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RESUMO

GOFERT, Leandro Francisco. Andlogo de GnRH em veiculo de liberacio lenta para
inducao de crescimento folicular em fémeas bovinas em anestro. Orientadora:
Fabiana Cristina Varago. Alfenas: UNIFENAS, 2015. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal, area de concentracdo Reproducdo Animal).

Para testar um novo indutor de crescimento folicular sobre o aumento do crescimento
folicular, a taxa de ovulacdo e prenhez em vacas submetidas a inseminagao artificial em
tempo fixo (IATF). Associou-se um andlogo de GnRH (gonadorelina, Fertagy1®, MSD,
Séo Paulo, Brasil) diluido em soluc¢do de hialuronato de sédio a 20%. Foram utilizadas
27 vacas Nelore, lactantes, com escore de condicao corporal (ECC) de 2,5 (escalade 1 a
5), em anestro (fol. < 8 mm e auséncia de corpo liteo). No dia 0 todas as vacas
receberam um dispositivo de progesterona (Primer® - Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) e 2
mg de benzoato de estradiol (RIC-BE® - Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil). Oito dias depois
foram avaliadas por ultrassom e divididas em 3 grupos, equilibrando-se os grupos pela
condicdo folicular. Nesse dia todos os animais tiveram seus dispositivos removidos e
receberam 500 pg de Cloprostenol sédico (Ciosin® - MSD, Sdo Paulo, Brasil). No
grupo G100 foi aplicada por via IM a solugdo indutora de crescimento com 100 ug de
gonadorelina. No G200 foi aplicada a solucdo indutora de crescimento com 200 ug de
gonadorelina. No grupo controle (GC) foi aplicado 2 ml de solugao fisioldgica. No dia 9
os animais receberam 1 mg de benzoato de estradiol como indutor de ovulagdo. Todos
os animais foram inseminados no dia 10, 54 h ap6s a retirada dos dispositivos. Nos dias
9 e 10 os animais foram avaliados por ultrassonografia para mensuragdo folicular, no
dia 19 para identificacido de corpo liteo (taxa de ovulacdo) e no dia 44 para diagndstico
de gestacdo. O diametro folicular ndo diferiu entre os grupos no DO: 5,2+1,16 mm vs.
5,8+1,45 mm vs. 5,2+1,55 mm; no D8: 7,3%+1,83 mm vs. 8,2+1,67 mm vs. 7,4+1,60
mm; no D9: 9,2+1,69 mm vs. 9,6+1,55 mm vs. 9,2+1,18 mm, respectivamente para
G100, G200 e GC. O crescimento folicular entre o dia 8 e 9 também nao diferiu entre os
grupos: 1,9 mm vs. 1,4 mm vs. 1,8 mm, para G100, G200 e GC respectivamente. As
vacas tratadas com GnRH, avaliadas no D10, tiveram antecipacdo da ovulacdo em

relacdo ao GC: 100% vs. 77,8% vs. 0%, respectivamente para G100, G200 e GC. A taxa



de ovulagdo avaliada pela presenga de CL no D19 nio diferiu entre os grupos: 1

77,8% vs. 77,8% respectivamente para G100, G200 e GC. Os didmetros dos corpos
liteos também ndo diferiram quando avaliados no D19: 1,56£0,24 mm vs. 1,68+0,40
mm vs. 1,51+0,30 mm, respectivamente para G100, G200 e GC. A taxa de prenhez foi
superior no GC em relag@o aos tratados: 33,4% vs. 0 vs. 0, respectivamente para GC,
G100 e G200. Os dados sugerem que, a associacdo entre andlogo de GnRH e
hialuronato a 20% (nas doses testadas) nado aumentou o crescimento folicular, nem a
taxa de ovulacdo. Provavelmente essa associacdo induziu um pico precoce de LH,

levando a ovulacdo antecipada e prejudicando as taxas de prenhez dos animais tratados.

Palavras chave: Vacas de corte; GnRH; Hormdnios; Foliculo; Reproducao.



ABSTRACT

GOFERT, Leandro Francisco. GnRH analogue in slow release vehicle for follicular
growth induction in anestrus cows. Leader: Fabiana Cristina Varago. Alfenas:
UNIFENAS, 2015. Dissertation (Master in animal science, Concentration area: Animal
Reproduction).

To test a new follicular growth inducer on the increase of follicular growth, the rate of
ovulation and pregnancy in cows submitted to fixed time artificial insemination (FTAI).
Was associated with a GnRH analogue (gonadorelin, Fertagyl®, MSD, Sdo Paulo,
Brazil) diluted in 20% sodium hyaluronate solution. It was used 27 Nellore cows,
lactating, body condition score (BCS) of 2.5 (range 1-5) in anoestrus (fol. <8 mm and
absence of corpus luteum). On day 0 all cows received a progesterone device (Primer®
- Tecnopec, Sdo Paulo, Brazil) and 2 mg of estradiol benzoate (RIC-BE® - Tecnopec,
Sdo Paulo, Brazil). Eight days later were evaluated by ultrasound and divided into 3
groups, balancing groups by follicular condition, that day all animals had their devices
removed and received 500 g of sodium Cloprostenol (Ciosin® - MSD, Sao Paulo,
Brazil). In the G100 group was administered intramuscularly the priming solution of
growth with 100 pg of gonadorelin. In the G200 was applied to priming solution of
growth with 200 pg of gonadorelin. In the control group (CG) was applied 2 mL of
saline solution. On day 9 the animals received 1 mg of estradiol benzoate as ovulation
inducer. All animals were inseminated on day 10, 54 h after removal of the devices. In
day 9 and 10 the animals were evaluated by ultrasound for follicular measurement, on
day 19 for corpus luteum ID (ovulation rate) and day 44 for pregnancy diagnosis.
Follicular diameter did not differ between groups at DO: 5.2 + 1.16 mm vs. 5.8 + 1.45
mm vs. 5.2 + 1.55 mm; at D8: 7.3 + 1.83 mm vs. 8.2 + 1.67 mm vs. 7.4 + 1.60 mm; in
D9: 9.2 £ 1.69 mm vs. 9.6 + 1.55 mm vs. 9.2 + 1.18 mm, respectively, for G100, G200
and GC. Follicular growth between day 8 and 9 also did not differ between groups: 1.9
mm vs. 1.4 mm vs. 1.8 mm, for G100, G200 and GC respectively. The cows treated
with GnRH, evaluated in the D10, had anticipation of ovulation in relation to GC: 100%
vs. 77.8% vs. 0%, respectively, for G100, G200 and GC. The ovulation rate determined
by the presence of CL in the D19 did not differ between the groups: 100% vs. 77.8% vs.



77.8% respectively for G100, G200 and GC, the diameters of corpora lutea

differ, when evaluated in D19: 1.56 + 0.24 mm vs. 1.68 + 0.40 vs. 1.51 *+ 0.30 mm,
respectively, for G100, G200 and GC. The pregnancy rate was higher in GC than those
treated: 33.4% vs. 0 vs. 0, respectively for GC, G100 and G200. The data suggest that
the association between the GnRH analogue and hyaluronate 20% (at the doses tested)
did not increase follicular growth or ovulation rate. Probably this association induced a
premature LH surge, leading to early ovulation and harming the pregnancy rates of the

treated animals.

Keywords: Beef Cows; GnRH; Hormones; Follicle; Reproduction.
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1 Introducao

O mercado brasileiro da Inseminacdo artificial em bovinos vem apresentando um
crescimento considerdvel nos udltimos 5 anos, principalmente pela disseminagdo dos
programas de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). Essa tecnologia, cuja
aplicacdo a campo comecou por volta de 15 anos atrds, hoje em dia, é responsavel por
cerca de 60% da demanda por doses de s€émen comercializadas no Brasil, segundo
relatdrio da Associacdo Brasileira de Inseminagdo Artificial (ASBIA, 2013).

Os protocolos de IATF sao, ano a ano, aperfeicoados tecnicamente através de inliimeras
pesquisas que associam os profissionais de campo, as universidades e as empresas
farmac€uticas. A alta demanda e intensas pesquisas fizeram com que a técnica se
tornasse bastante conhecida pelos profissionais de campo e hoje a IATF é uma
tecnologia consolidada no mercado pecudrio brasileiro.

Um dos desafios ao se utilizar essa tecnologia a campo esta nas condi¢des ambientais e
nutricionais as quais a grande maioria dos rebanhos bovinos brasileiros é submetida.
Ambientes tropicais e pastagens de baixa qualidade ndo atendem plenamente as
necessidades nutricionais, principalmente das vacas recém-paridas, fase na qual a
demanda energética e protéica € bastante acentuada pela amamentacdo. Além disso, é
notdrio que vacas zebuinas (grande maioria do rebanho brasileiro) sdo mais tardias na
retomada da ciclicidade pés-parto, quando comparadas a vacas taurinas.

Dessa forma, ¢ comum que as vacas demorem a apresentar atividade ciclica apds o
parto, o que faz com que os protocolos de IATF sejam frequentemente aplicados em
rebanhos com altas taxas de anestro.

Este desafio vem sendo superado através da adi¢do de hormoénios que auxiliam o
crescimento folicular das fémeas em anestro, como a gonadotrofina coridnica equina
(eCG) (Baruselli et al., 2001) e o hormodnio foliculo estimulante (FSH) (Santos et al.,
2008).

A utilizacdo de gonadotrofinas exdgenas em programas de IATF é considerada

fundamental em vacas de corte com bezerros ao pé para a melhoria de resultados.
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E conhecido pelos pesquisadores que vacas zebuinas de corte criadas a pasto, com
bezerro ao pé, frequentemente apresentam baixas taxas de ciclicidade (anestro), no
periodo em que as biotecnologias da reprodugdo, como a IATF, sdo aplicadas (de 30 a
90 dias pds-parto).

Dessa forma, vérios trabalhos demonstram que a aplicacdo de protocolos de IATF sem a
utilizacdo da eCG apresentam resultados inconsistentes nessa categoria animal (vacas de
corte lactantes), enquanto protocolos associando a eCG conseguem resultados mais
consistentes.

Uma caracteristica associada ao uso da eCG, dentro do protocolo IATF, € que ela
promove um encarecimento considerdvel da técnica, pois ela representa porcentagem
vultosa do custo atual de um protocolo no mercado brasileiro (estima-se em mais de
50% do custo total).

Além do mais, a extracdo da eCG € vista com reservas. Essa gonadotrofina € extraida do
sangue de éguas gestantes, durante o primeiro terco da gestacdo. Esse manejo de sangria
de éguas gestantes estd proibido em paises Europeus e na Austrdlia. Em futuro préximo,
outros locais importantes de extracdo (como Argentina, Uruguai e China) podem sofrer
pressdes de organizacdes de bem estar animal, que podem resultar em leis que proibam
sua extragdo.

O mercado brasileiro de programas de IATF movimentou mais de 7,5 milhdes de
protocolos em 2013 (ASBIA, 2013), onde se estima que entre 50 e 70% destes
protocolos utilizaram também a eCG. Logo, a obtencdo de uma alternativa a este
produto, que seja viavel do ponto de vista econémico e do ponto de vista do bem estar
animal, pode gerar beneficios evidentes a pecudria nacional, tanto para criadores como
para os técnicos.

Nesse sentido, trabalhos desenvolvidos utilizando preparacdes contendo FSH e LH
suinos, em substitui¢do a eCG, tém demonstrado resultados irregulares de prenhez,
existindo trabalhos onde essa substituicao foi plenamente exitosa, bem como, em outros
trabalhos, o efeito da eCG foi estatisticamente superior as preparacdes contendo FSH e
LH suinos.

Nesse trabalho busca-se investigar se a suplementacdo de GnRH, associada a um
veiculo que proporcione a liberagdo lenta e prolongada deste peptideo (simulando o que

aconteceria em vacas ciclicas), pode aumentar a secrecdo pulsatil de LH pela hipdfise,
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resolvendo a principal causa de anestro e resultando em maiores taxas de crescimento
folicular, maiores taxas de ovulacdo e consequentemente de prenhez em programas de

IATF aplicados as vacas de corte lactantes.
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2 Objetivo

O objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia de uma formulagdo contendo andlogo de

GnRH (gonadorelina) associado a veiculo glicosaminoglicano (hialuronato a 20%) em

protocolo de IATF (retirada dos dispositivos), em vacas de corte aciclicas.

As variaveis testadas foram:

Diametro do foliculo dominante no dia 8 (retirada do DP4) e no dia 9.

Taxa de crescimento folicular do dia 8 ao 9 e do dia 9 ao 10.

Diametro do foliculo ovulatério (D10).

Taxa de antecipagdo da ovulagdo, caracterizada pela ovulacdo antes do horério
previsto.

Taxa de ovulacdo, caracterizada pela presenca de CL (D19).

Diametro dos corpos liteos no dia 19.

Taxa de prenhez, caracterizada pela presenga de embrido no ttero, aos 34 dias

apods a inseminagao.
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3 Revisao de literatura

3.1. Fisiologia do ciclo estral bovino

O crescimento de foliculos antrais em bovinos € caracterizado por ondas foliculares,
compreendidas pelos processos de recrutamento, selecdo, dominéncia, divergéncia e
culminando com atresia ou ovulacio (GONCALVES et al., 2010).

O foliculo dominante se desenvolve por acdo do FSH até o aumento na producdo de
estrégeno e inibina, provocando uma reducdo dos niveis séricos de FSH (MARTIN et
al., 1988; GINTHER et al., 1989). Além do mecanismo enddcrino, a selecio da
dominancia folicular ocorre por regulacdo autdcrina e pardcrina. Esses mecanismos nio
estdo ainda compreendidos em sua totalidade, mas ja foi estabelecido que inibina,
ativina, fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I) e suas proteinas de ligacdo
(IGFBP) estdo envolvidas e atuam diretamente nas células da teca e granulosa,
modulando o desenvolvimento folicular e a esteroidogénese. O crescimento do foliculo
dominante e o incremento da producdo de estrégeno e inibina estdo acompanhados pela
diminuicdo nos niveis de ativina e IGFBP, simultaneamente com o aumento nas
concentragdes de IGF-I livre (GONCALVES et al., 2010).

Ha evidéncias de que a inibina, ativina e IGFBP-2, -4 e -5 (IGFBPs de baixo peso
molecular) tém efeito negativo no desenvolvimento folicular e que a atresia folicular
estd associada a elevadas concentracdes dessas IGFBPs (GIUDICE, 1992; MONGET et
al., 1996; RIVERA et al., 2001; FORTUNE, et al., 2001).

Esses fatores sdo regulados em resposta as gonadotrofinas hipofisdrias (ROCHE, 1996;
EVANS & FORTUNE, 1997). A liberacdo de FSH ¢ independente da liberacdo de
GnRH, mas ¢ regulada pela secre¢do de estrogeno e inibina provenientes do foliculo
dominante; porém, os pulsos de LH ocorrem concomitante com os pulsos de GnRH,
esse ultimo controlado pela secrecdo de estrégeno e progesterona (P4) e suas interacdes
com neuro-horménios (CUPP et al., 1995; SCHAMS & BERISHA, 2002).

Os eventos de crescimento folicular e maturagdo final dos foliculos podem ser
observados principalmente devido ao contraste no sistema secretério dos hormonios

sintetizados e armazenados na hipdfise anterior. Enquanto o sistema secretério do LH é
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absolutamente dependente da pulsatilidade do GnRH, a secre¢do do FSH parece ser
regulada por dois mecanismos, um de controle basal e outro controle pulsitil, que
confere a esse hormonio uma certa independéncia em relagdo aos pulsos de GnRH

(PADMANABHAN & MCNEILLY, 2001).

3.2. Manipulacdo do ciclo estral bovino

O entendimento da fisiologia do ciclo estral bovino possibilitou que o mesmo fosse
manipulado de forma a aumentar a eficiéncia reprodutiva em intervengdes pecudrias.
Entende-se por manipulacdo do ciclo estral a interferéncia humana visando alterar sua
duracdo. Tal alteracdo se da pela interferéncia na sequencia cronoldgica natural das
ondas dentro de um ciclo e das fases dentro de cada onda de crescimento folicular
(BINELLI et al., 2006).

Exemplos de finalidades praticas das manipulagcdes s@o: sincronizagdo de ovulacdes
para inseminacfo artificial em tempo fixo (BARUSELLI et al., 2004) ou transferéncia
de embrides em tempo fixo (B() et al., 2002), superovulagdo de doadoras (BC) et al.,
2006), controle da progesteronemia (MARQUES et al., 2002) e controle da lutedlise
(BINELLI et al., 2001; MACHADO et al., 2006; BISINOTTO et al., 2006; IBIAPINA
et al., 2006).

Para as manipulagdes do ciclo estral bovino sdo comumente utilizadas estratégias
farmacoldgicas. Tais estratégias consistem em protocolos de tratamentos hormonais,
aplicados em uma sequencia pré-definida, visando um ou mais efeitos especificos, como
por exemplo, controlar o recrutamento, a selecdo, a ovulacdo ou a atresia folicular

(BINELLI et al., 2006).

3.3. Controle do recrutamento folicular

O recrutamento de uma nova onda depende do término da onda anterior, ou seja, da
eliminacdo dos efeitos supressivos causados por foliculos em estddios mais adiantados
de crescimento folicular (BINELLI et al., 2006). A eliminacgdo de tais foliculos pode ser

alcancada de diferentes maneiras e sua eficiéncia depende da fase da onda de
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crescimento folicular (TWAGIRAMUNGU et al., 1995; MARTINEZ et al., 1999). Em
qualquer onda de crescimento folicular, apds a selecdo os FD ganham capacidade de
responder ao LH e ovular. Apds a ovulacdo, segue a liberacdo de um pulso de FSH que
leva a emergéncia de uma nova onda um dia apés (ADAMS et al., 1992b). Dessa forma,
tratamentos com GnRH (TWAGIRAMUNGU et al., 1995), LH (MARTINEZ et al.,
1999; GOISSIS et al., 2004) ou hCG (DIAZ et al.,, 1998) causam a ovulacdo e o
recrutamento de novos foliculos. A eficiéncia ovulatéria de tratamentos com GnRH e
LH variou, dependendo se a aplicacdo foi realizada dia 3, 6 ou 9 do ciclo estral
(MARTINEZ et al., 1999). Na auséncia de ovulagdo, o recrutamento da nova onda
ocorreu espontaneamente conforme esperado. Em contraste ao GnRH ou LH, o efeito
dos estrégenos é independente do estadio do ciclo estral ou da onda de desenvolvimento
folicular (revisado por BO et al., 1995). A aplicacido de estrégenos causa, inicialmente,
uma supressdo na secrecdo tanto de FSH quanto de LH (MARTINEZ et al., 2003),
levando a atresia dos foliculos. Segue a liberagio de um pico de FSH e,
consequentemente, o recrutamento de uma nova onda. O intervalo entre a aplicacdo do
estrogeno e o recrutamento da nova onda depende da dose administrada e da natureza
do estrégeno, sendo maior para doses maiores e para valerato de estradiol, benzoato de
estradiol e E2, nessa ordem (MARTINEZ et al., 2005). O controle do recrutamento
folicular € utilizado em um grande nimero de protocolos visando IATF (BARUSELLI
et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2004; MOORE & THATCHER, 2006), TETF (BO
et al., 2002 & 2006) e o retardamento da lutedlise (BINELLI et al., 2001 & 2005;
MACHADO et al., 2006).

3.4. Controle da ovulagdo de foliculos

Para que ocorra a ovulacdo € necessédrio que um foliculo dominante seja exposto a um
pico de LH. Pode-se programar a presenca de um foliculo dominante com capacidade
ovulatéria programando-se anteriormente o recrutamento da onda de crescimento
folicular pelos métodos descritos acima (BINELLI et al., 2006). Na auséncia de P4, a
ovulacdo ocorrerd espontaneamente. Assim, formas de se programar a ovulag@o incluem

a inducdo farmacoldgica da lutedlise utilizando-se prostaglandina F2a ou seus andlogos
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sintéticos (PGF) ou a remocdo de um dispositivo contendo P4 ou progestigenos, como
0 norgestomet, em animais previamente tratados com andlogos da PGF. Para se
controlar mais precisamente o momento da ovulagdo € comum utilizar-se em protocolos
de IATF e TETF algum agente indutor da ovulagéo. Para esse fim, comumente utilizam-
se estrogenos (LAMMOGLIA et al., 1998), GnRH (PURSLEY et al., 1995) ou LH
(BROGLIATTI et al., 1998).

Tabela 1. Intervalos entre a aplicagdo de indutores de ovulacdo, aparecimento do estro,

o surgimento do pico de LH e ovulacdo em fémeas bovinas:

Tratamento Tratamento ao | Tratamento
Hormonio Referéncias
ao estro pico LH a ovulacao
Cipionato de PANCARCI et al.,
27-30h 40 -46 h 60-75h
estradiol 2002.
Benzoato de CAVALIERI &
28-30h 22-24h 45-50h
estradiol MACMILLAN, 2002.
GnRH - 2-3h 24 -34h IRVIN et al., 1981
MCDOUGALL et al.,
LH - - 16-24h
1995

3.5. Anestro pds-parto em vacas de corte zebuinas

No periodo pds-parto precoce (10-20 dias), as ondas foliculares recomecam, com a
formacdo de foliculos dominantes que falham em ovular devido a baixa frequencia de
pulsos de LH, em decorrencia da diminui¢do dos estoques desse hormonio na hipéfise
anterior, que se restabelecem entre 15 e 30 dias pds-parto. O aumento da frequencia de
pulsos de LH, chegando a intervalos de 12-15 minutos, é fundamental para o
desenvolvimento folicular final até o processo de ovulacio (GONCALVES et al.,
2010).

Em experimento publicado em 2013, os autores testaram 0 momento em que OS

estoques enddgenos de LH sdo repostos, logo apds a pari¢do de vacas de corte zebuinas
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(Nelore). Eles chegaram a conclusdo que os estoques hipofisdrios de LH, em vacas
Nelore, demoram apenas duas semanas (14 dias) para serem repostos, ji que, apds
estimulos induzidos com andlogo de GnRH (50 pg de lecirelina), as vacas foram
capazes de responder com picos de LH, ja nesta fase (BARROS et al.,2013).

No entanto, em decorrencia da mamada e do escore de condicdo corporal (ECC), uma
interacdo entre glicocorticoides, leptina, estradiol-178 e neuro-hormonios (ex:
endorfinas e neuropeptideo Y - NPY) € a principal responsédvel por inibir os pulsos de
GnRH e, consequentemente, de LH durante o pds-parto em bovinos de corte. Com o
aumento do intervalo pés-parto, em dependencia dos niveis nutricionais, os hormonios
que inibem o gerador de pulsos de GnRH comecam a diminuir sua atividade e inicia o
restabelecimento da frequencia de GnRH, permitindo o desenvolvimento folicular final,
ovulacédo e retomada da ciclicidade (YAVAS & WALTON, 2000).

O ECC no momento do parto, o ganho de peso e o balanco energético sdo os principais
fatores envolvidos com o retorno a ciclicidade apds o parto. Vacas de corte com baixo
ECC na parig¢éo, perda de peso e consequente balangco energético negativo nas primeiras
semanas apds o parto, permanecem por um periodo mais prolongado na condicido de
anestro pos-parto (FERREIRA, 1995). As vacas com ECC baixo ao parto t€ém um
intervalo mais longo do parto a primeira ovulacdo que vacas com ECC alto, sendo
associado com a baixa frequencia de pulsos de LH e atraso no desenvolvimento de
foliculos estrogenio-ativos (PINTO ANDRADE et al., 1995). Animais com melhores
ECC pré e pés-parto t€ém um menor intervalo parto/concepg¢do, respondem melhor aos
tratamentos hormonais e t€ém uma estrutura luteal induzida pelo desmame e pelos
tratamentos com GnRH mais duradoura (WILLIAMS, 1989).

O ECC na pari¢ao € correlacionado positivamente com o desenvolvimento folicular
precoce no periodo pds-parto (RYAN et al., 1994), conteddo pituitdrico de LH aos 30
dias pés-parto (CONNOR, et al., 1990), concentragdes de IGF-I circulantes e frequencia
dos pulsos de LH (BISHOP et al., 1994).

3.6. Metabolismo e suas interagdes na reproducdo
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O metabolismo basal, a atividade, o crescimento e as reservas bdsicas de energia t€ém
prioridade aos processos reprodutivos, como o inicio da ciclicidade e o estabelecimento
e manuten¢do da prenhez (SHORT et al., 1990). O balanco energético negativo reduz a
disponibilidade de glicose e aumenta a mobilizagdo de reservas corporais (GRIMARD
et al., 1995).

Evidentemente, as variacdes de ECC estdo relacionadas com outros aspectos do
individuo, como é o caso da amamenta¢do. Existe uma correlagcdo entre o ECC e suas
consequencias com o efeito inibitorio da amamentag¢do, sendo um fator altamente
potencializado pelo outro. Fisiologicamente, no periodo pds-parto precoce, a
diminui¢do de pulsos de LH ¢é devido a falta desse hormonio no estoque da hipdfise
anterior e esse fato ocorre independente da amamentagdo. Apds o restabelecimento dos
estoques, a diminuicdo de pulsos de LH é dependente dos efeitos da amamentacdo. A
acdo inibitoria da mamada ocorre pela inibi¢do na frequencia de GnRH do hipotdlamo e
consequente supressdo na liberacdo pulsatil de LH. Estudos tém demonstrado que a
amamentagdo suprime o retorno dos pulsos de LH pela estimulagdo tatil do ubere ou
tetos pelo bezerro (WILLIAMS et al., 1987); entretanto, outros fatores como a viséo e o
olfato também t€m ac@o inibitoria na liberagdo do LH (GRIFFITH & WILLIAMS,
1996). A presenca fisica do bezerro modula o efeito supressivo da amamentagdo na
ovulacdo pos-parto, por afetar sinais somatossensoriais (WILLIAMS & GRIFFITH,
1995). Esse efeito é significativamente maior quando as vacas amamentam seu proprio

bezerro (LALMAN et al., 1997).

3.7. Técnicas hormonais para incremento dos resultados de programas de IATF

Em indmeros trabalhos publicados (BARUSELLI et al., 2001; VASCONCELOS et al.,
2006; BARROS et al., 2004) a utilizag¢do de protocolos de IATF associados a aplicacdo
da eCG no momento da retirada dos dispositivos de progesterona (8° ou 9° dia na
maioria dos protocolos) € a técnica que tem apresentado melhores resultados de prenhez
e melhor aplicabilidade pratica (manejo mais facil), quando tratamos vacas de corte

lactantes com baixas taxas de ciclicidade.
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Nesses trabalhos ficaram comprovados que a suplementacdo com 300 a 400 UI de eCG
fornecem um aporte gonadotréfico ao foliculo dominante, capaz de suprir a falta de
pulsatilidade de LH, frequentemente observada em vacas em anestro, resultando numa
maior taxa de crescimento folicular, numa maior taxa de ovulagéo ao final do protocolo,
numa maior taxa de prenhez e ainda numa maior producdo de progesterona pelo corpo
luteo resultante do tratamento com a eCG (BARUSELLI et al., 2013).

Esses beneficios acontecem devido as caracteristicas proprias da eCG. Essa proteina de
alto peso molecular extraida do soro de eguas gestantes possui atividades FSH e LH
(afinidade por ambos receptores) e possui uma longa vida media sanguinea, acdo
promovida pela grande quantidade de &cido sidlico presente em sua constitui¢do. Essa
caracteristica aumenta sobremaneira seu tempo de acdo, pois as enzimas normalmente
adaptadas a degradar o FSH e o LH ndo conseguem fazer a degradacido da eCG de
forma eficiente (BARUSELLI et al., 2013).

De 2008 a 2012, varios trabalhos publicados (MARTINS et al., 2008; SANTOS et al.,
2010; FERNANDES et al.,, 2012), entre outros, obtiveram sucesso utilizando
preparagdes comerciais contendo diferentes proporcdes de FSH e LH suinos em
protocolos de IATF, com taxas de prenhez comparaveis as obtidas com a eCG.
Contudo, em outros trabalhos publicados (VASCONCELOS et al., 2009; CREPALDI et
al., 2011; NELIO et al., 2012) se contrapde aos trabalhos anteriores, demonstrando
menor eficicia destas preparacdes de FSH e LH suinos quando comparadas a eCG. Essa
variabilidade de resultados leva a uma resistencia técnica pelos profissionais a utilizacdo

das preparacdes contendo FSH e LH em programas de IATF.

3.8 Uso de andlogo de GnRH para induzir ciclicidade em vacas em anestro

Em trabalho publicado (BISHOP e WETTEMANN, 1993), os autores realizaram
restricdo alimentar severa em um grupo de vacas de corte, até que houvesse a
paralisacdo total da atividade ciclica (anestro). A partir do anestro constatado, passaram
a infundir analogos de GnRH para essas vacas. Eles constataram que a infus@o frequente
de microdoses de andlogo de GnRH (2 pg de gonadorelina/hora), fornecida com auxilio

de bomba de microinfusdo no subcutaneo das vacas do experimento, aumentava a



26

liberagdo de LH, incrementava o crescimento folicular e fazia com que as vacas
retomassem a atividade ciclica, em cerca de 10 dias. Contudo, a impossibilidade pratica
do uso de bombas de infusdo automaticas em femeas bovinas, bem como seu altissimo
custo, manteve essa alternativa terapéutica esquecida até os dias de hoje.

As preparagdes comerciais de andlogos de GnRH disponiveis no mercado brasileiro
utilizam diluentes de base aquosa, garantindo, apds aplicagdo parenteral, uma acdo
extremamente rdpida (poucas horas). Dessa forma, esses produtos somente sao usados
na indug¢do da ovulagd@o ou na terapia do disturbio cistico de femeas bovinas, ndo sendo
adequados para a promoc¢do de crescimento folicular, do ponto de vista pratico

(MADUREIRA et al., 2012).

3.9 Novos veiculos para aumentar o tempo de acdo de proteinas e peptideos

As pesquisas farmacoldgicas de novos veiculos, capazes de promover uma liberacdo
lenta e gradual de proteinas e peptideos vém se desenvolvendo sobremaneira nos
ultimos anos. Em artigo publicado (MELO, CUNHA JUNIOR e FIALHO, 2012), os
autores comentam sobre a eficiencia de sistemas poliméricos de liberacdo controlada,
como as micro e nanoparticulas e os hidrogeis que ja s@o utilizados em algumas
formulagdes comerciais de algumas proteinas e peptideos.

Em trabalho publicado (PRISELL, CAMBER, HISELIUS e NORSTEDT, 1992), os
autores utilizaram matriz de hialuronato a 1 e 2% como veiculo de liberagdo lenta para a
proteina IGF1 e demonstraram que o hialuronato proporciona uma boa eficiencia nesse
aspecto, resultando em um considerdvel aumento do tempo de liberagdo da proteina
IGF1 quando comparado a veiculos aquosos comuns, sem que nenhum efeito
indesejdvel referente ao hialuronato fosse observado.

O hialuronato, também chamado de 4cido hialurénico é um glicosaminoglicano de alto
peso molecular que contém repetidas unidades de N-acetilglucosamina e é&cido
glicurdnico. Ele ocorre naturalmente no liquido sinovial, corpo vitreo ocular, pele e no
corddo umbilical. A fung¢do in vivo do hialuronato € ainda obscura, mas acredita-se que
serve como um estabilizador e como um sistema de transporte para nutrientes e
metabdlitos, por exemplo, no corpo vitreo do globo ocular e no liquido sinovial nas

juntas. O hialuronato € rotineiramente usado na clinica e cirurgia ocular, onde a solucio
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a 1% é comumente usada. Outros efeitos benéficos, resultantes da aplicag@o local de
hialuronato t€m sido demonstrados durante a cicatrizagdo de feridas. Desde que o
hialuronato € uma substancia natural e ndo irritante, com uma grande capacidade de
absorcdo de dgua, existe interesse em ser estudado e usado como veiculo para liberacdo
local de drogas (HOARE et al., 2007).

Segundo alguns autores, o hialuronato quando hidratado e associado a determinada
proteina, forma uma trama semelhante a uma rede, que dificulta mecanicamente a saida
da proteina do interior deste complexo, fazendo com que a liberagdo desta proteina seja
de forma bem mais lenta, que se associada a veiculos aquosos (MELO; CUNHA

JUNIOR e FIALHO, 2012).
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Figura 1: Formag¢do de cadeias entrelacadas de hialuronato que retém as proteinas em

seu interior, proporcionando uma liberagdo gradual destas.

Em trabalho publicado (BO et al., 2011), os autores utilizaram gel de hialuronato a 10 e
20% como veiculo de liberacdo lenta para preparagdo comercial de FSH e LH
(Folltropin—V® - Bioniche, Canadd), obtendo sucesso na superovulacdo de vacas de
corte Red Angus com uma tnica dose desta preparagéo por via IM.

Foi observado que a preparag¢do do hialuronato a 20% foi capaz de proporcionar uma
liberagdo controlada do FSH por até 4 dias, enquanto a preparagdo a 10% manteve os

niveis de liberacao apenas por 2 a 3 dias.
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Tabela 2. Resposta superovulatoria de vacas de corte tratadas com 400 mg de FSH, 2
vezes ao dia por 4 dias ou numa injecdo associada a veiculo de liberagcdo lenta

(hialuronato a 20%)

Vacas com 0

Tratamento N CL Estrutl.lras Fertilizados Embrl?es. embrides
totais transferiveis .
transferiveis
Controle 5 139410 123515 72411 4,9+0,8 3
(2 x dia)
Injecao 29 13,8+12 13,7+2,1 84+14 6,4+1,3 4
dnica
Valor de P 0,963 0,935 0,648 0,372 0,585

BOetal., 2011
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Resumo - O crescimento folicular induzido por gonadorelina (Fertagyl®, MSD, Brasil)
associada a 4acido hialurénico a 20% (AH20) foi avaliado em vinte e sete vacas em
anestro como descrito: Dia 0 - dispositivo intravaginal (Primer®, Tecnopec, Brasil) + 2
mg de benzoato de estradiol (RIC—BE®, Tecnopec, Brasil); D8 — remocdo dos
dispositivos, aplicacdo de 500 pg de cloprostenol sédico (Ciosin® - MSD, Brasil) e

divisdo de lotes: G100 (100 pg de gonadorelina + AH20), G200 (200 pg de
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gonadorelina + AH20) e grupo controle (GC - 2 ml de solucdo fisioldgica); D9 - 1 mg
de benzoato de estradiol; D10 - inseminagdo artificial. Ultrassonografias foram
realizadas nos dias 8, 9 e 10 (mensuragdo folicular), 19 (ovulacdo) e 44 (gestacdo). O
crescimento folicular entre o dia 8 e 9 ndo diferiu entre os grupos: 1,9 mm (G100), 1,4
mm (G200) e 1,8 mm (GC) assim como a taxa de ovulacdo: 100% (G100), 77,8%
(G200), 77,8% (GC), contudo, os animais tratados anteciparam a ovulagdo. A taxa de
prenhez foi superior no GC - 33,4% contra 0% nos grupos tratados. A associagdo
gonadorelina + hialuronato 20% ndo aumentou o crescimento folicular, nem a taxa de
ovulacdo e possivelmente induziu pico precoce de LH prejudicando os resultados dos
animais tratados.

Termos para indexa¢do: Hialuronato, inseminagéo, protocolo, ovulacgdo, vacas.

GnRH in slow release vehicle for follicular growth induction in anestrus cows —
Follicular growth induced by gonadorelin (Fertagyl®, MSD, Brazil) associated with
20% hyaluronic acid (AH20) was evaluated in twenty-seven cows in anestrus as
described: Day O - intravaginal device (Primer®, Tecnopec, Brazil) + 2 mg of estradiol
benzoate (RIC-BE®, Tecnopec, Brazil); D8 - removal of devices, application of 500 ug
of sodium cloprostenol (Ciosin® - MSD, Brazil) and lots of division: G100 (100 pg of
gonadorelin + AH20), G200 (200 pg of gonadorelin + AH20) and control group (CG - 2
ml saline); D9 - 1 mg estradiol benzoate; D10 - artificial insemination. Ultrasound were
performed on days 8, 9 and 10 (follicular measurement), 19 (ovulation) and 44
(pregnancy). Follicular growth between day 8 and 9 did not differ between groups: 1.9
mm (G100), 1.4 mm (G200) and 1.8 mm (GC) and ovulation rate: 100% (G100) ,

77.8% (G200), 77.8% (GC), however, animals treated anticipated ovulation. The
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pregnancy rate was higher in GC - 33.4% versus 0% in the treated groups. The
association gonadorelin + 20% hyaluronate did not increase follicular growth or
ovulation rate and possibly induced premature LH surge damaging results of treated
animals.

Index terms: Cows, follicle, FTAI, hialuronate.

Introducao

O mercado brasileiro da Inseminacdo artificial em bovinos vem apresentando
crescimento considerdvel nos udltimos 5 anos, principalmente pela disseminagdo dos
programas de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF). Essa tecnologia cuja
aplicacdo a campo comegou por volta de 15 anos, hoje em dia, é responsdvel por cerca
de 60% da demanda por doses de s€men comercializadas no Brasil, segundo relatério da
Associagdo Brasileira de Inseminacdo Artificial (ASBIA, 2013).

Um dos desafios ao se utilizar essa tecnologia a campo estd nas condi¢des ambientais e
nutricionais as quais a grande maioria dos rebanhos bovinos brasileiros é submetida.
Ambientes tropicais com pastagens de baixa qualidade ndo atendem plenamente as
necessidades nutricionais, principalmente de vacas recém paridas, fase na qual a
demanda energética e protéica € bastante acentuada pela amamentacdo. Além disso, é
notdrio que vacas zebuinas (grande maioria do rebanho brasileiro) sdo mais tardias na
retomada da ciclicidade pés-parto, quando comparadas a vacas taurinas (Santos & Sa

Filho, 2006).
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Dessa forma, ¢ comum que as vacas demorem a apresentar atividade ciclica apds o
parto, o que faz com que os protocolos de IATF sejam frequentemente aplicados em
rebanhos com altas taxas de anestro.

Este desafio vem sendo superado através da adi¢do de hormonios que auxiliam a fase
final do crescimento folicular das fémeas em anestro, como a gonadotrofina coridnica
equina (eCG) e o hormdnio foliculo estimulante (FSH). Vérios trabalhos demonstram
que a aplicagdo de protocolos de IATF sem a utilizacdo de indutores de crescimento
folicular apresenta resultados inconsistentes em vacas de corte lactantes, enquanto
protocolos associando eCG ou FSH conseguem resultados mais consistentes (Baruselli
et al., 2003 & Santos et al., 2006).

Os indutores de crescimento promovem um encarecimento considerdvel da técnica, pois
representam porcentagem vultosa do custo de um protocolo no mercado brasileiro.
Logo, a obtencdo de alternativas a estes produtos, que sejam vidveis do ponto de vista
econdmico podem gerar beneficios evidentes & pecudria nacional, tanto para criadores
como para os técnicos.

Nesse trabalho buscou-se avaliar se a aplicacdo de GnRH associada a um veiculo que
pudesse proporcionar a liberacao lenta e prolongada deste peptideo poderia aumentar as
taxas de crescimento folicular, taxas de ovulagdo e de prenhez em programas de IATF

aplicados & vacas de corte lactantes em anestro.

Material e métodos

Foram utilizadas vacas de corte zebuinas, da raca Nelore, criadas a pasto, com periodo

p6s parto entre 30 a 60 dias, lactantes e com escore de condi¢do corporal 2,5 (numa
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escala de 1 a 5, definida por Lowman et al., 1976). As vacas foram mantidas em
pastagens de Brachiaria decumbens, com mineralizacio e dgua ad libitum, na Fazenda
Vitdria, no municipio de Alfenas, estado de Minas Gerais. O experimento foi realizado
entre os meses de Novembro de 2014 a Janeiro de 2015.

No dia 0 do experimento 120 vacas foram avaliadas por ultrassonografia (C40 Vet -
Landwind — China). No total foram selecionadas 32 fémeas com tteros plenamente
involuidos e ovarios sem sinais de atividade luteal ciclica, caracterizando condi¢do de
anestro (auséncia de corpo liteo) e presenga de foliculos com didmetros inferiores a 8
mm. Optou-se por animais nesta situacdo reprodutiva (vacas em anestro), para se evitar
a pulsatilidade end6gena de LH.

Ap6s a selecdo dos 32 animais para o experimento, estes foram agrupados em apenas
um lote de tratamento inicial. Todos receberam no dia 0 do experimento um dispositivo
intravaginal de liberagcdo lenta de progesterona (Primer®, Tecnopec, Brasil) e 2 mg de
benzoato de estradiol por via intramuscular (RIC-BE®, Tecnopec, Brasil), apds esse
procedimento as vacas retornaram ao pasto, ficando 14 alojadas por 8 dias.

No dia 7 do experimento, no periodo da tarde, as preparacdes contendo gonadorelina
associada ao hialuronato foram manipuladas no laboratério Biotran, localizado em
Alfenas — MG.

Tomou-se de dois frascos de vidro ambar, limpos e esterilizados em estufa a 150° C,
com capacidade para 60 ml e tampa plastica hermética. O dcido hialurénico puro em péd
foi comprado de Sinochen Jiagsu Co. Ltda. — China, de especificacdo farmacéutica, para
uso injetavel.

Colocou-se em cada um dos frascos 480 mg de édcido hialurdnico em pd, devidamente

aferidos em balanga de alta precisdo. No primeiro frasco, destinado ao G100, adicionou-
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se as 480 mg de hialuronato, 12 ml de Fertagy1® (100 pg de gonadorelina por ml) e 12
ml de solugdo fisioldgica estéril. O frasco foi agitado por alguns minutos e deixado em
descanso até a homogeneizagdo da solucdo. Este preparado continha por dose de 2 ml:
100 pg de gonadorelina, 40 mg de 4cido hialurdnico e veiculo q.s.p. (solucdo
fisiologica). Ao final da diluicio o frasco foi hermeticamente fechado.

No segundo frasco, destinado ao G200 de vacas, adicionou-se as 480 mg de hialuronato,
24 ml de Fertagyl® (100 pg de gonadorelina por ml). O frasco foi agitado
mecanicamente por alguns minutos e deixado em descanso até a homogeneizacdo da
solug@o. Ao final este preparado continha por dose de 2 ml: 200 ug de gonadorelina e
40 mg de é4cido hialurdnico. Ao final da dilui¢do o frasco foi hermeticamente fechado.
Ambos os preparados foram armazenados em local refrigerado (8°C) até o dia seguinte.
No dia 8, usando-se seringas estéreis de 3 ml acopladas a agulhas 40 x 12, foram
aspiradas doses de 2 ml de cada solugcdo preparada, as doses foram identificadas e
transportadas até o curral em caixa térmica, permanecendo ali at¢ o momento da
aplicacdo nos animais.

Nesse mesmo dia as 8h, o lote de 32 vacas foi novamente trazido ao curral. Todas foram
examinadas ultrassonograficamente, verificando-se o status folicular de cada animal,
principalmente relacionado ao didmetro do maior foliculo. Das 32 vacas que iniciaram o
experimento, uma morreu e 4 vacas perderam o dispositivo intravaginal de progesterona
em momento ndo conhecido, sendo entdo retiradas do experimento, restando 27 vacas.
As 27 vacas foram separadas em 3 lotes de tratamento com 9 animais cada, quando se
tentou homogeneizar os lotes quanto ao didmetro folicular, de forma que cada grupo
recebesse animais com foliculos dominantes de didmetros equivalentes, a fim de ndo se

favorecer nenhum dos grupos experimentais, pois é sabido que vacas com maiores
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diametros foliculares na retirada dos dispositivos apresentam maior chance de ovular e
emprenhar que vacas que apresentem foliculos pequenos nessa ocasido (Gimenez et al.,
2006).

Ap6s a divisdo dos grupos procedeu-se o seguinte manejo:

e Grupo controle (GC - 9 animais): remocdo dos dispositivos intravaginais,
aplicacdo de 500 ug de cloprostenol sédico (Ciosin®, MSD, Brasil) IM e 2 ml de
solugdo fisioldgica estéril (placebo) IM.

e (G100 (9 animais): remocao dos dispositivos intravaginais, aplicagdo de 500 ug
de cloprostenol sédico (Ciosin®, MSD, Brasil) IM e 2 ml da formulagio
contendo 100 ug de gonadorelina (Fertagyl®, MSD, Brasil) associada ao 4cido
hialurdnico formando uma solugéo de concentragéo final a 20% por via IM.

e G200 (9 animais): Mesmo tratamento do G100, porém com 200 pg de
gonadorelina.

Apoés as aplicacdes e exames, os 3 lotes retornaram ao pasto. A opc¢do pelo acido
hialurénico a 20% foi baseada em trabalhos anteriores com esse diluente que, quando
associado ao FSH, demonstrou ser capaz de liberar essa proteina de forma bastante lenta
por periodos de 4 dias (B¢ et al., 2011). A opg¢do pelas doses de 100 e 200 pg de
gonadorelina estd fundamentada em dois principios basicos.

Viabilidade econdémica do processo (doses superiores a 200 pg apresentariam custos
superiores as técnicas ja consagradas).

Em trabalho publicado em 1993, os autores conseguiram induzir ciclicidade em vacas
em anestro infundindo 2 pg de gonadorelina/hora (Bishop e Wettemann, 1993). Da
retirada dos dispositivos (d8) até o pico estimado de LH, no protocolo IATF trabalhado

no experimento, necessita-se de suporte gonadotréfico de 48 horas (48h x 2ug =96 ug).
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A dose de 100 pg estaria de acordo com esse trabalho e a dose de 200 pg seria o dobro
da observada pelos autores. Porém, como a dindmica de libera¢do do hialuronato é
pouco conhecida, optou-se por essas duas doses.

No dia 9 do experimento, as 8h, os 3 lotes foram submetidos a exames
ultrassonograficos, quando tiveram seus foliculos dominantes mensurados, para
determinar a taxa de crescimento dos mesmos. Todas as vacas receberam nesse
momento 1 mg de benzoato de estradiol (RIC—BE®, Tecnopec, Brasil) como indutor de
ovulagéo e, ap6s o término do manejo, voltaram ao pasto.

No dia 10 do experimento, as 14h, os 3 lotes foram examinados através de
ultrassonografia, quando tiveram seus foliculos dominantes mensurados, para
determinar a taxa de crescimento destes. Todas as vacas, logo apdés o exame
ultrassonografico, foram inseminadas artificialmente com sémen de um mesmo touro e
em seguida retornaram ao pasto.

No dia 19 do experimento (9 dias apds as inseminacdes), as vacas dos 3 lotes foram
examinadas por ultrassonografia para se determinar a presenca de CL, que confirma a
ovulacdo, permitindo a mensuracdo da taxa de ovulag@o de cada tratamento utilizado.
Quarenta e quatro dias apds o inicio do experimento, as vacas dos 3 lotes foram
examinadas através de ultrassonografia, para se determinar a presenca ou ndo de
gestacdo, gerada pelos tratamentos efetuados.

Os dados quantitativos como: diametros foliculares nos dias 0, 8, 9 e 10; taxas de
crescimento folicular do D8 ao D9; bem como os diadmetros dos corpos liteos foram
comparados por Andlise de Varidncia, método dos quadrados minimos, para isso se
utilizou o programa estatistico MINITAB. O modelo matematico testou o efeito dos

tratamentos sobre as medidas de diametro folicular nos referidos dias.
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Os dados qualitativos de presenca de CL no dia 19 (taxa de ovulag@o estimada), a taxa

de antecipag@o da ovulacgdo e taxa de prenhez foram analisados pelo teste Qui-quadrado.

Resultados e Discussoes

Os dados do didmetro folicular médio dos animais do grupo controle (GC), GnRH 100
(G100) e GnRH 200 (G200) nos DO, D8, D9 e D10 encontram-se expressos abaixo na

tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padrio do didmetro do foliculo dominante observado nos intervalos para os trés

grupos experimentais.

@ Fol. @ Fol. @ Fol. @ Fol. Tx. de
Tx. de crescimento
médio DO médio D8 médio D9  médio D10 crescimento D9
D8 ao D9 (mm)

(mm) (mm) (mm) (mm) a0 D10 (mm)
G100  524+1,16* 7,33+1,83" 9,20+1,69° - 1,87¢ -
G200 5,86+1,45" 820+1,67° 9,57+1,55° - 1,37¢ -

GC 5,1841,55  7,43+1,60° 9.23+1,18°  9,73+1,58 1,80¢ 0,5

Legendas: @ significa didmetro; Tx. significa taxa.

Nao houve diferenga (p<0,05) quando se comparou os diametros foliculares nos dias 0
(p=0,23), 8 (p=0,75), 9 (p=0,095) e 10 (p=0,90). Houve uma tendéncia de diferenca
entre os didmetros foliculares no dia 9.

Uma vez que ndo foram encontradas diferengas entre a taxa de crescimento dos
foliculos nos trés grupos, € possivel concluir que as duas formulacdes testadas (100 pg

gonadorelina + hialuronato a 20% e 200 pg gonadorelina + hialuronato a 20%) ndo
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foram capazes de aumentar a taxa de crescimento folicular nas vacas tratadas, quando
comparadas ao grupo controle.

A auséncia dos efeitos esperados nos grupos tratados pode ser devido ao fato do
diluente ndo ter sido capaz de reter e promover uma liberacdo lenta da gonadorelina,
desta forma, tendo esta sido liberada rapidamente, ndo conseguiu atingir os objetivos
propostos (crescimento folicular).

Um fato relevante a destacar € que ndo foi possivel mensurar os foliculos no D10 do
G100 e G200, pois ao exame ultrassonografico, onde havia no D9 o foliculo dominante,
no D10 a arquitetura folicular desses dois grupos nio estava mais caracterizada, sendo
que alguns animais ja apresentavam inclusive corpos hemorrdgicos. Esse fato confirma
a liberacdo rdpida da gonadorelina, pois evidencia um pico precoce de LH, que
promoveu a ovulacdo dos animais tratados, fato que ndo foi observado no grupo
controle.

Dessa forma, também nao foi possivel estabelecer a taxa de crescimento médio folicular
entre o D9 e o D10 para os grupos G100 e G200.

No dia 19, apds exame ultrassonografico, foi identificado a estrutura luteal (CL) e foi
mensurado o tamanho desta estrutura (quando presente). A taxa de prenhez, mensurada

por ultrassonografia no dia 44 do experimento, estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Taxa de ovulacio, taxa de ovulag@o antecipada, tamanho dos CLs e taxa de prenhez observada

nos 3 grupos experimentais.

Tx. de ovulagio Tamanhos dos CL
Tx. de ovulacdo Tx. de prenhez
antecipada (d19)
G100 100% (9/9)* 100% (9/9)° 1,56+0,24° 0% (0/9)°
G200 77,8% (7/9)* 77,8% (7/9)° 1,68+0,40° 0% (0/9)°
GC 77,8% (719)* 0% (0/9)° 1,51%0,30° 33,4% (3/9)"

Em relacdo a presenca de CL no dia 19 (estimativa da taxa de ovulacdo) ndo se
observou diferenca entre o grupo controle e os grupos GnRH 100 (p=0,13) e GnRH 200
(p=1,00), entretanto a taxa de ovulacdo antecipada (antes de 54h pés retirada dos
dispositivos) foi superior para os grupos tratados GnRH 100 (p=0,001) e GnRH 200
(p=0,004) com relacdo ao grupo controle. Nao foi observada diferenca entre o tamanho
dos corpos liteos dos grupos G100, G200, e GC (p=0,59).

Em relacdo a taxa de prenhez observou-se diferenca entre o grupo controle e os grupos
tratados (p=0,057).

Os dados sugerem que as duas preparagdes testadas (com 100 e 200 pg de
gonadorelina) ndo foram capazes de aumentar a taxa de crescimento folicular nas vacas
tratadas quando comparadas ao grupo controle.

A antecipacdo das ovulacdes observada nos animais tratados demonstrou que a
associacdo entre gonadorelina e hialuronato promoveu um pico de LH precoce que
culminou muito mais em ovulacdo do que em crescimento folicular, levando-se a crer
que a velocidade com que o andlogo de GnRH foi liberado do hialuronato foi muito

mais rdpida e aguda do que se esperava inicialmente.



48

Um pico de GnRH eleva a concentracdo de LH na circulagdo periférica dentro de 2 a 4h
(Twagiramungu et al., 1995). O GnRH promove a ovulacdo ou a luteinizacdo do
foliculo dominante se este estiver em sua fase de crescimento ou no inicio de sua fase
estatica (Martinez et al., 1997).

Esses dados se contrapdem ao relatado anteriormente (B6 et al., 2011), quando foi
observado que o hialuronato a 20% foi capaz de promover uma liberacio lenta do FSH,
que durou por 4 dias. A enorme diferenca de tamanho e peso molecular existente entre o
FSH (210 aminodcidos) e a gonadorelina (10 aminodcidos) pode ser a explicacdo para a
liberag¢@o mais rapida do andlogo de GnRH.

O hialuronato forma cadeias longas de moléculas que formam uma rede que impede que
as proteinas saiam do interior dessa trama de forma rdpida (Prisell et al., 1992). Porém,
no caso de peptideos pequenos como a gonadorelina, talvez isso ndo tenha ocorrido de
forma eficiente.

Os dados também demonstram que os animais tratados (G100 e G200) ndo tiveram
aumento da taxa de ovulagdo (verificada pela presenca de CL 9 dias pds IA). Isso se
explica pelo fato que, ao induzir a ovulacdo precocemente, logo apds a retirada dos
dispositivos de progesterona, os foliculos ndo tiveram tempo suficiente para crescer.

Em trabalho publicado em 2006 (Gimenez et al., 2006), foliculos de menor tamanho
apresentaram menores taxas de ovulag@o, quando comparados a foliculos maiores.

As antecipacdes das ovulacdes foi observada em quase todas as vacas que receberam
gonadorelina associada ao hialuronato, o que demonstra que essa associagdo ndo foi
capaz de reter o andlogo de GnRH e promover uma liberacdo lenta deste, ndo sendo,
portanto, capaz de simular a pulsatilidade basal d¢ GnRH — LH observada em vacas

ciclicas, da divergéncia até a pré-ovulacdo (Gongalves et al., 2010).
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Os dados demonstram que a antecipagdo das ovulacdes prejudicou os resultados de
prenhez dos grupos tratados, pois quando as vacas foram inseminadas (54 a 56 horas
apos a retirada dos dispositivos) as ovulagdes ja haviam ocorrido. Como € esperada, a
inseminacdo de vacas ja ovuladas ndo resultou em prenhez. Segundo trabalhos
anteriores (Brackett et al., 1980) a fertilidade do odcito cai abruptamente 6 horas pos
ovulacdo, ndo conseguindo esperar o tempo necessario para a subida e capacitacdo dos
espermatozodides presentes no s€men, evento que demora entre 6 a 8 horas (Thibault,

1973; Wilmut & Hunter, 1984; Hawk, 1987).

Conclusoes

Conclui-se que a associacdo gonadorelina e hialuronato a 20% nas doses testadas foi
ineficiente em promover crescimento folicular, ndo incrementou a taxa de ovulagdo e
nem resultou em aumento da taxa de prenhez em vacas aciclicas quando comparado ao
grupo controle.

Novos estudos devem ser conduzidos na tentativa de desenvolver um novo diluente para
associacdo com o andlogo de GnRH, diluente este que permita uma liberagdo mais lenta

desse hormonio, a fim de testar-se a hipdtese inicial.
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