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RESUMO

Alta producdo de leite pode prejudicar a eficiéncia reprodutiva em vacas
Holandesas pela diminui¢do da progesterona circulante. A transferéncia de
embrides (TE) produzidos in vitro, além do tratamento com agonistas de GnRH
podem melhorar as taxas de gestacdo em vacas Holandesas em lactagdo. Foi
hipotetizado que a administragdo intramuscular (i. m.) de agonistas de GnRH em
vacas Holandesas no dia da TE com embrides produzidos in vitro aumenta o
numero de corpos luteos acessorios, a concentragdo de progesterona e a taxa de
gestagdo. Dias em lactagdo médio foram 190,4 + 133 dias. Escore de condigdo
corporal médio foi de 3,37 £ 0,45. As receptoras (n = 254) foram alocadas para
um de trés tratamentos i.m. no dia da TE: Controle — 2,5 ml de salina; Buserelina
— 10 pg de acetato de Buserelina; Deslorelina — 750 ug de acetato de
Deslorelina. Ultrassonografia e amostras de sangue foram feitas no dia e sete
depois do tratamento. O primeiro diagnostico de gestacdo foi realizado aos 30 -
40 dias e o segundo aos 60 - 80 dias pos TE. Porcentagens de vacas gestantes ¢
com CL acessorio foram analisadas pelo procedimento GENMOD (SAS™) como
distribui¢do binomial. As concentracdes de progesterona foram analisadas como
medidas repetidas no tempo pelo modelo misto do procedimento MIXED
(SAS®). A propor¢io de vacas com CL acessorio foi maior para a Buserelina
comparada ao controle (P = 0,0045) e Deslorelina (P < 0,0001). As
concentragdes totais de progesterona ndo foram influenciadas (P = 0,84) pelos
tratamentos. A taxa de gestacdo final ndo foi diferente (P = 0,32) entre os
tratamentos. Em conclusdo, os agonistas de GnRH ndo melhoraram as taxas de

gestagdo, nas condi¢des do presente experimento.

Palavras-chave: Bovinos. Taxa de gestag@o. Progesterona. Hormdnios sintéticos.



ABSTRACT

High milk production may impair reproduction efficiency in Holstein cows by
lowering circulating progesterone. The transfer of in vitro derived embryos in
addition to GnRH agonist treatment may improve pregnancy rates in lactating
Holstein cows. It was hypothesized that the intramuscular (i.m.) injection of
GnRH agonists in lactating Holstein cows on the day of in vitro derived embryo
transfer (ET) increases the number of accessory corpora lutea, progesterone
concentrations and pregnancy rates compared to untreated controls. Average
days in lactation were 190.4 + 133 d and body condition score was 3.37 + 0.45.
Recipients (n = 254) were allocated to one of three i.m. treatments on the day of
ET: Control — 2.5 ml saline; Buserelin — 10 pg Buserelin acetate; Deslorelin —
750 pg Deslorelin acetate. Ultrasonography and blood samples were done on the
day of and seven days after treatment. The first pregnancy diagnosis was
performed between 30 - 40 days and the second between 60 - 80 days post ET.
Percentages of pregnancy and cows with accessory CLs were analyzed as
binomial distributions by the GENMOD procedure (SAS"). Progesterone
concentrations were analyzed as time repeated measures by the MIXED
procedure (SAS®™). The proportion of cows with accessory CLs was greater in
the Buserelin treatment compared to control (P = 0.0045) and Deslorelin (P <
0.0001). Total progesterone concentration was not influenced (P = 0.84) by
treatments. The final pregnancy rate was not different (P = 0.32) between
treatments. In conclusion, GnRH agonists did not improve pregnancy rates,

under the present experimental conditions.

Keywords: Bovine. Pregnancy rate. Progesterone. Synthetic hormones.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Em rebanhos bovinos especializados em producdo de leite é essencial
que os animais estejam sempre saudaveis, principalmente para assegurar a sua
reproducdo. Historicamente, produtores conscientes se preocupam em manter
seus rebanhos nas melhores condigdes possiveis para que sejam efetivamente
produtivos, buscando sempre alternativas para maximizar o desempenho
reprodutivo.

Vérias s3o as biotecnologias, em uma propriedade, que podem ser
usadas na reproducdo de vacas, dentre elas: inseminagdo artificial (IA),
transferéncia de embrides (TE), protocolos de sincronizacdo da ovulagao,
tratamentos com hormonios sintéticos para aumentar taxas de prenhez e reduzir
perdas embriondrias, e, em muitos casos, essas alternativas podem estar
conciliadas.

A aplicagdo de hormoénios sintéticos, como agonistas do GnRH
(Hormonio Liberador de Gonadotrofinas), para melhorar taxas de gestacdo de IA
e TE tem sido estudada. No entanto, existem ainda, poucos estudos tratando
desse tema em relagdo a embrides originados de cultivo in vitro. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi verificar os possiveis efeitos do uso de agonistas do
GnRH no momento da TE na melhora da taxa de gestacdo e concentragdo de
progesterona de vacas Holandesas.

Hipotetizou-se que a administracdo de agonistas de GnRH (Buserelina e
Deslorelina) em vacas Holandesas, no dia da transferéncia do embrido, aumenta
o numero de corpos luteos acessorios, a concentragdo de progesterona e a taxa

de gestacdo em comparagdo a animais nao tratados.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

O Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) ¢ produzido no
hipotdlamo e atua na hipofise sobre a sintese e secre¢do de LH (Hormonio
Luteinizante) ¢ FSH (Hormoénio Foliculo Estimulante), que sdo os principais
hormonios gonadotréficos, que por sua vez, em fémeas, atuam no controle da
fisiologia ovariana.

O GnRH ¢é um horménio proteico decapeptideo (JEONG; KAISER,
2006), cuja sequéncia de aminoacidos (MATSUO et al., 1971) é mostrada na
Figura 1:

(pyro)Glu'-His*-Trp’-Ser*-Tyr’-Gly’-Leu’-Arg*-Pro’-Gly'°-NH,

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos do GnRH endogeno

Atualmente, existem diversos tipos de agonistas de GnRH, tais como, a
Buserelina e a Deslorelina.

A Buserelina ¢ um agonista do GnRH que possui 9 peptideos em sua
sequéncia (Figura 2), sendo a diferenca do GnRH endégeno a D-Serina na
posicdo 6 e a remocdo da Glicina na posi¢do 10 e adicdo de etilamida

(KERTSCHER et al., 1995).

(pyro)Glu'-His>-Trp*-Ser*-Tyr’-D-Ser(tBu)®-Leu’-Arg®-Pro’-NHetilamida

Figura 2. Sequéncia de aminoécidos da Buserelina
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A Deslorelina também é um agonista do GnRH, e assim como a
Buserelina, ¢ um nonapeptideo (Figura 3). A diferenga do GnRH enddgeno ¢ a
substituicdo da Glicina na posi¢do 6 por D-Triptofano e a remogao da Glicina na

posicdo 10 e adi¢do de etilamida a Prolina (SILVESTRE, 2003).

(pyro)Glu'-His>-Trp’-Ser*-Tyr’-D-Trp®-Leu’-Arg®-Pro’-NHetilamida

Figura 3. Sequéncia de aminoacidos da Deslorelina

2.2 Controle sobre 0 Hormoénio Luteinizante na reproducao

O Horménio Luteinizante (LH) ¢ uma gonadotrofina produzida na
hipofise e liberada pela agdo do GnRH neste 6rgdo. Este hormonio atua no
ovario e ¢ responsavel pela luteinizacdo do foliculo, formando entdo, o corpo
luteo (CL). Quimicamente, as gonadotrofinas sdo classificadas como
glicoproteinas (CHILDS, 2006).

Alguns estudos t€m sido feitos para verificar se a administragdo de
GnRH sintético aumenta a concentragdo, o pico e o surto de LH, para entdo
aumentar a progesterona (P4) circulante. Sendo assim, COLAZO et al. (2009a)
fizeram, em vacas com ovarios intactos, repetidas aplica¢cdes de GnRH (100 pg
de Gonadorelina) baseando-se na presenca de CL 7 - 8 dias apds o estro. As
vacas foram tratadas duas vezes, com intervalo de 12 h, com PGF2a e
selecionadas para receberem GnRH 36 h (controle), 36 ¢ 38 h (GnRH 38), 36 ¢
40 h (GnRH 40) apds a primeira dose de PGF2a. O periodo entre duas e quatro
horas depois da aplica¢do do primeiro GnRH coincide com os tempos estimados
para ocorréncia do pico de LH e retorno das concentragdes de LH para
concentragdes proximas as basais, respectivamente. As vacas do GnRH 38

apresentaram concentracdo média de LH maior que do controle ¢ GnRH 40. Em
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resposta ao segundo tratamento de GnRH, o pico de LH foi maior no GnRH 38
do que no GnRH 40. Apesar desses resultados, as concentragoes de P4 foram
maiores no grupo controle do que nos demais, ou seja, o objetivo final ndo foi
atingido. Em um segundo experimento, os autores testaram diferentes doses de
GnRH (50, 100 e 250 pg) em vacas ovariectomizadas que estavam com
dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR). Os tratamentos foram
realizados 36 h apds a remogdo do CIDR. Nao houve diferenca entre os
tratamentos na concentracdo média de LH no pico e no intervalo do tratamento
ao pico (h). Porém, as vacas que receberam 250 pg apresentaram maior
liberacdo de LH pela hipofise, tendo maior concentragdo de LH no plasma que
as vacas que receberam 50 pg ou 100 pg, e ainda, as vacas do grupo 250 pug
tiveram maior duragdo do surto de LH que as vacas de 50 pg. Fica claro entdo,
que o efeito do GnRH pode ser dose dependente, de acordo com a circunstancia.

E importante salientar que varios estudos abordam o uso de GnRH na
tentativa de melhorar os indices de prenhez aplicando-o apds a cobrigdo. A
administragdo de agonista de GnRH (Buserelina), em vacas, 12 dias apds a
cobrigdo por touros, promoveu pico nas concentracdes séricas de LH 2 - 3 h
apos a injecdo e diminuiu nas 2 horas subsequentes. E, para as vacas que
receberam salina, ndo foram observadas diferengas nas concentra¢des no mesmo
periodo (5 horas) de amostragem (YILDIZ et al., 2009). Resultados similares
foram encontrados em relagdo ao pico de LH, com a mesma droga ¢ mesma dose
(10,5 pg), porém, o tratamento foi realizado sete dias apds a IA em novilhas
(KAYGUSUZOGLU et al., 2010). Nesses casos, pode-se concluir que a
dindmica farmacologica das concentragdes de LH em resposta a aplicacdo de
GnRH em momentos distintos pds-cobrigao foi semelhante.

O GnRH também ¢ utilizado com o objetivo de controlar a ovulagdo.
Esse uso pode acarretar possiveis consequéncias da aplicagdo sobre a dindmica e

as caracteristicas fisicas do foliculo pré-ovulatério. A ovulagdo prematura
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induzida por GnRH (100 pg de Gonadorelina) administrado 12 h antes da IA
afetou o didmetro do foliculo ovulatorio, resultando em menor didmetro e
consequentemente menor concentragdo de P4 (MUSSARD et al., 2007). Dentro
de parametros de normalidade fisiologica ¢ possivel inferir que quanto maior o
foliculo, maior o nimero de células da granulosa e, por conseguinte, maior o
potencial esteroidogénico do futuro corpo liteo (PFEIFER et al.,, 2012).
Adicionalmente, vacas tratadas com GnRH, com pulso de LH proximo da
ovulagdo, ttm maiores concentra¢des de P4 comparadas as vacas tratadas, porém
sem pulso. Ainda, o tempo de administracdo do GnRH influencia o pulso de LH
e consequentemente as concentragdes de P4, sendo que vacas tratadas entre 10 e
11 h apds o inicio do estro apresentam maiores concentragdes de P4 do que os
animais tratados entre 14 ¢ 15 h (FIELDS et al., 2009).

O intervalo de tempo do inicio do estro até o pico (concentragdo mais
alta dentro do surto) do surto de LH diminui com o uso de GnRH (Gonadorelina
e Buserelina) aplicado durante os primeiros sinais de estro em comparagdo a
vacas que ndo recebem tratamento algum. Por outro lado, o tratamento nao foi
capaz de alterar o intervalo de tempo do pico do surto de LH até a ovulagdo
(KAIM et al., 2003).

Outra forma de produzir efeito similar a aplicagdo de GnRH ¢ o uso
conjunto do proprio LH, objetivando ndo apenas a sincroniza¢do da ovulagdo,
mas também a possivel corre¢do de problemas na fungdo ovariana, tais como
cistos e anestro. Nesse sentido, e atentando para o fato de ser comum sincronizar
vacas com o protocolo Ovsynch (com duas aplicagdes de GnRH intercaladas de
9 dias e uma de PGF2a no dia 7), COLAZO et al. (2009b) testaram, além do
protocolo com duas doses de GnRH (grupo 1), GnRH no dia 0 e LH suino (LHs)
no dia 9 (grupo 2), LHs no dia 0 ¢ GnRH no dia 9 (grupo 3) e LHs nos dias 0 ¢ 9
(grupo 4). Em todos os grupos a IA foi realizada 14 - 18 h depois da segunda

dose de GnRH ou LHs. Com isso, os autores relataram que a taxa de gestagdo
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foi maior no grupo 2 do que nos outros grupos. De 366 vacas do estudo, 45
foram consideradas nao ciclicas e dessas, 21 apresentavam cisto folicular
ovariano. As vacas ndo ciclicas tiveram maior resposta ovulatoria em relacdo a
primeira dose de LHs ou GnRH do que as vacas ciclicas. De maneira geral a
resposta ovulatdria foi maior nos animais que receberam LHs no dia 0 do que
nos animais que receberam GnRH no dia 0. Estes achados indicam a dupla
funcdo de uma gonadotrofina e de seu horménio liberador como elementos de
sincronizacdo da ovulagdo e de corregdo de disfun¢do ovariana.

Deve-se ter cautela com administragdes repetidas de GnRH, pois a
aplicag@o, por exemplo, 5 e 15 dias apés a inseminagdo pode aumentar o
intervalo de estro e aumentar o risco de ndo gestacdo. Esse efeito prejudicial da
aplicacdo repetida de GnRH (dias 5 e 15) parece resultar da diminuicao dos
receptores de LH, ja que esses receptores sdo, geralmente, expressos nas
pequenas células luteais. A estimulagdo excessiva desses receptores, resultante
das aplicagdes repetidas de GnRH, faz com que as pequenas células luteais se
transformem mais rapidamente em grandes células luteais, ndo seguindo o curso
fisiologico do desenvolvimento do corpo luteo e sendo assim, o LH pode perder,
em parte, seu efeito luteotrofico (ALILA; HANSEL, 1984; BARTOLOME et
al., 2005; FITZ et al., 1982).

Existem diferencas entre as ac¢des dos agonistas de GnRH, tanto
relacionados com a molécula dos mesmos, quanto em relagdo as dosagens
utilizadas. Em um estudo com vacas Holandesas (RAJAMAHENDRAN et al.,
1998), implantes de Deslorelina nas doses de 700 e 2100 pug provocaram maior
liberagdo de LH, em um periodo de 0 - 12 h de tratamento, do que injecao de
Buserelina (8 pg, i.m.). E ainda, o implante de 700 pg induziu maior liberagéo
que o de 2100 pg. As concentragdes plasmaticas de LH nos trés grupos
aumentaram dentro de uma hora, atingiram valores maximos dentro de 3 horas e

mantiveram-se altas por até 5 - 6 h. Apds esse periodo, as concentragdes
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comecaram a declinar até os patamares basais novamente. O grupo Deslorelina
700 teve maiores concentragdes basais de LH entre 12 - 48 h comparado ao
grupo 2100 e Buserelina. A maior liberagdo de LH pelos implantes do que pela
Buserelina pode ser devida as altas doses de Deslorelina. O motivo pelo qual
Deslorelina 700 teve maior liberagdo aguda e maiores concentragdes basais de
LH pode ser pela dessensibilizacdo dos gonadotrofos em resposta a dose mais
alta (2100 pg).

Com o intuito de melhorar a sincronia das ovulagdes e
consequentemente aumentar as taxas de gestacdo, o GnRH foi usado no
protocolo de sincronizacdo da ovula¢do no dia da IA. O objetivo foi atingido,
pois a taxa de gestacdo foi maior quando se administrou GnRH. Essa melhora na
sincronizac¢do da ovulagdo pode ter sido provocada pela indugdo de um surto de
LH pré-ovulatorio mais constante e pela estimulagdo da ovulacdo nas vacas que,
por algum motivo, poderia ter sido adiada (SA FILHO et al., 2010).

E importante saber que, dependendo do agonista de GnRH utilizado, da
dose e do tempo de utilizagdo, as alteragdes referentes ao LH e concentragdes de
P4 podem ser variaveis. Nao obstante, o emprego de agonistas de GnRH e LH
deve ser considerado como vantajoso para a fertilidade, de acordo com a maioria

dos relatos documentados na literatura.

2.3 Formacéo de corpo liteo acessorio

Em vacas reprodutivamente normais, geralmente, apdés a ovulagao,
ocorre a formagdo de apenas um corpo lateo (CL). No entanto, artificios para
formagdo de corpos luteos acessorios estdo sendo usados com o objetivo de
aumentar as concentragdes de P4 (BECH-SABAT et al., 2009). Sendo assim,
Howard et al. (2006) observaram que em vacas tratadas com 100 pg de GnRH

(Gonadorelina) no 5° dia ap6s a A ocorreu a formagdo de CL acessorio no 13°
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dia. De modo semelhante, em estudo realizado com vacas sob efeito de estresse
térmico, foi verificado que animais tratados com 100 pg de GnRH
(Gonadorelina) no dia 5 pds IA apresentaram aumento no nimero de CLs entre
os dias 5 € 17 pos IA, € no 17° dia o nimero de CLs presentes foi maior nas
vacas que receberam GnRH no dia 5 do que nas vacas que receberam o GnRH
11 dias depois da [A ou que ndo foram tratadas (WILLARD et al., 2003).

Além do GnRH, a Gonadotrofina Coridénica humana (hCG) também
pode ser utilizada com intuito de induzir formagdo de CL acessoério em vacas de
leite (BELTRAN; VASCONCELOS, 2008). Segundo Stevenson et al. (2007),
existe relacdo linear e positiva entre o numero de foliculos > 5 mm no momento
do tratamento (entre 4 e 9 dias pds IA) com GnRH ou hCG e o nimero de CLs
induzidos, sendo que os animais com 1 ou 2 foliculos > 5 mm tiveram menos
CLs induzidos do que os que apresentavam 4 ou mais foliculos desse mesmo
tamanho. Em vacas de corte o efeito do hCG ¢ similar ao efeito em vacas de
leite, sendo este hormonio capaz de induzir a ovulacdo quando usado 7 dias apds
a IATF. Com isso, foi observado que o numero de CLs acessorios foi maior com
0 hCG quando comparado ao uso de salina (grupo controle). Em adi¢do, no dia
33, a propor¢do de vacas prenhes que apresentavam CLs acessorios foi maior no
grupo hCG que no controle (DAHLEN et al., 2010). Ainda, o GnRH ou o hCG
podem ser utilizados apds a confirmagdo da gestagdo, sendo que ambos
horménios sdo capazes de formar nova estrutura luteal (STEVENSON et al.,
2008). A administracdo de hCG aos 29 dias pdés IA ampliou o nimero de CLs
acessorios no estudo de Bartolome et al. (2012).

De maneira geral, pode ser observado que a indu¢do da formagdo de
corpo lateo acessorio ocorre com sucesso quando se administra hormoénios
luteotréficos ao longo do ciclo estral, criando mais opg¢des que podem ser

adicionadas a protocolos reprodutivos.
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2.4 Progesterona e Gestagao

A progesterona ¢ um hormoénio esteroide produzido pelo corpo luteo
(STOUFFER, 2006), sendo responsavel pela manutengdo da gestagao,
principalmente nos seus dois ter¢os iniciais, em bovinos (SHELDON et al.,
2002). Na gestacdo, a P4 exerce influéncia sobre o desenvolvimento do embrido,
producdo de interferon-tau e inibicdo da cascata luteolitica (SHAHNEH et al.,
2008).

Concentragdes subotimas de P4 podem prejudicar a gestagdo e provocar
perda embrionaria. Estudos tém sido realizados para tentar resolver esse
problema, porém, ha ainda muita inconsisténcia sobre a utilizagdo de hormonios
luteotroficos para aumentar a P4 enddgena com o objetivo de melhorar a
fertilidade (HOWARD et al., 2006).

Garcia-Ispierto et al. (2006) observaram em seu estudo que vacas com
corpo lateo adicional tém 0,32 vezes menos chance de perder a gestacdo do que
vacas com somente um corpo luteo. Esse resultado sugere que, provavelmente,
vacas com concentragdes subotimas de P4 durante o periodo fetal precoce
podem ter o desenvolvimento do concepto comprometido.

Além de depender da secregdo, as concentracdes de P4 dependem,
também, da taxa de clearance da circulagdo (SILVESTRE, 2003). Vacas de leite
de alta producdo tém alto consumo de alimento, com isso o fluxo sanguineo no
figado ¢ aumentado, podendo esse fator causar aumento no metabolismo de
esteroides (SANGSRITAVONG et al., 2002). Alguns autores presumem que a
perda fetal precoce de vacas de alta produgdo leiteira possa estar relacionada ao
alto catabolismo da progesterona devido a alta ingestdo de alimentos, & fungéo
luteal deficiente, ou ambos, levando entdo, a concentragdes de progesterona

abaixo do esperado para manter a gestacdo (BECH-SABAT et al., 2009).
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Ataman et al. (2011) avaliaram o uso de GnRH (injecdo de 20 pg de
Buserelina) 12 dias apo6s a IA e seu efeito na concentragdo de P4 no plasma e
taxa de gestacdo em vacas de leite. Vacas prenhes que receberam o GnRH
tiveram suas concentragdes maiores nos dias 18 e 21 que as vacas prenhes que
receberam salina. Apesar desses valores encontrados em relagdo as
concentragdes nos dias 18 e 21 terem sido importantes e significativos, as taxas
de gestagdo entre os dias 21 e 45 ndo foram diferentes. Em outro estudo
(PAKSOY; KALKAN, 2010), conduzido em fazenda de gado de leite, cinco
grupos de animais foram formados, administrando-se 10 ng de Buserelina
(GnRH) no dia da IA e 12 dias ap6s, ou GnRH no dia da IA e hCG 12 dias apos,
ou hCG em ambos os dias, ou hCG primeiro ¢ depois GnRH, ou salina em
ambos os dias, sendo identificados como grupos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente.
Nao houve diferenca entre os grupos para taxas de gestacdo. Entre as fémeas
gestantes em cada grupo houve diferenca na concentracdo de P4 no soro
sanguineo somente no dia 5 para o quarto grupo, sendo menor nesse grupo que
nos demais, e entre as ndo gestantes, as concentragdes desse hormonio ndo
foram diferentes em quaisquer dias. Entdo, os tratamentos nao foram capazes de
influenciar as taxas de gestagdo e concentra¢cdes de P4. Em contraste com este
estudo, Lopez-Gatius et al. (2006) mostraram que a administragdo de GnRH
(100 pg de Gonadorelina) no dia da IA e 12 dias apos foi efetiva em aumentar a
taxa de gestacdo de vacas de leite de alta producdo durante a estagdo quente do
ano. Por outro lado, o uso de uma tnica dose de GnRH (Gonadorelina) 12 dias
apods a IA nao melhorou o desempenho reprodutivo de vacas leiteiras (SZENCI
et al., 2006). Esses resultados sdo coerentes com os de Franco et al. (2006) que
relataram que a administragdo de GnRH nos dias 11-15 apdés a ovulagdo
esperada ou inseminacdo ndo aumentou a fertilidade de vacas e novilhas de leite.

Vasconcelos et al. (2011) compararam a taxa de gestacdo e a

concentragdo de P4 no soro sanguineo empregando diferentes tipos de
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protocolos para indugdo de ovulagdo, buscando definir qual o mais adequado em
relagdo a inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF) e transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF). Os protocolos foram: GnRH (100 pg de
Gonadorelina) + P4, PGF2a, estradiol, IATF ou TETF; e Estradiol + P4, PGF2q,
estradiol, IATF ou TETF. Esses autores relataram que as taxas de gesta¢ao aos
28 e 60 dias com TETF foram maiores que as taxas com IATF,
independentemente do protocolo, entretanto, ndo houve diferenca entre os
protocolos. Sete dias apds o inicio do protocolo, as concentragdes de P4 no soro
sanguineo foram maiores no grupo do GnRH do que do estradiol. Essa
concentragdo maior para GnRH era de se esperar, pois, aparentemente, vacas
que ovulam em resposta ao GnRH tendem a formar CL acessorio, que culmina,
geralmente, com aumento da P4 circulante. No entanto, 17 dias ap6s o inicio do
protocolo ndo houve efeito de tratamento na P4. Uma das vantagens da
transferéncia de embrides ¢ o uso de somente embrides viaveis. Nota-se que a
TE tem sido cada vez mais utilizada, sejam os embrides produzidos in vivo ou in
vitro. A TE tem-se mostrado importante, principalmente por diminuir os danos
causados nos primeiros dias de fertilizacdo/gestagdo. Os efeitos de qualidade de
oocitos, de desenvolvimento inicial do embrido e de estresse caldrico afetando a
fertilidade tém sido reduzidos por essa biotecnologia.

A administracdo de GnRH (100 pg de Gonadorelina) 5 dias apds a 1A
aumentou a concentra¢do de P4 no soro sanguineo no 13° dia pos IA, e apesar
desse resultado, as taxas de gestagcdo ndo foram diferentes entre o grupo GnRH e
o controle (HOWARD et al., 2006). Corroborando esse estudo, Beltran e
Vasconcelos (2008) observaram que as concentragdes séricas de P4 aumentaram
do 7° para o 12° dia com injegdo de GnRH (100 ug de Gonadorelina) aplicada no
dia 5 pos A, em relacdo aos animais nao tratados. Ainda, a aplicagdo do mesmo
agonista do GnRH no 5% ou 11° dia apds a inseminagdo aumentou as

concentragoes de P4 no soro sanguineo a partir de quatro dias apos a injegdo,
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que persistiu até o 192 ap6s a IA. O motivo da administra¢do de GnRH nos dias
5 e 11 apds a inseminagdo € que, no primeiro caso, ocorre indugdo da ovulagio
do foliculo dominante da primeira onda, assim ha formacao de CL acessorio e
este CL ajudaria a aumentar a P4 no inicio do ciclo. E no segundo caso, além de
causar aumento da producao de P4, esse tempo coincide com o periodo critico
do reconhecimento materno da gestagdo que se da 3 - 4 dias apoés, e entdo tende
a evitar o inicio dos efeitos luteoliticos, que acabam prejudicando o embrido,
podendo haver sua perda. Mas, esses efeitos do GnRH ainda precisam ser
melhor elucidados, pois apesar do aumento das concentragdes de P4, ndo houve
diferenca na taxa de gestagdo entre vacas tratadas com GnRH no dia 5 ou 11 pds
IA, em relagdo ao controle (WILLARD et al., 2003). Além disso, o tratamento
com GnRH 11 dias apés a ovulagdo esperada ndo alterou as concentracdes
plasmaticas de P4 no dia 15 em novilhas inseminadas durante o periodo de
estresse calorico e também ndo influenciou a taxa de gestacao (FRANCO et al.,
2006).

Alguns rebanhos de alta producdo leiteira t€m alta incidéncia de perda
fetal precoce. Na tentativa de diminuir essas perdas, foi realizado um estudo
(BECH-SABAT et al, 2009) com dois tratamentos: administracdo de
progesterona (PRID); ou GnRH no primeiro diagnostico de gestagdo (28 - 34
dias apods a IA). Com isso, foi observado que a concentracdo de P4 no plasma,
sete dias ap6s o tratamento, aumentou com PRID em comparagdo ao GnRH e
grupo controle (animais ndo tratados). Ainda, as fémeas com gestacdo de apenas
um bezerro com um unico corpo luteo, tratadas com PRID, tiveram a
probabilidade de perda fetal precoce diminuida em relacdo as fémeas que
receberam GnRH. Em contrapartida, os animais com dois ou mais CLs que
foram tratados com PRID tiveram trés vezes mais chance de perda de gestacdo
em comparacdo aos que receberam GnRH. E, apesar da producdo de P4 direta

do CL nao ter sido avaliada, o uso de dispositivo intravaginal de liberagdo de P4



25

(PRID) por 28 dias no dia do primeiro diagndstico de gestagdo (28 - 34 dias) foi
capaz de aumentar as concentra¢cdes plasmaticas de P4 nos primeiros sete dias
apos o tratamento, comparado ao grupo que recebeu GnRH ou que ndo recebeu
tratamento algum. Esses resultados indicam que o excesso de progesterona foi
associado a perdas fetais quando mais de um CL estava presente.

E fato observar que existem varios estudos sobre a utilizagdo de diversos
horménios, inclusive agonistas de GnRH, com o objetivo de promover alteragdo
de caracteristicas luteais, aumento subsequente nas concentragdes de P4 e
melhora nas taxas de gestagdo. Porém, como foi visto, ainda ndo ha coeréncia
quanto ao tempo especifico de administracdo das drogas e possivelmente,
também, pode haver diferenca na poténcia dessas drogas. Adicionalmente, &
relevante observar que a maioria dos estudos com horménios sintéticos usados
com tais objetivos, refere-se a IA ou IATF, sendo raros os estudos com
transferéncias de embrides. Até o momento da redagdo dessa revisdo ndo havia

estudos relacionando o tema com a utilizagdo de embrides produzidos in vitro.
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Aplicacdo de Agonistas de GhnRH no Momento da Transferéncia de

Embrides Produzidos In Vitro em Vacas Holandesas

Contetdo

Alta produgdo de leite pode prejudicar a eficiéncia reprodutiva em vacas
Holandesas pela diminui¢ao da progesterona circulante. A transferéncia
de embrides (TE) produzidos in vitro, além do tratamento com agonistas
de GnRH podem melhorar as taxas de gestacdo em vacas Holandesas em
lactacdo. Foi hipotetizado que a administragdo intramuscular (i. m.) de
agonistas de GnRH em vacas Holandesas no dia da TE com embrides
produzidos in vitro aumenta o nimero de corpos luteos acessorios, a
concentracdo de progesterona e a taxa de gestacdo. Dias em lactagdo
médio foram 190,4 + 133 dias. Escore de condi¢dao corporal médio foi de
3,37 £ 0,45. As receptoras (n = 254) foram alocadas para um de trés
tratamentos i.m. no dia da TE: Controle — 2,5 ml de salina; Buserelina —
10 pg de acetato de Buserelina; Deslorelina — 750 nug de acetato de
Deslorelina. Ultrassonografia e amostras de sangue foram feitas no dia e

sete depois do tratamento. O primeiro diagnostico de gestacdo foi
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realizado aos 30 - 40 dias e o segundo aos 60 - 80 dias pos TE.
Porcentagens de vacas gestantes e com CL acessorio foram analisadas
pelo procedimento GENMOD (SAS™) como distribui¢do binomial. As
concentracdes de progesterona foram analisadas como medidas repetidas
no tempo pelo modelo misto do procedimento MIXED (SAS®). A
propor¢do de vacas com CL acessério foi maior para a Buserelina
comparada ao controle (P = 0,0045) e Deslorelina (P < 0,0001). As
concentracdes totais de progesterona nao foram influenciadas (P = 0,84)
pelos tratamentos. A taxa de gestacdo final nao foi diferente (P = 0,32)
entre os tratamentos. Em conclusdo, os agonistas de GnRH nao

melhoraram as taxas de gestagdo, nas condi¢des do presente experimento.

Palavras-chave: Bovinos. Taxa de gestacdo. Progesterona. Hormdnios

sintéticos.

Introducéo

E sempre importante que os animais de um rebanho leiteiro

estejam saudaveis, principalmente para assegurar bons resultados na
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reproducdo. Na gestacdao a P4 exerce influéncia sobre o desenvolvimento
do embrido, producdo de interferon-tau e inibicdo da cascata luteolitica
(Shahneh et al., 2008). Concentragdes subotimas de P4 podem prejudicar
a gestagdo e provocar perda embriondria. Vacas de leite de alta produgdo
tém alto consumo de alimento, com isso o fluxo sanguineo no figado ¢
aumentado, podendo esse fator causar aumento no metabolismo de
esteroides, diminuindo, por consequéncia, as concentracoes de P4 na
circulacdo, levando, entdo, a provavel queda na fertilidade desses animais
(Sangsritavong et al., 2002).

A indugdo de corpo luteo acessorio tem sido realizada com o
objetivo de elevar a P4 circulante (Bech-Sabat et al., 2009). Garcia-
Ispierto et al. (2006) observaram em seu estudo que vacas com corpo
luteo adicional t€ém 0,32 vezes menos chance de perder a gestagao do que
vacas com somente um corpo luteo. Vacas que receberam GnRH no dia
da TA e 12 dias apds, tiveram 3,7 vezes mais chance de apresentar CL
acessorio do que vacas que nao receberam dose alguma (Lopez-Gatius et
al. 2006).

A aplicagdo de GnRH 5 dias apds o estro para inducdo de CL

novo promoveu elevagdo da concentragdo de P4 (Schmitt et al. 1996).
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Beltran e Vasconcelos (2008) observaram que as concentragdes séricas de
P4 aumentaram do 7° para o 12° dia com inje¢do de GnRH aplicada no
dia 5 pos [A, em relacdo aos animais ndo tratados. A administra¢do de
GnRH 5 dias ap6s a TA aumentou a concentragdo de P4 no soro
sanguineo no 13° dia pds IA, e apesar desse resultado, as taxas de
gestacdo ndo foram diferentes entre o grupo GnRH e o controle (Howard
et al., 2006).

Adicionalmente, ¢ relevante observar que a maioria dos estudos
com hormonios sintéticos usados com o objetivo de promover alteragdo
de caracteristicas luteais, aumento subsequente nas concentracdes de P4 e
melhora nas taxas de gestacdo, refere-se a IA ou IATF, sendo raros os
estudos com transferéncias de embrides. O objetivo desse estudo foi
verificar os possiveis efeitos do uso de agonistas do GnRH no momento

da TE na melhora da taxa de gestagao de vacas Holandesas.
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Material e Métodos

Local e Epoca do ano

O experimento foi conduzido entre os meses de agosto e outubro
de 2011, totalizando 42 dias, na Fazenda Sado Jodo, localizada no
municipio de Inhatima — MG, de latitude -19° 29° 28”’ e longitude -44°

23723,

Animais e Tratamentos

Duzentos e cinquenta e quatro animais foram utilizados, sendo que
animais que repetiram estro ao longo do estudo foram reutilizados,
totalizando 285 eventos (n = 285). Foram utilizadas vacas em lactacdo da
raca Holandesa, ordenhadas duas vezes ao dia, mantidas em free-stall e
alimentadas com racdo completa total formulada para atender ou exceder
as exigéncias do NRC para vacas de leite em lactacdo (National Research
Council, 2001). O valor médio para dias em lactagdo (DEL) dos animais

foi 190,4 + 133 dias. Para analise de DEL foram criadas duas classes:
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DEL1 < 130 dias e DEL2 > 130 dias. O escore de condicdo corporal
(ECC) médio foi de 3,37 + 0,45 (escala de 1 a 5). Foram criadas duas
classes de ECC para analise: ECC1 < 3,25 e ECC2 > 3,25. O nimero de
lactagdes médio foi de 2,04 + 0,08. Duas classes de niimero de lactagao
foram criadas para avaliar o efeito de paridade e de sua interagdo com
tratamento sobre a taxa de gestacdo: primiparas e multiparas. A produgdo
média de leite aos quatorze dias foi de 26,75 + 0,52 Kg. As vacas foram
alocadas aleatoriamente para um de trés tratamentos no dia da
transferéncia do embrido. No caso de repeticao de cio, apds haverem sido
implantadas anteriormente, era mantida a aleatoriedade, o que,
eventualmente colocou vacas em tratamentos diferentes ou nao, dos quais
esses animais haviam participado. Os animais receberam um de trés
tratamentos por via intramuscular (i.m.), sendo eles: 1) Controle — inje¢ao
de 2,5 ml de solucdo salina; 2) Buserelina — injecdo de 10 pg de acetato
de Buserelina (Sincroforte®, Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil); 3)
Deslorelina — inje¢@o de 750 pg de acetato de Deslorelina (Sincrorrelin®,
Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil). Os tratamentos foram administrados a

grupos de vacas distintos, semanalmente, ao longo de 42 dias. As
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receptoras apresentavam estro natural, o qual era observado duas vezes

por dia (manha e tarde).

Embrides

Os embrides foram produzidos no Laboratorio Querenga Embrides
a partir de doadoras da raca Holandesa da propria fazenda Sao Jodo. Foi
utilizada a técnica de aspira¢do folicular ou ovum pick-up (OPU) para
recuperagdo de ovocitos. Os embrides foram produzidos in vitro a partir
da fertilizagdo com sé€men de varios touros de fertilidade semelhante. A

transferéncia do embrido foi realizada pelo método nao cirargico.

Avaliacao ultrassonogréafica dos ovarios

A avaliagdo dos ovarios foi realizada via endorretal com o
ultrassom Aloka SSD 500 (Berger, Sao Paulo, SP, Brasil) equipado com
transdutor linear de 5,0 MHz. O primeiro exame ultrassonografico foi
realizado imediatamente antes da transferéncia do embrido, e sete dias

apos, foi feito o segundo exame. Animais detectados com presenca de
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corpo luteo receberam, no momento da colocagdo do embrido, um dos
trés tratamentos ja mencionados previamente. Dados de foliculos, corpo
luteo e corpo luteo acessorio foram mapeados manualmente em relatorios
de campo, de acordo com localizagdo na imagem do ultrassom. A
formagdo de corpo luteo acessorio foi considerada quando na primeira
avaliacdo existia corpo luteo e na segunda avalicdo houve formagao de
nova estrutura luteinica no local onde havia foliculo anteriormente.

Para a determinagdo do efeito dos tratamentos sobre a formagao de

corpos luteos acessorios foram contabilizados 146 eventos.

Coleta de sangue para determinacéo da progesterona (P4)

Imediatamente antes da primeira avaliagdo dos ovarios e sete dias
apos a aplicagdo do tratamento, 10 ml de sangue foram coletados via
artéria/veia coccigea em tubos vaccutainer heparinizados, para
determinacdo de P4. As amostras de sangue foram mantidas resfriadas até
serem centrifugadas (1000 x g, 20 min). O plasma foi separado,
armazenado em tubos identificados esterilizados (3810X standard®,

Eppendorf, Alemanha) mantidos a -20°C até o ensaio para determinagdo
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de P4. As concentragdes de P4 foram determinadas por radioimunoensaio
(RIA). O coeficiente de variacdo (CV) intra-ensaio foi de 2,03%.

O total de 65 vacas foi utilizado para as dosagens de progesterona
(P4), sendo entdo, 130 amostras (duas amostras para cada animal). O
numero de amostras analisadas em cada tratamento foi: Controle (n = 23),

Buserelina (n = 21); e Deslorelina (n = 21).

Diagnostico de gestacdo e perda embrionaria

A ultrassonografia transretal foi realizada por técnico experiente
aos 30 - 40 dias para diagnostico de gestag@o inicial e aos 60 - 80 dias
para confirmagao da gestacao.

Para o diagnostico final de gestagdo, 267 eventos foram
considerados, pois 18 vacas foram diagnosticadas prenhes no diagnoéstico
inicial, porém, nao foram examinadas novamente, ndo confirmando,
entdo, a gestacdo no diagnodstico final. Quarenta e trés vacas nao tiveram
o diagnostico inicial e no segundo diagnostico estavam vazias, entdo

foram consideradas somente para efeito do tratamento sobre o diagnostico
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final de gestagdo. Para o diagnoéstico inicial, somente, foram analisados
242 eventos, pois 43 eventos nao tiveram esse diagnodstico.

Para analise de perda embrionaria foram computados somente 55
eventos, pois nem todas as vacas, como ja reportado previamente, tiveram

diagnosticos inicial e final.

Analises Estatisticas

Todas as analises foram realizadas pelos procedimentos do
Statistical Analysis System (SAS, 2002).

Os dados relativos as propor¢des de vacas gestantes, de perdas
embrionarias e de presenga de CLs acessoOrios foram tratados como
modelos generalizados no procedimento GENMOD, considerando-se a
distribui¢do binomial. As propor¢des foram comparadas por contrastes
ortogonais, considerando-se o valor de 5% como diferenca estatistica.

As concentragdes de progesterona foram submetidas a analise de
variancia utilizando o procedimento Mixed. O modelo incluiu os efeitos
de tratamento, de dia e da intera¢do tratamento versus dia. O termo de

erro foi vaca dentro de tratamento. O numero e diametro dos corpos
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luteos acessorios foram submetidos a andlise de variancia pelo
procedimento GLM. As médias foram comparadas pelo teste SNK. O

valor de 5% determinou diferenca estatistica.

Resultados

A propor¢do de vacas gestantes no diagnodstico final ndo foi
influenciada (p = 0,08) pela classe de DEL (20,7 vs 12,3%, para DELI1 e
DEL2, respectivamente). O escore corporal ndo influenciou as taxas de
gestacdo inicial e final e ndo houve interagdo com tratamento. As
propor¢des de vacas gestantes ao diagnodstico final de gestacdo foram
16,13% (25/155) e 16,07% (18/112) para as classes ECC1 e ECC2,
respectivamente. O diagnodstico final de gestacdo ndo foi influenciado
pela classe de paridade e ndo houve efeito da interagdo com o tratamento.
As proporg¢des de vacas gestantes no diagndstico final de gestacao foram
de 15,25% (18/118) e 16,78% (25/149) para as classes de paridade de
primiparas e multiparas, respectivamente.

A quantidade de CLs acessorios (p = 0,70) ndo foi influenciada

pelos tratamentos. Os numeros médios de CLs acessorios foram 1,16 +
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0,13; 1,21 +£ 0,09 e 1,00 + 0,23, nos tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente.
Nao houve efeito (p = 0,98) do tratamento sobre o didmetro do CL
acessorio. O diametro do CL acessorio, independentemente dos
tratamentos, teve correlagdo positiva (r2 = 037, p = 0,05) com a
concentracdo de progesterona.

A concentracao de progesterona ndo foi influenciada pela presenca
de CL acessorio, ndo havendo efeito interativo com o tratamento. No
entanto, a aplicacdo de Buserelina aumentou a propor¢dao de vacas com
presenca de CL acessorio, em comparagdo ao grupo controle (p = 0,0045)
e ao grupo da Deslorelina (p < 0,0001). Por outro lado, a Deslorelina teve
efeito negativo (p = 0,04), diminuindo a propor¢do de vacas com CL

acessorio em comparagao ao controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Proporgédo de vacas com presenga de corpos luteos acessorios

uma semana apos o uso ou ndo de agonistas de GnRH

CL Acessorio

Tratamento Ausente Presente Total
Controle” 76,47% (39/51) 23,53% (12/51) 51
Buserelina® 48,94% (23/47) 51,06% (24/47) 47
Deslorelina® 91,67% (44/48) 8,33% (4/48) 48
Total 72,60% (106/146)  27,40% (40/146) 146
p <0,0001

Letras diferentes nas colunas indicam as seguintes diferengas: Contraste 1- Controle vs
Buserelina (p = 0,0045); Contraste 2- Buserelina vs Deslorelina (p < 0,0001); Contraste
3- Controle vs Deslorelina (p = 0,04).

Contrastes foram gerados no procedimento de modelos generalizados (GENMOD).

Tanto a Buserelina quanto a Deslorelina ndo foram efetivas em
aumentar as concentracdes de P4 em relagcdo ao grupo controle, sete dias
apds os tratamentos. Porém, em relagao ao dia de administragdo houve
diferenca significativa (p < 0,0001), sendo que para os trés grupos a
média de concentragdo de P4 foi maior sete dias apds a transferéncia do

embrido (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragdes de progesterona em vacas da raca Holandesa no
dia da transferéncia do embrido e sete dias depois. Numeros sao médias

dos quadrados minimos (LSM) =+ erro padrao da média

Progesterona (ng/mL) Probabilidade
Trat' Dia*
7 14 Trat  Dia Trat*Dia

Con(n=23) 2,56+042 568+043 0,84 0,0001 0,17
Bus (n=21) 239+0,45 591+046
Desl (n=21) 2,58+045 5,10+0,46
Média 2,51 £026* 5,56+0,26°

*Dia 7 = dia da transferéncia do embrido; Dia 14 = uma semana depois
'Con = Controle; Bus = Buserelina; Desl = Deslorelina
Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica

A taxa de gestagao no diagnostico inicial foi maior (p < 0,05) para
os animais do grupo Buserelina em comparagdo ao grupo controle

(Tabela 3).
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Tabela 3. Propor¢do de vacas gestantes ao primeiro diagnostico de

gestacdo (30 - 40 dias) em relacdo ao uso ou ndo de agonistas de GnRH

Tratamento Gestante Nao gestante Total
Controle 24,05% (19/79)° 75,95% (60/79) 79
Buserelina  38,27% (31/81)" 61,73% (50/81) 81
Deslorelina  28,05% (23/82)™ 71,95% (59/82) 82
Total 30,17% (73/242) 69,83% (169/242) 242
p<0,05

Letras diferentes na coluna indicam diferenga estatistica.

Contrastes foram gerados no procedimento de modelos generalizados (GENMOD).

De 285 eventos tratados, 43 vacas ndo tiveram o primeiro diagnostico de gestagdo, entdo
242 eventos foram analisados para o primeiro diagndstico em relagao aos tratamentos.

As taxas de gestagdo no diagnostico final ndo foram diferentes (p

= 0,32) entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Propor¢do de vacas gestantes no segundo diagnostico de

gestacao (60 - 80 dias) em relagdo ao uso ou ndo de agonistas de GnRH

Tratamento Gestante Ndéo gestante Total

Controle  13,04% (12/92)  86,96% (80/92) 92
Buserelina  20,93% (18/86)  79,07% (68/86) 86
Deslorelina  14,61% (13/89)  85,39% (76/89) 89

Total 16,10% (43/267)  83,90% (224/267) 267

p=0,32
Considerando-se o diagnostico de gesta¢do final (60 - 80 dias), de 285 eventos, 267
foram analisados.
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As perdas embrionarias foram semelhantes (p = 0,97) entre os
tratamentos, tendo sido de 20% (3/15), 21,74% (5/23) e 23,53% (4/17)

para controle, Buserelina e Deslorelina, respectivamente.

Discussao

A correlagdo positiva (r* = 0,37; p = 0,05) do diametro do CL
acessoOrio com a concentragdo de progesterona, independentemente dos
tratamentos, corrobora, em parte, os resultados de Marques et. al (2012)
nos quais o didmetro médio maior do CL acessorio foi associado a
concentragdes mais elevadas de progesterona.

O aumento na propor¢do de vacas com presenca de CL acessorio
no grupo tratado com Buserelina estd de acordo com o estudo de
Rajamahendran et al. (1998), porém em relagdo a Deslorelina, os
resultados divergem. Esses autores, utilizando injecdo de Buserelina (8
pg, i.m.) e implantes de Deslorelina em diferentes doses (75, 150, 700 e
2100 pg) no 5° dia do ciclo estral, observaram que houve indugdo da
ovulacdo extra em todas as vacas, formando-se estruturas semelhantes na

aparéncia ao CL espontaneo. Os mesmos autores verificaram, também,
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que com a dose mais baixa de Deslorelina ja foi possivel induzir a
formacao de CL acessorio. A diferenca de resultado entre este e aquele
estudo em relagdo a Deslorelina pode ser a forma de administracdo. No
presente estudo foi feita aplicagdo intramuscular, e no estudo de
Rajamahendran et al. (1998) foram colocados implantes subcutaneos,
porém os autores nao relataram o periodo, mas, por ser implante, o tempo
de a¢do normalmente ¢ mais longo e isso pode ter diferido da aplicagdo
intramuscular. Ainda, diferindo em parte dos resultados deste estudo, o
tratamento com agonista de GnRH (8 pg de Buserelina) no dia 5 do ciclo
estral provocou ovulagdo e forma¢dao de um CL induzido em todas as
fémeas tratadas (Schmitt et al., 1996). Essa propor¢ao aproximou-se do
dobro daquela encontrada no presente estudo com o uso de Buserelina
(51,06%). Resultados ainda mais inferiores (25,7%) do que os daqueles
autores foram reportados por Stevenson et al. (2008). Essas diferencas
podem estar relacionadas com as dosagens, tipo de agonista e de outras
condigdes ndo controladas entre os ensaios.

Embora ndo seja comparavel ao presente estudo, em relacdo ao
produto utilizado em si, o objetivo de induzir a ovulagdo e formar CL

acessorio ¢ o mesmo quando se aplica hCG apos a IA. Por exemplo, o
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tratamento com hCG sete dias pos a IA, provocou o aparecimento de nova
estrutura luteal 14 dias ap6s a inseminag¢do em 90,6% das vacas tratadas
(Dahlen et al., 2010), valor superior aos encontrados em nosso estudo.
Entretanto, em outro estudo (Stevenson et al., 2008), a formagdao de CL
acessorio com o uso de hCG (50,0%) foi semelhante a do presente estudo
com a Buserelina. Em casos nos quais o hCG foi mais eficaz do que o
GnRH para aumentar a producdo de P4 pelo CL (Schmitt et al., 1996;
Stevenson et al. 2007; Beltran e Vasconcelos, 2008), uma possivel
explicagdo seria que o hCG tem meia vida mais longa que o GnRH, e por
consequéncia, tem seu efeito luteotrofico prolongado (Khoramian et al.,
2011). Tanto o uso de agonistas de GnRH quanto de hCG apresenta
resultados conflitantes ¢ dependem de condi¢des experimentais, o que
limita comparagdes definitivas de acordo com a literatura estudada.

O intuito de aumentar as concentracdes de P4 pela formagdo de
corpos luteos acessorios nao foi atingido com a aplicacdo de agonistas de
GnRH, no presente estudo. Esse resultado € consistente com o de
Stevenson et al. (2007), que relataram que apesar de observarem a
formagdo de CL acessOrio, como no presente estudo, o uso de

Gonadorelina entre os dias 4 - 9 apds a IA ndo provocou diferenca na
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concentracdo de P4. Kaygusuzoglu et al. (2010), usando 10,5 pg de
Buserelina sete dias apos a inseminagdo, também ndo observaram
alteracdes nas concentracdes de P4 de novilhas prenhes durante 24 dias
apos a IA. Porém, outros resultados demonstram uma associagdo entre a
formagdo de CL acessorio e concentragdes de P4, diferindo em parte do
presente estudo. Willard et al. (2003) observaram que as concentragdes de
P4 aumentaram em vacas de leite submetidas ao estresse caldrico tratadas
com GnRH no dia 5 apos a [A. Mas, similarmente ao presente resultado,
o uso de GnRH no dia 11 pés IA ndo alterou a P4. E possivel que o
foliculo dominante ndo estivesse sensivel no dia 11 em comparagdo com
o dia 5. Comparativamente, o0 momento de aplicacdo dos agonistas de
GnRH no presente estudo (D7) foi intermedidrio. Contudo, ndo foi
possivel explicar a dissociacdo entre as concentragdes de P4 e a formacao
de CLs acessorios, tampouco a diferente resposta, quanto a CLs
acessorios entre a Buserelina e a Deslorelina. De forma diferente desse
estudo, a aplicagdao de Gonadorelina, Buserelina e Deslorelina no estro foi
capaz de aumentar as concentracdes de P4 (Ullah et al., 1996;
Rajamahendran et al., 1998). Essa maior produgao de P4 pode estar ligada

a hipertrofia e hiperplasia do CL (Shahneh et al., 2008), o que poderia, em
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parte, explicar a observagdo de efeitos positivos sobre a producao de P4
independentemente da producdo de CLs acessorios. Aparentemente, um
dos motivos que podem alterar a resposta a aplicacdo de agonistas de
GnRH, ¢ o momento da onda folicular em que eles sdo aplicados. A
aplicacdo de 10 pg de Buserelina 4 dias mais tarde em relacdo ao
momento de colocacdo dos embrides do presente estudo, promoveu
aumento na concentracdo de P4 no plasma entre o dia da TE (d =0) e o
dia 8 apds a mesma (Galimberti et al., 2001). Esse resultado foi diferente
do presente estudo, podendo estar relacionado ao fato de que aqueles
autores compararam as diferencas de P4 entre o dia da TE e 8 dias depois
e ndo os valores absolutos, como no nosso caso, ressalvando-se que a P4
do dia 7 foi utilizada como covariavel nas analises.

Considerando-se somente o primeiro diagnostico de gestagao (30 -
40 dias), a Buserelina aumentou a taxa de gestagdo em relagdo ao
controle. De forma semelhante ao presente estudo, embora aplicada no
momento do estro ¢ relativo a IA, Kaim et al. (2003) relataram aumento
de 14,2% na taxa de gestacdo com o uso de Buserelina. J4, com aplicagdo
de Gonadorelina cinco dias apo6s a IA em vacas em lactacdo (Howard et

al., 2006), a taxa de gestacao aos 40 dias (26,7%) foi inferior a encontrada
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no presente trabalho com uso de Buserelina (38,3%). Campanile et al.
(2007), trabalhando com bubalinos, diferentemente do presente resultado,
ndo encontraram melhoras nas taxas de gestacdo aos 26 dias apds a IA
com o uso da Buserelina 5 dias apos a inseminagdo. Nao obstante, a taxa
geral de gestagdo observada por esses autores foi superior as observadas
no presente experimento (63,6% vs 30,17%), independentemente dos
diversos tratamentos aplicados nos dois estudos.

No diagnostico final de gestagdo (60 - 80 dias) ndo houve
diferenga entre os grupos, neste trabalho. De maneira semelhante, a taxa
de gestagdo 55 dias apos a IA nao foi aumentada com a administracao de
GnRH nos dias 5 ou 15 (Bartolome et al., 2005). Também, Galimberti et
al. (2001) observaram que nao houve diferenca na taxa de gestagdo entre
as vacas tratadas (65,0%) com GnRH (Buserelina) quatro dias apds a TE
e o grupo controle (63,6%). Apesar de ndo ter havido diferenca no
trabalho desses autores, as taxas de gestagdo foram maiores que as deste
trabalho, refletindo a maior viabilidade de embrides produzidos in vivo e
implantados em receptoras mesticas Holandés X Zebu, mais adaptadas ao
clima tropical brasileiro. Em contraste, as receptoras desse experimento

eram da raca Holandesa, localizadas em regido de clima tropical e os
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embrides produzidos in vitro. Por outro lado, Marques et al. (2012)
relataram que 10 pg de Buserelina no dia 7 do ciclo estral promoveram
aumento na taxa de gestacdo de receptoras mesticas que receberam
embrides congelados que foram produzidos in vivo. Khoramian et al.
(2011) constataram que a taxa gestagao por A, aos 45 dias, em vacas que
receberam 20 pg de Buserelina 5 - 6 dias pos IA, ndo foi diferente do
grupo controle. Esse resultado esta de acordo com o estudo em questao,
no qual nao foi observada diferenca entre Buserelina e controle.

Vacas tratadas com GnRH 14 dias apds a ovulagdo apresentaram
melhora significativa nas taxas de gestacao (20,3% vs 12,7%) em relagao
as vacas controle (Franco et al., 2006). Ja no presente experimento, as
proporgdes de vacas gestantes dos grupos Buserelina e controle foram
20,9% e 13,0%, respectivamente, porém essa diferenca nao foi
significativa, provavelmente em fun¢do do menor nimero de animais por
tratamento (241 vs 86 eventos). Lopez-Gatius et al. (2006) aplicaram
Gonadorelina no dia da IA (GnRH-0), ou GnRH no dia da TA e 12 dias
apos (GnRH-0 + 12), ou ndo trataram (controle) e observaram que a
probabilidade de gestacdo dos animais do grupo controle e do grupo

GnRH-0 diminuiu por um fator de 0,46 e 0,80, respectivamente, em
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comparacdo ao grupo GnRH-0 + 12. As duas doses de GnRH podem ter
eliminado os problemas de infertilidade do periodo quente do ano, uma
vez que a taxa de concepcao foi (35%) para esses animais, sendo que na
estacdo fria a taxa registrada foi de (34%). Considerando-se que o
presente experimento foi realizado em clima quente também, nao foi
observada melhora na taxa de gestacdo, ressalvando-se que foi realizada
transferéncia de embrides produzidos in vitro. Ainda, Shahneh et al.
(2008) relataram que houve melhora na taxa de gestagdo quando as vacas
foram tratadas com GnRH no momento da IA, visto que, 55% das vacas
que receberam GnRH ficaram gestantes e 25% do grupo controle ficaram

gestantes, sendo essa diferenca, significativa.

Conclusao

Os agonistas de GnRH ndo melhoraram a taxa de gestagdo final e
ndo alteraram as concentragdes de P4 no presente estudo, embora a
propor¢do de vacas com CL acessorio tenha sido maior com uso de

Buserelina.
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