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Resumo

PIRES, Otavio Saraiva. Buserelina em protocolos de inseminagdao artificial em
tempo fixo em ovinos. 2022. 35f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Programa
de P6s-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinéaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2023.

A adicao de buserelina na inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) pode aumentar
a sincronia das ovulagcbes e a taxa de prenhez. Para testar essa hipotese, foram
realizados trés experimentos utilizando 445 ovelhas durante a estagao reprodutiva
(marco e abril). Em todos os experimentos 0s animais permaneceram com dispositivo
vaginal impregnado com progestageno (DIV) por sete dias e receberam 250 ug de
agente luteitico (cloprostenol) no momento da retirada do DIV (dia 7 = D7). No D9 (54h
apos a retirada do DIV), as ovelhas foram submetidas a IATF cervical superficial
utilizando 100 x 108 espermatozoides méveis contidos em um pool de sémen coletado
de quatro carneiros com fertilidade conhecida. No Exp. 1, no D7, as ovelhas (n = 30)
foram alocadas em trés grupos: eCG (200 Ul na retirada do DIV; n=10); eCG+GnRH
(200 Ul de eCG naremocéo do DIV e 4 ug de buserelina 36 h depois; n=10); ou GnRH
(buserelina 36 h apds a remocéao do DIV; n=10). Amostras de sangue foram coletadas
2, 6 e 12 dias apos a IATF (54 h apds a remocao do DIV) para analise dos niveis
séricos de P4. No Exp. 2, também no D7, as ovelhas foram alocadas em dois
tratamentos: eCG (n = 45) 200 Ul de eCG na retirada do DIV; ou GnRH (n =40) 4 ug
de buserelina na IATF. No Exp. 3, no D7, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em dois tratamentos: eCG (n = 183) 200 Ul de eCG; e eCG-GnRH (n = 147) 200 UI
de eCG no D7 e 4 ug de buserelina no momento da IATF. A gestacao foi diagnosticada
por ultrassonografia transretal 24 dias apés a IATF. Os dados da gestacdo foram
analisados pelo teste qui-quadrado. Os dados de niveis séricos de progesterona foram
analisados usando modelos mistos para dados repetidos. Para ambos, p<0,05 foi
considerado significativo, No Exp. 1, ndo houve efeito significativo de grupo (p=0,66)
ou grupo x dia (p=0,24) sobre a concentracdo de P4, sendo observado efeito
significativo apenas do dia da coleta (p=0,001). No Exp. 2, a taxa de prenhez foi menor
(p<0,05) no grupo GnRH que no grupo eCG. No Exp 3, a taxa de prenhez aumentou
(P=0,05) de 40,7% para 50,3% quando utilizado eCG-GnRH. Os resultados indicam
melhora na taxa de prenhez com o tratamento com buserelina no momento da IATF
guando a eCG é administrada na retirada do DIV. O uso isolado de buserelina, no
momento da IATF, ndo substitui o tratamento com eCG. Os niveis séricos de
progesterona nédo é alterada apos tratamento com eCG, eCG+GnRH ou GnRH.

Palavras-chave: GnRH; induc&o de ovulacdo; manipulacao ciclo estral; ovelha;
reproducao.



Abstract

PIRES, Otavio Saraiva. Buserelin in fixed-time artificial insemination protocols
in sheep. 2023. 35f. Dissertation (Master degree in Sciences) — Programa de Poés-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023

The addition of buserelin in fixed-time artificial insemination (FTAI) may increase
synchrony of ovulations and pregnancy rate. To test this hypothesis, three experiments
were conducted using 445 ewes during the reproductive season (March and April). In
all experiments, animals remained with a progestogen-impregnated vaginal device
(PIVD) for seven days and received 250 ug of luteolytic agent (cloprostenol) at the time
of PIVD removal (day 7 = D7). On D9 (54 h after PIVD withdrawal), ewes underwent
superficial cervical FTAI using 100 x 10 motile sperm from a semen pool from four
rams with known fertility. In Exp. 1, on D7, ewes (n = 30) were allocated in three groups:
eCG (200 IU at PIVD removal; n=10); eCG+GnRH (200 IU eCG at PIVD removal and
4 ug buserelin 36 h later; n=10); or GnRH (buserelin 36 h after DIV removal; n=10).
Blood samples were collected 2, 6, and 12 days after FTAI (54 h after PIVD removal)
for analysis of serum P4 levels. In Exp. 2, also on D7, ewes were allocated to two
treatments: eCG (n = 45) 200 IU of eCG at PIVD removal; or GnRH (n = 40) 4 ug of
buserelin at FTAI In Exp. 3, at D7, animals were randomly assigned to two treatments:
eCG (n = 183) 200 IU of eCG; and eCG-GnRH (n = 147) 200 IU of eCG at D7 and 4
Mg of buserelin at the time of FTAI. Pregnancy was diagnosed by transrectal
ultrasonography 24 days after FTAI. Pregnancy data were analyzed by chi-square test.
Serum progesterone levels data were analyzed using mixed models for repeated data.
For both, p<0.05 was considered significant, In Exp. 1, there was no significant effect
of group (p=0.66) or group x day (p=0.24) on P4 concentration, and a significant effect
was observed only for collection day (p=0.001). In Exp 2, the pregnancy rate was lower
(p<0.05) in the GnRH group than in the eCG group. In Exp 3, the pregnancy rate
increased (P=0.05) from 40.7% to 50.3% when eCG-GnRH was used. The results
indicate improved pregnancy rate with buserelin treatment at the time of FTAI when
eCG is administered at PIVD withdrawal. The use of buserelin alone at the time of FTAI
does not replace treatment with eCG. Serum progesterone levels is not different after
treatment with eCG, eCG+GnRH or GnRH.

Keywords: GnRH; ovulation induction; estrous cycle manipulation; ewe; reproduction.
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1 Introducéo

Panorama geral da ovinocultura

Os maiores rebanhos ovinos estdo distribuidos pelos paises pertencentes a
Asia, Africa e Oceania. A China, com 173 milhdes de animais, se destaca como sendo
0 pais com maior rebanho, seguido da Austrélia, india, Ird, Suddo e Nova Zelandia.
No cenario mundial o setor apresenta crescimento de 1,5% nos Ultimos anos,
totalizando 1,2 bilhdo de cabecas em 2020 (FAO 2022).

O Brasil, com cerca de 20,6 milhdes de cabecas, se encontra em 18° lugar e
seu rebanho se concentra principalmente nas regides nordeste e sul do pais. O Rio
Grande do Sul, que na década de 1980 liderava a produc&o possuindo 11,9 milhdes
de cabecas, apos a crise internacional da 1a, com a desestruturacdo da cadeia, hoje
possui 2,9 milhdes de ovinos (EMBRAPA 2016). O maior rebanho do Brasil
atualmente se encontra na Bahia, com 4,7 milh6es de cabecas. A regido nordeste do
Brasil, com uma ovinocultura voltada a producdo de carne e peles, atravessou a
década de 1980 sem grandes oscilacbes e, a partir dos anos 2000, aumentou o
crescimento de seu rebanho colocando a Bahia entdo como estado maior produtor de
ovinos do pais (IBGE 2020).

Atualmente, o principal produto das propriedades que continuaram na atividade
passou a ser a carne, visto que a producao no Brasil apresenta um crescimento anual
de 5% nos ultimos quatro anos. Segundo dados da SELAIVE (2018), em 2010 foram
abatidos 5 milh6es de ovinos, com rendimento de mais de 80 mil toneladas de carne
e 19,3 mil toneladas de pele. O consumo de carne de ovinos no Brasil vem crescendo,
porém ainda ndo chega a 0,7 Kg per capita anual, valor muito reduzido quando
comparado a paises vizinhos (FAO 2022). Assim sendo, o baixo nivel de consumo,
juntamente com a importacdo de carne ovina, principalmente do Uruguai, na ordem
de 4,7 toneladas no ano de 2018 (SUL 2022), mostra um espaco relevante para

crescimento da atividade.
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Ciclo estral das ovelhas

As ovelhas apresentam sucessivos ciclos estrais que duram de 16 a 17 dias,
divididos em fase luteal, que dura do segundo ao décimo terceiro dia, e uma fase
folicular do décimo quarto ao primeiro dia do ciclo estral, considerando o estro como
dia zero (BARTLEWSKI et. al., 2011). Quando criadas em clima temperado, ovelhas
sdo poliéstricas estacionais, ao contrario das fémeas criadas préximas a regido
equatorial, que ovulam ao longo do ano, sendo consideradas poliéstricas continuas
(OLIVEIRA et al., 2013). Sob influéncia favoravel do fotoperiodo, ocorrem
normalmente trés ou quatro ondas foliculares por ciclo estral. Esses ciclos s&o
caracterizados por modificacbes neuroenddcrinas associadas a varios 6rgaos e se
iniciam pela influéncia da melatonina, produzida pela glandula pineal, que estimula a
producédo e secrecdo de GnRH no hipotalamo (BAIRD et.al., 1991, CAVALCANTI
et.al., 2012)

O GnRH estimula a adenohipofise a sintetizar e secretar as gonadotrofinas,
FSH e LH. Essas gonadotrofinas atuam sobre os ovarios no desenvolvimento folicular
(BLISS, 2010). Nas gonadas ocorre a sintese de 17 estradiol e inibina pelos foliculos
e de progesterona (P4) pelo corpo luteo (OLIVEIRA 2013), 2017). Estes hormonios
desempenham a funcao de regulacdo de toda a cascata hormonal, pelos mecanismos
de feedback positivo e negativo (BARTLEWSKI et.al., 2011). A prostaglandina
produzida pelas glandulas endometriais do Utero € a responsavel pela lise do corpo
liteo. A emergéncia de cada onda € controlada pelas concentracoes de FSH,
causando um recrutamento de foliculos (BAIRD et.al.,1991)

No inicio do desenvolvimento folicular os niveis de estradiol inibem a secrec¢ao
de gonadotrofinas no complexo hipotalamico-hipofisario, evitando o estimulo
excessivo sobre os ovarios (OLIVEIRA 2011). De um a quatro foliculos (racas de alta
prolificidade) sdo selecionados para completarem seu crescimento e estabelecerem a
dominancia, podendo chegar a 5mm antes de iniciar 0 processo de regressao ou
ovulacdo. Os niveis de estradiol e inibina secretados pelos foliculos fornecem sinais
de feedback negativo reduzindo a disponibilidade de FSH. Conforme se diferenciam,
os foliculos dominantes passam a expressar receptores de LH nas células da
granulosa. Na presenca de corpo luteo as concentracdes de LH nédo se elevam pela
acéo inibitoéria da P4 sobre a secrecao e pulsatilidade do LH (FONSECA 2005). Como
consequéncia da permanéncia de niveis baixos de LH a dominancia folicular é

interrompida, portanto, o foliculo ndo ovula, entrando em processo de regressao e
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atresia. Caso ndo existam fatores inibidores de LH, o foliculo ovulatério completa seu
desenvolvimento e maturacdo, neste caso, em baixas concentracdes séricas de P4,
0s niveis de estradiol atingem concentracdo maxima, e induzem o comportamento
estral das fémeas. O estradiol atua ainda como feedback positivo no eixo
gonadotrépico, causando aumento na secrecdo de GnRH e inducgéo do pico de LH,
sendo que a ovulacao ocorre em torno de 20-26 horas apos o pico de LH (CAMPBELL
et al., 1996,BAIRD et.al., 1991, CAVALCANTI et.al., 2012).

Logo apés a ovulacdo, pela acdo do LH, o corpo lateo é formado, causando
uma cascata de mudancas morfoldgicas e funcionais nas células de teca e granulosa
do foliculo que ovulou. O corpo lateo por sua vez secreta P4, elevando as
concentragOes séricas deste hormoénio acima de 1ng/mL durante aproximadamente
13 a 16 dias. As concentracdo de P4 apresentam um perfil de curva, com seu apice
por volta do 6 ao 10 dia (OLIVEIRA et. al., 2013).

No final da fase latea cerca de 12 a 14 dias ap0s o0 estro, na auséncia de
embrido no utero, a prostaglandina Fza (PGF2q) € secretada pelas glandulas
endometriais do Utero ndo gravidico induzindo a regressao do corpo luteo (lutedlise)
(FONSECA 2005). Este evento resulta no decréscimo das concentracdes de P4 e
transformacdo do corpo Iuteo em corpo albicans (afuncional, em regresséo
morfoldgica). A diminuicdo de P4 ocorre de forma gradual e faz com que ocorra
novamente secrecao de hormdnios gonadotréficos, especialmente LH, iniciando uma
nova fase folicular (BARTLEWSKI et. al., 2011).

Inseminacao artificial (1A) e Inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)

Se torna claro que a otimizacao de resultados produtivos, dentro da cadeia de
ovinocultura demanda por tecnologias que acelerem seus processos e melhorem
indices zootécnicos. Algumas ferramentas ja desenvolvidas visam controlar, seja por
métodos farmacoldgicos ou de manejo, a endocrinologia que comanda a dinamica
ovariana. Os objetivos deste controle podem ser diversos como: sincroniza¢do ou
inducao do estro e ovulacédo, IATF, superovulacdo e transferéncia de embrides. Essas
biotécnicas reprodutivas aumentam o potencial reprodutivo e produtivo das

propriedades.

A 1A, é uma ferramenta frequentemente utilizada para melhoramento genético

e eficaz no controle reprodutivo e apresenta algumas vantagens como: aumentar o
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namero de descendentes de machos geneticamente superiores, favorecendo o ganho
genético, bem como promovendo o controle de doencas reprodutivas (FONSECA,
2005). A adocéo de IA é facilitada pelas técnicas de sincronizacdo e inducdo de
ovulagéo, possibilitando o uso da IATF. Com esta técnica é possivel dispensar a
observacéo de estro, concentrando manejos e produzindo individuos melhoradores.
Porém sua limitacdo pode estar relacionada a alguns fatores como: variagdo nos
resultados de prenhez, escassa mao de obra especializada, falta de investimentos e
resisténcia a ado¢ao de novas tecnologias por parte dos produtores (SELAIVE 2018).

Protocolos de tratamento hormonal desencadeiam modificagbes no eixo
endocrino de controle do ciclo estral de forma a encurtar ou prolongar a fase litea do
ciclo, ou manipular a estacionalidade reprodutiva da espécie (ABECIA et al., 2011).
Os primeiros protocolos desenvolvidos e publicados na década de 1980 foram a base
de multiplas aplicagdes de P4 (OLIVEIRA et al., 2011). Desde ent&o este tratamento
sofreu modificacdes e passou a ser o0 mais utilizado para sincronizacdo de estro
através de DIV. Neste tratamento a P4 exdgena bloqueia temporariamente o
crescimento final dos foliculos. Tal efeito ocorre pela acdo inibitoria da secrecao
pulsatil de GnRH (BAIRD et al., 1991). ApOs a retirada da fonte de P4retorna a
pulsatilidade de FSH e LH, estimulando o crescimento folicular final resultando em
manifestacao do estro e ovulacdo (RAWLINGS e COOK, 1993).

Quando o tratamento com progestagenos é combinado a administracado de uma
gonadotrofina como eCG que possui atividade de LH e FSH, resulta em maior
sincronia das ovulacbes (GONZALEZ, 2008). Eventos enddcrinos sédo reassumidos
0s quais estimulam o crescimento folicular manifestacdo do estro e ovulacéo, apos
um periodo de suplementacao de P4 exdégena.

Luther et al. (2007) avaliaram o efeito da associacdo de norgestomet (14 dias)
ao eCG (na retirada do implante) e/ou GnRH (36h ap6s a remocéo do implante) na
inducdo do estro e na taxa de prenhez em ovelhas apds a |IA por laparoscopia com
sémen congelado. A taxa de prenhez nao diferiu entre os tratamentos (GnRH 51,5%
vs. eCG 53,1% vs. GnRH+eCG 55,9%). Desse modo, nessas condi¢cdes, 0s
resultados indicam que a aplicacdo de GnRH isoladamente, pode substituir a eCG,
mas que a associacao de indutores néo foi superior ao eCG. Santos-Jimenez et al.
(2020) compararam a eficiéncia do protocolo longo de DIV (14 dias) associado a eCG
(na remocdo do DIV) ou GnRH (56 h ap6s remocdo do DIV) durante a estagéo

reprodutiva. Os autores observaram que n&o houve diferenca na taxa de manifestacao
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de estro e todos 0s animais que apresentaram estro, tiveram ovulagdes subsequentes.
Somado a isso, a concentragcédo de P4 e numero de CL nao diferiram entre 0s grupos.
Ja Cavalcanti et al. (2012) analisaram os efeitos da eCG+GnRH na ovulacdo e
prenhez de ovelhas submetidas a protocolos de seis dias e IA por laparoscopia com
sémen fresco, sendo o GnRH administrado 24 horas apés a retirada do DIV. Os
autores verificaram que praticamente todos os animais manifestaram estro e nao
houve diferenca na taxa de ovulacao e prenhez. Conforme os dados demonstram, néo
h&, segundo nosso conhecimento, estudo que avaliou 0 uso conjunto ou isolado de
eCG e GnRH em protocolos de IATF em ovinos, utilizando IA superficial com sémen
fresco.

GnRH e seus analogos

O GnRH é um decapeptideo que desempenha funcéo essencial no controle
reprodutivo em todos os seres vertebrados (MCARDLE et al.,, 2013). O mesmo é
sintetizado no corpo celular dos neurénios hipotalamicos, e liberado de forma pulsatil,
diretamente, no sistema portal hipofisario das células gonadotréficas na hipofise
anterior (ORTMANN et al., 2002; CONN et al., 1994). Este decapeptideo se liga a
repeceptores hipofisiarios e provoca uma sequéncia de eventos que incluem a
microagregacao desses receptores, internalizacéo e ativacéo das vias de transducéao
de sinais de segundo mensageiro, como resultado ha sintese e liberacdo de LH e FSH
(BLISS et al., 2010). Ha formas sintéticas de GnRH que sdo semelhantes a molécula
enddgena, como a gonadorelina, e formas que possuem pequenas modificacdes na
sua estrutura molecular, como a buserelina, lecirelina e deslorelina (ZAPLETAL et al.,
2008). Esses analogos agonistas sdo moléculas semelhantes ao enddégeno, porém
com pontuais modificacbes nos sitios de degradacdo enzimatica. O aumento da
resisténcia as peptidases e a maior afinidade da molécula ao seu receptor,
prolongaram a meia-vida na circulacdo destes agonistas (HERBERT et al., 2005).
Esses analogos sdo denominados de superanaldgos e alguns chegam a ser até 20
vezes mais potentes que o enddégeno (ZAPLETAL et al., 2008). O GnRH quando
utilizado induz a onda pré ovulatéria de LH cerca de 2 horas apés a aplicacéo por via
intramuscular, resultando em uma inducdo das ovulacdes de forma sincrénica
(PICARD-HAGEN et al., 2015).

Na espécie ovina, ha grande namero trabalhos descritos que utilizam analogos

sintéticos de GnRH com o intuito de melhorar a resposta reprodutiva. Entretanto,
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essas formas sintéticas séo utilizadas de maneira completamente empirica, pois ndo
h& férmulas licenciadas que indiqguem o uso em ovinos (BALARO et al., 2016).
Considerando a grande disponibilidade e o custo relativamente acessivel dos
analogos de GnRH, os mesmos vém sendo utilizados frequentemente e demandam
novos estudos que adequem protocolos ja utilizados.

O objetivo do estudo foi avaliar a possiblidade de utilizar a buserelina, um super
analogo do GnRH, como indutor de ovulacdo em protocolos de IATF em ovinos

combinado ou ndo ao uso de eCG.
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Resumo

A adicao de buserelina na inseminacéao artificial em tempo fixo (IATF) pode aumentar
a sincronia das ovulagcbes e a taxa de prenhez. Para testar essa hipotese, foram
realizados trés experimentos utilizando 445 ovelhas durante a estagao reprodutiva
(marco e abril). Em todos os experimentos 0s animais permaneceram com dispositivo
vaginal impregnado com progestageno (DIV) por sete dias e receberam 250 ug de
agente luteitico (cloprostenol) no momento da retirada do DIV (dia 7 = D7). No D9 (54h
apos a retirada do DIV), as ovelhas foram submetidas a IATF cervical superficial
utilizando 100 x 108 espermatozoides méveis contidos em um pool de sémen coletado
de quatro carneiros com fertilidade conhecida. No Exp. 1, no D7, as ovelhas (n = 30)
foram alocadas em trés grupos: eCG (200 Ul na retirada do DIV; n=10); eCG+GnRH
(200 Ul de eCG naremocéo do DIV e 4 ug de buserelina 36 h depois; n=10); ou GnRH
(buserelina 36 h apds a remocao do DIV; n=10). Amostras de sangue foram coletadas
2, 6 e 12 dias apos a IATF (54 h ap6s a remocao do DIV) para analise dos niveis
séricos de P4. No Exp. 2, também no D7, as ovelhas foram alocadas em dois
tratamentos: eCG (n = 45) 200 Ul de eCG na retirada do DIV; ou GnRH (n =40) 4 ug
de buserelina na IATF. No Exp. 3, no D7, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em dois tratamentos: eCG (n = 183) 200 Ul de eCG; e eCG-GnRH (n = 147) 200 UI
de eCG no D7 e 4 ug de buserelina no momento da IATF. A gestacao foi diagnosticada
por ultrassonografia transretal 24 dias apés a IATF. Os dados da gestacdo foram
analisados pelo teste qui-quadrado. Os dados de niveis séricos de progesterona foram
analisados usando modelos mistos para dados repetidos. Para ambos, p<0,05 foi
considerado significativo, No Exp. 1, ndo houve efeito significativo de grupo (p=0,66)
ou grupo x dia (p=0,24) sobre a concentracdo de P4, sendo observado efeito
significativo apenas do dia da coleta (p=0,001). No Exp. 2, a taxa de prenhez foi menor
(p<0,05) no grupo GnRH que no grupo eCG. No Exp 3, a taxa de prenhez aumentou
(P=0,05) de 40,7% para 50,3% quando utilizado eCG-GnRH. Os resultados indicam
melhora na taxa de prenhez com o tratamento com buserelina no momento da IATF
guando a eCG é administrada na retirada do DIV. O uso isolado de buserelina, no
momento da IATF, ndo substitui o tratamento com eCG. Os niveis seéricos de
progesterona nédo é alterada apos tratamento com eCG, eCG+GnRH ou GnRH.

Palavras-chave: GnRH; inducdo de ovulacdo; manipulacdo ciclo estral; ovelha;
reproducao.
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1. Introducéo

A inseminacdo artificial (1A), é uma ferramenta frequentemente utilizada para
aumentar o numero de descendentes de um macho geneticamente superior,
favorecendo o ganho genético, bem como para promover o controle de doencas
reprodutivas (FONSECA, 2005). A adocdo de IA é facilitada pelas técnicas de
sincronizacao e inducdo de ovulacao, possibilitando o uso da Inseminacao Atrtificial
em Tempo Fixo (IATF), que dispensa a necessidade de verificacdo de estro.

Protocolos de tratamento hormonal desencadeiam modificagdes no eixo
endocrino de controle do ciclo estral de forma a encurtar ou prolongar a fase lutea do
ciclo, ou manipular a estacionalidade reprodutiva da espécie (ABECIA et al., 2011).
Os tratamentos mais utilizados, sdo a base de progestagenos exdgenos, visando
bloquear temporariamente o crescimento final dos foliculos. Tal efeito ocorre pela
acao inibitéria da secrecao pulsatil de GnRH (BAIRD et al., 1991). Apos a retirada da
fonte de progesterona (P4) retorna a pulsatilidade de FSH e LH estimulando o
crescimento folicular final resultando em manifestacdo do estro e ovulacao
(RAWLINGS e COOK, 1993). Quando o tratamento com progestagenos é combinado
a administracao de uma gonadotrofina como eCG que possui atividade de LH e FSH,
resulta em maior sincronia das ovulacdes (GONZALEZ, 2008).

A caracteristica de gerar resposta imunogénica apés multiplas aplicacbes
(DRION et. al., 2001) e de possiveis restricdes a producéo do eCG ja observadas em
alguns paises, geram demanda para novos estudos que identifiquem um tratamento
alternativo para estimulacéo de crescimento folicular final e ovulacdo em ovinos. Além
disso, os protocolos de IATF atualmente utilizados em ovinos, permitem a obtencéo
de taxa de concepcédo de 40 a 50% quando realizada IA cervical superficial com sémen
fresco (Silveira et. al., 2021). Na espécie ovina, 0s analogos sintéticos de GnRH vem
sendo utilizados para melhorar a resposta reprodutiva (BALARO et. al., 2016). O
objetivo deste estudo foi utilizar buserelina (superanalogo de GnRH), com o intuito de
melhorar a sincronia proporcionada pelo eCG ou mesmo substitui-lo em programas
de IATF.
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2. Materiais e métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (Processo #73402). O
estudo foi realizado durante a estacéo reprodutiva (marco e abril), em fazendas no Rio
Grande do Sul. Foram utilizadas 445 ovelhas Corriedale, mantidas em campo nativo,
com escore de condi¢cdo corporal minimo de 2,5 (escala de 0-5), idade entre 2 e 8
anos com peso médio de 45kg. Foram realizados trés experimentos em 4
propriedades diferentes situadas na regiao sudeste do Rio Grande do Sul.

Experimento 1

Visando avaliar o efeito do eCG e do GnRH sobre os niveis de progesterona
sérico, 30 ovelhas foram submetidas aos protocolos descritos na Figura 1. Todos 0s
animais receberam o mesmo protocolo inicial, no D7, foram dividos em trés
tratamentos: Grupo eCG (Fig. 1A, n=10, 200 Ul de eCG IM); Grupo eCG+GnRH (Fig.
1B, n=10, 200 Ul eCG IM e 4 ug de buserelina IM 36 h apos - D8,5); e Grupo GnRH
(Fig. 1C, n=10, 4 pg de buserelina IM no D8,5). Amostras de sangue foram coletadas
2, 6 e 12 dias apOs a data da provavel IATF (54 h apés a remocao do DIV), para
analise da concentracéo de P4 sérica por quimiluminescéncia (Elecsys Progesterona
[l Cobas Assay, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha; REF 07092539) em um

laboratério comercial.

Experimento 2

Neste experimento foi avaliada a acao isolada do eCG e do GnRH sobre a
taxa de prenhez de ovelhas submetidas a IATF. Os 85 animais receberam os
protocolos descritos na Figura 1A e 1C. No D7 os animais do grupo eCG (n=45)
receberam 200 Ul de eCG IM e os do grupo GnRH (n=40), receberam 4 ug de

buserelina IM (D9) no momento da IATF.
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DO D7 D9IA
1A eCG | | :
60 mg de MP&, 250 ugde cloprostencl
200 Ulde eCG
1B CG + GnRH | ' :
60 mg de MPA 250 Ug de cloprostenal 4 Uz de buserelina
200 Ulde eCG
| | |
1C GnRH | 1 1
60 mg de MPA 250 g de cloprostenal 4 g de buserelina

Figura 1 — Protocolos hormonais utilizados nos experimentos. eCG: gonadotrofina
coribnica equina; GnRH: hormonio liberador de gonadotrofina; MPA; acetato de
medroxiprogesterona..

Experimento 3

O experimento 3 foi realizado em 4 réplicas (n=330), em propriedades nos
municipios de Pinheiro Machado, Pelotas e Dom Pedrito, todos no Rio Grande do Sul.
Com base nos resultados anteriores, este experimento foi delineado para avaliar a

taxa de prenhez dos protocolos descritos na Figura 1A (n = 183) e 1B (n = 147).

IATF e diagnostico de gestacao

As ovelhas dos experimentos 2 e 3 foram submetidas a IA cervical superficial,
54 horas apo6s a remocao do DIV. A IA foi realizada utilizando sémen fresco coletado
de quatro carneiros com fertilidade conhecida, na dose 100 x 10° espermatozoides
moveis em um volume de 100 puL. O diagnéstico de gestacédo foi realizado 24 dias
apos a IA por ultrassonografia transretal e determinada a taxa de concepcao (n° de

ovelhas prenhes/total de ovelhas sincronizadas).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SAS. Para comparacao
das taxas de prenhez utilizou-se o teste Qui-quadrado, enquanto as concentracdes de
progesterona foram analisadas utilizando modelos mistos para dados repetidos. Em

ambos testes, P<0,05 foram considerados significativos.
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3. Resultados

Os resultados do Exp. 1 estdo descritos na Figura 2. Nao houve efeito
significativo de grupo (p=0,66) ou grupo x dia (p=0,24) na concentracao de P4, sendo
observado efeito significativo apenas entre os dias de coleta (P=0,001). Importa

ressaltar que todos 0s animais apresentaram niveis acima de 1ng/ml no D6.

Progesterona sérica (ng/mL)

12
10

o N B O

D2 D6 D12

e 6CG  em emeCG+GNRH eeeee GnRH

Figura 2. Concentragao seérica de progesterona 2 (D2), 6 (D6) e 12 (D12) dias apos a
data provavel da IATF. DO insercdo do DIV (60 mg de acetato de
medroxiprogesterona); D7 remocéao do DIV, 250 ug de cloprostenol IM e distribuicdo
nos grupos: eCG, 200 Ul de eCG IM (D7); eCG+GnRH, 200 Ul de eCG IM (D7) e 4
Hg de buserelina 36 horas apés a remocao do DIV; e GnRH 4 ug de buserelina IM 36
horas ap6s a remocéo do DIV.

No Exp. 2, a taxa de prenhez para o grupo eCG (46,7%) foi superior (P<0,05)
a taxa (22,5%) obtida no grupo GnRH. Assim sendo, a aplicacéo isolada de buserelina
no momento da IA, sem estimulo prévio do desenvolvimento folicular com eCG,
reduziu a taxa de prenhez quando comparada com o uso isolado de eCG.

Conforme observado na Figura 3, foi possivel notar que a aplicacdo do analogo
do GnRH no momento da IATF, em animais previamente tratados com eCG (Exp. 3),

aumentou significativamente a taxa de prenhez de 40,7% para 50,3%.
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P=0.05
60 ¥
g 1 M BN eCG
< 40- - n=183
&= 1 eCG+GnRH
20- n=147
2] o N~ =]
= 3 o T
0- T 1
1 2 3 4
REPLICAS

Figura 3. Taxa de prenhez de cada réplica do Experimento 3. *No DO DIV (60 mg de
acetato de medroxiprogesterona); D7 remocao do DIV, 250 pg de cloprostenol IM e
distribuicdo nos grupos: eCG, 200 Ul de eCG IM (D7); e eCG+GnRH, 200 Ul de eCG
IM (D7) e 4 pg de buserelina IM na IATF (cinquenta e quatro horas apés a remocao
do DIV).

4. Discussao

O presente estudo avaliou 0 uso do buserelina na IATF em ovelhas na estacao
reprodutiva, associado ou ndo a eCG e seu efeito na sintese de P4. As hipoteses
foram: a associacdo eCG/GnRH aumenta a taxa de prenhez; e, o GnRH pode
substituir a eCG em protocolos de sincronizacdo do estro de ovinos. A aplicacdo de
GnRH no momento da IATF associado a eCG, melhorou a taxa de prenhez, sem afetar
a concentracao de P4. Por outro lado, a taxa de prenhez foi inferior nos animais em
gue o GnRH foi aplicado isoladamente.

A associacao de GnRH a protocolos de sincronizacao do estro baseados em
P4/eCG promovem maior sincronizacao do estro e indu¢éo da ovulacéo (Reyna et al.,
2007; Silva et al., 2015). A administracdo do GnRH no momento da IATF, e ndo 24-
36h apds a remocédo do DIV, possibilita a diminuicdo do nimero de manejos com 0s
animais (Wildeus, 2000), sem prejudicar o desempenho reprodutivo. Assim como no
presente estudo, Aski et al. (2016) e Biehl et al. (2017) observaram que a associacao
eCG/GnRH aumentou a taxa de prenhez de ovelhas submetidas a IA. Da mesma
forma, em bovinos, o0 GnRH tem se mostrado eficiente em melhorar a taxa de prenhez

em animais que nao manifestam estro (Cedefio et al., 2021; Tschopp et. al.,, 2022).
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A eCG ¢é amplamente utilizada devido a acdo semelhante ao FSH e LH e meia-
vida longa (MURPHY e MARTINUK, 1991). Contudo, existe a tendéncia da
interrupcdo da producao por questdes éticas (Gonzalez-Bulnes, et al., 2020). O GnRH
tem se mostrado a principal alternativa até o momento, em fémeas que ndo séo
deficientes de gonadotrofina, ou seja, na estacdo reprodutiva. Nesses casos acredita-
se que o uso de GnRH isoladamente poderia possibilitar taxas de manifestacédo de
estro, sincronia do pico de LH, momento da ovulagao, concentracdo de P4 (Martinez-
Ros e Gonzalez-Bulnes, 2019; Santos-Jimenez et al., 2020) e taxa de prenhez
(Martinez-Ros e Gonzalez-Bulnes, 2019) adequados na estacao reprodutiva.

No presente estudo, ndo foram avaliados outros parametros relacionados a
ovulacéao além da concentracao de P4 que, indiretamente, reflete a taxa de ovulacao,
gue néo diferiu entre os grupos. Entretanto, como a taxa de prenhez do grupo GnRH
foi inferior, nas condi¢des testadas, uma possivel substituicio € desaconselhada.
Zhang et al. (2022) aplicaram GnRH 48h apos a remocgao do DIV em receptoras de
embribes e observaram maior propor¢cdo de corpos liteos no momento da
transferéncia, mas queda na taxa de prenhez. Logo, o paradoxo entre funcao luteal e
prenhez, torna necessario entender melhor de que forma o GnRH interfere na
ovulacéo, producao de P4 e desenvolvimento embrionario para adequar estratégias

reprodutivas em ovinos.

5. Conclusao

Os resultados indicam que a utilizacdo da buserelina no momento da IATF,
guando o desenvolvimento folicular € estimulado por eCG administrado na remocéo
do DIV, foi capaz de incrementar a taxa de prenhez de ovelhas durante a estacao
reprodutiva. Porém, o uso de buserelina isoladamente, no momento da IATF, nao
substitui o tratamento com eCG, pois resultou em uma menor taxa de prenhez.
Também foi possivel determinar que os niveis de P4 ndo foram alterados apds o
tratamento com eCG, eCG+GnRH ou GnRH.

Financeamento: Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
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3 Considerac¢des Finais

A IATF é uma biotécnica que permite realizar a IA em um grande namero de
fémeas no mesmo periodo, anulando a necessidade de observacdo de estro,
reduzindo manejos, otimizando méao de obra e tempo. Os protocolos convencionais ja
existentes apresentam taxas consideraveis de sucesso quando utilizado a eCG como
indutor de ovulacéo. Por apresentar um elevado custo e por questdes relacionadas ao
bem estar animal, alguns estudos vem sendo desenvolvidos visando a utilizagédo de
GnRH ou seus analogos como indutores de ovulagdo com parados ao eCG.

Este estudo avaliou a utilizacdo de buserelina, superanalogo do GnRH, como
indutor de ovulagdo em tratamentos isolados ao eCG ou combinado, em protocolos
de IATF, utilizando sémen fresco diluido com deposicao cervical superficial.

Os resultados demonstraram que o uso de GnRH, combinado a eCG, resultou
em um acréscimo significativo na taxa de prenhez. Além disso, a buserelina, de forma
isolada, ndo foi capaz de produzir as mesmas taxas de prenhez quando comparada
com eCG, porém, a concentracdo sérica de progesterona nao diferiu quando a
buserelina foi usada isolada ou em combinacdo com a eCG.
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