolos que associam dispositivos de P4 pode ser
atrasado com o uso de maiores doses de estradiol no dia da insercao do implante.
Ainda, estes pesquisadores observaram que o momento da emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular parece depender do clearance do estradiol da
circulagao, pois a emergéncia folicular somente ocorreu quando as concentragdes
de estradiol no sangue estavam baixas. Sangsritavong et al. (2002) encontraram
maiores taxas de metabolizagdo hepatica de horménios esterdides em animais de
alta producédo. Portanto, no presente estudo, provavelmente, os animais de mais alta
producdo leiteira metabolizaram mais rapidamente o estradiol exégeno, o que
desencadeou a emergéncia folicular mais antecipada nos animais de maior
produgdo. Portanto, os achados do presente estudo indicam que doses maiores de
estradiol devam ser utilizadas em animais de mais alta producdo (~ 35 Kg/dia ou
maior) de modo a atrasar o aparecimento de uma nova onda folicular e,
eventualmente, melhorar a eficiéncia da regressao de foliculos dominantes
presentes no dia da insercdo do dispositivo intravaginal, evitando a formacao de
possiveis foliculos persistentes (AHMAD et al., 1995).

O momento do pico de LH ndo diferiu entre os grupos e ocorreu em média
43,6 + 1,5h apds a retirada do CIDR. Em consequéncia, apesar dos indutores de

ovulagao ser diferentes entre os grupos 1 e 3 vs. 2 e 4, os momentos de ovulagcéo
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para os diferentes grupos experimentais foram similares (média geral = 73,7 £ 1,1h
apos a retirada do CIDR, n = 96). Os intervalos entre o pico de LH e ovulacao estao
de acordo com publicagdes recentes (ROELOFS et al., 2004), que relatam o tempo
entre o pico de LH e ovulagéo de 25,3 £ 0,6 h. Colazo et al. (2003) demonstraram
em uma série de 4 experimentos, utilizando novilhas de corte, que o ECP pode ser
utilizado no momento da retirada do dispositivo de progesterona de modo a causar
uma sincronia das ovulagdes que se equipara a utilizacdo do benzoato de estradiol
24h apés a retirada do dispositivo. Porém, os dados do presente experimento
indicam que os animais que recebam ECP como indutor ovulatério apresentaram
maior variagcado no momento do pico de LH e da ovulacéo apoés a retirada do CIDR se
comparado com os animais que receberam GnRH como indutor de ovulagao. Porém,
esta variacdo no momento do pico de LH ndo foi detectada quanto comparamos o
momento de da ovulagdo apds a retirada do dispositivo de progesterona,
provavelmente, devido as diferencas nos intervalos de coleta de sangue para
dosagem de LH (intervalos de 4h) e os intervalos entre exames ultra-sonograficos
para detecgdo da ovulagdo (intervalos de 12h). Eventualmente, a variacdo no
momento do pico de LH e ovulagdo pode ter sido uma das causas da auséncia do
efeito aditivo no aumento das taxas de concepg¢ao quando a eCG e o ECP foram
utilizados no mesmo protocolo (Grupo 1), pois a inseminagao pode ter sido efetuada
muito antecipadamente ou tardiamente em alguns animais nos grupos 1 e 3. Uma
das causas desta grande variagdo no momento da ovulagdo pode ser devido a
variagdo no nivel de producdo de leite e consequente variacdo no nivel de
metabolismo de esterdides entre os animais que foram utilizados neste experimento.

A utilizagdo de eCG n&o aumentou o tamanho do foliculo ovulatério e a
concentracdo circulante de estradiol 48h apds a retirada do CIDR. Estes achados
estdo de acordo com experimentos anteriores realizados em bovinos de corte
(BARUSELLI et al., 2004) e em bovinos de leite (VENERANDA et al., 2006). Por
exemplo, Veneranda et al. (2006), trabalhando com vacas holandesas
suplementadas ou nao com 400Ul de eCG no final do tratamento com dispositivo de
P4, verificaram que o tamanho do foliculo ovulatério foi similar entre animais que
receberam (15,0 = 0,7 mm) ou ndo eCG (16,2 =+ 0,7 mm). Porém, outros autores
relataram aumentos nos tamanhos do foliculo ovulatério apds o tratamento com eCG
em bovinos de corte em anestro (SA FILHO et al., 2004; MARANA et al., 2006).

Essa diferenca entre os experimentos pode ser devido a quantidade de LH
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endogeno liberado durante os tratamentos hormais. Vacas de corte em anestro
apresentam comprometimento na pulsatilidade de LH (WILTBANK et al., 2002).
Assim, o tratamento com eCG poderia atuar efetivamente aumentando o
crescimento folicular e o tamanho do foliculo ovulatério neste grupo de animais.
Vacas de leite apresentam menor incidéncia de anestro pés-parto associado com a
presenca de foliculos pequenos que vacas de corte (WILTBANK et al., 2000), motivo
pelo qual, provavelmente, ndo se verificou efeito positivo do tratamento com eCG no
didmetro do foliculo ovulatério no presente experimento.

A adicao de ECP no protocolo hormonal causou aumento na porcentagem de
animais apresentando comportamento de estro dentro de 48h apds a retirada do
CIDR. Além disso, os animais apresentando cio antes de 48h apods a retirada do
CIDR ovularam cerca de 12h antes e com maior variagdo no momento da ovulagao
se comparado aos animais que nao apresentaram cio antes de 48h. Estes dados
podem ser de grande importancia aplicada, sendo que os animais que apresentam
cio antecipado, provavelmente devam ser inseminados antecipadamente (por
exemplo, 12h apds a manifestagao de cio).

A condicdo corporal afetou (P < 0,05) as taxas de concepgado no grupo
Controle. Estes dados estdo de acordo com outras publicacbes em vacas de leite de
alta producdo submetidas a protocolos de IATF (SOUZA et al., 2007). Além disso, na
maioria destes experimentos, a taxa de concepg¢ao parece ser menor quando 0s
animais apresentam escore de condigdo corporal menor que 2,75 (MOREIRA et al.,
2000; GALVAO et al., 2004; SOUZA et al.,, 2007). Apesar disso, nos grupos
experimentais tratados com eCG e/ou ECP a taxa de concepc¢ao entre animais de
menor e maior condigdo corporal ndo foram diferentes (Figura15). Aparentemente,
ambos eCG e ECP aumentaram as taxas de concep¢do em animais de baixa
condigao corporal. Porém, os animais de menor ECC tratados somente com eCG no
final do protocolo hormonal (Grupo 2) apresentaram taxas de concepgdao maiores
que os animais de menor ECC que receberam somente o éster de estradiol (Grupo
3). Estes achados estdo de acordo com alguns experimentos realizados na América
do sul em vacas holandesas em sistemas de pastejo (VENERANDA et al., 2006; BO
et al., 2007). No estudo realizado por Veneranda et al. (2006), também foi verificado
que animais suplementados com eCG (Experimento 2), em um esquema de
tratamentos hormonais similares aos utilizados no presente experimento,

apresentaram maiores taxas de concepcgao (44,9%) se comparado ao grupo sem
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suplementacdo com eCG (30,0%). Porém, em um experimento seguinte, este
mesmo autor (VENERANDA et al., 2006 - Experimento 3) ndo verificou, apesar da
diferenga numérica, aumentos significativos nas taxas de concepcédo de animais
tratados com eCG (52,0%) comparado ao grupo controle (41,0%). Estes dados
contraditérios podem ser devido as eventuais diferentes porcentagens de animais
com baixo escore corporal presentes nos dois experimentos.

Provavelmente, o mecanismo fisiolégico que causou aumento na taxa de
concepcdo em animais de menor ECC é diferente apds o uso da eCG e ECP. O
transporte espermatico através do trato reprodutivo feminino é fundalmentalmente
dependente da motilidade do trato (HAWK, 1987). Foi demonstrado que o estradiol
pode alterar a motilidade do trato reprodutivo (HAWK et al., 1975a). No mesmo
estudo, estes pesquisadores observaram que o tratamento com estradiol pode
aumentar ndo somente o numero de contragdes uterinas, como também o numero
de contragdes em direcdo ao oviduto, o que poderia favorecer ainda mais o
transporte espermatico para o local da fertilizagdo. Hawk et al. (1975b) relataram que
a suplementacdo com estradiol foi benéfica para o transporte espermatico no trato
uterino de ovelhas. Neste estudo, a administracdo de pequenas doses de estradiol-
178 duplicou o numero de espermatozoéides que alcangaram a cérvix, € aumentou
em oito vezes 0 numero de espermatozdides que alcancaram o oviduto. Outros
autores encontraram efeitos positivos de maiores niveis de estradiol na fertilidade
(GADDUM-ROSSE et al.,, 1981; ORIHUELA et al.,, 1999, LOPES et al., 2007;
SOUZA et al.,, 2007). Além disso, varios estudos tém demonstrado que a
suplementacdo com estradiol antes da primeira ovulagcdo no pds-parto € capaz de
estender a fase luteinica e a produgédo de progesterona pelo corpo luteo (MANN;
HARESIGN, 2001), provavelmente pelo retardamento na liberacdo de PGF2a pelo
utero (MANN; LAMMING, 2000). Esta liberacdo de PGF2a mais tardiamente deve
estar relacionada com uma menor expressao de receptores para ocitocina no
endométrio de vacas com maiores concentragdes sanguineas de estradiol no pré-
estro (MANN; LAMMING, 2000). Porém, este ultimo mecanismo de agao,
provavelmente, ndo é a principal causa deste aumento nas taxas de concepgao nos
animais de baixo escore corporal, pois todos os animais receberam um tratamento
prévio de progesterona (dispositivo intravaginal por 8 dias) que, como observado
anteriormente (SILVIA et al., 1991), pode diminuir a liberagao prematura de PGF2a

pelo endométrio. Além disso, os achados do presente experimento mostram que o
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ECP nao modificou o perfil de liberagao de progesterona no ciclo estral subsequente
a ovulagao sincronizada.

A eCG parece estar melhorando a capacidade esteroidogénica do CL em uma
fase critica do desenvolvimento embrionario (Figura 12). Os mecanismos fisiolégicos
responsaveis pelo aumento das concentragdes plasmaticas de progesterona em
animais tratados com eCG pode estar relacionado com maior exposi¢cao aos efeitos
de LH da molécula do eCG no periodo periovulatorio. Pesquisas preliminaries
(ALILA; HANSEL, 1984) sugerem que uma das causas do aumento nas
concentragdes circulantes de progesterona durante o diestro esta relacionado com a
modificagdo da propor¢ao de células grandes ao longo do ciclo estral. Estes
pesquisadores mostraram que ao longo do diestro as células luteinicas pequenas se
diferenciam em células luteinicas grandes. Pesquisas posteriores (MEE et al., 1993)
também sugerem que maior exposi¢ao ao LH no periodo periovulatério pode alterar
a proporcao de células grandes (responsaveis por cerca de 80% da produgdo de
progesterona pelo CL) e, desta forma, aumentar a concentracdo plasmatica de
progesterona. Portanto, € possivel que a adicdo de eCG no momento da retirada do
CIDR possa ter aumentado a proporgéao de células luteinicas grandes no CL devido
a sua atividade de LH.

O tratamento com eCG na dose de 400 Ul é altamente recomendado quando
uma grande proporgédo dos animais se encontra em anestro (HUMBLOT et al., 1996;
BARUSELLI et al., 2004). Existem muitos relatos de aumentos na fertilidade apés a
incorporacao da eCG em protocolos para IATF (BARUSELLI et al., 2004). A melhora
na taxa de concepg¢ado 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 P4 circulante no diestro
(BARUSELLI et al., 2004), minimizando falhas no reconhecimento embrionario da
gestacdo (MANN; HARESIGN, 2001). No presente experimento, a eCG néo
aumentou a taxa de ovulagdo nos animais de menor escore corporal (com eCG =
87,5%, n =8 vs sem eCG = 100,0%, n = 10; P > 0,10). Porém, o numero limitado de
unidades experimentais com baixa condigdo corporal impossibilitou testar
conclusivamente se a melhora apds o uso de eCG possa ser devido a melhora na
taxa de ovulagao.

No presente experimento, aparentemente, os animais de menor condi¢ao

corporal apresentam menores niveis circulantes de progesterona se comparado aos



79

animais de maior condigcao corporal (Figura 14). Isto pode indicar que estes animais
apresentaram menor produgcdo de progesterona apos a ovulagdo, provavelmente
devido a menores concentracdes circulantes de LH durante o diestro. Isto pode ser
real se for considerado que, no presente experimento, a producao de leite foi similar
entre animais de menor e maior condi¢gao corporal (menor ECC = 33,0 + 2,6 kg/dia
vs maior ECC = 35,6 £ 1,0 kg/dia; P > 0,10). Por outro lado, foi demonstrado que
animais de menor condi¢gdo corporal apresentam maior ingestdo de matéria seca se
comparado com animais de maior condigdo corporal (GANSWORTHY; TOPPS,
1982). Além disso, os autores relataram que animais de menor condigdo corporal
produziram mais leite no pés-parto, o que nao foi o caso no presente experimento,
eventualmente devido a falta de poder estatistico para detectar diferengcas na
producao de leite (eventual erro tipo Il). Assim, também é possivel que os animais de
menor condi¢gdo corporal tenham realmente ingerido mais alimento, o que levou a
menores concentragdes séricas de progesterona (SANGSRITAVONG et al., 2002).
Portanto, a condicdo corporal e o consequente nivel de metabolismo hepatico de
esterdides e/ou a menor concentragdao de LH no diestro sdo provavelmente os
responsaveis pelas diferengcas de concentragéo de progesterona circulante entre os
grupos de baixa ou alta condicdo corporal. Nestes casos, o tratamento com eCG
poderia contribuir significativamente para melhorar a eficiéncia da IATF em vacas de
leite de alta producdo. No entanto, mais estudos sao necessarios para elucidar o
papel da condigcdo corporal na capacidade esteroidogénica e concentragao

circulante de progesterona no diestro de vacas de alta produgéo.
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6 CONCLUSOES

As hipoteses iniciais deste estudo foram parcialmente aceitas. Conforme a
hipétese inicial, o0 uso de eCG no momento da retirada do CIDR aumentou a taxa de
concepgao se comparado ao grupo controle (G2 > G4). Porém, esta melhora na
fertilidade apdés o uso de eCG é, exclusivamente, devido ao aumento na taxa de
concepcdo em vacas com menor escore de condigdo corporal. A hipétese do
aumento na taxa de concepgao apés o tratamento com ECP foi rejeitada (G3 = G4).
A hipotese do efeito aditivo na taxa de concepgao apds o tratamento com eCG e
ECP no momento da retirada do CIDR também foi rejeitada (G1 = G4). Portanto, os
achados deste estudo sio indicativos que o uso de eCG em protocolos de IATF que
utilizam dispositivos de progesterona aumentou as taxas de concepgado em vacas de
leite de alta producgado, provavelmente por aumentar os niveis de progesterona
circulante apds a ovulagdo sincronizada em animais de menor condigado corporal.
Mais experimentos sao necessarios para elucidar os possiveis mecanismos

fisiolégicos de agcdo da eCG em bovinos em lactagao inseminados em tempo fixo.



CAPITULO IT

Efeitos da eCG e do escore
de condi¢do corporal nas
caracteristicas do CL e
progesterona circulante

em vacas de leite
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1 HIPOTESE

Baseado nos resultados do experimento realizado no Capitulo I, a hipétese
do presente experimento € de que o0s animais com baixo escore de condicido
corporal apresentam menor volume de CL e menores concentragdes plasmaticas de
P4. Estes animais, quando tratados com eCG apresentariam maior volume de CL,
maior fluxo sanguineo no CL, maior proporgdo de células luteinicas grandes e

maiores concentracdes plasmaticas de P4 no diestro.
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2 OBJETIVOS

o Avaliar o efeito do tratamento com eCG e do escore de condigao corporal no
volume, na concentragdo plasmatica de P4, na concentragcédo plamatica de eCG, no
fluxo sanguineo e nas caracteristicas histolégicas do CL formado apds a ovulagéo

sincronizada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS E MANEJO

As unidades experimentais utilizadas foram vacas holandesas em lactagao,
provenientes de duas fazendas (n = 16, Fazenda A e n = 9, Fazenda B) do tipo Tie-
stall (Figura 1) localizadas na regido de Madison-WI/EUA. O periodo experimental foi
de Fevereiro a Margo de 2007. Os animais selecionados apresentavam escore de
condi¢ao corporal (ECC, EDMONSON et al., 1989) de 2,0 a 2,5 (grupo de menor
ECC) ou de 3,0 a 3,5 (grupo de maior ECC). A média de produgdo de leite
(calculada pela média diaria durante todo o periodo experimental) e de dias em
lactacdo (DEL) dos animais foi de 34,2 + 2,0 Kg/dia e 162,2 + 21,6 DEL,
respectivamente. A dieta de todos os animais era constituida, principalmente, a base
de silagem de milho e concentrado de milho e soja. Em todas as fazendas a dieta
foi balanceada para atingir ou exceder os requerimentos nutricionais minimos para
vacas holandesas em lactacédo (NRC, 2001). Todas as recomendagdes de boas
praticas de manejo com relagdo ao bem estar animal foram criteriosamente

respeitadas durante todo o periodo experimental.

Figura 1 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Tie-stall; Dairy
Cattle Center, Universidade de Wisconsin-EUA)
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3.2 HORMONIOS UTILIZADOS

Dispositivo intravaginal de progesterona (Eazi-Breed CIDR® containing 1,38 g
of P4, InterAg Company, Hamilton, New Zealand). Prostaglandina F2a (Lutalyse®,
Pfizer Animal Health, Kalamazoo, MI). Horménio liberador de gonadotrofina (GnRH,
Cystorelin®, Merial Limited, Iselin, NJ). Gonadotrofina Coridénica Equina (Folligon;
Intervet; Brasil). Oleo de sezamo e benzoato de estradiol (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). Alcool benzilico (EM Science, Cherry Hill, NJ). O benzoato de estradiol
(BE) foi diluido no alcool benzilico para produzir uma solugao inicial de 5 mg/mL. Em
seguida, o 6leo de sezamo foi adicionado nesta solugéo inicial de BE + alcool para
se obter uma solugéo final de 1mg/ml. Todos os tratamentos hormonais exceto o

dispositivo intravaginal foram realizados por via intramuscular.

3.3 PROTOCOLOS HORMONAIS UTILIZADOS

Todos os animais receberam 2 mg de Benzoato de estradiol e um dispositivo
intravaginal de progesterona (CIDR) no D10. No dia da retirada do dispositivo de P4
(D2), todas as vacas receberam um tratamento com PGF2a (Lutalyse). Neste
momento (D8), os animais foram homogeneamente divididos em 2 grupos: 1) eCG
(400 Ul) no Dia 8 + GnRH (100 mcg) apods 48h; e 2) GnRH (100 mcg) apds 48h. A
sequéncia de procedimentos durante todo o periodo de coleta de dados esta

representado na figura 2.



Animais com menor condigdo corporal (2,0 a 2,5):
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Biopsia do CL
+
Fazenda A Ultra-som
(Fluxo sanguineo do CL)

25mg PGF
BE +
2mg +400U1eCG  409meg GnRH
CIDR - 8d } }
48h
D-10 D-2 DO

|

Ultra-som
(Estruturas ovarianas)
Biopsia do CL
Animais com maior condigao corporal (3,0 a 3,5): Fazenda A UItratsom
(Fluxo sanguineo do CL)
25mg PGF
BE +
2mg +400U1eCG  400mcg GnRH
CIDR - 8d } } |
48h

D-10 D-2 DO D11

4\ Ultra-som 4\

(Estruturas ovarianas)

Figura 2 - Delineamento experimental (fatorial 2 X 2; condi¢cdo corporal X tratamento com

eCG)

3.4 AVALIACOES ULTRA-SONOGRAFICAS CONVENCIONAIS E COLETA DE

SANGUE

Na fazenda A, foram efetuados exames ultra-sonograficos e coletas de

sangue diariamente a partir do Dia 0 (momento da aplicagdo do GnRH) até o Dia 11.

Na fazenda B, os mesmos procedimentos ocorreram somente nos Dias 0, 4, 6, 8 e

11. O volume do CL foi calculado como descrito anteriormente no Capitulo |; sendo

que o volume da cavidade do CL, quando presente, foi descontado do volume final

do CL.



87

3.5 DOSAGENS HORMONAIS

As amostras de sangue foram coletadas na veia caudal, centrifugadas a 1600
x g por 20 minutos e as amostras de soro foram imediatamente acondicionadas em
temperaturas de - 20°C até o momento da analise hormonal para progesterona (P4)
e estradiol-17p3 (E2). A progesterona circulante foi avaliada utilizando o kit para P4-
RIA (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). Os valores do CV intra- e
interensaio para analise de P4 foram 4,3% e 0,6%, respectivamente. As amostras
para analise de estradiol foram duplamente extraidas com éter dietilico e analisadas
por RIA como descrito previamente (KULICK et al., 1999). Os valores do CV intra- e
inter-ensaio para a andlise de E2 foram 4,3% e 0,6%, respectivamente. A
sensibilidade foi de 0,08 ng/mL durante a dosagem de P4 e 0,6 pg/mL durante a
dosagem de E2. A concentragao circulante de eCG foi medida por RIA de LH equino
como descrito previamente (BOLT et al., 1990). A porcentagem de reagéo cruzada
para o ensaio de LH equino com a eCG foi de 1,0%, o CV intra-ensaio foi de 5,7%, e

o teste apresentou sensibilidade de 0,3 ng/mL.

3.6 EXAME ULTRA-SONOGRAFICO COLOR-DOPPLER

O fluxo sanguineo no CL foi determinado com o auxilio de um ultra-som
Doppler (Sonosite TITAN, Sonosite Inc., Bothell, USA) equipado com uma probe
linear de 6.1 Mhz multifrequencial. No modo color-Doppler, os sinias coloridos foram
utilizados para se determinar os sinais de fluxo sanguineo do CL. O ganho do foco e
ajustes de cor do ultra-som Doppler foram os mesmos durante todos os exames. O
sistema foi otimizado (modo “Low”) para aumentar a sensibilidade de detecgao do
fluxo sanguineo (TITAN™ Ultrasound System User Guide, Sonosite Inc., Bothell,
USA). O maximo tamanho da caixa de deteccado do fluxo sanguineo ou Regiao de
Interesse (RI) foi escolhida. O exame ultra-sonografico com o modo color-Doppler foi
efetuado no Dia 11 apds a ovulagdo sincronizada. Todos animais receberam
anestesia peridural-caudal (4 mL de Lidocaina 2%, Phoenix Pharmaceutical, Inc.,

EUA) antes do exame com color-Doppler. Imagens em tempo real do B-mode/color-
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Doppler foram gravadas com o auxilio de um sistema digital (Sony DCR-TRV38
MiniDV Digital Handycam Camcorder, Sony, Japao). As imagens foram gravadas
para posterior analise dos pixels. Uma imagem de cada CL e seu respectivo fluxo
sanguineo (porgao colorida na imagem) foi selecionada por apenas um técnico sem
conhecimento prévio dos grupos experimentais a partir dos videos de gravagdes do
exame ultra-sonografico de Doppler efetuada em 14 dos 16 animais na Fazenda A
(2 animais ndo ovularam). As imagens foram selecionadas baseadas no maior
didmetro do CL e na qualidade da imagem do fluxo sanguineo detectado pelo
Doppler. O numero de pixels coloridos nas 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 numero de pixels ndao coloridos como descrito
anteriormente (GINTHER et al., 2007).

3.7 BIOPSIA E MICROSCOPIA DO TECIDO LUTEINICO

A biopsia do CL foi efetuada no Dia 11, somente nos animais localizados na
Fazenda A. Todas as vacas receberam anestesia epidural-caudal (4 mL de
Lidocaina 2%, Phoenix Pharmaceutical, Inc., EUA) antes do procedimento de
biopsia. Foi utilizado um ultra-som com guia transvaginal (probe convexa de 7,5
Mhz, Aloka SSD-900V, Aloka Co., Wallingford, CT), com o auxilio de agulha para
bidpsia apropriada (Quick-core cutting needle; Cook Medical Inc, EUA). Em seguida,
2 amostras de tecido luteinico de cada animal foi colocado em solugéo de Bouin por
3 horas. Apds este periodo, as amostras de tecido luteinico foram colocadas em
solugédo aquosa de alcool etilico (70%). Apds 24 horas, foram preparados blocos de
parafina e 4 cortes de regides diferentes de cada bidpsia de CL foi corada com
solucdo de hematoxilina-eosina (HE). Em seguida, foram analisados aleatoriamente
8 campos por lamina (2 campos por corte por lamina). Foram avaliadas pelo menos
200 células por campo. O software GIMP® foi utilizado para a avaliacdo das células
luteinicas grandes e pequenas. A classificagdo histoldgica das células do CL foi

efetuada como descrito anteriormente (DIAZ et al., 2002).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de variaveis continuas foi utilizado o proc MIXED do SAS
(LITTELL et al.,, 1996). A unidade experimental “vaca” foi o objeto das medidas
repetidas ao longo do tempo. Probabilidades de P < 0,05 foram consideradas como
significantes, e probabilidades entre 0,05 e 0,10 foram discutidas como tendéncias.

Todos os dados estdo expressos como média + erro padrao da média.
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4 RESULTADOS

4.1 CONCENTRAGAO CIRCULANTE DE ECG

A figura 3 descreve o perfil das concentragdes circulantes de eCG atingidas
apos o tratamento com 400 Ul deste farmaco no momento da retirada do dispositivo
intra-vaginal de P4 (Dia -2). As concentragbes de eCG sanguineo parecem aumentar
de maneira constante até 48 horas apds a aplicagdo do farmaco e 72h depois do
tratamento os niveis circulantes de eCG se encontram em niveis basais (Figura 3).
Deste modo, as concentragdes de gonadotrofina equina no sangue das vacas em
lactacdo tratadas com eCG tendeu (P < 0,10) a ser diferente as 24h apos a
aplicacao, e foi significativamente (P < 0,05) diferente as 48 horas apds a aplicagéo
da eCG. Outro aspecto a ser relatado foi a grande variagdo da concentracéo de eCG

circulante, demonstradas pelas barras de erro padrao presentes na figura 3.

TRAT:P =0,72 —&— Controle (n = 8)
229 DIAP <0,01 —0— eCG (n = 8)
TRATxDIA:P = 0,32

2.0 A

1.8 ~

1.6 1

1.4

1.2 ~

1.0 1

0.8 -

0.6

Concentragao plasmatica de eCG (Ul/mL)

0-4 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias ap6s tratamento com 400Ul de eCG

Figura 3 - Concentragdo plasmatica de eCG (média + erro padrao da média) em vacas
holandesas em lactacdo apds aplicagdo de 400Ul de eCG. *® As médias diferem
estatisticamente, P < 0,05; As médias tendem a ser diferentes, 8 P < 0,10
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42 VOLUME DO CL E CONCENTRAGAO PLASMATICA DE PROGESTERONA

Nao houve interagdes significativas entre tratamento com eCG e a condigéo
corporal para nenhuma variavel estudada. O didmetro do foliculo dominante dos
animais que ovularam apods os protocolos hormonais nao foi afetado pelo tratamento
com eCG (eCG = 15,8 + 0,8 vs Controle = 16,0 £ 0,8; P = 0,71) ou escore de
condigao corporal (menor ECC = 15,2 + 0,8 vs maior ECC = 16,5+ 0,7; P = 0,35).

O tratamento com eCG nao alterou a concentracdo plasmatica de E2 no
momento da aplicacdo de GnRH (eCG = 3,7 + 0,3 pg/mL vs sem eCG = 3,6 + 0,2
pg/mL; P > 0,10). Em geral o volume do CL apresentou correlagédo positiva com a
progesterona circulante (r = 0,60; P = 0,04). Além disso, o volume do CL formado
apo6s a ovulacdo sincronizada foi afetado pelo tratamento com eCG e condicdo
corporal do animal. As vacas tratadas com eCG apresentaram maior (Dias 6, 8 € 11)
ou tenderam a apresentar maior (Dias 4, 7, 9 e 10) volume de tecido luteal se
comparado ao grupo de animais que néo recebeu nenhum tratamento com eCG.
Surpreendentemente, apesar do maior volume do CL no grupo tratado com eCG, os
niveis circulantes de P4 foram maiores (P < 0,05) no grupo de animais tratados com
eCG somente 11 dias apds a ovulagao sincronizada (Figura 4).

O ECC nao alterou as concentragdes plasmaticas de E2 no momento da
aplicagao do GnRH (menor ECC = 3,8 + 0,2 pg/mL vs maior ECC = 3,3 £ 0,3 pg/mL;
P > 0,10). De maneira similar, o escore de condi¢cao corporal dos animais parece ter
afetado o volume do CL e, mais acentuadamente, os niveis circulantes de P4 (Fig.
5). Como mostrado na figura 5, os animais de menor condigcdo corporal
apresentaram menor (Dias 8 e 11) ou tenderam a apresentar menor (Dias 4,6, 7,9 e
10) volume de CL se comparado aos animais de maior condigdo corporal. Do
contrario do ocorrido com os animais que receberam eCG, os efeitos da presenca de
maiores volumes de tecido luteinico nos animais de maior ECC afetaram os niveis
circulantes de P4 mais antecipadamente no diestro; sendo que diferencas
significativas na concentracdo de P4 foram detectadas ja nos Dias 4, 6 e 8 (Fig. 5)

entre os animais com baixo ou alto escore corporal.
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Figura 4 -

Dias ap6s a ovulagéo sincronizada

Efeito principal (média + erro padrdo da média) do
tratamento com eCG no volume do CL (A) e na
concentracao plasmatica de progesterona (B) apds a
ovulagdo sincronizada. *° As médias diferem
estatisticamente, P < 0,05; As médias tendem a ser
diferentes, B P < 0,10
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Figura 5 -

Dias apds ovulagao sincronizada

Efeito principal (média % erro padrao da média) do
escore de condigdo corporal (ECC) no volume do
CL (A) e progesterona circulante (B) apds a
ovulagdo sincronizada. *° As médias diferem
estatisticamente, P < 0,05; As médias tendem a ser
diferentes, 8 P < 0,10
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4.3 FLUXO SANGUINEO NO CL

Do total de 14 animais da Fazenda A, apenas 11 foram utilizados nas analises
de fluxo sanguineo do CL, 6 animais no grupo controle e 5 no grupo tratado com
eCG. Isto ocorreu pois 2 animais nao ovularam apés o protocolo de sincronizagao e
1 animal (grupo controle) apresentou ciclo curto. Além disso, 2 animais
apresentaram duplas ovulagdes e devido a grande quantidade de tecido luteinico e
certas limitagbes do equipamento portatil color-Doppler (caixa de imagem Doppler
menor que o tamanho do tecido luteinico), nao foi possivel avaliar adequadamente o
fluxo sanguineo no CL destes animais. Portanto, somente animais com ovula¢des
simples foram utilizados nas analises de pixels. A figura 6, mostra um exemplo do
aspecto das imagens feitas pelo ultra-som color-Doppler do fluxo sanguineo de dois
tipos de CL, um com alto e outro com baixo fluxo sanguineo.

Nao foi verificado interagcdo (P > 0,10) entre o tratamento com eCG e a
condigdo corporal em nenhuma variavel estudada. As caracteristicas do CL n&o
também parecem ter sido afetadas consideravelmente pelo tratamento com eCG ou
pelo ECC dos animais. Os dados apresentados na tabela 1, mostram que apenas a
area total em pixels do CL nos animais que receberam eCG tendeu (P = 0,10) a ser
maior que a area total do CL dos animais que nio receberam eCG. Porém, apesar
das diferengas numéricas, tanto o fluxo total de sangue no CL como a razao do fluxo
de sangue pela area total do CL nao foram afetadas pelo tratamento com eCG

(Tabela 1) ou pelo estado corporal dos animais experimentais (Tabela 2).
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Figura6 - Imagem de CL com alto (esquerda) ou baixo (direita) fluxo sanguineo
(colorido) com utilizagao de ultra-sonografia color-Doppler

4.4 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO CL

Como descrito anteriormente por muitos autores (DIAZ et al., 2002), foram
encontradas duas populagdes distintas de células luteinicas. A figura 7 mostra em
detalhe a presencga de células grandes (G) e pequenas (P) no corte histolégico de
CL no dia 11 ap6s a ovulacado. Nao foi verificada nenhuma alteragao na proporcao
de células grandes e pequenas, assim como no tamanho médio destas células
luteinicas em animais tratados ou ndo com eCG e de menor ou maior ECC (Tabelas
1e2).



Figura 7 - Corte histolégico de um CL no 11 dias apés a ovulagdo. Coloragdo em
HE. Note a presenga de 2 tipos de células luteais: grande (G) e
pequena (P)
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Tabela 1 - Efeito principal (média + erro padrdo da média) do tratamento com 400 Ul de
eCG nas caracteristicas ultra-sonograficas e histolégicas do CL de vacas
holandesas de alta produgao, 11 dias apds a ovulagéo sincronizada

eCG Controle P-value

Area total do CL 22016,0 £ 707,8 20265,5 + 1013,4 0.10
(pixels) (n=15) (n=6)

Area do fluxo sanguineo 9239,4 + 1608,5 7465,0 + 872,9

no CL (n=15) (n=06) 0,36
(pixels)

Razéao do fluxo 0,43 £ 0,08 0,37 £ 0,04 0.72
sanguineo/area total (n=5) (n=6)

Diametro médio das 26,45 + 0,62 26,95 + 0,53

células grandes (n=12) (n=11) 0,56
(um)

Diamentro médio das 11,88 £ 0,14 12,16 £ 0,14

células pequenas (n=12) (n=11) 0,17
(hm)

Razao das células 0,22 + 0,03 0,23 £ 0,04 0.94
grandes/pequenas (n=12) (n=11)

Tabela 2 - Efeito principal (média * erro padrdo da média) do escore de condig¢éo corporal
(maior ECC = 3,0 a 3,5; menor ECC = 2,0 a 2,5) nas caracteristicas ultra-
sonograficas e histolégicas do CL de vacas holandesas de alta produgao, 11
dias apés a ovulagdo sincronizada

Alto ECC Baixo ECC P-value
Area total do CL 20855,5 + 2191,5 21106,9 + 740,5 0,64
(pixels) (n=05) (n=6)
Area do fluxo sanguineo 5591,0 + 78,0 8867,2 + 954,6 0,23
no CL (n=05) (n=6)
(pixels)
Razao do fluxo 0,28 £ 0,03 0,43 £ 0,05 0,16
sanguineol/area total (n=5) (n=6)
Diametro médio das 25,56 £ 0,48 27,18 £ 0,47 0,61
células grandes (n=13) (n=10)
(bm)
Diamentro médio das 11,81 £ 0,14 11,97 £ 0,14 0,51
células pequenas (n=13) (n=10)
(hm)
Razao células 0,19+ 0,05 0,24 £ 0,02 0,31
grandes/pequenas (n=13) (n=10)
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5 DISCUSSAO

Existem muitas evidéncias de que utilizacdo de hormdnios que induzem
superstimulagdo induzem aumentos da vascularizacdo do CL (DOLDI et al.,
1997a,b). Outros autores, descreveram correlagdes positivas entre a expressao de
fatores de crescimento do endotélio vascular e o wuso de hormdbnios
superistumulantes como o FSH em ovinos (REDMED et al., 1996) e em bubalinos
(PAPA et al., 2006). Ainda, foi descrito recentemente altas correlagdes entre o nivel
de vascularizacédo do CL e a produgao de progesterona em bovinos (KOBAYASHI et
al., 2001). Porém, os achados do presente experimento ndo detectaram correlagdes
significativas entre a progesterona circulante e o nivel de vascularizagdo do CL,
detectado por meio de ultra-som color-Doppler (r = 0,47; P = 0,13). E possivel que,
no presente experimento, o numero limitado de observagbes tenha diminuido as
chances de deteccao destas correlagdes. Além de maior numero de observagoes, 0s
experimentos futuros devem utilizar equipamentos de maior sensibilidade na
deteccédo do fluxo sanguineo.

Devido aos possiveis efeitos da produgao de leite no volume do CL e na
progesterona circulante descritos por outros autores (SANGSRITAVONG et al.,
2002; SARTORI et al., 2002a), a produgéao de leite dos animais foi utilizada em todos
os modelos estatisticos para estas variaveis. Além disso, a producao de leite média
durante todo o periodo experimental nao diferiu (P > 0,10) entre os grupos (sem
eCG e menor ECC = 32,1 + 2,9; sem eCG e maior ECC = 35,3 £ 5,5; com eCG e
menor ECC = 35,5 £ 4,8; com eCG e maior ECC = 34,0 £ 3,1). Portanto, o nivel de
producdo de leite e, por consequéncia, a taxa do metabolismo hepatico de
horménios que poderia afetar a concentracao circulante de P4 e o volume do CL foi
semelhante (P > 0,10) entre os grupos.

Apesar do tratamento com eCG aumentar o volume do CL anteriormente se
comparado com animais que nao receberam eCG, as concentragcdes de
progesterona circulantes somente foram maiores mais tardiamente durante o diestro.
Isto pode indicar que doses maiores de eCG sejam necessarias para aumentar
consistentemente a progesterona circulante de vacas de leite de alta produgéo. Além
disso, no presente experimento, o escore de condicdo corporal parece afetar de

maneira mais consistente o volume e principalmente as concentragcdes de
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progesterona no diestro, provavelmente devido a menor concentracdo de LH
circulante nos animais de menor condi¢ao corporal ou sob balangco energético
negativo (BUTLER et al., 1989). Portanto, se a eCG pode aumentar a capacidade
esteroidogénica do CL, maiores doses deste farmaco devem ser necessarias em
vacas de leite de alta producdo, principalmente para animais de menor escore
corporal.

As células luteinicas esteroidogénicas podem ser classificadas em células
grandes e pequenas. Em geral, as células luteinicas grandes apresentam certas
caracteristicas como o didametro entre 23 a 50um, nucleo esférico, presenca de
granulos nucleares. Além disso, as células grandes apresentam menor razao
nucleo/citoplasma que as células pequenas. As células pequenas apresentam
didmetro entre 12 a 22um, e nucleo de formato irregular (DIAZ et al., 2002). Estudos
anteriores (SCHMITT et al., 1996), observaram aumento no tamanho médio de
células luteinicas pequenas apds o estimulo com dois tipos de tratamentos
hormonais (Controle = 11,6uym; GnRH = 12,3um; e hCG = 13,1uym). Este mesmo
estudo também encontrou uma tendéncia de aumento do tamanho médio das
células luteinicas grandes nos animais tratados (Controle = 28,1uym; GnRH =
31,4um; e hCG = 30,9um). Além disso, Schmitt el al. (1996) ndao encontraram
diferengas no numero e proporgédo de células grandes e pequenas apos o estimulo
gonadotrofico. Os dados do presente experimento n&do indicam nenhuma
modificagdo do tamanho ou proporgao de células grandes e pequenas no CL, o que
contraria os achados em relagao a variagdo do volume do CL conforme tratamento
com eCG e escore de condigao corporal. Assim, a diferenca no volume do CL dos
animais tratados ou nao com eCG, e com diferentes escores de condicdo corporal
pode estar relacionada ao numero total de células esteroidogénicas (grandes e
pequenas), aos outros tipos de células presentes no CL (ex: células endoteliais e
pericitos), ou mesmo devido ao espacgo intercelular dentre os diferentes tipos
celulares. Por exemplo, como descrito por Doldi et al. (1997a,b), o tratamento com
eCG pode aumentar a quantidade de tecido endotelial e consequentemente o
volume total do CL.

Em relagdo ao aumento da concentracdo plasmatica de progesterona no
diestro, estudos anteriores demonstraram que maiores niveis de LH no inicio do ciclo
estral parecem aumentar a produgao de progesterona pelo corpo luteo (PETERS et

al., 1994). Assim, é possivel que o aumento da progesterona circulante seja devido a
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maior exposi¢cao ao LH no inicio do diestro nos animais tratados com eCG. Porém, é
sabido que estes maiores niveis de LH, provavelmente, atuam somente em células
luteinicas pequenas, devido ao maior numero de receptores para LH neste tipo de
célula (DIAZ et al., 2002). Um possivel mecanismo pelo qual o LH pode aumentar a
producao de progesterona pode estar relacionado com a proteina StAR (KOHEN et
al., 2003). Esta proteina é responsavel pelo transporte do colesterol para o interior
da mitocdndria no processo de produgdo de progesterona. Os estudos realizados
por Kohen et al. (2003) sugerem que o aumento das concentragdes circulantes de
progesterona apos o tratamento com hCG estido relacionados as maiores taxas de
transcricdo do gene para proteina StAR. Mais estudos sdo necessarios para elucidar

os eventuais mecanismos de acéo fisiolégicos do eCG no CL de bovinos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente experimento confirmam a hipétese de que animais
de menor condicdo corporal apresentariam menor volume e concentracdo
plasmatica de progetrona no diestro. Porém a hipétese de que a eCG aumentaria o
volume e a concentragdo plasmatica de progesterona no diestro somente em
animais de menor condigédo corporal foi rejeitada, pois n&o foi verificada a interagéo
entre o tratamento com eCG e a condicdo corporal. O tratamento com eCG
aumentou o volume do CL, porém se verificou elevacdo das concentragdes
plasmaticas de progesterona somente 10 dias apds a ovulagédo. O escore corporal
dos animais afetou tanto o volume quanto a concentragdo de progesterona a partir
de fases iniciais do diestro. A quantidade de fluxo sanguineo no CL e as
caracteristicas das células luteinicas grandes e pequenas nao foram alteradas apos
o tratamento com eCG ou em animais de baixo ou alto escore condigao corporal,

contrariando a hipotese inicial deste estudo.



CAPITULO IIT

Tipo de CIDR (novo ou
usado) e do uso de ECP
em protocolos que utilizam
GnRH como indutor

ovulatorio em vacas de leite
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1 HIPOTESE

O tratamento com ECP no final de protocolos hormonais que utilizam eCG
(para aumentar a capacidade esteroidogénica do CL) e GnRH (para causar maior
sincronizagao do momento da ovulagdo) aumenta a taxa de concepg¢ao em vacas
de leite de alta producdo. Ainda, a taxa de concepc¢ao apds o uso do dispositivo
intravaginal novo é similar a taxa de concepgao apdés o uso do dispositivo usado

(previamente usado por 8 dias).
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da aplicacdo de ECP na taxa de concepcdo apds o uso de
protocolos que utilizam eCG no momento da retirada do dispositivo de progesterona

e GnRH como indutor ovulatério em dois periodos do ano (verao x inverno).

Comparar a taxa de concepgao entre o dispositivo intravaginal novo (sem
prévia utilizagao) e o usado (previamente utilizado por 8 dias) na taxa de concepgao

de vacas holandesas de alta produgao em dois periodos do ano (verao x inverno).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS E MANEJO

As unidades experimentais utilizadas foram vacas holandesas em lactagao (n
= 198, no verdo; n = 190, no inverno). A média de dias em lactagdo dos animais
tratados no verao foi de 196,1 + 10,8 dias e no inverno foi de 188,5 + 8,6 dias. O
experimento foi efetuado em 1 rebanho leiteiro sob sistema confinado do tipo Free-
stall (Figura 1), localizado no estado de Sdo Paulo (Fazenda Santa Rita S/A). O
periodo experimental foi de Janeiro a Fevereiro de 2007 (verédo) e de Julho a Agosto
de 2007 (inverno). A dieta de todos animais era constituida, principalmente, a base
de silagem de milho e concentrado de milho e soja. A dieta foi balanceada para
atingir ou exceder os requerimentos nutricionais minimos para vacas holandesas em
lactacdo (NRC, 2001). Todas as recomendagdes de boas praticas de manejo com
relacdo ao bem estar animal foram criteriosamente respeitadas durante todo o

periodo experimental.

| .

Figura 1 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Sala de
ordenha - Fazenda Santa Rita, Descalvado — S&o Paulo)
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3.2 HORMONIOS UTILIZADOS

Dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR contendo 1,38 g de P4; Pfizer)
novo (sem prévia utilizagdo) e usado (previamente utilizado por 8 dias). Benzoato de
estradiol (2 mg; Estrogin; Pharmavet). Prostaglandina F2a (25 mg; Lutalyse; Pfizer).
Cipionato de estradiol (1 mg; ECP; Pfizer). GnRH (100 mcg; Fertagyl; Intervet).
Gonadotrofina Coridnica Equina (400 Ul; Folligon; Intervet). Todos os tratamentos

hormonais exceto o dispositivo intravaginal foram realizados por via intramuscular.

3.3 PROTOCOLOS HORMONAIS UTILIZADOS

Todos os animais receberam 2 mg de Benzoato de estradiol (Estrogin) e um
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) no DO. Sendo que metade dos
animais recebeu dispositivos de progesterona previamente utilizados por 8 dias. No
dia da retirada do dispositivo de P4 (D8), todas as vacas receberam um tratamento
com PGF2a (25 mg, Lutalyse) e eCG (400 Ul, Folligon). Neste momento (D8), os
animais foram homogeneamente divididos em um delineamento fatorial 2 x 2 em 4
grupos: G1) CIDR novo + eCG (400 Ul) + ECP (1 mg) no Dia 8; G2) CIDR usado +
eCG (4 00UIl) + ECP (1 mg) no Dia 8; G3) CIDR novo + eCG (400Ul) no Dia 8; G4)
CIDR usado + eCG (400Ul) no Dia 8. Todos os animais receberam uma dose de
GnRH 48h apés a retirada do dispositivo de progesterona e foram inseminados em
tempo fixo 8 as 10h apés a aplicagcdo de GnRH (Delineamento experimental, Figura
2). As taxas de concepgao foram verificadas por meio de exames ultra-sonograficos

30 e 60 dias apds a inseminagao.
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1mg ECP
+
400Ul eCG
BE +
CIDR novo ou usado I |
8-10h
5o D8 48h
400Ul eCG
BE +
2mg PGF GnRH - 100mcg IATF
CIDR novo ou usado | |
8-10h
5 - 48h

Figura 2 - Delineamento experimental (fatorial 2 X 2; tipo de CIDR X tratamento com ECP)

3.4  ANALISE ESTATISTICA

Os dados binomiais foram analisados com o proc GLIMMIX do SAS, e a

unidade experimental “vaca” foi incluida no modelo estatistico como variavel de

efeito aleatdrio. As informacdes de dias em lactagdo, numero de inseminacdes

prévias e numero de lactagcbes de cada animal, assim como suas interacdes, foram

utilizadas nos modelos estatisticos. Probabilidades de P < 0,05 foram consideradas

como significantes, e probabilidades entre 0,05 e 0,10 foram discutidas como

tendéncias. Todos os dados estdo expressos como medias + erro padrao da média.
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4 RESULTADOS

41 RESULTADOS DE CONCEPCAO DURANTE O VERAO

Na tabela 1 esta apresentada a taxa de concepg¢ao durante o verao de acordo
com o grupo experimental aos 30 e 60 dias apds a IATF. Em geral, ndo houve
diferencas estatisticas (P > 0,10) na taxa de concepcédo entre os tratamentos
hormonais. Além disso, ndo houve interacéo entre o tipo de CIDR e a utilizagdo de
ECP na retirada do dispositivo na taxa de concepgado (P > 0,10). Os dados
observados nos efeitos principais, indicam uma tendéncia (P = 0,09) de melhora na
taxa de concepgao aos 30 dias apds a IATF, e melhora (P < 0,05) na taxa de
concepgao aos 60 dias apos a IATF nos animais tratados com dispositivos
intravaginais usados (previamente utilizados por 8 dias) quando comparados aos
animais tratados com dispositivos novos. Ainda, independentemente do tipo de
dispositivo utilizado (novo ou usado), o tratamento com 1 mg de ECP no momento
da retirada do CIDR nao alterou (P > 0,10) a taxa de concepgao em vacas de leite

de alta producédo durante o verao (Tabela 1).
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Tabela 1 - Taxa de concepgao aos 30 e 60 dias apods IATF em vacas holandesas de
alta producao inseminadas durante o verédo, e tratadas com CIDR novo ou
previamente utilizado por 8 dias com ou sem adigdo de 1 mg de ECP no
D8 (fatorial 2 x 2)

Tratamento n TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 52 19,2 17,3
CIDR usado com ECP 49 24,5 24,5
CIDR novo sem ECP 49 12,2 10,2
CIDR usado sem ECP 48 22,9 22,9

Efeitos principais

Com ECP 101 21,8 20,8
Sem ECP 97 17,5 16,5
CIDR novo 101 15,8 A 13,9°

CIDR usado 97 23,7° 23,7°

*TC = taxa de concepgao (numero de animais que conceberam/numero total de IAs)
2b \édias diferem estatisticamente; P < 0,05.
AB Médias tenderam a ser diferentes estatisticamente; P < 0,10.

4.2 RESULTADOS DE CONCEPCAO DURANTE O INVERNO

A tabela 1 esta apresentada a taxa de concepcdo durante o inverno de
acordo com o grupo experimental aos 30 e 60 dias apos a IATF. Em geral, n&o
houve diferengas estatisticas (P > 0,10) na taxa de concepgao entre os tratamentos
hormonais. Além disso, ndo houve interagcao entre o tipo de CIDR e a utilizagao de
ECP na retirada do dispositivo na taxa de concepcéo (P > 0,10). A melhora na taxa
de concepgdo nos animais tratados com dispositivos intravaginais usados
(previamente utilizados por 8 dias) quando comparados aos animais tratados com
dispositivos novos nao foi verificada no periodo do inverno. De maneira similar aos
resultados da fase de verao, o resultado do peiodo do inverno, é sugestivo de que o
tratamento com 1 mg de ECP no momento da retirada do CIDR néo alterou (P >

0,10) a taxa de concepgédo em vacas de leite de alta produgéo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Taxa de concepcao aos 30 e 60 dias apods IATF em vacas holandesas de alta
producdo inseminadas durante o inverno, e tratadas com CIDR novo ou
previamente utilizado por 8 dias com ou sem adigdo de 1 mg de ECP no D8
(fatorial 2 x 2)

Tratamento n TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 48 35,4 31,3
CIDR usado com ECP 48 41,6 354
CIDR novo sem ECP 47 42.6 344
CIDR usado sem ECP 47 447 38,3

Efeitos principais

Com ECP 96 38,5 33,3
Sem ECP 94 43,6 36,2
CIDR novo 95 38,9 32,6
CIDR usado 95 43,2 36,8

*TC = taxa de concepgao (numero de animais que conceberam/numero total de IAs)

4.3 RESULTADOS DE CONCEPGAO DURANTE O VERAO E O INVERNO
(DADOS COMBINADOQOS)

Independente do grupo experimental, os animais inseminados durante o
periodo de inverno (n = 190) apresentaram maior (P < 0,01) taxa de concepgéo aos
30 dias (inverno = 41,1% vs verao = 19,7%) e 60 dias (inverno = 34,7% vs verao =
18,7%) apds a IATF se comparado com os animais inseminados durante o verao (n
= 198). Porém, a época do ano, apesar da diferenga numérica a favor do verao, nao
parece ter influenciado a taxa de perda gestacional entre os 30 e 60 dias (inverno =
6,3% vs verao = 1,0%).

Nao houve interacdo CIDR*época do ano, ECP*época do ano, ou
CIDR*ECP*época do ano na taxa de concepcao e perda gestacional (P > 0,10).

Assim, os dados de concepg¢ao por época do ano serdao descritos de maneira
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combinada. Nao se verificou diferengcas na perda gestacional entre os 30 e 60 dias
entre os grupos experimentais. Nao houve efeito (P > 0,10) da adicdo do ECP no
momento da retirada do CIDR na taxa de cocnepc¢ao. Os efeitos principais da
comparagdo da taxa de concepgdo entre os tipos de CIDR (novo ou usado)
apresentou tendéncia (P < 0,10) de melhora na taxa de concepg¢ao aos 60 dias apos
a IA nos animais tratados com CIDR reutilizado se comparado aos animais tratados
com CIDR novo (Tabela 3).

Tabela 3 - Taxa de concepcao aos 30 e 60 dias apos IATF em vacas holandesas de alta
producao inseminadas durante duas épocas do ano (inverno e verdo), e tratadas
com CIDR novo ou previamente utilizado por 8 dias com ou sem adi¢gao de 1 mg
de ECP no D8 (fatorial 2 x 2)

Tratamento n TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo com ECP 100 27,0 24,0
CIDR usado com ECP 97 33,0 29,9
CIDR novo sem ECP 96 271 21,9
CIDR usado sem ECP 95 33,7 30,5

Efeitos principais

Com ECP 197 29,9 26,9
Sem ECP 191 30,4 26,2
CIDR novo 196 27,0 230"

CIDR usado 192 33,3 30,2°

*TC = taxa de concepgao (numero de animais que conceberam/numero total de IAs)
AB Médias tenderam a ser diferentes estatisticamente; P < 0,10.
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5 DISCUSSAO

Em geral, durante o verdo, as taxas de concepcdo foram baixas.
Provavelmente, devido ao estresse calodrico verificado durante esta fase de
realizagdo do experimento. Sendo que diminui¢des da ordem de 20 a 30% nas taxas
de concepgdo sdao comuns nos meses mais quentes do ano em vacas de leite de
alta producdo (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003).

A utilizagcdo de 1 mg de ECP no momento da retirada do CIDR provavelmente
aumentou as concentragdes circulantes de estradiol. Trabalhos recentes (SOUZA et
al., 2005; SELLARS et al., 2006) descrevem aumentos ou tendéncia no aumento da
concentragao circulante de estradiol apés o tratamento com 0,25 (SELLARS et al.,
2006) ou 1 mg de ECP (SOUZA et al., 2005) em vacas de alta producéo. Porém, ao
contrario do esperado, a suplementacdo com ECP no momento da retirada do
dispositivo intravaginal ndo melhorou significativamente as taxas de concepgao dos
animais sincronizados. Estes dados estdo de acordo com outros autores, os quais
nao encontratam aumentos na taxa de concepgdo apdés o uso de estrégenos
proximo a ovulagao sincronizada (LOPES et al., 2000; PANCARCI et al., 2002;
KASIMANICKAM et al., 2005; SELLARS et al., 2006). Porém, alguns autores
descreveram aumentos na taxa de concepcdo apds a suplementagcdo com
estroégenos no final dos protocolos de IATF (FIKE et al., 1997; COLAZO et al., 2004).
Este aumento na fertilidade pode estar relacionado as maiores concentragdes de
estradiol antes da ovulacdo com consequente melhora no transporte espermatico
(HAWK et al.,, 1975a; GADDUM-ROSSE et al., 1981; ORIHUELA et al., 1999) e
diminuicdo da porcentagem de animais apresentando ciclos de curta duragao
(MANN; LAMMING et al., 2000; MANN; HARESIGN, 2001). Porém, um estudo
recente (SOUZA et al., 2007), utilizando vacas holandesas de alta produgéao,
relataram que eventuais aumentos na taxa de concepcdo apds a suplementacao
com estrégenos antes da ovulagdo sincronizada pode depender do escore de
condigao corporal, dos dias em lactagdao, e do tamanho do foliculo ovulatério do
animal. Estas variaveis podem ser a resposta para os resultados inconsistentes dos
experimentos citados que tentaram relacionar a suplementacdo com estradiol
proximo a ovulagao e taxa de concepcgao. Além destes fatores, € possivel que no

presente estudo a morte embrionaria precoce devido ao estresse térmico (DE
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RENSIS; SCARAMUZZI, 2003) tenha mascarado os eventuais efeitos na melhora do
transporte espermatico e fertilizagao apds a suplementagao com estradiol.

Alguns relatos anteriores (MACMILLAN et al., 1991; MACMILLAN;
PETERSON, 1993) indicam que o CIDR libera progesterona por pelo menos 15 dias
e, deste modo, este tipo de dispositivo intravaginal de progesterona potencialmente
pode ser utilizado por pelo menos 2 vezes em protocolos de sincronizagdo de
ovulacdo. O presente estudo, parece confirmar a possibilidade da utilizagdo do CIDR
previamente utilizado por 8 dias em protocolos de IATF que associam benzoato de
estradiol e dispositivos contendo P4 em vacas de leite de alta producido. Na verdade,
a tendéncia de melhora aos 30 dias e a melhora aos 60 dias apds a IATF nas taxas
de concepcdo no Grupo CIDR re-utilizado foi inesperada. Outros dois estudos,
utilizando novilhas e vacas de corte, também compararam o uso de CIDR novos ou
reutilizados em protocolos de IATF (COLAZO et al., 2004; SENEDA et al., 2004). De
maneira semelhante aos resultados do presente experimento, Seneda et al. (2004),
utilizando novilhas de corte cruzadas, tratadas com CIDR novos ou previamente
utilizados por 8 dias também n&o encontraram diferencas no tamanho do foliculo
ovulatério (novo ~ 8,7mm vs. usado ~ 9,8mm) e na taxa de concepg¢ao (novo =
49,8% vs. usado = 44,0%). Colazo et al. (2004) realizou uma série de 3
experimentos para comparar a taxa de concepg¢ao entre animais tratados com
CIDRs novos ou reutilizados. Em geral, Colazo et al. (2004) n&o encontraram
nenhuma diferenga na taxa de concepgao (Experimento. 1 tostos estao por extenso -
novilhas de corte; CIDR novo = 48,3% vs CIDR usado = 46,2%). O mesmo grupo de
pesquisa encontrou em um outro experimento, utilizando vacas e novilhas de corte,
maiores taxas de concepgdo em animais tratados com dispositivos intravaginais
reutilizados por uma vez comparado a animais tratados com dispositivos reutilizados
por duas vezes (CIDR reutilizado uma vez = 62,4% vs CIDR reutilizado duas vezes =
48,4%). Em um terceiro experimento, os autores compararam o uso de 1 CIDR novo,
1 CIDR reutilizado por uma vez, 1 CIDR reutilizado por duas vezes, e 2 CIDRs
reutilizados por duas vezes. Colazo et al. (2004) ndo encontraram diferencga
estatistica entre os grupos em termos de taxa de concepcgao apds a IATF. Estes
autores concluiram que a utilizagdo de CIDR reutilizado por uma vez apresenta
taxas de concepgao similares ao uso do CIDR novo, mas que porém dispositivos
reutilizados por 2 vezes apresentam menores taxas de concepg¢ao se comparado ao

uso de CIDR novo ou reutilizado por uma vez. Por outro lado, outros pesquisadores
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observaram que maiores niveis de progesterona circulante durante a fase de
crescimento da onda folicular podem produzir odécitos mais viaveis (MIHM et al.,
1994; REVAH; BUTTLER, 1996), e consequente maior taxa de concepgao
(FONSECA et al.,, 1994; XU et al.,, 1997). Portanto, os resultados do presente
experimento, sugerem que os niveis de progesterona atingidos durante o uso do
CIDR usado durante o protocolo de IATF nao foi suficientemente baixo para afetar a
fertilidade dos odcitos.

Cerri et al. (2005), utilizando vacas de leite de alta produgdo, comparou a
concentracdo de progesterona circulante em animais tratados com dispositivos
intravaginais novos ou usados (previamente utilizados por 7 dias). Cerri e
colaboradores observaram um efeito significativo do tipo de dispositivo, sendo que
0os animais tratados com dispositivos re-utilizados apresentaram menores
concentragbes circulantes de P4 a partir do segundo dia apds a insergdo dos
dispositivos intravaginais. Portanto, os diferentes niveis de P4 circulantes podem ter
afetado a dinamica folicular (CARVALHO et al., 2008), provavelmente modificando o
padrao de liberacdo de LH durante o periodo do implante. Neste sentido, muitos
autores descreveram o aumento da pulsatilidade do LH em animais com menores
concentragdes circulantes de P4 (KINDER et al., 1996; KIM et al., 2003). Ainda, a
maioria dos trabalhos relacionando a liberagcdo de LH em diferentes épocas do ano,
em geral, a maioria dos experimentos observaram que animais sob estresse térmico
apresentam pulsos de LH de menor amplitude e frequéncia; porém outros estudos
nao encontraram estes resultados (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003). Uma das
razdes para essa menor liberacdo de LH pode estar relacionada ao bloqueio dos
pulsos de GnRH e LH em animais sob estresse e com altas concentragdes de
corticosteréides no sangue (GILAD et al., 1993). Ainda, foi relatado que animais sob
estresse térmico apresentam menor ingestdao de matéria seca, o que pode aumentar
o balango energético negativo e diminuir a liberacdo de LH (DE RENSIS;
SCARAMUZZI, 2003). Assim, frente aos dados do periodo do verdo no presente
estudo, podemos especular que os menores niveis de P4 circulantes nos animais do
grupo CIDR usado podem ter proporcionado aumento na frequéncia dos pulsos de
LH e, consequentemente, na taxa de crescimento folicular. Isto pode ter
proporcionado foliculos ovulatérios de maior tamanho nos animais tratados com
CIDR reutilizados se comparado com animais tratados com CIDR novos. Desta

forma, como descrito em por muitos autores em vacas de corte (PERRY et al., 2005)
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e leite (LOPES et al., 2007; SOUZA et al., 2007), animais com foliculos ovulatérios
maiores normalmente tem maiores taxas de concepcédo se comparado com animais
que ovulam foliculos menores. Porém, mais experimentos sdo necessarios para
confirmar o possivel beneficio de menores concentragdes de P4 durante protocolos
de IATF em vacas de leite sob estresse térmico. Apesar da possibilidade de
reutilizagdo do CIDR em protocolos de IATF, devido a aspectos de biosegurancga, um
cuidado especial deve ser tomado na higienizagdo de dispositivos intravaginais

reutilizados devido a possibilidade de transmissao de doencas.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que, em vacas holandesas de alta producdo sincronizadas tanto
no verao quanto no inverno, o uso de cipionato de estradiol no final do protocolo nao
melhorou as taxas de concepc¢ao, contrariando a hipoétese inicial deste experimento.
Verificou-se que o uso do CIDR previamente utilizado por 8 dias pode ser uma boa
opgao em protocolos de IATF que associam BE e dispositivos intravaginais para
sincronizar a onda folicular em vacas de leite de alta produc¢do. Mais experimentos
sdo necessarios para se verificar a repetibilidade destes achados e possiveis
explicacdes fisioldgicas que podem determinar o sucesso deste tipo de tratamento

hormonal.



CAPITULO IV

Variagoes no momento da
LATF e da aplicagdo do
GnRH na dindmica
folicular e taxa de concepg¢do

em vacas de leite
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1 HIPOTESES

As principais hipoteses desta série de dois experimentos sdo: Experimento 4)
O atraso na aplicacdo do GnRH de 48h para 56h e da IATF 16h apds o GnRH
melhora a taxa de concepcgado em vacas de alta produgao; Experimento 5) A taxa de
concepgao € similar entre o grupo tratado com GnRH 48h e IATF 56h apds a
retirada do CIDR (4 manejos) comparado com o grupo tratado com GnRH no
momento da IATF (56h apds a retirada do CIDR; 3 manejos); e Experimento 4 e 5)
A taxa de concepcgao sera similar apdés o uso do CIDR novo ou previamente

utilizado por 8 dias.
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2 OBJETIVOS

Comparar o efeito da aplicagdo do GnRH (48h vs 56h vs Controle-sem GnRH)
e do tipo de CIDR (novo vs usado) no tamanho do foliculo ovulatério e no momento

de ovulagao apds a retirada do CIDR (Fase 1 - Experimento 4: dindmica folicular).

Comparar o efeito do atraso na aplicagdo do GnRH (48h vs 56h) em vacas
holandesas de alta producéo inseminadas em tempo fixo 16h apés o GnRH (Fase 2,

Experimento 4).

Comparar o efeito da aplicacdo de GnRH 48h apds a retirada do CIDR (4
manejos) ou no momento da inseminagdo (3 manejos) na taxa de concepgao de

vacas Holandesas de alta produgao (Experimento 5).

Comparar a taxa de concepgao entre o dispositivo intravaginal novo (sem
prévia utilizacdo) ou usado (previamente utilizado por 8 dias) na taxa de concepgao

de vacas holandesas de alta produgao (Experimento 4 e 5).



120

3 MATERIAIS E METODOS

3.1  ANIMAIS E MANEJO

As unidades experimentais utilizadas foram vacas holandesas em lactagao
(Dinamica follicular, Experimento 4 - fase 1, n = 68; Teste de fertilidade a campo, n =
199 no Experimento 4; n = 185 no Experimento 5). A média de dias em lactagao no
DO e média de producédo durante o DO e D8 dos animais no Experimento 4 e
Experimento 5 foram, respectivamente, de 219,3 + 8,6 dias e 32,2 + 0,5 Kg/dia; e de
223,5 £ 8,3 dias e 31,2 + 0,5 Kg/dia. Ambos os experimentos foram realizados em 1
rebanho leiteiro sob sistema confinado do tipo Free-stall (Figura 1), localizado no
estado de Sao Paulo (fazenda Santa Rita — Descalvado, Sao Paulo). O periodo
experimental foi de Setembro a Novembro de 2007 (Experimento 4); e de Novembro
de 2007 a Janeiro de 2008 (Experimento 5). A dieta de todos os animais era
constituida, principalmente, a base de silagem de milho e concentrado de milho e
soja. A dieta foi balanceada para atingir ou exceder os requerimentos nutricionais
minimos para vacas holandesas em lactagdgo (NRC, 2001). Todas as
recomendagdes de boas praticas de manejo com relagéo ao bem estar animal foram

criteriosamente respeitadas durante todo o periodo experimental.
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Figura 1 - Detalhe dos animais utilizados no experimento (Free Stall -
Fazenda Santa Rita — Descalvado, Sdo Paulo)

3.2 HORMONIOS UTILIZADOS

Dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR contendo 1,38 g de P4; Pfizer)
novo (sem prévia utilizagdo) e usado (previamente utilizado por 8 dias). Benzoato de
estradiol (2 mg; Estrogin; Pharmavet). Prostaglandina F2a (25 mg; Lutalyse; Pfizer).
Cipionato de estradiol (1 mg; ECP; Pfizer). Gonadotrofina Coriénica Equina (400 Ul,
Folligon; Intervet). GnRH (100 mcg; Fertagyl; Intervet). Todos os tratamentos

hormonais exceto o dispositivo intravaginal foram realizados por via intramuscular.

3.3 PROTOCOLOS HORMONAIS UTILIZADOS

Todos os animais receberam 2 mg de Benzoato de estradiol (Estrogin) e um
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) no DO. Sendo que metade dos

animais recebeu dispositivos de progesterona previamente utilizados por 8 dias. No
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dia da retirada do dispositivo de P4 (D8), todas as vacas receberam um tratamento
com PGF2a (25 mg, Lutalyse) e eCG (400 UI, Folligon).

3.3.1 Experimento 4 - fase 1: Dinamica folicular (Controle — sem aplicagao de
GnRH X GnRH 48h X GnRH 56h)

Todos os animais (n = 68) receberam 2 mg de Benzoato de estradiol
(Estrogin) e um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR) no D0. Sendo que
metade dos animais recebeu dispositivos de progesterona novos e a outra metade
recebeu dispositivos previamente utilizados por 8 dias. No dia da retirada do
dispositivo de P4 (D8), todas as vacas receberam um tratamento com PGF2a (25
mg, Lutalyse) e eCG (400 UI, Folligon). No D8, os animais foram homogeneamente
divididos em 3 grupos: G1) Controle, sem adigdo do indutor de ovulagdo — GnRH,;
G2) GnRH48h, receberam o indutor de ovulagédo 48h apds a retirada do CIDR; G3)
GnRH56h, receberam o indutor de ovulacdo 56h apds a retirada do CIDR. Nesta,
fase de dinamica folicular os animais receberam exames ultra-sonograficos
frequentes (probe linear de 7,5 Mhz, Aloka SSD-900V, Aloka Co., Wallingford, CT) a
partir de 48h apds a retirada do CIDR e a cada 12h até a deteccao da ovulagéo ou
até 180h apds a retirada do CIDR (Delineamento Experimental da Dindmica folicular

Figura 2).

3.3.2 Experimento 4 — fase 2: Teste de fertilidade a campo — tratamento com
GnRH 48h ou 56h apo6s a remoc¢ao do CIDR e IATF 16h ap6és o GnRH

No Experimento 4, os animais foram homogeneamente divididos em um
delineamento fatorial 2 x 2 em 4 grupos no D8: G1) CIDR novo + GnRH 48h apds
retirada do CIDR; G2) CIDR usado + GnRH 48h apds retirada do CIDR; G3) CIDR
novo + GnRH 56h apéds retirada do CIDR; G4) CIDR usado + GnRH 56h apds
retirada do CIDR. Todos os animais foram inseminados em tempo fixo 16h apés a

aplicacdo do GnRH (Delineamento Experimento 4 - Figura 3). As taxas de
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concepgao foram verificadas por meio de exames ultra-sonograficos 30 e 60 dias

apods a inseminagao.

3.3.3 Experimento 5: Teste de fertilidade a campo — tratamento com GnRH

48h (4 manejos) ou no momento da IATF (3 manejos)

No Experimento 5, os animais foram homogeneamente divididos em um
delineamento fatorial 2 x 2 em 4 grupos no D8: G1) CIDR novo + GnRH 48h apds
retirada do CIDR; G2) CIDR usado + GnRH 48h apés retirada do CIDR; G3) CIDR
novo + GnRH 60h apéds retirada do CIDR; G4) CIDR usado + GnRH 60h apds
retirada do CIDR. Todos os animais foram inseminados em tempo fixo 60h apés a
retirada do CIDR (Delineamento Experimento 5 - Figura 4). As taxas de concepgao
foram verificadas por meio de exames ultra-sonograficos 30 e 60 dias apds a

inseminagao.
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400Ul eCG
BE P(;F
2mg (n&o recebeu GnRH)
CIDR novo ou usado
DO D8
400Ul eCG
BE +
2mg PGF GnRH - 100mcg
CIDR novo ou usado I
48h
DO D8 8
400Ul eCG
BE +
2mg PGF GnRH - 100mcg
CIDR novo ou usado I
h
DO D8 %6

Exame ultra-sonografico a cada 12h até a ovulagéo ou até 180h

=

Figura 2 - Experimento 4 - fase 1, Dinamica folicular. Delineamento experimental (fatorial
2 X 3; tipo de CIDR X Controle vs GnRH 48h vs GnRH 56h)
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400Ul eCG
BE +
2mg PGF 100mcg GnRH IATF
CIDR novo ou usado I I
48h
DO (PM) D8 (PM) D10 (PM) D11 (AM)
400Ul eCG
BE +
2mg PGF 100 mcg GnRH IATF
CIDR novo ou usado I I
56h
DO (AM) D8 (AM) D10 (PM) D11 (AM)

Figura 3 - Experimento 4 — fase 2. Teste de fertilidade a campo: Delineamento experimental (fatorial
2 X 2; tipo de CIDR X GnRH 48h vs GnRH 56h). A inseminacdo em tempo fixo foi

realizada 16h apés a aplicagdo do GnRH
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400Ul eCG
+
1mg ECP
BE PE’;F 100 mcg GnRH
2mg (AM) IATF
CIDR novo ou usado I I
48h
DO (AM) D8 (AM) D10 (PM)
400Ul eCG
+
1 mgECP 100 mcg GnRH
BE + +
omg PGF IATF
CIDR novo ou usado I
56h
DO (AM) D8 (AM) D10 (PM)

Figura 4 - Experimento 5. Teste de fertiidade a campo: Delineamento experimental
(fatorial 2 X 2; tipo de CIDR X GnRH 48h vs GnRH no momento da IATF)

3.4  ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de variaveis continuas foi utilizado o proc MIXED do SAS
(LITTELL et al., 1996). Os dados binomiais foram analisados com o proc GLIMMIX
do SAS (Version 9,1 for Windows; SAS Inst., Cary, NC), e a unidade experimental

“vaca” foi incluida no modelo estatistico como variavel de efeito aleatério. As

informacdes de dias em lactagdo, numero de inseminagdes prévias e numero de

lactagdes de cada animal, assim como suas interagdes, foram utilizadas nos

modelos estatisticos. No modelo de regresséo logistica final foram removidas as
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variaveis por backward elimination baseado no critério de Wald para P > 0,20.
Probabilidades de P < 0,05 foram consideradas como significantes, e probabilidades
entre 0,05 e 0,10 foram discutidas como tendéncias. Todos os dados estdo

expressos como medias £ erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS EXPERIMENTO 4, FASE 1 — DINAMICA FOLICULAR

N&o houve interagdo entre o tipo de CIDR e o momento do tratamento de
GnRH em nenhuma variavel estudada (P > 0,10). As variaveis produgédo de leite,
dias em lactagao e numero de partos nao afetaram o tamanho do foliculo ovulatério,
0 numero de duplas ovulagbes e 0 momento das ovulagdes. Dentre as causas de
falha de ovulagéo (n = 13), foi encontrado que apenas 3 animais ndo possuiam um
foliculo maior ou igual a 10 mm. Portanto, a grande maioria dos animais possuia
estruturas ovulatérias maiores ou iguais a 10 mm no momento do tratamento com
GnRH. Verificou-se luteinizagcdo com auséncia de ovulagao que em 5 dos 10 animais
que possuiam foliculos grandes (> 10 mm) no momento do tratamento com GnRH
(Figura 5). Todas as estruturas ndo ovulatorias continuaram crescendo por pelo
menos 96h apos a retirada do CIDR.

Em geral, o tamanho do foliculo ovulatério, o0 momento da ovulagdo, e a
variagdo no momento da ovulagdo foram menores no grupo GnRH 48h se
comparado com os grupos GnRH 56h e controle. Nado houve diferenga na taxa de
ovulagado entre os grupos, porém a analise dos efeitos principais indicou tendéncia
de maior numero de duplas ovulacbes apds a utilizacdo de CIDR novo se
comparado ao CIDR usado (Tabela 1).

O efeito principal da distribuicido do momento das ovulagdes apos a retirada
do CIDR conforme o tratamento com GnRH (48h x 56h x Controle-sem GnRH) esta
representada na figura 6. Fica claro que o atraso da aplicacdo do GnRH de 48h para
56h causa atraso na ovulagdo. Verificou-se alta concentracdo de ovulagdes
ocorrendo entre 72 as 84h apéds a retirada do CIDR para o grupo GnRH 48h e entre
84 e 96h para o grupo GnRH56h. Também, é evidente a grande variagdo no
momento das ovulagdes quando nenhum tipo de indutor exégeno € utilizado para
sincronizar o pico de LH. No grupo controle, ndo foi encontrada correlagéo
significativa (r = 0,06; P = 0,20) entre o nivel de produgdo e o momento das

ovulagoes.



129

Tabela 1 - Taxa de ovulagdo, didmetro maximo do foliculo ovulatério (cm) apds a retirada do

CIDR (média + erro padrdo da média), momento da ovulagido (h) apds a
retirada do CIDR (média £ erro padrdo da média) e porcentagem de duplas
ovulagdes
n TXOVUL & FO MAX MOM. OVUL. DUPLA OVUL.
(%) (cm) (h) (%)
CIDR novo + GnRH48h 14 78,6 1,62+0,12°2 73,6+1,8% 36,4
CIDR novo + GnRH56h 13 84,6 1,84+0,10° 80,2+4,5" 27,3
CIDR novo + sem GnRH 8 62,5 1,85+0,09° 876+16,2% 40,0
CIDR usado + GnRH48h 13 84,6 1,69+0,08° 769+25% 18,2
CIDR usado + GnRH56h 12 75,0 1,71+0,06% 79,3 +4,7°% 22,2
CIDR usado +sem GnRH 8 100 1,74+0,09%® 120,0+13,5% 12,5
Efeitos principais
CIDR novo 35 771 1,75+ 0,07 789+35° 33,3°
CIDR usado 33 84,8 1,71+ 0,04 90,0+5,5° 17,94
GnRH 48h 27 81,5 1,65+ 0,07 ® 75,3+1,6% 27,3
GnRH56h 25 80,0 1,78 £0,07° 79,8+32" 25,0
Sem GnRH 16 81,3 1,78+0,07° 107,5+11,0% 23,1

abc Médias diferem estatisticamente; P < 0,05.

X,Y,Z

Desvios padrao diferem estatisticamente; P < 0,05.

Figura 5 - Aspecto de imagem ultra-sonografica 7 dias apos a retirada do CIDR de 2
animais que nao ovularam apoés ao final do protocolo hormonal. A) Foliculo
luteinizado com presencga de linhas ecogénicas internas (a esquerda); B)
Aspecto de ovario cistico — foliculo anovulatorio sem luteinizagéo (a direita)
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Momento da ovulacdo apds a retirada do CIDR (h)

Figura 6 - Distribuicdo do momento das ovulagdes apos a retirada do CIDR para os grupos
GnRH 48h, GnRH 56h e Controle — sem GnRH

4.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 4, FASE 2 — CIDR NOVO VS USADO X GNRH
48H OU 56H (IATF 16H APOS O GNRH)

N&o houve efeito da presenca de CL no momento da inser¢éo do CIDR (P =
0,28), da producéo de leite (P = 0,87), e dos dias em lactagao (P = 0,93) na taxa de
concepgao. Além disso, nao foi verificada interacao significante entre o tipo de CIDR
e presenga de CL no DO (P = 0,19) na taxa de concepgdo. Houve tendéncia de
interagcédo entre o tipo de CIDR e o nivel de produgédo dos animais (maior ou menor
que a média) na taxa de concepg¢ao aos 30 (P = 0,07) mas nao aos 60 (P = 0,54)

dias ap6s a IATF. O numero de partos dos animais afetou a taxa de prenhez aos 30
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dias ap6s a IATF, sendo que vacas primiparas apresentaram maiores (P = 0,03)
taxa de concepgao que vacas multiparas (36,5% vs. 23,5%). Porém, esta diferenca
entre taxa de concepgao para animais primiparos e multiparos somente tendeu (P =
0,15) a ser significante aos 60 dias apos a IATF (primiparas = 31,7% vs. multiparas
= 21,3%). Nao houve interagao entre o tipo de CIDR e momento de aplicagdo do
GnRH (P = 0,98). Assim, ao contrario do esperado, os efeitos principais mostraram
que os diferentes momentos de aplicagdo do GnRH nao afetaram as taxas de
concepgao aos 30 e 60 dias apds a IA. Todavia, o tipo de CIDR afetou a taxa de
concepcao aos 30 e 60 dias; sendo que os animais tratados com dispositivos novos

apresentaram maiores taxas de concepcao (Tabela 2).

Tabela 2 - Taxa de concepgao aos 30 e 60 dias apos IATF em vacas holandesas de alta
produgdo tratadas com CIDR novo ou previamente utilizado por 8 dias com
aplicagcao de GnRH 48h ou 56h apds a retirada do CIDR (fatorial 2 x 2). Todos os
animais foram inseminados 16h apds a aplicacdo de GnRH

Tratamento n TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo e GnRH 48h 44 36,4 31,8
CIDR usado e GnRH 48h 52 21,1 17,3
CIDR novo e GnRH 56h 51 33,3 31,4
CIDR usado e GnRH 56h 52 21,2 19,2

Efeitos principais

GnRH 48h 96 28,1 24,0
GnRH 56h 103 27,2 25,2
CIDR novo 95 34,72 316°2

CIDR usado 104 212" 18,3°

*TC = taxa de concepgao (numero de animais que conceberam/numero total de IAs)
ab Médias diferem estatisticamente; P < 0,05.
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4.3 RESULTADOS EXPERIMENTO 5 — CIDR NOVO OU USADO X GNRH 48H (4
MANEJOS) OU GNRH 56H (3 MANEJOS; GNRH APLICADO NO MOMENTO
DA IATF)

Nao houve interacdo (P = 0,60) entre o tipo de CIDR e o momento do
tratamento com GnRH no resultado de taxa de concepcgdo. Nao houve interagao
entre o tipo de CIDR e a presenga de CL nos ovarios no DO (P = 0,13). Da mesma
forma, a presenca de CL no DO (P = 0,99), a produgéo de leite (P = 0,20), numero de
partos (P = 0,24) e o numero de dias em lactagao dos animais (P = 0,34) n&o afetou
a taxa de concepgdo apds os tratamentos hormonais. Além disso, os testes de
fertilidade a campo n&o indicaram nenhuma diferenca em termos de taxa de
concepgao entre os grupos tratados com GnRH 48h ou no momento da IATF (56h).
Inesperadamente, foi encontrado efeito do tipo de dispositivo utilizado nos protocolos
hormonais. Assim, foi verificado que as taxas de concepg¢ao no grupo que recebeu
CIDR novo foram significativamente maiores que no grupo que recebeu CIDR

previamente utilizado por 8 dias (Tabela 3).

Tabela 3 - Taxa de concepcao aos 30 e 60 dias apos IATF em vacas holandesas de alta
producdo tratadas com CIDR novo ou previamente utilizado por 8 dias com
aplicacao de GnRH 48h ou 56h apods a retirada do CIDR (fatorial 2 x 2). Todos os
animais foram inseminados 56h apos a retirada do CIDR

Tratamento n TC* D30 (%) TC* D60 (%)
CIDR novo e GnRH 48h 41 41,5 41,52
CIDR usado e GnRH 48h 49 18,7 10,2°
CIDR novo e GnRH 56h 48 29,2 271
CIDR usado e GnRH 56h 47 14,9 14,9

Efeitos principais

GnRH 48h 90 28,9 24,4
GnRH 56h 95 21,9 20,1
CIDR novo 89 34,82 33,72
CIDR usado 96 16,7° 12,5°

*TC = taxa de concepgao (numero de animais que conceberam/numero total de IAs)
ab Médias diferem estatisticamente; P < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foram associados os resultados de dindmica folicular e os
resultados de dois experimentos de fertilidade a campo para tentar maximizar taxas
de concepgao em vacas de leite tratadas com protocolos hormonais para IATF.

Como o esperado o atraso na aplicacdo do GnRH atrasou o momento das
ovulagdes sincronizadas. Porém este atraso foi de cerca de apenas 5h.
Provavelmente, mais animais no grupo GnRH 56h apresentaram um pico de LH e
ovulacdo devido a estimulos enddgenos, como sugere a distribuicdo das ovulagdes
apresentadas na figura 6. Os dados s&o indicativos de que cerca de 20% dos
animais ovulam antes de 72h apés a remoc¢ao do CIDR. Portanto, cerca de 20% dos
animais apresentam pico de LH devido a cascata enddégena desencadeada pelo
estradiol folicular e ndo pelo GnRH exdgeno. Outro fator que deve ser levado em
conta nos calculos dos momentos das ovulacdes, € o fato de que o intervalo dos
exames ultra-sonograficos para se verificar a ocorréncia da ovulagéo foi de 12h.
Provavelmente, se estes intervalos fossem menores € possivel que a diferenca no
intervalo médio até a ovulagao sincronizada entre os grupos GnRH48h e GnRH56h
fosse maior que 5 horas.

Alguns pesquisadores relataram aumentos na taxa de concepgdo com o
atraso na aplicagao do ultimo GnRH do protocolo Ovsynch de 48h para 56h apos a
aplicacao de PGF2a em vacas de leite de alta produgao (BRUNSVEEN et al., 2006;
VERAS et al.,, 2007). Estes pesquisadores argumentam que este aumento na
concepgao pode estar relacionado com maior tamanho do foliculo ovulatério,
melhora na taxa de ovulacdo, maiores concentracdes circulantes de estradiol no pro-
estro e maiores concentragdes de progesterona no diestro. Porém, no presente
estudo, nao foi verificado melhora na taxa de concepg¢ado apos a utilizacdo desta
mesma estratégia de atrasar aplicacdo de GnRH e da IATF. Uma das razdes que
pode ter influenciado nos resultados esta relacionada com o intervalo inseminacéao-
ovulagao. Por exemplo, analisando os dados da dinamica folicular do Experimento 4,
o tempo médio entre a IA e a ovulagéo foi de aproximadamente 11h para o grupo
GnRH 48h e de apenas 8h para o grupo GnRH 56h. Segundo pesquisas anteriores
(DRANSFIELD et al., 1998) o tempo ideal entre a inseminagdo e ovulacao é de

cerca de 12 a 15h. Assim, provavelmente uma maior porcentagem dos animais no
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grupo GnRH 56h recebeu a inseminagao muito tardiamente e muito proxima da
ovulacéo.

Outra diferenca crucial entre os experimentos com atraso de GnRH no
protocolo Ovsynch e os experimentos do presente estudo foi a utilizagdo de eCG no
momento da remogao do dispositivo de progesterona nos protocolos descritos no
presente estudo. E possivel que uma maior pré-exposicao do foliculo aos efeitos da
eCG posssam ter causado diminuicdo da viabilidade oocitaria. Como descrito
anteriormente, a eCG possui agcdo de LH e FSH quando aplicado em bovinos
(MURPHY et al., 1991). Assim, estes maiores niveis séricos de LH podem ter
causado uma exposi¢cao excessiva do odcito ao LH, a maturagao prematura do
oocito e a ovulagao de odcitos envelhecidos (AUSTIN et al., 1999). Neste sentido,
Austin et al. (1999) observaram que o periodo maximo de dominancia folicular de
modo a se evitar a formagao de um foliculo envelhecido foi de 8 dias. Assim, como a
onda folicular se inicia ao redor do quarto dia, quando quando se utiliza dispositivos
de progeterona e benzoato de estradiol, é possivel que o atraso no momento de
aplicacdo do GnRH de 48h para 56h seja benéfico em protocolos de IATF que
utilizam dispositivos de progesterona e injegcdes de estradiol sem a aplicagdo de
eCG no momento da retirada do dispositivo.

As falhas de ovulagao observadas nos animais do presente estudo ocorreram
em sua maioria (~ 77%) em animais apresentando foliculos maiores que 10mm
depois de 48h apods a retirada do CIDR e, portanto, com eventual capacidade
ovulatéria (SARTORI et al.,, 2001). Metade destes foliculos grandes (5/10)
apresentou luteinizacdo apos a retirada do CIDR, com subsequente formacédo de
estruturas cisticas luteinizadas apresentando grandes cavidades (> 20 mm) e com
linhas ecogénicas internas. Este tipo estrutura pode ser claramente observado por
ultra-sonografia 5 a 7 dias apds a retirada do CIDR. A outra metade dos animais com
estruturas foliculares grandes ndo ovulatorias permaneceram com estas estruturas
apoés o tratamento com GnRH, porém as mesmas nao apresentaram nenhum sinal
de luteinizagdo, mesmo uma semana apos a retirada do CIDR (Figura 5). Existem
inUmeras causas relacionadas a falha de ovulagao e formagao de estruturas cisticas
em bovinos de leite (PETER, 2004). Porém, estudos mais detalhados serdo
necessarios para elucidar as causas fisioldgicas deste fenédmeno.

No Experimento 5, a aplicacdo de GnRH 48h apds a retirada do CIDR ou no

momento da IATF apresentaram taxas de concepcéao similares. O intervalo médio
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entre a inseminagao e a ovulagao foi de cerca de 15h para o grupo GnRH48h e de
20h para o grupo que recebeu GnRH no momento da IA. Este ultimo intervalo esta
um pouco acima do ideal recomendado por pesquisas anteriores (DRANSFIELD et
al., 1998). Desta forma, a alta qualidade do sémen quando se utiliza aplicagao de
GnRH no momento da IATF se torna fator primordial, pois os espermatozodides terdao
que estar preparados para fertilizar o odcito por um tempo relativamente maior.
Portanto, a utilizacdo do GnRH no momento da IATF parece uma boa opcao de
manejo, pois economiza um manejo durante a sequéncia de inje¢cées do protocolo,
porém maiores cuidados devem ser tomados quanto a qualidade do sémen a ser
utilizado na IATF.

Ao contrario dos resultados apresentados no capitulo 3, os achados
presentes no Experimento 4 e do Experimento 5 indicam que os animais tratados
com CIDR novo apresentaram melhores taxas de prenhez se comparados aos
animais que receberam um dispositivo CIDR de segundo uso. A porcentagem de
animais sem presenca de CL no DO (~ 30 a 40% dos animais sincronizados) e o
nivel de producéo de leite (~ 30 kg/dia) foram similares em todos os 3 experimentos
que compararam a taxa de concepcao entre o CIDR novo e usado desta presente
tese. Portanto, o presente estudo e o estudo do capitulo Il ndo nos permite concluir
definitivamente se a eficiéncia do uso de dispositivos intravaginais de segundo uso é
menor em animais de maior produgdo, mas seguramente nos permite afirmar que a
taxa de concepcdo € mais varavel se comparado ao uso de dispositivos novos.
Porém, como descrito anteriormente, menores concentragcdes de progesterona
circulante podem causar aumento da pulsatilidade do LH (KINDER et al., 1996; KIM
et al., 2003). Fonseca et al. (1983) e Xu et al. (1997) encontraram que maiores
concentragbes plasmaticas de progesterona no momento da aplicacdo de PGF2a
em protocolos de IATF estdo associadas com maiores taxas de concepgdo em
bovinos. Estes resultados podem ser explicados devido ao fato de que maiores
concentragbes de progesterona durante a fase de crescimento folicular produzem
oocitos de melhor qualidade (MIHM et al.,, 1994; REVAH; BUTTLER, 1996).
Portanto, € provavel que os resultados do presente experimento possam ser
explicados pelos mesmos mecanismos de controle da qualidade do odcito pelos

niveis de progesterona circulante durante a fase de crescimento da onda folicular.



136

6 CONCLUSOES

No Experimento 4, o atraso do GnRH de 48h para 56h em animais
inseminados 16h apds o GnRH ndo melhorou a taxa de concepgao, contrariando a
hipétese inicial deste experimento. Porém, em concordancia com a hipdtese
apresentada no Experimento 5, a aplicacdo de GnRH no momento da IATF pode ser
uma boa opcdo de manejo, 0 que possibilita um manejo a menos durante os
procedimentos de tratamentos hormonais sem prejudicar as taxas de concepgéo. O
tamanho do foliculo ovulatério, assim como o tempo entre a IA e a ovulagao foram
maiores no grupo que recebeu o GnRH no momento da IA, confirmando a hipotese
do presente experimento. Além disso, ao contrario da hipdtese inicial, a taxa de
concepcao foi menor em animais tratados com CIDR usado comparado com animais

tratados com CIDR novo.
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IMPLICACOES

Esta sequéncia de estudos teve como objetivo estabelecer um protocolo de
IATF pratico (apenas 3 manejos) e consistente em termos de taxa de concepgao
para vacas leiteiras de alta producao. Portanto, consideramos que os achados desta
tese podem ser utilizados por produtores, pesquisadores e profissionais que
trabalham em fazendas leiteiras com o intuito de melhorar a eficiéncia dos protocolos
de IATF e, principalmente, estabelecer uma rotina reprodutiva a ser seguida
sistematicamente na fazenda. Porém, o uso de protocolos de IATF e a manutencgao
do escore de condi¢do corporal no pos-parto podem, isoladamente, n&o solucionar o
problema da baixa eficiéncia reprodutiva em rebanhos leiteiros. Outros desafios para
a pecuaria leiteira no Brasil, e que podem evidentemente afetar a eficiéncia
reprodutiva dos animais, parecem estar relacionados com volumosos de baixa
qualidade, problemas sanitarios e estresse térmico. Portanto, devido a estes e outros
fatores que afetam a eficiéncia reprodutiva de fazendas leiteiras, temos que
sistematizar a rotina reprodutiva (como acontece em uma sala de ordenha por
exemplo) e monitorar - continuamente - os indices reprodutivos corretamente.

Assim, em fazendas de maior porte (mais de 300 animais em lactagao),
percebemos grandes vantagens em termos de logistica, facilidade e acuracia na
realizacdo de tarefas (diagndstico de gestacdo, aplicagdo de hormdnios
reprodutivos, etc) ao se trabalhar com rotinas reprodutivas mais agressivas e
realizadas semanalmente. Devemos associar o uso da IATF com a rotina reprodutiva
sistematizada: diagndsticos de gestagédo precoces e frequentes, observagao de cio
de retorno estratégica (18 a 30 dias apds a IATF) e de preferéncia com o uso de
dispositivos que indicam o comportamento de monta, entrada correta e diaria de
dados reprodutivos em softwares adequados, acuracia no treinamento do técnico
envolvido na execugdo de toda a rotina reprodutiva (aplicagdo de horménios
corretos, no dose correta, para as vacas corretas, nos horarios corretos).

O uso de protocolos de IATF + sistematizacdo da rotina reprodutiva podem
certamente ajudar o produtor de leite a aumentar a taxa de prenhez e manter os
indices reprodutivos da fazenda em niveis adequados. Por exemplo, alguns indices
reprodutivos a serem - realisticamente - buscados por produtores e técnicos seriam:
mais que 90% dos animais devem receber a primeira IA pds-parto antes dos 100

dias em lactagao; manter o intervalo médio entre inseminagdes menor que 40 dias;
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taxa de servigo maior que 60%; taxa de concepgao maior que 30%; taxa de prenhez
maior que 18%; média de dias em lactagdo do rebanho menor que 190 dias; mais de
45% das vacas em lactacado prenhez em todas as épocas do ano; mais de 50% das
vacas prenhez até os 150 dias em lactacdo; intervalo entre partos menor que 13
meses.

Consideramos que os futuros experimentos para melhoria dos protocolos
hormonais para bovinos leiteiros de alta produgao devem focar o estabelecimento da
dose ideal de benzoato de estradiol no dia da insercao do dispositivo/implante de
P4, e de eCG no momento da retirada do dispositivo/implante de P4. Além disso, é
provavel que a utilizagdo de GnRH + benzoato de estradiol no inicio de protocolos
que utilizam dispositivo/implante de P4 usados (previamente usados por 8 dias ou
eventualmente mais) possa melhorar a sincronizagdo da emergéncia follicular e/ou
aumentar as concentragoes circulantes de P4 durante o periodo de implantacdo do
dispositivo/implante de P4, de modo a aumentar a taxa de concepg¢ao. Baseados
nos dados de dispersédo de ovulagdes dos protocolos de IATF utilizados na presente
tese, apesar dos custos e do aumento do manejo, a utilizagdo de duas inseminagdes
as 48h e 72h associado a aplicacdo de GnRH 56h apds a retirada do
dispositivo/implante de P4 pode resultar em melhoras significativas na concepgao.
Além disso, mais experimentos sao necessarios para elucidar os mecanismos
fisiologicos responsaveis pelo aumento das concentracbes plasmaticas de
progesterona no diestro apds o uso da eCG, assim como a possivel formacao de

anti-corpos anti eCG e seus eventuais efeitos na concepcgao.
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