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RESUMO

MOURA, Guilherme Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2008. Uso
de analogo de GnRH apds inseminacéo convencional e com protocolo de IATF
em gado mestico. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-orientadores:
Giovanni Ribeiro de Carvalho e Jos¢ Domingos Guimaraes.

Este trabalho foi realizado com os seguintes objetivos: a) avaliar o efeito do
hormonio liberador de gonadotropina (GnRH), administrado em diferentes momentos
do manejo reprodutivo, na taxa de prenhez e concentragdo sérica de P4 em gado de
corte mestico; e b) avaliar o efeito do hormoénio liberador de gonadotropinas (GnRH),
administrado 12 dias apds IATF, sobre os niveis séricos de progesterona e,
principalmente, na taxa de prenhez em vacas de corte mesti¢as. Para o primeiro
objetivo, utilizaram-se 82 fémeas bovinas mestigas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), alocadas ao acaso, em trés tratamentos: Tcontrole (n = 28): os animais foram
observados para deteccdo de estros e inseminados apds 8 a 12 horas; TGnRHO (n = 27):
similar ao Tcontrole, com administragio de 25 pg de GnRH (Gestran Plus®, Lecirelina)
no momento da [A; e TGnRHO-12 (n =27): similar ao Tcontrole, com administragdo de
25 ng de GnRH no momento da IA e no dia 12 apds a IA. No dia 35, apos 1A, foi feito
o diagnostico de gestagdo por exames ultrassonograficos pela via transretal. Foi
observado que 57,14% das vacas (16/28) no Tcontrole ¢ no TGnRHO e TGnRH]12,
62,96% (17/27) ficaram gestantes ap6s o primeiro servico. Nao foi observada diferenca

entre os animais dos tratamentos (P > 0,05). Também nao se observou diferenga entre as

Xi



concentragdes de P4 séricas entre os animais dos tratamentos. Concluiu-se que a
administracdo de analogo de GnRH no momento da IA ou 12 dias apds a IA nao
melhorou o desempenho reprodutivo em vacas mestigas, nem a sintese de P4 pelo corpo
luteo. Para o segundo objetivo, foram utilizadas 59 fémeas bovinas mestigas (Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus), alocadas ao acaso, em dois tratamentos: TBE (n = 30): no
dia 0, inseriu-se o dispositivo intravaginal de progesterona (Primer”) mais 2,0 mg de
BE (Estrogin®), im; no dia 8, retirou-se o PRIMER e aplicaram-se 300 UI de eCG
(Novorm0n®) e 0,15 mg de PGF;, (Prolise®), im; no dia 9, aplicou-se 1 mg de BE, im, e
realizou-se a IATF 48-56 horas apds a retirada do PRIMER; e TBEGnRH12 (n =29): o
protocolo foi similar ao do TBE, porém com administracao de 25 pg de GnRH (Gestran
Plus®, Lecirelina) no dia 12 apés a IA. No dia 35, apos IA, foi feito o diagnéstico de
gestacdo por exames ultrassonograficos pela via transretal. Neste estudo foi observado
que 53,33% das vacas (16/30) no TBE e 37,93% (11/29) no TBEGnRH12 ficaram
gestantes apos o primeiro servico. Nao foi observada diferenca entre os animais dos
tratamentos (P > 0,05). Também ndo se observou diferenga entre as concentragdes de P4
entre os animais dos tratamentos (P> 0,05). Concluiu-se que a administragdo do
analogo de GnRH, lecirelina, no dia 12, apos a IATF, ndo afetou as taxas de prenhez e
nem a concentracdo de progesterona dos animais dos tratamentos, nos dias 0, 5, 12 e 20

apos a [IATF.
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ABSTRACT

MOURA, Guilherme Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2008. The
use of GnRH after conventional insemination and FTAI protocol in crosbreed
cattle. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-advisers: Giovanni Ribeiro de
Carvalho and José Domingos Guimaraes.

The experiment was done with the following objectives: a) to evaluate the effect
of GnRH administered at different times of the reproductive management on the
pregnancy rate and serum P4 concentration, and b) to evaluate the effect of
gonadotropins releasing hormone (GnRH) given twelve days after FTAI on serum
levels of progesterone and above the rate of pregnancy. For the first objective 82
crossbred cows (Bos taurus indicus x Bos taurus Taurus) were allocated into three
treatments: TControl (n = 28): the animals were observed for estrus detection and were
inseminated after 8 to 12 hours; TGnRHO (n = 27): similar to TControl plus the
administration of 25 ug of GnRH at the Al time; and TGnRHI12 (n = 27): similar to
TControl plus the administration of 25 pg of GnRH at the Al time and also 12 days
after Al. The pregnancy diagnostic was done on day 35 after the Al, by ultrasound scans
through trans-rectal ultrasound. The pregnancy rate for TControl cows was 57.15%
(16/28) for the first service, and for TGnRHO and TGnRH12 cows, 63.00% (17/27) in
each treatment. The protocol used did not affect the pregnancy rate of crossbred cows
(P > 0.05). Also, there was no difference between the serum P4 concentrations between

treatments, (P > 0.05). In conclusion, the administration of GnRH analogue, at the time
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of Al or 12 days after Al, did not improve the reproductive performance in crossbred
cows. For the second objective 59 beef crossbred cows (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus) were allocated into two treatments. TBE (n = 30): the day O - insertion of
progesterone intravaginal device (Primer”) plus 2 mg of BE (Estrogin®), im; on 8,
Remove the Primer” and applied 300 IU of eCG (Novormon ®) and 0.15 mg of PGF2 a
(Prolise®), im, on 9, was applied 1 mg BE, im, and was do FTAI 48-56 hours after the
withdrawal of PRIMER; and TBEGnRH12 (n = 29): the protocol was similar to TBE,
but with administration of 25 pug of GnRH (Gestran Plus”, Lecirelin) twelve days after
the FTAIL The pregnancy diagnostic was done on day 35 after the Al, by ultrasound
scans through trans-rectal ultrasound. The pregnancy rate for TBE cows was 53.33%
(16/30) for the first service, and for TBEGnRH12 cows, 37.93% (11/29). The protocol
used did not affect the pregnancy rate of crossbred cows (P> 0.05). Also, there was no
difference between the serum P, concentrations between treatments (P> 0.05). In
conclusion, the administration of the analogue of GnRH, lecirelina, at twelve days after
the FTAI did not affect the pregnancy rates, neither affect the serum P4 concentration,

between treatments, on days zero, five, 12 and 20 after the FTAL
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1. INTRODUCAO

Em fémeas bovinas, a taxa de prenhez apos inseminagao artificial esta em torno
de 50%, o que contribui para uma significante perda economica (TEFERA et al., 2001).
AYLON (1978), DISKIN e SREENAN (1980) e HUMBLOT et al. (1982) tém
hipotetizado que a deficiéncia de progesterona (P4) no inicio da gestacdo determina sua
interrupgdo. Setenta e cinco por cento desta mortalidade embriondria ocorre entre o
segundo e o 17° dia de gestagdo.

A importancia da concentracdo de P4 sérica durante as primeiras semanas de
gestacdo para reducdo da mortalidade embriondria tem sido demonstrada em rebanhos
bovinos (MANN e LAMMING,1999; BARNES, 2000; MANN ¢ LAMMING, 2001).
STARBUCK et al. (1999) e MANN (2002) constataram que a presenca de um pico de
P4 no inicio da gestacdo (cinco dias apos o estro) facilita o alongamento do concepto,
consequentemente a secrecao adequada do interferon-t. Em bovinos, o IFN-t aumenta a
longevidade do corpo luteo pela supressdo dos genes dos receptores de estradiol e
oxitocina (SPENCER e BAZER, 1996) e diminui a secre¢cdo endometrial da
protaglandina F,, (HELMER et al., 1989). O aumento da concentragdo de P4 sérica tem
sido conseguido tanto por indu¢dao do aumento da secrecdo endoégena como pela
administragdo exogena de P, (MANN e LAMMING, 1999). THATCHER et al. (2003)
e BARTOLOME et al. (2005) observaram que a administragdo de hormoénio liberador
de gonadotropinas (GnRH) natural ou de seus agonistas apds a IA pode estimular o
corpo luteo e induzir a formacao de corpo luteo acessorio, aumentando a concentragao

de P4 sérica, com consequente efeito positivo na sobrevivéncia embrionaria.



A fun¢do do GnRH, ou seus andlogos sintéticos, de estimular a liberacao do
horménio luteinizante (LH) e do hormonio foliculo estimulante (FSH) tem sido muito
utilizada para regulag¢do da fun¢do ovariana e otimizagdo do tempo da [A em programas
de inseminagdo (THATCHER et al., 2002), indug¢do da ovula¢do no periodo pds-parto
(PETERS, 2005) ¢ tratamento de cistos foliculares em gado (MONNOYER et al.,
2004).

O monitoramento preciso dos foliculos ovarianos e do corpo lateo por um
determinado periodo via ultrassonografia transretal expandiu os conhecimentos sobre o
ciclo estral dos bovinos e, particularmente, as mudangas que ocorrem durante as ondas
foliculares (FORTUNE et al., 1988). O crescimento folicular em bovinos ocorre em
modelo de ondas distintas, com uma nova onda ocorrendo aproximadamente a cada dez
dias (variacdo de 8 a 15 dias) (PATTERSON et al., 2003).

Tem sido sugerido que a administragdo de GnRH ou analogos apos a A (dias 11
a 14 apo6s o estro), coincidindo com o maior diametro do foliculo dominante na primeira
onda folicular, a iniciagdo do reconhecimento da gestagdo e o inicio do mecanismo
luteolitico, pode atuar no ovério, favorecendo a formagdo de um corpo liteo acessorio e,
consequentemente, aumentando a concentragdo de P, sérica, o que favorece a
sobrevivéncia do embrido (PETERS et al., 2000; BORGES et al., 2001).

Objetivou-se neste estudo avaliar o efeito do hormonio liberador de
gonadotropinas (GnRH), administrado em diferentes momentos, sobre a taxa de prenhez
e os niveis de progesterona séricos em vacas de corte, apés a IA, com observaciao de

estro e em tempo fixo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Papel da progesterona na gestacao

A progesterona (P4) ¢ o progestageno natural secretado pelas células luteinicas
do corpo luteo, pela placenta e pelas glandulas adrenais. Sua secrecdo ¢ estimulada
primariamente pelo LH (THIBAULT et al., 1993; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A P4, além de outras funcdes, prepara a mucosa do oviduto, o endométrio e
assim, o milieu interieur do utero para implantagdo e manuten¢do da prenhez,
aumentando a atividade secretora das glandulas do endométrio uterino e inibindo a
motilidade do miométrio. Atua sinergicamente com os estrogenos na indugdo do
comportamento de estro; estimula o desenvolvimento do tecido secretor da glandula
mamaria; provoca a inibigao do estro e do pico pré-ovulatério de LH e FSH, quando em
niveis elevados; e inibe a motilidade uterina (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Virias técnicas tém sido utilizadas para aumentar a concentracdo de P4 no
sangue, com objetivo de reduzir a ocorréncia de mortalidade embrionaria. O aumento da
concentragdo de P4 sérica pode ser induzido pelo aumento da secrecdo endogena ou por
administracao exdégena (MANN e LAMMING, 1999). Estudos t€ém mostrado que
administragdes de GnRH natural, seus analogos e gonadotrofina coridnica humana
(hCG), apods a IA, podem estimular a funcdo luteal, a formacdo de um corpo luteo
acessorio, o aumento da concentragao de P4 sérica e a reducao da producao de estradiol,
com consequente efeito positivo na sobrevivéncia do embrido (THATCHER et al.,

2003; BARTOLOME et al., 2005).



2.2. Escore de condigao corporal (ECC) em bovinos

O ECC ¢ uma ferramenta viavel e eficaz, que pode ser usada em decisdes no
manejo da fazenda, sendo importante em situagdes em que ndo é possivel pesar o gado
(KUNKLE et al., 1994). O ECC, que ¢é geralmente utilizado para gado de corte, varia de
1 (debilitada) a 9 (extremamente gorda) (DIAS, 1991). Também pode ser estimado,
utilizando a escala de 1 a 5 (VIEIRA et al., 2005), como utilizado para vacas leiteiras,
sendo o critério para escolha entre as duas escalas do pesquisador ou manejador.

O ECC da vaca de corte influencia a reproduc@o no pos-parto (SPITZER et al.,
1995; CIECCIOLI et al., 2003; LAKE et al., 2005), a produgio de leite (KUNKLE et
al., 1994), o peso a desmama do bezerro (SPITZER et al., 1995), entre outros.

O ECC, ou a sua alteragdo, ¢ um indicador mais preciso na avaliacdo do estado
nutricional do que na determinag¢do do peso vivo ou suas alteragdes, visto que o peso
pode ser afetado pela raca do animal e por condi¢des fisioldégicas como prenhez e
enchimento do rimen, apesar de vacas com maiores pesos terem um escore de condi¢cdo

corporal melhor (KUNKLE et al., 1994).

2.3. Dinamica folicular

O acompanhamento didrio das estruturas ovarianas por ultrassonografia tem
mostrado que os bovinos apresentam ondas de crescimento folicular durante o ciclo
estral (GINTHER et al., 1989; FORTUNE, 1993; BORGES et al., 2001).

A dinamica folicular em novilhas mesticas Holandés-Zebu foi caracterizada pela
ocorréncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular, com predominéncia de ciclos
com trés ondas em relacdo aos ciclos de duas ondas. Porém, também ha novilhas que
apresentam apenas uma onda de crescimento e outras, quatro ondas (BORGES et al., 2001).

O ntmero de ondas por ciclo parece estar associado com a duragdo do ciclo
estral ¢ com a duracdo da fase luteal (FORTUNE, 1993). Este fato pode ser
demonstrado pelo surgimento de novas ondas de crescimento folicular, quando se
prolonga tal fase pela administracdo de progesterona exégena (FORTUNE et al., 1991).

A duracdo média dos periodos interestrais e interovulatérios das novilhas
apresentou menores valores (P < 0,05) para ciclos com duas ondas, quando comparado
com ciclos com trés ondas de crescimento follicular (BORGES et al., 2001; GINTHER
etal., 1989).



Segundo BORGES et al. (2001), os dias de detec¢do da primeira e da segunda
onda foram 0,4+ 0,7 e 9,7 £ 1,6, respectivamente, para os ciclos de duas ondas de
crescimento folicular, resultados semelhantes aos de GINTHER et al. (1989), que
detectaram o surgimento das ondas nos dias 0,2 + 0,1 ¢ 9,6 + 0,2 em novilhas da raca
Holandesa. Contudo, ocorreu mais precocemente que o relatado em novilhas da raga
Nelore, dias 1,5+ 0,2 ¢ 12,0 + 0,9 (FIGUEIREDO et al., 1997).

Para os animais com trés ondas de crescimento folicular, foram detectadas
proximas aos dias 0, 9 e 16 dias, relatados por KASTELIC (1994), e a duragao de cada
onda bem proxima as relatadas por FIGUEIREDO et al. (1997), na raga Nelore, de
13,0+0,7, 11,5+04 e 6,9+0,5. A duracdo da terceira onda correspondeu aos
6,1 £ 0,7 dia de novilhas da subespécie Bos taurus taurus (SAVIO et al., 1988).

Segundo BORGES et al. (2001), em fémeas mesti¢as com duas ou trés ondas
foliculares, o didmetro méaximo do foliculo dominante na primeira onda foi atingido no

dia 12,7 e 12,2 respectivamente.

2.4. Observacao de estro

Uma deteccgdo precisa e eficiente do estro € essencial em rebanhos, tanto de leite
como de corte, que utilizam [A ou monta controlada, e a sua imprecisdo causa falhas na
inseminagdo e, ou, cobri¢do, ocasionando a diminuicdo da taxa de concepgdo do
rebanho (HEERSHE e NEBEL, 1994; HAFEZ ¢ HAFEZ, 2004).

A maioria dos periodos de estro de bovinos pode ser detectada por observagao
cuidadosa do rebanho pelo menos duas vezes ao dia. A deteccdo do estro ¢ melhorada
com o uso de rufides; indicadores sensiveis a pressao, colocados na garupa dos animais
e bugais marcadores nos rufides. Os métodos auxiliares de marcagdo identificam
animais que devem ser observados com mais atencdo para confirma¢ao (HAFEZ e
HAFEZ, 2004), visto que algumas vacas fora do estro podem ser marcadas.

Para deteccdo mais eficiente deve-se observar: aceitagdo a monta do macho e
outras fémeas, vulva edemaciada, presenca de muco cervical cristalino e atividade fisica

aumentada (HEERSHE e NEBEL, 1994; HAFEZ e HAFEZ, 2004).



2.5. Inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)

Para melhora dos indices reprodutivos em gado de corte é necessario que vacas
emprenhem em intervalos de 365 dias. Buscando este objetivo, os métodos de indugdo
de estro e ovulacdo tém sido pesquisados. Dentre estes métodos, as associacdes
hormonais se destacam, sdao usadas com o objetivo de possibilitar que as vacas

emprenhem durante o pos-parto (LUCY et al., 2001).

2.5.1. Progesterona

A progesterona ou os progestagenos sdo usados para inibi¢do do
desenvolvimento do CL em fémeas que ovularam recentemente ou para inibicdo da
ovulacdo das que estiverem no final do ciclo estral (ODDE, 1990). Todavia,
dispositivos de P4 ou progestdgenos implantados, na auséncia de CL, podem promover a
formag¢do de um foliculo dominante (FD) persistente, que, quando ovula, gera um
ovocito de baixa qualidade (SMITH e STEVENSON, 1995). Isto ocorre devido a
alteracdo do padrao da secre¢do de LH, alta frequéncia e baixa amplitude caracteristica
da fase folicular (RAJAMANHENDERAN e TAYLOR, 1991), e ndo em padrao de
baixa frequéncia e alta amplitude, caracteristico do diestro, provocando, assim, a
manuten¢do prolongada do foliculo dominante, o que interrompe o padrdo usual do
crescimento folicular em ondas (MADUREIRA, 2000).

Durante o ciclo estral, as elevadas concentragdes de progesterona da fase luteal
inibem a frequéncia de pulsos de LH (SAVIO et al., 1993), reduzindo o crescimento ¢ a
maturacdo final do foliculo dominante (SIROIS e FORTUNE, 1990). Contudo, a
secrecao de FSH ndo ¢ inibida, ocorrendo a emergéncia de novas ondas foliculares
(ADAMS et al., 1992). Os produtos mais utilizados encontrados comercialmente, sdo:
acetato de melengestrol (MGA), administrado oralmente; implantes intravaginais de
progesterona, como CIDR—B®, Primer®, DIB® e PRID®; e também implantes
subcutaneos de Norgestomet (analogo de Ps), o Crestar® e o Sincro-Mate-B®.

Os programas com o uso do Dispositivo Interno de Liberacdo Controlada de
Droga-Bovina (Controlled Internal Drug Releasing Device-Bovine, CIDR-B) procuram
estabelecer um nivel de progesterona suficiente para formag¢do de uma nova onda
folicular e evitar a atresia ou ovulagdo do foliculo dominante, de modo que este

dispositivo libere progesterona que resulta em uma concentragdo de aproximadamente



2 ng/mL de P4 plasmatica, enquanto o fisioldégico durante o diestro na espécie bovina ¢
de cerca de 4 ng/mL. Portanto, esse dispositivo permite uma atividade da progesterona
insuficiente para provocar a atresia do foliculo dominante e a formac¢do de uma nova

onda folicular (WILTBANK, 2000).

2.5.2. Estradiol (E»)

Os estrogenos agem sobre o sistema nervoso central (SNC) induzindo o
comportamento do estro, porém pequenas quantidades de progestdgenos associados sdao
necessarias em ovelhas e vacas para inducao do estro. A aplicagdo de 0,5 a 1,0 mg de
benzoato de estradiol (BE), 24 horas apo6s a retirada dos implantes de P, (CIDR)
sincroniza o estro e a ovulacdo, aumentando inclusive a porcentagem de fémeas bovinas
que ovulam apds o tratamento (MACMILLAN, 1999).

O estradiol pode agir como um agente sincronizador da ovulagdo, induzindo um
pico de LH via feedback. Também induz um comportamento sincronizado do estro,
devido as elevadas concentragdes do proprio estradiol (WILTBANK, 2000).

O estradiol (E;) causa a supressdo do crescimento dos foliculos antrais e
emergéncia de uma nova onda folicular em tempo relativamente previsivel (BO et al.,
1993). Esse efeito ¢ eficaz quando se associa estradiol aos progestagenos (CACCIA e
BO, 1998). A regressio dos foliculos FSH-dependentes é causada por agdo indireta do
E, e a dos LH-dependentes pela interagdo estrogeno/progesterona (MARTINEZ et al.,
2005). Com a utilizacdo do benzoato de estradiol (BE), espera-se que uma nova onda
folicular se inicie 4,3 dias apds sua administra¢ao (BC) et al., 2000; MARTINEZ et al.,
2002).

2.5.3. Gonadotrofina coridnica equina (eCG)

O eCG possui atividade foliculo estimulante e luteinizante na mesma molécula
(PAPKOFF, 1974). Uma unica inje¢ao de eCG estimula a secre¢@o de E,, o pico de LH
e a ovulacdo em vacas de corte.

Uma ferramenta para aumentar taxas de prenhez em programas de IATF, em
vacas zebuinas em anestro, pode ser a adigdo de 300-500 UI de eCG no momento da

remogao do implante de progesterona (ALEIXO et al., 1995; BO et al., 2003).



CUTAIA et al. (2003) observaram maior taxa de prenhez em animais tratados
com eCG, associado ao BE, do que em animais s6 com eCG. BARUSELLI et al.
(2003), com tratamentos similares, alterando o uso do CIDR pelo PRID, notaram maior
taxa de prenhez nos animais do grupo eCG associado a BE, que nos do grupo em que
foi utilizado apenas BE. A associacdo de eCG e BE aumentou a taxa de prenhez e seus
efeitos foram evidentes em vacas em anestro. DUFFY et al. (2004) descreveram que
eCG e BE sao igualmente efetivos na indugdo do estro apds remocdo do implante de Py,
mas o uso de eCG resultou em aumento na taxa de ovulagdo em vacas tratadas antes da

selecdo do foliculo dominante.

2.5.4. Prostaglandina Fq

Ap6s a intensificagdo dos estudos com a prostaglandina F,, (PGF,,) na década
de 1970 (MACRACKEN, 1972), este hormonio e seus analogos tém sido largamente
utilizados nos tratamentos para sincronizacao do estro em bovinos (ODDE, 1990).

STRAUSS 3" ¢ STAMBAUGH (1974) observaram que o PGF,, nio inibe a
sintese de P4, mas estimula a sintese de 20a-dehidroprogesterona (20aDHP), assim, no
final da gestacgdo, o corpo luteo (CL) secreta principalmente 2000DHP em vez de P4.

A PGF,, também reduz o transporte do colesterol no ovario pelo decréscimo da
proteina carreadora de esterol -2 (SCP-2) (COLLES et al., 1995) e da expressdo da
proteina reguladora esteroidogénica aguda (STAR e SHEA-EATON et al., 2002), ¢ a
inibi¢do da STAR pela PGF,,, esta associada com fatores de transcri¢gdo (STOCCO et
al., 2007). Segundo TELLERIA et al. (1999), a administragdao de PGF,, no dia 19 de
gestacdo em reduziu a atividade luteal de 3B-hidroxiesteroide dehidrogenase (33-HSD),
enzima responsavel pela conversdo da pregnenolona em progesterona.

STOCCO (2004) sugere que em roedores a PGF,, possa limitar a sintese de P4,
pela supressdo da produgdo de LH pelo CL. A PGF,, reprime a expressao luteal da
aromatase no fim da gestacao.

A PGF,, inicia a regressao luteal, em parte, pelo aumento da bioatividade ou

bioviabilidade das citoquininas, como as Fasl, com a caspase-3 levando a apoptose das

células luteais (CARAMBULA et al., 2003).



A maturidade do CL no momento da administra¢do da PGF,, influencia a
resposta luteolitica. Este hormdnio ndo age efetivamente na cadeia luteolitica durante os
primeiros cinco ou seis dias apds o estro (RATHBONE et al., 2001).

Em vacas, ap6s a lise do corpo luteo, o estro ocorre distribuido em um intervalo
de até seis dias (BO et al., 2002), devido ao estado de desenvolvimento dos foliculos no

momento do tratamento (MAPLETOFT et al., 2000).

2.6. Hormonio liberador de gonadotropina

O hormonio liberador de gonadotropinas natural (GnRH) ¢ um decapeptideo
produzido por neuronios especializados no hipotdlamo basal e age nas células
gonadotropicas da adenohipdfise. Este hormonio ou seus andlogos sintéticos sdo
normalmente componentes essenciais dos programas de rotina de manejo em gado de
leite (YANIZ et al., 2004). A administragdo de GnRH durante o ciclo estral resulta em
liberagdo de LH (CHENAULT et al., 1990), podendo causar ovulagdo ou luteinizagdo
do maior foliculo presente no ovario, sincronizando o recrutamento de uma nova onda
folicular (THATCHER et al., 1989),

Com a administragdo de GnRH, espera-se o aumento da taxa de sobrevivéncia
embrionaria pelo atraso do mecanismo luteolitico (MANN et al., 1995; LOPEZ-
GATIUS et al., 2006), que algumas vezes ocorre devido a falha no reconhecimento
materno da prenhez. Alguns estudos reportam aumentos nas taxas de prenhez (DREW e
PETERS, 1994; LOPEZ-GATIUS et al., 2006), enquanto outros relatam que nao ha
diferenca entre animais tratados e ndo tratados (RYAN et al., 1994; SZENCI et al.,
2006).

No estudo de LOPEZ-GATIUS et al. (2005), fémeas bovinas leiteiras foram
distribuidas em trés grupos: controle: vacas ndo-tratadas (n = 431); GnRH-0: vacas que
recebiam 100 pg de gonadorelina ao momento da A (n = 429); e GnRH-0 + 12: vacas
tratadas com 100 pg de gonadorelina ao momento da IA mais 100 pug de gonadorelina
12 dias apds a IA (n=429). Em tal trabalho, os resultados foram 20,6% (89/431),
30,8% (132/429) e 35,4% (152/429) para os animais que receberam os respectivos
tratamentos, controle, GnRH-0 ¢ GnRH-0+12. Este resultado mostra que a administracao de
gonadorelina 12 dias ap6s a IA aumenta a taxa de concepgao (P < 0,005).

KAIM et al. (2003), em um estudo com 314 fémeas bovinas da raga Holandesa

(primiparas = 120 e multiparas = 194), em que os animais foram distribuidos em dois



grupos: no primeiro, os animais foram tratados com administracdo de 20 pg de um
analogo do GnRH (2,5 ml de buserelina), i.m., trés horas apds a deteccdo do estro e, no
segundo grupo, controle, foram administrados 2,5 ml de salina nos animais, também
trés horas apo6s a detecgdo do estro, constataram que houve aumento na taxa de
concepgdo de 35,1 para 51,6% nos animais tratados com a buserelina (P<0,01).

Porém, LAIJILI et al. (1991) ndo observaram efeito na administragdo de um
analogo de GnRH (Buserelina) na taxa de gestagdao (P > 0,05). Estes autores dividiram
210 animais em dois grupos; controle (n = 70): os animais receberam salina entre o dia
11 e 14 apos a IA; e animais tratados com GnRH (n = 140): os animais receberam 10 pg
de buserelina entre o dia 11 e 14 apods a A, tendo como resultado 54 e 55% de taxa de
gestacdo, respectivamente. Em outro estudo. TEFERA et al. (2001), também ndo
observaram diferenca entre animais trados com um analogo de GnRH (10 pg de
Buserelina, i.m.) ou com salina, i.m., no dia 12 apés a IA (P> 0,05). As taxas de
gestacdo foram 40% (11/27) e 44% (23/52), para o grupo-controle e tratado,

respectivamente.
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Taxa de prenhez em fémeas bovinas mesticas com uso de analogo de horménio
liberador de gonadotropinas (GnRH) nos dias 0 e 12 ap6s a inseminacao artificial

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do hormoénio liberador de
gonadotropinas (GnRH), administrado em diferentes momentos do manejo reprodutivo,
sobre a taxa de prenhez em gado de corte. Foram utilizadas 82 fémeas bovinas mesticas
(Bos taurus indicus x Bos taurus taurus), nao-gestantes, previamente selecionadas por
exame ginecologico, com escore de condig¢ao corporal (ECC) 2,5 — 3,5 (escalade 1 - 5).
Os animais foram alocados ao acaso, em trés tratamentos: Tcontrole (n = 28): os
animais foram observados para deteccdo de estros e inseminados ap6s 8 a 12 horas;
TGnRHO (n=27): similar ao Tcontrole, com administracdo de 25 pg de GnRH
(Gestran Plus®, Lecirelina) no momento da IA; e TGnRHO0-12 (n=27): similar ao
Tcontrole, com administra¢ao de 25 pug de GnRH no momento da IA e no dia 12 apos a
IA. No dia 35, ap6s 1A, foi feito o diagnostico de gestagdo por exames ultrassonogra-
ficos pela via transretal. A taxa de prenhez foi analisada por analise logistica. Neste
estudo foi observado que 57,14% das vacas (16/28) no Tcontrole e 62,96% (17/27) no
TGnRHO e TGnRHO-12 ficaram gestantes apds o primeiro servi¢o. Nao foi observada
diferenga entre os animais dos tratamentos (P> 0,05). Também ndo se observou
diferenca entre as concentragdes de P4 sérica (Tcontrole = 7,14 ng/mL; TGnRHO=
5,77 ng/mL; e TGnRH12 = 6,88 ng/mL), entre os animais dos tratamentos. Concluiu-se
que a administracdo de analogo de GnRH no momento da IA ou 12 dias apds a IA nao
melhorou o desempenho reprodutivo em vacas mesti¢as, nem a produgdo de P, pelo
corpo luteo.

Palavras-chave: progesterona; taxa de prenhez; gado de corte; GnRH.
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Crossbred cows pregnancy rate with administration of gonadotrophins release
hormone analogue at zero and twelve days after artificial insemination

Abstract: The objective was to evaluate the effect of GnRH (Gestran Plus®, Lecirelina)
administered at different times of the reproductive management on the pregnancy rate
of 82 crossbred cows (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus), with body condition
score (BS) 2.5 to 3.5 (scale of 1 to 5), not pregnant previously selected for
gynecological examination. The animals were allocated on three treatments: TControl
(n = 28) - the animals were observed for estrus detection and were inseminated after 8
to 12 hours; TGnRHO (n = 27): similar to TControl plus the administration of 25 pug of
GnRH at the Al time; TGnRH12 (n = 27): similar to TControl plus the administration of
25 ng of GnRH at the Al time and also 12 days after Al. The pregnancy diagnostic was
done on day 35 after the Al, by ultrasound scans through trans-rectal ultrasound. The
pregnancy rate was analyzed by the logistic model. The pregnancy rate for TControl
cows was 57.15% (16/28) for the first service, and for TGnRHO and TGnRHO-12 cows,
63.00% (17/27) by each treatment. The protocol used did not affect the pregnancy rate
of crossbred cows (P > 0.05). The P4 seric concentrations did not differ among the
treatments (Tcontrole = 7.14 ng/mL; TGnRHO = 5.77 ng/mL; TGnRH12 = 6.88 ng/mL;
P > 0.05). In conclusion, the administration of GnRH analogue, at the time of Al or 12
days after, did not improve the reproductive performance in crossbred cows.

Keywords: progesterone; pregnancy rate; beef cattle; artificial insemination.
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1. Introducéo

AYLON (1978), DISKIN e SREENAN (1980) ¢ HUMBLOT et al. (1982)
verificaram que, entre as muitas causas envolvidas na falha da manutencdo da prenhez
ap6s a inseminagao artificial, a mortalidade embrionaria foi a maior responsavel pelas
interrupgdes espontaneas da gestacdo e que 75% destes casos ocorrem entre o segundo e
o décimo sexto dia de gestagdo, ocasionando uma taxa de prenhez apds inseminagdo
artificial em torno de 50%, em todo o mundo (TEFERA et al., 2001).

MANN e LAMMING (1999), BARNES (2000), MANN ¢ LAMMING (2001)
observaram que a importancia da concentragdo de P4 sérica durante as primeiras
semanas de gestacdo para redu¢do da mortalidade embrionaria tem sido reportada em
rebanhos bovinos. A presenga de um pico de P4 no inicio da gestagdo (cinco dias apds o
estro) facilita o alongamento do concepto e, consequentemente, a secrecao adequada do
interferon-t (IFN-t, STARBUCK et al. 1999; MANN, 2002). Em bovinos, o IFN-t
aumenta a longevidade do corpo luteo, pela supressao dos genes dos receptores de
estradiol e oxitocina (SPENCER e BAZER, 1996), e diminui a secre¢do endometrial da
prostaglandina F,, (HELMER et al., 1989). A elevagdo da concentragdo de P4 sérica
tem sido obtida tanto por inducdo do aumento da secrecdo enddgena como pela
administragdo exogena de P4 (MANN ¢ LAMMING, 1999). KERBLER et al. (1997),
THATCHER et al. (2003) ¢ BARTOLOME et al. (2005) mostraram que a
administracdo de hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH) natural ou de seus
agonistas apds a IA pode estimular a fun¢do do corpo liteo, induzir a formacdo de
corpo lateo acessorio e aumentar a concentragcdo de P4 sérica, com consequente efeito
positivo na sobrevivéncia embrionaria.

Tem sido sugerido que a administracdo de GnRH ou seus anélogos apds a 1A
(dias 11 a 14 apos o estro), coincidindo com o maior didmetro do foliculo dominante na
primeira onda folicular, a iniciagdo do reconhecimento da gestacdo e o inicio do
mecanismo luteolitico, pode atuar no ovario, favorecendo a formagao de um corpo luteo
acessorio e, consequentemente, aumentando a concentragdo de P4 sérica, o que contribui
para a sobrevivéncia do embrido (PETERS et al., 2000; BORGES et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de GnRH, administrado em
diferentes momentos do protocolo reprodutivo, sobre os niveis séricos de progesterona

e, principalmente, na taxa de prenhez em vacas de corte mesticas.
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2. Material e Métodos

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Monte Verde, localizada no municipio
de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, latitude: 20° 41° 26” e longitude: 41°
50’ 48”, no periodo de dia 7 de fevereiro a 28 de abril de 2008.

2.2. Animais, tratamentos e alimentagao

Foram utilizadas 82 fémeas bovinas mesticas, primiparas, secas (Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus), ndo-gestantes, previamente selecionadas por exame
ginecologico, com escore de condi¢ao corporal (ECC) 3,0 (escala de 1 — 5) (VIEIRA et
al., 2005). Os animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado, em trés tratamentos: Tcontrole (n = 28): os animais foram observados para
detecgdo de estros e inseminados apds 8 a 12 horas; TGnRHO (n =27): observagao de
estro similar ao do Tcontrole, mais administracao, i.m., de 25 pg de GnRH (Gestran
Plus®, Lecirelina) no momento da IA; e TGnRHO-12 (n=27): observacio de estro
similar ao do Tcontrole, mais administracao, i.m., de 25 pg de GnRH no momento da
IA e no dia 12 apds a IA (adaptado LOPEZ-GATIUS, 2006).

As inseminagdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando-se
sémen de um unico touro da raga Nelore, da Central de S€men, associada a Associa¢ao
Brasileira de Inseminagdo Artificial (ASBIA).

As fémeas foram mantidas em regime extensivo, com pastagem predominante
de braquiardo (Brachiaria brizantha cv. Marundu), com sal mineralizado comercial e
agua a disposic¢do dos animais de forma ad libitum.

Os animais foram separados, pesados e submetidos a exame ginecoldgico por
palpacdo transretal, tendo ECC sido analisado até sete dias antes do inicio do periodo

experimental.

2.3. Observacao de estro

O estro foi observado trés vezes ao dia: de 7 as 8 horas; de 11h30 as 12h30.; e de

17 as 18 horas.
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Quatro rufides com bugais marcadores ficaram com as fémeas durante todo
periodo experimental, para auxiliar a detec¢do das fémeas em estro. Como marcador foi
utilizado 6leo automotivo, corado com tinta xadrez de cor vermelha, e os bucais foram
reabastecidos semanalmente ou em periodo menor quando necessario.

Todas as fémeas foram inseminadas, pelo mesmo inseminador, de 8 as 12 horas
apods observado um quadro caracteristico de estro: aceitacdo a monta do macho e outras
fémeas, vulva edemaciada, presenca de muco cervical cristalino (HEERSHE e NEBEL,

1994; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

2.4. Diagnostico de prenhez

A taxa de prenhez dos animais de cada grupo experimental foi determinada pelo
niumero de fémeas gestantes sobre o total de fémeas utilizadas em cada tratamento. O
diagnostico de gestagao foi realizado por exames ultrassonograficos pela via transretal,
utilizando um aparelho de ultrassom portatil, marca Aloka, modelo SSD500, acoplado a
um transdutor linear de 5,0 MHz. Os exames ultrassonograficos foram realizados ao

35° dia apds IA.

2.5. Coleta de amostras de sangue e dosagem hormonal

As amostras de sangue para dosagem de P4 sérica foram coletadas de 30% dos
animais de cada tratamento, na artéria/veia coccigea, tendo sido realizadas no dia da [A
e nos dias 5, 12 e 20 apos a IA.

Apds a coleta, as amostras foram deixadas para coagular a temperatura
ambiente, na sombra, por 2 horas e, entdo, armazenadas a 4 °C, por 24 horas. O soro foi
coletado apos centrifugacdo a 2.500 rpm, 1,439 g por 10 minutos, € mantido a menos
20 °C até a analise hormonal, pelo método de quimioluminescéncia, usando-se kits

comerciais (AECCess® Progesterone, Beckman Coulterpy).

2.6. Andlise estatistica

Para todas as andlises estatisticas utilizou-se o programa SAS 8.0 (1999), a 5%
de probabilidade de erro. A andlise dos dados foi realizada em delineamento

inteiramente casualizado. O peso vivo (PV) foi analisado por andlise de variancia e a
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condig¢do de escore corporal, pelo teste de Kruskal-Wallis. A presenca de corpo luteo ¢ a
taxa de prenhez foram submetidas a analise logistica.

Os efeitos do tratamento e do dia na concentracdo de P4 foram analisados em
parcela subdividida, com o efeito do dia na parcela, em modelo misto, considerando o
erro e a repeticdo como efeito aleatorio, e comparacao de médias pelo teste de Tukey-
Kramer. Foi realizada a correlacio de Spearman entre condi¢do de prenhez e

concentracao de P4 nos diferentes dias.

3. Resultados e discussao

O peso vivo e o escore de condicdo corporal estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se que essas variaveis foram uniformes (P > 0,05) nos animais dos diferentes
tratamentos, podendo-se afirmar que os animais submetidos aos tratamentos
apresentavam escore de condigdes corporal e peso adequados a condicao reprodutiva
(adaptado de OLIVEIRA et al., 2006).

O porcentual de corpos luteos observados nos animais do Tcontrole, TGnRHO e
TGnRHO-12 também ¢ apresentado na Tabela 1. Considerando que a presenca de corpo
Iuteo confirma a ciclicidade dos animais, houve distribuicdo uniforme entre as vacas

ciclicas e, ou, em anestro nos tratamentos.

Tabela 1 — Peso vivo (PV), escore de condi¢ao corporal (ECC) e presenga de CL no dia
do inicio do periodo experimental das vacas de acordo com os tratamentos

1l

. Tratamentos= cv?
Variavel Valor P by

Tcontrole TGNRHO TGNRHO-12 (%)

PV (kg)3 388,57+ 1,35 399,07 + 1,75 403,15+ 1,88 0,4731 11,46
ECC (1-5)* 2,93+ 0,01 3,02+ 0,01 3,07+ 0,01 0,2227 -
CL(%) 71,43 (20/28) 74,07 (20/27) 77,78 (21/27) 0,8629 -

Y Tcontrole = IA apbs observagdo do estro; TGnRHO = IA ap6s observagio do estro + 25 mg lecirelina no
dia da IA; TGnRHO-12 = IA apds observagdo do estro + 25 ug lecirelina no dia da IA + 25ug de
lecirelina no dia 12 apos IA. ? Coeficiente de variagdo. ¥ Diferengas entre tratamentos ndo foram
significativas pelo teste F (P > 0,05). ¥ Diferencas entre tratamentos ndo foram significativas pelo teste de
Kruskal-Wallis (P > 0,05).

Pela Tabela 2 pode-se observar que nao houve diferenca na taxa de prenhez
entre os animais dos trés tratamentos (P > 0,05). Estes resultados corroboram os de

MANN et al. (1999), TEFERA et al. (2001) e SZENCI et al. (2006), em que a
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Tabela 2 — Taxa de prenhez em fémeas bovinas Bos taurus taurus x Bos taurus indicus
submetidas a aplicagdo de lecirelina 0 e 12 dias apds a IA

- Tratamentos"
Variavel
Tcontrole TGnRHO TGnRHO0-12 Valor p
Prenhez (%)? 57,14 (16/28) 62,96 (17/27) 62,96 (17/27) 0,8776

YTcontrole = IA apés observagio do estro; TGnRHO = IA apos observagio do estro + 25 mg lecirelina no
dia da IA; TGnRHO-12 = IA apds observagdo do estro + 25 pg lecirelina no dia da TA + 25 pg de
lecirelina no dia 12 apés IA.? Diferengas entre tratamentos ndo foram significativas pela fungio logistica
(P>0,05).

administracao de 10 — 250 pg de andlogo de GnRH, na fase do diestro do ciclo estral de
vacas leiteiras, ndo influenciou a taxa de prenhez ao primeiro servico. Todavia,
MACMILLAN et al. (1986), LAJILI et al. (1991) e LOPEZ-GATIUZ et al. (2006)
verificaram aumento das taxas de prenhez em vacas quando tratadas com 10 - 250 pg de
analogo de GnRH no periodo do diestro (no momento da IA ou 12 dias apds). Segundo
THATCHER et al. (1989), CHENAULT et al. (1990) e YANIZ et al. (2004), o efeito
positivo do GnRH no momento da IA, como estimulador principalmente da liberacdo de
LH, provavelmente favorece o aumento da taxa de ovulacdo e o aumento da
concentracao de P4 sérica.

Os resultados do presente estudo podem estar ligados ao momento da aplicagao
do analogo de GnRH, que pode ter sido tardio, ndo causando luteiniza¢ao do foliculo
dominante da primeira onda folicular apdés o estro, ou ter sido cedo, ndo causando o
mesmo efeito no foliculo dominante da segunda onda folicular. Ou, ainda, pode ser que
a aplicagdo de 25 pg de lecirelina a IA ou a IA e 12 dias apos seja uma dosagem
insuficiente para influenciar a formacao de corpos liteos acessorios, aumentando assim
a producao de Py.

As médias das concentracdes de progesterona sérica nos tratamentos Tcontrole,
TGnRHO e TGnRHO-12, nos dias 0, 5, 12 e 20, estdo apresentadas na Tabela 3. Nao
houve efeito da aplicag@o da lecirelina na concentragdo de P4 sérica nos dias de coleta e
da interagdo tratamento/dia; entretanto houve efeito do dia (P <0,05). Estes dados
corroboram as observagdes de MANN et al. (1995) ¢ Szenci et al. (2006), mas sdo
contraditorias as de MACMILLAN et al. (1986), LAJILI et al. (1991), KAIM et al.
(2003) e LOPEZ-GATIUS et al. (2006), que mostraram aumento da concentragao de P4
sérica e o aumento significativo do numero de corpos luteos acessorios, registrado em
vacas gestantes que receberam dose tinica de GnRH a TA. Adicionalmente, duas doses

de andlogos de GnRH determinam aumento ainda maior da secrecdo de Pj. Estes
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Tabela 3 — Concentragdes de P4 nos dias 0, 5, 12 e 20 apos a IA, em fémeas bovinas Bos
taurus taurus x Bos taurus indicus submetidas a aplicagdo de lecirelina 0 e

12 dias apos a IA
Dia Tratamentos Média
Tcontrole? TGnRHO TGnRHO0-12
0 2,38 + 0,69 0,96 +£0,32 1,94 +£ 0,41 1,76¢
5 3,82+0,72 3,17+0,71 5,39+ 1,32 4,12b
12 10,15+2,01 8,08 +1,99 8,30+ 1,58 8,84a
20 12,21 £2,61 10,87 £2,99 11,90 + 0,29 11,66a
Média 7,14a £ 0,77 5,77a £ 0,94 6,88a+ 0,62 -

Y Tcontrole = IA ap6s observagio do estro; TGnRHO = IA ap6s observagio do estro + 25 mg lecirelina no
dia da IA; TGnRHO-12 = IA apds observacdo do estro + 25 pg lecirelina no dia da IA + 25 pg de
lecirelina no dia 12 apo6s IA. Néo houve efeito de tratamento e da interacdo trat./dia, porém houve efeito
do dia Teste Tukey-Kramer (P < 0,05).

autores demonstraram que a estimulacdo da fungao luteal aumentava quando o analogo
de GnRH era aplicado na metade da fase luteal. Porém, esse efeito ndo foi observado
nos animais tratados com licerelina nos tratamentos TGnRHO e TGnRHO0-12, o que
indica que tal andlogo do GnRH nao influenciou a formagdo de corpos luteos
acessorios, provavelmente devido as explicagcdes dadas anteriormente.

O aumento de progesterona no diestro pode inibir a luteélise; no entanto uma
possivel acdo luteotropica dos andlogos do GnRH no aumento da secre¢do progesterona
ndo deve ser ignorada quando se considera o potencial do mecanismo pelo qual este
tratamento melhora a taxa de prenhez (MANN et al., 1995). Neste estudo, nenhuma
diferenga na concentracdo de progesterona sérica foi observada entre os animais prenhes
e ndo-prenhes tratados e controle. Este fato indica que o tratamento com lecirelina ndo
teve nenhum efeito no atraso da regressdo luteal, o que corrobora com os resultados
obtidos por de MANN ¢ LAMMING (1995), que observaram que a duracao do ciclo
estral foi similar entre os animais-controles e os tratados com buserelina.

A média das concentragdes de P4 sérica dos Tcontrole, TGnRHO ¢ TGnRHO0-12
nas vacas prenhes e ndo-prenhes ¢ mostrada na Figura 1. As concentragdes de P4 sérica
foram semelhantes em todas as vacas nos dias 0, 5 e 12. No entanto, no dia 20, a
concentragdo de progesterona plasmatica foi mais elevada em animais prenhes do que
nos ndo-prenhes, para todos os tratamentos (P > 0,05), como mostrado na Tabela 4.
Estes dados corroboram com os parametros normais da fisiologia da reprodugdo em
bovinos, observados por varios autores (THIBAUL et al., 1993; MANN et al., 1995;
HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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Figura 1 — Média das concentracdes de P4 sérica em vacas prenhes e ndo-prenhes dos
tratamentos: Tcontrole, TGnRHO e TGnRHO-12.
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Tabela 4 — Correlagdao da prenhez com a concentracao de P4 sérico nos diferentes dias

apos a IA
DO D5 D12 D20
-0,1179Y -0,2345 0,1692 0,4278
Prenhez 2
(0,5745)" (0,2389) (0,4085) (0,0370)*

Y Coeficiente de correlagido de Spearman; e Z Valor-P.

4. Concluséo

O emprego do analogo do GnRH (lecirelina) ndo aumentou a taxa de prenhez em
vacas de corte mestigas (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), quando administrado
no momento ou 12 dias ap6s a inseminagao artificial.

Os tratamentos com lecirelina também nao afetaram a concentracao sérica de
progesterona nos dias 0, 5, 12 e 20 apds a A, ndo auxiliando, portanto, na formacao de

corpo luteo acessdrio, ou ndo aumentando a fung¢do luteal.
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Taxa de prenhez em vacas mesticas submetidas ao protocolo de IATF e aplicagio
de analogo de GnRH 12 dias apés a 1A

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do GnRH, administrado 12 dias
apos IATF, sobre a taxa de prenhez e os niveis de progesterona sérica em vacas de corte
mesticas. Foram utilizadas 59 fémeas bovinas mestigas (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus), nao-gestantes, previamente selecionadas por exame ginecoldgico, com escore
de condig¢ao corporal (ECC) 3,0 (escala de 1 — 5). Os animais foram alocados ao acaso,
em dois tratamentos: TBE (n =30): no dia, 0 inseriu-se o dispositivo intravaginal de
progesterona (Primer®) mais 2,0 mg de BE (Estrogin®), im; no dia 8, retirou-se o
PRIMER e aplicaram-se 300 UI de eCG (Novormon®) e 0,15 mg de PGF,, (Prolise®),
im; no dia 9, aplicou-se 1 mg de BE, im, e realizou-se a IATF 48-56 horas apos a
retirada do PRIMER; e TBEGnRH12 (n=29): o protocolo foi similar ao do TBE,
porém com administragio de 25 pg de GnRH (Gestran Plus®, Lecirelina) no dia 12 apds
a IA. No dia 35, apos IA, foi feito o diagnostico de gestagdo por exames
ultrassonograficos pela via transretal. A taxa de prenhez foi analisada por regressdao
logistica. Neste estudo foi observado que 53,33% das vacas (16/30) no TBE e 37,93%
(11/29) no TBEGnRH12 ficaram gestantes apds o primeiro servigo. Nao foi observada
diferenca entre a taxa de prenhez dos animais dos tratamentos (P > 0,05). Nao se
observou diferenca entre as concentragdes de P4 (TBE= 3,88 ng/mL e TBEGnRH12 =
3,12 ng/mL), entre as fémeas dos tratamentos (P > 0,05). A administracdo do analogo
de GnRH, no dia 12 ap6s a IATF, ndo influenciou a taxa de prenhez e nem a
concentragdo de progesterona.

Palavras-chave: progesterona; gado de mestigo; lecirelina; IATF; benzoato de estradiol.
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Crossbred cows pregnancy rate submitted to FTAI and administration of
gonadotrophins release hormone analogue twelve days after artificial insemination

Abstract: This work aims to evaluate the effect of gonadotropins releasing hormone
(GnRH) injection twelve days after FTAI on progesterone serum levels and the
pregnancy rate of 59 beef crossbred cows (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus), with
body condition score (BS) 2.5 to 3.5 (scale of 1 to 5), not pregnant previously selected
for gynecological examination. The animals were allocated on 2 treatments. TBE(n =
30): the day 0 - insertion of progesterone intravaginal device (Primer”) plus 2 mg of BE
(Estrogin®™), im; on 8, Remove the Primer” and applied 300 IU of eCG (Novormon ®)
and 0.15 mg of PGF2 a (Prolise®), im, on 9, was applied 1 mg BE, im, and was do
FTAI 48-56 hours after the withdrawal of PRIMER; and TBEGnRH12 (n = 29): the
protocol was similar to TBE, but with administration of 25 pg of GnRH (Gestran Plus®,
Lecirelin) twelve days after the FTAI The pregnancy diagnostic was done on day 35
after the Al, by ultrasound scans through trans-rectal ultrasound. The pregnancy rate
was analyzed by the logistic regression. The pregnancy rate for TBE cows was 53.33%
(16/30) for the first service, and for TBEGnRH12 cows 37.93% (11/29). The protocol
used did not affect the pregnancy rate of crossbred cows (P > 0.05) and also, there was
no difference between the concentrations of P4 (TBE = 3.88 ng/mL; TBEGnRHI2 =
3.12 ng/mL) between treatments (P > 0.05). In conclusion, the administration of the
analogue of GnRH, at twelve days after the FTAI does not affect the rates of pregnancy.
Also, there was no effect on the concentration of progesterone, between treatments
(P >0.05).

Keywords: progesterone; beef cattle; lecirelina; FTAI; benzoate of estradiol.
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1. Introducéo

Em sistemas de produgdo de vacas de corte a sincronizacdo e a indugao de estros
sdo ferramentas importantes, pois possibilitam que a maior parte do rebanho retorne a
ciclicidade e, ou, inicie uma nova gestagdo em um periodo curto de tempo (LUCY et
al., 2001; BORGES, 2008). BARUSELLI et al. (2004), KASIMANICKAM et al.
(2006) e SIQUEIRA et al. (2008) mostraram que protocolos hormonais que eliminam a
necessidade de detecg¢@o do estro, favorecendo a inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF), sdo mais atrativos, entretanto apresentam taxas de prenhez que oscilam entre 25
e 67%. Essa variacdo se da devido ao porcentual de animais que ciclam no periodo pos-
parto (60 dias), as condigdes ambientais e nutricionais em que os animais se encontram
e também a associagdo hormonal utilizada.

NASCIMENTO (2005) comparou a taxa de prenhez apo6s sincronizagdo da
ovulagdo e do estro entre trés protocolos hormonais e obteve resultados satisfatorios,
semelhantes aos alcangados por IA com detec¢do de estro, empregando inseminacao
artificial em tempo fixo com a associcdo dos hormodnios benzoato de estradiol,
progesterona, prostaglandina e eCG.

Tem sido sugerido que a administragdo de GnRH ou anélogos apds a 1A (dias 11
a 14 apos o estro), coincidindo com o maior didmetro do foliculo dominante na primeira
onda folicular, a iniciagdo do reconhecimento da gestagdo e o inicio do mecanismo
luteolitico, pode atuar no ovario, favorecendo a formagdo de um corpo liteo acessorio e,
consequentemente, aumentando a concentragdo de P, sérica, o que favorece a
sobrevivéncia do embrido (PETERS et al., 2000; BORGES et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do andlogo de GnRH, Lecirelina,
administrado 12 dias apds IATF, sobre a taxa de prenhez e as concentracdes de

progesterona sérica em vacas de corte mestigas.

2. Material e Métodos

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Monte Verde, localizada no municipio

de Dores do Rio Preto, Estado do Espirito Santo, latitude: 20° 41° 26 e longitude: 41°
50’ 48, no periodo de dia 25 de marco a 10 de maio de 2008.
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2.2. Animais, tratamentos e alimentagao

Foram utilizadas 59 fémeas bovinas mesticas, primiparas, secas (Bos taurus
indicus x Bos taurus taurus), ndo-gestantes, previamente selecionadas por exame
ginecologico, com escore de condi¢ao corporal (ECC) 3,0 (escala de 1 — 5) (VIEIRA et
al., 2005). Os animais foram distribuidos em delincamento inteiramente casualizado, em
dois tratamentos: TBE (n =30): no dia O realizou-se a inser¢do de dispositivo
intravaginal de progesterona (Primer®) mais 2 mg de BE (Estrogin®), im; no dia 8,
retirou-se 0 PRIMER e aplicaram-se 300 UI de eCG (Novormon®™) ¢ 0,15 mg de PGFa,
(Prolise®), im; no dia 9, aplicou-se 1 mg de BE, im, e realizou-se a IATF 48-56 horas
apos a retirada do PRIMER; eTBEGnRH12 (n = 29): o protocolo foi similar ao do TBE,
porém com administra¢io de 25 pg de analogo de GnRH (Gestran Plus®, Lecirelina) no
dia 12 apds a IA (adaptado de NASCIMENTO, 2005).

As inseminagdes artificiais foram realizadas pelo mesmo técnico, utilizando-se
sémen de um unico touro da raca Nelore, da Central de S€men, associada a Associagdo
Brasileira de Inseminagdo Artificial (ASBIA).

As fémeas foram mantidas em regime extensivo, com pastagem predominante de
braquiardo (Brachiaria brizantha vc. Marundu), com sal mineralizado e a agua a
disposic¢ao dos animais, de forma ad libitum.

Os animais foram separados, pesados ¢ submetidos a exame ginecoldgico por
palpacdo transretal, tendo o ECC sido analisado até sete dias antes do inicio do periodo

experimental.

2.3. Diagnostico de prenhez

A taxa de prenhez dos animais de cada grupo experimental foi determinada pelo
nimero de fémeas gestantes sobre o total de fémeas utilizadas em cada tratamento. O
diagnodstico de gestacdo foi realizado por exames ultrassonograficos pela via transretal,
utilizando um ultrassom portatil, marca Aloka, modelo SSD500, acoplado a um transdutor

linear de 5.0 MHz. Os exames ultrassonograficos foram feitos ao 35° dia ap6s IA.

2.4. Coleta de amostras de sangue e dosagem hormonal

As amostras de sangue para dosagem de P4 sérica foram coletadas de 30% dos
animais de cada grupo, na artéria/veia coECCigea, tendo sido realizadas no dia da IA e

nos dias 5, 12 e 20 apods a IATF.
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ApOs a coleta as amostras foram deixadas para coagular a temperatura ambiente,
na sombra, por 2 horas, e entdo guardadas a 4 °C, por 24 horas. O soro foi coletado apos
centrifugac¢do a 2.500 rpm, 1,439 g, por 10 minutos, ¢ mantido a menos 20 °C até a
analise hormonal, pelo método de quimioluminescéncia, usando-se kits comerciais

(AECCess® Progesterone, Beckman Coulterryy).

2.5. Andlise estatistica

Utilizou-se o programa SAS 8.0 (1999), a 5% de probabilidade de erro, para
todas as andlises estatisticas. A andlise dos dados foi realizada em delineamento
inteiramente casualizado. O peso vivo (PV) foi analisado por andlise de variancia e a
condi¢do de escore corporal pelo teste de Mann-Whitney. A presenga de corpo luteo e a
taxa de prenhez foram submetidas a analise logistica.

Os efeitos do tratamento ¢ do dia na concentracdo de P, foram analisados em
parcela subdividida, com o efeito do dia na parcela, em modelo misto, considerando o
erro e a repeticdo como efeito aleatorio, e comparagdo de médias pelo teste de Tukey-
Kramer. Foi realizada a correlagio de Spearman entre a taxa de prenhez ¢ a

concentracao de P4 sérica nos diferentes dias.

3. Resultados e Discussao

O peso vivo (PV) e o escore de condig¢do corporal (ECC) estdo apresentados na
Tabela 1. Observou-se que essas varidveis foram uniformes (P > 0,05) nos animais dos
diferentes tratamentos, podendo-se afirmar que os animais submetidos aos tratamentos
apresentavam escore de condigdes corporal e peso adequados a condi¢ao reprodutiva
(adaptado de OLIVEIRA et al., 2006).

O porcentual de corpos luteos observados nos animais do TBE e TBEGnRH12
estdo na Tabela 1. Considerando que a presenca de corpo luteo confirma a ciclicidade
dos animais, houve distribuicdo uniforme entre as vacas ciclicas e, ou, em anestro nos
tratamentos.

Nao houve diferenca na taxa de prenhez entre os animais dos tratamentos de
sincronizagdo de ovulagdo (P> 0,05). O TBE e o TBEGnRH12 apresentaram taxa de
prenhez ao primeiro servico de 53,33% (16/30) e 37,93% (11/29), respectivamente

(Tabela 2). A taxa de prenhez dos dois protocolos corrobora os resultados obtidos por
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Tabela 1 — Peso vivo (PV), escore de condigao corporal (ECC) e presenca de CL das
vacas no dia da inser¢do do dispositivo de progesterona, de acordo com os

tratamentos
_ Tratamentos”
Variavel
TBE TBEGnRH12 Valor p CV (%)?
PV (kg)¥ 357,67 £ 1,68 354,31 + 1,65 0,7939 13,79
ECC (1-5)¥ 2,93 40,01 2,95+0,01 0,7336 -
CL (%) 33,33(10/30) 13,79(4/29) 0,0738 -

Y'TBE = sincronizagio de ovulagio utilizando BE; TBEGnRH12 = sincronizagio de estro utilizando BE
com aplicagdo de 25 pg de lecirelina no dia 12 apos IATF; # Coeficiente de variagdo; ¥ Diferengas entre
tratamentos ndo foram significativas pelo teste F (P > 0,05); e * Diferencas entre tratamentos nio foram
significativas pelo teste de Mann-Whitney (P > 0,05).

Tabela 2 — Taxa de prenhez em vacas mesti¢as submetidas a dois protocolos de IATF

) Tratamentos®
Variavel
TBE TBEGnRH12 Valor p
Prenhez (%)’ 53,33 (16/30) 37,93 (11/29) 0,2341

Y'TBE = sincronizagio de ovulagio utilizando BE; TBEGnRH12 = sincronizagio de estro utilizando BE
com aplicagdo de 25 pg de lecirelina no dia 12 apés TATF;  Diferengas entre tratamentos ndo foram
significativas pela funcao logistica (P > 0,05).

varios autores (CUTAIA et al., 2003; MIALOT et al., 2003; NASCIMENTO, 2005;
CUTAIA et al., 2006; MARTINS et al., 2006). Entretanto, a administragdo de uma dose
de lecirelina no dia 12 apés a IATF nos animais do TBEGnRHI12 ndo implicou
nenhuma diferenga (P > 0,05), quando comparada a do protocolo TBE. Comparando
com resultados da utilizagao de andlogos de GnRH, esses resultados corroboram os de
MANN et al. (1999), TEFERA et al. (2001) e SZENCI et al. (2006), que demonstraram
que a administracdo de 10 — 250 pug de analogo de GnRH na fase do diestro do ciclo
estral de vacas leiteiras nao influenciou a taxa de prenhez ao primeiro servico. No
entanto, contradizem outros resultados, em que foi obtido aumento das taxas de prenhez
em vacas quando tratadas com 10 — 250 pg de analogo de GnRH no periodo do diestro
(no momento da IA ou 12 dias apos) (MACMILLAN et al., 1986; LAJILi et al., 1991;
LOPEZ-GATIUZ et al., 2006). Segundo THATCHER et al. (1989), CHENAULT et al.
(1990) e YANIZ et al. (2004), o efeito positivo do GnRH no momento da IA, como
estimulador principalmente da liberacao de LH, provavelmente favorece o aumento da

taxa de ovulacdo ¢ o aumento da concentracao de P4 sérica.
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Os resultados do presente estudo podem estar ligados a0 momento da aplicagao
do andlogo de GnRH, tendo sido este aplicado tarde, ndo causando luteinizagdo do
foliculo dominante da primeira onda folicular apds o estro, ou cedo, ndo causando o
mesmo efeito no foliculo dominante da segunda onda folicular. Ou, ainda, pode-se
sugerir que a aplicacdo de 25 pg de lecirelina 12 dias apds a IATF seja uma dosagem
insuficiente para influenciar a formacao de corpos luteos acessorios, aumentando assim
a producao de P4.

As médias das concentragcdes de progesterona sérica dos animais dos
tratamentos TBE e TBEGnRH12, nos dias 0, 5, 12 e 20, estdo na Tabela 3. Ndo houve
efeito dos protocolos utilizados nos dias de coleta e da interagdo tratamento x dia (p >
0,05); entretanto houve efeito do dia (P < 0,05), como observado por MANN et al.
(1995) e Szenci et al. (2006). Porém, MACMILLAN et al. (1986), LAJILI, et al. (1991)
e LOPEZ-GATIUS et al. (2006) mostraram que uma Unica dose de GnRH a IA pode
aumentar a concentracdo sérica de P4 € o nimero de corpos luteos acessorios em vacas
gestantes tratadas apds a inseminagdo. Os autores demonstraram que a estimulagdo da
fun¢do luteal foi aumentada quando foram aplicados analogos de GnRH na metade da
fase luteal. Este efeito ndo foi observado nos animais tratados com licerelina no
tratamento TBEGnRH12, o que indica que esse analogo do GnRH nao influenciou a
formacdo de corpos luteos acessorios, provavelmente devido as explicacdes dadas

anteriormente.

Tabela 3 — Concentragdes de P, (ng/mL) nos dias 0, 5, 12 ¢ 20 em vacas mesticas
submetidas a dois protocolos de IATF

) Tratamentos .

Dia Média
TBE(ng/mL) TBEGnRH12

0 1,79 £0,45 1,74 £ 0,35 1,76b

5 2,49+£0,73 1,63 £ 0,27 2,06b
12 4,69+1,32 4,75+ 1,32 4,72*
20 6,56 + 1,87 4,37 +1,37 5,46°

Média 3,88+ 0,61 3,128+ 0,49 -

V' TBE = sincronizagio de ovulagdo utilizando BE; TBEGnRH12 = sincronizagdo de estro utilizando BE
com aplicac@o de 25 pg de lecirelina no dia 12 apds IATF. Néo houve efeito de tratamento e da interagéo
trat./dia, porém houve efeito do dia, pelo Teste Tukey-Kramer (P < 0,05).

Uma possivel acdo luteotropica dos analogos do GnRH no aumento da secregao

progesterona nao deve ser ignorada, quando se considera o potencial do mecanismo
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pelo qual este tratamento melhora a taxa de prenhez (MANN et al., 1995). Mas, no
presente estudo, nenhuma diferenca na concentragdo de progesterona sérica foi
observada entre os animais prenhes e ndo-prenhes, tratados e controle.

A média das concentracdes de P4 sérica do TBE ¢, TBEGnRH12 nas vacas
prenhes e ndo-prenhes estdo na Figura 1. As concentracdes de P4 sérica foram
semelhantes em todas as vacas nos dias 0, 5 ¢ 12. No entanto, no dia 20 a concentracao
de progesterona plasmatica foi mais elevada em animais prenhes que nos ndo-prenhes,
para todos os tratamentos (P> 0,05), como mostrado na Tabela 4. Estes dados
corroboram os parametros normais da fisiologia da reproducdo em bovinos observados

por THIBAULT et al. (1993), MANN et al. (1995) e HAFEZ e HAFEZ (2004).
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Figura 1 — Média das concentragdes de P4 sérica nas vacas prenhes e ndo-prenhes dos
tratamentos: TBE e TBEGnRH12.
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Tabela 4 — Correlagdao da prenhez com a concentracdo de P4 sérica nos diferentes dias

ap6s a IATF
DO D5 D12 D20
Pronh -0,2463Y 0,3428 0,3127 0,5966
rennez
(0,3245)% (0,1637) (0,2216) (0,0147)*

Y Coeficiente de correlagio de Spearman; ? Valor-P.

4. Concluséo

A administracdo do andlogo de GnRH (lecirelina), no dia 12 apds a IATF, ndo
afetou a taxa de prenhez em vacas mestigas.

A lecirelina também nao afetou a concentragdo de progesterona, entre os
tratamentos, nos dias 0, 5, 12 e 20 apds a IATF, provavelmente ndo agindo na formacao

de corpo luteo acessoério ou no aumento da fung¢do luteal.
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3. CONCLUSAO GERAL

A administragdo de 25 mg do analogo do GnRH, lecirelina, no momento da
inseminacao artificial e, ou, no diestro (12 horas ap6s) ndo influenciou a taxa de
prenhez nem a concentragdo de progesterona sérica em vacas de corte mesticas, tanto
em animais inseminados apos observagdo do estro como em animais submetidos a um

programa de inseminagao artificial em tempo fixo.
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ANEXO A

TAXA DE PRENHEZ EMAFEMEAS BOVINAS MESTICAS COM USO DE
ANALOGO DE HORMONIO LIBERADOR DE GONADOTROPINAS
(GNRH) NOS DIAS 0 E 12 APOS A INSEMINACAO ARTIFICIAL

Anova para peso vivo

Fonte GL SQ QM F Valor-P
Tratamento 2 3123,4933 1561,7467 0,76 0,4731
Erro 79 163302,1164 2067,1154
Total 81 166425,6098
Teste de Kruskal-Wallis para ECC
Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P
Trat. 2 3,0043 0,2227
Fungdo logistica para prenhez
Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P
Trat. 2 0,26 0,8776
Fungdo logistica para presenga de corpo liteo
Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P
Trat. 2 0,30 0,8629
Analise em modelo misto para concentragdo de progesterona plasmatica
Efeito GL F Valor-P
Trat. 2 0,66 0,5213
Dia 3 32,85 <0,0001
Trat.*dia 6 0,36 0,8983

Comparagado entre dias para concentragdo de progesterona plasmatica pelo teste de Tukey-Kramer

Efeito Dia Dia Estimativa Erro-Padréo GL t Valor-P
Dia 0 5 -2,3651 0,5936 60,0 -3,98 0,0011
Dia 0 12 -7,0853 1,0303 59,3 -6,88 <0,0001
Dia 0 20 -9,9007 1,4411 59,3 -6,37 <0,0001
Dia 5 12 -4,7203 1,1342 58,9 4,16 0,0006
Dia 5 20 -7,5356 1,5171 59,0 -4,97 <0,0001
Dia 12 20 -2,8154 1,7348 58,9 -1,62 0,3738
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ANEXO B
TAXA DE PRENHEZ EM VACAS MESTICAS SUBMETIDAS AO

PROTOCOLO DE IATF E APLICACAO DE ANALOGO DE GnRH
12 DIAS APOS A 1A

Anova para peso vivo

Fonte GL SQ QM F Valor-P
Tratamento 1 166,1095 166,1095 0,07 0,7939
Erro 57 137472,8736 2411,8048

Total 58 137638,9831

Teste de Mann-Whitney para ECC

Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P

Trat. 1 0,1243 0,7245

Fungdo logistica para prenhez

Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P

Trat 1 1,42 0,2341

Fungdo logistica para presenca de corpo luteo

Fonte GL Qui-Quadrado Valor-P

Trat. 1 3,20 0,0738

Analise em modelo misto para concentragdo de progesterona plasmatica

Efeito GL F Valor-P
Trat. 1 0,94 0,3354
Dia 3 5,89 0,0017
Trat.*dia 3 0,47 0,7075

Comparacdo entre dias para concentragdo de progesterona plasmatica pelo teste de Tukey-Kramer

Efeito Dia Dia Estimativa Erro-Padréo GL t Valor-P
Dia 0 5 -0,2972 0,4839 47,7 -0,61 0,5420
Dia 0 12 -2,9564 0,9746 47,9 -3,03 0,0039
Dia 0 20 -3,6995 1,1931 47,9 -3,10 0,0032
Dia 5 12 -2,6592 1,0119 47,8 -2,63 0,0115
Dia 5 20 -3,4022 1,2237 47,9 -2,78 0,0077
Dia 12 20 -0,7430 1,4877 47,9 -0,50 0,6198
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