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Tratamento com Flunixin meglumine nao previne efeitos do benzoato de
estradiol sobre a funcao luteal durante a ressincronizacao precoce de
vacas leiteiras’
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Resumo: Os objetivos foram 1) determinar se o tratamento com benzoato de estradiol
(BE) e implante de progesterona (P4) no D12 alteram o estradiol (E2) circulante e afetam a
fungao do corpo luteo (CL; P4 plasmatica); 2) avaliar se o tratamento com flunixin meglumine
(FLU) poderia prevenir efeitos negativo do BE sobre o CL. Vacas em lactagdo Holandés x
Gir (n=45) foram submetidas a protocolo de sincronizagdo da ovulagao a base de BE e P4
(D-10: 2 mg BE+ implante de P4; D-2: remocao do implante+PGF2a; D-1: 1 mg BE; DO:
estro). No D12, as vacas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos/tratamentos: A)
controle (CTL), salina im; B) 2 mg BE im, implante de P4 (BE-P4); C) 2 mg BE im, implante
de P4, 1.1 mg/Kg FLU im (BE-P4-FLU); e D) implante de P4 no D12, remogao do foliculo
dominante por OPU no D15 (OPU-P4). Amostras de sangue foram coletadas diariamente
e o plasma armazenado a -20°C. RIA em fase-sélida foi utilizado para dosagens diarias de
P4 (D12 a D22) e estradiol plasmatico a cada 48h (D13 a D21). Os dados foram analisados
pelo PROC MIXED do SAS para medidas repetidas. Foram analisados efeitos de grupo,
dia do ciclo, e sua interagdo. Foram observados efeitos de grupo (P=0,0075 e P=0,0068),
dia do cicloe (P<0,0001 e P<0,001), e interagéo grupo*dia (P=0,0001 e P=0,0012) para
E2 e P4, respectivamente. No D13, BE-P4 e BE-P4-FLU tiveram maior E2 comparados
com OPU-P4 e CTL (21,7+2,7; 18,0+3,4 vs 3,7+0,9; e 8,76+6,3 pg/mL, respectivamente;
P<0,001). O E2 plasmatico nao diferiu entre grupos e dia do ciclo a partir do D15. A P4
plasmatica decresceu do D12 ao D22 em todos os grupos, mas a taxa de redugao diferiu. Em
grupos que receberam BE, P4 diminuiu do D12 até atingir concentragdes significativamente
menores no D17 (3,6£0,3 vs 1,4+0,2 ng/mL e 4,2+0,4 vs 1,9+0,4 ng/mL para BE-P4 e BE-
P4-FLU, respectivamente; P<0,0001), enquanto P4 atingiu valores baixos somente no D20
no OPU-P4 (4,0+0,3 vs 1,5+0,3 ng/mL, D12 vs D20, respectivamente; P<0,0001) e D19
no CTL (3,1£0,4 vs 1,3+£0,4 ng/mL, D12 vs D19; P=0,0045). No grupo OPU-P4, o pico de
P4 foi no D17 (4,0£0,6 ng/mL) e permaneceu alta no D18 (3,2+0,5), maior (P<0.03) do
que nos grupos BE-P4 (1,410,2 e 1,0+0,2; D17 e D18) e BE-P4-FLU (1,9+0,4 e 1,3+0,4;
respectivamente). Conclui-se que a ressincronizagdo com BE no D12 aumenta o E2
plasmatico no D13 e pode ter antecipado a lutedlise funcional. Tratamento concomitante
com FLU n&o impediu este efeito.
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Flunixin meglumine treatment does not prevent effects of estradiol benzoate upon
luteal function during early resychronization in dairy cows

Abstract: Objectives were to 1) determine whether estradiol benzoate (EB) and a
progesterone device (P4) given on D12 would change circulating estradiol (E2) and disturb
corpus luteum (CL) function (plasma P4); 2) evaluate whether flunixin meglumine (FLU)
treatment could prevent presumed detrimental effects of EB on CL. Lactating Holstein x Gir
cows (n=45) were submitted to an EB-P4-based ovulation synchronization protocol (D-10: 2
mg EB+P4 intravaginal device; D-2: device removal+PGF2qa; D-1: 1 mg EB; DO: estrus). On
D12, cows were randomly allocated into four groups/treatments: A) control (CTL), saline im;
B) 2 mg EB im, P4 device (EB-P4); C) 2 mg EB im, P4 device, 1.1 mg/Kg FLU im (EB-P4-
FLU); and D) P4 device on D12, dominant follicle ablation by OPU on D15 (OPU-P4). Blood
samples were collected daily and plasma was stored at -20° C. Solid-phase RIA was used to
determine daily plasma P4 (D12 to D22; ImmuChem, ICN Pharmaceuticals Inc, Costa Mesa,
CA) and plasma E2 at 48h-intervals (D13 to D21; Ultra-sensitive Estradiol, Beckman Coulter
Inc, Brea, CA). Data were analyzed using PROC MIXED of SAS accounting for repeated
measures. Main effects were group, day of cycle, and their interaction. Overall, we observed
an effect of group (P=0.0075 and P=0.0068), day of cycle (P<0.0001 and P<0.001), and
interaction group*day (P=0.0001 and P=0.0012) for both E2 and P4, respectively. On D13,
EB-P4 and EB-P4-FLU had higher E2 compared with OPU-P4 and CTL (21.7+2.7, 18.0+3.4
vs 3.7£0.9, and 8.7616.3 pg/mL, respectively; P<0.001). Plasma E2 did not differ among
groups or days from D15 onwards. Plasma P4 decreased from D12 to D22 in all groups;
however, the rate of decrease differed. In groups receiving EB, P4 decreased from D12 to
reach significant lower values on D17 (3.6£0.3 vs 1.4+0.2 ng/mL and 4.2+0.4 vs 1.9+0.4 ng/
mL for EB-P4 and EB-P4-FLU, respectively; P<0.0001), whereas plasma P4 decreased to
lower values only on D20 in OPU-P4 (4.0+0.3 vs 1.5+0.3 ng/mL, D12 vs D20, respectively;
P<0.0001) and D19 in CTL (3.1£0.4 vs 1.3£0.4 ng/mL, D12 vs D19; P=0.0045). In OPU-P4,
plasma P4 peaked on D17 (4.0+£0.6 ng/mL) and remained high on D18 (3.2+0.5), greater
(P<0.03) than for EB-P4 (1.4+0.2 and 1.0£0.2; D17 and D18) and EB-P4-FLU (1.9£0.4 and
1.31£0.4, respectively). In conclusion, resynchronization using EB on D12 increased plasma
E2 on D13 and may have anticipated functional luteolysis. Concomitant FLU treatment did
not prevent this effect.
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Introducgao

O uso de protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) tem proporcionado
melhorias no desempenho reprodutivo e produtivo dos rebanhos, por meio da reducio
do IP e do ganho genético (Baruselli, 2016). No entanto, os protocolos convencionais s6
permitem a re-inseminagado de fémeas nao-gestantes apds o diagndstico de gestacgéo,
i.e., 30 a 40 dias apds a 12 IATF. O diagnéstico precoce junto com a ressincronizagao
para IATF, seguido de re-inseminagao reduz o intervalo entre inseminagées com potencial
melhoria da eficiéncia reprodutiva (Fricke et al., 2003). No entanto, ha de se considerar
que o estabelecimento e manutencdo da gestagdo em bovinos dependem da presenga
de um CL funcional e ativo, produzindo progesterona (P4; Mann e Lamming, 2001). O
periodo critico de reconhecimento materno da gestagdo acontece em torno de 14 a 18
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dias apds o estro, momento em que o Interferon-tau produzido pelo embrido deve agir
para prevenir a lutedlise e possibilitar a manutencédo da gestacéo (Thatcher et al., 1986).
O uso de estradiol e P4 exdgenos no inicio do protocolo de IATF durante o diestro (D12
a 14) pode provocar efeitos deletérios sobre o CL, visto que o estradiol poderia induzir
pulsos de liberacdo de PGF2a (Pugliesi et al., 2011) e, consequentemente, lutedlise
precoce antes do reconhecimento materno da gestagéo. O flunixin meglumine, assim como
outros anti-inflamatoérios ndo esteroidais possui agao inibidora da enzima prostaglandina
sintase e poderia, potencialmente, reverter os efeitos deletérios do estradiol sobre o CL
(Odensvik et al., 1998). Nesse contexto, a hipétese deste estudo foi que a administragéo
de flunixin meglumine (FLU) no dia 12 do ciclo estral (diestro), concomitante ao tratamento
com benzoato de estradiol (BE) e P4 exdgenos para ressincronizagao super-precoce, seria
capaz de mitigar possiveis efeitos deletérios destes horménios sobre a funcionalidade do
CL. Os objetivos foram: 1) determinar os efeitos do benzoato estradiol e progesterona
exdgenos administrados durante o diestro sobre as concentragdes plasmaticas de estradiol
(E2) e caracteristicas funcionais do CL (concentragdo de progesterona; P4) em vacas em
lactagao; 2) avaliar a eficacia do tratamento com flunixin meglumine no dia 12 do ciclo para
prevenir alteracdes na fungao luteal durante a fase de diestro.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Campo Experimental José Henrique Bruschi, na Embrapa
Gado de Leite, localizado em Coronel Pacheco, MG. Vacas em lactagéo, multiparas (n=45)
foram submetidas a um protocolo convencional de sincronizacdo da ovulacdo conforme a
seguir: Dia -10, aplicacédo de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) i.m. e inser¢céo de implante
intravaginal de P4; Dia -2, retirada do implante e aplicagdo de 0,5 mg de cloprostenol
sédico (PGF); Dia -1, aplicagdo de 1 mg de BE; Dia 0, estro. No dia 12 apds o estro, as
vacas foram alocadas em quatro grupos seguindo delineamento inteiramente casualizado,
para receberem os seguintes tratamentos: A) controle (CTL), salina i.m.; B) 2 mg BE i.m.,
implante de P4 (BE-P4); C) 2 mg BE i.m., implante de P4, 1,1 mg/Kg flunixin meglumine i.m.
(BE-P4-FLU); e D) implante de P4 no Dia 12 e aspiragao do foliculo dominante por OPU no
Dia 15 (OPU-P4).

Amostras de sangue foram coletadas diariamente entre os dias 12 e 22, o plasma foi
recuperado e armazenado em freezer a — 20° C para posterior dosagem das concentragoes
plasmaticas de progesterona e estradiol por radioimunoensaio (RIA) em fase solida. As
concentragcbes de P4 plasmatica foram dosadas em amostras diarias (Dia 12 a Dia 22)
utilizando kit comercial com 1251 (ImmuChem, ICN Pharmaceuticals Inc, Costa Mesa, CA)
e as concentragdes plasmaticas de E2 foram determinadas a cada 48h (Dia 13 a Dia 21),
também utilizando kit comercial com 125I (Ultra-sensitive Estradiol, Beckman Coulter Inc,
Brea, CA).

Os dados foram analisados utilizando o PROC MIXED do software SAS, incluindo o
comando REPEATED para considerar as medidas repetidas no tempo (dias do ciclo). O
modelo estatistico considerou os seguintes efeitos principais: grupo/tratamento, dia do
ciclo, e interagao grupo*dia do ciclo.

Resultados e Discussao
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De forma geral, foram observados efeitos significativos de grupo (P=0,0075 e P=0,0068),
dia do ciclo (P<0,0001 e P<0,001), e interagao grupo*dia (P=0,0001 e P=0,0012) tanto para
E2 quanto para P4, respectivamente. Os resultados sao apresentados como médiazEPM.
As concentragbes de E2 estdo demonstradas na Figura 1A. No dia 13, os grupos BE-P4 e
BE-P4-FLU tiveram concentragdes de E2 mais altas, comparados com os grupos OPU-P4
e CTL. Em todos os grupos, a concentracdo de E2 decresceu rapidamente entre os dias
13 e 15 (P<0,0001) e permaneceu em valores baixos do dia 15 em diante, n&o diferindo
entre grupos nesses dias. As concentragdes plasmaticas de P4 estdo demonstradas na
Figura 1B. Os valores de P4 plasmatica decresceram em fun¢do do tempo em todos os
grupos (P<0,001). Contudo, a taxa de reducédo diferiu entre grupos. Em relagdo do dia
12 dia ciclo, a P4 atingiu valores significativamente mais baixos no dia 17 em ambos os
grupos BE-P4 (P<0,0001) e BE-P4-FLU (P<0,0001). Em contraste, concentra¢des de P4
significativamente menores s6é foram observadas no dia 20 nas vacas do grupo OPU-P4
(P=0,0002) e no Dia 19 nas vacas do grupo CTL (P=0,02). Interessante destacar que, no
grupo OPU-P4, a concentragdo plasmatica de P4 atingiu um pico no Dia 17 e permaneceu
alta no Dia 18, valores significativamente mais altos (P<0,03) comparados aos grupos BE-
P4 e BE-P4-FLU. No grupo CTL, os valores de P4 foram intermediarios e nao diferiram dos
outros grupos.
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Figura 1A e B. Concentragdes plasmaticas de estradiol (E2) do dia 13 ao dia 21 do ciclo estral (Fig. 1A) e de progesterona

(P4) do dia 12 ao dia 22 do ciclo estral (Fig. 1B) em vacas submetidas a ressincronizagao super-precoce com benzoato de

estradiol (BE) e implante intravaginal de progesterona (P4), tratadas ou ndo com flunixin meglumine. Os grupos controle
e OPU-P4 nao receberam tratamento hormonal com BE.

A ressincronizagdo super-precoce iniciada no diestro € uma potencial estratégia para
reduzir o intervalo entre inseminacgdes e, portanto, melhorar a eficiéncia reprodutiva. Essas
estratégia agressiva, no entanto, implica no uso de benzoato de estradiol (BE) e implante
de progesterona (P4) durante o diestro e pode afetar a fungéo do CL. O flunixin meglumine
poderia prevenir esses efeitos negativos, prevenindo a secregcao de PGF. Neste estudo,
contudo, o flunixin meglumine nao foi capaz de inibir efeitos da alta de E2 circulante sobre a
fungéo do CL (P4 plasmatica). Os grupos tratados com BE tiveram antecipacao da lutedlise
funcional, o que potencialmente afetaria o reconhecimento materno da gestacgao.

Conclusoes

Ressincronizagao utilizando BE no Dia 12 aumentou o E2 plasmatico no Dia 13 e antecipou
a lutedlise funcional. O tratamento concomitante com flunixin ndo preveniu este efeito.
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