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RESUMO: o objetivo do experimento foi testar os efeitos do acetato de deslorelina
sobre o aumento dos niveis séricos de FSH, para melhorar o desenvolvimento folicular
durante o ciclo estral de vacas com média de 45 dias pos-parto (DPP), bem como,
reduzir o periodo voluntario de espera (PVE) e buscar o aumento das taxas de prenhez.
O presente estudo, foi dividido em dois experimentos (A e B). Dois protocolos de
sincronizagdo de estro foram comparados em vacas (n=72) da raca Holandesa Preto e
Branca no periodo de margo a setembro de 2010, em dois municipios pertencentes a
regido oeste do Parana — PR. No experimento A, todos os animais (n = 20), receberam
no dia 0 do protocolo, um dispositivo intravaginal contendo 558 mg de progesterona
natural e 2 mg de benzoato de estradiol (BE) pela via intramuscular (IM). Apos a
remocdo do implante no dia 8 (D 8), aplicou-se pela via IM em todos os animais, 0,150
mg de d-cloprostenol e apoés este procedimento, as vacas foram separadas
aleatoriamente em dois grupos: Grupo controle (Gl), sem tratamento ao D 8§ do
protocolo, e o grupo tratamento (G2), no qual se administrou 100 pg de acetato de
deslorelina (veiculo de liberagdo rapida) via IM ao D 8. No dia 10, apenas o Gl
recebeu a 2% dose do acetato de deslorelina por via IM, ja que os animais G 2 ovularam
24 horas ap06s a primeira aplicagdo da deslorelina, decidindo-se entdo, ndo insemina-las.
Apenas o G1 foi submetido a inseminagdo artificial em tempo fixo, no dia 11 do
protocolo com uma taxa de prenhez de 40% (4-10). No experimento B, vacas (n=52),
receberam o mesmo protocolo utilizado para o experimento A citado acima, porém a
dose aplicada de acetato de deslorelina no D 8 foi de 150 pg, e em veiculo de liberagdo
lenta. Avaliagdes ultrassonograficas foram realizadas dos dias 0 a 11 do protocolo e
amostras de sangue foram coletadas todos os dias em 5 animais de cada grupo para
ambos os experimentos. No experimento A, ficou evidente que o acetato de deslorelina
foi capaz de promover aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de FSH
(G2=3,4047 = 0,7943; G1=1,5324 + 1,1405) ¢ (P=0,0001), porém, ao mesmo tempo, as
concentragdes plasmaticas de LH aumentaram significativamente (G2=14,2870 =+
6,3588; G1=1,4510 = 0,3753) ¢ (P=0,001), fazendo com que as vacas do G 2
ovulassem precocemente. No experimento B, o didmetro do foliculo pré-ovulatorio
apresentou diferencas significativas (G2=1,7222 + 0,1095; G1=1,5785 £ 0,0896) e
(P=0,0001). A taxa de prenhez no experimento B, foi maior no grupo tratamento (57,7
%) em relagdo ao grupo controle (34,61 %). As concentracdes plasmaticas de LH
diferiram significativamente entre os tratamentos (G2=15,9065 + 4,3902; G1=1,5103 +
0,5750) e (P= 0,02830). Concluimos que no presente trabalho, a dose de 150pg de
acetato de deslorelina administrada nos animais do G2, foi capaz de estimular o
desenvolvimento folicular, formando foliculos pré-ovulatérios maiores e por
consequéncia, melhorando a funcdo lutea uma vez que as concentracdes plasmaticas de
progesterona foram maiores nos dias 3 e 7 pds-inseminacdo artificial para o grupo G2
em relagdo ao G1 (D3 G1=0,8217 + 0,5000; G2=2,4654 + 2,7300) e (D7 G1=3,1860 +
0,8400; G2=4,1833 + 4,1700) com P=0,0283.

Palavras-chave: biotecnologias da reproducdo, hormodnios, Dindmica folicular,
dosagem hormonal.
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ABSTRACT: The experiment aimed to test the effects of deslorelin acetate on the rise
in serum FSH to enhance follicular development during the estrous cycle of cows
averaging 45 days postpartum (DPP), as well as reduce the voluntary waiting period
(VWP) and to seek an increase in pregnancy rates. This study was divided into two
experiments (A and B). Two estrus synchronization protocols were compared in cows
(n = 72) Holstein Black and White in the period from March to September 2010 in two
cities from the western region of Parand - PR. In the experiment, all animals (n = 20)
received on day O of the protocol, an intravaginal device containing 558 mg of natural
progesterone and 2 mg of estradiol benzoate (EB) by intramuscular (IM). After removal
of the implant on day 8 (D 8) was applied intramuscularly in all animals, 0,150 mg d-
cloprostenol and after this procedure, the cows were randomly divided into two groups:
control group (G1) 8 D without treatment protocol and treatment group (G2) in which it
was administered 100 mg of deslorelin acetate (vehicle quick release) intramuscularly to
D 8. On day 10, only the G1 received a 2nd dose of deslorelin acetate intramuscularly,
since animals G 2, ovulated 24 hours after the first injection of deslorelin, deciding then
not inseminate them. Only G1 was subjected to fixed-time artificial insemination on the
11th of the protocol with a pregnancy rate of 40% (4-10). In experiment B, cows (n =
52), received the same protocol used for the experiment cited above, but the applied
dose of deslorelin acetate on D 8 was 150 mg, and slow delivery vehicle.
Ultrasonographic evaluations were performed from days 0-11 of the protocol and blood
samples were collected every day from five animals from each group for both
experiments. In experiment A, it was evident that the deslorelin acetate was able to
promote significant increase in plasma FSH (G2 = 3.4047 + 0.7943, G1 = 1.5324 +
1.1405; P = 0.0001), but at the same time, plasma concentrations of LH increased
significantly (G2 = 14.2870 + 6.3588, 1.4510 = 0.3753 = G1; and P = 0.001), causing
the cows of the G2 ovulate early. In experiment B, the diameter of the preovulatory
follicle showed significant differences (G2 = 1.7222 + 0.1095, 1.5785 + 0.0896 = G1)
and (P = 0.0001). The pregnancy rate in experiment B, was higher in the treatment
group (57.7%) compared to the control group (34.61%). Plasma concentrations of LH
differed significantly between treatments (G2 = 15.9065 + 4.3902, 1.5103 £ 0.5750 =
Gl) and (P = 0.02830). We conclude that in the present study, the dose of 150ug
administered deslorelin acetate on the G2 was able to stimulate follicular development,
forming pre-ovulatory follicles larger and consequently, improving luteal function since
the plasma concentrations of progesterone were higher on days 3 and 7 post
insemination for G2 compared to G1 (G1 D3 =0.8217 + 0.50, G2 =2.4654 £ 2.73) and
(D7 G1 =3.1860 £ 0, 84, G2 =4.1833 £ 4.17) with P = 0.0283.

Keywords: biotechnology of reproduction, hormones, follicular dynamics, hormonal
dosage.
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INTRODUCAO

O Brasil exerce grande papel como exportador mundial de leite, sendo
considerado o sexto maior produtor do mundo, e tendo grande potencial para
crescimento na atividade leiteira durante os proximos anos (FAO, 2009).

A alta produgdo leiteira ao passar das ultimas décadas, decorrente da melhoria
nas técnicas de manejo e da seleg@o genética, estd associada a uma menor eficiéncia
reprodutiva que € o mais importante componente do sucesso econdémico em rebanhos
leiteiros (ROYAL et al., 2000; LOPEZ et al., 2004; SANTOS et al., 2004). Uma das
possiveis causas destas falhas reprodutivas em rebanhos de alta produgdo leiteira é o
decréscimo da expressdo de cio, que culmina na diminui¢do na taxa de servigo
aumentando assim, o intervalo parto concepgao, afetando negativamente o desempenho
reprodutivo (PURSLEY et al., 1997).

Para a obtencdo de melhores indices reprodutivos frente a alta produgdo, foram
desenvolvidos programas de controle farmacoldgico do ciclo estral, como a
sincronizag¢do do desenvolvimento folicular, o controle do corpo luteo (CL), regressao e
sincronizagdo da ovulagdo para melhorar a taxa de prenhez, permitindo o
desenvolvimento e o sucesso da inseminagdo artificial em tempo fixo que se tornou
ferramenta integrante da otimizacdo do manejo reprodutivo em rebanhos leiteiros
(PURSLEY et al., 1997).

Para tanto, o conhecimento da fisiologia da reproducdo de uma espécie ¢
fundamental para o emprego de biotécnicas, como a sincronizagdo de cio, inseminagao
artificial e transferéncia de embrides, que permitem aumentar o potencial reprodutivo,
bem como, acelerar o ganho genético (GIOSO et al., 2005).

Existem varias linhas de tratamentos hormonais que permitem a Inseminagdo
Artificial em Tempo Fixo (IATF), sendo que uma destas utiliza implantes ou
dispositivos contendo progestagenos associados a tratamentos com estradiol para
sincronizar a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular, com o intuito de
aumentar a velocidade em que os animais sdo inseminados no pds-parto, facilitando o
manejo e reduzindo o periodo voluntario de espera (PVE) (BO et al., 1995).

O uso de hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH) e seus analogos
(agonistas e antagonistas) tornou-se uma valiosa ferramenta para explorar os processos

fundamentais da fung¢do reprodutiva dos animais (THATCHER et al., 1993).
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Agonistas sintéticos do GnRH, aplicados rotineiramente na pratica veterinaria,
tém uma meia-vida maior na circulagdo sanguinea quando comparado ao decapeptideo
natural ¢ maior afinidade de ligacdo ao receptor de GnRH (DAVIS et al., 2003).

A administracdo crénica de agonistas do GnRH em fémeas bovinas, por
exemplo, produz falhas no funcionamento da hipo6fise e ovario. Os efeitos hipofisarios
sdo conhecidos como a infra-regulacdo da hipofise, que se resume a varias mudangas,
dentre elas, baixa regulagdo dos receptores de GnRH, a dessensibilizacdo da hipofise ao
GnRH enddgeno, bem como a supressdo da liberagdo pulsatil de LH (GONG et al.,
1996; BELLMAN et al. 2002; D'OCCHIO et al, 2002; SCHNEIDER et al, 2002).
Tratamentos com farmacos a base de GnRH podem ainda, produzir falhas na
capacidade esteroidogénica das células foliculares e auséncia de foliculos pré-
ovulatérios (GONG et al, 1996; RAJAMAHENDRAN et al, 1998;. GARVERICK et al,
2002;. HAMPTON et al., 2004). No entanto, os efeitos do tratamento com GnRH nos
odcitos ainda sdo desconhecidos, porém, informagdes sobre o numero e a qualidade dos
ovocitos sdo fundamentais na busca de novas aplicagcdes pro-fertilidade do GnRH
(D'OCCHIO et al., 2000).

O agonista do GnRH acetato de deslorelina, quando utilizado em tratamentos
continuos com implantes contendo 5 mg durante o periodo de involugdo uterina, tem
uma multiplicidade de efeitos, como por exemplo, o desenvolvimento folicular, maior
involugdo fisica do ttero e colo do utero, aumento da tonicidade da parede uterina, e
frequéncia reduzida de descargas anormais do colo do utero (SILVESTRE et al., 2009)
que se da pela ligacdo do FSH e LH aos seus receptores, associada com uma ativacdo
direta da adenilato-ciclase para produzir AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e ativar
vias de sinalizacdo que aumentam a expressdo da COX-2 (Ciclooxigenase dois) e
produgdo de PGE2 (prostaglandina E2) no miométrio e colo uterino (SHEMESH,
2001).

Ambos, AMPc e PGE2 induzem o relaxamento desses tecidos. No entanto,
uma condi¢do anovulatéria prolongada € imposta apds a retirada do tratamento
formando barreiras para a fertilidade normal (SILVESTRE et al., 2009). Portanto, uma
dose menor do acetato de deslorelina pode ter efeito positivo sobre a involugdo uterina,
sem uma condic¢ao anovulatoria prolongada.

Outro beneficio do agonista do GnRH, acetato de deslorelina, ¢ a indugdo da
ovulacdo em vacas leiteiras. Ambrose et al. (1998) verificaram que quando utilizado

como a ultima injecdo de GnRH do protocolo Ovsynch ou no 5° dia do ciclo estral,
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induziu maior secre¢do de LH quando comparado a buserelina (RAJAMAHENDRAN
et al., 1998), o que pode melhorar a diferenciagdo do CL, resultando em maior fase lutea
(AMBROSE et al., 1998).

Ambrose et al., (1998) observaram que as vacas que receberam o implante
apresentaram melhor taxa de crescimento do CL, e maiores concentracdes plasmaticas
de P4 comparadas ao grupo controle, concluindo-se que uma liberagdo prolongada de
GnRH fornecida pelo implante de deslorelina induziu um pico de LH de dura¢do maior
e, portanto, estimulou de forma mais efetiva a diferenciacdo e o crescimento do CL,
aumentando assim sua funcionalidade.

A liberagdo cronica do GnRH pela deslorelina, sobre os receptores
gonadotropicos na adenohipdfise, cria um periodo de insensibilidade ao GnRH
(D’OCCHIO et al., 2000). Esse estado transitorio de insensibilidade para com o GnRH
diminui as gonadotropinas de apoio ao crescimento e maturacdo do foliculo.
Coletivamente, o uso de uma dose baixa de deslorelina, resulta em fun¢ao luteal normal
ou melhorada (AMBROSE et al., 1998), associada a uma supressdo transitoria no
desenvolvimento do foliculo, o que pode aumentar a fertilidade (AMBROSE et al.,
1998; RAJAMAHENDRAN et al., 1998; D’OCCHIO et al., 2000; BARTOLOME et
al., 2004). Foi observado que foliculos pré-ovulatérios maiores geram corpos lateos
(CLs) maiores, que secretam maiores quantidades de P4, melhorando assim o
desenvolvimento embrionario inicial e consequentemente aumentando a taxa de prenhez

em fémeas bovinas (VASCONCELOS et al., 2001).
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OBJETIVO GERAL

Testar o efeito do acetato de deslorelina sobre o desenvolvimento de
foliculos ovarianos de vacas leiteiras de alta produ¢do submetidas a protocolos de

Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Restabelecer a ciclicidade em vacas lactantes a partir do 45° dia pos-parto

2) Avaliar a adi¢@o do acetato de deslorelina dentro de protocolos de IATF, visando
aumentar a qualidade do foliculo dominante formado.

3) Avaliar a capacidade do acetato de deslorelina em promover maior liberagao do
horménio foliculo estimulante (FSH).

4) Comparar as taxas de prenhez em cada grupo



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA: Aplicacdes do agonista do GnRH acetato de

deslorelina na reproducio de bovinos
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RESUMO: O hormoénio liberador de gonadotropinas (GnRH) ¢ um decapeptideo
neuronal que desempenha papel crucial na reprodu¢do de mamiferos. O GnRH e seus
andlogos sdo usados extensivamente no tratamento de doengas hormdnio-dependentes,
como o anestro pds-parto, por exemplo, sendo aplicado também, em biotécnicas de
reproducdo assistida. Na Medicina Veterinaria, o GnRH e seus agonistas sdo
amplamente integrados a tratamentos pro-fertilidade como superar a redugdo da
fertilidade por disfungdo ovariana, induzir a ovulagdo, melhorar taxas de prenhez, bem
como a atividade lutea. Agonistas do GnRH sdo integrados a tratamentos continuos, que
levam a dessensibilizagdo do eixo hipdfise-ovariano, promovendo a baixa regulagdo dos
receptores de GnRH nas células gonadotropicas, a dessensibilizagdo da adenohipodfise
ao GnRH endbégeno, bem como a supressdo da liberagdo pulsatil de LH, sendo também
recomendado para aplicagdo em tratamentos anti-fertilidade, como a inibicdo da
ovulacdo ou bloqueio reversivel do ciclo estral e para acelerar a involugdo uterina. O
objetivo desta revisdo ¢ descrever as caracteristicas do acetato de deslorelina como
agonista do GnRH, seus efeitos benéficos e colaterais dentro de sistemas de producao
leiteira.

Palavras-chave: Fertilidade, falhas reprodutivas, agonistas GnRH, indutores da
ovulacdo, prenhez

ABSTRACT: Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is a neuronal decapeptide
plays a crucial role in mammalian reproduction. GnRH and its analogues are used
extensively in the treatment of hormone-dependent diseases, such as postpartum
anestrus for example, being applied also in assisted reproductive biotechnologies.
Veterinary Medicine, GnRH and its agonists are widely integrated with pro-fertility
treatments how to overcome reduced fertility by ovarian dysfunction, induce ovulation,
improve pregnancy rates and luteal activity. GnRH agonists are integrated into ongoing
treatment, leading to desensitization of the pituitary-ovarian axis, promoting the down
regulation of GnRH receptors on gonadotropic cells, anterior pituitary desensitization to
endogenous GnRH, as well as the suppression of pulsatile LH release, and also
recommended for use in anti-fertility treatments, such as inhibition of ovulation or
reversible blockade of the estrous cycle and to accelerate uterine involution. The aim of
this review is to describe the characteristics of deslorelin acetate as GnRH agonist, its
beneficial effects and side effects in dairy production systems.

Keywords: Fertility, reproductive failure, GnRH agonists, induce ovulation, pregnancy
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1. INTRODUCAO

O GnRH (Hormoénio Liberador de Gonadotropinas) ocupa um papel central na
funcao reprodutiva de mamiferos, principalmente pela regulacdo da sintese e liberacdo
de gonadotropinas pituitdrias que por sua vez, modulam a esteroidogénese e a
gametogénese (SCHNEIDER et al., 2006).

O GnRH ¢ um neuropeptideo liberado de forma pulsatil e sincronizada de
neur6nios que terminam na eminéncia do hipotalamo basal, uma 4rea irrigada pelos
vasos portais hipotalamico-hipofisearios sendo trasnportado as células gonadotropicas
da adenohipofise, ligando-se aos receptores especificos da superficie celular,
desencadeiando uma sequéncia de eventos que incluem a agregacdo e a internalizacdo
de seus receptores, ativagdo do segundo mensageiro que sinaliza as vias de transducio,
a sintese e liberagdo de LH e FSH (SCHNEIDER et al., 2006).

A internalizacdo dos receptores de GnRH (apos sua ligagdo) induz a um estado
transitorio de insensibilidade das células gonadotropicas ao GnRH. Em circunstancias
normais, novos receptores de GnRH sao sintetizados e voltam a superficie das células
gonadotrdpicas, restabelecendo a resposta a subsequentes estimulos (D’OCCHIO et al.,
2000; McARDLE et al., 2002).

Duas caracteristicas distintas de agonistas do GnRH, em relacdo a sequéncia do
hormoénio natural, sdo de que os agonistas possuem maior afinidade para receptores de
GnRH e meia-vida longa na circulagdo (KARTEN & RIVIER, 1986). Essas
propriedades dos agonistas do GnRH permitem que sejam utilizados em doses
substancialmente inferiores. A resposta ao tratamento cronico com agonistas do GnRH
tem dois componentes: a fase aguda do tratamento, que pode durar por varios dias, e ¢
caracterizada por um aumento subto das concentracdes plasmaticas de LH e FSH,
seguida pelo retorno as concentragcdes basais e a uma fase cronica durante o qual a
secrecdo pulsatil de LH ¢ bloqueada (D'OCCHIO et al., 1996; GONG et al., 1996),
ocorrendo mais tarde como conseqiiéncia, a baixa regulacdo dos receptores de GnRH
em células gonadotrépicas (HAZUM & CONN, 1988) e um desacoplamento das vias
para o segundo mensageiro no interior das células. Esta falta de secrecdo pulsatil de LH
e FSH ¢ mantida por um longo tempo provavelmente pelo agonista do GnRH estar em

um limiar de concentragdo circulante (D'OCCHIO & ASPDEN, 1996). As duas fases da
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resposta aos agonistas GnRH, levou a estudos sobre o potencial pro-fertilidade e
aplicagOes anti-fertilidade destes farmacos em bovinos.

O acetato de deslorelina ¢ um dos agonistas mais utilizados na clinica
reprodutiva veterinaria (PETERS, 2005). E um analogo do GnRH produzido pela
substituicdo da glicina na posi¢do 6 pelo triptofano, retirando a glicina da posicao 10 e
adicionando uma amida na prolina da posi¢do 9 (6-D-triptofano-9-(N-etil-L-
prolinamida)-10- Desglicinamida LH-RH) como mostra a Figura 1. Estas substitui¢des
dao maior resisténcia a proteolise e alta afinidade da deslorelina para os receptores. A
natureza hidrofobica volumosa do triptofano na posi¢do 6 estabiliza a configuragdo
ativa da molécula (Figura 2) de deslorelina e sua proteina de ligagdo aumenta na
circulagdo, prolongando a meia-vida. O receptor de ligagdo e ativacdo (agonista) sdo
propriedades do NH, terminal, envolvido na ligagdo. O dominio NH, terminal, ¢
predominantemente responsavel pela ativagdo do receptor, possivelmente pela
conformagdo de peptideos alterados induzidos (SEALFON et al., 1997).

A poténcia relativa do acetato de deslorelina ¢ 144 vezes maior do que o GnRH
e 7,2 vezes maior do que o agonista de GnRH, Buserelina (AMBROSE et al., 1998;
PADULA, 2005). Estudos demosntraram que uma solu¢cdo aquosa de decapeptideos
agonistas do GnRH resulta na liberacdo de LH e FSH no prazo de 30 minutos apos a
injecdo. Assim sendo, varios agonistas e antagonistas de diversas poténcias foram
desenvolvidos (KIESEL et al.,, 2002; TRIGG, 2004; RAMAKRISHNAPPA et al.,
2005). Interagdes entre dose, poténcia e duragdo do tratamento, determinam em larga

escala, se os efeitos pro ou anti-fertilidade sdo induzidos (PADULA, 2005).
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pGlu' — His? — Trp® — Ser* - Tyr * — Gly® - Leu’ — Arg ® - Pro’ — Gly'’ - NH2

(GnRH)

pGlu1 — His* - Trp3 — Ser - Tyr > —d-Trp®— Leu’ — Arg ¥ _ Pro’ - NH2

(Deslorelina)

Figura 1 — Estrutura quimica do acetato de deslorelina (adaptado de PADULLA, 2000;
MILLAR et al., 2004).
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Figura 2 — Estrutura molecular do acetato de deslorelina
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O desenvolvimento de protocolos para impedir a ovulagdo no pos-parto em
bovinos leiteiros oferece tratamento pro-fertilidade, o qual diminui a incidéncia de
patologias uterinas e falhas na atividade ovariana. Fémeas bovinas tratadas
continuamente com agonistas GnRH, possuem dessensibilizagdo dos receptores
gonadotropicos hipofisarios ao estimulo do GnRH, o que restringe a liberagdo de
gonadotropina pulsatil e inibi¢do do desenvolvimento folicular na fase 2 a 3 mm
(GONG et al., 1996). A supressdo reversivel do ciclo estral em novilhas tem sido
alcancada com éxito usando o tratamento continuo com potentes agonistas GnRH
(D'OCCHIO et al, 1996; GONG et al, 1995).

Estudos iniciais utilizando tratamentos a base de agonistas GnRH durante o
puerpério, visaram a reducdo do anestro pos-parto em diferentes esquemas (forma
intermitente ou continua) pela avaliacdo da capacidade de induzir o breve retorno da
ciclicidade (ADAMS, 2005).

Frente as caracteristicas acima expostas, esta revisdo tem como objetivo abordar
a aplicacdo do acetato de deslorelina e seus beneficios na reproducao de vacas leiteiras

de alta producdo.

2. EFEITOS DA DESLORELINA NA ADENOHIPOFISE

2.1 SECRECAO DE LH E FSH

A secrecdo de gonadotropinas durante o tratamento continuo com agonistas do
GnRH ¢ caracterizada por duas fases: a fase aguda, que pode durar varios dias, onde a
secrecdo de LH ¢ aumentada em touros (MELSON et al., 1986) e novilhas (D'OCCHIO
et al., 1996) seguido por uma fase cronica, onde a liberagao pulsatil de LH ¢ bloqueada,
porém, a secre¢do basal ¢ mantida (MELSON et al., 1986). Em um estudo, vacas
holandesas de alta produgdo tratadas com implante subcutineo contendo 2100 pg de
deslorelina, apresentaram supressdo do LH, indicando dessensibiliza¢do dos receptores
gonadotropicos. A auséncia da ovulagdo apds injecdo com GnRH, confirma que a
secrecdo de grande quantidades de LH ndo ocorreu (MATTOS et al.,, 2001),
concordando com relatos prévios, nos quais bovinos submetidos a desafios com
agonistas GnRH tiveram respostas ao LH atenuadas ou completamente abolidas apos

tratamento cronico (GONG et al., 1996). Observou-se também, que injecdes repetidas



28

de deslorelina, uma ou duas vezes por semana, por um periodo de dois meses, alterou
significativamente os ciclos ovarianos de algumas vacas; houve respostas indiviuais
variadas que foram do anestro completo, a ciclos irregulares (PADULA &
MACMILLAN, 2005). Vacas leiteiras demonstraram sensibilidade ao tratamento com
deslorelina aplicada durante trés dias consecutivos no pos-parto imediato, o que resultou
em um prolongado periodo de anestro pos-parto (PADULA et al., 2000).

O tratamento continuo de vacas com agonistas do GnRH pode induzir a baixa
regulacdo dos receptores GnRH em células gonadotropicas, dessensibilizando a
adenohipofise para suprimir a liberacdo pulsatil de LH (D'OCCHIO et al., 2000), que
consequentemente, impede o desenvolvimento folicular, ovulagdo e formagdo do corpo

luteo (CL).

3. APLICACOES PRO-FERTILIDADE DA DESLORELINA

3.1 INDUCAO E REESTABELECIMENTO DA OVULACAO

O desenvolvimento folicular ovariano ¢ um processo dindmico caracterizado pela
emergéncia de ondas sucessivas, sendo que cada onda de crescimento folicular consiste
em um grupo de foliculos recrutados de um “poo!” de foliculos antrais, os quais sdo
gonadotropina dependentes (FIGUEIREDO et al., 2000).

A fertilidade do periodo pos-parto ¢ influenciada negativamente pela incidéncia de
anestro. Esta ultima condigao ¢ caracterizada pela auséncia de comportamento de estro,
que pode ser uma indicacdo de condi¢des de qualidade inferior (por exemplo, a
alimentagdo inadequada periparto) ou de condigdes patoldgicas (por exemplo, doengas
cronicas debilitantes ou doengas do utero e ovarios). Embora o inicio do crescimento
folicular ovariano durante o periodo pos-parto, geralmente nao seja afetado, o
desenvolvimento subseqiiente (desvio) e o destino do foliculo dominante s3o os
principais fatores que afetam o restabelecimento da ciclicidade ovariana (PETER et al.,
2009).

Os agonistas GnRH sdo utilizados para induzir a ovulagdo em protocolos de

sincronizagao do ciclo estral (SCHMITT et al, 1996; PURSLEY et al, 1998).
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Segundo Melo et al. (2005), a deslorelina e o extrato de pituitaria equina (EPE),
apresentam-se como alternativas eficazes para o desencadeamento da ovulacdo em
tempo pré-determinado sem a ocorréncia da formagdo de anticorpos, desta forma,
podendo ser utilizadas em varios ciclos consecutivos.

O aumento da secrecdo pulsatil de LH pela adenohipofise ¢ responsavel pela
ovulacdo, desenvolvimento e diferenciagdo do corpo luteo (CL) (PETERS et al., 1994).
A administrag¢do de deslorelina induz um pico de LH normal e eleva o LH basal. Altas
concentragdes basais de LH durante os primeiros estagios do ciclo estral podem
estimular o desenvolvimento e a diferenciacdo do CL em vacas com a ovulagdo
induzida por implantes de deslorelina (THATCHER et al., 1993).

Bartolome et al. (2004) sincronizaram e induziram a ovulagdo em vacas secas e
novilhas com implantes contendo 750 ug ou 1000 ug de acetato de deslorelina e
diacetato de gonadorelina 100 pug. O implante contendo deslorelina ndo suprimiu as
concentragdes plasmaticas de P4, mas sim, aumentou as concentragdes da mesma no
final do diestro. No entanto, estes aumentos foram esporadicos ¢ de magnitude minima.
As diferengas podem ser explicadas devido a sensibilidade de cada vaca frente as
diferentes doses do implante (BARTOLOME et al., 2004) que em estudos futuros,
devem ser reajustadas para minimizar o retorno anormal do estro e da ovulagéo.

A retomada da ciclicidade é claramente um ponto critico dentro de um sistema
produtivo, e deve ser reestabelecida o mais breve possivel no pds-parto para o aumento
nas taxas de prenhez, levando-se em consideragdo as interacdes ambientais, nutricionais

e endocrinas (PETERS & LAMMING, 1990).

3.2 INVOLUCAO UTERINA

O periodo do puerpério ¢ um processo fisiologico e global de modificagdes que
ocorrem na genitalia da fémea depois do parto, levando o 6rgdo a recuperacdo das
transformagoes ocorridas durante o periodo da prenhez, para finalmente atingir volume,
tamanho ¢ posi¢do, adquirindo novamente a capacidade reprodutiva para futura
gestacdo. A completa involug@o do ttero ocorre em uma faixa que varia de 25 a 30 dias
pos-parto (DPP), nos quais o tamanho do ttero aproxima-se do estado pré-gravidico
(HUSSAIN & DANIEL, 1991; AMBROSE et al., 2007), envolvendo a contracdo da

musculatura uterina para a descamacao do tecido caruncular excessivo, a qual tem seu
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inicio no sexto ou sétimo dia pds-parto, sendo acompanhada pela degeneracdo granular
do sarcoplasma, vacuolizacdo e atrofia do nucleo da célula miometrial sem necrose
celular (OLSON et al., 1986).

O retorno da ciclicidade em vacas lactantes estd intimamente relacionado ao
aumento das taxas de involug@o uterina em vacas lactantes. Se o primeiro cio pds-parto
ocorrer na presenca de um utero contaminado, o prolongamento da fase litea podera
ocorrer (SMITH & WALLACE, 1998; OPSOMER et al, 2000; ROYAL et al, 2000 b)
dificultando a involugdo uterina.

Durante as primeiras semanas pos-parto, o sistema imunologico da vaca € posto
a prova severamente (GOFF & HORST, 1997). A maioria das vacas desenvolve uma
endometrite leve e ndo patologica durante o puerpério. O inicio da endometrite esta
associado com um aumento na concentragdo de progesterona (LEWIS, 1997).

Animais que desenvolvem endometrite apresentaram menor concentracdo de
prostaglandina (PGFM) durante o periodo pos-parto (isto €, 0 al4 dias pds-parto), o que
contribui para uma reducdo da fungdo dos neutrofilos, comprometendo assim, a
capacidade do ttero de prevenir e/ou tratar infec¢des, que suprimem a liberacdo do
GnRH pelo hipotalamo com eventual reducdo na secre¢do do LH, retardando a funcao
ovariana, ou seja, a foliculogénese (MATEUS et al., 2002).

A administracdo do acetato de deslorelina, na forma de implantes em vacas
lactantes no pos-parto imediato, ¢ capaz de suprimir o crescimento folicular, reduzir as
concentracdes de estradiol e atrasar tanto o desenvolvimento do CL, como suas
concentragdes de progesterona (MATTOS et al., 2001).

Um experimento envolvendo tratamentos continuos com agonistas GnRH
(deslorelina, 5mg) durante o periodo de involugdo uterina, apresentou uma
multiplicidade de efeitos, dentre eles, relatam-se a involugdo fisica do ttero e colo do
utero, aumento da tonicidade da parede uterina, que culminam com a reducdo de
descargas uterinas (SILVESTRE et al., 2009). No entanto, uma condi¢do anovulatéria
prolongada apods a retirada do tratamento impde uma barreira a fertilidade normal
devido a redugdo da atividade ovariana (SILVESTRE et al., 2003). Foi demonstrado
também que a influéncia continua de agonistas GnRH por mais de uma semana, pode
comprometer a atividade ovariana prejudicando o desenvolvimento de foliculos e
odcitos bovinos (SCHNEIDER et al., 2006). Portanto, uma dose menor de deslorelina
pode ter efeito positivo sobre a involugdo uterina sem uma condicdo anovulatoria

prolongada como mostrou MATTOS et al., (2001), onde vacas receberam um implante
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degradavel contendo 2,1 mg de deslorelina no 7° dia pds-parto obtendo resposta a um
protocolo de sincronizagdo de cio com ovulag@o no 69° dia pos-parto (DPP).

Mais investigagdes sdo necessarias sobre o efeito da deslorelina com doses
ajustadas em tratamentos que visam otimizar a involucdo uterina e a ativagdo

sincronizada da atividade ovariana em vacas leiteiras de alta produgao.

4. APLICACOES ANTI-FERTILIDADE DO ACETATO DE DESLORELINA

Recentemente, implantes contendo o agonista GnRH deslorelina, tornaram-se
disponiveis para fins de investigacdo sobre a inibi¢do da prenhez em vacas ¢ novilhas
(D’OCCHIO et al., 2002).

Agonistas do GnRH foram originalmente desenvolvidos para tratar a
infertilidade tanto em machos quanto em fémeas, contudo, efeitos inibitorios foram
observados quando administrados em doses elevadas (NILLIUS et al., 1980). Eles
diferem do GnRH bioldgico por apresentarem maior meia-vida e grande afinidade de
ligacdo aos receptores gonadotropicos (CONN & CROWLEY, 1991), capaz de suprimir
o ciclo estral (D’OCCHIO et al., 2002), mas podendo reverter este estado (GONG et al.,
1995).

O tratamento cronico com agonistas do GnRH apresenta duas agdes: a primeira
fase, conhecida como estimulacdo, € caracterizada pelo aumento imediato nas
concentragdes de gonadotropinas plasmaticas, estimulando o crescimento do foliculo e
podendo causar a indugdo da ovulagdo (BERGFELD, D’OCCHIO & KINDER, 1996;
GONG et al., 1995; RAJAMAHENDRAN et al., 1998). A segunda fase, ou supressao,
bloqueia as secre¢cdes de LH. Este bloqueio ¢ mantido pelo tempo em que o farmaco
encontra-se presente na circulagdo, o que leva a inibi¢do da ovulagdo em concentragdes
suficientes (D’OCCHIO et al., 1996).

Implantes absorviveis de deslorelina contendo doses médias e baixas foram
colocados em novilhas zebuinas, de 14 a 23 meses de idade, destinadas a coberturas
futuras, para verificar a capacidade do horménio em promover a supressdo temporaria
da fertilidade. O tratamento com baixas ¢ médias doses de deslorelina reduziu
significativamente a propor¢do de novilhas que conceberam. Estes resultados indicaram

que bioimplantes contendo deslorelina t€ém potencial de aplicagdo no controle do tempo
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da primeira concep¢do em novilhas mantidas em manejos extensivos (D’OCCHIO et

al., 2000).

5. CONCLUSOES

Estudos recentes confirmaram os potenciais efeitos pro e anti-fertilidade pelo
uso de agonistas do GnRH em bovinos, aplicados no desenvolvimento de modelos
experimentais para a abordagem de questdes relacionadas ao desenvolvimento folicular
¢ maturacdo de oocitos. Esta revisdo destaca o potencial da utilizacdo de deslorelina, no
estudo dos seus efeitos sobre a ovulagdo precoce, refletido na fertilidade subsequente de
vacas leiteiras pos-parto. Mais estudos sdo necessarios para entender os fatores
responsaveis pela variabilidade na retomada da atividade ovulatéria apos a interrupgdo
do tratamento. Ha muito a ser esclarecido a respeito da influéncia de diferentes doses do
agonista GnRH deslorelina sobre o sistema reprodutivo, por pesquisas promissoras no
que tange ao desenvolvimento de fairmacos inovadores e novas medidas terapéuticas

para o uso do acetato de deslorelina em vacas leiteiras.
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CAPITULO 2
EFEITO DO ACETATO DE DESLORELINA SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE FOLICULOS OVARIANOS EM VACAS
HOLANDESAS DE ALTA PRODUCAO SUBMETIDAS A PROTOCOLOS DE

IATF
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EFEITO DO ACETATO DE DESLORELINA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
DE FOLICULOS OVARIANOS EM VACAS HOLANDESAS DE ALTA
PRODUCAO SUBMETIDAS A PROTOCOLOS DE IATF

(deslorelin acetate effects on development of ovarian follicles in high production
Holstein cows under TAI protocols)

RESUMO: A expansdo do nosso conhecimento sobre o controle da dinamica folicular
do ciclo estral de vacas leiteiras de alta produg@o resultou em novas perspectivas da
precisdo sobre o controle da ovulacdo, a qual pode ser mecanicamente controlada por
tratamentos a base de agonistas GnRH em combinagdo com progestagenos, estradiol e
prostaglandinas para a emergéncia sincronizada de uma nova onda folicular, bem como,
o aumento nas taxas de prenhez. Este estudo teve o objetivo de identificar a agdo do
agonista do GnRH acetato de deslorelina sobre o reestabelecimento da atividade ovarina
em vacas holandesas de alta producdo (média de produgdo acima de 25 L) com média
de 45 dias pos-parto. Foram realizados dois experimentos. No experimento A, todos os
animais (n = 20) receberam no dia 0 do protocolo, um dispositivo intravaginal contendo
558 mg de progesterona natural (Cronipres monodose”/Biogénesis-Bagé, Curitiba, PR)
¢ 2 mg de benzoato de estradiol (BE) (Cronibest®/Biogénesis-Bago, Curitiba, PR) IM.
Apds a remogao do implante no dia 8, aplicou-se pela via IM em todos os animais,
0,150 mg de d-cloprostenol (Croniben®/Biogénesis-Bago, Curitiba, PR) e apos este
procedimento, as vacas foram separadas aleatoriamente em dois grupos: Grupo 1 (G1)
(n=10), sem tratamento ao D 8, ¢ o Grupo 2 (G2) (n=10), no qual se administrou 100 pg
de acetato de deslorelina — dose indutora (veiculo de liberagdo rapida) (UNESP —
Botucatu, SP) via IM no D 8. No dia 10, apenas o grupo G 1 recebeu a 2% dose do
acetato de deslorelina por via IM, ja que os animais do grupo G 2 ovularam 24 horas
apos a primeira aplica¢do da deslorelina, decidindo-se entdo, ndo insemina-las. Apenas
o grupo G1 foi submetido a inseminagao artificial em tempo fixo no dia 11 do protocolo
com uma taxa de prenhez de 40% (4-10). No experimento A, ficou evidente que o
acetato de deslorelina foi capaz de promover aumento significativo nas concentragdes
plasmaticas de FSH (G2=3,4047 + 0,7943; G2=1,5324 + 1,1405) e (P=0,0001), porém,
ao mesmo tempo, as concentragdes plasmaticas de LH aumentaram significativamente
(G2=14,2870 = 6,3588; G1=1,4510 £ 0,3753) e (P=0,001), fazendo com que as vacas
do G 2 ovulassem precocemente. Nao se descarta a possibilidade do primeiro protocolo
ser utilizado em rebanhos leiteiros e para isso, mais estudos sdo necessarios.

No experimento B, vacas (n=52), receberam o mesmo protocolo utilizado para o
experimento A citado acima, porém a dose aplicada de acetato de deslorelina no D 8 foi
de 150 pg, em veiculo de liberagdo lenta. Avaliagcdes ultrassonograficas foram
realizadas dos dias 0 ao 11 do protocolo e amostras de sangue foram coletadas todos os
dias em cinco animais de cada grupo para ambos os experimentos. No experimento B, o
diametro (cm) do foliculo pré-ovulatério apresentou diferencas significativas
(G1=1,5785 + 0,0896; G2=1,7222 + 0,1095) e (P=0,0001). A taxa de prenhez no
experimento 1B foi maior no G2 (57,7 %) em relacdo ao Gl (34,61 %). As
concentragdes plasmaticas de LH diferiram significativamente entre os tratamentos
(G1=1,5103 + 0,5750; G2=15,9065 + 4,3902) ¢ (P= 0,02830). Como conclusao, a dose
de 150ug de acetato de deslorelina administrada nos animais do G2 do experimento B
foi capaz de estimular o desenvolvimento folicular, formando foliculos pré-ovulatorios
maiores € por consequéncia, melhorando a funcdo litea, porém uma vez que as
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concentragdes plasmaticas de progesterona foram maiores nos dias 3 e 7 pos-
inseminacdo artificial para o grupo G2 em relagdo ao G1 (D3 G1=0,8217 £ 0,5000;
G2=2,4654 £ 2,7300) e (D7 G1=3,1860 + 0,8400; G2=4,1833 + 4,1700) com P=0,0283.

Palavras-chave: indugdo de ovulagdo, reproducdo, inseminagédo artificial, recrutamento
folicular.
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Abstract: Expanding our knowledge about the control of follicular dynamics of the
estrous cycle of dairy cows with high production resulted in new perspectives on the
control precision of ovulation, which can be mechanically controlled by treatments
based on GnRH agonists in combination with progesterone, estradiol and prostaglandins
to the emergence of a new synchronized follicular wave, as well as the increase in
pregnancy rates. This study aimed to identify the action of GnRH agonist deslorelin
acetate on the reestablishment of ovarian activity in high production Holstein cows
(average yield above 25 L) with an average of 45 days postpartum. Two experiments
were conducted. In the experiment, all animals (n = 20) received on day 0 of the
protocol, an intravaginal device containing 558 mg of natural progesterone (Cronipres
monodose ® / Biogenesis-Bago, Curitiba, PR) and 2 mg of estradiol benzoate ( BE)
(Cronibest ® / Biogenesis-Bago, Curitiba, PR) IM. After removal of the implant on day
8, was applied by IM injection in all animals, 0,150 mg d-cloprostenol (Croniben ® /
Biogenesis-Bago, Curitiba, PR) and after this procedure, the cows were randomly
divided into two groups: Group 1 (G1) (n = 10), without treatment D &, and Group 2
(G2) (n = 10), in which it was administered 100 mg of deslorelin acetate - inducing dose
(vehicle quick release ) (UNESP - Botucatu, SP) intramuscularly in D 8. On day 10,
only the G 1 received a 2nd dose of acetate deslorelin intramuscularly, since the animals
in group G 2, ovulated 24 hours after the first injection of deslorelin, deciding then not
inseminate them. Only the group G 1 underwent artificial insemination at fixed time on
11 of the protocol with a pregnancy rate of 40% (4-10). In experiment A, it was evident
that the deslorelin acetate was able to promote significant increase in plasma FSH (G2 =
3.4047 +£0.7943, G2 = 1.5324 £ 1.1405) and (P = 0.0001 ), but at the same time, plasma
concentrations of LH increased significantly (G2 = 14.2870 + 6.3588, 1.4510 = 0.3753
= G1) and (P = 0.001), causing the cows of the G 2 ovulate early. Not rule out the
possibility of the first protocol to be used in dairy cattle and therefore, more studies are
needed.

In experiment B, cows (n = 52), received the same protocol used for the experiment
cited above, but the applied dose of deslorelin acetate on D 8§ was 150 mg in slow-
release vehicle. Ultrasonographic evaluations were performed from days 0-11 of the
protocol and blood samples were collected every day at 5 animals from each group for
both experiments. In experiment B, the diameter (cm) of preovulatory follicle showed
significant differences (G1 = 1.5785 + 0.0896, G2 = 1.7222 + 0.1095) and (P =
0.0001). The pregnancy rate in experiment 1B, was higher in G2 (57.7%) compared to
G1 (34.61%). Plasma concentrations of LH differed significantly between treatments
(G1 =1.5103 £ 0.5750, G2 = 15.9065 £ 4.3902) and (P = 0.02830). In conclusion, the
dose of 150ug of deslorelin acetate administered in the G2 B of the experiment was able
to stimulate follicular development, forming pre-ovulatory follicles larger and
consequently, improving luteal function but since the plasma concentrations of
progesterone were higher on days 3 and 7 post insemination for G2 compared to G1 (G1
D3 =0.8217 £ 0.5000, G2 = 2.4654 £+ 2.73) and (D7 G1 =3.18 + 0, 84, G2 =4.18 +
4.17) with P = 0.0283.

Keywords: ovulation induction, reproduction, artificial insemination, follicle
recruitment
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos tltimos anos, o uso de novas tecnologias, especialmente aquelas
relacionadas a produ¢@o animal, tornaram-se de grande importancia para a melhoria da
produgdo pecuaria no mundo. Dentre essas novas tecnologias, destaca-se a Inseminacdo
Artificial em Tempo Fixo (IATF), a qual tem sido utilizada por mais de duas décadas
para que ganhos genéticos desejaveis sejam alcangados. No entanto, a variabilidade na
resposta aos tratamentos hormonais, tempo e esforco necessario para realizar estes
tratamentos, limitam sua aplicacdo e generalizam o sucesso desta biotecnologia.
Protocolos atuais, designados para controlar tanto a fun¢ao luteal, bem como a folicular,
proporcionam a sincronizagio de estro sem a necessidade de detecciio do cio (BO et al.,
2002).

Muitos tratamentos hormonais foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a
velocidade em que os animais s3o inseminados no pos-parto, facilitando o manejo ¢
aumentando a eficiéncia reprodutiva, sendo um deles, o uso de dispositivo intravaginal
de progesterona associado ao benzoato de estradiol (BE) amplamente utilizado em
programas de sincronizacdo da ovulacdo para IATF tanto em vacas de corte quanto em
vacas leiteiras (MACMILLAN e PETERSON, 1993; MACMILLAN e BURKE, 1996;
BO et al., 2002). O tratamento consiste na administragdo de 2 mg de BE no momento da
insercdo do dispositivo intravaginal de progesterona (P4) no dia 0, retirada do
dispositivo ¢ administragdo de PGF2a IM no dia 7 ou 8. Porém, mesmo com o uso
destes protocolos hormonais, as baixas taxas de prenhez continuam a ser um problema,
principalmente em bovinos de leite de alta producdo em sistema confinado (Free stall).
O problema da baixa fertilidade em bovinos leiteiros parece ter multiplas causas e
dentre elas, cita-se a baixa concentragdo de estradiol (E2) circulante no pro-estro
(COLAZO etal., 2003).

O alto metabolismo hepatico em vacas de alta producdo afeta tanto as
concentragdes de E2 no pro-estro, como também diminui as concentragdes de
progesterona (P4) circulantes no diestro (SANGSRITAVONG, et al., 2002).

Em vacas leiteiras, a correlagdo entre producdo de leite e ingestdo de matéria
seca ¢ positiva. Vacas de maior producdo apresentam menor concentracdo de P4. O
aumento da ingestdo de matéria seca com alta densidade nutricional pode reduzir a

concentragcdo de progesterona, o que poderia influenciar negativamente a reproducao.
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Isto ocorre porque com a maior ingestdo, o fluxo sanguineo na veia porta ¢ aumentado,
disponibilizando mais progesterona no figado, que serd metabolizada, ou seja, maior
“clearance” ou remog¢do deste hormonio pelo figado. Portanto, os protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo devem ser delineados visando aumentar os niveis de P4 antes
e depois da Inseminagdo Artificial (IA), para garantir a prenhez (VASCONCELOS,
1998).

Visando rebater estes problemas, programas que englobam o uso do horménio
liberador de gonadotropinas (GnRH) e seus analogos (agonistas ¢ antagonistas) tornou-
se uma valiosa ferramenta para explorar os processos fundamentais da funcdo
reprodutiva dos animais. Qualquer uso racional destes compostos para aplicacdo em
diversos sistemas de manejo reprodutivo no intuito de se aumentar as taxas de
concepgdo deve basear-se, contudo, a uma profunda compreensdo dos seus efeitos
bioldgicos sobre o sistema reprodutor-endocrino (THATCHER et al., 1993).

A liberagdo cronica do GnRH pela deslorelina sobre os receptores
gonadotrépicos cria um periodo de insensibilidade ao GnRH (D’OCCHIO et al., 2000).
Esse estado transitorio de insensibilidade diminui as gonadotropinas de apoio ao
crescimento e maturacdo do foliculo. Coletivamente, o uso de uma dose baixa de
deslorelina, resulta em fungao luteal normal ou melhorada (AMBROSE et al., 1998),
associada a uma supressdo transitéria no desenvolvimento do foliculo, o que pode
aumentar a fertilidade. (AMBROSE et al., 1998; RAJAMAHENDRAN et al., 1998;
BARTOLOME et al., 2004).

2. OBJETIVOS

- Avaliar o efeito do acetato de deslorelina no crescimento folicular em protocolos de
IATF.

- Verificar o efeito do acetato de deslorelina na indugdo da ovulagdo em protocolos de
IATF.

- comparar as taxas de prenhez entre diferentes protocolos de IATF.

- Comparar as taxas de progesterona apos a ovulacao.
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3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 DINAMICA FOLICULAR

O periodo do ciclo estral dos bovinos contém em média 21 dias, com variacdes
de 17 a 24 dias, e apresenta geralmente, uma ou duas ondas de crescimento folicular ndo
ovulatorias e uma onda ovulatoria. Para o padrdo de duas ondas, a primeira comega no
dia 0 (dia da ovulagdo) e a segunda no dia 10, e para o padrdo de trés ondas, as
emergéncias ocorrem em média, nos dias 0, 9 e 16, sendo as duas primeiras
anovulatorias (GINTHER et al., 1996). O numero de ondas por ciclo estral parece estar
associado com o comprimento do ciclo e com a duracdo da fase luteinica (GINTHER et
al., 1989). Figueiredo et al. (1997) comentaram sobre a existéncia de uma variabilidade
individual nos dias de emergéncia de cada onda, ainda que ndo haja diferengas na
fertilidade de animais que apresentam duas ou trés ondas. Adicionalmente, citam ainda
que a quantidade de ondas foliculares e os dias do periodo interovulatorio podem variar
entre os animais e, também, em um mesmo animal.

Além disso, em bovinos, o nimero de ondas foliculares pode ser modificado
pela estacdo do ano, dieta ingerida, ordem de parigdo, estagio lactacional e outros
fatores ambientais (MURPHY & MARTINUK, 1991; LUCY et al., 1992).

O processo continuo de crescimento e regressao de foliculos antrais que leva ao
desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério no ovario ¢ conhecido como dinamica
folicular ovariana, o que envolve o desenvolvimento sincronico de um grupo de
foliculos, denominado onda folicular (GINTHER et al., 1989). O crescimento folicular
em padrdo de ondas ocorre em todos os estagios da vida de uma fémea, no periodo
anterior a puberdade (ADAMS et al., 1992) durante a gestacdo (GINTHER et al., 1996)
e no pos-parto (MURPHY et al., 1990; SAVIO et al., 1990).

A emergéncia da onda folicular ¢ caracterizada por um crescimento sincronico
de mais de 20 pequenos foliculos com didmetro a partir de 2 mm (CARVALHO et al.,
2008; ERENO, 2008; GINTHER et al., 1989, ALVAREZ et al., 2000). O numero de
foliculos recrutados em novilhas zebuinas geralmente ¢ maior que nas taurinas
(CARVALHO et al., 2008; ALVAREZ ET al., 2000). Gong et al.(1996) acreditam que
o numero de foliculos que emergem numa onda de crescimento esta diretamente
relacionado aos niveis circulantes de IGF-1(Fator de crescimento ligado a insulina), e

que vacas tratadas com horménio do crescimento [somatotropina bovina (bST)] podem
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aumentar o nimero de foliculos recrutados. Além disso, existem indicagdes de que os
animais Bos indicus apresentam niveis circulantes mais elevados de IGF-1 (ALVAREZ
et al.,, 2000). Desta forma, foi sugerido que os maiores niveis de IGF-1 plasmaticos
encontrados nestes animais, seria uma das razdes para a grande atividade folicular
durante a emergéncia da onda (CARVALHO et al., 2008).

Cada onda folicular ¢ precedida por um aumento nas concentragdes circulantes
de FSH (ADAMS et al., 1992). Apés a emergéncia da onda, enquanto os foliculos
continuam a crescer, os niveis de FSH vao declinando até atingirem niveis basais
(GINTHER et al., 1997). Essa queda nas concentragdes de FSH se da pela acdo do
estradiol (E2) e da inibina secretados pelos foliculos em crescimento (GINTHER et al.,
1996).

Aproximadamente 2,5 a 3 dias ap6s a emergéncia folicular, quando o maior
foliculo atinge o didmetro de 6,2 a 8,4 mm para fémeas zebuinas (Bos indicus)
(SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008) e cerca
de 8,5 mm para fémeas taurinas (Bos taurus) (GINTHER et al., 1996) ocorre o evento
denominado de desvio folicular (GINTHER et al., 2001a). Desta forma, um foliculo
continua a crescer ¢ se torna dominante, enquanto os demais foliculos, denominados
subordinados, sofrem regressao (MAPLETOFT et al., 2000).

Os mecanismos envolvidos no processo de desvio folicular sdo complexos e nao
compreendidos completamente. Sabe-se que neste momento as concentragoes de FSH
encontram-se em niveis basais (GINTHER et al., 1997). Fatores intrafoliculares também
sdo candidatos a ativacdo deste processo, tais como sistema IGF, esteroides, os
peptideos ativina A e inibina A, receptores para gonadotrofinas entre outros (BERISHA
et al., 2003, FORTUNE et al., 2004, IRELAND, 2004).

A expressao do LHR (receptor do horménio luteinizante), em novilhas da raga
Holandesa, foi detectada nas células da granulosa de foliculos > 8 mm (BAO et al.
1997; BEG et al. 2001), cerca de 8 horas antes do desvio folicular (BEG et al., 2001), o
que levou ambos os autores, a sugerir que o inicio da expressdo do LHR nas células da
granulosa seria a causa para a selegdo e consequentemente para a aquisicdo da
dominancia folicular. Entretanto, Fortune et al. (2001), utilizando hibridizacdo in situ, e
Ereno (2008) utilizando RT-PCR, ndo detectaram a expressdo do LHR no futuro
foliculo dominante, imediatamente antes da selecdo folicular. Recentemente, Nogueira
et al. (2007) e Ereno (2008), verificaram que a expressdo do LHR em células da

granulosa de fémeas da raga Nelore ocorre entre 7 ¢ 8§ mm de didmetro folicular.
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Portanto, estes ultimos achados ndo corroboram a hipotese de que expressao de LHR
em células da granulosa ocorre antes da divergéncia folicular.

Esta bem documentado que o estrogeno enddgeno produzido pelos foliculos
ovarianos acentua a amplitude dos pulsos de LH durante a fase folicular do ciclo estral,
através do aumento de receptores do hormonio liberador de LH na pituitaria anterior e
do consequente aumento da capacidade estrogénica dos foliculos pré-ovulatorios
(STUMPF et al., 1989). Esse mecanismo de retroalimentagdo positiva entre o E2 e o LH
¢ critico no processo de maturagdo final do foliculo ovulatorio, induzindo o
comportamento estral e a ovulacdo (FIKE et al, 1997).

No inicio da fase de recrutamento folicular, os dois maiores foliculos apresentam
uma taxa de crescimento semelhante, mas apos o desvio folicular, o foliculo
subordinado tem sua taxa de crescimento reduzida (GINTHER et al., 2001b; ERENO,
2008). Em vacas holandesas, a taxa de crescimento do foliculo dominante (FD) variou
de 1,5 a 2,1 mm/dia antes do desvio (KULIK et al., 1999; GINTHER et al., 1997,
GINTHER et al., 2001b) enquanto em nelores variou de 0,9 a 1,4 mm/dia (CASTILHO
et al., 2007; SARTORELLI et al., 2005).

Na presenca de um corpo luteo funcional e de niveis de P4 acima de 1 ng/mL,
esse primeiro FD ndo ¢ capaz de induzir o pico de LH, e nem provocar comportamento
de estro e ovulacdo (FORTUNE, 1993). Segundo Roberson et al. (1989), na presenca de
altas concentracdes plasmaticas de progesterona (acima de 5 ng/mL) ha decréscimo na
frequéncia de pulsos de LH. Desta forma, o foliculo dominante acaba sofrendo atresia e
ndo ovula. A presenca do CL caracteriza a fase lutea do ciclo estral. Nesta fase, o CL
produz P4 em quantidades crescentes do quarto ao décimo dia do ciclo estral e a
secrecdo se mantém estavel até que ocorra a lutedlise, entre o 15° ¢ o 20° dia (HAFEZ,
1993). O LH secretado pela adeno-hipofise ¢ regulado pela P4 ¢ E2 ovarianos. Durante
a fase lutea do ciclo estral, ambos os horménios inibem a secrecdo de LH por retro
alimentagdo negativa sobre o eixo hipotalamico-hipofisario (CLARKE, 1988).

Apos a lutedlise a concentragdo plasmatica de P4 regride a valores abaixo de 1
ng/mL, permitindo um aumento na frequéncia dos pulsos de LH (WILTBANK et al.,
2002). O aumento na frequéncia dos pulsos de LH estimula a maturagdo do foliculo
dominante que passa a secretar quantidades crescentes de E2 (FORTUNE et al., 2001).
O E2, na auséncia de P4, estimula a sintese de receptores de GnRH na hipofise
tornando-a mais sensivel a0 GnRH ao mesmo tempo em que aumenta a frequéncia e

amplitude dos pulsos de GnRH (HANSEL & CONVEY, 1983) e estimula a sintese de
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gonadotrofinas, resultando no pico de LH e consequente ovulacdo do foliculo
dominante (HURNIK, 1987).

Carvalho et al. (2008), utilizando animais sincronizados com dispositivo
intravaginal contendo P4, constataram que o diametro maximo do FD foi menor em
novilhas B. indicus quando comparadas as B. taurus (9,5£0,5 mm vs 11,6+0,5mm),
assim como a taxa de crescimento do foliculo dominante nas novilhas zebuinas foram
menores do que aqueles encontrados nas racas europeias (0,9+0,1mm/dia vs 1,1+0,1
mm/dia, respectivamente). Por isso, concluiram que o menor tamanho do FD esta

diretamente relacionado a sua menor taxa de crescimento.

3.2 SINCRONIZACAO DO ESTRO E OVULACAO

O principal mecanismo de regulagdo do ciclo estral ¢ a regressdo do CL, que
normalmente ocorre nas fémeas bovinas ao redor do dia 16 a 18 do ciclo. Assim sendo,
o CL ¢ um fator chave em varios processos reprodutivos, tais como a ovulacdo e a
duragdo do ciclo estral (MILVAE et al., 1996). As formas de controle do ciclo estral em
bovinos estdo baseadas na extensdo ou reducdo da fase luteinica, utilizando
progestagenos ou prostaglandinas, e na alteracdo da onda folicular, utilizando E2 ou

GnRH (BURKE et al., 1996).

3.3 SINCRONIZACAO COM PGF2a

A PGF2 a causa regress@o do corpo lateo durante a fase do ciclo estral quando
ha responsividade a este farmaco. Tal responsividade inicia-se no 5° dia do ciclo estral,
aumenta até o 12° dia e permanece em fase de platd até o 17° dia, quando se inicia a
regressdo espontdnea pela prostaglandina endogena (ODDE, 1990). A partir do
momento em que ocorre a regressdo do corpo liteo, o proximo foliculo dominante
presente terda capacidade ovulatoria (KASTELIC et al.,, 1990). Verificou-se que o
intervalo entre a administracdo ¢ a ovulagdo foi de trés dias, quando o tratamento com
prostaglandina foi realizado no 5° dia do ciclo estral, momento no qual o foliculo
dominante da primeira onda ainda estd em fase de crescimento. No caso do tratamento

iniciar-se no 12° dia do ciclo estral, o foliculo dominante da segunda onda encontra-se
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no inicio da fase de crescimento e a ovulagdo ocorre 4,5 dias apds a aplicagdo. Em
bovinos tratados no 8° dia do ciclo estral, ocorre frequentemente a ovulagcdo do foliculo
dominante da primeira onda folicular quatro dias apos a aplicagdo de prostaglandina. No
entanto, ocasionalmente pode ocorrer a ovulacdo do segundo foliculo dominante seis
dias ap6s o tratamento (KASTELIC & MAPLETOFT, 1998).

Teoricamente, duas aplicagdes de prostaglandina, com intervalos de 11 a 14
dias, induzem o estro em grande parte das fémeas ciclando, enquanto fémeas em anestro
ou ciclando irregularmente ndo respondem ao tratamento. Portanto, tais programas nem
sempre proporcionam alto grau de sincronizacao ou alta taxa de prenhez (CAVALIERI

et al., 1997; BARROS, 2000).

3.4 GnRH

O tratamento com GnRH induz a ovulacdo do foliculo dominante, através da
liberagdo hipofisaria do LH. Em torno de 2 horas ap6s sua administragdo, ocorre pico de
LH e 24 a 32 horas ¢ induzida a ovulacdo do FD, iniciando uma nova onda cerca de 2
dias apos a aplicacdo (PURSLEY et al., 1995).

O emprego do GnRH tem efeitos varidveis na funcdo do corpo luteo,
dependendo do momento do ciclo no qual o tratamento ¢ iniciado. O uso do GnRH,
préoximo ou junto a onda pré-ovulatoria de LH, atenua as concentragdes de progesterona
em soro durante os primeiros 7 dias do ciclo. De forma similar, a exposicdo de um
corpo lateo em desenvolvimento (dia 2 do ciclo) a secre¢do de LH, induzida pelo
GnRH, causa um decréscimo nas concentracdes de progesterona durante o ciclo. A
aplicacdo de GnRH ao estro eleva a propor¢ao de células luteais grandes no corpo lateo
ao dia 10 do ciclo. Por outro lado, a fun¢do e desenvolvimento folicular podem ser
também regulados pelo emprego de GnRH ou de seus analogos durante a fase luteal do
ciclo estral (THATCHER et al., 1993).

Em resposta ao GnRH, o maior foliculo existente sofre ovula¢do ou continua sua
regressao por atresia, dependendo do seu estagio de desenvolvimento. O GnRH ou seus
analogos induzem a ovulac¢do e¢ formag¢do de um corpo Iuteo em fémeas durante a fase
luteal inicial como também, em aquelas sem um corpo luteo funcional (P4 <Ing/ml), no
momento do tratamento. A onda de LH induzida pelo GnRH e responsavel pela

ovulacdo de um foliculo funcionalmente dominante em sua fase de crescimento. Essa
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ovulacdo induzida ¢ associada a um decréscimo na concentragdo de estradiol similar ao
acontecido quando da destruicdo do foliculo (TWAGIRAMUNGU et al., 1995).
Causando a ovulagdo, a ocorréncia de estro espontaneo ¢ inibida. O tratamento com o
GnRH altera o didmetro de um foliculo dominante durante a sua fase de crescimento,
porém, ndo na sua fase de regressdo. Assim, o GnRH ndo muda o destino do foliculo ja
comprometido a atresia. Independentemente do estdgio ovariano ao tratamento, uma
nova e sincronizada onda de crescimento folicular (5 a 10mm) emerge 2 dias apos a

aplicacdo do GnRH (TWAGIRAMUNGU et al., 1995).

3.5 SINCRONIZACAO COM PROGESTERONA/PROGESTAGENOS ASSOCIADO
AO ESTRADIOL

A agdo da progesterona na sincronizagdo do ciclo estral em bovinos tem sido
relatada ha décadas (GORDON, 1976). Os animais recebiam injecdes diarias em doses
variadas por periodos de até 20 dias. Estes tratamentos resultavam em altas taxas de
sincronizag¢do do estro, no entanto, apresentavam baixa fertilidade e pouca praticidade,
decorrente das aplicagdes diarias do hormoénio. Com o passar do tempo foram
desenvolvidos outros métodos de administragdo de progesterona (MACMILLAN &
PETERSON, 1993).

A sincronizagdo com progestagenos baseia-se no principio de que essas
substancias exogenas possam manter uma concentracdo sanguinea subluteal de
progestageno, durante o periodo necessario a permitir a regressdo do corpo luteo. Em
auséncia de um corpo luteo, a retirada da fonte de progestageno resultara em um estro
sincronizado (MACMILLAN & PETERSON, 1993). Os progestagenos atuam
simulando a presenga de um corpo luteo funcional, provocado uma retro alimentacdo
negativa sobre a secre¢do de gonadotrofinas levando de 5 a 6 dias apds sua suspensio a
manifestacdo de estro, a qual e continuada por ciclos estrais normais (GALINA ET AL.,
1996).

Os dispositivos intravaginais de progesterona e o Benzoato estradiol (BE) t€ém
sido amplamente utilizados em programas de sincronizacdo da ovulagdo para IATF
tanto em vacas de corte quanto em vacas de leite (BO et al., 2002). O tratamento
consiste na administracdo de 2 mg de BE no momento da inser¢do do dispositivo

intravaginal de P4 (Dia 0), retirada do dispositivo e administragdo de PGF i.m. no Dia 7
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ou 8, ¢ 1 mg de BE i.m. 24 horas mais tarde (MACMILLAN; BURKE, 1996). Em
contraste com diversos relatos que recomendam a sincronizacdo da ovulagdo com
injecdo de BE 24 h apos a remogdo do dispositivo (BO et al., 2002; MARTINEZ et al.,
2005; BARUSELLI et al., 2004) outros estudiosos demonstraram a possibilidade de
utilizar o Cipionato de estradiol (CE) no momento da retirada da fonte de
progesterona/progestageno objetivando minimizar o niumero de manejos (COLAZO et
al., 2003; MARQUES et al., 2005; PENTEADO et al., 2005; AYRES et al., 2006) e
obter taxas de prenhez similares ao BE (MARQUES et al., 2004; PENTEADO et al.,
2005; AYRES et al., 20006).

Uma das vantagens dos tratamentos baseados no emprego de progesterona e/ou
progestagenos, ¢ a sincronizagdo de estro em fémeas ciclicas ¢ a indugdo na retomada
da ciclicidade de vacas em anestro. O tratamento de fémeas em lactacdo no pds-parto
com progestagenos exogenos mantém o foliculo dominante para que o mesmo alcance

sua maturacgdo final e ovule ap6s a retirada do horménio (YAVAS & WALTON, 2000).

3.6 EMPREGO DA ¢CG EM PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DE ESTRO NA
ESPECIE BOVINA

Um farmaco que pode contribuir para o aumento do crescimento final do
foliculo pré ovulatério ¢ a gonadotrofina coridnica equina (eCG). A eCG ¢ uma
gonadotrofina glicoprotéica produzida pela placenta de equinos durante a gestagdo
(COMBARNOUS, 1992).

Uma caracteristica importante da molécula de eCG ¢ a existéncia de grande
quantidade de carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa) principalmente a N-
acetil neuramina (ou acido sidlico), primordialmente presente na subunidade B da
molécula de eCG, o que proporciona uma grande meia vida a este composto quimico
(MURPHY; MARTINUK, 1991). Quando administrada em outras espécies, a eCG se
liga aos receptores de FSH e de LH, sendo a unica gonadotrofina capaz de se ligar
simultanecamente a esses dois receptores, exceto nos equinos (MURPHY &
MARTINUK, 1991). Na égua o eCG estimula a formagdo das glandulas luteais
acessoOrias para auxiliarem na manutenc¢ao da gestacdo (GINTHER, 1996). Nos bovinos

essa gonadotrofina apresenta longo tempo de aco, variando de 50 a 100 horas, devido a
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proporgdo de acido sialico (10 a 15%) presente na sua molécula (SCHAMS ET al.,
1978).

Em estudos recentes, SILVEIRA et al. (2005) procurando desenvolver um
sistema hormonal de induc¢@o de estro, avaliaram o melhor momento da aplicacdo do BE
e eCG nessa associagdo. O emprego do eCG busca permitir um maior crescimento
folicular compativel com uma melhor resposta ovulatéria ao GnRH possibilitando,
assim, o emprego de IATF. Para isso, foi realizado a dinadmica folicular do sistema
hormonal desenvolvido (medroxiprogesterona (MAP) + BE + eCG + GnRH),
verificando-se que o emprego do eCG, nas 24h da retirada do MAP, possibilitou um
maior crescimento folicular, resultando em uma diferenca na curva de crescimento ¢ um
maior didmetro do foliculo dominante a0 momento do emprego do GnRH, comparado
aos demais grupos (P=0.0001). Os foliculos alcangaram um didmetro médio de 13mm
nas 72h da aplicacdo do eCG (SILVEIRA ET AL., 2005).

Na mesma oportunidade os autores, baseando-se em que a a¢do do eCG e dose
dependente, procuraram avaliar o desempenho de diferentes doses dessa gonadotrofina
exogena. Foram testadas as doses de 300UI, 400Ul e 500UI aplicadas no mesmo
momento (24h da retirada do MAP). Os resultados de prenhez nos grupos (G300 =
76.9%, 70/91; G400 = 80.0%, 68/85; G500 = 79.2%, 76/96; ndo mostraram diferenca
significativa. A manifestacdo media de estro dos grupos, nas 48h da retirada do MAP,
ficou em 55.9% (152/272) e a ocorréncia de partos gemelares em 4.4% (12/272). A
possibilidade da reducao da dose de eCG (300UI) permite diminuir os custos do sistema
empregado, sem comprometimento do seu desempenho (SILVESTRE ET AL., 2005).

Tendo em vista esses aspectos, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar o desenvolvimento folicular ¢ a taxa de prenhez influenciados pelo uso do
agonista GnRH acetato de deslorelina em vacas leiteiras de alta producdo, submetidas a

protocolos para IATF.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS E MANEJO

O presente estudo foi dividido em dois experimentos: Experimento A (n = 20) e
Experimento B (n = 52) em duas fazendas distintas, porém, pertencentes a regido de
Cascavel — Parand. Foram utilizadas vacas da raga Holandesa Preto ¢ Branca em lactacao,
com média de 45 dias pds-parto. Os animais de ambas as propriedades, encontravam-se
com escore da condig¢do corporal 3.5, segundo classificagdo de EDMONDSON et al.
(1989). A alimentagdo baseou-se a pasto (Brachiaria brizantha) e em silagem de milho
misturada a concentrado de soja e milho, estando o sal mineral a disposicdo dos
animais, em cochos dispostos nos piquetes e na sala de alimentagdo com canzil
(experimento A 1), e preponderantemente em silagem de milho ad libitum, misturada a
concentrado de soja e milho, estando o sal mineral a disposicdo dos animais, em cochos
dispostos no free-stall. Todos os animais passaram por prévio exame ginecologico
anteriormente ao inicio do trabalho para descartar o uso de animais com problemas

reprodutivos.

4.2 PLANO EXPERIMENTAL

A primeira etapa (A) do experimento foi realizada em uma propriedade
associada a COOPAVEL (Cooperativa Agroindustrial de Cascavel), municipio de
Cascavel (PR) — Brasil, nos meses de marco a abril de 2010. Vinte vacas da raga
Holandesa Preto e Branca foram sincronizadas com 2 mg de benzoato de estradiol (BE)
— Cronibest"/Biogenesis Bago, Curitiba - (PR), ¢ um dispositivo intravaginal de silicone
inerte contendo 558 mg de progesterona natural — Cronipres monodose”/Biogenesis
Bago, Curitiba (PR), no D0. No dia da retirada do dispositivo de progesterona (DS),
todas as vacas receberam um tratamento com 0,150 mg de d-cloprostenol —
Croniben”/Biogenesis Bago, Curitiba (PR). Simultaneamente no D 8, os animais foram
homogeneamente divididos em dois grupos: Grupo controle (G1), que ndo recebeu
nenhum tratamento ao D 8§, e um Grupo tratamento (G2), o qual contava com a
aplica¢do de acetato de deslorelina 100 pg solugdo aquosa (UNESP - Botucatu - SP)

pela via intramuscular (IM) no D 8. No dia 10 do esquema de sincronizagdo, todas as
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vacas receberam 100 pg de acetato de deslorelina solugdo aquosa (UNESP - Botucatu -
SP) IM, para que no dia 11(D 11), fossem inseminadas artificialmente em tempo fixo,
24 horas apos a aplicacdo do agonista GnRH. As sequéncias de tratamentos hormonais

para os grupos experimentais estdo representadas nas Figuras 3 e 4.

G1: CONTROLE

BE
2 0,150 mg PGF2a )
me 8 100 pg deslorelina IATF
24 horas
T | |
48 horas ' I
Dia 0 Dia 8 Dia 10 Dia 11

s E— i —

Figura 3 — Diagrama esquematico do Experimento A para o grupo 1 (G1); DO: animais
receberam 2mg de Benzoato de estradiol e um dispositivo intravaginal contendo 558 mg
progesterona; DS8: retirada do dispositivo, administracio de 0,150 mg de d-
Cloprostenol; D10: administragdo de 100 pg de acetato de deslorelina; D11: IATF;
Foram realizadas analises ultrassonograficas a cada 12 horas do D8 ao D12 ou até a
ovulag@o.

G2: TRATAMENTO

100 pg deslorelina+

BE 0,150PGF2a
2 mg .
100 pg deslorelina
IATF

— —
| 1

48 horas
Dia 0 Dia 8 Dia 10 Diall
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Figura 4 — Diagrama esquematico do Experimento A para o grupo 2 (G2); DO: animais
receberam 2mg de Benzoato de estradiol e um dispositivo intravaginal contendo 558 mg
de progesterona; DS: retirada do dispositivo, administracdo de 0,150 mg de d-
Cloprostenol + 100 pg de acetato de deslorelina; D10: administragdo de 100 pg de
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acetato de deslorelina; D11: IATF; Foram realizadas analises ultrassonograficas a cada
12 horas do D8 ao D12 ou até a ovulagao.

O experimento B, foi conduzido no periodo de 08/08/2010 a 10/09/2010. Todos
0s animais receberam o mesmo tratamento descrito para o experimento (A) até o 8° dia
do protocolo. Apds a remoc¢do dos implantes de P4, dose do acetato de deslorelina foi
modificada para 150 pg e em um veiculo de liberag@o controlada, aplicada no 8° dia do
protocolo. No D 8 apos a remocgdo dos implantes de P4, todas as vacas receberam um
tratamento com 0,150 mg de d-cloprostenol — Croniben®/Biogenesis Bago, Curitiba
(PR) e apods este procedimento, foram separadas aleatoriamente em dois grupos:
controle (G1) o qual recebeu apenas o d-cloprostenol e o grupo tratamento (G2), no qual
se administrou 150 pg de acetato de deslorelina. No dia 10 (D 10), ambos os grupos (G
1) e (G 2) receberam por via intramuscular 100 pg de acetato de deslorelina para
promover a indug¢do da ovula¢do, sendo inseminadas artificialmente com sémen
descongelado, 24 horas apos a aplicacdo da deslorelina, no dia 11 do protocolo (D 11).
As sequéncias de tratamentos hormonais para os grupos experimentais estdo

representadas nas Figuras 5 e 6.

G1: CONTROLE

BE
2 mg 0,150 mg PGF2a 100 e destorel
pg deslorelina IATF
24 horas
mplante de P4 — 8 dias I I
48 horas
Dia 0 Dia 8 Dia 10 Dia 11
| | |
us Js 12/12h

Figura 5 — Diagrama esquematico do Experimento B para o G1; D0: animais receberam
2mg de Benzoato de estradiol e um dispositivo intravaginal contendo 558 mg de
progesterona; DS8: retirada do dispositivo, administracio de 0,150 mg de d-
Cloprostenol; D10: administragdo de 100 ug de acetato de deslorelina solugdo aquosa;
D11: IATF; Foram realizadas analises ultrassonograficas a cada 12 horas do D8 ao D12
ou até a ovulagdo.
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G2: TRATAMENTO

150 pg deslorelina
BE +
2 mg 0,150 mg PGF2a

100 pg GnRH
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Figura 6 — Diagrama esquematico do Experimento B para o G2; DO: todos os grupos
receberam 2mg de Benzoato de estradiol e um dispositivo intravaginal contendo 558 mg
de progesterona; DS: retirada do dispositivo, administracdo de 0,150 mg de d-
Cloprostenol + 150 pg de acetato de deslorelina liberagdo controlada; D10:
administracdo de 100 pg de acetato de deslorelina solu¢do aquosa; D11: IATF; Foram
realizadas andlises ultrassonograficas a cada 12 horas do D8 ao D12 ou até a ovulagao.

4.3 AVALIACOES ULTRA-SONOGRAFICAS

As avaliagdes ultrassonograficas transretais foram realizadas com o auxilio do
aparelho (SSD 550 ALOKA transdutor linear SMHz — Japao), nos dias 0 e §, e a cada
12 horas a partir da retirada do dispositivo até a ovulagdo, que foi definida como o

desaparecimento do foliculo dominante identificado na avaliagdo anterior.

4.4 DOSAGEM HORMONAL

Para a dosagem de LH e FSH, as coletas aconteceram a cada trés horas (total de
4 coletas no experimento A e 7 coletas no experimento B) tanto para o grupo controle
quanto para o grupo tratamento, apos a primeira aplicacdo do acetato de deslorelina. As
amostras de sangue foram coletadas na veia mamaria e armazenadas em tubos coletores
de vidro a véacuo (Vacutainer - BD® - EUA) que posteriormente foram centrifugados a

5.000 rpm por 10 minutos, sendo o soro depositado em tubos tipo Eppendorf (2ml),
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previamente identificados com o nuimero de cada animal e acondicionados a uma
temperatura de -20°C até o momento da dosagem hormonal para (LH e FSH) feita por
radioimunoensaio (Kit para LH e FSH — RIA Diagnostics Products Corporation, Los
Angeles, CA), realizado em parceria com a Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — Campus Aracatuba (SP). A coleta de sangue para P4 foi realizada
durante todos os dias do protocolo dos dois experimentos, contudo, acontecia apenas
uma vez ao dia e antes da aplicacdo de cada hormdnio. Os animais do experimento B
participaram de coletas de sangue para dosagem de P4 adicionais ao 3° e 7° dia pos

IATF.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As Analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa especifico
(GraphPad Prism 5, Califérnia — E.U.A.) As variaveis: didmetro do foliculo pré-ovulatério,
tamanho do CL a retirada do dispositivo intravaginal e as taxas de concepg¢do, foram
analisadas pelo teste de “T” e as diferengas entre os tratamentos foram detectadas pelo
"Mann Whitney Test". As dosagens hormonais foram submetidas a anélise de variancia
tendo as diferencas entre tratamentos avaliados pelo "Kruskal-Wallis statistic". A taxa de
prenhez foi analisada pelo teste do “Chi” Quadrado. Foi utilizado como nivel de

significancia P <0,05.

5. RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO A

Mediante analise ultrassonografica, escolhemos animais que ndo apresentavam
nenhuma ou pouca atividade ovariana. A média da dosagem para P4 no primeiro dia do
protocolo foi de 0,57 ng/dL. de sangue (= 0,41), tendo varia¢des ao longo de 8 dias,
porém sem significancia (P=0,0793). Esta dosagem serviu para mostrarmos que 0s
animais encontravam-se com deficiéncias no retorno da ciclicidade. Em apenas 12 horas
apos a aplicacdo da deslorelina, ainda no 8° dia do protocolo, foliculos ovarianos que se

encontravam com uma média de (G1=0,90 cm + 0,15 mm®) e (G2=0,84 cm £ 0,1 mm®),
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evoluiram para (G1=0,99 ¢cm + 0,17 mm®) e (G2=1,25 ¢cm + 0,1 mmb), um aumento
significativo para o grupo tratado, sendo P = 0,0001, mostrado na Figura 7. Ao 9° dia do
protocolo, o acompanhamento da dinamica folicular pelo ultrassom, ndo evidenciou
mais a presenca dos foliculos ovarianos concluindo-se entdo, que o acetato de
deslorelina em solucdo aquosa na dose de 100 pg antecipou a ovulacdo de todos os
animais do G 2, ap6s sua administracdo no 8° dia do protocolo. Este fato ocorreu devido
a liberagdo subita de LH que o farmaco promoveu trés horas apds sua administragdo no
grupo G2, que pode ser evidenciado pela dosagem hormonal apresentada na Tabela 1.
Como os animais tratados com a deslorelina ja haviam ovulado, ndo foram submetidos a
IATF. Finalizou-se o protocolo apenas nas vacas do grupo tratamento e que foram
posteriormente, submetidas a IATF, e que apresentaram foliculos pré-ovulatorios com
média de 1,68 cm (+ 0,46) e averiguadas 30 dias depois ao diagndstico de gestacdo, no
qual as taxas de prenhez chegaram a 40% (4 de 10 animais). As diferencas nas
concentracdes séricas de FSH e LH ao dia da inducdo da ovulag¢do sdo observadas na

Tabelas 2.
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Figura 7 — Efeito do acetato de deslorelina 100 pg em solugdo aquosa (Média + Desvio

padrdo), sobre o diametro folicular dos Grupos controle e Tratamento, 12 horas apos a
injecdo. (P=0,0001). Letras distintas representam diferenga significativa (P<0,05).
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Quadro 1 — Médias e desvios-padrdo da concentragdo sérica de FSH e LH determinados
no dia 8 do protocolo com 0, 3, 6 ¢ 9 horas apds a aplicacdo de 100 pg de

deslorelina.
Coletas Média da dosagem (ng/dL) Média da dosagem (ng/dL)
(3/3 h) (FSH) (LH)
G1 DP G2 DP G1 DP G2 DP

0 1,6850*  +£0,22 1,4344° 0,17 1,3676° +0,34 1,8734" 0,22
3 1,5325°  +£0,14 33111° +0,90 14510° +037 12,001° +0,96
6 1,6142°  £0,18 2,4960° +0,62 1,8180° +036 83674° +0,63
9 1,7960°  £027 1,7515* +028 28361° +1.1 33319° +0,32

% Letras distintas representam diferenca significativa (P< 0,05). As analises foram
efetuadas comparando-se os grupos G 1 e G 2.

DP = desvio padrao

Quadro 2 — Médias e desvios-padrio da concentragdo sérica de FSH e LH determinados
no dia 10 do protocolo com 0, 3, 6 e 9 horas apds a aplicacdo de 100 pg de
deslorelina para o grupo G1.

Coletas Média da dosagem (ng/dL) Meédia da dosagem (ng/dL)
(3/3 h) (FSH) (LH)
Gl DP Gl DP
0 1,7867% 0,32 1,6727% +£0,33
3 2,5770°  £0,96 5,2628° +1,93
6 1,9890%  +0,46 2,3176° +0,41
9 1,9701% +0,44 1,7662* +0,30

& Letras distintas representam diferenga significativa (P<0,05). As analises foram
efetuadas comparando-se os grupos G 1 e G 2.

DP = desvio padrao
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5.2 EXPERIMENTO B

No D8 do protocolo, a média dos foliculos ndo ultrapassou 0,62 + 0,11 para G1 e
0,51 + 0,08 para G2. Houve diferencas significativas entre o didmetro do foliculo pré-
ovulatorio de vacas tratadas ou ndo com acetato de deslorelina 150 pg  em veiculo de
liberagdo controlada no 8° dia do protocolo de sincronizacdo de estro. A média do
diametro do foliculo pré-ovulatério com seu respectivo desvio padrao para o G 2 foi de
1,72 ¢cm (£ 0,11) em relagcdo ao G1, onde a média foi de 1,57 cm (£ 0,08) estando
representadas na Figura 8. Esses valores diferiram estatisticamente sendo p=0,0001.

O grupo tratamento apresentou maior taxa de prenhez em relagdo ao grupo

controle, G 2 (57,69 %; 15/26) x G 1 (34,61 %; 9/26), como ilustrado na Figura 9.
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Figura 8 — Efeito do tratamento com acetato de deslorelina 150pg em veiculo de
liberagdo controlada, sobre o didmetro do foliculo pré-ovulatério de vacas leiteiras de
alta produgdo tratadas e ndo tratadas com acetato de deslorelina 150 pg. (P=0,0001).
Letras distintas representam diferenga significativa (P<0,05).
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Figura 9 — Taxa de prenhez de vacas leiteiras de alta produgdo tratadas e ndo tratadas com
acetato de deslorelina 150ug em veiculo de liberagdo controlada. Letras distintas
representam diferenca significativa (P<0,05).

Mesmo com picos altos de LH, 3 horas apos a administracdo de deslorelina no

dia 8 (Figura 10), os dois grupos seguiram com um desenvolvimento folicular normal,

ou seja, sem ocorrer a ovulacdo precoce.
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Figura 10 — Efeito do acetato de deslorelina 150pg em veiculo de liberagdo controlada,
em vacas leiteiras de alta producdo sobre as concentragdes plasmaticas de LH. Letras
distintas representam diferenca significativa (P<0,05).

Trés e sete dias apos a inseminagdo artificial, as concentragdes plasmaticas de
progesterona (Figura 11), aumentaram significativamente (P =0,0283) nos animais do

grupo tratado em relagdo ao controle.
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Figura 11 — Concentra¢do plasmatica de P4 3 ¢ 7 dias ap6s a ovulagdo nos grupos
controle e tratado com 150 pg de acetato de deslorelina em veiculo de liberagdo
controlada. Letras distintas representam diferenga significativa (P<0,05).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, observamos que a associagdo do acetato de deslorelina em
protocolos a base de progestagenos, estradiol e prostaglandinas favoreceu o
desenvolvimento folicular ovariano bem como a ovulacdo de vacas em anestro,
concordando com Thacher et al., (2002) onde as respostas obtidas, dependem em muito,
do estado fisiologico em que os animais se encontram.

Uma caracteristica importante de protocolos que envolvem o uso de agonistas do
GnRH ¢ que o tempo para inseminagdo ¢ determinado em relagdo a aplicacdo do
farmaco, ou seja, ndo ha necessidade da detec¢do do cio (D’OCCHIO et al., 1997). Para
0 nosso protocolo, também ndo se fez necessaria a observacao de cio.

Frente a ovulacdo, a eficacia do acetato de deslorelina dentro de outros
protocolos de sincronizacdo de estro ja ¢ provada como indutora da ovulagdo como
podemos observar em trabalhos realizados por Santos et al., (2004), que ao utiliza-la na
forma de implantes contendo 450 ug e 750 pg dentro do protocolo Ovsynch, fora a
inducdo, demonstraram o potencial do farmaco sobre a funcdo lutea, aonde a
concentragdo sérica de progesterona chegou a 7,44 ng / ml, 11 dias apos a inseminagdo
artificial, havendo também, o provimento da manutencdo da gestacdo, o que também
observamos em nosso experimento quando dosamos a concentragdo plasmatica de
progesterona apds a inseminacao artificial.

Ainda sobre a indugdo da ovulagdo, esta pesquisa encontra-se em acordo com
Bartolome et al., (2004), onde em seu trabalho, obteve a indu¢do da ovulagdo com doses
ajustadas de acetato de deslorelina (1000 pg e 750 pg) na forma de implantes
subcutaneos, que estimularam o desenvolvimento liteo e regressdo do crescimento
folicular, garantindo a sobrevivéncia embriondria e focando também, o reajuste de doses
para se minimizar anormalidades nos proximos ciclos.

Doses muito elevadas como as utilizadas por Padula et al. (2002), que
administraram 1000pg de deslorelina contida em implantes subcutaneos, obtiveram a
redugdo das amplitudes dos pulsos de LH (devido a baixa regulagdo dos receptores
gonadotrépicos ao GnRH), induzindo o anestro em vacas que eram ciclicas. A mesma
situacdo foi observada anteriormente por Thatcher et al., (2002) com a administracdo
por trés dias consecutivos de 100ug de deslorelina. A capacidade da deslorelina em
suprimir o crescimento folicular também foi demonstrada anteriormente por Ambrose et

al. (1998), Rajamahendran et al. (1998) e Bartolome et al.(2004).
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No que diz respeito a funcdo luteal, este experimento demonstrou que o acetato
de deslorelina quando aplicado por mais de uma vez dentro do protocolo de
sincronizagdo de estro, promoveu um aumento no diametro do foliculo pré-ovulatorio,
favorecendo a formag¢do de um corpo liteo com maior funcionalidade nas vacas do
grupo tratado em relacdo aos animais que receberam apenas a dose indutora da
ovulacdo, estando de acordo com Davis et al. (2003), que administraram um agonista
GnRH em vacas taurinas, durante um periodo de sete dias e em diferentes periodos do
ciclo estral, obtendo a melhora da fungdo luteinica ¢ aumento do tamanho do corpo
luteo das vacas tratadas em relacdo aos animais controle.

Com relagdo ao desenvolvimento folicular, este experimento demonstrou a
eficacia do acetato de deslorelina 150ug em veiculo de liberacdo lenta sobre o
crescimento de foliculos ovarianos apos o desvio. No D 8, quando se realizou a
aplicagdo do acetato de deslorelina, os foliculos ovarianos do grupo tratamento
apresentavam em média, 0,84 cm de diametro, ou seja, no momento, ndo havia
receptores para o LH, o que permitiu melhor atuacdo do farmaco testado sobre o
desenvolvimento dos foliculos. Este fato encontra-se em acordo com o descrito por Bo
et al., (2000), onde relatam que o LH estimula o AMP ciclico em células da granulosa
somente em foliculos com mais de 9 mm de didmetro provando entdo, que somente
nestas dimensdes, os foliculos adquirem receptores para LH e, portanto capacidade
ovulatoria.

Farmacos como a eCG também sdo capazes de promover o desenvolvimento de
foliculos ovarianos ap6s o desvio como podemos constatar em trabalhos realizados por
Perez, (2008) e Baruselli et al., (2004), que relatam um efeito positivo da gonadotrofina
corionica equina (¢CG) em aumentar o tamanho foliculo ovulatorio, melhorando as
taxas de ovulagdo e prenhez. A capacidade da eCG em se ligar a receptores de LH e
FSH pode ser o mecanismo responsavel pelo aumento do diametro folicular e da taxa de
sincronizagdo (MURPHY et al., 1991).

Uma fungdo latea melhorada também foi descrita por D’occhio et al., (1998),
durante a super estimulacdo de foliculos ovarianos com bioimplantes de deslorelina 450
pg em novilhas zebuinas, onde notaram o aumento do corpo luteo, 7 dias apos a
ovulacdo ocorrer.

Neste experimento, as concentragdes séricas de progesterona atingidas pelos
animais que receberam o acetato de deslorelina 150 pg em veiculo de liberacdo

controlada, nos dias 3 e 7 apds a inseminacdo artificial foi significativa em relagdo ao
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grupo controle, discordando de Santos et al., (2004) onde as concentragdes plasmaticas
de progesterona ndo diferiram significativamente entre os grupos tratados com
implantes subcutaneos de deslorelina contendo 450 ug ou 750 ug.

Estatisticamente, os resultados encontrados nesta pesquisa diferiram
significativamente entre os grupos experimentais. Mesmo diante dos resultados
promissores, ¢ de extrema importdncia que mais pesquisas dando énfase ao uso de
agonistas GnRH, sejam realizadas em um maior nimero de animais para explorar os
efeitos potenciais do acetato de deslorelina sobre a fertilidade e elucidando de uma

melhor forma, seu mecanismo de acdo em diferentes doses.

7. CONCLUSAO

Pela analise dos resultados foi possivel concluir que:

1) o acetato de deslorelina na dose de 100 pg em veiculo aquoso, induz um pico elevado
de FSH, mas ndo o mantém. A alta concentragdo de LH promovida por esta dose faz

com que os animais ovulem antes do termino do protocolo.

2) O acetato de deslorelina na dose de 150 pg em veiculo de liberacdo controlada, no
dia 8 do protocolo de sincronizacdo de estro visando a IATF, induz a formagdo de

foliculos pré-ovulatorios maiores em relacdo a animais nao tratados.

3) As concentra¢des plasmaticas de P4 3 dias apos a ovulagdo ¢ maior nos animais

tratados em relagdo ao controle.

4) Taxas de prenhez maiores sdo obtidas quando 150 ug de acetato de deslorelina em
veiculo de liberagdo lenta sdo aplicados ap6s tratamento com implantes vaginais a base

de P4.
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