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Resumo

A mortalidade embriondria precoce é a maior causa de perdas reprodutivas
em bovinos europeus criados no hemisfério norte. Uma vez que a eficiéncia
reprodutiva do gado de corte nacional é baixa, conjetura-se que tais
perdas também ocorram com bovinos de corte zebu criados no Brasil.

Para aprofundar os conhecimentos sobre esse tema e propor possiveis
estratégias que minimizem as perdas de prenhez, foi desenvolvido na
Embrapa Pecuéria Sudeste o projeto “Mortalidade embrionaria em bovinos
e estratégias para a sua reducao” que, além de ter como objetivo principal
a determinacao das taxas e da cronologia das perdas reprodutivas em
vacas nelore inseminadas artificialmente, estabeleceu como meta o
desenvolvimento de uma alternativa farmacolégica de otimizacao da
funcao luteinica de vacas de corte. Para tanto, avaliou-se o efeito de
diferentes protocolos de suporte hormonal sobre as funcodes luteinicas e
foliculares de vacas das racas Nelore e Red Angus. O alcance dessa meta,
ou seja, o desenvolvimento de um protocolo de otimizacdo da funcao
luteinica de vacas de corte disponibiliza uma pratica pecuaria inovadora,

a qual esta descrita detalhadamente no presente Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento.

Termos para indexacéo: bovino, prenhez, embridao, GnRH, hCG.
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Strategies to reduce embryo
mortality in cattle: . Pharmacological
alternatives to optimize the luteal
function of beef cows

Abstract

Early embryo mortality is the major cause of reproductive losses

in cattle raised in the northern hemisphere. Once reproductive
performance of Brazilian cattle is low, it is expected that such losses
also occur with zebu beef cattle raised in Brazil. In order to further
study this issue and create strategies to minimize pregnancy losses,
Embrapa Pecuéaria Sudeste developed a research project entitled
“"Embryo mortality in cattle and strategies for its reduction”, which have
as its main objective to determine the rate and the specific chronology
of reproductive losses in Nelore cows after mating. The project also
intended to develop a pharmacological protocol to optimize luteal
function in beef cows. In order to do so, different hormonal treatments
to control follicular and luteal function were evaluated in Red Angus
and Nelore cows. The development of an efficient protocol to control
ovarian function makes available an innovative husbandry practice,
which is fully addressed in this Research and Development Bulletin.

Index terms: cattle, embryo, GnRH, hCG, pregnancy.
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Introducao

A eficiéncia reprodutiva é o fator que individualmente mais influencia

a produtividade e a lucratividade da exploracao pecuaria de corte
(NEUMANN e LUSBY, 1986). Entretanto, a taxa de paricdo apdés uma
Unica inseminacao artificial (IA) situa-se por volta de 53% em vacas

de corte (DISKIN; SREENAN, 1980), embora as taxas de fertilizacao
sejam aproximadamente de 100% (AYALON, 1978), o que indica
elevado percentual de perdas de prenhez nas vacas de racas européias
criadas no hemisfério norte. No Brasil, como as taxas de paricao

das vacas de corte sao estimadas em cerca de 50% (ANUALPEC,
2007) conjetura-se existir elevadas perdas de prenhez. A necessidade
de conhecimento especifico sobre o assunto motivou a elaboracéao

de um projeto de P, D & | na Embrapa Pecuéria Sudeste intitulado
“Mortalidade embrionaria em bovinos e estratégias para a sua reducao”,
o qual teve dentre seus objetivos o de desenvolver alternativas para
reduzir as perdas de prenhez em bovinos. Para atingi-lo foram realizados
quatro experimentos. Nesta obra, descreve-se um deles e também se
apresentam resultados de outro experimento, relativo a um projeto
colaborativo com a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo e a iniciativa privada. O objetivo do presente
Boletim de Pesquisa & Desenvolvimento é apresentar resultados desses
experimentos, os quais resultaram no desenvolvimento de uma pratica
pecuéria de interesse para a otimizacao e intensificacao dos sistemas
de producao de bovinos de corte criados em condicdes subtropicais.

A dindmica de apresentacao desta obra tomou como base os preceitos
apresentados no manual de indicadores (AVILA: BORGES, 2007),

que classifica os resultados como finalisticos, quando os mesmos
resultam numa pratica pecuaria, conceituada como um conjunto de
procedimentos e/ou técnicas utilizadas na producao pecuéria, inovados
ou adaptados.
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Revisao de Literatura

O impacto das perdas de prenhez nos bovinos reflete-se diretamente
na lucratividade dos empreendimentos pecuarios. Flint et al. (1990)
contabilizaram 300 milhdes de libras esterlinas como prejuizos devidos
as perdas embrionérias s6 no Reino Unido. No agronegdcio brasileiro,
Machado et al. (2009 - dados nao publicados) estimaram prejuizos
anuais de quase um bilhdo de délares causados apenas pela mortalidade
embriondria precoce, que é responsabilizada pela maioria das perdas
reprodutivas (KUNZ et al., 2002). Diskin e Sreenan (1980) constataram
que a maioria das perdas pré-natais das vacas ocorria até o 162 dia da
gestacao. Similarmente, Dunne et al. (2000) verificaram que a maioria
das perdas pré-natais ocorria antes do 142 dia da gestacao de novilhas.
No Brasil, Machado et al. (2009 - dados nao publicados) concluiram
que a maior ocorréncia de perdas de prenhez se da até o 18° dia desde
a IA. Coletivamente, esses achados fazem inferir que a cronologia

da mortalidade embrionaria precoce (MEP) relaciona-se aos eventos
fisiolégicos do estabelecimento da prenhez na vaca, como a sinalizacao
pelo embrido de sua presenca no Utero para a unidade materna e a
lutedlise. Assim, distUrbios da interacdo entre o concepto (embrido

em desenvolvimento envolto nas membranas extra-embrionarias) e a
unidade materna resultam em MEP. De fato, as causas mais prevalentes
da MEP nao séo de natureza infecciosa (CHRISTIANSON, 1992).

A importancia da interacdo concepto-unidade materna é ilustrada pelo
fato de que até o reconhecimento materno da prenhez, a fisiologia
uterina e ovariana das vacas com atividade estral é igual a das vacas
prenhes, prevalecendo um mecanismo para a sintese pré-programada
da prostaglandina do grupo F, (PGF, ) pelo endométrio. Portanto, o
reconhecimento materno da prenhez (RMP) ocorre quando o concepto
sinaliza bioquimicamente sua presenca no Utero e por consequéncia
bloqueia a produgéo da PGF, mantendo um corpo luteo (CL) funcional
(MANN et al., 1999). Essa glandula é responsavel pela secrecao da
progesterona, hormdnio que prepara o Utero para receber, nutrir e
manter o embrido e o feto até o parto.
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O periodo critico (PC) do RMP ocorre entre os dias 15 e 17 apds a

IA da vaca, intervalo no qual a sinalizacao pelo concepto deve ter

sido bem sucedida, pois a simples existéncia do embrido no Utero

nao assegura o bloqueio da lutedlise e o RMP (BINELLI et al., 2001).

A habilidade do embrido em secretar moléculas sinalizadoras para inibir
a sintese de PGF, depende do tamanho do concepto a da area que ele
ocupa no endométrio. Portanto, conceptos maiores tém melhor chance
de sobrevivéncia (BINELLI et al., 2001). Ocorre que, o desenvolvimento
dos conceptos é dependente da condicao do Utero até o PC, a qual
depende da progesterona secretada. Portanto, a fungao luteinica é a
chave do sucesso para o RMP. De fato, vacas inseminadas e que nao
se tornaram prenhes tiveram concentracao de progesterona circulante
menor do que aquelas que se tornaram prenhes (MACHADO, 1994)

e a suplementacao exégena com progesterona aumentou a taxa de
crescimento embriondrio e sua capacidade de produzir moléculas
sinalizadoras como o interferon-t (GEISERT et al., 1988). Portanto,
conclui-se que vacas com corpo liteo de alta capacidade para produzir
progesterona favorecerao o desenvolvimento do concepto e o bloqueio
da lutedlise, resultando em RMP bem sucedido e prevencdo da MEP.

Para otimizar a funcao luteinica logo apés a IA da vaca tém sido
descritos tratamentos que usam a aplicacdo de horménios no inicio da
fase luteinica. H4 protocolos com a gonadotrofina coriénica humana
(hCG) e com o horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH). A hCG
tem atividade andloga ao hormonio luteinizante (LH). Quando ela é
aplicada quatro a sete dias apds o estro causa a ovulacao do foliculo
dominante (DOM) da 12 onda de crescimento e a formacao de um corpo
Iiteo acessoério. Além disso, a hCG aumenta o tamanho das células
luteinicas do CL pré-existente. Esses efeitos resultam em aumento

no tamanho do CL e na producao de progesterona (MACHADO

et al., 2008). O mecanismo de acao do GnRH (e de seus agonistas,
como a buserelina e a gonadorrelina) é indireto, mediante liberacao

de gonadotrofinas endégenas como o LH, o qual induz a ovulacao

ou a luteinizacao de foliculos em crescimento. Por essa razio, seus
efeitos podem ser menos intensos que os da hCG, ou seja, a formacéao
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de corpos lUteos acessoérios é menos frequente e o aumento da
concentracao de progesterona é de menor amplitude (BINELLI et al.,
2001). Entretanto, é escassa a literatura sobre o uso de estratégias
para melhorar a funcéao luteinica pés-ovulacao em vacas zebuinas
(BINELLI et al., 2001; MACHADO et al., 2008; MARQUES, 2002).
Assim, ha a necessidade de se avaliar a resposta fisiolégica de vacas
de corte, especialmente das zebuinas, aos protocolos de otimizacao
da funcao luteinica. Isto se torna relevante devido as oportunidades
de aumento no uso da IA para os rebanhos de vacas de corte no Brasil
(BARBOSA; MACHADO, 2008).

Material e métodos

O experimento um (E1) foi conduzido na Fazenda Cardinal (Mococa,
SP) do grupo VPJ como resultado de uma parceria entre a Embrapa e
a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo. O experimento dois (E2) foi conduzido na Fazenda Canchim
da Embrapa Pecuéria Sudeste (Sdo Carlos, SP) com clima tropical (tipo
CWA, Kbéppen) de verao quente e imido com inverno seco.

No E1 foram utilizadas 17 vacas da raca Red Angus (Bos taurus taurus)
com idade de 46,3 + 0,4 meses, peso vivo de 500,3 + 30,5 kg, score
de condicao corportal (ECC) de 5,0 +0,3 (escala de 1 a 9; SPITZER
et al.,, 1986) e 150,65 + 12,6 dias pds-parto ao inicio do experimento.
Os animais foram manejados em piquetes de grama Estrela (Cynodon
plectostachyum Pilger) com livre acesso a sal mineralizado e agua.
Foram suplementados com feno de aveia (Avena sativa L.) e 3 kg/

dia de roldao de milho (Zea maiz L.). Os animais foram vacinados
contra febre aftosa em novembro e maio, clostridiose bovina em
novembro e agosto e pasteurelose bovina e paratifo no periodo peri-
parto e foi feito também o teste para tuberculose. Os endo-parasitos
foram controlados no inicio da estacdo de monta, com doramectina e
o controle de ecto-parasitos foi feito de acordo com a infestacdo. O
controle das doencas da reproducao baseou-se na realizacao de testes
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diagndsticos (CARDOSO et al., 1999) para brucelose e neosporose
(soro-aglutinacao), BVD e IBR (neutralizacao viral) e Leptospirose (soro-
aglutinacao microscépica). O ciclo estral foi sincronizado pela insercao
subcutanea de um implante comercial com 3 mg de norgestomet na
face convexa da orelha, associado a uma injecao intramuscular (IM) da
combinacado de 3 mg do norgestomet e 5 mg do valerato de estradiol.
Nove dias depois se retirou o implante e aplicou-se uma injecdo IM
com 300 Ul da gonadotrofina da égua prenhe (eCG). Onze vacas com
ovulagéo sincronizada (dia zero = D) permaneceram no experimento e
foram divididas num delineamento inteiramente casualizado em: grupo
controle (CT) - que nao recebeu tratamento adicional (n=5) e grupo
remocao farmacoldgica do foliculo dominante (RF) - que recebeu 200
ng de gonadorrelina (andlogo do GnRH) IM no D5 e 3000 Ul da hCG
no D12 (n=6). A observacao do estro foi feita por 60 minutos, duas
vezes ao dia (as 07hOOmin e 17hO0Omin horas) a partir do D15 até a
manifestacao do estro ou até o encerramento do experimento (D30).
Houve a inclusdo de um rufido por grupo para auxiliar na deteccao

do estro. Foram coletadas diariamente amostras de sangue para a
separacao do plasma e posterior dosagem de progesterona, desde D15
até a apresentacdo do estro ou até D30. O sangue colhido por puncéao
veia jugular foi mantido em tubo heparinizado e centrifugado (693 g
por 15 minutos). O plasma obtido foi transferido para micro-tubos de
polipropileno e mantido a -20°C até a dosagem de progesterona, que
foi feita por radioimunoensaio (KNICKERBOCKER et al., 1986). O corpo
Iateo foi considerado funcional quando a concentracdo plasmética de
progesterona era igual ou maior a 1,0 ng/mL (BERGAMASCHI, 2005).
Na Figura 1 apresenta-se a cronologia dos tratamentos.
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CT - controle

Remocéao
Norgestomet do implante
+ + Ultra-som estro
E, (Valerato) eCG (ovulagdo) ou Dy
|
\ 9 dias | 2dias | [ Coleta de sangue + rufidgo |
Do Dis
RF - remocao farmacolégica
Remogéao
Norgestomet do implante
+ + Ultra-som estro
E, (Valerato) eCG (ovulagéo) GnRH hCG ou D3
J { { {
| 9 dias | | | | Coleta de sangue + rufiao |
Do Ds D12 Dis

Figura 1 - Protocolos de administracdo dos tratamentos no experimento 1.

No E2 foram utilizadas 40 vacas Nelore adultas e ciclicas com idade de
4 a 11 anos, peso vivo de 502,8 £9,1 kg, ECC de 6,7 £0,1 (SPITZER
et al., 1986) e pelo menos 240 dias pds-parto ao inicio do experimento.
As vacas permaneceram em pastagens de Brachiaria sp com acesso

a sal mineral e 4gua. O manejo sanitario adotado foi analogo ao do

E1. As vacas foram submetidas a inducao da ovulacao pela insercao
subcutanea de implante (3 mg de norgestomet) associado a injecao

IM de 2 mg benzoato de estradiol (BE). Nove dias depois o implante

foi removido e foram aplicados 150 mg de d-cloprostenol. Outra dose
de BE foi ministrada no dia seguinte. As vacas que responderam

com ovulagéo sincronizada (D,) foram divididas em delineamento
inteiramente casualizado nos grupos (n=10 cada): controle (CON):

sem tratamento adicional; GnRH (GnRH): receberam uma injecao IM de
250 ug de gonadorrelina (GnRH) no dia 5 do ciclo estral sincronizado
(Dg); hCG (hCG): receberam uma inje¢édo IM 2500 Ul da hCG no D12; e
GnRH e hCG (GnRH/hCG): receberam GnRH no D, e hCG no D12, como
mostrado na Figura 2.
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A observacao do comportamento do estro, os exames
ultrassonograficos dos ovarios (BERGAMASCHI, 2005) e as colheitas
de sangue foram realizados diariamente, desde o D , até o D,  ou a
apresentacdo da ovulacdo do ciclo seguinte (o que ocorreu antes). A
identificacdo das vacas em estro foi auxiliada pela inclusdo dum rufiao
equipado com aparato “chin-ball” para cada grupo. O procedimento

de coleta, manutencao e dosagem das amostras de progesterona

foi similar a E1. Os resultados de ambos os experimentos foram
analisados com o programa SAS System for Windows (STATISTICAL
ANALYSIS SYSTEM, 2000). Variaveis que nao atenderam as
premissas de normalidade dos residuos e de homogeneidade das
variancias foram transformadas pelas funcdes logaritmica ou de raiz
quadrada para posterior andlise estatistica. A concentracao plasmatica
de progesterona foi analisada por ANOVA com medidas repetidas

no tempo pelo proc MIXED do SAS. As varidveis discretas foram
submetidas a ANOVA pelo proc GLM do SAS e as varidveis tomadas
como “taxas” ou “ocorréncias” foram expressas como proporcoes e
analisadas aplicando-se o teste exato de Fischer (GOMES, 1987). Os
resultados foram apresentados na escala nao-transformada como média
pelo quadrados minimos + erro padrdo da média. Os efeitos das fontes
de variacao foram considerados significativos para a probabilidade

de até 5% (P<0,05). Conceituou-se como tendéncia, quando as
probabilidades estiveram entre 5% e 10% (0,05<P<0,10).

Resultados

E1

A Figura 3 contém a representacao grafica das concentracoes de
progesterona plasmatica em funcao do dia do ciclo estral. Os valores
para RF foram maiores (P<0,05) que o CT do D,, ao D, e a fase
luteinica foi prolongada. Ao longo do experimento, duas vacas do

RF ndo apresentaram estro, enquanto todas do CT (5/5=100%)
mostraram. A duracao do ciclo estral nao diferiu (P>0,05) entre os
tratamentos e foi de 20,0+ 1,2 dias para CT (n=5) e 29,0+ 1,1 dias
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para RF (n=4). Houve vacas com foliculos >8mm em ambos os grupos
durante o PC do RMP. O diametro do maior foliculo das vacas controle
foide: 11,2+1,2 mmem D14; 13,2+1,0 mmem D17;e 11,4+1,9
mm em D20. No caso do RF, essas médias foram: de 11,6 £2,4 mm
em D14; 12,7+1,7 mmem D17; e 15,43,2 mm em D20.

14 -

2] * —a—CT

10 A

Progesterona (ng/mL)

2

-4 -
Dia do ciclo estral

Figura 3 - Concentracdo plasmatica de progesterona (ng/mL) ao final da fase luteinica
do ciclo estral para os grupos: controle (CT) e remocéao farmacoldgica (RF). Médias
com ¥ diferem estatisticamente (P<0,01).
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Na Tabela 1 constam as médias para as varidveis derivadas das
dosagens de progesterona. Em geral, o efeito luteotr6fico em RF
refletiu-se em todas varidveis na tabela. O dia do ciclo estral da
concentracdo maxima de progesterona foi: 15,0+0,0e 17,0+1,2,
respectivamente para CT e RF.

Na Tabela 2 se encontra a resposta individual das vacas do RF aos
desafios com GnRH e hCG. Na Figura 4 estdo apresentados os graficos
das vacas CT e RF relativos a concentracao de progesterona.

Tabela 1 - Médias dos quadrados minimos (erros-padrdao da média) para varia-
veis discretas relativas a funcao luteinica e a lutedlise.

Médias + erros-padrao da média

Variavel Controle remocédo farmacolégica  Pr>F
FASELUT (dias)® 17,20 £1,05 22,60 + 1,05 0,01
P4AMAX (ng/mL)® 6,37 1,74 13,52+ 1,74 0,05

PAMED (ng/mL/dia) © 4,07 + 0,90 7,95 + 0,90 0,01
Dia da lutedlise ¢ 18,20 + 1,05 23,60 £ 1,05 0,01
Inter Lise-cio (dias)® 1,80+0,72 4,00 + 0,81 0,10

a) fase luteinica, b) concentracéo plasmaética de progesterona ([P,]) méaxima, c) [P,] média, d) dia do
ciclo estral que ocorreu a lutedlise ([P,] < 1,00 ng/mL), e) intervalo entre a lutedlise e a manifestacédo
do estro.

Tabela 2 - Resposta individual das vacas do grupo remocao farmacoldgica' em
relacao a formacéao de corpo liteo (CL) acessério, producado de progesterona e
manifestacao do estro.

CL acessoério? em [P,] Fase .
Vaca resposta a aplicacédo de méaxima3 luteinica* Dia do

GnRH hCG (ng/mL) (dias) estro

73 0 1 7,16 22 28

104 1 0 9,33 17 -
186 0 1 15,35 27 30
300 0 0 15,08 23 28
313 1 0 20,71 24 30

! Este grupo recebeu 200 pg de gonadorrelina no D, e 3000 Ul da hCG no D, ,;
? Identificado nas ultra-sonografias de D,,, D,, e D,

® Maior Concentracéo de progesterona plasmaética ([P,]) entre D, e a lutedlise;
4 Ultimo dia do ciclo em que a [P,] foi 21,0 ng/mL.

17
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Figura 4 — ConcentracOes plasmaéticas de progesterona (P4) em funcéo do dia do ciclo

estral e do tratamento.
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E2

Os principais resultados desse experimento estdo sumariados na Tabela 3.
O efeito dos tratamentos sobre a concentracdo de progesterona circulante
ao final da fase luteinica e dentro do PC encontra-se na Figura 5.

Tabela 3 - Comportamento reprodutivo e funcado ovariana de vacas Nelore*
segundo o tratamento pds-ovulatério imposto (média +erro padrao).

Controle GnRH hCG GnRH/hCG
Duracéo do ciclo estral (dias) 22,756 +1,12%°® 21,60+0,82° 24,80 +0,492> 25,33+1,13°
N° de Corpos Lteos. 1,00 £0,00°® 1,30 £0,14° 1,70 £0,164% 2,11 £0,214
. .
N® de ondas de crescimento 2,10 £0,11® 2,30+£0,16>% 3,20 +0,21° 2,78 £0,29°
folicular
'_”;f;’;’alo entre ovulagdes 23,70 +1,07~% 22,50+0,868  25,75+0,65 24,40 +0,90°
Fase luteinica (dias) 15,2 £0,82° 13,0 £0,66 ® 17,8 £3,95 o 18,0 £1,01 @
Concentragdo média de P, 3,69+ 0,37°  4,55:0,63%° 4,62+0,65° 5,22 £0,45
(ng/mL)
'g/mi)
N® de dias com Fol. 1,90 0,43 2,30 +0,35 1,20 £ 0,47 1,88 £ 0,45
Dominante >7mm
ominar
g de dias com Fol. 1,50 +0,42 1,80 £0,38 0,80 +0,38 1,67 £0,43
ominante >8mm
*a>b com P<0,05 e A>B com P<0,01.
131
12
119 —&— Controle
10 —&— GnRH
—-hCG
9 ——GnRH/hCG

Progesterona (ng/mL)
(o]

15 18 21
Dia do Ciclo Estral

Figura 5 - Concentracdo plasmética de progesterona entre os dias 15 e 24 do
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ciclo estral de vacas Nelore segundo o tratamento hormonal imposto.
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Discussao

A combinacdo GnRH/hCG otimizou a funcéo luteinica e controlou
o desenvolvimento folicular tanto em vacas taurinas (E1) como nas
zebuinas (E2).

As bases fisioldgicas para a criacao dos tratamentos impostos no E1

e no E2 foram determinadas pelo modo de acdo de cada hormdnio
aplicado. Antecipava-se que o GnRH aplicado no D induziria a ovulagéo
do DOM da primeira onda, formaria um CL acessério e recrutaria, de
modo sincronizado, a segunda onda de crescimento folicular. A hCG
administrada no D, causaria a ovulagdo do DOM da segunda onda e
induziria a formacao de um 22 CL acessdério, bem como recrutaria uma
terceira onda no dia D, pds-ovulagéo. Deste modo, os foliculos em
crescimento dessa onda estariam menores que 8 mm até D, o que
resultaria em menor disponibilidade de estrégenos circulantes. Este
efeito equivaleria a “remocao farmacolégica” do foliculo dominante no
PC do RMP, o que poderia retardar o estimulo luteolitico e aumentar o
periodo de exposicao progesterdnica ao concepto. Adicionalmente, a
hCG estimularia os corpos IUteos (original + acessérios) a produzirem
mais progesterona, o que prepararia ainda mais o ambiente uterino para
o desenvolvimento embrionario. Em sintese, esta imbricada cascata de
eventos teria como resultante liquida a otimizacao da funcéao luteinica e
o controle do crescimento folicular durante o RMP.

O RF otimizou a funcgao luteinica e controlou a fungao folicular, embora
nao tenha removido eficientemente o foliculo dominante no periodo
critico. Fato justificavel pela inconsisténcia na resposta ovulatéria

ao desafio com o GnRH (Tabela 2) como reportado previamente
(KASTELIC; MAPLETOFT, 1998). Apesar disso, o protocolo bloqueou
eficientemente a lutedlise (Tabela 2). Para Peters (1996) o uso

de agentes luteotréficos, como o GnRH, entre D,, e D, , apds a
inseminacao previne a lutedlise, devido ao poder supressor dessas
drogas sobre a secrecao folicular do 17B-estradiol e uterina da PGF, .
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No presente experimento, usou-se a hCG em D12 ao invés do GnRH
no D., .., Apesar da hCG ter induzido ovulagdo em apenas duas
vacas, a resultante liquida da sua acao decorreu como antecipado,
pois causou o prolongamento da fase luteinica na maioria dos
animais (Tabela 2 e Figura 4). Portanto, embora houvesse um foliculo
dominante em trés vacas do RF no D17 e em todas as vacas no D20,
a influéncia desse DOM mediada por estrégenos foi deprimida ja que
a lutedlise foi retardada e s6 ocorreu entre D22 e D23 (Figuras 3 e 4).
Além disso, e baseado no fato que a manifestacdo do estro depende
da concentracao circulante de estrégenos (HAFEZ et al., 1988), a
competéncia esteroidogénica do foliculo dominante correspondente
esteve aparentemente deprimida, pois o intervalo entre a lutedlise e o
estro tendeu a ser maior (0,05 <P<0,10) no RF do que no CT.

A associacdo GnRH/hCG teve um efeito luteotréfico prolongado e
continuado (Figura 3), pois no RF foram observadas concentracdes
de progesterona maiores que 8 ng/mL ainda no D19 (Figura 3), data
considerada como o limite temporal superior do periodo critico para o
reconhecimento da prenhez. No mesmo dia, o grupo controle sequer
mantinha concentracdes tipicamente luteinicas (>1 ng/mL). De fato,
tanto a maxima concentracao de progesterona dentro do ciclo estral
como a concentracao média de progesterona no periodo critico do
reconhecimento materno da prenhez foi para o RF aproximadamente
o dobro das concentracdes do CT (Tabela 1). Além disso, essa
concentracdo média foi superior aos 8,4 ng/mL relatados por Marques
(2002) entre D13 e D17 para receptoras de embridao suplementadas
com 1500 Ul de hCG a inovulacao (D7) ou aos 8,1 ng/mL relatados
por Bergamaschi (2005) para vacas Nelore que receberam eCG no
protocolo de sincronizacao do ciclo estral baseado no Crestar®.
Analogamente, os valores observados no presente experimento para o
dia da lutedlise e a duracao da fase luteinica (Tabela 1) foram maiores
que os relatados por Marques (2002) ou por Bergamaschi (2005).
Coletivamente, estas comparacdes pressupdem que o protocolo GnRH/
hCG foi a opcdo mais efetiva tanto para o bloqueio da lutedlise como
para a estimulacao luteotréfica.
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O mecanismo de agao para que a remocao farmacoldégica represente
um estimulo luteotréfico potente relacionou-se possivelmente aos
efeitos combinados, suplementares e mesmo substituintes das

acoes do GnRH no D5 e da hCG no D12 sobre a funcao luteinica.
Assim, independentemente da formagado de um corpo IGteo acessorio
em resposta ao GnRH e/ou a hCG (Tabela 2), o efeito luteotréfico

se instalou. Tal achado representa um indicio da acao luteotréfica
direta daqueles agentes sobre os corpos lGteos preexistentes.
Inferéncia similar foi encontrada por Fricke et al. (1993). Portanto,

o efeito luteotréfico exercido pela associacao GnRH/hCG aumentou
as concentracdes circulantes da progesterona ao longo de todo o
periodo critico e pode representar uma estratégia eficaz na reducao
da mortalidade embrionaria em bovinos. De fato, Marques (2002)
reportou que as taxas mais altas de concepcao ocorreram para as
receptoras suplementadas com GnRH ou hCG a inovulagéo (D,). Em
outros estudos, os agentes luteotréficos ndo reduziram a mortalidade
embrionaria (ARAUJO et al., 1998; GALIMBERT et al., 1998).

Os efeitos da combinacdao GnRH/hCG sobre as vacas Nelore (E2)
foram analogos aos verificados para vacas Red Angus (E1) tanto na
otimizacado da funcao luteinica, como no controle do desenvolvimento
folicular.

Cumpre destacar, que no E2 ndo houve resposta (P>0,05) das vacas
do grupo GnRH quando comparadas as do controle. A acdo do GnRH é
baseada na sua capacidade de induzir a liberacdo de LH e indiretamente
causar a ovulacao (ou a luteinizacao do foliculo dominante) e a
emergéncia sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular
(BO et al., 2002). Porém, a inducao da ovulacao pelo GnRH relaciona-
se ao estadio de desenvolvimento do foliculo dominante no momento
da sua aplicacdo (KASTELIC; MAPLETOFT, 1998) e a acao luteotréfica
do LH é restrita a sua meia vida circulante, que é de apenas 30 minutos
(HAFEZ et al., 1988). Portanto, o GnRH pode ser ineficaz caso os
estoques de LH na hipéfise estejam baixos ou nao haja disponibilidade
de receptores de LH nas células foliculares naquele momento. De fato,
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no presente experimento, o GnRH falhou em provocar a ovulacédo do
DOM da primeira onda em algumas vacas e ndo houve a formacéao do
CL acessoério e nem o recrutamento de uma nova onda de crescimento
folicular, essas “nao-ocorréncias” resultaram num ciclo estral e num
desenvolvimento luteinico similar ao observado para as vacas controle.

A aplicacéo isolada da hCG no D,, mostrou efeito luteotréfico se
comparado ao grupo controle. Esse resultado assume especial relevancia,
pois a hCG aplicada préxima ao final da fase luteinica tem sido pouco
estudada. Neste experimento, a hCG dada no D12 induziu a formacéao de
um CL acessorio na maioria das vacas (1,70 +0,16), resposta comparavel
aguela obtida quando da aplicacdo ao inicio da fase luteinica (BENNETT
et al., 1989). Para Price e Webb (1989), a resposta 6tima observada entre
D4 e D7 se deve a existéncia de maior nimero de receptores para LH nas
células da granulosa nesse intervalo, o que acarreta a ovulacao do foliculo
dominante da 12 onda de crescimento, a neo-formacdo de um corpo liteo
acessorio (DIAZ et al., 1998; FRICKE et al., 1993) e o estimulo da funcdo
do corpo ltteo original. Esse ultimo efeito é amplificado pela longa meia-
vida da hCG e da lenta degradacao do complexo hCG-receptor para LH

nas células da granulosa (FRICKE et al., 1993) exercidos sobre o corpo
IGteo original preexistente em D5. No caso do presente experimento, os
resultados amparam a inferéncia de que, os mesmos efeitos ocorreram com
a aplicacdo da hCG em D12, pois também houve neo-formacao de tecido
luteinico por meio do desenvolvimento de um outro corpo Iiteo acessorio.
A resultante principal foi o aumento na producao de progesterona (Figura 5;
Tabela 3) como reportado para a aplicacdo da hCG em D5 (BENNETT et al.,
1989).

Portanto, a exemplo do ocorrido no E1 com vacas taurinas, a acao
luteotréfica do protocolo GNRH/hCG para as vacas Nelore foi contundente,
consistente (Figura 5 e Tabela 3) e logrou aumentar a progesteronemia

da fase luteinica, fato importante para manutencao da prenhez, pois

em estudos prévios, as fémeas com concentracdo plasmatica de
progesterona mais baixa apds a inseminacéao artificial apresentaram
taxas de concepcao menores (MACHADO, 1994; MANN et al., 1999).
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Assim, a resposta fisiolégica esperada apés este protocolo se
confirmou, embora tenha sido constatada a presenca de DOM no PC
em todos os tratamentos impostos. Nao obstante, o achado importante
e inédito é o consistente prolongamento do ciclo estral, devido a
extensao da fase luteinica, tanto em vacas taurinas como em zebuinas.

Uma vez que nenhuma abordagem farmacoldgica testada conseguiu
eliminar completamente a presenca do foliculo dominante no periodo
critico (Tabela 3) era esperada a ocorréncia iminente da lutedlise
dentro do periodo critico (MACHADO et al., 2008). Porém, a lutedlise
foi retardada no(s) grupo(s) hCG e GnRH/hCG (Figura 5), o que
permite conjeturar que a acao estrogénica do DOM néao é o Unico
fator determinante do momento de ocorréncia da lutedlise. Ainda
nesse contexto e como a maioria dos ciclos de vacas Nelore adultas
possui duas ondas de crescimento folicular (FIGUEIREDO et al., 1997),
antecipava-se a emergéncia de uma terceira onda apds a aplicacao da
hCG (SIANANGAMA; RAJAMAHENDRAN, 1996; FIGUEIREDO et al.,
1997), o que de fato ocorreu (Tabela 3). A inducdo da onda adicional
otimiza o mecanismo anti-luteolitico (AHMAD et al., 1997), pois
fémeas com duas ondas tém um foliculo potencialmente estrogénico
(diametro =10mm) ja no dia 13,5 do ciclo estral, quatro dias antes
daquelas de trés ondas (DIAZ et al., 1998) e, portanto hd um menor
intervalo para desenvolvimento do foliculo ovulatério (MIHM et al.,
1999). Coletivamente, esses resultados dao suporte aos achados do
presente experimento, muito embora Diaz et al. (1998) e Sianangama
e Rajamahendran (1996) concluiram néo existir diferenca na cronologia
dos eventos da lutedlise entre vacas de duas ou de trés ondas.

Além do retardamento na lutedlise, houve significativo estimulo

a producao da progesterona nas recipientes de hCG, eventos que

se relacionam entre si. Grazzini et al. (1998) concluiram que sob
influéncia progesterdnica, a afinidade de ligacao da ocitocina por seus
receptores é diminuida, o que inibe o desencadear da lutedlise. No
entanto, achados mais recentes contrapdem essa inferéncia. Binelli

et al. (2004) verificaram que o estradiol estimulou a liberacédo da
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PGF, independentemente da acdo da progesterona no dia 17 do ciclo
estral. Fato consistente com os achados de Goissis et al. (2004) que
verificaram maior liberacédo de PGF, em resposta aos estrogenos dados
em D17 em vacas portadoras de corpo lUteo acessoério e Machado

et al. (2008) verificaram que a hCG dada previamente ao 17f3-estradiol
amplificou seus efeitos luteoliticos, pois a hCG aumenta a afinidade
entre a PGF, e os seus receptores nas células luteinicas (NIASARI-
NASLAJI et al., 1996). Portanto o retardamento da lutedlise observado
no presente experimento pode estar relacionado a outros mecanismos,
os quais merecem estudos especificos.

O prolongamento da fase luteinica causado pela hCG depende da
ocasiao de aplicacao, pois quando ministrada entre D4 e D7 nao alterou
o processo de lutedlise que se iniciou em D16 para vacas controle

e em D15 para aquelas tratadas com hCG no D5 (MACHADO et al.,
2008). Achados concordantes com os de Diaz et al. (1998) onde a
lutedlise se completou no dia 21 do ciclo estral, para vacas tratadas ou
nao com 3000 Ul de hCG no Db5. Esse vinculo temporal possivelmente
deve-se aos atributos bioquimicos da hCG, que Ihe conferem uma
meia-vida prolongada e uma lenta degradacao do complexo hCG-
receptores do LH. Fatores que explicam o seu efeito continuado e

a obtencao de concentracdes de progesterona muito altas no final

da fase luteinica, como verificado no D, dos grupos hCG e GnRH/

hCG (Figura 5). Destaca-se que este dia (D, ) é considerado como o
limite temporal superior do periodo critico para o reconhecimento da
prenhez. No mesmo dia, o grupo controle apresentava concentracao de
progesterona préoxima do limite sub-luteinico (1,0 ng/mL). Analisando-
se as concentracdes de progesterona dentro do PC (Figura 5) e em
analogia aos resultados do E1 (Figuras 3 e 4), verifica-se que seus
valores foram aproximadamente o dobro nas recipientes de hCG quando
comparados aos dos grupos que nao receberam a gonadotrofina.

Além disso, a literatura é abundante sobre outras estratégias de
otimizacao da funcao do corpo liteo. Uma abordagem pré-ovulacao
que vem se popularizando é administracdao de gonadotrofina coriénica
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equina (eCG) por ocasiao da sincronizacao do estro (BERGAMASCHI,
2005). No presente experimento, o grupo que recebeu 3000 Ul hCG
no D12 apresentou concentracdes de progesterona no diestro tao
altas quanto as relatadas por Bergamaschi (2005) com a aplicacao de
500 Ul da eCG antes da ovulacao de vacas Nelore. Analogamente,

a concentragéo de progesterona entreo D,;eo D,
da lutedlise e a duracao da fase luteinica, observadas no presente
experimento para o GnRH/hCG foram maiores do que os relatados
previamente (MARQUES, 2002; BERGAMASCHI, 2005). Assim, a
aplicacdo da hCG no D,, manteve o Utero sob acédo progesterénica no
periodo de interesse para a comunicacao entre o concepto e a unidade
materna, ocorréncia que favorece o crescimento do concepto (BINELLI;
THATCHER, 1999), a sinalizacdo bioquimica de sua presenca no Gtero
e a manutencao da prenhez (BINELLI et al., 2001).

o dia ocorréncia

Conclusoes

A hCG aplicada no D12 tem potente acao luteotréfica, pois os
protocolos RF (E1), hCG e GnRH/hCG (E2) otimizaram a funcéo do
corpo luteo;

Nenhum protocolo testado controla perfeitamente a funcao folicular, de
modo a prevenir a presenca do DOM no PC, porém os protocolos com
hCG reprogramam a funcao ovariana e reduzem a influéncia do DOM
sobre o ciclo ovariano;

A estratégia baseada na combinacao GnRH/hCG retarda a lutedlise,
amplia a fase luteinica e aumenta a producao de progesterona no
periodo critico. A intensidade desses efeitos torna o protocolo GnRH/
hCG uma abordagem farmacolégica efetiva para controle das funcdes
ovariana e uterina, representando um alternativa a ser testada a campo
para reduzir a mortalidade embriondria em bovinos.
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Implicacao

O protocolo baseado nas aplicacdes intramusculares de um anélogo do
GnRH e da hCG, respectivamente cinco e doze dias depois da ovulacao
reprogramou a funcao ovariana de modo a otimizar a funcao luteinica
de vacas de corte. O desenvolvimento dessa pratica pecudria viabiliza
uma solucao tecnoldgica para reduzir a mortalidade embrionaria precoce
em bovinos. Atualmente, o uso do protocolo custa R$ 42,50 por vaca
tratada. A avaliacdo da relacdo beneficio/custo estd em progresso e
serd motivo de outra publicacdo da série Embrapa.
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