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RESUMO

A Prostaglandina F2a (PGF), amplamente utilizada em protocolos de sincronizagao de
cio por sua acdo luteolitica, tem demonstrado também induzir a ovulacdo de fémeas bovinas.
O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de um anélogo da PGF (d-Cloprostenol) como
indutor de ovulacdo em diferentes protocolos de inseminacdo artificial em tempo-fixo para
bovinos e bubalinos. Para a elaboracdo da dissertacdo de mestrado, foram realizados cinco
experimentos que estdo descritos em dois artigos cientificos, 0os quais serdo submetidos para
publicacdo. O objetivo do Artigo 1 foi avaliar a eficiéncia de um analogo de PGF como
indutor de ovulacdo em bufalas e vacas leiteiras. A hipoOtese testada foi de que a
Prostaglandina induz a ovulagdo tanto em fémeas bovinas, como em bubalinas. Dessa forma,
trés experimentos foram conduzidos, sendo um com bdfalas e dois com vacas, ambas em
lactacdo. As fémeas foram submetidas a protocolos de sincronizacéo de ovulagédo baseados no
uso de estradiol e progesterona para induzir a nova onda folicular e prostaglandina (PGF),
como agente luteolitico no momento da retirada do implante de progesterona. No dia da
inducdo da ovulacdo, as fémeas receberam d-Cloprostenol (Grupo PGF) ou Solucdo salina
(0,9% de NaCl; Grupo CTL). Avaliacbes ultrassonogréficas foram realizadas para detectar o
momento da ovulacdo de cada fémea. Com base nos resultados obtidos, constatou-se que
nossa hipotese foi parcialmente comprovada, uma vez que a PGF antecipou a ovulagdo em
vacas lactantes, entretanto, os efeitos ndo foram conclusivos em bufalas lactantes. O Artigo 2
teve como objetivos: 1) avaliar se a Prostaglandina F2a (PGF) pode substituir o cipionato de
estradiol (ECP) usado para induzir a ovulacdo em um protocolo hormonal a base de GnRH e
progesterona e 2) determinar se a antecipacdo da dose luteolitica da PGF seria capaz de
potencializar a sua a¢do ovulatéria em um protocolo livre de estradiol. A hipotese foi de que a
PGF induz a ovulacdo de vacas e novilhas submetidas a protocolos livres de estradiol. Dois
experimentos foram conduzidos com vacas e novilhas mesticas (Bos taurus vs. Bos indicus).
As avaliagOes ultrassonograficas foram feitas da mesma forma que nos Experimentos do
Artigo 1. No Experimento 1, as fémeas foram tratadas com PGF (Grupo PG), ECP (Grupo
ECP) ou NaCl (Grupo CTL) no momento da inducéo da ovulagdo, Os resultados obtidos neste
Experimento sugerem que, apesar dos indutores hormonais PGF e ECP ndo diferirem do
grupo Controle, o uso de PGF em vacas lactantes tendeu a aumentar a sincronia das ovulagoes
em relacdo aos animais que ndo foram induzidos a ovular. No Experimento 2, todas as vacas
receberam a dose luteolitica da PGF 24 horas antes da remoc¢&o do implante de progesterona e
no dia dos tratamentos para induzir a ovulacdo, um grupo recebeu d-Cloprostenol (Grupo PG)
e o0 outro recebeu NaCL (Grupo CTL). Os resultados demonstraram que a PGF aumentou a
taxa de ovulagdo em comparacdo com o Grupo que ndo recebeu estimulo ovulatorio, além
disso, houve uma tendéncia de maior sincronia das ovula¢des no Grupo que recebeu PGF.
Com base nos resultados obtidos, concluimos que Prostaglandina F2a antecipa a ovulagdo em
vacas lactantes, além disso, ela pode ser utilizada em protocolos livres de estradiol.
Entretanto, mais estudos devem ser conduzidos para avaliar o seu uso em fémeas bubalinas.

Palavras-chave: Fertilidade, PGF, VVacas leiteiras.



ABSTRACT

Prostaglandin F2o (PGF), widely used in estrous synchronization protocols for its
luteolytic function. Moreover, PGF has demonstrated to induce ovulation in bovine females.
The aim of this study was to evaluate the use of PGF-analogue (d-Cloprostenol) as ovulatory
stimulus in different timed artificial insemination (TAI) protocols in cattle and buffaloes. In
this Master of Science thesis, five experiments were performed, which are described in two
manuscripts, which will be submitted to publication. The aim of the Study 1 was to evaluate
the efficiency of a PGF analogue as ovulatory stimulus in buffaloes and dairy cows. The
hypothesis tested was that the Prostaglandin induces ovulation in both cows and buffaloes.
Thus, three experiments were performed, one with lactating buffaloes and two with lactating
cows. Females were subjected to ovulation synchronization protocols based on the use of
estradiol and progesterone to induce new follicular wave and prostaglandin (PGF) as
luteolytic agent in the time of withdrawal of progesterone device. On Day 9, the females were
given d-Cloprostenol (PGF Group) or saline (0.9% NaCl; CTL Group). Ultrasounds exams
were performed to detect the time of ovulation. Based on the results, it was found that our
hypothesis was partially confirmed, since the PGF anticipated ovulation in lactating cows,
however, the effects were not conclusive in lactating buffaloes. The aims of the Study 2 were:
1) to evaluate if Prostaglandin F2a (PGF) can replace estradiol cypionate (ECP) used as
ovulatory stimulus in a GnRH-progesterone based protocol, and; 2) to determine whether the
anticipation of luteolytic dose of PGF would be able to improve its ovulatory action in a free
estradiol protocol. The hypothesis was that the PGF induces ovulation of cows and heifers to
free estradiol protocols. Two experiments were conducted with cows and crossbred Girolando
heifers (Bos taurus vs. Bos indicus). Ultrasound evaluations were performed similarly as in
Experiments of Study 1. In Experiment 1, the females were treated with PGF (PG Group),
ECP (ECP Group) or NaCl (CTL Group) 1 d after CIDR removal. Results suggest that,
although the ovulatory stimuli, PGF and ECP, did not differ from the Control Group, the use
of PGF tended to increase the synchronization of ovulation in comparison to females which
were not induced to ovulate. In Experiment 2, all cows received a luteolytic dose of PGF, 24 h
before progesterone device removal. The ovulatory treatments, d-Cloprostenol ( PG group)
and NaCl (CTL Group) were given 1 d after CIDR removal. The results demonstrated that
PGF increased ovulation rate compared with the CTL group. In addition, there was a trend
toward greater synchronization of ovulation for PGF Group. Based on these results, we
conclude that Prostaglandin F2a hasten ovulation in dairy cattle, moreover, it can be used in
free estradiol protocols. However, more studies should be performed to evaluate its use in
buffalo females.

Keywords: Fertility, PGF, Dairy cows.
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1. INTRODUCAO

O agronegécio é responséavel por 22,74% do PIB no Brasil (Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada, 2011). Neste &mbito, a atividade pecuéria contribui com
uma fatia consideravel deste segmento, com aproximadamente 211 milhGes cabecas de gado
(FAOSTAT, 2012). Deste efetivo, cerca de 17% é destinado a producdo de leite, a qual foi de
32,304 bilhdes de litros de leite em 2012, colocando o Brasil no sexto lugar mundial em
producdo do leite (FAOSTAT, 2012). O valor bruto da producdo dos dois segmentos da
pecuaria € estimado em R$ 67 bilhdes, sendo esse valor, aliado a presenga da atividade em
todos os estados brasileiros, evidéncias da importancia econémica e social da bovinocultura
em Nnosso pais.

A regido norte do Brasil, embora ndo seja considerada grande produtora de leite no
pais, produziu 1,7 bilhdes de litros de leite em 2012, sendo o estado de Ronddnia, 0 maior
produtor da regido, responsavel por 42% da producédo (IBGE, 2012). A producéo leiteira de
Rond6nia ndo representa tanta importancia nacional se comparada as regides sul e sudeste,
entretanto essa producdo vém crescendo nos Ultimos anos, como resultado de um aumento
quantitativo e qualitativo dos rebanhos. Em relacdo a producdo de bubalinos, na ultima
década, o rebanho mundial, atualmente estimado em 195 milhdes de cabecas, aumentou cerca
de 15%, com um aumento na producdo de leite de aproximadamente 35% (FAOSTAT, 2011).
No Brasil, o rebanho é composto por aproximadamente 1,15 milhdo de bubalinos, sendo a
maior producdo encontrada na regido norte, responsavel por cerca de 70% da producdo total
de bafalos do pais (MAPA, 2011). Embora o rebanho bubalino brasileiro seja
consideravelmente menor em compara¢do com 0 bovino, essa producdo representa uma
importante fonte de renda em determinadas regiGes, especialmente o norte, em que a
proporcao de bubalinos é consideravelmente maior do que no resto do pais.

O aumento produtivo dos rebanhos é uma crescente preocupacao, especialmente neste
momento, em que a busca por praticas sustentaveis tém incentivado pesquisadores a
desenvolver tecnologias que permitam produzir cada vez mais em menores extensdes de terra,
com menos insumos. Neste sentido, 0 manejo reprodutivo, sendo um importante fator
associado com a rentabilidade da pecuaria bovina e que afeta diretamente a produtividade de
um rebanho, deve ser eficiente para que a propriedade leiteira seja sustentavel. Neste ambito,
qguanto mais tecnificado for o sistema de producéo, principalmente quando biotécnicas da

reproducdo como inseminacéo artificial (IA) e controle farmacoldgico do ciclo estral, maior
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sera a exigéncia de uma Otima eficiéncia reprodutiva. Apesar da disponibilidade dessas
biotecnologias, a eficiéncia reprodutiva e consequentemente a rentabilidade dos sistemas de
producdo tanto de bovinos de corte quanto de leite, no Brasil, ainda é considerada baixa
qguando comparado a paises desenvolvidos. Uma das formas de tornar o Brasil um pais mais
competitivo na producdo produtos de origem animal é através do aumento dos indices
reprodutivos e do mérito genético do rebanho. Para tanto, ferramentas reprodutivas como a
inseminacdo artificial em associacdo com o controle farmacologico do ciclo estral permitem
que fémeas sejam inseminadas em momentos mais adequados, facilitando assim, 0 manejo e a
disseminacdo da IA e 0 aumento do mérito genético dos animais comercializados.

Neste sentido, existe uma grande variedade de protocolos de sincronizagdo de
ovulacdo comprovadamente eficientes para bovinos e quem vem sendo testados e aplicados
também em bubalinos (BARUSELLI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001; CAMELO, 2002;
BARUSELLI & CARVALHO, 2005; ROLIM FILHO et al., 2009) com algumas alteragdes
para que sejam respeitadas as particularidades de cada espécie. Grande parte dos protocolos,
especialmente os aplicados no Brasil, utilizam ésteres de estradiol, por apresentar boa
eficiéncia e baixo custo. Entretanto diversos paises proibiram o uso deste hormonio em
producdo animal devido ao seu poder residual, sendo relacionado com o desenvolvimento de
tumores em humanos que ingerem alimentos contendo estes residuos.

Muitos dos paises que proibem o uso de estradiol sdo importantes importadores dos
produtos brasileiros, dessa forma, é necessario estudar alternativas que possam substituir o
uso de ésteres de estradiol, sem que a fertilidade dos animais seja prejudicada, e garantindo a
seguridade para humanos que ingerem produtos de origem animal. Além disso, a retirada do
estradiol dos protocolos evitaria que 0s nossos produtos sofram embargos dos mercados mais
exigentes. Neste sentido, sabe-se que os analogos de Prostaglandina F2a (PGF), amplamente
utilizados em protocolos de Inseminagdo Artificial em Tempo-Fixo (IATF) por seu efeito
luteolitico, possui acdo direta sobre a ovulagdo (SILVA & REEVES, 1985; ALGIRE et al.,
1992; BRIDGES & FORTUNE, 2007). Além disso, estudos ja demonstraram que a aplicacéo
exogena de d-Cloprostenol (andlogo de PGF) induz a primeira ovulacdo em novilhas de corte
(PFEIFER et al., 2009; LEONARDI et al., 2012), sendo mais recentemente demonstrado que
a PGF antecipa a ovulagdo em novilhas puberes submetidas a sincronizacdo de ovulacdo e em
vacas lactantes, produzindo resultados semelhantes aos alcancados com o uso de ésteres de
estradiol, sem prejudicar a fertilidade (PFEIFER et al., 2014). Apesar da PGF ser uma

alternativa para substituir os ésteres de estradiol como indutor de ovulagdo, ainda ndo ha
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estudos que demonstrem o efeito da PGF em protocolos livres de estradiol. Além disso, em
bubalinos ndo existem estudos que comprovem a eficécia da PGF sobre a ovulacéo.

Baseado nessas consideracdes, os estudos que fazem parte da dissertacdo de mestrado
foram realizados para avaliar a eficiéncia da PGF como indutor de ovulacdo em protocolos de
sincronizagdo de cio e IATF. Para tanto, foram desenvolvidos, durante o periodo de fevereiro
de 2013 a abril de 2014, cinco experimentos baseados na adaptacdo de protocolos utilizados
em fémeas bovinas e bubalinas. Os experimentos estdo dispostos em dois artigos cientificos,

que serdo submetidos para publicacéo.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
Determinar o efeito de um analogo de Prostaglandina F2a (d-Cloprostenol) como

indutor de ovulagdo em protocolo utilizados em fémeas leiteiras bovinas e bubalinas.

2.2. ESPECIFICOS
- determinar o efeito da PGF como indutor de ovulacdo em bufalas leiteiras;

- avaliar o perfil ovulatorio de vacas e novilhas leiteiras tratadas com um analogo de PGF em
comparagdo com o ECP usado no protocolo Heatsynch;
- avaliar se a antecipacdo da lute6lise melhora a sincronizacdo da ovulacdo em protocolos

livres de estradiol que usam a PGF como indutor de ovulacéo.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. CONTROLE EXOGENO DO CICLO ESTRAL DE BOVINOS E
BUBALINOS

3.1.1. Breve historico
Os primeiros estudos acerca do controle do ciclo estral foram realizados no inicio da

década de 40, em que observou-se que repetidas injecOes de progesterona por 14 dias
apresentavam alta taxa de expressao de cio, entretanto, a fertilidade ndo era potencializada
(JOCHLE, 1993). Nos anos 50, varios progestagenos, administrados por via oral, passaram a
substituir as repetidas inje¢Oes de progesterona (ZIMBELMAN & SMITH, 1966). Apesar da
alteracdo na via de administracdo, ainda eram necessarias administragfes diarias e a baixa

fertilidade persistia. Os problemas de fertilidade subsequente aos tratamentos com



98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

113
114

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

15

progesterona, aparentemente ocorriam devido ao desenvolvimento de foliculos persistentes e
da reduzida competéncia ovocitaria (ANDERSON & DAY, 1994; MIHM et al., 1994).

No inicio dos anos 70 surgiram os primeiros dispositivos auriculares liberadores de
progesterona (Norgestomet) (WILTBANK et al.,, 1971), evitando a necessidade de sua
administracdo didria. Entretanto, somente com a descoberta da prostaglandina como fator
uterino luteolitico (DOUGLAS & GINTHER, 1973; MCCRACKEN et al., 1972), é que
houve consideravel aumento nas taxas de concepcdo, quando uma injecdo de prostaglandina
foi associada aos protocolos com progestdgeno. Com a melhora na habilidade do controle do
desenvolvimento folicular ovariano, a duracdo dos tratamentos progestagenos nos protocolos
de sincronizagdo tem sido progressivamente reduzida. Estudos realizados na década de 90,
demonstraram que a administracdo de estradiol em associacdo com 0s progestagenos
sincronizaram o desenvolvimento folicular, 0 que permitiu que o tempo dos tratamentos de
progestagenos fossem reduzidos (~1 semana) e que fertilidade aceitavel para IATF fosse
alcancada (BO et al., 1995).

3.1.2. Vantagens
Uma importante vantagem do controle exdgeno do ciclo estral é o fato de permitir que

as fémeas sejam inseminadas em momento pré-determinado, excluindo-se, assim, a
necessidade de detec¢do de cio, que € uma das principais limitacGes da inseminacdo artificial
convencional, pois grande parte dos cios ndo sdo visualizados. Essa falha ocorre pelo fato de
muitas vacas manifestarem cio no periodo da noite, e outras apresentarem cio silencioso.
Dessa forma, sabe-se que cerca de 30% dos animais nao sdo detectados em cio, representando
uma queda na percentagem de fémeas inseminadas. De acordo com Baruselli et al. (2004a),
em Bos indicus, as taxas de deteccdo de estro sdo ainda menores do que em Bos taurus, por
apresentarem uma maior expressdo de cios noturnos e por serem de curta duracdo. Em
bubalinos, a inseminacédo sé é viabilizada com a previa sincronizagdo das ovulages, visto que
0 subestro ou estro silencioso € o principal fator associado a baixa eficiéncia reprodutiva nesta
espécie (KANAI & SHIMIZU, 1983; PRAKASH 2002; MADAN & PRAKASH 2007),
especialmente durante os periodos quentes, ou em regifes em que € quente o ano todo, como
norte brasileiro.

Além disso, a sincronizagdo de ovulagdo para IATF possibilita que uma parcela
significativa do rebanho se torne gestante logo apos o periodo voluntario de espera, reduzindo

0 periodo de servico e o intervalo entre partos, pois as fémeas podem ser induzidas ao cio a
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partir do 40° dia pos-parto (DPP). Dentre as vantagens de inseminar as vacas em tempo-fixo
inclui-se, ainda, o fato de encurtar a estagdo de monta da propriedade, além de produzir
bezerros mais uniformes, permitindo que se programe o nascimento dos animais para um
periodo de melhores condicGes climaticas e de pastagem, por exemplo.

Dessa forma, vérias associa¢des hormonais utilizadas para controlar o ciclo estral vém
sendo estudadas e utilizadas na tentativa de maximizar o potencial reprodutivo e produtivo
dos rebanhos; sendo que o sucesso desses protocolos, assim como o0 seu impacto econémico
ja foram bem descritos (BARUSELLI et al., 2004b; BO et al., 1994, 1995, 2003).

3.1.3. LimitacOes
Apesar das vantagens da sincronizacdo de ovulacdo e IATF, existem algumas

limitacdes, tais como a necessidade de haver um técnico especializado para estabelecer o
melhor protocolo para cada categoria animal. Além disso, deve-se selecionar 0s animais que
poderdo entrar no programa, de acordo com a condi¢do corporal de cada vaca e as condi¢bes
reprodutivas de vacas e novilhas. Este fator requer muita atencdo, pois sabe-se que o estado
corporal do animal esta diretamente relacionado a fertilidade (GOTTSCHALL, 2002). De
acordo com Humblot et al. (1996), os animais devem apresentar um escore de condi¢éo
coporal minimo de 2,5 para que se atinja resultados satisfatorios na prenhez.

Para isso, o ideal é que se faca uma avaliacdo das condi¢des gerais de cada candidata a
entrar no programa de sincronizacdo de ovulagdo e IATF, e uma avaliagcdo das condicoes
uterinas e ovarianas, através de exame ultrassonografico, no intuito de detectar se a fémea esta
em atividade estral, bem como detectar possiveis infecgdes uterinas, cistos ovarianos ou

outras alteracdes (DESCOTEAUX et al., 2010) que impossibilitem o sucesso da técnica.

3.2. INDUTORES DE OVULACAO
Nos protocolos de sincronizacdo de ovulagdo atualmente utilizados, sdo feitas

associacfes hormonais entre uma fonte de progesterona associada a um indutor de ovulagdo
no inicio do protocolo para induzir uma nova onda folicular, uma dose luteolitica de
Prostaglandina e um indutor de ovulagéo no final do protocolo, no intuito de permitir que as
ovulagBes ocorram no menor intervalo de tempo possivel. Um indutor de ovulagdo ideal é
aquele que induz, dentro de um intervalo maximo de 24 horas, todas as ovulacdes, para que

ocorram no momento mais aproximado ao momento da inseminagdo. Da mesma forma, deve-
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se programar as inseminagdes, de acordo com o indutor utilizado, j& que 0 mecanismo de acéo
varia de acordo com o hormonio aplicado. Neste sentido, os indutores de ovulagéo atualmente
utilizados no Brasil para sincronizacao de ovulacdo e IATF sdo os anadlogos de GnRH (ex.
buserelina, lecirelina) e o estradiol 17p ¢ os ésteres de estradiol (Benzoato, Valerato e
Cipionato de estradiol).

O GnRH é o principal indutor de ovulacdo utilizado nos protocolos aplicados nos
EUA, Canada e nos paises da Europa, onde o uso de estrogenos é proibido. Este hormonio
age diretamente na hipofise, estimulando a liberacdo de LH. Dessa forma, a ovulagdo
induzida pelo GnRH ocorre mais rapidamente do que ocorre com o estradiol e seus ésteres.
De acordo com Pursley et al. (1995), em um protocolo baseado no uso de GnRH-PGF-GnRH,
a ovulacdo ocorre cerca de 24 a 32 horas ap6s aplicacdo exdgena da segunda dose do GnRH.
Em bdfalas, se preconiza somente o uso de GnRH para induzir a ovulagdo, pois esta espécie
parece ndo responder ao estradiol exdgeno

Os ésteres de estradiol sdo os indutores de ovulacdo mais utilizados nos rebanhos
brasileiros, devido ao seu baixo custo em relacdo ao GhnRH. O mecanismo de a¢do ocorre a
nivel hipotalamico, estimulando a maior liberacdo de GnRH e, assim, estimular a secrecdo
hipofiséaria de LH; portanto, a ovulacdo ocorre mais tarde do que ocorre na administracdo de
GnRH. Os estrogenos se diferem, principalmente, pelo tempo de meia-vida de cada um, sendo
0 benzoato de estradiol (BE) o éster com meia-vida mais curta (~ 3 dias), o valerato de
estradiol (VE) e o cipionato de estradiol (ECP) apresentam meia-vida intermediaria (~ 7-8
dias) e longa (~ 10-12 dias), respectivamente. O valerato de estradiol ndo é
convencionalmente utilizado de forma isolada, para induzir a ovulagdo; somente em produtos
comerciais que associam este estr6geno com um progestdgeno, como no caso no implante
auricular Crestar® (Norgestomet + VE). A ovulagéo induzida pelo BE administrado 24 ap6s a
remocdo da fonte de progesterona ocorre cerca de 69 h apds a inducdo (MARQUES et al.,
2003; PFEIFER et al., 2014). J& quando se utiliza 0 ECP, a ovulagédo ocorre cerca de 55h apds
a aplicacédo do estrégeno (PANCARCI et al., 2002).

De acordo com Stevenson et al. (2004), com o uso do GnRH para induzir a ovulacéo,
a taxa de cio € baixa, pois o pico de estrogénio secretado pelo foliculo pré-ovulatério é
prematuramente suprimido pelo pico de LH. Em um estudo foi relatado que a taxa de cio foi
de 20% ap0s a injecdo de GnRH para induzir a ovulagdo (STENVENSON et al., 1996). Dessa
forma, o uso de GnRH é um fator limitante em protocolos que utilizam observacéo de cio para
inseminacdo. Por outro lado, O GnRH é mais efetivo em causar o pico pré-ovulatério de LH

e, consequentemente, a ovulacdodo que o estradiol (STEVENSON et al., 2004).
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Os ésteres de estradiol, induzem fortemente as manifestagbes de cio. Essa
caracteristica, considerada uma vantagem para alguns, é observada principalmente quando se
utiliza o ECP como estimulo ovulatério; entretanto, muitas vezes, o cio observado nao pe
seguido de ovulacao, sendo caracterizado como “falso cio”, o que se torna uma desvantem,
pois induz ao desperdicio de sémen. Além disso, devido ao seu poder residual em produtos
carneos e lacteos, o uso de estradiol e seus ésteres em producdo animal é proibido em alguns
paises (COMUNIDADE EUROPEIA, 2008).

3.3. ASSOCIACAO DE ESTERES DE ESTRADIOL E PROGESTERONA
Grande parte dos protocolos incluem a associagdo de uma fonte de progesterona ao

benzoato de estradiol (BE) para sincronizar as ovulagdes tanto em vacas de corte quanto em
vacas de leite (MACMILLAN & PETERSON, 1993, MACMILLAN et al., 1996; BURKE et
al., 1996; BO et al., 2002). No inicio do tratamento (Dia 0 do protocolo) esta associagio é
feita para induzir a emergéncia de uma nova onda folicular. Apo6s a retirada da fonte de
progesterona (Dia 8 ou 9), é administrado um analogo de prostaglandina para induzir a
regressdo do corpo lateo (CL) e por fim se utiliza o ECP ou BE para induzir a ovulagdo. A
preferéncia pelos ésteres ocorre devido a reducdo no custo do protocolo quando comparado ao
GnRH, sem que haja reducdo nos indices reprodutivos. Além disso, o estradiol administrado
em associacdo com a progesterona exogena no inicio do protocolo resulta em melhor
sincronia na emergéncia folicular. Dessa forma, os programas de sincronizacdo de estro
utilizados no Brasil normalmente utilizam os ésteres de estradiol no inicio e no final do
protocolo, por seus beneficios e por ndo haver restri¢cdes quanto ao uso do estradiol para fins
de reproducao animal.

De acordo com Bridges et al. (1999), os ésteres de estradiol aplicados no inicio do
tratamento com progestagenos promovem boa taxa de sincronizacdo de estro. O tratamento
com estradiol-17p associado aos progestagenos, atualmente utilizados principalmente na
forma de dispositivos intravaginais, € capaz de provocar regressdo folicular, resultando na
emergéncia de uma nova onda folicular, em média, 4,3 dias apds o tratamento (BO et al.,
1994). Alem disso, o estradiol empregado no final do tratamento, para sincronizar a ovulacao,
promove um feedback positivo sobre as concentraces de LH logo ap6s a remocdo da fonte de
progesterona exdgena, o que induz o pico pré-ovulatério de LH.

Para induzir a ovulagdo, recomenda-se que o BE seja administrado 24 horas apés a
remocédo do implante liberador de progestageno (BO et al., 2002; MARTINEZ et al., 2002,
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2005; BARUSELLLI et al., 2004c). Entretanto, outros estudos demonstraram a possibilidade
de aplicar o ECP no momento da retirada do implante de progestdgeno, no intuito de reduzir o
manejo, resultando em taxas de prenhez semelhantes ao uso do BE (MARQUES et al., 2004;
PENTEADO et al., 2005; AYRES et al., 2006).

De acordo com Moraes et al. (2002), o estrogeno pode estimular ou inibir a liberacéo
de gonadotrofinas, dependendo da dose e das concentragdes sanguineas de progesterona. Em
doses fisioldgicas e baixas concentracdes de progesterona, o estrogeno estimula a liberacéo de
LH para que ocorra a ovulagdo. Ao contrario, elevadas doses de estradiol, na presenca de

elevadas concentracOes de progesterona, bloqueiam as gonadotrofinas.

3.4. PROTOCOLOS A BASE DE GNRH
O primeiro protocolo que possibilitou 0 uso da IATF com satisfatoria taxa de prenhez

(~50%) foi o Ovsynch (THATCHER et al., 1989; PURSLEY et al., 1995), desenvolvido na
década de 90. Esse protocolo consiste na aplicacdo de uma injecdo de GnRH seguido de uma
dose de PGF 7 dias depois, e finalmente, outra dose de GnRH 48h apds a PGF, seguido de
IATF 16-18 horas ap6s a segunda dose de GnRH (Figura 1). O principio desse protocolo
consiste em provocar a ovulacdo e formacdo de um corpo liteo ou luteinizacdo do foliculo
dominante, para posterior lutedlise com a aplicacdo de PGF. A segunda aplicacdo de GnRH
tem a finalidade de desencadear o processo ovulatério e, com isso, a ovulacdo sincronizada
(MORAES et al., 2002). De acordo com Pursley et al. (1995), a administracdo da segunda
injecdo de GnRH proporciona a ovulagéo sincronizada dentro de um periodo de 8 h (de 24 a
32 horas apo6s o segundo GnRH) em todas as vacas em lacta¢do e novilhas nas quais houve
regressdo do corpo lateo em resposta a PGF. Entretanto, nos animais que ndo receberam a
segunda dose de GnRH as ovula¢es ocorrem em um periodo de 36 h (84-120 h apds PGF)
(PURSLEY et al., 1995), demonstrando a necessidade de se utilizar um indutor de ovulacéo
ao final do protocolo para melhor sincronizar o momento das ovulagdes. Inicialmente, ndo se
utilizava nenhuma fonte de progesterona no protocolo Ovsynch; sendo assim, a associagao de
um implante contendo progstdgeno ao GnRH aplicado no Dia 0 foi uma importante
modificacdo feita neste protocolo, aumentando significativamente as taxas de fertilidade
(AMBROSE et al., 2005).

O protocolo Co-Synch é uma modificacdo do Ovsynch, em que a segunda dose de
GnRH é administrada no momento da IATF, 48 a 64 horas apds o tratamento com PGF. O

Co-Synch, associado a uma fonte de progesterona, € o protocolo mais utilizado nos EUA, e
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resulta em taxas de gestagdo que variam de 30 a 65% (KASIMANICKAM et al., 2006;
BRIDGES et al., 2010). Outro protocolo desenvolvido a partir do Ovsynch foi o Heatsynch,
em que ocorre a substituicio da segunda dose de GnRH por cipionato de estradiol
(PANCARCI et al., 2002; STEVENSON et al., 2004). Esse protocolo representou uma
alternativa importante pelo fato de reduzir custo com manejo reprodutivo (uma dose de GnRH
é cerca de 8 vezes mais cara do que uma dose de ECP) e induzir as manifestacfes do estro,
como secre¢do mucovaginal e comportamento caracteristico do cio quando administrado 24
horas apos a remocao do implante de progesterona (STEVENSON et al., 2004). Entretanto,
este protocolo ndo € utilizado em paises em que o uso do estradiol é proibido, como nos
Estados Unidos e paises da Comunidade Europeia.

100 pg 500pg 100 pg

GnRH PGF  GnRH IATF
Dia 0 7 (48h) g (16-18h) 10

100 pg 500ug 100 pg GnRH +

GnRH PGF IATF
Dia 0 7 (48-64h) 9 _1Q

100 pg 500pg 1 mg

GnRH PGF  ECP IATF —m
Dia 0 7 8 10

Figura 1. Desenho ilustrativo dos protocolos hormonais de sincronizagdo de cio e IATF Ovsynch, Co-
Synch e Heatsynch utilizados em bovinos.

Existem, ainda, outras modificacdes feitas ao protocolo Ovsynch, como o Select-Synch
(GEARY et al., 2000; DeJARNETTE et al., 2001), adaptado para vacas com cria ao pé, em
gue que se insemina somente as que apresentarem cio apos a segunda dose de GnRH. No
protocolo Pre-synch, se faz uma “pré-sincronizacdo” com PGF, em duas aplicacbes com 11-
14 dias de intervalo e depois o protocolo é igual ao Ovsynch. Essas aplicacbes de PGF séo
feitas no intuito de aumentar a resposta folicular a primeira dose de GnRH e, assim, aumentar
a taxa de prenhez (MORERIA et al., 2000; EL-ZARKOUNY et al., 2004). Este protocolo é

indicado para vacas em pds-parto recente, pois favorece a reabsorcao uterina.
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35. LIMITACOES DO USO DE ESTERES DE ESTRADIOL EM PRODUCAO
ANIMAL

Como mencionado anteriormente, os programas de sincronizacdo de ovulacao
utilizados no Brasil, bem como em diversos outros paises, optam por administrar ésteres de
estradiol, tanto no inicio, como no final do protocolo, por seu baixo custo e alta eficiéncia.
Entretanto, apesar dos seus beneficios, o uso destes estrogenos, bem como de outros
horménios usados em producdo animal, tem sido amplamente discutido, principalmente no
que se refere a seguridade para humanos que ingerem derivados de animais tratados com
esses produtos.

Desde 1996, o conselho diretivo 96/22/EC da Unido Européia proibe a administracéo
de substancias que tenham efeitos tireostaticos, estrogénicos, androgénicos ou gestagénicos e
de Beta-agonistas na criacdo animal (COMUNIDADE EUROPEIA, 1996), enquanto que
algumas aplicacdes terapéuticas destas drogas ainda s&o permitidas. Particularmente o
estradiol-17p, usado com o objetivo de promover crescimento animal ¢ de controlar o ciclo
estral, foi considerado como um agente carcinogénico completo pelo Comité cientifico no
Veterinary Measures relating to Public Health (SCVPH), pois exerce efeitos como agente
iniciador e como promotor de crescimento tumoral, sendo relacionado particularmente ao
cancer de mama em humanos. Apesar de os dados atualmente disponiveis ndo permitirem a
obtencdo de uma estimativa quantitativa do risco, desde 2008, o Parlamento Europeu baniu o
estradiol e seus ésteres, incluindo aqueles com fins terapéuticos, para assegurar a protecdo da
salide humana dentro da comunidade europeia.

Apesar de existirem diversos relatos que associam distlrbios hormonais ao uso de
horménios esteroides na reproducao animal, ndo existem estudos epidemioldgicos adequados
para averiguar se 0 consumo de alimentos com residuos de ésteres de estradiol estd envolvido
no risco desenvolvimento destes distarbios. Além disso, é dificil determinar a quantidade de
residuos dos ésteres de estradiol que permanecem na carne e no leite oriundos de animais
tratados. A literatura disponivel leva-nos a crer que se o tratamento e o periodo de caréncia
forem seguidos corretamente, o nivel destes horm6nios no leite e na carne em animais
tratados, talvez sejam levemente maiores do que animais ndo tratados. Entretanto, a
concentragdo destes hormonios ainda estaria dentro das variagdes fisioldgicas que os animais
naturalmente estdo expostos durante o ciclo estral. De qualquer forma, a proibi¢do quanto ao
uso de ésteres de estradiol, embora ainda ndo tenha sido efetuada em diversos paises, como o

Brasil, ndo ha garantias de que essas resolucdes internacionais ndo afetem o Brasil, pois,
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atualmente, o pais ocupa uma posicao estratégica e essencial na producdo de alimentos para o
mundo.

Neste ambito, nossos produtores e sistemas de producdo podem estar a mercé de
embargos nas exportacdes e de acordos comerciais internacionais. Dessa forma, especial
atencdo deve ser dada aos periodos de caréncia destes farmacos, pois ndo ha nem mesmo
consisténcia no tempo de descarte do leite e da carne de um mesmo principio ativo entre
diferentes fabricantes. Em uma simples busca nos compéndios veterinarios e nas proprias
bulas dos ésteres de estradiol disponiveis no mercado brasileiro, os periodos de caréncia séo
altamente heterogéneos (Tabela 1). Entretanto, geralmente o periodo de descarte para animais
tratados com benzoato de estradiol € de 30 dias para o leite e para o abate. J& para o cipionato
de estradiol, alguns laboratdrios indicam que o periodo de caréncia é 0 (zero) tanto para o leite
guanto para o abate e outros que ndo indicam seu uso para animais de producdo leiteira. De
qualquer forma, alternativas para o uso de ésteres de estradiol para o controle da onda
folicular e ovulagdo podem representar reducdo das perdas com o descarte do leite e a

producdo de produtos mais saudaveis e seguros para 0 consumo humano.

Tabela 1. Indicacdo do periodo de caréncia informado na bula de produtos comerciais feitos
a base de analogos de 17-p Estradiol.

Nome Comercial Tipo de éster de estradiol Periodo de Caréncia
Abate Leite
Gonadiol® Benzoato de estradiol 60 dias Né&o utilizar
Bioestrogen® Benzoato de estradiol 10 dias 30 dias
Cronibest® Benzoato de estradiol 10 dias 30 horas
Ric-BE® Benzoato de estradiol Né&o informa N&o informa
E.CP® Cipionato de estradiol zero Né&o utilizar

Dessa forma, o Brasil, sendo o maior exportador de carne bovina do mundo e 0 sexto
maior produtor de leite, deve estar conectado com as exigéncias mercadologicas do comércio
mundial de leite, carne e seus derivados, principalmente no que diz respeito aos mercados
nobres, que podem pagar melhor pelo produto. Desta forma, € necessario encontrar
alternativas para que além de atender as exigéncias do mercado externo, o Brasil ainda
continue produzindo proteina animal com alta competitividade e qualidade, sem que seja
necessario elevar consideravelmente os custos com protocolos reprodutivos, uma vez que para

se utilizar as duas doses de GnRH necessarias em um protocolo que ndo utiliza estradiol, o
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custo € aproximadamente 8 vezes maior do que duas doses de estradiol. Por essa razdo,
somada a questdo residual e as proibi¢cGes quanto ao uso do estradiol, se torna interessante a
elaboracdo de uma alternativa para viabilizar o uso da IATF que produza resultados

satisfatorios, sem a elevacao excessiva nos custos.

3.6. ADUPLA FUNC;AO DAS PROSTAGLANDINAS
As prostaglandinas endogenas fazem parte de um grupo de compostos denominados

eicosanoides, derivados do acido aracdonico, que sdo produzidos em praticamente todos 0s
tecidos animais, exercendo diversas fungbes (WEEMS et al.,, 2006; FERNANDES &
FIGUEIREDO, 2007; RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). A a¢do mais associada as
prostaglandinas é a inducdo de contracdes ou relaxamento das células musculares lisas em
diversos 6rgaos (FERNANDES & FIGUEIREDO, 2007), sendo que a propriedade terapéutica
mais utilizada em medicina veterinaria é a capacidade de algumas prostaglandinas da série F
provocarem a lutedlise (TSAI & WILTBANK, 1997), causando a regressdao morfoldgica e
funcional do CL (KOTWICA et al.,, 2002). Assim, na década de 70 varios compostos
andlogos a Prostaglandina F2a natural foram sintetizados, como o Cloprostenol (COOPER &
FURR, 1974). Mais tarde descobriu-se que o corpo luteo sé é responsivo a acdo da PGF entre
os dias 5° e 17° dia do ciclo estral, a partir dai se inicia a regressao luteal espontanea pela acédo
da PGF enddgena (ODDE, 1990; LARSON, 1992). Essa descoberta resultou em melhores
taxas de ovulacdo, pois somente apds a regressdo luteal, o foliculo dominante presente no
ovario adquire capacidade ovulatéria (KASTELIC et al., 1990).

A aplicacdo da PGF possibilita maiores taxas de estro e de IA em comparacdo com
sistemas que utilizam apenas detec¢do do cio, entretanto, quando a PGF é administrada
isoladamente, o estro ndo ocorre de forma sincronizada, podendo se manifestar durante um
periodo de aproximadamente cinco dias. Assim, para a implantacdo de programas de IATF,
administracdo isolada de PGF (uma ou duas doses) se torna ineficiente. Por essa razéo, a
maioria dos protocolos atualmente utilizados para a sincronizagdo de cio e IATF utiliza
analogos de PGF associados a outros farmacos, como uma fonte de progesterona exdgena e
indutores de ovulagdo, como os ésteres de estradiol, GnRH, eCG ou LH.

A acdo luteolitica da PGF é conhecida desde a década de 70, e a partir desta descoberta,
as taxas de fertilidade dos animais melhorou consideravelmente, mas além das funcGes
anteriormente mencionadas, a PGF tem sido associada também a ovulacdo em diversas
espécies (BRIDGES & FORTUNE, 2007; DAVIES et al., 2006; PEIFER et al., 2009, 2014;
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NEGLIA et al., 2012; LEONARDI et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a PGF
esta diretamente ligada a ovulacdo em novilhas e vacas, atuando por um mecanismo
independente da luteolise (PFEIFER et al., 2009; 2014; LEONARDI et al., 2012). Entretanto,
o0 mecanismo pelo qual a PGF atua ainda ndo foi totalmente esclarecido, sendo que diversos
estudos tém buscado compreender como ocorre a indugdo da ovulagdo pela PGF
(MURDOCH et al., 1993; RANDEL et al, 1996; NAOR et al., 2007; FORTUNE et al., 2009).

A primeira sugestdo foi de que a PGF poderia estar envolvida na liberacdo de GnRH
(ZOR et al., 1970). Em seguida, diversos estudos relacionaram a administracdo exogena de
PGF ao aumento na liberagdo de LH em ovelhas (CARLSON et al., 1973), camundongos
(RATNER et al., 1974) e vacas pos-parto (RANDEL et al., 1988, 1996). Além disso, quando
utilizada em protocolos de sincronizagdo de ovulacdo, associada a utilizacdo de
progestagenos, a PGF pode potencializar os efeitos da progesterona exdgena apds a remoc¢éo
do progestageno (PFEIFER et al., 2009), aumentando, assim, a capacidade de resposta da
hip6fise a0 GnRH (RANDEL et al., 1996) e induzindo a ovulagdo. Além disso, de acordo
com Weems et al. (2006), a PGF exerce um efeito direto sobre a hipofise anterior para
aumentar essa capacidade de resposta da hipofise, resultando, assim, na maior liberacdo de
LH (RANDEL et al., 1996). Entretanto, os efeitos da PGF sobre a secre¢do de LH séo
controversos, pois embora a sua administracdo cause ovulagcdo em vacas e ovelhas em anestro
(CRUZ et al., 1997; DAVIES et al., 2006), a relacdo com o aumento na liberacdo de LH é
citada apenas em vacas. Assim, diversos estudos indicam que a PGF pode atuar também
localmente, no ovario, para induzir a ovulagdo. De acordo com Murdoch et al. (1993), a
prostaglandina secretada pelo foliculo pré-ovulatério estd intimamente ligada com o processo
ovulatério. Como se sabe, as prostaglandinas E, e F,, sdo produzidas pelas células da
granulosa (BRIDGES & FORTUNE, 2003), agindo diretamente no foliculo dominante.
Assim, pode-se considerar o fato de a PGF atuar de duas formas distintas, agindo sobre os
receptores de GnRH presentes na hipofise e também de forma direta nas células do foliculo
pré-ovulatdrio. O fato é que a influéncia da PGF sobre a ovulacédo ja foi comprovada, sendo
gue em um estudo recente foi demonstrado que a PGF possui efeito semelhante ao do ECP e
BE na inducédo da ovulagéo de novilhas e vacas submetidas a protocolos de IATF baseados na
associacdo de progesterona intravaginal e BE, resultando inclusive, em taxas de gestagédo de

aproximadamente 50%, considerada uma porcentagem aceitavel (PFEIFER et al., 2014).
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4. ARTIGO 1

Prostaglandina F2a como indutor de ovulagdo em vacas e bufalas leiteiras

Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de um analogo de Prostaglandina F2a

(PGF) como indutor de ovulacdo em vacas e bufalas leiteiras em lactacdo. No Experimento 1,
16 bufalas receberam 2 mg de benzoato de estradiol (BE), i.m., no Dia 0 e um implante
intravaginal de progesterona (CIDR) que permaneceu até o Dia 9. Nos Dias 8 e 9, as fémeas
receberam 500ug de d-Cloprostenol (analogo de PGF), i.m.. No Dia 10, as bufalas foram
separadas em dois grupos para receberem 500ug de PGF (Grupo PG, n = 8) ou nenhum
tratamento (Grupo CTL, n =8). Ndo houve diferenca entre os grupos na taxa de ovulacéo (P =
0,30), sendo que a taxa geral foi de 68%. Também ndo houve diferenca entre 0s grupos no
momento da ovulacdo (P = 0,61), sendo que o0 momento de ovulacdo médio foi de 89 horas
apos a remocao do CIDR. No Experimento 2, foram utilizadas 16 vacas lactantes, mestigas
Girolando. No Dia 0, as vacas receberam 2 mg de BE e um CIDR que permaneceu até o Dia
8. Nos Dias 7 e 8, foi administrado 500ug de d-Cloprostenol, im. No Dia 9, as vacas foram
separadas em dois grupos para receberem 500ug de d-Cloprostenol (Grupo PGF, n = 8) ou
nenhum tratamento (Grupo CTL, n = 8). Apenas uma vaca, pertencente ao Grupo PG, nédo
ovulou. Néo houve diferenca no momento da ovulacao (P = 0,69) entre os Grupos CTL e PG,
sendo que, em média, a ovulacdo ocorreu em 82 horas apds a remocdo do CIDR. Além disso,
87% das vacas ovularam de forma sincronizada, no periodo de 72 a 84 h apds a remocao do
CIDR, sem diferenca entre os Grupos (P = 0,9). No Experimento 3, foram sincronizadas 16
vacas mesticas Girolando em lactagdo que foram tratadas de forma semelhante ao
Experimento 2, entretanto, as vacas ndo receberam injecéo de d-Cloprostenol no Dia 8. Todas
as vacas ovularam e ndo houve diferenca no diametro do foliculo ovulatorio (P = 0,34) entre
0s grupos CTL e PG. Vacas tratadas com PG ovularam mais cedo em relacdo ao Grupo CTL
(62,5+5,8vs 94,5+ 13,5 h; P = 0,05). Os resultados sugerem que a PGF antecipa a ovulacéo

em vacas lactantes, entretanto, esse efeito ndo foi observado em bufalas lactantes.

Palavras-chave: Bovinos, bubalinos, controle estral, indutor ovulatorio.
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Abstract
The aim of this study was to evaluate the efficiency of a Prostaglandin F2a analogue

(PGF) as ovulatory stimulus in dairy cows and buffaloes. In Experiment 1, 16 lactating dairy
buffaloes received a 2 mg estradiol benzoate (EB) im, on Day 0. A progesterone-releasing
device (CIDR) was intravaginally placed from Day 0 to Day 9. On Days 8 and 9 cows were
given 500ug of d-Cloprostenol (PGF analogue), im. On Day 10, buffaloes were assigned into
two groups to receive 500ug of PGF (PGF Group, n = 8) or no treatment (CTL Group, n = 8).
There was no difference in ovulation rate (P = 0.30), on average 68%. Moreover, there was no
difference between Groups in time of ovulation (P = 0.61), on avergae 89 h after the CIDR
removal. In Experiment 2, 16 lactating dairy cows (Girolando crossbred), cows received 2 mg
EB on Day 0. A CIDR was intravaginally placed from Day 0 to Day 8. On Days 7 and 8,
cows were given 500ug of d-Cloprostenol. On Day 9, the cows were assigned into two groups
to receive a 500ug of d-Cloprostenol (PGF Group, n = 8) or no treatment (CTL Group, n = 8).
Only one cow from PG Group did not ovulate. There were no differences in the time of
ovulation between CTL and PG Groups (P = 0.69), whereas, on average, ovulation occurred
82 h after CIDR removal. In addition, 87% of cows ovulated in a synchronized manner,
within 72 and 84 h after CIDR removal. In Experiment 3, 16 lactating cows (Girolando
crossbred) that were handled and treated similarly to the Experiment 2, however, the cows did
not receive d-Cloprostenol on Day 8. All cows ovulated and there was no difference in the
diameter of the ovulatory follicle (P = 0.34) between PGF and CTL Groups. Cows treated
with PGF ovulated earlier than CTL Group (62.5 £ 5.8 vs 94.5 £ 13.5 h; P = 0.05). These
results suggested that PGF hasten ovulation in lactating dairy cows, however its effect was

not observed in dairy buffaloes.

Key-words: Cattle, Buffaloes, Control of Estrous Cycle, Ovulatory Stimulus.

Introducéo
A sincronizagdo da ovulagéo para viabilizar a Inseminagdo Artificial em Tempo-Fixo

(IATF) é uma importante tecnologia implementada para aumentar a lucratividade de fazendas
comerciais de bovinos e bubalinos, resultando no aumento na taxa de servigo, além de
possibilitar que um grande nimero de fémeas estejam gestantes logo no inicio da estacéo
reprodutiva (BARUSELLI et al.,, 2002). Além disso, a IATF elimina a necessidade de

observagdo de cio, que representa uma das principais limitagbes para 0 sucesso da
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inseminacdo artificial, especialmente em bubalinos, em que a alta incidéncia de subestro ou
cio silencioso talvez seja o principal fator ligado a baixa eficiéncia reprodutiva (KANAI &
SHIMIZU 1983; PRAKASH, 2002; MADAN & PRAKASH, 2007). Em bubalinos, a
concentracdo de estradiol-17p no sangue durante a fase folicular do ciclo estral parece ser
relativamente menor do que em bovinos (AVENELL et al., 1985; KANAI et al., 1990; ROY
& PRAKASH, 2009), sendo essa uma possivel razdo para a menor intensidade das
manifestacdes de estro em bufalas (PERERA, 2011). Assim, a inseminacgdo artificial apds
observacao de cio se torna inviavel nesta espécie.

Uma grande variedade de protocolos de sincronizagdo de ovulagdo comprovadamente
eficientes para bovinos e que vem sendo adaptados para aplicacdo também em bubalinos
(BARUSELLI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001; CAMELO, 2002; BARUSELLI &
CARVALHO, 2005; ROLIM FILHO et al., 2009) tem sido utilizada no Brasil. Grande parte
dos protocolos incluem o uso de uma fonte exdgena de progesterona, associada ao benzoato
de estradiol (BE) no inicio do tratamento para induzir a emergéncia de uma nova onda
folicular, um analogo de prostaglandina para induzir a regressdo do corpo liteo (CL) e um
indutor de ovulacdo, como o GnRH, cipionato de estradiol (ECP) ou BE. Bufalas parecem
ndo responderem adequadamente ao estradiol exdgeno, portanto, nesta espécie se preconiza o
uso GnRH como estimulo ovulatdrio.

Embora os analogos de PGF sejam amplamente utilizados como agentes luteoliticos, a
secrecdo intrafolicular das prostaglandinas estd intimamente relacionada com o periodo
periovulatério (SILVA & REEVES, 1985; ALGIRE et al., 1992; BRIDGES & FORTUNE,
2007). Além disso, estudos ja demonstraram que a aplicacdo exdgena de d-Cloprostenol
(analogo de PGF) induz a primeira ovulacdo em novilhas de corte (PFEIFER et al., 2009;
LEONARDI et al., 2012), sendo mais recentemente demonstrado que a PGF antecipa a
ovulagdo em novilhas puberes e em vacas lactantes submetidas a sincronizacdo de ovulagdo
sem prejudicar a fertilidade dos protocolos de IATF (PFEIFER et al., 2014). Apesar dessas
comprovacgOes, ainda ndo se tem estudos demonstrando o efeito da PGF na ovulacdo de
bubalinos.

Com base nas consideragfes apresentadas, a hipoOtese deste estudo foi que a
administracdo de um analogo de PGF 24 horas apds a remocdo da fonte de progesterona
exogena seria capaz de induzir a ovulagdo de forma sincronizada em vacas e bdfalas leiteiras.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do d-Cloprostenol como indutor de

ovulagdo em vacas e bufalas leiteiras.
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Material e Métodos
O estudo foi realizado entre outubro de 2013 e fevereiro de 2014 e foi aprovado pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Embrapa — Ronddnia, sob o codigo
F.02/2014.

Experimento 1
Este experimento foi conduzido no campo experimental do Centro de Pesquisa

Agroflorestal de Rondbnia (Embrapa — Rondonia), situado no municipio de Presidente
Médici, RO, Brasil (11°10°33”S, 61°54°0370). Para o estudo, foram utilizadas 16 bufalas
leiteiras mesticas (principalmente Murrah) em lactagéo, com idade entre 4 e 13 anos, mantidas
em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Marandu, com livre acesso a 4gua e sal mineral. As
vacas foram ordenhadas uma vez ao dia com bezerro ao pé.

O desenho experimental deste experimento estd demonstrado na figura 1A. No Dia 0,
as bufalas receberam 2 mg de benzoato de estradiol (Bioestrogen®, Biogénesis-Bago,
Curitiba) i.m. e um implante intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer Satide Animal, S&o
Paulo) que permaneceu até o Dia 9. Nos Dias 8 e 9 as fémeas receberam 500ug de d-
Cloprostenol (anélogo de PGF, Croniben®, Biogénesis-Bagé, Curitiba) i.m.. No Dia 10, as
bufalas foram separadas em dois grupos homogéneos quanto ao diametro do Foliculo
Dominante (FD) para receberem 500ug de PGF (Grupo PGF, n = 8) ou nenhum tratamento
(Grupo CTL, n =8).

Experimento 2
Este estudo foi conduzido no campo experimental da Embrapa — Rondodnia, situado no

municipio de Porto Velho, RO, Brasil (08°48°12” S, 63°50°56” O). Dezesseis vacas Girolando
(Bos taurus vs Bos indicus) em lactagdo foram utilizadas no experimento. As vacas eram
mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha cv Marandu, sendo suplementadas com farelo
de milho e soja ap6s cada ordenha (2 vezes ao dia). Os animais tinham livre acesso a agua e
sal mineral.

O desenho experimental estd ilustrado na figura 1B. No Dia 0, todas as vacas
receberam 2 mg, i.m., de BE e um implante intravaginal de progesterona que permaneceu até
0 Dia 8. Nos Dias 7 e 8, foi administrado 500g de d-Cloprostenol, im. No Dia 9, as vacas
foram separadas em dois grupos homogéneos quanto ao didmetro do FD para receberem

500ug de d-Cloprostenol (Grupo PGF, n = 8) ou nenhum tratamento (Grupo CTL, n = 8).
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Experimento 3
Neste estudo foram sincronizadas 16 vacas Girolando (Bos taurus vs Bos indicus) em

lactagdo. Os animais foram tratados de forma similar aos do Experimento 2. O desenho
experimental esta ilustrado na figura 1C. As vacas foram sincronizadas e separadas em
Grupos de forma semelhante ao Experimento 2, entretanto, todas vacas receberam uma
injecdo luteolitica de d-Cloprostenol apenas no Dia 7. No Dia 9, as vacas foram separadas em
dois grupos homogéneos quanto ao didmetro do FD para receberem 500ug de d-Cloprostenol
(Grupo PGF, n = 8) ou nenhum tratamento (Grupo CTL, n = 8).

AvaliacGes Utrassonogréficas e Defini¢oes
Para determinar a atividade estral, as fémeas foram examinadas por ultrassonografia

transretal (SIUI CTS-900, probe linear com 5 MHZ, Guangdong, China) previamente ao
inicio de cada experimento. Somente vacas que apresentavam um corpo lateo (CL) e/ou um
foliculo dominante (FD) foram consideradas com atividade estral e incluidas no estudo.
Durante os experimentos, o0 exame foi realizado para detectar a presenca e didmetro de todos
os foliculos maiores ou iguais a 3 mm de diametro e do CL, bem como para avaliar a presenca
de liquido uterino. Nos experimentos 1 e 2, 0os exames ultrassonograficos foram realizados a
cada 12 horas a partir do dia da retirada do CIDR até a detec¢do da ovulacéo ou até seis dias
apos a remocao do implante intravaginal.

Com o objetivo de realizar a normalizacdo dos dados de crescimento folicular
(GARCIA & SALAHEDDINE, 2001), no Experimento 3, as vacas foram monitoradas
diariamente do Dia 0 ao 8 e a cada exame era registrado o didametro e localizacdo no ovario de
todos os foliculos > 3mm de diametro (GINTHER et al., 1989). A partir do Dia 8, 0
monitoramento ultrassonografico foi realizado a cada 12 horas, assim como nos Experimentos
1 e 2. Os exames diarios foram feitos a fim de monitorar o desenvolvimento da onda folicular
de cada animal e o dia da emergéncia da onda folicular foi definida como retrospectivamente
como o dia em que o foliculo dominante foi identificado pela primeira vez, com um diametro
de 4 a 5 mm (GINTHER et al., 1989; KNOPF et al., 1989). Em todos os experimentos, a
ovulagédo foi determinada pelo desaparecimento de um foliculo maior ou igual a 8 mm de
didmetro (MARTINEZ et al., 2005). A sincronia das ovulagdes foi determinada pela
porcentagem de fémeas que ovularam dentro de um intervalo de 24 horas. Nas bufalas do

Experimento 1, foi definido que o intervalo seria entre 78 e 102 horas ap6s a remoc¢édo do
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implante de progesterona e nas vacas dos Experimentos 2 e 3, a ovulagdo sincronizada foi

definida como as ovulagc6es que ocorreram entre 60 e 84 horas apds a remogdo do implante.

Analises estatisticas
Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SAS

(1998). Os dados referentes a variaveis continuas (didmetro do foliculo pré-ovulatorio e
momento da ovulacao) foram avaliados por Andlise de variancia — Fatorial ANOVA, sendo as
médias comparadas entre 0s grupos através do teste de Tukey. J& os dados de varidveis
categoricas (taxas de ovulacdo, de ovulacgao sincronizada e de prenhez) foram analisados pelo
teste do Qui-quadrado. A taxa de ovulacdo sincronizada foi calculada pelo nimero de vacas
qgue ovularam dentro de uma janela de 24h sobre o total de ovulagdes. Os valores foram
considerados significativos quando a probabilidade (valor de P) foi menor ou igual a 0,05.
Quando o valor de P obtido foi entre 0,06 e 0,1, considerou-se uma tendéncia.

1) Sem tratamento (Grupo CTL, n=8)
2) 500 pg PGF (Grupo PGF, n=8)

500ug 500ug

2mg BE PGF  PGF
(M) ! Vo
( CIDR | ~

1) Sem tratamento (Grupo CTL, n=8)

5004 500ug 2) 500 pg PGF (Grupo PGF, n=8)

2 mg BE PGF PGF
8) l l
| CIDR Y
1) Sem tratamento (Grupo CTL, n=8)
500ug 2) 500 pg PGF (Grupo PGF, n=8)
2 mg BE PGF
(c l
I CIDR | L2
Exame Ultrassom 24/24 h J
Dia 0 7 8 9 10

Exame Ultrassom 12/12 h

Figura 1. Desenhos experimentais utilizados nas (A) bufalas do Experimento 1 (n=16), (B)

vacas do Experimento 2 (n=16) e (C) vacas do Experimento 3 (n = 16).
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Resultados

Experimento 1
Os resultados referentes as respostas ovarianas estao descritos na tabela 1. Nao houve

diferenca quanto a taxa de ovulagéo (P = 0,30), em que a taxa geral foi de 68%. O momento
da ovulacdo também ndo diferiu entre os Grupos (P = 0,61), sendo que ocorreu, em média 89
horas apos a remocao do CIDR. O diametro médio do foliculo ovulatério foi de 15,7 + 0,9
mm, sem diferenca entre os Grupo PG e CTL (P = 0,47). A distribuicdo das ovulacGes esta

demonstrada na figura 2A.

Experimento 2
Os resultados de resposta ovariana estdo descritos na tabela 1. Apenas uma vaca, que

pertencia ao Grupo PGF, ndo ovulou durante o experimento. Nao houve diferencas quanto ao
didmetro do foliculo ovulatério (P = 0,79), que foi em média 13,9 £ 0,6 mm. O momento da
ovulacdo (P = 0,69) e taxa de ovulagéo sincronizada (P = 0,9) também néo diferiram entre os

Grupos CTL e PGF. A distribuicdo das ovulagdes esta demonstrada na figura 2B.

Experimento 3
Os resultados das respostas ovarianas estdo demonstrados na tabela 1. Todas as vacas

ovularam e ndo houve diferenca no diametro do foliculo ovulatério (P = 0,34) entre 0s grupos
CTL e PGF, respectivamente. As vacas tratadas com PGF ovularam antecipadamente em
relacdo ao Grupo CTL (P = 0,05). Houve uma tendéncia de maior sincronia de ovulacdes nas
vacas tratadas com PGF, em que 75% das ovula¢cbes ocorreram de forma sincronizada (entre
60 e 84h apos a remocdo do CIDR), enquanto que apenas 37,5% das vacas que ovularam do
grupo CTL ovularam nesse mesmo intervalo (P = 0,1).
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Tabela 1. Percentagem de bufalas (Experimento 1) e vacas (Experimento 2 e Experimento 3)
que ovularam durante os tratamentos, taxa de ovulagdo sincronizada, média (+ Erro Padrédo)
do momento da ovulacdo (h apds a remocgdo do implante intravaginal) e do didametro do
foliculo ovulatério nas fémeas que receberam tratamento com PGF (Grupo PGF) ou nenhum

tratamento (Grupo CTL) 24 horas ap6s a remocao do implante intravaginal de progesterona.

Grupo Experimental

Respostas ovarianas CTL PGF Valor de P
Experimento 1 — Bufalas (PGD8D9D10)
Taxa de ovulagéo 75% (6/8) 62,5% (5/8) 0,59
Taxa de ovulacdo sincronizada (78-102 h ap6s 50% (3/6) 80% (4/5) 0,30
a remocdo do CIDR)
Momento da ovulacéo (h = EP) 92,0+£8,6 852+95 0,61
Diametro do foliculo ovulatério (mm + EP) 16,25+0,8 15,3+0,9 0,47
Experimento 2 — VVacas (PGD7D8D9)
Taxa de ovulacéo 100% (8/8) 87,5% (7/8) 0,30
Taxa de ovulacdo sincronizada (60-84 h apos 87,5% (7/8) 85,7% (6/7) 0,9
a remocao do CIDR)
Momento da ovulagdo (h £ EP) 84,0+5,7 80,0+6,1 0,69
Diametro do foliculo ovulatério (mm + EP) 141 +0,5 13,9+0,6 0,80
Experimento 3 — Vacas (PGD7D9)
Taxa de ovulacéo 100% (8/8) 100% (8/8) 1
Taxa de ovulacéo sincronizada (60-84 h apos 37,5% (3/8) 75% (5/7) 0,1
a remocdo do CIDR)
Momento da ovulacéo (h = EP) 945+10,4 62,5+10,4 0,05
Didmetro do foliculo ovulatério (mm + EP) 149+ 0,76 16,0 £ 0,76 0,34

Discussao

A hipotese de que o d-Cloprostenol (anadlogo de PGF) administrado 24 horas apos a
remocdo do implante de progesterona é capaz de induzir a ovulacdo em vacas e bufalas
leiteiras foi parcialmente comprovada neste estudo. Os resultados obtidos demonstraram que a
PGF é capaz de antecipar a ovulagdo, de forma sincronizada, em vacas leiteiras. Estes
resultados concordam com estudos anteriores, em que foi demonstrado que PGF induz a
ovulagéo sincronizada em vacas e novilhas submetidas a protocolos de sincronizacédo de cio e

IATF, resultando em taxa de gestacdo de aproximadamente 50% (PFEIFER et al., 2014).
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Entretanto, aparentemente o tratamento com PGF ndo antecipou a ovulagdo em bufalas
leiteiras lactantes.

Diversos estudos tém buscado elucidar como a PGF atua para induzir a ovulagdo em
mamiferos (MURDOCH et al., 1993; RANDEL et al., 1996; BRIDGES & FORTUNE, 2007;
NAOR et al., 2007). Em um estudo realizado por Leonardi et al. (2012), novilhas pré-puberes
ovularam 94h ap6s o tratamento com cloprostenol, sendo comprovado um efeito ovulatério
independente da lutedlise. Entretanto, o mecanismo pelo qual a PGF atua ainda nao é
conhecido. Aparentemente, a PGF aumenta a responsividade da hipofise ao GnRH,
aumentando, assim a liberagdo de LH (RANDEL et al., 1996) em um processo que culmina
com a ovulacdo. Randel et al. (1996) relatou um aumento na liberacdo de LH 6h apds o
tratamento com um analogo de PGF em vacas em anestro. Entretanto, em outro estudo,
realizado com camundongos, foi demonstrado que a PGF inibe a secrecdo de LH pelas células
hipofisarias (NAOR et al., 2007). Essas consideracdes evidenciam a necessidade de mais
estudos para que o mecanismo de acao que leva a PGF a induzir a ovulagéo seja esclarecido.

Apesar de ndo haver consenso quanto ao mecanismo de acdo da PGF, aparentemente
qualquer analogo de prostaglandina possui potencial para induzir ovulagdo, sendo que varios
analogos comerciais ja foram associados a eventos periovulatorios em bovinos (CRUZ et al.,
1997; GABRIEL et al., 2011; PFEIFER et al., 2009; 2014; LEONARDI et al., 2012), ovinos
(DAVIES et al., 2006) e também em bubalinos (NEGLIA et al., 2008, 2012). Em um estudo
prévio em que se relatou que a PGF atuava como estimulo ovulatério em vacas e novilhas
submetidas a um protocolo de IATF foi usado d-Cloprostenol e Cloprostenol sodico
(PFEIFER et al., 2014). No presente estudo foi utilizado d-Cloprostenol em todos os animais,
entretanto, os resultados demonstram que o efeito ovulatério sé ocorreu em bovinos, sendo
nas bufalas constatado ndo haver efeito sobre a ovulacdo, mesmo naquelas que receberam trés
doses do farmaco. No Experimento 2, em que todas as vacas receberam pelo menos duas
doses de PGF (Dias 7 e 8), a ovulacéo foi antecipada tanto nas vacas que receberam a terceira
dose (Dia 9), como naquelas que ndo receberam, ndo havendo diferenca entre duas ou trés
aplicacdes de PGF. Ja no Experimento 3, em que as vacas receberam uma ou duas doses de
PGF, notou-se que a ovulagéo foi antecipada somente no grupo que recebeu a segunda dose,
ficando evidente a necessidade de fornecer um indutor de ovulacdo na fase final de
crescimento folicular.

A maioria dos protocolos de sincronizacdo de ovulagdo utiliza a dose luteolitica de
PGF no momento da remocgédo da fonte de progesterona, entretanto, estudos indicam que a

antecipacdo dessa dose resulta em melhores taxas de fertilidade (MORENO et al., 2002;
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VALDEZ et al., 2005; SA FILHO et al., 2010). De acordo com S& Filho et al. (2010), a
lutedlise precoce leva a um aumento da pulsatilidade do LH, crescimento do foliculo pré-
ovulatorio, maior taxa de ovulacdo e maior diametro do CL formado.

Para que boas taxas de fertilidade sejam atingidas em programas de IATF, é necessario
que as ovulagdes ocorram de forma sincronizada na maior parte das fémeas, em um intervalo
de 24 horas. No Experimento 1, em que ndo houve diferenga em nenhuma das variéveis
analisadas, a percentagem de bufalas que ovularam foi baixa para os Grupos CTL e PGF,
respectivamente. Entretanto, quando o mesmo protocolo foi aplicado em vacas lactantes, a
taxa média de ovulacdo foi de 94% (15/16), sendo que apenas uma vaca nao ovulou dentro do
intervalo de 60-84 h. Desta forma, aparentemente a PGF ndo produziu estimulo ovulatério nas
bufalas, ao contrario do que ocorreu com as vacas. J& no Experimento 3, foi detectada
diferenca no momento da ovulacdo e uma tendéncia na porcentagem de vacas que ovularam
na janela de ovulacdo, sendo constatado a eficacia do estimulo ovulatério na fase final de

crescimento do foliculo dominante.
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Figura 2. Distribuicdo e porcentagem de (A) bufalas do Experimento 1 e vacas do (B)

Experimento 2 e (C) do Experimento 3 que ovularam ap0s a remocdo do dispositivo

intravaginal de progesterona nos Grupos PGF e CTL.

Embora os dados referentes ao uso da PGF para induzir ovulagdo em bubalinos nédo

tenham sido favoréaveis, os resultados apresentados para bovinos demonstram a possibilidade

de mais uma alternativa de indutor de ovulagéo para ser utilizado em programas de IATF em
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bovinos, concordando com estudos anteriores, em que se demonstrou esse mesmo efeito, sem
afetar a fertilidade de novilhas e vacas (PFEIFER et al., 2014). Essa alternativa € interessante
uma vez que a PGF, ao contrario dos estrégenos, amplamente utilizados em protocolos de
sincronizacao de ovulacdo, ndo possui restricdes comerciais. Desde 2008, o uso do estradiol-
173 em animais de produgao foi proibido pela comunidade europeia por ter sido considerado
um agente carcinogénico completo pelo Comité sobre Medidas Veterinarias Relacionadas
com a Ciéncia para Saude Publica (SCVPH). No Brasil, embora ndo haja a proibicdo quanto
ao uso de estrégenos em reproducdo animal, o periodo de caréncia no leite pode chegar a 30
dias, dependendo do produto comercial, pois seu uso pode ser um risco para a salde humana.
Assim, o uso da PGF pode ser uma alternativa em protocolos que utilizam GnRH, como
forma de reduzir os custos com farmacos nos programas de IATF, particularmente nos paises
em que o uso de ésteres de estradiol é proibido (Diretiva 2008/97/EC). Entretanto, mais
estudos devem ser conduzidos no intuito de avaliar o uso da PGF em bufalas.

Em suma, os resultados apresentados sugerem que a PGF é capaz de antecipar a
ovulacdo em vacas leiteiras submetidas a um protocolo de IATF, entretanto, quando
administrada em bufalas leiteiras, mesmo trés doses de d-Cloprostenol ndo antecipou a
ovulagdo. Assim, fica evidente a necessidade de realizar-se mais estudos acerca do

mecanismo de acdo da PGF, que leva a ovulagdo em vacas, mas nao em bufalas.

Referéncias

ALGIRE, J. E.; SRIKANDAKUMAR, A.; GUILBAULT, L. A.; DOWNEY, B. R.
Preovulatory changes in follicular prostaglandins and their role in ovulation in cattle.
Canadian Journal of Veterinary Research, v. 56, p. 67-69, 1992.

AVENELL, J. A.; SEEPUDIN, Y.; FLETCHER, I. C. Concentrations of LH, oestradiol 17p
and progesterone in the peripheral plasma of swamp buffalo cows (Bubalus bubalis) around
the time of oestrus. Journal of Reproduction and Fertility. v. 74, p. 419-424, 1985.

BARUSELLLI, P. S.; BARNABE, V. H.; BARNABE, R. C.; VISINTIN, J. A.; MOLERO-
FILHO, J. R.; PORTO, R. Effecty of body condition score at calving on postpartum
reproductive performance in buffalo. Buffalo Journal, v. 1, p. 53-65, 2001.

BARUSELLI, P. S.; MARQUES, M. O.; CARVALHO, N. A. T.; MADUREIRA, E. H;
CAMPOS FILHO, E. P. Efeito de diferentes protocolos de inseminagdo artificial em tempo
fixo na eficiéncia reprodutiva de vacas de corte lactantes. Revista Brasileira de Reproducéo
Animal, v. 26, p. 218-221, 2002.

BARUSELLLI, P. S.; CARVALHO, N. A. T. de. Biotecnologias da reproducdo em bubalinos
(Bubalus bubalis). Revista Brasileira de Reprodug¢édo Animmal, v.29, p.4-17, 2005.



731
732
733

734
735
736
737

738
739

740
741

742
743
744

745
746
747
748

749
750
751

752
753
754

755
756
757

758
759

760
761
762
763

764
765
766

767
768
769

770
771

37

BRIDGES, P.J.; FORTUNE, J. E. Regulation, action and transport of prostaglandins during
the periovulatory period in cattle. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 263, p. 1-9,
2007.

CAMELO, A. S. A;; RIBEIRO, H. F. L.; SILVA, A. O. A.; SOUZA, J. S.; VALE, W. G.
Pregnancy rates in suckled female buffaloes submitted to estrous and ovulation
synchronization with artificial insemination in fixed time. In: BUFFALO SYMPOSIUM OF
AMERICAS, 1., Pard, Brasil, 2002. Procedings... Para, Brasil, 2002, p. 482- 485.

COMUNIDADE EUROPEIA. 96/22/EC., C.D. Official Journal European Community;
L:125, 3-9, 1996.

COMUNIDADE EUROPEIA 2002/657/EC, C.D. Official Journal European Community;
L221, 8-36, 2002.

CRUZ, L.C.; DO VALLE, E.R.; KESLER, D.. Effect of prostaglandin F2 alpha-and
gonadotropin releasing hormone-induced luteinizing hormone releases on ovulation and
corpus luteum function of beef cows. Animal reproduction science, v. 49, p.135-142, 1997.

DAVIES, K.L.; BARTLEWSKI, P.M.; EPP, T.; DUGGAVATHI, R.; BARRETT, D.M,;
BAGU, E.T.; COOK, S.J.; RAWLINGS, N.C. Does injection of prostaglandin F(2alpha)
(PGF2alpha) cause ovulation in anestrous Western White Face ewes? Theriogenology, v. 66,
p. 251-259, 2006.

GABRIEL, H.G.; WALLENHORST, S.; DIETRICH, E.; HOLTZ, W. The effect of
prostaglandin F(2alpha) administration at the time of insemination on the pregnancy rate of
dairy cows. Animal Reproduction Science, v. 123, p.1-4, 2011.

GARCIA, A.; SALAHEDINE, M. Effect of Oestrous Synchronization with Estradiol 17 and
Progesterone on Follicular Wave Dynamics in Dairy Heifers. Reproduction in Domestic
Animals, v. 36, p. 301-307, 2001.

GINTHER, O. J.; KNOPF, L.; KASTELIC, J.P. Temporal associations among ovarian events
in cattle during oestrous cycles with two and three follicular waves. Journal of
Reproduction and Fertility, v.87, p. 223-230, 1989.

KANALI, Y.; SHIMIZU, H. Characteristics of the estrous cycle of the Swamp buffalo under
temperate conditions. Theriogenology, v. 19, n. 4, p. 593-602, 1983.

KANAI, Y.; ABDUL-LATIEF, T.; ISHIKAWA, N.; SHIMIZU, H. Behavioural and
hormonal aspects of the oestrous cycle in swamp buffaloes reared under temperate conditions.
In: Domestic Buffalo Production in Asia. International Atomic Energy Agency, Vienna,
Austria, 1990, p. 113-120, 1990.

KNOPF, L; KASTELIC, J. P.; SCHALLENBERGER, E.; GINTHER, O. J. Ovarian follicular
dynamics in heifers: test of two-wave hypothesis by ultrasonically monitoring individual
follicles. Domestic Animals Endocrinology, v.6, p. 111-120, 1989.

LEONARDI, C.E.P.; PFEIFER, L.F.M.; RUBIN, M.I.B.; SINGH, J.; MAPLETOFT, R.J;
PESSOA, G.A.; BAINYA, A.M.; SILVA, C.A.M. Prostaglandin F2a promotes ovulation in
prepubertal heifers. Theriogenology, v. 78, p. 1578-1582, 2012.

MADAN, M. L.; PRAKASH, B. S. Reproductive endocrinology and biotechnology
applications among buffaloes. In: Reproduction in Domestic Ruminants VI p. 261-281. Ed.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03037207

772
773

774
775
776

777
778
779
780

781
782

783
784
785
786

787
788
789
790

791
792
793
794

795
796
797
798
799

800
801

802
803
804
805

806
807
808
809

810
811

38

JUENGEL, J.I.; MURRAY, J.F.; SMITH, M.F. Smith. Nottingham University Press,
Nottingham, UK, 2007.

MARTINEZ, M.F.; KASTELIC, J.P.; BO, G.A.; CACCIA, M.; MAPLETOFT, R.J. Effects
of oestradiol and some of its esters on gonadotrophin release and ovarian follicular dynamics
in CIDR-treated beef cattle. Animal Reproduction Science, v. 86, p. 37-52, 2005.

MORENQO, D.; CUTAIA, L.; TRIBULO, H.; TRIBULO, R.; VILLATA, M. L.; CACCIA,
M.; BO, G. A. Effect of time of prostaglandin administration on pregnancy rates in embryo
recipients treated with progesterone vaginal devices and transferres without estrus detection.
Theriogenology, Stoneham, v. 57, p. 552-559, 2002.

MURDOCH, W. J.; HANSEN, T. R.; MCPHERSON, L. A. A review — role of eicosanoids in
vertebrate ovulation. Prostaglandins, v. 46, p. 85-115, 1993.

NAOR, Z.; JABBOUR, H. N.; NAIDICH, M.; PAWSON, A. J; MORGAN, K,
BATTERSBY, S.;et al. Reciprocal cross talk between gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) and prostaglandin receptors regulates GnRH receptor expression and differential
gonadotropin secretion. Molecular Endocrinology, v. 21, p. 524-537, 2007.

NEGLIA, G.; NATALE, A.; ESPOSITO, G.; SALZILLO, F.; ADINOLFI, L.; CAMPANILE,
G.; FRANCILLO, M.; ZICARELLLI, L. Effect of prostaglandin F2alpha at the time of Al on
progesterone levels and pregnancy rate in synchronized Italian Mediterranean buffaloes.
Theriogenology, v. 69, p. 953-960, 2008.

NEGLIA, G.; VECCHIO, D.; RUSSO, M.; DI PALO, R.; PACELLI, C.; COMIN, A,
GASPARRINI, B.; CAMPANILE, G. Efficacy of PGF(2alpha) on pre-ovulatory follicle and
corpus luteum blood flow. Reproduction in Domestic Animals, v. 47, p. 26-31,
Zuchthygiene, 2012.

OLIVEIRA, J. V. L.,; RIBEIRO FILHO, A. de L.; VALE FILHO, V. R.; ANDRADE, V. J,;
QUIRINO, C. R.; SALVADOR, D. F.; NOGUEIRA, L. A.G.; GUSMAO, A. L. Efeito da
dosagem hormonal sobre a fertilidade e a funcdo luteal de vacas zebus sincronizadas com
combinacdo de GnRH e Prostaglandina. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, v. 25,
p. 323-325, 2001.

PERERA, B.M.A.O. Reproductive cycles of buffalo. Animal Reproduction Science, v. 124,
p.194-199, 2011.

PFEIFER, L.F.; SIQUIRA, L.G.; MAPLETOFT, R.J.; KASTELIC, J.P.; ADAMS, G.P,;
COLAZO, M.G. Effects of exogenous progesterone and cloprostenol on ovarian follicular
development and first ovulation in prepubertal heifers. Theriogenology, v. 72, p. 1054-64,
2009.

PFEIFER, L. F. M.; LEONARDI, C. E. P.; CASTRO, N. A.; VIANA, J. H. M., SIQUEIRA,
L. G. B.; CASTILHO, E. M.; SINGH, J.; KRUSSER, R. H., RUBIN, M. I. B. The use of PGF
20, as ovulatory stimulus for timed artificial insemination in cattle. Theriogenology, v. 81, p.
689-695, 2014.

PRAKASH, B. S. Influence of climate on animal reproduction. National Workshop on
Animal-Climate Interaction, IVRI, lzatnage, April, 2002, p. 33-47.



812
813
814

815
816
817
818
819

820
821
822

823
824
825

826
827

828

829

830

831

832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

842

843

39

RANDEL, R.D.; LAMMONGLIA, M.A.; LEWIS, A\W.; NEUENDORFF, D.A.; GUTHRIE,
M.J. Exogenous PGF(2)alpha enhanced GnRH-induced LH release in postpartum cows.
Theriogenology, v.45, p. 643-54, 1996.

ROLIM FILHO, S.T.; RIBEIRO, H.F.L.; VALE, W.G.; PICANCO, N.S.; BARBOSA, E.M,;
FERREIRA, R.N. Desempenho reprodutivo de fémeas bubalinas criadas em sistema misto
(varzea e pastagem artificial) no estado do Para. I. Idade a primeira cria, intervalo entre
partos, época de paricdo, eficiéncia reprodutiva e taxa de prenhez. Revista Ciéncia Animal
Brasileira, v. 10, n. 3, p. 754-763, 2009.

ROY, K. S.; PRAKASH, B .S. Plasma progesterone, oestradiol-17p and total oestrogen
profiles in relation to oestrous behaviour during induced ovulation in Murrah buffalo heifers.
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition,v. 93, p. 486-495, 2009

SA FILHO, O. G.; VASCONCELOS, J. L. M. Inseminacdo artificial em tempo fixo. In:
Bovinocultura de Corte. Alexandre Vaz Pires. 12 edi¢do, Piracicaba, FEALQ, 2010. CAP.
27, P. 259-546.

SILVA, M.; REEVES, J. J. Indomethacin inhibition of ovulation in the cow. Journal of
Reproduction and Fertility, v. 75, p. 547-549, 1985.



844
845

846

847

848

849
850

851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876

40

5. ARTIGO 2

Avaliacao da Prostaglandina F2a como indutor de ovulagdo em protocolos
de IATF livres de estradiol

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar se um analogo de Prostaglandina F2 o (PGF) pode
substituir o cipionato de estradiol (ECP) como indutor de ovulacdo em protocolos de IATF a
base de GNRH e progesterona. No Experimento 1, em um delineamento cross-over (3 x 3), 13
vacas lactantes e 12 novilhas Girolando (Bos taurus vs. Bos indicus) receberam 100 ug de
Lecirelina im, associada a um implante intravaginal de liberacdo de progesterona no Dia 0.
No Dia 7, o implante foi retirado e as fémeas receberam 500 pg de d-Cloprostenol (analogo
de PGF) im. No Dia 8, os animais foram distribuidos homogeneamente em trés grupos
experimentais para receberem: 1) 2 mL de NaCl 0,9% im (Grupo CTL, n = 25), 2) 500 ug de
d-Cloprostenol (Grupo PG, n = 25) ou 3) 0,6 mg (novilhas) e 1 mg (vacas) de Cipionato de
Estradiol i.m. (Grupo ECP, n = 23). A taxa de ovulacdo néo diferiu entre os tratamentos (P =
0,85). Entretanto, a percentagem de fémeas que ovularam de forma sincronizada (72 a 96 h
apos remoc¢do do CIDR) foi maior no Grupo ECP do que no Grupo CTL (88 % vs. 45 %,
respectivamente; P = 0,02). O momento da ovulacdo ndo diferiu entre os Grupos, ocorrendo,
em média, 95 h apds a remocdo do implante de progesterona (P = 0,10). No Experimento 2,
32 vacas Girolando (Bos taurus vs. Bos indicus), ndo lactantes, foram sincronizadas de forma
semelhante ao Experimento 1, entretanto a PGF foi aplicada 24 horas antes da remogédo do
implante de progesterona (Dia 6), e ndo no Dia 7. No Dia 8, as vacas foram ordenadas de
acordo com o didmetro do FD e receberam: 1) 2 ml de NaCl 0,9% (Grupo CTL, n =15) ou 2)
500 pg de d-Cloprostenol (Grupo PG, n = 17). A taxa de ovulagdo foi maior no Grupo PGF
do que no Grupo CTL (P = 0,001). O momento da ovulagdo nédo diferiu entre os Grupos (P =
0,91). A porcentagem de vacas que ovularam de forma sincronizada (72 a 92 h apds a
remocao do implante liberador de progesterona) tendeu a ser maior nas vacas do Grupo PG do
que no Grupo CTL (P = 0,1). Os resultados sugerem que apesar dos indutores hormonais PGF
e ECP néo diferirem do grupo controle, o uso de PGF em vacas lactantes tendeu a aumentar a
sincronia das ovulacdes em relagdo aos animais que ndo foram induzidos a ovular. Desta
forma, existe potencial de uso para PGF ser utilizada como indutor de ovulacdo em protocolos
de IATF livres de estradiol.
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Palavras-chave: Bovinos, Cipionato de estradiol, Prostaglandina, Estimulo ovulatério.

Abstract
The aim of this study was evaluate if prostaglandin F2a analogue (PGF) can replace

estradiol cipionate (ECP) as ovulatory stimulus in GnRH-progesterone based TAI protocols.
In Experiment 1, in a cross-over design (3 x 3), 13 cows and 12 heifers Girolando (Bos taurus
vs. Bos indicus) were given 100 mg of Lecirelin im plus an intravaginal progesterone-release
device (CIDR) on Day 0. On Day 7, the device was removed, and the females were given 500
pg of D-cloprostenol (PGF analog) im. On Day 8, the animals were homogeneously allocated
into three groups to receive: 1) Saline (CTL Group, n = 25), 2) 500 mg of D-cloprostenol (PG
Group, n = 25) or 3) 0,6 mg (heifers) and 1 mg (cows) of estradiol cypionate im (ECP Group,
n = 23). The ovulation rate was not different among treatments (P = 0.85). However, the
percentage of females which ovulated synchroneously (24 h interval; from 72 to 96 h after
CIDR removal) in the ECP Group was higher than in the CTL Group (88% vs 45%,
respectively; P = 0.02). Time of ovulation did not differ between Groups (P = 0.10). In
Experiment 2, 32 dairy cows, Girolando, were synchronized in a similarly to Experiment 1,
but the PGF was injected on Day 6. On Day 8, the cows were separated homogeneously to
receive: 1) saline 0.9% (CTL Group, n = 15) or 2) 500 mg of d-Cloprostenol (PG Group, n =
17). Ovulation rate was higher in the PGF Group than CTL Group (P = 0.001). The
percentage of cows that ovulated synchroneouslytended to be higher in the PG Group than
CTL Group (P = 0.07). In sum, although no difference in the time of ovulation was detected
among treatments, PGF and ECP induced ovulation in a synchronized manner. Therefore,
PGF might be a potential tool to induce ovulation in free estradiol TAI protocols.

Key-words: Cattle, Estradiol cipionate, Prostaglandin, Ovulatory stimulus.

Introducéo
Os programas de controle do ciclo estral tém sido amplamente utilizados em rebanhos

leiteiros com 0 objetivo de sincronizar a onda folicular e a ovulagdo de vacas e novilhas.
Vérios protocolos de sincronizacdo de cio e ovulacdo ja foram testados em gado leiteiro,
apresentando resultados satisfatorios (PURSLEY et al.,, 1997; SANTOS et al.,, 2004;
STEVENSON et al., 2004; RIVERA et al., 2005; PEREIRA et al., 2013). O protocolo
Ovsynch, baseado na associacdo de duas aplicacdes de GnRH (Dias 0 e 9) para sincronizar o

inicio da onda folicular e induzir a ovulagéo, respectivamente, e uma dose de prostaglandina
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F2a (PGF) no Dia 7, como fator luteolitico (PURSLEY et al., 1995), foi o primeiro que
permitiu que os animais fossem inseminados em tempo fixo, entretanto, ao longo das duas
ultimas décadas, surgiram diversas modificacbes (PANCARCI et al, 2002;
KASIMANICKAM et al., 2006; SELLARS et al., 2006; YILMAZBAS-MECITOGLU et al.,
2014) no intuito de melhorar a eficiéncia e/ou reduzir os custos dos programas de IATF.

A associacdo de um implante de progesterona ao GnRH aplicado no Dia 0 foi uma das
alteracdes feitas no protocolo Ovsynch que resultou em um aumento significativo nas taxas de
fertilidade (AMBROSE et al., 2005). O desenvolvimento do protocolo Heatsynch, com a
substituicdo da segunda dose de GnRH por Cipionato de estradiol (ECP; PANCARCI et al.,
2002; STEVENSON et al., 2004) também representou uma alternativa importante pelo fato de
reduzir custo com manejo reprodutivo (STEVENSON et al., 2004). Entretanto, o uso de
ésteres de estradiol tem sofrido restricdes, sendo proibido em diversos paises, como 0s
pertencentes a Unido Europeia e os Estados Unidos. Dessa forma, novas alternativas devem
surgir para que se possa utilizar protocolos eficientes sem o uso de estradiol.

As prostaglandinas sdo acidos graxos com diversas funcGes na reproducdo animal
(WEEMS et al., 2006), e séo utilizadas principalmente como agente luteolitico em protocolos
de IATF. Entretanto, estudos ja demonstraram seu efeito sobre os niveis de LH em diversas
espécies (CARLSON et al., 1973; RATNER et al., 1974; RANDEL et al., 1988, 1996).
Recentemente, foi demonstrado que a aplicacdo de PGF é capaz de induzir a ovulacdo de
novilhas pré-puberes (PFEIFER et al., 2009; LEONARDI et al., 2012). Todavia, 0 mecanismo
de acdo da PGF na ovulacdo ainda ndo foi esclarecido. Randel et al. (1996) sugeriram que a
PGF poderia aumentar a resposta da hipofise ao GnRH, resultando em aumento nos niveis
séricos de LH. Em um estudo recente, Pfeifer et al. (2014) comprovaram que a PGF pode ser
usada como indutor de ovulacdo em substituicdo a segunda dose de benzoato de estradiol
(BE) em protocolos de IATF, sem prejudicar a fertilidade. Apesar da PGF ser uma alternativa
para substituir os esteres de estradiol como indutor de ovulacdo, ainda ndo ha estudos que
demonstrem o efeito da PGF em protocolos livres de estradiol.

Baseado nessas consideragOes, os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar o perfil
ovulatério de vacas e novilhas leiteiras tratadas com um analogo de PGF em comparagao com
0 ECP usado no protocolo Heatsynch; e 2) avaliar se antecipacdo da lutedlise melhora a
sincronizacdo da ovulacdo em protocolos livres de estradiol que usam a PGF como indutor de
ovulagdo. A hipotese testada foi a de que a PGF induz a ovulagdo de vacas e novilhas

submetidas a protocolos livres de estradiol.
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Material e Métodos
O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Embrapa — Ronddnia aprovou

todos os procedimentos realizados neste estudo sob o cdédigo F.02/2014.

Experimento 1
Este estudo foi realizado no campo experimental do Centro de Pesquisa Agroflorestal

de Rondbnia (Embrapa — Rond6nia), no municipio de Porto Velho, RO, Brasil (08°48°12” S,
63°50°56” O). Todos os animais eram mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha, com
acesso livre a agua e sal mineral e em periodos de estiagem as vacas eram suplementadas com
farelo de milho e soja apds cada ordenha (2 vezes ao dia). Para o estudo, foram selecionadas
25 fémeas bovinas leiteiras mesticas Girolando (Bos taurus vs. Bos indicus) sendo 12
novilhas puberes e 13 vacas em lactagdo. As novilhas tinham entre 16 e 24 meses de idade e
300 a 430 kg. As vacas apresentavam escore de condicdo corporal (CC) entre 2,5e 3,5 (1 =
caquética, 5 = obesa), a partir de 45 dias em lactacdo e producdo média diaria de 15 litros/dia.
O Experimento foi delineado em Cross-over (3x3) (Figura 1A).

No Dia 0, todas as fémeas receberam 100 pg de Lecirelina (analogo de GnRH, Gestran
plus®, Tecnopec, S&o Paulo) im, e um implante intravaginal de liberagdo de progesterona
(CIDR®, Pfizer Salde Animal, Sdo Paulo). No dia 7, o implante foi retirado e as fémeas
receberam 500 pg de d-Cloprostenol (anélogo de PGF, Croniben®, Biogénesis-Bagé,
Curitiba) i.m.. No Dia 8, os animais foram distribuidos homogeneamente em trés grupos
experimentais para receberem: 1) 2 mL de NaCl a 0,9% i.m. (Grupo CTL, n = 25), 2) 500 pg
de d-Cloprostenol (Grupo PG, n = 25) ou 3) 600ug (novilhas) e 1 mg (vacas) de Cipionato de
Estradiol (E.C.P.®, Pfizer Satide Animal, S&o Paulo) i.m. (Grupo ECP, n = 23).

Experimento 2
Este estudo foi realizado no campo experimental do Centro de Pesquisa Agroflorestal

de Ronddnia (Embrapa — Rondonia), no municipio de Porto Velho, RO, Brasil (08°48°12” S,
63°50°56” O). Para o estudo, foram utilizadas 32 vacas leiteiras mesticas Girolando (Bos
taurus x Bos indicus) ndo lactantes, com CC entre 3,0 e 4,0. As vacas eram mantidas a pasto
com livre acesso a dgua. O desenho experimental esta ilustrado na figura 1B. No Dia 0, todas
as vacas receberam um implante intravaginal de liberacdo de progesterona (CIDR) associado
a 100ug de Lecirelina im. No Dia 6, foi administrado 500 pg de d-Cloprostenol e 24 horas
apos, o implante intravaginal foi removido. No Dia 8, as vacas foram distribuidas de acordo
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com o didmetro do FD em dois grupos homogéneos que receberam: 1) 2 mL de NaCl a 0,9%
(Grupo CTL, n = 15) ou 2) 500 pg de d-Cloprostenol (Grupo PGF, n = 17).

AvaliacGes Utrassonograficas e Defini¢bes
Previamente ao inicio dos experimentos, as fémeas foram examinadas, duas vezes em

um intervalo de 11 dias, por ultrassonografia transretal (SIUI CTS-900, probe linear com 5
MHZ, Guangdong, China) para determinar a atividade estral. Somente as vacas e novilhas que
apresentavam um corpo lateo (CL) em pelo menos um dos exames foram utilizadas no estudo.

No Experimento 1, as fémeas foram examinadas ultrassonograficamente no dia da
insercdo (Dia 0) e da remocao (Dia 7) do implante intravaginal de progesterona. Apés a
remocao do implante intravaginal, os exames foram feitos duas vezes ao dia até 0 momento
da ovulacdo ou, na auséncia de ovulacdo, até cinco dias ap6s a remocdo do implante
intravaginal. Com o objetivo de realizar a normaliza¢do dos dados de crescimento folicular
(GARCIA & SALAHEDDINE, 2001), no Experimento 2, as vacas foram monitoradas
diariamente do Dia 0 ao 8 e a cada exame era registrado o didmetro e localizacdo no ovario de
todos os foliculos > 3mm de didmetro (GINTHER et al., 1989). A partir do Dia 8, o
monitoramento ultrassonografico foi realizado a cada 12 horas, assim como no Experimento
1. Os exames diarios foram feitos a fim de monitorar o desenvolvimento da onda folicular de
cada animal e o dia da emergéncia da onda folicular foi definida como retrospectivamente
como o dia em que o foliculo dominante foi identificado pela primeira vez, com um didmetro
de 4 a 5 mm (GINTHER et al., 1989; KNOPF et al., 1989). Em ambos 0s experimentos, a
ovulacdo foi determinada pelo desaparecimento de um foliculo maior ou igual a 8 mm de
didmetro (MARTINEZ et al., 2005). A sincronia das ovulagdes foi determinada pela
porcentagem de fémeas que ovularam dentro de um intervalo de 24 horas (72 a 96 h apés a

remocdo do implante de progesterona).

Analises estatisticas
Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SAS

(1998). Os dados referentes a variaveis continuas (diametro do foliculo pré-ovulatorio e
momento da ovulacdo) foram avaliados por Analise de variancia — Fatorial ANOVA, sendo
que as medias foram comparadas entre os grupos através do teste de Tukey. J& os dados
referentes a variaveis binomiais (taxas de ovulagdo e ocorréncia de ovulagdo sincronizada)
foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado. No Experimento 1, analise de regressao logistica

foi utilizada para determinar o efeito do grupo, da categoria animal e a interacéo entre grupo e
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categoria sobre o0s resultados. A taxa de ovulacdo sincronizada foi calculada pelo nimero de
fémeas que ovularam dentro do intervalo de 24 h (72 a 96h apds a remocdo do implante de
progesterona) pelo total de ovulacGes de cada Grupo. Os valores foram considerados
significativos quando a probabilidade (valor de P) foi menor ou igual a 0,05. Quando o valor

de P foi entre 0,06 e 0,1, considerou-se uma tendéncia de o resultado ser causado pelo

tratamento.
1) Sem tratamento (Grupo CTL, n=25)
(A) 2) 500 pg PGF (Grupo PG, n=25)
100 pg 500ug 3) 0,6 ou 1 mg ECP (Grupo ECP, n=23)
GnRH PGF
| CIDR ) Y
i i i i Ultrassom 12/12h
(B) 1) Sem tratamento (Grupo CTL, n=15)
100 ug SObug 2) 500 pg PGF (Grupo PG, n=17)
GnRH PGF |
( CIDR ] = -
[ Exame Ultrassom 24/24 h J: Ultrassom 12/12 h
DO D6 D7 D8

Figura 1. Desenho experimental utilizado nas (A) novilhas e vacas leiteiras do Experimento 1
e (B) vacas leiteiras do Experimento 2.

Resultados

Experimento 1
Os resultados das respostas ovarianas de acordo com o tratamento estdo descritos na

Tabela 1. Na ultima réplica do experimento, duas fémeas (uma vaca e uma novilha) do Grupo
ECP apresentaram lesdo na mucosa retal e, portanto, foram excluidas do experimento. As
fémeas dos Grupos CTL e PG tiveram 80% de taxa de ovulagdo enquanto que as fémeas que
receberam ECP tiveram 74% (P = 0,23). Entretanto, a porcentagem de fémeas que ovularam
de forma sincronizada foi maior Grupo ECP (88%) do que no Grupo CTL (45 %; P = 0,02).
Do total de ovulagbes do Grupo PG, 70% ocorreram de forma sincronizada, ndo diferindo dos

demais grupos (P > 0,05). O momento de ovulacdo das fémeas de acordo com o estimulo
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ovulatério esta descrito na Figura 2. As fémeas ovularam, em média, 95 horas ap6s a remocao
do implante de progesterona, ndo sendo detectada diferenca entre os Grupos (P > 0,05).

Nas vacas, o didmetro do foliculo pré-ovulatério foi maior nos Grupos CTL e PG do
que no Grupo ECP (P < 0,05; Tabela 1). Ao desconsiderar a categoria animal, verificou-se
que o diametro do foliculo pré-ovulatorio nas fémeas que receberam tratamento com PGF néo
diferiu dos Grupos CTL e ECP, todavia, as fémeas do Grupo CTL apresentaram maior
diametro folicular do que as do Grupo ECP (P = 0,002).

Tabela 1. Momento da ovulacdo, taxas de ovulacdo e de ovulacdes sincronizadas e diametro
do foliculo ovulatdrio em vacas e novilhas leiteiras tratadas com 2 ml de NaCl a 0,9% (Grupo
CTL, n = 25), 500ug de d-Cloprostenol (Grupo PG, n = 25) e 0,6 mg (novilhas) ou 1 mg

(vacas) de Cipionato de estradiol (Grupo ECP, n = 23).
. Tratamento Valor de P
Respostas ovarianas _
CTL PG ECP Grupo Categoria Categ*Grupo
Momento da ovulagéo h 101,0+ 4,7 96,0+ 4,6 86,1+5,0 0,10 0,54 0,89
(amplitude)* (60-156h)  (72-132h) (60— 132h)
Taxa de ovulagdo 80% (20/25) 80% 74% (17/23) 0,23 0,90 0,21
(20/25)
Taxa de ovulacéo sincronizada 45% (9/20) 70% 88% (15/17) 0,02 0,93 0,72
(72-96 h) (14/20)
Diametro do foliculo 143+04* 139+04* 12,3+04° 0002 0,67 0,51

ovulatério (mm)*

2P| etras diferentes na mesma linha indicam que as médias séo diferentes entre si (P < 0,05).
*QOs dados estdo apresentados em forma de Média + Erro Padréo.

Experimento 2

Os resultados das respostas ovarianas estdo descritos na Tabela 2. O momento da
ovulagéo néo diferiu entre os Grupos (P = 0,91). A taxa de ovulagdo foi maior no Grupo PG
do que no Grupo CTL [100 %(17/17) vs. 53 % (8/15), respectivamente; P = 0,001] e houve
uma tendéncia de as ovulagdes ocorrerem de forma mais sincronizada nas vacas do Grupo PG
do que no Grupo CTL (P =0,1).
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Tabela 2. Porcentagem de vacas que ovularam durante o tratamento, percentagem de
ovulag@es sincronizadas, momento da ovulacdo (h ap6s a remocao do implante intravaginal) e
diametro do foliculo ovulatério em vacas que receberam tratamento com PGF (Grupo PG, n =
17) ou NaCl 0,9% (Grupo CTL, n = 15).

Respostas ovarianas Grupo CTL Grupo PG Valor de P

Taxa de ovulacéo 53,3% (8/15) 100 % (17/17) 0,001

Taxa de ovulagéo sincronizada (72 — 96h) 37,5% (3/8) 70,6% (12/17) 0,10

Momento da ovulacdo (amplitude) 855+7,18 86,6 + 4,92 0,90
(60 — 132 h) (72-120h)

Diametro do foliculo ovulatério* 14,3 +0,70 14,2 £ 0,56 0,90

*QOs dados estdo apresentados em forma de Média + Erro Padréo.

Discussao
A hipotese de que a PGF seria capaz de induzir a ovulacdo de forma sincronizada em

um protocolo livre de estradiol foi parcialmente comprovada neste estudo. Entretanto, a sua
capacidade de induzir a ovulagdo em vacas e novilhas foi comprovada. A capacidade da PGF
de induzir a primeira ovulacdo em novilhas ja foi demonstrada (PFEIFER et al., 2009;
LEONARDI et al., 2012). Além disso, a PGF ja demonstrou ser um eficiente indutor de
ovulacdo quando comparado ao ECP e BE em programas de IATF (PFEIFER et al., 2014).
Entretanto, este € o primeiro estudo em que se utilizou PGF para sincronizar a ovulacdo em
um protocolo livre de estradiol.

O ECP é um potente indutor de cio e ovulacdo, muito utilizado nos protocolos de
IATF aplicados no Brasil, sendo reportadas taxas de ovula¢do em torno de 80 % (GALVAO
et al., 2004; STEVENSON et al., 2004). De forma semelhante, neste estudo, detectou-se taxa
de 74 % nas fémeas tratadas com ECP (Experimento 1), sendo que as fémeas tratadas com
PGF apresentaram 80% de ovulagdo. Como os resultados referentes a taxa e momento da
ovulacdo ndo diferiram entre as fémeas que receberam ECP ou PGF, o Grupo ECP foi
excluido do Experimento 2.

Entre as vantagens do uso de ésteres de estradiol 17-B estdo a inducdo das
manifestacdes de cio e o baixo custo (STEVENSON et al., 2004), sendo esta a principal razéo
para substituicdo da segunda dose de GnRH no protocolo Ovsynch. Devido a potente inducéo
do cio pelo ECP, o protocolo foi denominado Heatsynch (PANCARCI et al., 2002;
STEVENSON et al., 2004). Entretanto, € observado que muitas vezes a manifestacdo do cio
causado por ésteres de estradiol ndo é seguida de ovulagdo, sendo o “falso cio” uma das

limitagdes ao uso destes farmacos. Além disso, devido ao seu poder residual em produtos
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carneos e lacteos, o uso de estradiol e seus ésteres em producdo animal € proibido em alguns
paises, impossibilitando a aplicacdo do protocolo Heatsynch (SCHMIDT et al., 2013). Por
essa razdo € necessario que protocolos livres de estradiol e de baixo custo sejam
desenvolvidos.

A Prostaglandina F2 a ¢ um eicosanoide derivado do acido aracdonico amplamente
utilizado em reproducdo animal e muito estudado por suas variadas acbes (WEEMS et al.,
2006). Diversos estudos ja demonstraram a associacdo da PGF exoOgena ao aumento nas
concentracdes de LH em ovelhas (CARLSON et al., 1973), camundongos (RATNER et al.,
1974) e vacas (RANDEL et al., 1996). Embora ja seja bem estabelecido que a producdo de
PGF produzida pelo FD é essencial para a ovulacdo em ruminantes (SILVA & REEVES
1985; MURDOCH et al., 1986, ALGIRE et al., 1992), o mecanismo exato pelo qual a PGF
induz a ovulacdo ainda ndo foi esclarecido. Entretanto, Randel et al. (1996) sugeriram que a
acdo ocorre no eixo hipéfise-hipotdlamo, em que a PGF induz um aumento da capacidade de
resposta da hipéfise ao GnRH liberado pelo hipotalamo, estimulando a maior liberacdo de
LH, que culminara na ovulacdo. Em outro estudo, foi sugerido que a PGF produz um efeito
direto na adenohipofise (WEEMS, 2006). J& foi demonstrado as prostaglandinas sdo
mediadores intraovarianos de alguns eventos periovulatérios relacionados com o pico de
gonadotropina (MURDOCH & McCORMICK, 1993), parecendo desempenhar um papel
critico na ruptura folicular. Ao trabalhar com ovelhas em anestro, Davies et al. (2006)
sugeriram que a PGF exogena causa ovulacdo por um efeito direto da PGF a nivel ovariano,
sem relagdo com o declinio nas concentra¢des de progesterona.

Em um programa de sincronizacdo de ovulacdo para IATF, um fator essencial para o
sucesso dos resultados é a percentagem de fémeas que ovulam dentro de um pequeno
intervalo, que pode variar de acordo com o protocolo estabelecido. De acordo com Saacke
(2008), a ovulacdo ocorre cerca de 30 horas apds o inicio do cio, sendo que 0 momento mais
adequado para a inseminacdo é 24 horas ap6s o inicio do cio, que correspondera a cerca 6
horas antes da ovulagédo, pois nesse momento, tanto a taxa de fertilizacdo como a qualidade
embrionaria serdo otimizadas. Em um trabalho com novilhas da raga Holandés, Garcia e
Salahedine (2001) estabeleceram que a sincronia na ovulacao é definida como a propor¢éo de
fémeas que ovularam entre 60 e 84 horas apos a remoc¢do do implante de progesterona e
injecdo de prostaglandina em um protocolo baseado no uso de estradiol e progesterona. O
momento mais adequado pode variar de acordo com o protocolo aplicado, entretanto, a
maioria das ovulagfes devem ocorrer dentro de um intervalo maximo de 24 horas. No

Experimento 2, em protocolos livre de estradiol, as vacas que receberam tratamento com PGF
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tenderam a ovular de forma mais sincronizada do que as vacas que ndo receberam estimulo
ovulatério. Conforme mostra a Figura 2, apenas duas vacas do Grupo CTL ovularam em um
intervalo de 24 horas, correspondente ao intervalo de 72 a 96 horas, o qual consideramos ideal
para este protocolo.

De acordo com Macmillan & Peterson (1993) a taxa de desenvolvimento folicular
apos a inducdo do declinio nos niveis de progesterona plasmaética constitui o principal fator
limitante para que ocorra sincronia entre o estro e a ovulacdo. Dessa forma, a inducdo da
lutedlise previamente a remocao do implante intravaginal permite a aceleracao no declinio de
progesterona, favorecendo o desenvolvimento do foliculo dominante. A lutedlise precoce leva
a um aumento da pulsatilidade do LH, do crescimento do foliculo pré-ovulatério, maior taxa
de ovulacio e maior diametro do CL formado (SA FILHO & VASCONCELOS, 2010).
Assim, no Experimento 2, se preconizou que a dose luteolitica de PGF fosse antecipada em
um dia para potencializar a acdo ovulatéria da segunda dose de PGF. Assim, constatou-se que
aparentemente houve maior sincronia nas ovulagdes, em comparagdo com 0 experimento em

que a PGF foi administrada no momento da retirada da fonte de progesterona.
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Figura 2. Percentagem e distribui¢do do momento da ovulacdo de fémeas Bos taurus vs. Bos indicus
leiteiras tratadas com (A) 2 mL de NaCl 0,9% (Grupo CTL, n = 25), 500ug de d-Cloprostenol (Grupo
PG, n = 25) e 600ug (novilhas) ou 1 mg (vacas) de Cipionato de estradiol no Experimento 1 e (B)
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nenhum tratamento (Grupo CTL, n = 15) ou 500 pg de de Cloprostenol (Grupo PG, n = 17) no
Experimento 2.

No Experimento 1, tanto as vacas que receberam PGF para induzir a ovulagdo como as
que nao receberam nenhum estimulo ovulatério apresentaram maior didmetro do foliculo
ovulatorio do que as fémeas que receberam ECP. Em um estudo realizado para avaliar o
efeito da PGF como indutor de ovulacdo em vacas e novilhas leiteiras submetidas a IATF com
0 uso de um protocolo baseado na associagdo de progesterona e BE no Dia 0, Pfeifer et al.
(2014) também relataram menor didmetro do foliculo ovulatorio naquelas que receberam BE
ou ECP como indutor de ovulacdo em comparacdo com novilhas tratadas com PGF, sendo
essa diferenca atribuida ao mecanismo de acdo de cada indutor de ovulacdo (PFEIFER et al.,
2014). No presente estudo, nas fémeas que ndo receberam estimulo ovulatorio, a ovulagéo
ocorreu de forma natural, enquanto que a administracdo exdgena do ECP resulta na ovulagéo
por um mecanismo de antecipacdo do pico de LH (LAMMOGLIA et al., 1998), antecipando a
ovulacdo. Por outro lado, embora o mecanismo pelo qual a PGF induz a ovulacdo ainda ndo
esteja claro, provavelmente a PGF permite o crescimento do foliculo por um periodo mais
longo do que o que ocorre com o éster de estradiol (PFEIFER et al., 2014).

Neste estudo, buscou-se uma alternativa para que os ésteres de estradiol fossem
retirados dos protocolos de sincronizacdo de cio utilizados no Brasil. Os protocolos baseados
na sequéncia de GnRH + P4, PGF, GnRH sédo atualmente os mais utilizados nos rebanhos
leiteiros dos Estados Unidos e nos paises da Europa. Esse fato se deve a restricdo na utilizacdo
de estrogenos naqueles paises, sendo bastante discutida em producdo animal, principalmente
no que se refere a seguranca alimentar. Embora ndo haja estudos que demonstrem os efeitos, a
longo prazo, da ingestdo de alimento de origem animal contendo residuos de estradiol-17f ou
de seus ésteres, o Comité Cientifico do Veterinary Measures relating to Public Health
(SCVPH) considerou que este estrogeno, quando usado com o objetivo de promover
crescimento animal e de controlar o ciclo estral, atua como um agente carcinogénico
completo, pois tem efeito como iniciador e promotor de crescimento tumoral. Dessa forma, o
uso de estradiol-17a e seus ésteres foi proibido em diversos paises, como os da Unido
Europeia (COMUNIDADE EUROPEIA, 2002) e os Estados Unidos, incluindo aqueles com
fins terapéuticos.

Dessa forma, mesmo que o uso do estradiol ainda seja permitido em alguns paises,
como o Brasil, a alternativa de substitui-lo por andlogos de PGF se torna promissora, pois

favorece competitividade dos produtos de origem animal perante o0 mercado mundial. Além



1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185

1186

1187
1188
1189

1190
1191

1192

1193
1194
1195
1196

1197
1198
1199

1200
1201
1202

1203
1204
1205

1206
1207

51

disso, conforme consta na bula de alguns produtos comerciais a base de estradiol, existe um
periodo de caréncia muito varidvel, talvez pela falta de informagdes acerca dos efeitos dos
residuos, especialmente no leite de vacas tratadas com estradiol, podendo esse periodo ser de
até 30 dias. Se esse periodo fosse respeitado, isso representaria um consideravel prejuizo com
0 descarte de leite. Desta forma, os protocolos livres de estradiol e que utilizam PGF para
induzir a ovulacdo demonstram ser promissores, pois no presente estudo, protocolos que
utilizaram PGF ndo diferiram dos protocolos que utilizam ECP como indutor de ovulacao.
Entretanto, mais estudos que avaliem a fertilidade devem ser realizados para comprovar a
eficiéncia desses protocolos em programas de IATF para rebanhos leiteiros.

Em suma, a nossa hip6tese de que a PGF pode ser usada para induzir a ovulagdo em
protocolos derivados de Ovsynch foi parcialmente comprovada. A PGF é capaz de substituir
os ésteres de estradiol, induzindo a ovulacdo de forma igualmente sincronizada, além de
permitir que o foliculo pré-ovulatdrio atinja um didmetro maior do que o que ocorre com 0
ECP.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa, juntamente
com os dados dos estudos apresentados apresentados, € possivel afirmar que a Prostaglandina
F2a exdgena induz a ovulagdo em novilhas e vacas. Além disso, o d-Cloprostenol, analogo
testado nos experimentos deste estudo, pode ser uma alternativa vidvel para substituir o ECP
usado nos protocolos Heatsynch, induzindo a ovulagdo de forma igualmente sincronizada,
além de permitir que o foliculo pré-ovulatorio atinja um didmetro maior do que o que ocorre
com o ECP. Entretanto, neste estudo ndo foi possivel verificar as taxas de gestacdo resultantes
do protocolo proposto, sendo necessaria a aplicacdo do mesmo em um rebanho comercial
afim de que seja demonstrada a eficiéncia do protocolo.

A PGF é capaz de antecipar a ovulagdo em vacas leiteiras submetidas a um protocolo
de IATF, entretanto, quando administrada em bufalas leiteiras, mesmo trés doses de d-
Cloprostenol ndo antecipou a ovulacdo. Assim, fica evidente a necessidade de realizar-se mais
estudos acerca do mecanismo de acdo da PGF, que leva a ovulacdo em vacas, mas ndo em
bdfalas.

A aplicacdo comercial de protocolos livres de ésteres de estradiol possibilitara que
novas alternativas hormonais para inseminar novilhas e vacas em tempo-fixo estejam
disponiveis para os profissionais que atuam no mercado e para difusdo tecnoldgica. A
obtengdo destes resultados favorece a utilizacdo de protocolos hormonais para controle do
ciclo estral sem a dependéncia de ésteres de estradiol, proibidos nos mercados mais exigentes.
Dessa forma, o sistema de producdo pecudria pode estar mais conectado com as exigéncias
mercadologicas internacionais e com uma produgdo mais sustentavel e lucrativa. Além disso,
a disponibilizacdo de protocolos de IATF que utilizam PGF em substituicdo ao GnRH pode
representar um preco mais competitivo para protocolos de IATF o que estimula o uso das
tecnologias da reproducdo, mesmo nos paises em que o0 uso de ésteres de estradiol em

producdo animal ainda é permitido.
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