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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a pré-sincronizacgéo utilizando dispositivo de progesterona para
inducdo de foliculo dominante persistente em protocolos de IATF que utilizam GnRH e
prostaglandina como base em vacas leiteiras em lactagdo. Atualmente, existem protocolos de
pré-sincronizacao para o protocolo Ovsynch que apresentam boa eficiéncia, porém séo longos
e de dificil implantacdo em fazendas de leite. Assim, é importante o desenvolvimento de
protocolos de pré-sincronizacdo mais curtos e com a mesma eficiéncia do principal protocolo a
base de GnRH e prostaglandina (Double-Ovsynch) para vacas em lactagéo. Existem protocolos
eficientes de sincronizacao da ovulagdo que utilizam progesterona e estradiol, porém devido a
possivel proibicdo de ésteres de estradiol para o uso em bovinos, esse estudo serd uma
importante alternativa no futuro, quando por ventura for proibido o uso de estradiol em vacas
que produzem leite, pois é uma tendéncia internacional tal acdo. Por fim, o artigo cientifico

publicado tera alto impacto, pois podera ser utilizado por qualquer fazenda de leite do mundo.

Palavras chave: GnRH, pré-sincronizacdo, Ovsynch, progesterona, IATF



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the pre-synchronization using progesterone device for
persistent dominant follicle induction in TAI protocols using GnRH and prostaglandin in
lactating dairy cows. Currently, there are pre-synchronization protocols for the Ovsynch
protocol that present high efficiency, but are long and difficult to fix on dairy farms. Thus, it is
important to develop shorter pre-synchronization protocols and with the same efficiency of the
main GnRH-based protocol and prostaglandin (Double-Ovsynch) for lactating cows. There are
efficient ovulation synchronization protocols that use progesterone and estradiol, but due to a
possible prohibition of estradiol esters for use in cattle, this study will be an important
alternative in the future when by chance it is forbidden the use of estradiol in cows that produce
milk, since is an international trend such action. Finally, the published scientific article will
have a high impact, as it can be used by any milk farm in the world.

Key words: reproduction, bovine, Double-Ovsynch, TAI



LISTA DE FIGURAS

Figural - Esquema dos protocolos experimentai Double-Ov e

Figura 2 - Efeito do protocolo de pré-sincronizagdo, Double-Ov
e P-Ov, na taxa de prenhez aos 30 e 60 dias e na perda
embrionaria em vacas leiteiras em lactagio................... 48



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

— Efeito da pré-sincronizacdo, Double-Ov e P4-QV,
sobre a dindmica folicular de vacas leiteiras em
lactacdo submetidas ao protocolo Ovsynch..................

— Efeito de interacdo da estacdo do ano (verdo ou
inverno) e grau de sangue (HPB ou GR) na taxa de
concepcao aos 30 e 60 dias pos IA e na perda
gEStACIONAL......ccveiiiieieeie e

— Efeitos dos protocolos de pré-sincronizacdo sob a
concentragéo de P4 circulante...........ccoccovveiiniininiienne

44

45



LISTA DE ABREVIATURAS

AIC
BE
CL

ECC
eCG
EPM
E2
FD
GnRH

i.m.

IATF
LH

PEV
P4
PGF2,
RIE
SAS
us

Vs

Akaike’s An Information Criterion
Benzoato de estradiol

Corpo luteo

Dia

Escore de condi¢éo corporal
Gonadotrofina cori6nica equina
Erro padrdo da média

Estradiol

Foliculo dominante

Horménio liberador de gonadotrofinas
Intra muscular

Inseminacao artificial

Inseminacéo artificial em tempo fixo
Hormonio luteinizante

Ndamero

Significancia

Periodo de Espera Voluntario
Progesterona

Prostaglandina 2,
Radioimunoensaio

Statistical Analysis System
Ultrassom

Versus




LISTA DE SIMBOLOS

% Porcentagem
A Alfa

Mm Milimetro
Mg Miligrama
Mg Micrograma
MI Mililitro
MHz Mega-hertz
Ng Nanograma
* Mais ou menos
> Maior

< Menor

® Marca registrada




SUMARIO

PRIMEIRA PAR:I'E ......................................................................... 14
1. INTRODU(;AO........., ................................................................ 14
2. REFERENCIAL TEORICO.....ccoooiiiieeeee e, 16
2.1 Protocolos de sincronizagdo da OVUIAGE0 ......ccvvviieiiiiiiii et 16
2.2 Protocolos de pré-SinCroNiZaga0 .......ccuueeeiecureeeiriiieeseciieeeesetiee e s srieeesssbeeeesssateeessesteeesssseaeassans 17
2.3 (e fe =L (=] o] o = PP PP PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRt 19
REFERENCIAS ....oootiiiieieisiesie s 22
SEGUNDA PARTE —ARTIGO 1., 27

ARTIGO Novo método de pré-sincronizacao utilizando progesterona para induzir
foliculo persistente em protocolos de sincronizacao da ovulacéo a base de GnRH em

vacas leiteiras em lactagao ..........ccevvveivieeiie e 27
Materiais € MELOAOS.........coerereiiie e 32
EXAMES UItIrASSONOGIGSICOS. .....eceeecuveeeeetieeeeeitiee e eectte e e eette e e e ette e e e et e e e e e bae e e eeabeee e esabaeeeenabaeeeeenbeneeennens 33
Coleta de sangue e dosagem hormonal de Progesterona ................ccccooueeeecveeeeecciieeeeeciieeeeeceee e e 34
Yo [y (o [ 4] 1 [ e TSR 34
RESUITAAOS ..o e 35
Resposta ovariana aos protocolos de pré-SinCronizagaio .............cuueeeecueeeeecieeeeeiieeeeeiieeeeecreeeeeennes 35
Taxa de prenhez por IA nos diferentes protocolos de pré-sincronizag@o ............cccceeeecvveeeccreeeeennne 35
(D1 TY ol U] [o O PO PP PPUTPPON 36



14

PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A eficiente multiplicacdo de animais superiores por uso de biotecnologias da reproducéo
pode proporcionar maior retorno econémico a agropecudria. Elevados indices reprodutivos
associados ao melhoramento genético, devem ser metas que norteiam os técnicos e criadores a
alcancarem maior produtividade e lucratividade na pecudria. Programas de inseminacao
artificial (IA) apds deteccdo de cio geram resultados satisfatorios em termos de taxa de
concepcao (Dransfield et al., 1998). No entanto, a eficiéncia reprodutiva de vacas leiteiras de
alta producgdo é prejudicada devido a reducdo da taxa de servico e consequentemente da
concepgdo associada frequentemente as dificuldades na detecgdo de cio (Washburn et al., 2002;
Lopez et al., 2004).

Na atualidade, existe tecnologia para sincronizar o crescimento folicular e a ovulacéo
em bovinos de leite (Pursley et al., 1995 e 1997). Com esse intuito, emprega-se uma sequéncia
de tratamentos (protocolos) que tém como finalidade sincronizar a ovulagdo para o emprego da
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), que dispensa a necessidade de deteccdo do cio,
tornando mais pratico o uso dessa biotecnologia (Tenhagen et al., 2004). Durante os Gltimos
anos, a IATF vem possibilitando maior aplicagédo da IA em fazendas de leite, favorecendo o
melhoramento genético dos rebanhos e aumentando a taxa de servico (Wiltbank et al., 2011).

Existem trés premissas para a manipula¢do hormonal da dindmica folicular e luteinica
em programas de sincronizacdo da ovulacdo para IATF: 1) Sincronizar a emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular; 2) Controlar a duracdo da fase progesterdnica, pelo uso de
dispositivos de liberacdo de progesterona e de agentes luteoliticos [prostaglandina F2, (PGF2,)
e estrdgenos]; 3) Induzir a ovulacdo sincronizada do foliculo dominante ao final do tratamento
(Pursley et al., 1997; Cartmill et al., 2001; Cerri et al., 2004; Santos et al., 2004). Os protocolos
de IATF podem combinar hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e prostaglandina F2,
(Pursley et al., 1995) ou ter como base progesterona (P4) e estradiol (E2) (Souza et al., 2009).
Porém, em vacas leiteiras predominam os protocolos a base de GnRH devido a proibi¢éo do

uso de ésteres de estradiol em alguns paises. No Brasil, ainda € permitido o uso de ésteres de
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estradiol, porém é possivel que futuramente seja proibido o uso de tal horm6nio em vacas de
leite. Assim, estudos que aprimoram a utilizag&o de protocolos com base no GnRH em vacas
de leite sdo de suma importancia.

O protocolo padrdo a base de GnRH e PGF2, utilizado € o Ovsynch. Esse protocolo
consiste em dia aleatorio do ciclo estral (DO) administrar a primeira dose de GnRH. Sete dias
depois administra-se PGF2,, (D7) e 48 horas mais tarde, a segunda dose de GnRH. As vacas sdo
inseminadas 16 horas apds o segundo GnRH. Apesar de atender as trés premissas da
sincronizacdo da ovulacéo, esse protocolo apresenta baixa eficiéncia de sincronizacao (64%;
Vasconcelos et al, 1999) se administrado em animais em dia aleatério do ciclo estral.

Em estudo de Vasconcelos et al. (1999), a taxa de ovulagdo foi maior em vacas que
receberam o primeiro GnRH do protocolo Ovsynch entre os dias 5 e 9 e 17 e 21 dias do ciclo
estral. Além disso, houve maior taxa de ovulacdo ao segundo GnRH do protocolo Ovsynch
qguando os animais responderam ao primeiro GnRH (Vasconcelos et al., 1999). Ainda,
verificou-se que vacas que ndo respondem ao primeiro GnRH apresentam maior periodo de
dominéncia do foliculo ovulatério (persisténcia folicular), 0 que compromete a qualidade do
odcito e do desenvolvimento inicial do embrido (Cerri et al., 2009). Tais alteracGes na dindmica
folicular resultam em menor taxa de prenhez (Chebel et al., 2006). Assim, com o intuito de
melhorar a resposta ao primeiro GnRH do protocolo Ovsynch, tém-se utilizado protocolos de
pré-sincronizacao para aumentar a propor¢do de vacas no momento ideal do ciclo estral para
apresentar foliculos dominantes que respondem ao primeiro GnRH (Moreira et al., 2001; Bello
et al., 2006; Souza et al., 2008). Dentre os protocolos de pré-sincronizacdo, o duplo Ovsynch
tem apresentado melhor resultado de sincronizagdo, com taxa de ovulagéo ao primeiro GnRH
em torno de 82% e taxa de prenhez de 49,7% (Souza et al., 2008). Porém, tal protocolo é muito
longo (28 dias) e de dificil implementacdo na fazenda. Assim, ainda existe necessidade de
desenvolvimento de protocolos de pré-sincronizacdo que sejam mais praticos e curtos.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a pré-sincronizacao utilizando
dispositivo de P4 para inducédo de foliculo dominante persistente em protocolos de IATF que
utilizam GnRH e PGF2, como base em vacas lactantes. Além de aumentar o numero de
foliculos que respondem ao primeiro GnRH, a utilizacdo de progesterona na pré-sincronizacdo
devera permitir que os foliculos da onda ovulatoria crescam em alta concentracdo de

progesterona. Estudos anteriores verificaram que a qualidade do oocito da segunda onda de
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crescimento € maior do que de foliculos da primeira onda folicular, devido a maior
concentracdo de progesterona no periodo de crescimento (Bisinotto 2010; Wiltbank 2011). O
crescimento do foliculo dominante em baixa concentracdo de progesterona altera a composi¢édo
do liquido folicular (Cerri et al., 2008), aumenta a afinidade dos receptores ao estradiol e a

ocitocina para liberacdo de PGF2,, elevando o risco de ciclos curtos (Cerri et al., 2008).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Protocolos de sincronizacao da ovulagao

A redugdo da fertilidade em vacas leiteiras € um problema multifatorial e muitas vezes
associado com a alta producdo de leite (Lucy, 2001; Santos et al., 2004) e baixas concentra¢oes
de progesterona circulantes (Wiltbank et al., 2006). Mudancas no desenvolvimento folicular
causadas pelo metabolismo esteroidal afetam a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario
precoce contribuindo para a subfertilidade das vacas leiteiras (Cerri et al., 2011). Segundo
Washburn et al. (2002) baixa expressao e falhas na detecgédo do estro sdo os principais fatores
qgue levam a reducdo na fertilidade e interagem diretamente com a nutricdo, problemas
fisioldgicos e de manejo dos animais. Entretanto, atualmente temos acesso aos protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo que permitem a realizacdo da IATF. Os programas de IATF s&o
amplamente utilizados devido a capacidade de aumentar o numero de fémeas artificialmente
inseminadas, sem que haja a necessidade de detec¢do de estro (S& Filho et al., 2011). Os
horménios reprodutivos usados para fazer o controle do ciclo estral sdo idénticos ou analogos
aos enddgenos de origem hipotalamica (GnRH), ovariana (E2 e Ps) ou uterina (PGF 2,) e
exercem semelhante atividade bioldgica (Lucy et al., 2004).

O protocolo de sincronizacdo da ovulacdo a base de GnRH e PGF2, é o mais utilizado
em vacas leiteiras e realiza o controle da funcdo luteinica e do desenvolvimento folicular
(Azevedo et al., 2014). Tal protocolo foi proposto por Pursley et al. (1995) e consiste em um
dia aleatério do ciclo estral (DO) administrar a primeira dose de GnRH. Sete dias depois
administrar PGF2a (D7) e 48 horas mais tarde, a segunda dose de GnRH. As vacas sdo
inseminadas 12 horas apds o segundo GnRH. A primeira administracdo de GnRH tem como

objetivo sincronizar a emergéncia da onda folicular por inducdo da ovulagdo, a administracdo
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de PGF2a promove a regressdo do tecido luteinico agindo como forma de controle da fase
progesteronica e a segunda administracdo de GnRH induz a ovulagéao sincronizada do foliculo
dominante (Pursley et al., 1995). Outro programa comumente utilizado em gado de leite no
Brasil associa benzoato de estradiol (BE) com P4. Nesse protocolo, administra-se BE com
dispositivo de P4 intravaginal para promover a atresia folicular e a emergéncia de uma nova
onda folicular por feedback negativo no hipotdlamo ao GnRH (Carvalho et al., 2008). Apds
esse primeiro passo, € necessario que se promova reducdo na concentracdo sérica de
progesterona pela retirada do estimulo exdgeno (remocédo do dispositivo de progesterona) e
enddgeno (administracdo de prostaglandina para regressdo do corpo luteo) (Sales et al., 2012).
Por fim, pode-se realizar suporte ao crescimento final do foliculo dominante utilizando a
gonadotrofina coridnica equina (eCG) e sincronizacdo da ovulacdo com ésteres de estradiol
(BO; Baruselli; Martinez, 2003).

2.2 Protocolos de pré-sincronizacéo

A sincronizacdo da ovulacdo ndo é um processo perfeito. Algumas vacas tém a
sincronizacdo da ovulacdo de forma adequada, enquanto outras ndo respondem
satisfatoriamente aos protocolos (Lucy et al., 2004). A baixa sincronizacdo da onda folicular
esta relacionada a resposta ovariana ao primeiro GnRH com auséncia de efeito sobre a ovulagéo
ou luteinizacdo do foliculo, o que modifica o estado de desenvolvimento do foliculo dominante
presente no momento da segunda administracdo de GnRH (Vasconcelos et al., 2001). Em vacas
(Vasconcelos et al., 1999) e novilhas (Moreira et al., 2000) observou-se maior resposta a
sincronizacdo da ovulagéo e concepcdo, quando o protocolo Ovsynch foi realizado entre os dias
5e 12 do ciclo estral. Tais autores relataram que quando se inicia a sincronizacao entre os dias
13 e 17 do ciclo pode ocorrer a regressao espontanea do corpo ltteo (CL) antes da administracéo
de PGF2,, e tais vacas ndo serdo sincronizadas, pois deverdo ovular antes da inseminagéo; e
guando se inicia entre os dias 2 e 4 do ciclo estral, o foliculo dominante recrutado néo
apresentara diametro suficiente para responder a administracdo de GnRH. Além disso, foi
observado que foliculos que possuem periodo de dominéncia superior a cinco dias s&o menos
férteis (Austin et al., 1999) e foliculos velhos podem falhar em responder com a injecéo

ovulatéria do GnRH (Moreira et al., 2000). Tais experimentos demonstraram a necessidade do
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desenvolvimento de sistemas de pré-sincronizacdo a fim de aumentar a proporcéo de vacas no
periodo ideal do ciclo estral para receber o primeiro GnRH do protocolo Ovsynch.

Diante dessa necessidade, Moreira et al. (2001) propuseram a realizacdo da pré-
sincronizacdo com a administracdo de duas doses de PGF2, com intervalo de 14 dias, seguido
do Ovsynch 12 dias depois da segunda aplica¢do de PGF2, chamado Presync-Ovsynch. A pré-
sincronizagdo nesse estudo aumentou em 12 pontos percentuais a taxa de concepgéo (37% vs
49%) em novilhas e El-Zarkouny et al. (2001) observaram aumento de 18% em vacas lactantes
ciclicas (25% vs 43%;). Em outro estudo (Navanukraw et al., 2004), utilizando protocolo
semelhante (12 dias de intervalo entre as administracdes de PGF2,) relataram taxa de concepgéo
aos 42 dias de gestacao de 49,6% para as vacas do grupo Presync e 37,3% nas vacas do grupo
Ovsynch. Dessa forma, atribui-se a tais resultados favoraveis, o fato da pré-sincronizacao
resultar em maior nimero de animais na fase ideal do ciclo estral para receber o protocolo
Ovsynch. Entretanto, apenas vacas ciclicas podem se beneficiar do programa com duas PGF2,
uma vez que a resposta depende da presenca de corpo luteo responsivo (Chebel et al., 2006).
Outra limitacdo da eficacia do protocolo Presynch-Ovsynch seria a falta de precisdo na
sincronizacdo folicular e nos estagios luteais, devido a variabilidade do estro e ovulacdo apds
tratamentos com PGF2, (Ayres et al., 2013).

O sucesso do protocolo Ovsynch também depende da ciclicidade das vacas (Lucy et al.,
2004). Apesar de o protocolo Ovsynch sincronizar bem vacas em anestro (Gumen et al., 2003),
tais animais apresentam menor taxa de concep¢do (Moreira et al.,2001). Essa reducdo na
fertilidade das vacas em anestro pode ser atribuida ao aumento na porcentagem de ciclos curtos
apo6s o Ovsynch (Gumen et al., 2003). Tais experimentos destacam a importancia de utilizar
estratégias de pré-sincronizacdo para regular o momento de inicio do protocolo Ovsynch em
vacas ciclicas e estimular a ciclicidade de vacas em anestro (Ayres et al., 2013).

Outra forma de realizar a pré-sincronizacdo € realizar um protocolo Ovsynch como
ferramenta de pré-sincronizacdo (Double-Ovsynch; Souza et al., 2008). O Double-Ovsynch
consiste em fazer o Ovsynch duas vezes com um intervalo de sete dias entre a segunda
administracdo de GnRH do primeiro protocolo e a primeira administragdo de GnRH do Ovsynch
da IATF. O Double-Ovsynch é capaz de controlar o dia do ciclo estral em que o Ovsynch é
iniciado (Ayres et al., 2013). Dessa forma, aumenta a resposta ovariana ao tratamento hormonal
e as concentracdes de P4 durante o Ovsynch da IATF (Souza et al., 2008). Souza et al. (2008)
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observaram 28% a mais de vacas com alta P4 (> 3 ng/mL) no momento da PGF2a no grupo
Double-Ovsynch (78,1% vs 52,3%) quando comparado ao grupo tratado com duas PGF2,. Em
outro estudo, (Herlihy et al., 2012) observaram que com o tratamento Double-Ovsynch a
porcentagem de vacas primiparas e multiparas com baixas concentracdes circulantes de P4 é
menor quando comparadas com as fémeas tratadas com o Presync-Ovsynch (3,3 vs 19,7% em
primiparas; e 8,8 vs 31,9% em multiparas).

Vacas com baixas concentracfes de P4 no momento da administragdo de PGF2a
apresentam maior probabilidade de lutedlise prematura, com consequente pico de hormonio
luteinizante (LH) e ovulagdo antes da administragdo do segundo GnRH do Ovsynch
(Vasconcelos et al., 1999). Em ambos os estudos (Souza et al., 2008 e Herlihy et al., 2012), o
protocolo Double-Ovsynch aumentou a fertilidade do Ovsynch comparado ao Presynch-
Ovsynch. A resposta ovulatoria ao primeiro GhnRH do Ovsynch aumenta as concentracfes
circulantes de progesterona e permite o desenvolvimento do foliculo dominante menos variavel
e mais préximo do tamanho ideal no momento do segundo GnRH (Bello et al., 2006; Giordano
et al., 2012). Maiores concentragdes circulantes de P4 durante o desenvolvimento folicular
podem diminuir a pulsatilidade de LH, possivelmente aumentar a competéncia do foliculo
dominante, a qualidade do odcito e do ambiente uterino (Mihm et al., 1994 e Revah et al., 1996).
Outros estudos também relacionaram a ovulagéo ao primeiro GnRH do Ovsynch e a presenca
de CL no momento da PGF2, com maiores taxas de prenhez aos 30 e 60 dias p6s inseminacao
artificial (Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al., 2001; Cerri et al., 2004 e Chebel et al., 2006).

2.3 Progesterona

O uso de dispositivos intravaginais contendo P4 foi inicialmente proposto por Carrick e
Shelton (1967) e Scanlon et al. (1972) para sincronizacéo do estro e da ovulacdo. Seu uso tem
sido recomendado em protocolos de IATF, particularmente em vacas em anestro para promover
o retorno a ciclidade no pos-parto (Chebel et al., 2006) e aumentar as taxas de concepg¢ao
(Stevenson et al., 2006). A P4 exerce papel fundamental no foliculo, embrido e desenvolvimento
fetal e pode afetar a qualidade oocitaria pelos efeitos no desenvolvimento do foliculo dominante
(Mann et al., 2003).



20

A frequéncia da secrecéo pulsatil de GnRH ¢é regulada pelas concentragdes circulantes
de P4 durante o ciclo estral, o que por sua vez regula a frequéncia da pulsatilidade de LH (Kinder
et al., 1996). A frequéncia pulsatil do LH é fator priméario na determinacdo da ovulagdo do
foliculo dominante (Chebel et al., 2006). Concentracdes sub-luteais de P4 estdo associadas com
aumento na frequéncia dos pulsos de LH (Roberson et al., 1989). O aumento de frequéncia de
pulsos de LH ndo permite que seja atingido o padréo de frequéncia necessaria para maturacéo
final do foliculo ovulatério ou para ocorrer a ovulagdo (Adams et al., 1992). Tal aumento da
disponibilidade de LH também tem sido associado com a aceleracdo da maturacdo oocitaria,
marcada pelo retorno precoce da meiose (6 dias apds a emergéncia da nova onda) (Inskeep et
al., 2004), reduzindo a qualidade do embrido e levando ao rompimento da vesicula germinativa
(Revah and Butler, 1996).

Entretanto, altas concentracdes de P4 durante o ciclo estral precedente a inseminacéo
tém sido associadas com melhores resultados de concepcdo (Fonseca et al., 1983) pela reducgéo
na incidéncia de ciclos curtos ap6s a inseminacdo (Silvia et al., 1991). A inseminac¢&o de vacas
leiteiras com ovulacdo induzida do foliculo dominante da primeira onda folicular resultou em
resultados de fertilidade inferiores aos foliculos da segunda onda folicular (Bisinotto et al.,
2010). Tal diferenca pode ser atribuida as concentracdes reduzidas de P4 durante o crescimento
do foliculo ovulatdrio da primeira onda folicular, uma vez que se obteve semelhanga nos
resultados de vacas que foram suplementadas com progesterona exdgena e ovularam o foliculo
da primeira onda e de vacas induzidas a ovular o foliculo da segunda onda folicular (Denicol et
al., 2012).

A prevaléncia de vacas em anestro ao final do periodo de espera voluntério (PEV) é
importante fator que afeta a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos leiteiros (Santos et al., 2004).
Estudos indicam que 20 a 40% das vacas no primeiro protocolo de sincronizacdo pos-parto
estdo em anestro (Moreira et al., 2001; Lima et al., 2009). Vacas em anestro possuem baixas
taxas de concepcao apos a primeira inseminagdo (Lima et al., 2009) e maior perda embrionaria
(Santos et al., 2004; Stevenson et al., 2006), tais vacas mantém desenvolvimento continuo dos
foliculos até tamanhos varidveis, no entanto, sdo incapazes de atingirem a ovulacéo, devido a
secrecdo de estradiol pelos foliculos ser insuficiente para provocar o efeito de feed-back
positivo no GnRH ou devido a falta de resposta hipotalamica ao E> por auséncia de receptores
especificos (Schillo, 1992). A exposicao a P4 por periodo de 5 a 9 dias pode induzir ciclicidade
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em vacas em anestro (Rhodes et al., 2003). A P4 promove ciclicidade em vacas em anestro pelo
aumento no nimero de receptores de estrogenos no hipotdlamo médio basal, o que reestabelece
a resposta hipotalamica resultando no aumento da liberacdo de LH e na capacidade de ovular
(Gumen e Wiltbank, 2005).

Apesar do tratamento com P4 exdgena em vacas em anestro possibilitar o retorno da
ciclicidade e reducdo na incidéncia de ciclos curtos apos a ovulagdo (Chebel et al., 2006), as
concentracdes de P4 alcancadas com o uso de um dispositivo intravaginal P4 sdo subluteais
(Cerri et al., 2009). Tal condicdo explica a auséncia de melhora nos resultados de fertilidade
observados em alguns experimentos com suplementacdo de P4 (Bisinotto et al., 2013).

Resultados satisfatérios utilizando o protocolo Ovsynch em vacas leiteiras em lactacao
tem sido associado com a resposta ovulatéria ao primeiro GnRH e com a presenca de CL
funcional no momento da administragdo de PGF2, (Vasconcelos et al., 1999; Moreira et al.,
2001; Bisinotto et al., 2010). A auséncia de CL funcional em vacas no inicio do protocolo de
sincronizacao reduz em 30% a probabilidade de concepcdo apds inseminacao (Bisinotto et al.,
2010). A baixa concentracdo de progesterona circulante em vacas que ndo possuem CL no
inicio do protocolo de sincronizacdo afeta a morfologia endometrial uterina (Shaham-
Albalancy et al., 1997). Tal condicéo interfere na funcéo secretora do endométrio durante o
inicio da gestagdo ¢ aumenta a sintese de PGF20 em resposta a ocitocina (Shaham-Albalancy
et al., 2001) resultando em curto tempo de vida atil do CL e perda gestacional (Cerri et al.,
2011). Tais estudos indicam que as altas concentracdes de P4 durante o desenvolvimento do
foliculo ovulatorio sao criticas para alcancar alta fertilidade em vacas de leite.

A suplementacdo com P4 exdgena em vacas com auséncia de CL funcional no inicio do
protocolo Ovsynch resultou em concepgdo semelhante a de vacas que iniciaram o Ovsynch no
diestro (Denicol et al., 2012). Um programa alternativo poderia ser a pré-sincronizacédo do ciclo
estral de forma a aumentar a proporcdo de vacas em diestro no inicio do protocolo de
sincronizagdo, ou aumentar a propor¢do de vacas que respondam ao primeiro GnRH e
suplementar com P4 exdgena durante o crescimento do foliculo ovulatério (Bisinotto et al.,
2013).
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ARTIGO Novo método de pré-sincronizacdo utilizando progesterona para induzir
foliculo persistente em protocolos de sincronizacdo da ovulagdo a base de
GnRH em vacas leiteiras em lactacdo
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a pré-sincronizacéo utilizando dispositivo de progesterona para
inducdo de foliculo dominante persistente em protocolos de IATF que utilizam GnRH e
prostaglandina como base em vacas leiteiras em lactacdo. No experimento, 440 vacas leiteiras
(345 girolandas e 95 Holandesas) foram distribuidas aleatoriamente em um de dois grupos: (1)
Double-Ov (n=228), administracdo i.m. de GnRH (D-17), PGF2, 7 dias depois (D-10) e GhRH
3 dias mais tarde (D-7) seguido pelo protocolo Ovsynch 7 dias depois (GnRH no DO, PGF no
D7, GnRH no D9); (1) Ps-Ov (n=212), implantacdo D-10 de dispositivo intravaginal de
progesterona, 10 dias depois (DO0) iniciou-se o protocolo Ovsynch, sendo a retirada do
dispositivo feita no D7. Todas as vacas foram inseminadas 16 horas apos a segunda dose de
GnRH do protocolo Ovsynch e submetidas a exames ultrassonograficos para diagnéstico de
gestacdo aos 30 e 60 dias pés IA. Em subgrupos de animais (n=102) realizou-se avaliacGes
ultrassonograficas nos dias 0, 7, 9 e 24 do periodo experimental e coletas de sangue (n=44) nos
dias 0, 7 e 24 para dosagem de progesterona. Nao foram observadas diferencas entre 0s grupos
nas variaveis taxa de pré-sincronizacdo [presenca de foliculo com mais de 12mm no DO,
Double-Ov 94,2% (49/52) e P4-Ov 92,0% (46/50); P=0,66], diametro folicular no 1° GnRH
(Double-Ov 17,2 + 0,7mm e P4-Ov 18,6 + 0,9mm; P=0,28), taxa de ovulacdo ao 1° GnRH
[Double-Ov 86,3% (44/51) e P4-Ov 81,2% (39/48); P=0,50], taxa de sincronizacao [Double-
Ov 84,6% (44/52) e P4-Ov 86,0% (43/50); P=0,84], diametro folicular no 2° GnRH (Double-
Ov 17,5 £ 0,6mm e P4-Ov 18,0 £ 0,5mm; P=0,48), taxa de ovulacdo no 2° GnRH [Double-Ov
90,9% (40/44) e P4-Ov 86,0% (37/43); P=0,48] e diametro do CL no D24 (Double-Ov 27,9 £
0,7mm e P4-Ov 29,4 + 0,9mm; P=0,19). Verificou-se diferenca entre os tratamentos quanto a
presenca de CL no DO [Double-Ov 57,7% (30/52) e P4-Ov 36,0% (18/50); P=0,03]. Além disso,
ndo houve diferenca entre os grupos na taxa de prenhez aos 30 [Double-Ov 39,0% (89/228) e
P4-Ov 40,1% (85/212); P=0,85], 60 dias de gestacdo [Double-Ov 34,8% (79/227) e P4-Ov
38,7% (82/212); P=0,41] e perda gestacional entre 30 e 60 dias de gestacdo [Double-Ov 7,9%
(7/88) e P4-Ov 3,5% (3/85); P=0,13]. Ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto a
porcentagem de vacas com P4 <1 ng/mL no DO [Double-Ov 13,6% (3/22) vs P4-Ov 5,0%
(1/20); P=0,37] e quanto a porcentagem de vacas com P4 >1 ng/mL no D7 [Double-Ov 77,3%
(17/22) vs P4-Ov 95,0% (19/20); P=0.14] e para concentracao de P4 no D24 (Double-Ov 4,7 +
0,6 vs P4-Ov 5,9 £ 0,9; P=0,84). Concluiu-se que a pré-sincronizacdo com dispositivo de
progesterona apresenta resultados semelhante ao protocolo Double Ovsynch no padrdo de
crescimento e regresséo folicular e na fertilidade de vacas de leite em lactacéo.

Palavras chave: reproducéo, bovinos, Double-Ovsynch, IATF
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the pre-synchronization using progesterone device for
persistent dominant follicle induction in TAI protocols using GnRH and prostaglandin in
lactating dairy cows. In the experiment, 440 dairy cows (345 girolando and 95 Holstein) were
randomly assigned to one of two groups: (1) Double-Ov (n = 228), received i.m. GnRH (D-17),
PGF 7 days later (D-10) and GnRH 3 days later (D-7) followed by the Ovsynch protocol (GnRH
in DO, PGF in D7, GnRH in D9); (Il) P4-Ov (n = 212), D-10 implantation of intravaginal
progesterone device, the Ovsynch protocol was initiated ten days later (DO0), the device being
withdrawn on D7. All cows were inseminated 16 hours after the second dose of GnRH from
the Ovsynch protocol. Ultrasonographic evaluations (n = 102) were performed on days 0, 7, 9,
24, 30 and 60 of the experimental period and blood samples were collected (n = 44) on days 0,
7 and 24 for dosing progesterone. Statistical analysis was performed using the GLIMMIX SAS
procedure. No differences were observed between the groups for the pre-synchronization
variables [follicle presence> 12 mm in DO [Double-Ov 94.2% (49/52) and P4-Ov 92.0%
(46/50); P = 0.66], follicular diameter at 1st GnRH (Double-Ov 17.2 £ 0.7 mm and P4-Ov 18.6
+ 0.9 mm, P = 0.28), ovulation rate at 1° GnRH [Double-Ov 86.3% (44/52) and P4-Ov 81.25%
(39/48); P = 0.50], synchronization rate [Double-Ov 84.6% (44/52) and P4-Ov 86.% (43/50);
P = 0.84], follicular diameter in the 2nd GnRH (Double-Ov 17.5 + 0.6mm and P4-Ov 18.0 +
0.5mm, P =0.48), ovulation rate in the 2nd GnRH [Double-Ov 90.9% (40/44) and P4-Ov 86.0%
(37/43); P =0.48] and CL diameter in D24 (Double-Ov 27.9 £ 0.7mm and P4-Ov 29.4 + 0.9mm,
P =0.19). There was a difference between the treatments for the presence of CL in DO [Double-
Ov 57.7% (30/52) and P4-Ov 36.0% (18/50); P = 0.03]. In addition, there was no difference
between the groups in the pregnancy rate at 30 [Double-Ov 39.04% (89/228) and P4-Ov 40.09%
(85/212) (P = 0.85)], 60 days of gestation [Double-Ov 35.1% (80/228) and P4-Ov 38.7%
(82/212) (P = 0.37)] and gestational loss between 30 and 60 days of gestation [Double-Ov 7.9%
(7/88) and P4-Ov 3.5% (3/85); P = 0.13]. There were no differences between groups for the
percentage of cows with P4 <1 ng/ mL at DO [Double-Ov 13.6% (3/22) vs P4-Ov 5.0% (1/20),
P =0.37) And for the percentage of cows with P4> 1 ng/ mL in D7 [Double-Ov 77.3% (17/22)
vs P4-Ov 95.0% (19/20); P = 0.14] and for P4 concentration in D24 (Double-Ov 4.7 £ 0.6 vs
P4-Ov 5.9 £ 0.9; P = 0.84). It was concluded that the pre-synchronization with progesterone
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device presents results similar to the Double-Ovsynch protocol in the follicular dynamics and
fertility of lactating dairy cows.

Key words: reproduction, bovine, Double-Ovsynch, TAI
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Introducéo

Na atualidade, existe tecnologia para sincronizar o crescimento folicular e a ovulacao
em bovinos leiteiros [1, 2]. Com esse intuito, emprega-se uma sequéncia de tratamentos
(protocolos) que tém como finalidade sincronizar a ovulagéo para o emprego da inseminagéo
artificial em tempo fixo (IATF), que dispensa a necessidade de deteccdo do cio, tornando mais
pratico o uso dessa biotecnologia [3]. Durante os Gltimos anos, a IATF vem possibilitando
maior aplicacdo da IA em fazendas leiteiras, aumentando a taxa de servico e favorecendo o
melhoramento genético dos rebanhos [4].

Existem trés premissas para a manipula¢do hormonal da dindmica folicular e luteinica
em programas de sincronizacgéo da ovulacdo para IATF, sincronizar a emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular, controlar a duracdo da fase progesterdnica pelo uso de agentes
progestagenos e luteoliticos (PGF2, e estrdgenos) e induzir a ovulagdo sincronizada do foliculo
dominante ao final do tratamento [2, 5, 6, 7]. Os protocolos de IATF podem combinar hormonio
liberador de gonadotrofina (GnRH) e prostaglandina F2, [1] ou ter como base progesterona (P4)
e estradiol (E2) [8]. Porém, em vacas de leite predominam os protocolos a base de GnRH devido
a proibicdo do uso de ésteres de estradiol em alguns paises. No Brasil, ainda é permitido o uso
de ésteres de estradiol, porém é possivel que futuramente seja proibido o uso de tal hormonio
em vacas leiteiras. Assim, estudos que aprimoram a utilizac&o de protocolos com base no GnRH
em fémeas bovinas sdo de suma importancia.

O protocolo padrdo a base de GnRH e PGF2, utilizado € o Ovsynch. Esse protocolo
consiste em um dia aleatério do ciclo estral (D0) administrar a primeira dose de GnRH. Sete
dias depois administra-se PGF2, (D7) e 48 horas mais tarde, a segunda dose de GnRH. As vacas
sdo inseminadas 16 horas apds o segundo GnRH. Apesar de atender as trés premissas da
sincronizacdo da ovulacéo, esse protocolo apresenta baixa eficiéncia de sincronizacao [64%;
(9) ] quando administrado em dia aleatério do ciclo estral. A taxa de ovulagdo foi maior em
vacas que receberam o primeiro GnRH do protocolo Ovsynch entre os dias5e 9 e 17 e 21 dias
do ciclo estral e houve maior taxa de ovulacdo ao segundo GnRH do protocolo Ovsynch quando
0s animais responderam ao primeiro GnRH [9]. Ainda, verificou-se que vacas que nao
responderam ao primeiro GnRH apresentaram maior periodo de dominancia do foliculo

ovulatorio (persisténcia folicular) comprometendo a qualidade do odcito e do desenvolvimento
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inicial do embrido [10]. Tais alteragdes na dinadmica folicular resultaram em menor taxa de
prenhez [11].

Com o intuito de melhorar a resposta ao primeiro GnRH do protocolo Ovsynch, tém-se
utilizado protocolos de pré-sincronizacdo para aumentar a proporcdo de vacas no momento
ideal do ciclo estral, que apresentem foliculos dominantes responsivos ao primeiro GnRH [12,
13, 14]. Dentre os protocolos de pré-sincronizagdo, o Double-Ovsynch tem apresentado melhor
resultado de sincronizacao, com taxa de ovulacdo ao primeiro GnRH em torno de 82% e taxa
de prenhez de 49,7% [14]. Porém, tal protocolo € muito longo (28 dias) e de dificil implantagédo
nas fazendas. Assim, ainda existe necessidade de desenvolvimento de protocolos de pré-
sincronizagdo que sejam mais praticos e curtos.

O uso de dispositivos intravaginais de progesterona por periodo superior a 7 dias resulta
em desenvolvimento de foliculos maiores que o padrdo natural e que persistem por mais tempo
[15]. A persisténcia folicular ocorre devido a auséncia de pico pre-ovulatorio de LH pela
presenca dos dispositivos de P4 que mantém concentracdes de P4 superiores aos da fase folicular
[16], o que devera aumentar o numero de foliculos que respondem ao primeiro GnRH, e
consequentemente a taxa de sincronizacao, além disso a utilizacdo de P4 na pré-sincronizacéo
deverd permitir que os foliculos da onda ovulatéria cresgam em alta concentracéo de P4. Estudos
anteriores verificaram que a qualidade do odcito da segunda onda de crescimento € maior do
que de foliculos da primeira onda folicular, devido a maior concentracdo de P4 no periodo de
crescimento [17, 4]. O crescimento do foliculo dominante em baixa concentracdo de
progesterona altera a composicdo do liquido folicular, aumenta a afinidade dos receptores ao
estradiol e & ocitocina para liberagdo de PGF2,, elevando o risco de ciclos curtos [18].

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a pré-sincronizacao utilizando
dispositivo de P4 para inducdo de foliculo dominante persistente em protocolos de IATF que

utilizam GnRH e PGF2, em vacas de leite lactantes.

Materiais e métodos

Animais e local de realizacéo do estudo
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O presente estudo foi realizado de margo de 2015 a agosto de 2016 em sete fazendas de
leite do sudeste de Minas Gerais, Brasil. No experimento foram utilizadas 440 vacas leiteiras,
sendo 345 girolandas (Holandés vs Gir Leiteiro) e 95 holandesas com producdo média de leite
de 24,8 + 0,4; escore de condicao corporal médio de 3 £ 0,2 [escala de 1 a 5, (19) ] e periodo
pos-parto de 30,5 £ 0,5 dias. As vacas foram ordenhadas duas vezes por dia, mantidas em
piquetes de Brachiaria brizantha, suplementadas com silagem de milho, concentrados
proteicos e energéticos de forma balanceada e tiveram acesso ad libitum a agua e suplementacao
mineral. Todos os procedimentos, incluindo injecdes, coleta de sangue, IATF e exames
ultrassonograficos do Utero e ovarios foram conduzidos em troncos de contengdo apropriados

e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal de Lavras.

Delineamento experimental

Apos a avaliagdo inicial, os animais selecionados foram divididos aleatoriamente em
um de dois tratamentos. No grupo Double-Ov (n=228) as vacas foram submetidas ao protocolo
Double-Ovsynch, conforme descrito por [14]. No grupo P4-Ov (n=212), as vacas receberam no
D-10 um dispositivo de progesterona de 1g (Sincrogest®, Ouro Fino, Brasil). Dez dias depois
(D0), foi administrado 100 ug GnRH (Diacetato de gonadorelina; Cystorelin, Merial Ltd.,
Duluth, GA) do protocolo Ovsynch. No D7, o dispositivo de progesterona foi removido e
administrado 500pug de Cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino, Brasil). Depois de 48 horas (D9),
foi administrado 100 ug GnRH (Diacetato de gonadorelina; Cystorelin, Merial Ltd., Duluth,
GA). Em todos os animais, a inseminacdo artificial foi realizada 16 horas ap6s a segunda dose
de GnRH (figura 1).

Exames ultrassonogréaficos

Em um subgrupo de animais (n=102) foram realizados exames ultrassonograficos
(Mindray 4900, probe linear de 5MHz) para avaliar o diametro folicular no momento do
primeiro (DO0) e segundo GnRH (D9), a taxa de ovulagéo ao primeiro (D7) e ao segundo GnRH
(D24) e o diametro do CL no D24. Além disso, em todos os animais foram realizados exames
30 e 60 dias apos a IA para avaliar a taxa de concepcao a IATF e a perda gestacional.
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Coleta de sangue e dosagem hormonal de progesterona

Em um subgrupo (n=44) foram realizadas coletas de sangue no DO, D7 e D24 do periodo
experimental por meio de pungao da veia coccigea utilizando agulha estéril e tubos com vécuo
contendo EDTA de 4 mL (Vacutainer, Becton-Dickinson e Company, EUA) para avaliar a
concentracdo de progesterona durante o crescimento folicular e apds a ovulacdo do protocolo
Ovsynch. Apds as coletas, o sangue foi mantido em isopor com gelo e conduzido ao laboratério.
O plasma foi separado por centrifugacdo a 1000 g (Centrifuga Excelsa Baby, Fanem, Brasil)
durante 20 minutos. O plasma separado foi acondicionado em tubos esterilizados (Tubos
Eppendorf 3810X standard, Eppendorf, Alemanha) identificados e armazenados em freezer a -
21°C até posterior analise. A analise da concentracdo de progesterona no plasma foi realizada
pela técnica de radioimunoensaio em fase solida utilizando-se kits comerciais para
determinacdo de progesterona com lios (MP Bio Diagnostics Progesterone RIA kit, MP
Biomedicals) conforme descrito por [20]. As analises foram realizadas no laboratério de
analises hormonais do Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal- F.O.A. - UNESP,
Aracatuba/SP.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Statistical Analysis System
para Windows [21]. As variaveis continuas foram submetidas a analise de diferentes
distribuicbes de dados e foram utilizadas para verificar diferenca entre os tratamentos, as
analises que apresentaram o menor Akaike's An Information Criterion (AIC). Analise estatistica
foi realizada utilizando o procedimento GLIMMIX. Os dados binomiais foram avaliados por
regressdo logistica multivariada utilizando o procedimento LOGISTIC do SAS. As variaveis
foram removidas por eliminagdo retrograda baseado no critério estatistico de Wald quando
P>0,20. A taxa de risco ajustada e o intervalo de confianga foram gerados durante a regresséo
logistica. A taxa de prenhez a IATF aos 30 e 60 dias e a perda gestacional foram analisadas
pelo procedimento GLIMMIX do SAS. O nivel de significancia para rejeitar HO (hipotese de

nulidade) foi menor que 0,05, considerou-se efeito das variaveis classificatorias e das suas
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interacfes. Os dados binomiais estdo representados por porcentagem e as varidveis continuas

estdo expressas em média e erro padrdo da média (média + EPM).

Resultados

ECC, DEL e Producéo de Leite

No presente estudo ndo houve diferenca entre 0os grupos no momento da IATF quanto
ao escore de condicéo corporal, (Double-Ov 2,9 £ 0,02 vs P4-Ov 2,9 £ 0,02; P=0,69), dias p6s-
parto (Double-Ov 57,2 £ 0,66 vs P4-Ov 57,8 + 0,81; P=0,77) e producdo de leite (Double-Ov
25,9 + 0,56 vs P4-Ov 24,4 + 0,57; P=0,32). Além disso, ndo houve interacdo entre as variaveis
descritas com as taxas de prenhez aos 30 e 60 dias com a perda gestacional entre 30 e 60 dias
(P>0,05).

Resposta ovariana aos protocolos de pré-sincronizagao

Na dindmica folicular (tabela 1) ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
quanto a taxa de pré-sincronizacao (presenca de foliculo > 12 mm no DO; P=0,66), didmetro do
foliculo dominante no DO (P=0,28), taxa de ovulacdo ao primeiro GnRH (P=0,50), taxa de
persisténcia folicular apés DO (P=0,20), taxa de sincronizacao (presenca de foliculo > 12 mm
no D9; P=0,84), diametro do foliculo dominante no D9 (P=0,48), taxa de ovulacdo ao segundo
GnRH (P=0,58) e diametro do CL po6s IA (D24; P=0,19). No entanto, houve diferenca entre 0s
tratamentos quanto a a presenca de CL no DO (Double-Ov 57,7% vs P4-Ov 36,0%; P=0,03).

Taxa de prenhez por 1A nos diferentes protocolos de pré-sincronizagao

N&o houve diferenca entre os tratamentos na taxa de prenhez (figura 2) aos 30 [Double-
Ov 39,0% (89/228) e P4-Ov 40,1% (85/212); P=0,85] e aos 60 dias de gestacdo [Double-Ov
34,8% (79/227) e P4-Ov 38,7% (82/212) (P=0,41) ] e na perda gestacional entre 30 e 60 dias
de gestacdo, Double-Ov 7,9% (7/88) e P4-Ov 3,5% (3/85; P=0,13).
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Além disso, ndo houve interacdo entre prenhez aos 30 dias e estacdo do ano, 40,9%
(114/279) no veréo e 37,3% (60/161; P=0,44) no inverno ou entre prenhez aos 60 dias e estacdo
do ano, 37,3% (104/279) no verdo e 35,6% (57/160; P=0,73) no inverno; também ndo houve
interacdo entre prenhez aos 30 dias e grau de sangue, 38,4% (133/346) para girolandas e 43,62%
(41/94; P=0,34) para holandesas ou aos 60 dias 35,6% (123/345) para cruzadas e 40,4% (38/94;
P=0,39) para holandesas. Da mesma forma ndo houve interac¢do entre estacdo do ano e grau de
sangue com a perda gestacional, verdo 7,8% (9/114) e inverno 1,7% (1/59; P=0,09); girolandas
6,1% (8/132) e holandesas 4,9% (2/41; P=0,75) (tabela 2).

Concentragdes de progesterona sérica

No estudo ndo houve diferenca entre os tratamentos na concentracdo plasmatica de
progesterona nos dias 0, 7 e 24 do periodo experimental (P>0,05; tabela 3). O protocolo 4-Ov
obteve eficiéncia semelhante ao Double-Ov em diminuir a porcentagem de vacas com baixa
concentracdo de P4 (<1ng/ml) no DO (Double-Ov 13,6% vs P4-Ov 5%; P=0,37) e em aumentar
a porcentagem de vacas com concentracao >1ng/ml no D7 (Double-Ov 77,3% vs P4-Ov 95%;
P=0,14).

Discussao

O presente estudo avaliou um novo protocolo de pré-sincronizagcdo com inducdo de
foliculo persistente para aumentar a reposta ao primeiro GnRH em protocolos Ovsynch, e
consequentemente a eficiéncia desse protocolo. A hipétese inicial testada de que o protocolo de
pré-sincronizacao P4-Ov apresentaria eficiéncia reprodutiva semelhante ao protocolo Double-
Ovsynch foi aceita. No presente estudo, utilizou-se o protocolo Double-Ovsynch [14] como
controle positivo devido & alta eficiéncia na sincronizacéo e fertilidade de vacas holandesas
lactantes no inicio do pds-parto. No entanto, tal protocolo € muito longo (28 dias) e exige grande
quantidade de manejos das vacas (7 manejos) o0 que aumenta o risco de falhas na execugdo e o
uso da méo de obra. E esperado que quanto mais complexo o protocolo maior as chances de
erros, sendo esse um dos principais fatores que afetam o0 sucesso dos programas de

sincronizacdo. No presente estudo, os resultados encontrados para o P4-Ov foram semelhantes
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aos observados no grupo Double-Ov, diferente de estudos anteriores em que o Double-Ovsynch
se mostrou superior aos outros métodos de pré-sincronizagdo [22, 23, 24].

A variabilidade nas taxas de sincronizacdo € uma das principais limitacdes do protocolo
Ovsynch, e pode ser atribuida a fase do ciclo estral em que o protocolo é iniciado, sendo a
auséncia de foliculo ovulatério no primeiro GnRH e a persisténcia folicular, junto com a
lutedlise esponténea as principais causas de falha de sincronizacdo [9]. A resposta ovulatéria
ao primeiro GnRH e a consequente emergéncia de uma nova onda folicular tém sido apontadas
como os elementos criticos para a sincronizacao em protocolos de IATF [25].

As vacas do grupo P4-Ov apresentaram alta taxa de pré-sincronizacdo (>90%)
semelhante ao grupo Double-Ov. Além disso, a porcentagem de vacas com foliculo que
responderam a administracdo do primeiro GnRH foi maior do que 80% no protocolo P4-Ov,
semelhante ao encontrado no grupo Double-Ov. Esses resultados sdo consistentes com o
observado no Double-Ovsynch em que se verificou 71,8% de taxa de ovulagdo ao primeiro
GnRH [14] e superiores aos observados em vacas pré-sincronizadas com prostaglandina (60 a
70%) [22, 23] ou sem preé-sincronizacao (50 a 70%) [1, 26]. O protocolo de pré-sincronizacao
com progesterona foi efetivo em promover persisténcia folicular, pois a frequéncia da secre¢édo
pulsétil de GnRH e de LH € regulada pelas concentragGes circulantes de P4 [27] e a frequéncia
pulsatil do LH e fator priméario na determinacdo da ovulagdo do foliculo dominante [11].
ConcentragOes sub-luteais de P4 estdo associadas com aumento na frequéncia dos pulsos de LH
[28]. Porém, o aumento de frequéncia de pulsos de LH, sob efeito da P4, ndo permite alcancgar
0 padrdo de frequéncia necessaria para que ocorra a ovulacdo [29]. Dessa forma, o uso de
dispositivos intravaginais de progesterona (cerca de 1 a 1,5g) resulta no desenvolvimento de
foliculos maiores que o padrdo natural por maior periodo de tempo [15, 30, 31, 32] com padrédo
de secrecdo de LH similar ao da fase folicular do ciclo estral normal [33]. Tais caracteristicas
de desenvolvimento folicular e secrecdo de LH estimulam a formacéo de foliculos persistentes
[30]. Além disso, foliculos persistentes possuem maior nimero de receptores de LH nas células
da granulosa e teca [34], permitindo a manutenc¢&o da resposta ovulatoria ao pico pré-ovulatério
de LH [16]. Tais caracteristicas foliculares permitiram que a administracdo do 1° GnRH do
protocolo Ovsynch promovesse ovulacgdo do foliculo persistente com consequente formacao de

CL e elevacdo dos niveis séricos de Pa.
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No grupo Double-Ov observou-se maior taxa de vacas com presenca de CL no momento
do primeiro GnRH. A presenca de CL no inicio do protocolo Ovsynch esté associada com maior
eficiéncia na resposta ao protocolo e maior fertilidade [11]. Estudos tém demonstrado que vacas
de leite no pds-parto recente apresentam taxas de 20 a 40% de anestro [12, 6, 35, 36]. Vacas em
anestro apresentam menor taxa de prenhez/IA no primeiro servi¢co e maior perda embrionéria
[7]. Alguns autores associaram a reduzida fertilidade ao primeiro servico com baixas
concentracdes de progesterona antes da primeira ovulacao e inseminacdo [37] devido a maior
incidéncia de ciclos curtos apés a inseminagdo [10]. Em estudos anteriores [22, 14], observou-
se reducdo do numero de vacas anovulatorias apds o tratamento com o Double-Ovsynch, sendo
consistente com os resultados observados no presente estudo. Porém, a menor taxa de
ciclicidade nas vacas do grupo P4-Ov no inicio do protocolo Ovsynch, ndo interferiu nas
caracteristicas foliculares e na fertilidade, devido essas vacas estarem com dispositivo
intravaginal o que elevou a concentragéo de progesterona ao primeiro GnRH. No grupo P4-Ov
verificou-se baixa porcentagem de vacas (5%) com progesterona abaixo de 1lng/mL na
administracdo do primeiro GnRH e a concentracdo média de progesterona foi superior a
3ng/mL. Esses achados demonstram que o dispositivo de progesterona foi efetivo em manter
altas concentracGes de progesterona no inicio do protocolo Ovsynch. Valores semelhantes
quanto a concentracdo de progesterona (2,65ng/mL no primeiro GnRH) foram encontrados em
estudo anterior que avaliou o protocolo Double-Ovsynch [22]. A concentracdo de progesterona
¢ importante no inicio do protocolo Ovsynch, visto que odcitos que crescem sob maior
concentracdo de progesterona (foliculo da segunda onda) apresentam melhor qualidade e
consequentemente, maior fertilidade [17]. Maiores concentragdes de progesterona durante o
crescimento folicular diminuem a pulsatilidade de LH [32, 38], o que melhora a competéncia
folicular e a qualidade oocitaria e do embrido, como mostrado por [7, 16].

Nas vacas do grupo P4-Ov observou-se altas taxas (>85%) de sincronizacdo (presenca
de FD no D9 que responde ao pico de LH) e ovulacdo ao segundo GnRH e baixa taxa de
persisténcia apds o primeiro GnRH (<15%), tais varidveis sdo importantes para sucesso de
protocolos de sincronizacgdo que utilizam GnRH e prostaglandina. Em funcéo disso, a taxa de
prenhez das vacas do grupo P4-Ov (40%) foi satisfatdria e semelhante ao protocolo Double-Ov
(39%) e a perda gestacional entre 30 e 60 dias foi baixa (3,5%). Provavelmente, devido a alta

taxa de sincronizacdo alcancada no presente estudo também pudemos observar resultados
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satisfatorios e semelhantes para os dois grupos na ovulacdo ao 2° GnRH (Double-Ov 90,9% vs
P4-Ov 86,1%), consistente com o0 observado em outro estudo que utilizou o Double-Ovsynch
[23] que obteve taxa de 98% de ovulacdo ao segundo GnRH do protocolo Ovsynch. No mesmo
estudo observou-se diametro folicular de 16,0 mm no D9 do Ovsynch apos a pré-sincronizagédo
com Double-Ovsynch, dados similares aos observados no presente estudo nas vacas do grupo,
P4-Ov (18,0 mm) e Double-Ov (17,5 mm). Estudos tém demonstrado que vacas com foliculo
de 16 mm apresentam melhor fertilidade apos a inseminacéo artificial [39].

Diante dos resultados apontados nas caracteristicas foliculares, concentracdo de
progesterona e fertilidade, conclui-se que o protocolo P4-Ov obteve eficiéncia semelhante ao
protocolo Double-Ovsynch na sincronizacdo folicular e taxa de concepcdo de vacas
inseminadas por IATF utilizando o protocolo Ovsynch, sendo uma alternativa para aumentar a

eficiéncia desse protocolo.
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Tabela 1. Efeito da pré-sincronizacdo, Double Ovsynch e P4-OV, sobre a dinamica folicular de vacas

leiteiras em lactagdo submetidas ao protocolo Ovsynch.

Double-Ov P4-OV P

Taxas (%):

Pré sincronizagéo 94,2 49/52) 92,0 (46/50) 0,66

CLnoDia0 57,7 (30/52) 36,0 (18/50) 0,03

Ovulagéo ao 1° GnRH 86,3 (44/51) 81,2 (39/48) 0,50

Persisténcia folicular 5,88 (3/52) 14,3 (7/49) 0,20

Sincronizacdo no Dia 9 84,6 (44/52) 86,0 (43/50) 0.84

Ovulagdo ao 2° GnRH 90,9 (40/44) 86,0 (37/43) 0,48
Diametros (mm):

FD no Dia 0 17,2+0,7 18,6 +0,8 0,28

FD no Dia 9 176 £0,5 179+0,4 0,48

CL no Dia 24 279 0,7 29,4+0,8 0,19

FD, foliculo dominante; CL, Corpo Luteo
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Tabela 2. Efeito de interacdo da estacdo do ano (verdo ou inverno) e grau de sangue (HPB ou GR) na

taxa de concepcao aos 30 e 60 dias p6s IA e na perda gestacional

Verédo Inverno P GR HPB P

Taxas (%)
Concepcéao 40,8 37,3 0,44 38,5 436 0,34
aos 30 dias (114/279) (60/161) (133/346) (41/94)
Concepcéao 37,3 35,4 0,73 35,8 40,4 0,39
aos 60 dias (104/279) (57/161) (123/346) (38/94)

Perda 7,9(9/114) 1,6 (1/60) 0,09 6,1 4,9 0,75
gestacional (8/132) (2/41)

HPB, Holandés; GR= Girolando (Holandés vs Gir Leiteiro)'



Tabela 3. Efeitos dos protocolos de pré-sincronizagao sob a concentragdo de P4 circulante

Double-Ov P4-Ov P

Concentragdo de progesterona (ng/ml)

1° GnRH 32104 3,8+0,6 0,36

Prostaglandina 3,7+0,7 51+0,8 0,15

Dia 24 4,7+0,6 59+09 0,84
Taxas de vacas (%)

[P4] <1,0 ng/ml no 1° GnRH 13,6 (3/22) 50 (1/20) 0,37

[P4] >1ng/ml na PGF 77,3 (17/22) 95,0 (19/20) 0,14

P, progesterona; PGF, prostaglandina
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Figura 1: Esquema dos protocolos experimentais Double-Ov e P4-Ov.

47



48

%07 B Double-Ov
[ P4-Ov
40,1
0 4 39,0 38,7
34,8
30 -
S
20 -
10 - 7,9
35
228] || 212 74
O T T T

Prenhez 30 dias

Prenhez 60 dias

Perda gestacioal

Figura 2: Efeito do protocolo de pré-sincronizagdo, Double-Ov e P4-Ov, na taxa de prenhez aos 30 e
60 dias e na perda embrionaria em vacas leiteiras em lactacéo.



