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Resumo

KRUSSER, Rafael Herbstrith.. Utilizacdo de PGF2alfa como indutor de ovulacao
em programas de inseminacgdo artificial em tempo-fixo com novilhas puberes.
2013. 41 f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Analisando a producdo animal, o sucesso do empreendimento esta diretamente
relacionado a capacidade reprodutiva e fertilidade dos animais, por este motivo
guando se trabalha com um rebanho bovino comercial, deve buscar alternativas
viaveis para que uma matriz alcance a producdo de um bezerro ao ano, onde entre
elas se destaca a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF).Muitos protocolos séo
utilizados para técnica de IATF, e a utilizagdo de prostaglandina F2a como indutor
de ovulacdo dentro destes protocolos tem sido estudada.O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da prostaglandina F2a (PGF) sobre a ovulagao e taxa de prenhez em
novilhas puberes inseminadas artificialmente em tempo fixo.Foram utilizadas 461
novilhas puberes, de 12 a 14 meses de idade. No Dia 0, todos os animais receberam
um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIB), mais 2 mg de Benzoato
de estradiol (BE) intramuscular. No Dia 9, DIB foi retirado e foram dadas 500 pg im
de PGF. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em um dos trés grupos de
tratamento que foram: 1) 1 mg de benzoato de estradiol (BE grupo, n = 151); 2) 500
ug de PGF (grupo PG, n = 150), 24 horas ap0s a remocédo DIB e 3) 300 pg de
cipionato de estradiol (Grupo de ECP, n = 160) na remocao do DIB. A IATF foi
realizada 48 horas apés a retirada do DIB no grupo ECP e de 54 horas em PG e
grupo BE. Percentagem de novilhas que ovularam tendeu a ser mais elevada no
grupo de PG do que nos outros grupos (P = 0,08). Nao houve diferenca na taxa de
prenhez entre os grupos (P = 0,9).0s resultados sugerem que o uso de PGF como
estimulo ovulatorio resultou na ovulagdo sincronizada e indice de prenhez
semelhantes em comparagcdo com ECP e BE em bovinos submetidos a programas
de IATF.

Palavras Chave: Bovinos, IATF, Ovulacdo, PGF, Prenhez.



Abstract

KRUSSER, Rafael Herbstrith. Use of PGF2alpha as ovulatory stimulus for timed
artificial insemination in pubertal heifers. 2013. 41 f. Dissertation (Master).
Programa de Poés-Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

In the field of animal production, the success and profitability of a beef farm is directly
related to the reproductive performance commercial herd, must seek viable
alternatives to reach an array producing one calf per year for it appeared artificial
insemination techniques in fixed time (TAI). Many protocols are used for TAI
technique and the use of prostaglandin F2a to induce ovulation in these protocols
has been studied.The objective of this study was to evaluate the effect of
prostaglandin F2a (PGF) on ovulation and pregnancy rate in timed artificially
inseminated pubertal heifers.Was used 461 pubertal beef heifers, 12 to 14 mo of age
were used. On Day 0, all cattle were given an intravaginal progesterone-releasing
device (DIB) plus 2mg benzoate estradiol (BE) intramuscular. On Day 9, DIB was
removed and were given 500 ug im of PGF. Heifers were randomly assigned to one
of three treatment groups and were given; 1) 1mg of EB (EB Group; n = 151); 2) 500
Mg of PGF (PG group; n = 150), 24 h after DIB removal, and 3) 300 ug of Estradiol
Cipionate (ECP Group; n = 160) at DIB removal. The TAI was performed 48 hours
after DIB removal in ECP group and at 54 h in PG and EB Groups. Percentage of
heifers ovulating tended to be higher in the PG group than in the other groups (P =
0.08). No difference was detected on the pregnancy rate among groups (P = 0.9).The
results suggest that the use of PGF as ovulatory stimulus resulted in synchronized
ovulation and similar pregnancy rate compared to ECP and EB in cattle subjected to
TAI programs.

Keywords: Cattle, PGF, Pregnancy, Ovulation, TAI.
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1. Introducéo Geral

A populacdo mundial estd em crescimento e seu poder aquisitivo também,
com isso 0 consumo de carne bovina passa por um aumento consideravel, e isso faz
com que o mercado exija uma producdo mais eficiente e sustentavel. Neste ambito,
o Brasil sendo o maior exportador de carne bovina do mundo, deve conhecer as
exigéncia de mercado, principalmente no que diz respeito a mercados nobres, que

podem pagar mais por um produto de melhor qualidade.

Dentro desta meta de producdo sustentavel varios fatores sdo importantes,
onde a reproducédo se enquadra entre um dos principais, pois segundo Chenoweth
(2002), a reproducéo é o principal fator limitante a producéo.Analisando a producéo
animal em nivel comercial, o sucesso do empreendimento esta diretamente
relacionado a capacidade reprodutiva e fertilidade dos animais (LOVE;
KENNY,1998). Por este motivo quando se trabalha com um rebanho bovino
comercial, deve buscar alternativas viaveis para que uma matriz alcance sua meta
dentro do rebanho, que é a producdo de um terneiro ao ano, e iSso com a monta
natural em um manejo reprodutivo tradicional se torna muito dificil. Com esse intuito
as inseminacdes artificiais que sao utilizadas como a principal ferramenta para se
agregar genética de qualidade em um rebanho, também auxiliam na producédo pois
concentram a estacdo de paricdo, aumentam a producdo do rebanho e geram lotes

mais homogéneos.

Desde as primeiras inseminacdes artificiais realizadas, até os dias atuais,
muita evolugdo ocorreu, surgiram novos protocolos e novas opg¢des hormonais afim
de se sincronizar os animais e insemina-los em tempo pré-determinado e ndo mais
com observagdes de cio, passando de uma IA convencional para uma inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF). Além disso, os protocolos tendem cada vez mais a
uma diminuigdo de dias de manejo e custos com a técnica, a fim de ocasionar uma

producdo menos onerosa e que de um maior retorno ao produtor.

Quando se fala em IATF, véarios fatores devem ser levados em
consideracao, e um deles é a condicdo corporal dos animais, pois segundo B0 et al.
(2002), trabalhando com uma escala de escore de condi¢ao corporal que varia de 1
a 5, sendo escore 1 muito magras e 5 obesas, a prenhez pode variar de cerca de
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30% em vacas com escore corporal < 2,5 até 65% em vacas com escore >3,0, além
da condicdo corporal fatores como qualidade de mao e obra, do sémen utilizado
bem como qualidade dos horménios também podem interferir no resultado final da

técnica.

Os protocolos atuais se baseiam na utlizacdo de progestagenos,
dispositivos de liberagcdo lenta de progesterona (P4), por um periodo determinado.
Esta exposicdo reduz a concentracdo de receptores de estrogénio (E2) no
hipotalamo, diminuindo o feed-back negativo sobre a liberacdo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), possibilitando aumento na secrecdo do
horménio luteinizante (LH) apds a retirada do dispositivo (ANDERSON; DAY,1998).
Juntamente com esse progestageno no inicio de um protocolo de inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), geralmente se utiliza um estrogeno. A administracéo
de estrogeno, em associacdo ao implante de liberacdo de progesterona, induz a
atresia dos foliculos para que a emergéncia da nova onda folicular ocorra de forma
sincronizada (MARTINEZ et al., 2000), esta associacédo também é responsavel por
suprimir a fase final do crescimento do foliculo dominante e iniciar uma nova onda,
apo6s 3 a 4 dias (BO et al., 1995). Para que ocorra a ovulacg&o, no final do tratamento,
€ necessario uma queda abrupta na producédo de P4, e consequentemente pico de
LH, nesse sentido juntamente com a retirada do implante liberador de P4, séo
utilizados agentes luteoliticos, onde a prostaglandina e seus analogos sao 0s mais
usados. Estes ocasionam a regressdo do corpo lateo (CL), determinando a
diminuicdo do aporte de P4 (FERNANDES; FIGUEIREDO, 2007), o desenvolvimento
final do foliculo dominante e o pico de LH (SOUZA; MORAES, 1998).

Mas estudos recentes tém demostrado que a prostaglandina tem efeito
também sobre a ovulacdo (WEEMS, W.; WEEMS S.; RANDEL, 2006), pois, segundo
Randel et al. (1996), a prostaglandina é responsavel por aumentar a capacidade de
resposta da hipofise ao GnRH, o qual induz a uma maior liberacdo de LH, causando
a ovulacdo, em vacas e em novilhas pré-puberes. Além disso, a prostaglandina
pode aumentar os efeitos da progesterona exdgena sobre o hipotalamo apés a
retirada da fonte de progesterona, induzindo a um aumento na resposta da hipofise
ao GnRH (WEEMS, C.W.; WEEMS Y.S.; RANDEL, 2006). Mais recentemente, foi
demonstrado que a prostaglandina induz a ovulacdo de novilhas pré-puberes, desde

gue um foliculo dominante saudavel esteja presente no ovario no momento de sua
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aplicacado (PFEIFER et al.,, 2009). Embora a inducdo da puberdade em novilhas
tratadas com prostaglandina associada a métodos para induzir uma nova onda
folicular ja tenha sido demonstrado (PFEIFER et al., 2009), ainda ndo sabe-se se a

prostaglandina por si pode induzir ovulacdo em novilhas pré-puberes.

Com isso o objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de ovulagdo e
consequentemente taxa de prenhez de novilhas puberes inseminadas artificialmente

em tempo fixo, utilizando a PGF2a como indutor de ovulagéao.
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2.1 Caracterizacao do Problema

Uma das alternativas que esta sendo sugerida nesta proposta € avaliar o
uso de prostaglandina como novo indutor de ovulacdo. A prostaglandina e seus
analogos, quando associados a outros horménios (ex. progesterona, GnRH e
estradiol), s&o amplamente utilizados em programas de IATF. As prostaglandinas
também estdo envolvidas em outros mecanismos bioldgicos (ex. ovulacao,
implantacdo, parto e fisiologia do pés-parto) (WEEMS, W.; WEEMS S,
RANDEL,2006). Sabe-se que a prostaglandina F2a pode estimular a secrecdo de
GnRH e, consequentemente, aumenta a liberacdo de LH no periodo pés-parto de
vacas (RANDEL et. al, 1996). Mais recentemente, foi demonstrado que a
prostaglandina induz a ovulacdo de novilhas pré-puberes, desde que um foliculo
dominante saudavel esteja presente no ovario no momento de sua aplicacao
(PFEIFER et al., 2009). Embora a indugao da puberdade em novilhas tratadas com
prostaglandina associada a métodos para induzir uma nova onda folicular j& tenha
sido demonstrado (PFEIFER et al., 2009), ainda ndo sabe-se se a prostaglandina
por si pode induzir ovulacdo em novilhas pré-puberes. Baseado nestas
consideragdes, o uso da PGF2a associada a tratamentos hormonais, que visam
anteceder a puberdade em novilhas, pode representar uma nova ferramenta com
potencial utilizacdo na inducéo da puberdade. Caso sua eficacia seja comprovada, a
prostaglandina podera ser utilizada para reduzir os custos dos protocolos de IATF
que utilizam GnRH como indutor de ovulagdo (COLAZO et al., 2004; KASTELIC et
al.,, 2003; MARTINEZ et al., 1999). Além disso, a prostaglandina podera ser
alternativa para induzir ovulacdo em vacas nos paises onde 0 uso de ésteres de
estradiol é proibido (96/22/EC., 1996; 2002/657/EC, 2002). Para tanto, mais
pesquisas utilizando a PGF2a como promotor de ovulagdo devem ser realizadas,
pois ainda faltam estudos para que a prostaglandina exégena possa ser indicada
como agente indutor de ovulacdo em protocolos de IATF.

Baseado nestas consideracdes, o Brasil, sendo o maior exportador de carne
bovina do mundo, deve estar conectado conhecer as exigéncias mercadolégicas do
comércio mundial de carnes e derivados, principalmente no que diz respeito aos
mercados nobres, que podem pagar melhor pelo produto. Desta forma, é necessario

encontrar alternativas para que além de atender as exigéncias do mercado externo,
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o0 Brasil ainda continue produzindo proteina animal com alta competitividade e
qualidade. Para tanto, serdo apresentadas propostas que visam viabilizar o uso de

PGF2alfa como indutor de ovulacdo em programas de IATF.
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2.2 Objetivos e Meta

2.2.1 Objetivo geral

Desenvolver novo protocolo que utilize PGF2alfa como indutor de ovulagdo em
programas de inseminagao em tempo-fixo.

2.2.2 Objetivos especificos

1. Comprovar a eficacia da prostaglandina como agente indutor de ovulagéo

sem o uso de progestagenos;

2. Avaliar o efeito do diametro folicular na ovulagdo de novilhas pré-puberes

tratadas com prostaglandina;

3. Comprovar a eficacia da prostaglandina como agente indutor de ovulacao

em protocolos de IATF para novilhas pré-puberes;

4. Comprovar a eficicia da prostaglandina como agente indutor de ovulacao

em protocolos de IATF para fémeas bovinas com atividade estral.

2.2.3 Meta
Inovar os protocolos de IATF realizados no Brasil, pois iremos recomendar a

prostaglandina F2a como agente indutor de ovulacdo, caso sua eficacia seja

comprovada.
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2.3 Metodologia e Estratégia de acao

2.3.1 Inducao da puberdade em novilhas com PGF2 alfa. Experimento 1
Animais e tratamento

O experimento sera realizado em uma propriedade no municipio de Sao
Sepé — RS. Quarenta e cinco novilhas pré-puberes mesticas (Bos Indicus vs Bos
taurus) mantidas em pastagem nativa com livre acesso a agua e sal mineral, com
idade entre 12 e 14 meses, escore de condi¢do corporal de 3 (escala de 1-5) e
média de 250 kg de peso serdo selecionadas para este estudo. Exames
ultrassonogréficos transretais (Pie Medical 220, B-mode scanner com transdutor
linear 7,5 MHz) serdo realizados em duas ocasidées com 11 d de intervalo para
confirmar a auséncia de corpo luteo nos ovarios. Logo apdés o segundo exame
ultrassonogréfico as novilhas serdo distribuidas aleatoriamente em um dos trés
grupos: 1) Grupo Progesterona + prostaglandina (PPG, n=15), novilhas que
receberdo um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR®) e 500 ug
de cloprostenol (analogo de prostaglandina) via im. na sua retirada; 2) Grupo
Prostaglandina (PG, n=15), que receberdao 500 pg de cloprostenol im. cinco dias
apos a emergéncia da onda folicular, e 3) Grupo Controle (GC, n=15), novilhas que
nao receberdo tratamento. Imediatamente apés a colocacdo do CIDR, as novilhas
do Grupo PPG receberdo 50 mg de progesterona im e 2 mg de benzoato de
estradiol, i.m. No quinto dia apés a deteccdo da emergéncia da nova onda folicular,
o CIDR sera retirado do Grupo PPG e todos animais que apresentarem foliculo com
didmetro > 9 mm receberdo 500 pg de cloprostenol via im, exceto os animais do

Grupo Controle.

Exames ultrassonograficos serdo conduzidos diariamente do inicio do
experimento até o momento da ovulagdo (todos grupos) ou, na auséncia de
ovulacdo, até 5 d apos a retirada do CIDR (grupos PPG), ou até a deteccdo de um
foliculo dominante = 8 mm de didmetro oriundo da onda folicular subsequente. A
ovulacao sera definida quando ocorrer o desaparecimento de um foliculo = 8 mm de
diametro previamente identificado (Martinez et al., 2005). Nas novilhas que

ovularem, trés exames ultrassonograficos serdo realizados (7, 10 e 14 d apos a
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ovulacéo) para determinar o diametro do CL e detectar a ocorréncia de prematura

regressao do CL.

2.3.2. Avaliacdo da eficacia da PGF2 alfa na inducéo de ovulacdo de acordo com o

diametro folicular em novilhas de leite pré-puberes. Experimento 2
Animais e tratamento

Quarenta novilhas da raca Holandés, pré-puberes mantidas no Campo
experimental de Coronel Pacheco da Embrapa — Centro Nacional de Pesquisa em
Gado Leiteiro, sob regime alimentar de pastagem de Brachiaria Brizantha
suplementadas com silagem de milho com livre acesso a agua e sal mineral, com
peso corporal entre 260-290 Kg e condicdo corporal de 3. As novilhas serdo
examinadas por ultrassonografia transretal (Pie Medical 220, B-mode scanner com
transdutor linear 7,5 MHz), em duas ocasibes com 11 dias de intervalo para
confirmar a auséncia de corpo liteo nos ovarios. Logo apés o segundo exame
ultrassonografico as novilhas receberdo 2 mg de benzoato de estradiol, im. no Dia O
e um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR®) durante 8 dias. No
Dia 8, todas as novilhas receberdo 500 pg de cloprostenol (analogo de
prostaglandina). As novilhas receberdo outra dose luteolitica de prostaglandina
quando; 1) apresentarem no ovario um foliculo dominante entre 10-12 mm de
didmetro (Grupo PG10-12, n=20), e 2) apresentarem foliculos > 12 mm (Grupo
PG>12, n=20).

Exames ultrassonograficos serdo conduzidos diariamente a partir da retirada
dos dispositivos intravaginais liberadores de progesterona até o momento da
ovulacdo ou, na auséncia de ovulacao, até 5 d apos a retirada do CIDR, ou até a
deteccdo de um foliculo dominante 2 8 mm de didmetro oriundo da onda folicular
subsequente. A ovulacdo serd definida quando ocorrer o desaparecimento de um

foliculo = 8 mm de didmetro previamente identificado (Martinez et al., 2005).

2.3.3. Avaliacdo da PGF2 alfa como agente indutor de ovulagdo em protocolos de

IATF em novilhas pré-puberes. Experimento 3
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Animais e tratamento

Trezentas novilhas pré-puberes de corte da raca Nelore mantidas em
pastagem de Brachiaria Brizantha com livre acesso a agua e sal mineral, entre 260 e
300 Kg de peso corporal e condicdo corporal de 3 serdo examinadas por
ultrassonografia transretal (Pie Medical 220, B-mode scanner com transdutor linear
7,5 MHz), em duas ocasides com 11 dias de intervalo para confirmar a auséncia de
corpo luteo nos ovarios. Logo apds o segundo exame ultrassonografico as novilhas
receberdo 1 mg de benzoato de estradiol, im no Dia 0 e um dispositivo intravaginal
liberador de progesterona (CIDR®) durante 8 dias. No Dia 8, todas as novilhas
receberdo 500 pg de cloprostenol (analogo de prostaglandina). Um dia apés a
retirada dos dispositivos, as novilhas serdo distribuidas aleatoriamente em um dos
trés grupos para receber; 1) 500 pug de cloprostenol (analogo de prostaglandina)
(Grupo PG, n=100); 2) 100 pug de GnRH (Grupo GnRH, n=100), e 3) 2 mL de NACL
0,9% (Grupo Controle, n=100). As novilhas do Grupo GnRH serao inseminadas em
tempo fixo cerca de 48 h apds a retirada dos CIDRs, sendo que as novilhas do
Grupo PG e Controle serdo inseminadas de acordo com os dados de ovulagéo

obtidos nos experimentos 1 e 2 desta proposta.

Exames ultrassonogréficos serao realizados no Dia 10 (IATF) para detecc¢éo
do didmetro do foliculo ovulatério, no Dia 18 para deteccdo do CL e no Dia 38 para

diagndstico de gestacéo.

2.3.4. Avaliacdo da PGF2 alfa como agente indutor de ovulacdo em protocolos de
IATF em vacas pos-parto. Experimento 4

Animais e tratamento

Trezentas vacas pos-parto (Bos taurus; Hereford e Hereford vs Charolés; n =
129) serdo usadas. As vacas terdo entre 3 a 8 anos, 60 a 75 d pds-parto, 450 a 650
kg de peso corporal, e CC > 2,5 (escala de 1 a 5), e serdo mantidas na Fazenda
experimental da University of Saskatchewan, Canada. As vacas serdo mantidas em
pastagem nativa com livre acesso a agua e sal mineral. As vacas serdao examinadas
por ultrassonografia transretal (Pie Medical 220, B-mode scanner com transdutor
linear 7,5 MHz), em duas ocasiées com 11 d de intervalo para confirmar a presenca
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de corpo luteo nos ovérios. Vacas que apresentarem CL em pelo menos um exame
serdo selecionadas para o experimento. Logo apdés o0 segundo exame
ultrassonografico as vacas receberdo 2 mg de benzoato de estradiol, i.m no Dia 0 e
um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR®) durante 8 dias. No
Dia 8, todas as vacas receberdo 500 pg de cloprostenol (anélogo de prostaglandina).
Um dia apos a retirada dos dispositivos, as vacas serdo distribuidas aleatoriamente
em um dos trés grupos para receber; 1) 500 pg de cloprostenol (analogo de
prostaglandina) (Grupo PG, n=100); 2) 100 pg de GnRH (Grupo GnRH, n=100), e 3)
2 mL de NACL 0,9% (Grupo Controle, n=100). As vacas do Grupo GnRH serao
inseminadas em tempo fixo cerca de 48 h apos a retirada dos CIDRs, sendo que
vacas do Grupo PG e Controle serdo inseminadas de acordo com os dados de

ovulagao obtidos nos experimentos 1 e 2 desta proposta.

Exames ultrassonogréficos serdo realizados no Dia 10 (IATF) para deteccédo
do didmetro do foliculo ovulatério, no Dia 18 para deteccédo do CL e no Dia 38 para

diagndstico de gestacao.
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2.4 Resultados e Impactos esperados

A execucao deste projeto permitird que novas alternativas hormonais para
inseminar vacas em tempo-fixo estejam disponiveis para os profissionais que atuam
no mercado e para difusdo tecnoldgica, via 6rgdos de fomento. Além disso, os
resultados oriundos destas propostas cientificas permitirdo que o sistema de
produgdo de gado de corte esteja mais conectado com as exigéncias

mercadoldgicas e com uma producdo mais sustentavel e menos onerosa.

Ainda como contribuicdo cientifica temos como meta de publicacbes pelo
menos 2 artigos para serem submetidos em revistas Qualis A. Além disso como
desenvolvimento tecnoldgico e inovacao pretendemos inovar os protocolos de IATF
utilizados no Brasil, pois iremos recomendar a PGF2alfa como indutor de ovulagéao

caso sua eficacia seja comprovada.
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Submissao do artigos

2012 2013
Descricao 1° semestre | 2° semestre |1° semestre
Revisdo bibliogréfica X X X
Coleta de dados a campo X

Organizacao dos dados X X
Analise estatistica X X
Andlise dos resultados X X
Confeccao do artigos X
X
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2.6 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos que serdo utilizados durante a realizagcdo deste

projeto estdo de acordo com os aspectos éticos de bem estar animal.
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3. Relatoério de Trabalho de Campo

3.1. Local

O experimento foi realizado nas dependéncias de uma fazenda particular,
localizada no municipio de Rio Grande/RS, Brasil (32° 16’ S, 52° 32’ O), no periodo
de novembro de 2012 a dezembro de 2012. O clima do municipio € subtropical ou
temperado com forte influéncia oceénica, com verdes moderados (temperatura
média de 28°C) e invernos frios (temperatura média de 13°C). A temperatura média
anual é de 16,5°C e a precipitacdo média anual € de 1.196 mm, as chuvas séo
distribuidas ao longo do ano, com maior frequéncia durante o inverno. A topografia
local é tipicamente formada por planicies e por regiées de banhado, que séo leves

depressdes que alagam durante temporadas de chuva.

3.2. Animais, dieta e manejo

Foram utilizadas 461 novilhas da raca Aberdeen Angus, puberes, com idade
entre 12 e 14 meses e peso médio de 310 kg. Todos 0s animais passaram por uma
pré-avaliacao, anterior a selecédo para o experimento, para diagnosticar a presenca
do corpo lateo e assim comprovar que eram puberes. Estes animais foram mantidos

a campo em manejo extensivo e tinham livre acesso a agua e sal mineral.

3.3. Manejo reprodutivo

No Dia O do experimento todos os animais receberam um dispositivo
intravaginal de liberacdo lenta de progesterona (DIB) associado a uma injecao
intramuscular com 1 ml de Benzoato de estradiol (BE)(Gonadiol, Buenos Aires,
Argentina) para causar a atresia folicular e fazer com que uma nova onda surgisse
cerca de 3 a 4 dias apoés associacao do BE com o DIB, afim de que todos os animais

iniciem o protocolo sincronizados.

No Dia 9 do protocolo foi retirado o implante liberador de progesterona e
aplicado 2 ml de prostaglandina (Prolise, Buenos Aires, Argentina) nos animais de
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todos os grupos, afim de causar a lutedlise e diminuir assim o aporte de P4
liberando o pico de LH que é responsavel pela ovulacdo. Apés isso 0s animais foram
divididos em trés grupos, sendo o grupo Benzoato de estradiol (BE n=151) onde os
animais receberam um dispositivo liberador de progesterona e duas doses de BE em
ocasifes distintas com o objetivo de promover atresia folicular e estimular a
ovulacdo, respectivamente, além de uma injecdo de prostaglandina para causar a
lutedlise; grupo prostaglandina (PG,n=150) tratamento igual ao BE alterando apenas
o indutor de ovulagédo que neste grupo foi utilizado Prostaglandina; e grupo (ECP
n=160) utilizando o Cipionato de estradiol como indutor de ovulacdo, conforme figura
1.

Além desse procedimento o grupo ECP recebeu no mesmo momento uma
injecdo de 300 pg de Cipionato de estradiol (E.C.P, Cravinhos, Brasil) visando
induzir a ovulagdo. Neste mesmo dia foi feito o exame de ultrassonografia em 204
novilhas, sendo 67, 69 e 68 dos Grupos BE, PG e ECP, respectivamente, para
avaliacao do diametro do foliculo. Este mesmo procedimento foi feito no Dia 11, com
a mesma finalidade, e no Dia 18 para determinar a presenca do CL, e
consequentemente a taxa de ovulacdo. A ultrassonografia também foi feita no D
em todas as novilhas para diagnosticar a prenhez.

No Dia 10 do protocolo, os animais do grupo BE e PG receberam indutores
de ovulacédo, 1 ml de BE e 2ml de PG, respectivamente. No Dia 11 todos os animais
foram inseminados sendo os animais do grupo ECP aproximadamente 48 horas

apos retirada do DIB e os outros, cerca de 54 horas apés.



1} 1 mg BE (grupo B.E)
2) 500 pg PGF (Grupo PG)IATF

5 mi BE 500 ig PGF I (54h)
DIB l
Dia 0 D3 D10 D11 D18 D38
1 t

500 pg PGF+ 300 ug E.C.P. (grupo E.C.P)  IATF us s
(48 h)

FIGURA 1 — Protocolo da IATF de acordo com o tratamento
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Utilizagéo de prostaglandina F2alfa como indutor de ovulagdo em novilhas de corte

Use of prostaglandin F2alpha as inducer of ovulation in beef heifers

Rafael H.Krusser?; Luiz F.M.Pfeifer?; Carlos E.P.Leonardi®; Eduardo Castilho®.
tUniversidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil;
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3Universidade Federal de Santa Maria; Santa Maria; RS, Brasil;

*Granjas 4 irmios S.A.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da prostaglandina F2a (PGF) sobre a ovulacao ¢
taxa de prenhez em novilhas inseminadas artificialmente em tempo fixo. Foram utilizadas 461
novilhas paberes, de 12 a 14 meses de idade. No Dia 0, todos os animais receberam um
dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIB), mais 2 mg de BE im. No Dia 9, DIB
foi retirado e foram dadas 500 pg im de PGF. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em um dos trés grupos de tratamento que foram: 1) 1 mg de benzoato de estradiol (BE grupo,
n = 151), ou 2) a 500 pg de PGF (grupo G, n = 150), 24 horas ap6s a remoc¢éo DIB ou 3) 300
Hg de cipionato de estradiol (Grupo ECP, n = 160) na remocéo do DIB. A IATF foi realizada
48 horas apds a retirada do DIB em grupo ECP e de 54 horas em PG e Grupos BE.
Percentagem de novilhas que ovularam tendeu a ser mais elevada no grupo de PG do que nos
outros grupos (P = 0,08). N&o houve diferenca na taxa de prenhez entre os grupos (P = 0,9).

Os resultados sugerem que o uso de PGF como estimulo ovulatério resultou na ovulacgéo
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sincronizada e indice de prenhez semelhantes em comparagdo com ECP e BE em novilhas

submetidas a programas de IATF.

Palavras Chave: Bovinos, IATF, Ovulacdo, PGF, Prenhez.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of prostaglandin F2o (PGF) on ovulation
and pregnancy rate in timed artificially inseminated heifers. In Experiment 3, 461 pubertal
beef heifers, 12 to 14 mo of age were used. On Day 0, all cattle were given an intravaginal
progesterone-releasing device (DIB) plus 2mg EB im. On Day 9, DIB was removed and were
given 500 pg im of PGF. Heifers were randomly assigned to one of three treatment groups
and were given; 1) 1mg of EB (EB Group; n = 151), or 2) 500 pg of PGF (PG group; n =
150), 24 h after DIB removal, or 3) 300 pg of Estradiol Cipionate (ECP Group; n = 160) at
DIB removal. The TAI was performed 48 hours after DIB removal in ECP group and at 54
horas in PG and EB Groups. Percentage of heifers ovulating tended to be higher in the PG
group than in the other groups (P = 0.08). No difference was detected on the pregnancy rate
among groups (P = 0.9). The results suggest that the use of PGF as ovulatory stimulus
resulted in synchronized ovulation and similar pregnancy rate compared to ECP and EB in

heifers subjected to TAI programs.

Keywords: Cattle, PGF, Pregnancy, Ovulation, TAI.
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Introducéo

Quando falamos em inseminacao artificial em tempo fixo, os protocolos atuais se
baseiam na utilizacdo de progestagenos, dispositivos de liberacdo lenta de progesterona (P4),
por um periodo determinado, esta exposicdo segundo Day e Anderson (1998), reduz a
concentracdo de receptores de estrogénio (E2) no hipotalamo, diminuindo o feed back
negativo sobre a liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), possibilitando
aumento na secre¢cdo do hormdnio luteinizante(LH), ap6s a retirada do dispositivo.
Juntamente com esse progestageno no inicio de um protocolo de inseminacédo artificial em
tempo fixo (IATF), geralmente se utiliza um estrégeno. A administracdo de estrogeno, em
associacdo ao implante de liberacdo de progesterona, induz a atresia dos foliculos para que a
emergéncia da nova onda folicular ocorra de forma sincronizada (Martinez et al., 2000). Esta
associacdo também é responsavel por suprimir a fase final do crescimento do foliculo

dominante e iniciar uma nova onda, ap6s 3 a 4 dias (B¢ et al., 1995).

Para que ocorra a ovulacdo é necessario uma queda abrupta na producdo de P4, e
consequentemente pico de LH, para isso juntamente com a retirada do implante liberador de
P4, sdo utilizados agentes luteoliticos, onde a prostaglandina e seus analogos séo 0s mais
usados. Estes ocasionam a regressao do corpo luteo(CL),determinando a diminui¢édo do aporte
de P4 (Fernandes e Figueiredo,2007), o desenvolvimento do foliculo terminal e o pico de LH

(Souza e Moraes, 1998).

Mas estudos recentes tém demostrado que a prostaglandina tem efeito também sobre
a ovulacdo (Weems et al., 2006),pois, segundo Randel et al.(1996), a prostaglandina é
responsavel por aumentar a capacidade de resposta da hipéfise ao GnRH, o qual induz a uma
maior liberacdo de LH, causando a ovulacdo, em vacas e em novilhas pré-plberes. Além

disso, a prostaglandina pode aumentar os efeitos da progesterona exdgena sobre o hipotalamo
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apos a retirada da fonte de progesterona, induzindo a um aumento na resposta da hipdfise ao
GnRH (Weems et al., 2006). Mais recentemente, foi demonstrado que a prostaglandina induz
a ovulacdo de novilhas pré-puberes, desde que um foliculo dominante saudavel esteja presente
no ovario no momento de sua aplicacdo (Pfeifer et al., 2009). Embora a inducéo da puberdade
em novilhas tratadas com prostaglandina associada a métodos para induzir uma nova onda
folicular ja tenha sido demonstrado (Pfeifer et al.,, 2009), ainda ndo sabe-se se a

prostaglandina por si pode induzir ovulagdo em novilhas pré-paberes.

A hipoétese levantada nesse trabalho foi de que as novilhas puberes tratadas com
prostaglandina como indutor de ovulacdo possam ter resultados similares as tratadas com
horménios convencionais. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da

utiliza¢ao de prostaglandina f2o como indutor de ovulagdo em novilhas submetidas a IATF.

Material e métodos

O experimento foi realizado em uma propriedade localizada no municipio de Rio
Grande/RS-Brasil, no ano de 2012, onde foram utilizadas 461 novilhas da raca Aberdeen
Angus, puberes, com idade entre 12 e 14 meses e peso médio de £310 kg. Estes animais eram

mantidos em condicOes extensivas de criacdo e tinham livre acesso a dgua e sal mineral.

Todos os animais passaram por uma pré-avaliagdo, com 11 dias de intervalo entre
duas avaliacdes, para diagnosticar a presenca do corpo lGteo e assim comprovar que eram
puberes, somente 0s animais que tiveram o corpo luteo diagnosticado foram selecionados para

0 experimento.

No Dia 0 do experimento todos o0s animais receberam um dispositivo intravaginal de
liberacdo lenta de progesterona (DIB) associado a uma injecdo intramuscular com 1ml de

Benzoato de estradiol (BE)(Gonadiol, Buenos Aires, Argentina) para causar a atresia folicular
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e fazer com que uma nova onda surja cerca de 3 a 4 dias ap6s associacdo do BE com o DIB,

no intuito de que todos os animais iniciem o protocolo sincronizados (BO et al., 1995).

No Dia 9 do protocolo foi retirado o implante liberador de progesterona e aplicado 2
ml de prostaglandina (Prolise, Buenos Aires, Argentina) nos animais de todos os grupos, afim
de causar a lutedlise e diminuir assim o aporte de P4 liberando o pico de LH que €
responsavel pela ovulacdo. Apés isso os animais foram divididos em trés grupos, sendo o
grupo Benzoato de estradiol (BE n=151) onde os animais receberam um dispositivo liberador
de progesterona e duas doses de BE em ocasides distintas com o objetivo de promover atresia
folicular e estimular a ovulacgdo, respectivamente, além de uma injecdo de prostaglandina para
causar a luteolise; grupo prostaglandina (PG,n=150) tratamento igual ao BE alterando apenas
0 indutor de ovulacdo que neste grupo foi utilizado Prostaglandina; e grupo (ECP n=160)
utilizando o Cipionato de estradiol como indutor de ovulacao, conforme figura 1.Além desse
procedimento o grupo ECP recebeu no mesmo momento uma injecdo de 300 ug de Cipionato
de estradiol (E.C.P, Cravinhos, Brasil) visando induzir a ovulacdo. Neste mesmo dia foi feito
0 exame de ultrassonografia em 204 novilhas, sendo 67, 69 e 68 dos Grupos BE, PG e ECP,
respectivamente, para avaliacdo do diametro do foliculo. Este mesmo procedimento foi feito
no Dia 11, com a mesma finalidade, e no Dia 18 para determinar a presenca do CL, e
consequentemente a taxa de ovulagdo. A ultrassonografia também foi feita no Dia 38 em

todas as novilhas para diagnosticar a prenhez.

No Dia 10 do protocolo, os animais do grupo BE e PG receberam indutores de
ovulagdo, 1 ml de BE e 2ml de PG, respectivamente. No Dia 11 todos os animais foram
inseminados sendo que os animais do grupo ECP aproximadamente 48 horas apds retirada do

DIB e os demais, cerca de 54 horas apos.
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Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA, 1998). Variaveis binomiais, como a taxa de ovulacdo e de
prenhez foram analisadas utilizando o teste do Qui-quadrado. O diametro do foliculo
dominante foi comparado entre os grupos por One-way ANOVA, e as medias foram
comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas entre os grupos foram consideradas
estatisticamente significativas, quando a probabilidade (valor de P) foi inferior ou igual a

0,05.

Resultados

Com relacdo ao diametro do foliculo no Dia 9 os tratamentos ndo apresentaram
diferenca, sendo de 12,1 + 1,6mm, para grupo BE, 9,9 =+ 0,2mm para o grupo ECP e 10,2 +
0,2mm para o grupo PG (P = 0,18). Analisando o diametro do foliculo no momento da
inseminacdo 0s grupos apresentaram uma diferenca altamente significativa (P < 0,0001),
sendo o grupo PG o que apresentou maior diametro, 13,1 + 0,3mm, o grupo BE o segundo

maior didmetro sendo 12,2 + 0,2mm e o grupo ECP o menor diametro 11,5 £ 0,2 mm.

Apesar da diferenca significativa entre os grupos com relacdo ao diametro do
foliculo no momento da IATF, a taxa de ovulacdo ndo apresentou diferenca (P = 0,08). O
grupo BE teve uma taxa de ovulagéo de 85,7% (57/67), o Grupo ECP, de 85,3% (58/68), e 0

grupo PG, de 95,6% (66/69).

N&o houve diferenca na taxa de prenhez entre os grupos (P=0,9). O Grupo BE teve
taxa de prenhez de 47,6% (69/145), enquanto que o Grupo ECP foi de 40% (60/150) e no

Grupo PG de 45% (67/149).
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Discussao

Os resultados encontrados neste trabalho com relacdo a taxa de prenhez, condizem
com resultados obtidos por Colazo et al.(2002), que ndo registraram diferenca na taxa de
“prenhez em novilhas bos taurus entre a injecdo de ECP no momento da remocgdo do
dispositivo e BE 24 horas ap0s a retirada. Cutaia et al.(2005) que trabalharam com animais
cruza zebu, também obtiveram resultados semelhantes ndo havendo diferenca entre os
tratamentos com BE 24 horas ap0s a retirada do dispositivo e ECP no momento da retirada.
Estes resultados reforcam a hipotese de que ndo ha diferenca entre a utilizacdo de ECP e BE
como indutores de ovulacdo, desde que estes sejam utilizados no momento da retirada do

implante, e 24 horas ap06s retirada do implante, respectivamente.

Com relagao a utilizagdo de PGF2a como indutor de ovulacdo os resultados deste
trabalho comprovam que a taxa de ovulagdo utilizando PGF2a como indutor de ovulagdo nao
diferiu dos demais tratamentos (BE e ECP). Este resultado se assemelha aos obtidos por
Pfeifer et al.(2009), o qual demonstraram que a prostaglandina induz a ovulagédo de novilhas
pré-puberes, desde que um foliculo dominante saudavel esteja presente no ovario no momento
de sua aplicacdo e também de Leonardi et al. (2012), que trabalharam com novilhas pré-
puberes, 0s quais conseguiram induzir a ovulagao destas por meio de aplicagdo de PGF2a no
Dia 5 da onda folicular. Sendo assim, estes resultados comprovam a idéia de que a PGF2a

pode ser indicada como indutor de ovulagdo em programas de IATF.

Apesar de o presente trabalho demonstrar que a PGF2a induziu a ovulagdo em
novilhas puberes, ndo se tem ainda a comprovagdo de qual mecanismo causa tal evento.
Estudos tem sido realizados a fim de comprovar como a prostaglandina atua (RANDEL et al.,
1996; NAOR et. al, 2007; Murdoch; Hansen; McPherson, 1993). Um dos possiveis

mecanismos de indugdo da ovulagdo por meio da prostaglandina, é que esta aumenta a
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capacidade de resposta da hipofise ao GnRH, aumentando assim a liberacdo de LH
(RANDEL et al.,1996). Porém, por outro lado, a prostaglandina também parece agir
diretamente no ovario, agindo nas celulas do foliculo pré ovulatério (Murdoch; Hansen;

McPherson, 1993).

Em contraste, um trabalho realizado por Naor et al. (2007), registraram que a PGF
inibiu a secrecdo de LH em células de pituitaria de rato, fato este que seria prejudicial a

ovulacdo, porém parece ndo agir pois foram obtidas taxas de ovulacéo satisfatorias.
Concluséao

Os resultados do trabalho permitiram concluir que a prostaglandina F2alfa pode ser
utilizado como indutor de ovulacdo em programas de inseminacdo artificial em tempo fixo

para novilhas paberes.
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Figura 1 — Protocolo da IATF de acordo com o tratamento
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5. Concluséo geral

Os resultados do trabalho permitiram concluir que a prostaglandina F2alfa
pode ser utilizado como indutor de ovulacdo em programas de inseminacao artificial
em tempo fixo para novilhas puberes, sendo assim uma nova opcdo hormonal
disponivel no mercado para técnica de IATF, podendo ser utilizada no futuro em
substituicdo aos ésteres de estradiol, nos paises onde estes sdo proibidos, e até

mesmo no Brasil caso também ocorra essa proibicao.
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