EFICIENCIA DA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO UTILIZANDO DISPOSITIVO DE
PROGESTERONA ASSOCIADO COM GnRH OU BENZOATO DE ESTRADIOL EM NOVILHAS DA
RACA NELORE!

Vinicius ANTONIO PELIssART PONCIO?, ALFREDO JosE FERREIRA MELO?, KEILA MARIA RONCATO DUARTE?, CLAUDIO

ALVARENGA DE OLIVEIRA*, RAFAEL HERRERA ALVAREZ?*

'Recebido para publicacdo em 03/07/15. Aceito para publicacao em 22/09/15.

?Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegoécios, Polo Regional de Desenvolvimento Tecnolégico dos
Agronegoécios do Centro Sul, Piracicaba, SP, Brasil.

SInstituto de Zootecnia, Nova Odessa, SP, Brasil.

*Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Departamento de
Reproducdo Animal, Sao Paulo, SP, Brasil.

*Autor correspondente: rherrera@apta.sp.gov.br

RESUMO: O emprego de estrégenos nos protocolos hormonais para programar a inseminagao
artificial dos bovinos é o método mais barato e eficiente atualmente disponivel. Entretanto,
a tendéncia de proibir o uso de estrégenos para esse propésito torna necessaria a procura por
alternativas que substituam os estrégenos sem prejudicar o desempenho reprodutivo dos animais.
O objetivo deste estudo foi avaliar as taxas de concepgdo de novilhas de corte Bos indicus tratadas
com dispositivo de progesterona (P4) associado ao GnRH ou a um éster de estradiol. Novilhas
puberes da raga Nelore (n =100) foram tratadas no dia 0 com um dispositivo intravaginal contendo
1 g de P4 e distribuidas aleatoriamente em dois grupos. O grupo GnRH (n = 49) recebeu uma
injecdo im de 100 pg de GnRH, enquanto que o grupo E2 (n = 51) recebeu 2 mg de benzoato
de estradiol (BE). O dispositivo de P4 foi removido apés 5 (grupo GnRH) ou 8 (grupo E2) dias,
seguido de uma injegdo de 125 ug do analogo de PGF, , cloprostenol. Nesse momento, o grupo
E2 recebeu, adicionalmente, 300 UI de eCG. Vinte e quatro horas depois, o grupo GnRH recebeu
uma segunda injecdo de 125 ng de cloprostenol, enquanto que o grupo E2 recebeu 1 mg de BE.
As novilhas foram inseminadas 72 (grupo GnRH) ou 54 (grupo E2) horas apds a retirada do
dispositivo de P4 e, no momento da inseminacdo, o grupo GnRH recebeu adicionalmente uma
injecdo de 100 pg de GnRH. O cio foi monitorado no periodo da inje¢do de cloprostenol até o
momento da inseminacdo artificial (IA) e o diagndstico de prenhez foi realizado 40 dias apés a
IA, utilizando ultrassonografia transretal. Os dados foram analisados pelo teste exato de Ficher.
A taxa de prenhez foi 38,8% e 31,4% para os grupos GnRH e E2, respectivamente (P>0,05). Houve
uma tendéncia (P=0,07) da condi¢do ovariana das novilhas, ciclando ou em anestro, influenciar a
taxa de prenhez no grupo GnRH, mas nao no grupo E2. No momento da IA, 33,3% das novilhas do
grupo GnRH apresentaram sinais de cio contra 88,2% do grupo E2 (P<0,05). Contudo, o momento
de manifesta¢do do cio ndo influenciou a taxa de prenhez. Em conclusao, o uso de GnRH pode ser
recomendado para substituir o estradiol nos protocolos de sincronizagao do cio visando a IATF
em novilhas Nelore.

Palavras-chave: Bos indicus, BE, Co-synch 5 dias, IATF, taxa de prenhez.

EFFICIENCY OF FIXED-TIME ARTIFICIAL INSEMINATION USING A PROGESTERONE DEVICE
COMBINED WITH GnRH OR ESTRADIOL BENZOATE IN NELLORE HEIFERS

ABSTRACT: The use of estrogens in artificial insemination protocols for cattle is the least
expensive and most efficient method currently available. However, the trend to prohibit the use
of estrogens for this purpose has made it necessary to find alternatives that replace estrogens
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without compromising the reproductive performance of the animals. The objective of this study
was to evaluate conception rates in Bos indicus beef heifers treated with a progesterone device (P4)
combined with GnRH or an estradiol ester. On day 0, pubertal Nellore heifers (n = 100) received
an intravaginal device containing 1 g P4 and were randomly divided into two groups. The GnRH
group (n = 49) received an intramuscular injection of 100 ng GnRH, while the E2 group (n = 51)
received 2 mg estradiol benzoate (EB). The P4 device was removed after 5 (GnRH group) or 8
days (E2 group), followed by an injection of 125 ug of the PGF, , analog cloprostenol. On that
occasion, the E2 group received an additional injection of 300 IU eCG. Twenty-four hours later,
the GnRH group received a second injection of 125 ug cloprostenol, while the E2 group received
1 mg EB. The heifers were inseminated 72 (GnRH group) or 54 hours (E2 group) after removal of
the P4 device. At the time of insemination, the GnRH group received additionally an injection of
100 pg GnRH. Estrus was monitored during the period of cloprostenol injection until the time of
artificial insemination and pregnancy was diagnosed 40 days after insemination by transrectal
ultrasonography. The data were analyzed by Fisher’s exact test. The pregnancy rate was 38.8%
and 31.4% in the GnRH and E2 groups, respectively (P>0.05). The ovarian condition of the heifers
(estrus or anestrus) tended to influence (P=0.07) pregnancy rates in the GnRH group, but not in the
E2 group. At the time of artificial insemination, 33.3% of heifers in the GnRH group showed signs
of estrus versus 88.2% in the E2 group (P<0.05). However, the time of estrus manifestation did not
influence pregnancy rates. In conclusion, GnRH can be recommended to replace estradiol in estrus

synchronization protocols for fixed-time artificial insemination in Nellore heifers.

Keywords: Bos indicus, estradiol benzoate, 5 day Co-synch, FTAI pregnancy rate.

INTRODUCAO

A introdugdo de material genético superior
através da inseminacdo artificial (IA) &
comprovadamente a maneira mais eficaz de fazer
melhoramento genético nos rebanhos (ALVAREZ,
2008). Por sua vez, a pratica da IA é grandemente
facilitada pelo emprego de protocolos de
sincronizacao da ovulacdo, os quais possibilitam
que um grupo de animais possa ser inseminado, sem
comprometer a fertilidade, em um periodo de tempo
pré-determinado (IATF), independentemente da
manifestagdo do cio (ALvarez, 2000).

A maioria dos protocolos de sincronizacao da
ovulagdo baseiam-se no emprego de hormoénios
especificos, capazes de controlar o desenvolvimento
da onda folicular, de estimular o crescimento de
um foliculo até o estagio preovulatério e induzir
tanto a regressao do corpo ltteo como a ovulagdo
no final do tratamento (WILTBANK e PURSLEY, 2014).
Os principais produtos disponiveis utilizados
para esses propdsitos incluem os estrégenos, o
GnRH (ou LH e hCG), a prostaglandina F, (PGF, )
e os progestidgenos. A funcdo basica do GnRH
no inicio do tratamento é induzir a ovulagdo ou
luteinizacdo de eventuais foliculos dominantes
ovarianos, resultando no crescimento de um novo
foliculo, portador do odcito que serd liberado apds
uma segunda aplicacdo de GnRH, pouco antes ou
durante a IATF. A principal funcdo da PGF, (e

analogos sintéticos) é induzir a regressao do corpo
lateo, resultando na expressao do cio, seguido da
ovulacdo. A principal fungdo dos progestagenos
(progesteronae progestdgenossintéticos) éimpedira
manifestagdodocio,edaovulagdo, duranteo periodo
de sua administragdo. A retirada do progestageno
resulta na continuidade do crescimento folicular
até a ovulagdo e reinicio de um novo ciclo estral,
inclusive em novilhas preptberes e em vacas em
anestro amamentando suas crias (PATTERSON et al.,
2000). Semelhante ao GnRH, diversos ésteres de
estradiol tém sido extensivamente utilizados no
inicio e final do tratamento de progesterona para
controlar e sincronizar o desenvolvimento da onda
folicular, bem como para induzir a descarga pré-
ovulatéria de LH (Bo et al., 1995; BUrke et al., 1999).
Devido ao baixo custo e bons resultados em taxas de
prenhez, o uso de estradiol em associagdo com um
dispositivo de liberacdo continua de progesterona é
o protocolo hormonal mais amplamente utilizado
no Brasil para sincronizar a ovulagdo visando a
IATF em gado de corte (BAruskLL! et al., 2012). O
protocolo consiste em administrar, por via im, uma
dose de estradiol no momento da insercao de um
dispositivo intra vaginal ou auricular impregnado
de progesterona, seguido, entre sete e nove dias
mais tarde, da aplicagdo de dose luteolitica de
PGF,, e nova aplicagdo de BE no momento, ou um
dia posterior, da retirada do implante. Com esse
protocolo é possivel obter indices satisfatérios de
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ovulagdo (~ 90%) e prenhez (~ 50%) em vacas Bos
indicus ciclicas ou em anestro (MENEGHETTI et al.,
2009).

No entanto, medidas juridicas a utilizagdo de
estrégenos para fins de sincronizagdo do cio devem
limitar o uso dessas substancias em um futuro
proximo, como de fato ja acontece em paises com
pecudria mais desenvolvida (LANE et al., 2008;
WILTBANK e PUrsLEy, 2014). Por esse motivo e para
evitar possiveis restrigdes a exportacdo da carne
bovina brasileira, torna-se necessirio encontrar
alternativas ao uso de estrégenos para manipular o
ciclo estral dos bovinos. Dos protocolos atualmente
disponiveis que dispensam o uso de estrégenos,
o chamado Co-synch 5 dias + CIDR é o mais
popular em paises em que o estradiol é proibido
(Kasmmanickam et al., 2012). Esse protocolo, o qual
consiste em aplicar uma inje¢do de GnRH no
momento da colocagdo de um dispositivo liberador
de progesterona (d0), injecao de PGF, na retirada
do dispositivo de progesterona (d5) e injegdo de
uma segunda dose de GnRH 72 horas mais tarde
(d8), resulta em bons indices de prenhez, da ordem
de 50 a 70% em bovinos Bos taurus de corte (BRIDGES
et al., 2008; KasmvanickaM et al., 2012). Contudo,
existe limitada informacdo sobre o desempenho
reprodutivo de gado zebu submetido ao tratamento
Co-synch 5 dias + CIDR, cuja resposta pode ndo
ser tdo eficiente quanto a obtida em racas taurinas,
em funcdo das diferencas na fisiologia reprodutiva
entre essas subespécies (BaruseLLl et al., 2007).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
desempenho reprodutivo de novilhas de corte Bos
indicus submetidas a IATF ap6s aplicagdo de um
protocolo hormonal a base de GnRH ou BE.

MATERIAL E METODOS
Local, animais e condi¢des de manejo

O experimento foi realizado na fazenda
experimental Santa Maria, localizada no municipio
de Sao Pedro, SP (latitude 22°32’55” Sul, longitude
47°54'50” Oeste). O clima do local é considerado
tropical de altitude Cfb, com temperaturas
médias anuais oscilando entre 20°C e 25°C. Foram
utilizadas 100 novilhas da raca Nelore com escore
corporal médio de 3,0 £ 0,05 (numa escala de 1 a 5).
Em média, as novilhas tinham 24,9 + 0,27 meses de
idade e 310,0 + 6,1 kg. As novilhas foram manejadas
extensivamente em pastagens de Brachiaria brizanta
e suplementadas com sal proteinado no periodo da
seca e sal mineral durante todo o ano. A atividade

ovariana (ciclando/anestro) foi determinada pela
concentragdo sérica de progesterona >1 ng/mL em
uma de duas amostras de sangue coletadas dez dias
antes e no dia de inicio dos tratamentos hormonais.
A coleta de sangue foi realizada por pungdo da veia
coccigea, utilizando tubos de 9 ml com gel ativador
de coagulo (Vacuette®, Greiner Bio-One, Americana,
SP, Brasil) mantidos em gelo. Imediatamente ap6s a
coleta, o sangue foi centrifugado (3000 rmp durante
10 minutos) e o soro congelado na temperatura de
-20°C até posterior analise. As concentracdes de
progesterona no soro foram determinadas usando
um kit comercial de radioimunoensaio em fase
solida (Coat-A-Count progesterona, DPC, Los
Angeles, CA, EUA) validado para utilizacdo com
soro de bovino. A sensibilidade do teste foi de
0,07 ng/mL e os coeficientes de variacao intra e
interensaio foram de 4,8% e 6,9%, respectivamente.

Delineamento experimental

Em dia aleatério do ciclo estral, correspondente
ao dia da segunda coleta de sangue para dosagem de
progesterona, as novilhas receberam um dispositivo
intra vaginal contendo 1 g de progesterona (P4,
Primer®, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) e foram
distribuidas aleatoriamente em dois grupos. O
grupo GnRH (n = 51) recebeu uma injecdo im.
de 100 pg de GnRH (Cystorelin®, Merial, Duluth,
GA, USA) e o grupo E2 (n = 49) 2 mg de benzoato
de estradiol (BE, Estrogin® Farmavet, Sdo Paulo,
Brasil). A P4 foi removida apé6s 5 (grupo GnRH)
ou 8 (grupo E2) dias e administrada uma injecao
im. de 125 ug do analogo de PGF, , cloprostenol
(Prolise®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil). Neste
momento, o grupo E2 recebeu, adicionalmente, 300
UI de eCG (Novormon®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil).
Vinte e quatro horas mais tarde, o grupo GnRH
recebeu uma segunda dose de PGF,, enquanto
que o grupo E2 recebeu 1 mg de BE. Em todos os
animais foi colocado, na regido de transicao das
vértebras lombo sacrais, um dispositivo de auxilio
a detecgdo do cio (Estrotec®, Rockway, Inc. EUA) e
o cio foi monitorado duas vezes ao dia (manha e
tarde) até o momento da IA. O critério para definir
a manifestacio do cio foi a aceitacdo da monta,
constatada pela observacao visual ou pela mudanca
de cor do Estrotec®, de cinza para vermelho. A IATF
foi realizada pelo mesmo inseminador, utilizando
sémen de um tUnico touro, no periodo de 72-74
horas (grupo GnRH) ou 54-56 horas (grupo E2)
ap6s a remogao da P4. Concomitante com a IATF,
no grupo GnRH foi administrada uma injegdo i.m.
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de 100 pg de GnRH. O diagnostico de prenhez foi
realizado por ultrassonografia 40 dias apds a IATF.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste exato de
Fisher’s para dados ndo paramétricos, utilizando
o Software Graphpad Prism version 6.00 para Mac
OSs X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, a taxa de prenhez apés a
IATF foi de 38,8% e 31,4% para os grupos GnRH e
E2, respectivamente (P>0,05). Essa taxa foi inferior a
obtida por MARTINEZ et al. (2001), em vacas mestigas
tratadas com estradiol-17p (56%) ou GnRH (48%).
Ainda, em recente estudo com fémeas Nelore,
FErRrAZ JR. et al. (2014) compararam protocolos
semelhantes aos do presente experimento, com a
diferenca que o protocolo com estradiol considerou
em 7 dias a duracao do dispositivo de progesterona
e a aplicagdo de cipionato em vez de benzoato de
estradiol no final do tratamento. Esses autores
ndo observaram diferenca na taxa de prenhez
entre os protocolos a base de estradiol e GnRH em
novilhas (51,0 vs. 41,0%) e vacas primiparas (25,6
vs. 31,7%), contudo, o protocolo com estradiol
resultou em maior (P<0,05) taxa de prenhez nas
vacas multiparas (58,4 vs 32,8%), sugerindo que a
categoria dos animais pode influenciar a resposta
aos protocolos. Cabe mencionar, no entanto, que
diferencas na taxa de prenhez entre rebanhos sao
relativamente comuns (SMALL ef al., 2010) e podem
ser atribuidas a diferengas na genética e no manejo,
que provavelmente causam complexas interagdes
entre nutri¢do e a fungao reprodutiva.

Trinta (61,2%) novilhas do grupo GnRH e 40
(78,4%) do grupo E2 foram consideradasciclicas, com
concentragdes séricas de P4 > 1 ng/mL em uma das
duas amostras de sangue coletadas com intervalo
de dez dias. Houve tendéncia (P=0,07) das novilhas
em anestro do grupo GnRH apresentar menor taxa
de concepcao em comparacao as ciclicas, enquanto
que no grupo E2 nado foi observada diferenca
(P=0,51) entre animais ciclicos e em anestro (Tabela
1). Esse resultado sugere que a condi¢do dos ovérios
pode influenciar a taxa de prenhez com o protocolo
GnRH, mas ndo com o protocolo com estradiol, em
que o estimulo do eCG pode ser um fator adicional
para estimular o crescimento folicular dos animais
com ovarios pouco ativos, conforme relatado por SA
FiLHo et al. (2010) em novilhas Nelore.

Tabela 1. Taxa de concepcdo de novilhas Nelore ciclicas
ou em anestro submetidas a IATF apoés
tratamento com dispositivo de progesterona
associado ao GnRH (Grupo GnRH) ou
benzoato de estradiol (Grupo E2)

Com?hgﬁo Grupo GnRH Grupo E2
ovariana

Ciclando 50,0% (15/30) Aa  32,5% (13/40) Aa
Anestro 21,1% (4/19) Ab 27,3% (3/11) Aa

Total 38,8% (19/49) A 314% (16/51) A

Valores seguidos por letras distintas (maitisculas no horizontal e
mindsculas na vertical) diferem entre si (P =0,07).

Nos animais considerados ciclicos, as
concentra¢des de P4 variaram de 0,08 a 7,2 ng/
mL, com média de 4,3 = 3,2 ng/mL no inicio dos
tratamentos (dia 0). Embora tenha sido relatado que
a presenca de um corpo liteo nesse periodo pode
influenciar a taxa de prenhez (Dias et al., 2009),
diferengas nas concentra¢des de progesterona nesse
periodo ndo afetaram a taxa de concepgdo nos dois
grupos de animais, conforme observado na Tabela
2. Esse resultado estd em acordo com os relatados
em outros estudos com vacas (Souza et al., 2009) e
novilhas (SMALL ef al., 2010) de corte.

Tabela 2. Taxa de concepcao em func¢io das concen-
tracdes de progesterona plasmatica no dia
da colocagio do dispositivo liberador de
progesterona (dia 0) nas novilhas ciclicas

P4 no dia 0

(ng/mL) Grupo GnRH Grupo E2

<1 37,5% (3/8) 20,0% (2/10)
Entre1e4 42,8% (3/7) 46,1% (6/13)
>4 60,0% (9/15) 29,4% (5/17)

Com excecdo de oito animais do grupo GnRH,
todas as novilhas manifestaram cio no periodo da
retirada do dispositivo de progesterona até a IA. A
dispersao dos cios foi maior nas novilhas do grupo
GnRH que no grupo E2 (P<0,05). Trinta e cinco
(71,4%) novilhas do grupo GnRH e 6 (33,3%) do
grupo E2 manifestaram cio no periodo de 24 e 54
horas apds aretirada do dispositivo de progesterona
(P<0,05), enquanto que 6 (11,8%) e 45 (88,2%) do
grupo GnRH e E2, respectivamente, manifestaram
cio no periodo da IA (P<0,05). Esse resultado seria
consequéncia da maior eficiéncia do BE em induzir
o crescimento folicular no inicio do tratamento,
bem como do elevado ambiente estrogénico no
periodo da IA, decorrente da segunda aplicagdao
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de BE, conforme demonstrado previamente em
vacas mesticas de corte por MARTINEZ et al. (2001).
Esses autores observaram que a administracdo
de estradiol-17p no inicio do tratamento com
progestigeno resultou em melhor sincronia do
cio em comparacdo ao tratamento com GnRH. No
entanto, a taxa de concepg¢do ndo foi afetada pela
manifestagdo precoce ou tardia do cio (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de concep¢do em funcido do periodo
da manifestacao do cio de novilhas Nelore
tratadas com dispositivo de progesterona
associado ao GnRH (Grupo GnRH) ou
benzoato de estradiol (Grupo E2)

Grupo GnRH Grupo E2

40,0% (14/35)  33,3% (2/6)
50,0% (3/6)  31,1% (14/45)
25,0% (2/8) -

Periodo de cio
Até 24 h antes da 1A
No dia da TA

N3ao manifestaram cio

Considerando a taxa de prenhez de 38,8%
e 314% para os grupos GnRH e E2, o custo
dos insumos hormonais para cada prenhez
foi de aproximadamente R$52,45 e R$49,47,
respectivamente. Evidentemente, esses valores sdo
relativos e podem ser sensivelmente diminuidos
se alterar o protocolo com GnRH. Por exemplo, em
recente estudo utilizando 560 novilhas mesticas
de corte, foi considerada desnecessaria a primeira
injecdo de GnRH (CruprE et al., 2014) da mesma
forma que a segunda aplicacao de PGF, (CruppE et
al., 2014; KasmmaNickaM et al., 2014). Isso se aplica
também ao protocolo classico com E2, no qual tem
sido questionada a necessidade da injecdo de eCG
(SMALL et al., 2010; BUTLER et al., 2011), responséavel
por cerca de 50% do custo desse protocolo.
Finalmente, ajustes nos protocolos devem resultar
em aumento das taxas de concepcao e consequente
reducdo dos custos. Com efeito, embora as taxas de
prenhez de novilhas zebuinas tratadas com E2 sao
semelhantes aos obtidos previamente (BUTLER et al.,
2011; ALVAREZ et al., 2012), existem relatos de taxas
mais elevadas com esse protocolo (SA FiLHO ef al.,
2010). Da mesma forma, os resultados de prenhez
utilizando o protocolo Co-synch 5 dias + CIDR tém
variado de 40% a 65% em novilhas mesticas Bos
taurus de corte, sendo que fatores relacionados com
o escore do trato reprodutivo (RTS) parecem estar
implicados na resposta ao tratamento (GUTIERREZ et
al., 2014).

CONCLUSAO

O uso de GnRH pode ser recomendado

para substituir o estradiol nos protocolos de
sincronizacdo do cio visando a IATF em novilhas
Nelore. Pesquisas adicionais sdo necessarias para
tornar mais eficientes e econémicos os protocolos
alternativos ao uso de estrégenos.
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