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Progestagenos para a sincronizagdo de estro tém sido
utilizados como rotina em propriedades com melhor controle re-
produtivo. A producio de radicais livres, estresse oxidativo, esta
relacionada com os niveis de progesterona circulante. O estresse
oxidativo é responsavel pela agressdo & membrana celular, causan-
do lise e a formacao de lipoperdxidos. Neste trabalho, buscou-se
avaliar o efeito compensatodrio de antioxidantes (vitaminas C e E)
associados ao implante de progesterona exdgena (P4), utilizada
em protocolos de sincronizagdo de estro em fémeas bovinas.
Vinte e cinco fémeas bovinas foram divididas aleatoriamente em

RESUMO

cinco grupos: 1) controle sem implante de P4; 2) implante de P4;
3) implante de P4 + vitamina C e E; 4) implante de P4 + vitamina
E; 5) implante de P4 + vitamina C. Avaliaram-se a lipoperoxi-
dacdo lipidica, através da mensuragdo de substincias reativas ao
acido tiobarbittrico (TBA-RS), e a enzima glutationa peroxidase
(GSHpx), nos dias zero e sete do protocolo de sincronizagdo de
estro. A utilizacdo de vitamina E, neste experimento, apresentou
uma maior taxa de prenhez; entretanto, existe a necessidade de
validar esses resultados, antes que seu uso seja preconizado em
fémeas bovinas sincronizadas com P4.
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ABSTRACT

USE OF ANTIOXIDANTS TO IMPROVE THE PREGNANCY RATE IN BEEF CATTLE SUBMITTED TO A
SYNCHRONIZATION PROTOCOL WITH PROGESTERONE (P4)

Estrus synchronization with progesterone is commonly
used in farms with better reproductive control. Free radicals
production, i.e. oxidative stress, is associated with progesterone
levels. The oxidative stress is responsible for aggression to the
cellular membrane, leading to a lise and lipoperoxide formation.
In this work, the antioxidant compensatory effect (Vitamins C
and E) associated with the exogenous progesterone implant (P4),
used in estrus synchronization protocols in cattle, was evaluated.
Twenty-five cows were randomly selected in 5 different groups: 1)

control without P4, 2) control with P4, 3) P4 + vitamin C and E, 4)
P4 + vitamin E, 5) P4 + vitamin C. The lipid lipoperoxidation was
measured trough Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)
and Glutatione Peroxidase enzyme (GSHpx) at days 0 and 7 of
the estrus synchronization protocol. The use of vitamin E, in this
experiment, showed a better pregnancy rate, however, the results
must be validated before orienting the use of the vitamin in cows
synchronized with P4.

KEYWORDS: Antioxidants, cows, oxidative stress, pregnancy rate, progesterone.

Ci. Anim. Bras., Goiania, v. 11, n. 3, p. 477-481, jul./set. 2010



478

ZANELLA, R. etal.

INTRODUCAO

O desenvolvimento e o uso de biotécnicas
reprodutivas, sincronizacdo e indugdo de estro, em
gado de corte, s3o de importancia fundamental para
o sistema de producao brasileira. A concentragdo das
atividades de cobertura com bons indices de concepgao
permite uma boa concentra¢do de parto das fémeas
nos momentos mais adequados do ano (BAYARD et
al., 2002). Pesquisas demonstram que os niveis do
sucesso da sincroniza¢do de estro variam de acordo
com o protocolo utilizado, mas geralmente sdo efetivos.
Porém, o grau de fertilidade animal, com a utilizagdo
de implantes com progesterona exogena, ¢ reduzido,
como foi descrito por AINSWORTH & SHRESTHA
(1983). Trabalhos recentes de sincronizacao de estro
apresentaram taxas de prenhez entre 37,68% e 57,6%
(CAMARA et al., 2006; BORGES et al., 2009).

Na bovinocultura, falhas de manejo, como aiden-
tificagdo do estro, ¢ um dos grandes problemas, podendo
levar a uma baixa taxa de prenhez no rebanho. Por esse
motivo, o uso da hormonioterapia com a intengdo de
sincronizar o estro e a inseminagdo artificial em tempo
fixo (IATF) tém sido de grande interesse (BARROS et
al., 1995). A progesterona (P4) exdgena, o estrogénio
(E2), o gonadotrofina corionica equina (eCG) e GnRH
tém sido amplamente utilizados em protocolos de sin-
cronizacao do estro ¢ da ovulagdo, inclusive em animais
em anestro (ROCHE et al., 1992; JOLLY et al., 1995;
MORAES & JAUME, 1997; CAMARA et al., 2006;
BORGES et al., 2009). A utilizagdo desses hormonios
visa mimetizar o ciclo estral, bem como estimular o
eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal da fémea e as
células dessas estruturas (GONZALEZ-PADILHA et
al., 1975; TROXEL et al., 1993; KESLER & FAVERO,
1996; WILTBANK etal., 1996; BAYARD etal., 2002).
LUCY etal. (2001) citam que a taxa de prenhez de va-
cas sincronizadas com pessario intravaginal apresentou
indices superiores ao grupo-controle, sem pessario. Ja
SIMONETTI et al. (1999), em experimento realizado
em ovinos, obtiveram 92,86% de estro, mas somente
50,43% de prenhez. Os baixos indices de eficiéncia
reprodutiva foram relacionados com a utilizagao de
progestagenos como moduladores do estro, porém os
motivos ainda ndo so totalmente conhecidos.

O aumento nos niveis de P4 circulante esta
diretamente relacionado com a elevacdo dos niveis de
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acido tiobarbitrico (TBA-RS) (MARQUEZ et al.,
1997). O E2, em contrapartida, tem um efeito contrario
ao da P4, inibindo os processos de estresse oxidativo
(EJIMA et al., 1999; CHENG et al., 2006). Os niveis
de TBA-RS sdo indicativos de danos & membrana ce-
lular, em decorréncia da producdo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs), que pode ter efeito deletério para
os 6vulos e embrides. O efeito negativo das espécies
reativas ao oxigénio (EROs) no metabolismo e satide
de vacas leiteiras foi documentado por MILLER &
BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA (1993). Porém
esses efeitos podem ser neutralizados ou diminuidos,
pelos mecanismos antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos.

Neste trabalho, utilizou-se um protocolo de
sincronizagdo da ovulagdo com pessarios intravaginais
contendo medroxiprogesterona (MAP), associado a
aplicagdes intramusculares de benzoato de estradiol,
prostaglandina e gonadotrofina corionica equina (eCQG)
para sincronizagao do estro ¢ ovulagdo. Concomitante-
mente, foram administradas vitaminas antioxidantes,
com a intengdo de se avaliar o efeito destas em relagdo
aos niveis de oxida¢do e taxa de prenhez em bovinos
de corte. A hipotese deste trabalho é que a utilizagdo
de P4 exdgena como método de sincronizagdo aumente
a peroxidagdo lipidica em foliculos preovulatérios,
levando a problemas no desenvolvimento do odcito,
acarretando, assim, baixa taxa de prenhez.

MATERIAL E METODOS

Para este experimento, utilizaram-se vacas
cruzadas Nelore X Angus solteiras (n=25), da Agro-
pecuaria Zanella, no municipio de Paim Filho, perten-
cente a regido norte do estado do Rio Grande do Sul.
Classificaram-se os animais quanto ao seu escore de
condicdo corporal (ECC) de 1 a 5, sendo 1 conside-
rada magra e 5 obesa (GRAHAM, 1982). Os animais
foram separados aleatoriamente em cinco diferentes
grupos, cada grupo composto por cinco animais: (1)
grupo-controle, sem implante de P4; (2) implante de
P4; (3) implante de P4 e administragdo de vitaminas
C ¢ E; (4) implante de P4 e administragdo de vitamina
E; (5) implante de P4 e administra¢do de vitamina C.
O protocolo de sincronizagdo de estro foi realizado
conforme descrito por BAYARD et al. (2002), com
a aplicagdo de medroxiprogesterona na forma de
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pessario intravaginal (MAP 250mg) por sete dias e
no dia zero (d0) uma injegdo intramuscular de 2,5 mg
de benzoato de estradiol; no sexto dia, aplicaram-se
eCG (100mg) via intramuscular (IM) e PGF2a (25 mg)
via mucosa vulvar. Aplicaram-se também vitamina C
3,0 mL (150 mg/mL; Laboratérios BRAVET, RJ) e
vitamina E 5,0 mL (100 mg/mL; Laboratérios BRA-
VET, RJ), via IM, no dia zero. Todos os procedimentos
realizados estao de acordo com os principios éticos na
experimenta¢do animal recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Coletaram-se amostras sanguineas por veno-
puncdo da veia jugular apos antissepsia, utilizando-se
agulhas descartaveis e tubos de ensaio esterilizados.
O sangue coletado heparinizado foi conservado sob
refrigeragdo 4°C e utilizado para analise, logo apds a
coleta, para mensuragdo dos niveis de lipoperédxidos,
nos dias zero e sete do protocolo de sincronizagao.

Procedeu-se a quantificacdo da lipoperoxidagao
celular mediante a técnica de mensuracdo de subs-
tancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS).
As amostras heparinizadas foram centrifugadas em
2.000 gpor cinco minutos e o sobrenadante descartado
e substituido por solugao fisiologica de NaCl 0,9% em
igual volume. Desenvolveu-se esse procedimento duas
vezes e, apos, o concentrado de hemadcias foi ressus-
penso com um hematocrito de 50%. Apods a lavagem
dos eritrocitos com NaCl 150 mM, as amostras foram
precipitadas com acido acético 40% na proporgao
1:2 e centrifugadas em 2.000 g para a separagdao do
sobrenadante. Determinou-se a peroxidagao lipidica
de acordo com o método de formagao de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS), utilizado
por OHKAWA et al. (1979), e de grupamentos sulfidris
ndo proteicos (NPSH), por ELLMANS (1959). Ses-
senta dias ap0s a inseminagao dos animais, efetuou-se
deteccdo de prenhez dos animais por palpagéo transre-
tal. Os valores de produgdo de TBA-RS e de GSHpx
foram submetidos a ANOVA teste, seguida do teste de
TUKEY, considerando-se as diferencas significativas
quando p<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A hormonioterapia ¢ uma ferramenta indis-
pensavel para a manipulacdo e melhorias do uso de
biotecnologias no gado bovino. O maior desafio para

0 uso dessas biotecnologias é a obtencdo de melhores
indices reprodutivos em bovinos de corte na produgdo
pecuaria. Diversas alternativas tém sido utilizadas
para tentar concentrar as atividades de sincronizago
de estro, ovulacao e, consequentemente, o periodo
de parto em um pequeno intervalo de tempo, como
¢ o caso da utilizagdo de P4. No entanto, as taxas de
prenhez com a utilizagdo desses métodos esta aquém
da expectativa esperada, dado o aumento do custo de
producao animal.

Neste experimento, de forma geral, a taxa de
prenhez foi de 52%. Esse indice ¢ compativel com os
resultados observados por BORGES et al. (2009), que
obtiveram 57,6 % de taxa de prenhez. Deve-se levar
em consideragdo que no trabalho ora descrito foram
utilizadas vacas solteiras, ou seja, sem terneiro ao pé,
ao passo que no trabalho citado empregaram-se vacas
no pos-parto com a retirada dos terneiros por um pe-
riodo de quatro dias. Além disso, o niumero de vacas
no experimento foi pequeno, quando comparado com
o0 experimento citado.

A taxa de prenhez nos grupos-controle (com e
sem P4) foi de 40%. Os niveis de produgao de TBA-RS
no grupo-controle, com o protocolo de sincronizagdo
com P4 e sem P4, foram maiores no dia sete, em com-
parag@o com o dia zero (p<0.0002) no mesmo grupo,
confirmando, assim, a a¢do da progesterona exdgena
e enddgena, com a producdo de EROs, ja descrita por
MARQUEZ et al. (1997). Consequentemente, ocorreu
aumento proporcional na produg@o da enzima GSHpx,
sugerindo um mecanismo compensatorio, para inibir
a acao dos EROs (p<0.0002).

Ataxa de prenhez no grupo tratado com vitami-
na C foi de 40%. Neste grupo com vitamina C, os niveis
de produgdo de TBA-RS foram menores no dia sete,
quando comparados com os do dia zero (p<0.05), po-
dendo sugerir um efeito antioxidante da vitamina C ou
que os animais estavam no periodo do ciclo estral entre
o dia sete e dezoito na primeira coleta, quando ocorre
uma maior producao de progesterona endogena. Esse
resultado coincidiu com a descrigio de MARQUEZ
et al. (1997), em que na presenc¢a de um corpo luteo
funcional e maduro sdo encontrados elevados niveis de
progesterona, o que esta diretamente relacionado com
0 aumento nos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA-RS). Com o corpo lateo maturo,
existe um aumento significativo do estresse oxidativo,
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coincidindo com os altos niveis de progesterona (P4),
quando comparado com o corpo liteo em regressao,
observando-se baixos niveis de TBA-RS e progestero-
na sérica (MARQUEZ etal., 1997). Mesmo com niveis
de TBA-RS reduzidos no dia sete, os niveis de GSHpx
ndo estavam maiores, em comparagio com o dia zero.
Apesar de esse aumento ndo ser significativo, pode, no
entanto, sugerir um mecanismo compensatorio contra
a producdo de EROs.

A associagdo das vitaminas C e E provocou
um aumento na producdo de TBA-RS no dia sete
quando comparado com o dia zero, sugerindo efeito
pro-oxidante da vitamina C e E. Neste caso, mais uma
vez a enzima GSHpx teve uma acdo compensatoria
para manter um balango entre na producdo de EROs.
Entretanto, mesmo com o efeito pro-oxidante, a taxa
de prenhez ndo foi diferente quando comparada
com os grupos-controle e tratados com vitamina C e
vitamina C e E, ficando em 40%. Elevadas doses de
vitaminas antioxidantes podem causar efeitos deleté-
rios no organismo animal. Por exemplo, é possivel o
ascorbato (vitamina C) agir como um pro-oxidante,
acarretando a producao do radical hidroxila, que ¢
altamente reativo, vindo a causar danos oxidativos a
membrana celular.

No grupo tratado com vitamina E os niveis
de TBA-RS e GSHpx foram maiores no dia sete,
quando comparados com os do dia zero, demons-
trando, assim, o efeito compensatério dessa enzima
a producdo de EROs. A taxa de prenhez do grupo
com vitamina E foi de 100%, demonstrando a efi-
ciéncia da associacdo dessa vitamina ao protocolo
(p<0.05). A utilizagdo da vitamina E como fonte
antioxidante resultou em uma maior taxa de pre-
nhez. Trata-se de dados que estdo de acordo com
resultados previamente publicados por LAFLAMME
& HIDIROGLOU (1991) e RICHARDSON et al.
(2008), quando foi observado aumento significativo
na taxa de prehez em novilhas e vacas suplementadas
com vitamina E.

O mecanismo de interagdo entre vitaminas an-
tioxidantes e redugdo em perdas embrionarias ainda é
desconhecido. No entanto, associa¢des entre vitamina
E e saude uterina tém sido observadas. Tais resulta-
dos sdo congruentes com os relatados por EVANS &
BISHOP (1922), que administraram vitamina E em
ratas e observaram redug@o em perdas embrionarias e
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absorcao fetal. Os achados deste experimento supor-
tam a hipotese de associagdo inibitoria das vitaminas
antioxidantes com os niveis de peroxidagado libidica.
Conclui-se, assim, que a associacdo de vitamina E ao
protocolo de sincronizagdo de estro com a utilizagdo
de P4 ¢ benéfica para a obtengdo de bons resultados
reprodutivos. Sugere-se a realizagdo de futuros experi-
mentos com um maior nimero de animais para melhor
avaliacdo desses resultados.
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