UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

EFEITO DE TRATAMENTOS COM PROGESTERONA E/OU
ESTRADIOL NA INCIDENCIA DE REGRESSAO PREMATURA
DO CORPO LUTEO APOS A PRIMEIRA OVULACAO EM

VACAS NELORE POS-PARTO

OCILON GOMES DE SA FILHO

BOTUCATU-SP

Fevereiro/2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

EFEITO DE TRATAMENTOS COM PROGESTERONA E/OU
ESTRADIOL NA INCIDENCIA DE REGRESSAO PREMATURA
DO CORPO LUTEO APOS A PRIMEIRA OVULACAO EM

VACAS NELORE POS-PARTO

OCILON GOMES DE SA FILHO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina Veterinaria, Area

de Concentracdo: Reproducao Animal.

Orientador: Prof. Ass. Dr. José Luiz Moraes Vasconcelos

BOTUCATU-SP

Fevereiro/2007



CONSTITUICAO DA BANCA EXAMINADORA

Nome: SA FILHO, Ocilon Gomes de
Titulo: Efeito de tratamentos com progesterona e/ou estradiol na incidéncia de
regressao prematura do corpo luteo ap6s a primeira ovulacdo em

vacas Nelore pds-parto.

Dissertagdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina Veterinaria, Area
de Concentracao: Reproducéao Animal.

Data: 16/02/2007

Prof. Dr. José Luiz Moraes Vasconcelos (FMVZ/UNESP/Botucatu)

Prof. Dr. José Buratini Junior (IBB/UNESP/ Botucatu)

Prof. Dr. Mario Binelli (FMVZ/USP/Pirassununga)



Dedico este trabalho

Aos meus pais, Ocilon e Creuza, pelo amor incondicional, por
acreditarem e investirem na minha formagdo e por sempre apoiarem a

realizacdo dos meus sonhos.

Aos meus avés, Joao (in memoriam) e Aparecida pelo amor e pelos

exemplos de trabalho e honestidade.

A minha esposa Rose por sempre estar me incentivando e apoiando, por
compreender os dificeis momentos de auséncia e por me fazer entender cada

vez mais o significado da palavra AMOR.

Ao nosso filho Jodo Davi, por reforcar ainda mais nossa unido, por dar
novos horizontes a minha vida, por ser um estimulo para trabalhar e por fazer,
com um simples sorriso, com que eu tenha forcas para superar qualquer

dificuldade.

A Deus, por nunca me abandonar e por sempre me mostrar o caminho

correto a sequir.



Agradecimentos

Ao grande amigo Prof. Dr. José Luiz Moraes Vasconcelos, por ter sido e
ser, além de professor e orientador, um companheiro e um exemplo de
simplicidade e de trabalho. Também por ajudar nos momentos dificeis,

estimulando a enfrenta-los e a tomar as melhores decisoes.

As Prof®s. Drs. Eunice Oba e Maria Inés Lenz Souza, pelo estimulo
inicial ao gosto pela pesquisa, sem o qual provavelmente eu ndo teria seguido
o caminho da pés-graduacao. Também pelo ensinamento de técnicas de
radioimunoensaio e pela disponibilizacdo do laboratério sempre que

requisitado.

Ao Prof. Dr. Francisco Stefano Weschler por todos os ensinamentos e

pela orientagcdo nas analises estatisticas.

Ao Prof. Dr. William W. Thatcher pelo convivio, hospitalidade e pelos

preciosos conselhos para a execucéo do experimento descrito no Capitulo 2.

Ao Programa de P6s Graduacdo em Medicina Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP/Botucatu pela oportunidade de

realizacdo deste curso.

A todos os professores da graduacao e pés-graduacao que contribuiram

para minha formagéo.



Aos amigos Ricarda, Gabriela, Edmundo, Tiago, Reinaldo e Mauro pelo

convivio, por tudo que ensinaram e por serem exemplos a seguir.

Aos companheiros de pds-graduacédo Bia, Aydson, Rogério e |zaias pelo
convivio e a Carolina pelo auxilio na execucdo do experimento descrito no

Capitulo 2.

Ao Carlos, pela amizade e auxilio na execucdo do experimento descrito

no Capitulo 4.

A toda equipe da Pecuaria Novo Horizonte (Coxim-MS) por terem sido
sempre prestativos e compreenderem a importancia dos experimentos
descritos nos Capitulos 2 e 4. Agradecimento especial aos amigos Moacir,
pelos ensinamentos e apoio, e Adriano pela hospitalidade e pelas

oportunidades oferecidas.

A toda equipe da Fazenda Sao Francisco (Bauru-SP) pela possibilidade

da realizacao do experimento descrito no Capitulo 3.

Aos funcionarios do Departamento de Produgéo e Exploragdo Animal -

Lageado, Barbosa e Solange, pela amizade, atencao e auxilios concedidos.

Ao Prof. Dr. Cezinande Meira pelo auxilio nas dosagens de estradiol, e a

Rose pelo auxilio nas dosagens de progesterona.



A CONAPEC Jr. pelas oportunidades trazidas, por tudo o que aprendi
durante a graduacéo e aos seus integrantes, por estarem sempre disponiveis a

ajudar.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa no Estado de Sao Paulo (FAPESP),

pela importante bolsa fornecida.

E a todos que de alguma forma contribuiram para execucdo deste

trabalho, minha sincera gratidao.



SUMARIO
LISTA DE TABELAS ...t e e 11
LISTA DE FIGURAS ...t e e 13
CAPITULO 1: Consideragoes gerais ................cccococovuverreseeseeeeeenns 18
1. INEFOAUGAO ... .19
2. Revisao da Literatura ... 20
2.1, LULBINIZAGAD ..eeieiiiii i 20
2.2, LULEOLISE ... 21
2.2.1. O papel da OCIHOCING ....ceeiiiiiiiiieie s 22

2.2.2. Regulacéo dos receptores de OT: o papel do E; e da P4 na lutedlise 23

2.3. Lutedlise Prematura ..........oooiiiiiiiiiiiieiieee e 25
2.3.1 Caracteristicas dos CL que regridem prematuramente.............ccc....... 26
2.3.2. Efeito do Utero na ocorréncia de Ciclo CUrto .........eevviiiiiiiiiiiiiieenenn. 27
2.4. Hipo6teses para explicar a lutedlise prematura .........ccccceeeiiiiiiiieenenenn. 28
2.4.1. O possivel papel da Pg ... 28
2.4.2. O possivel papel dO Ep.....ooveiiiiiii e 29
2.4.3. Associagao entre P4 € Eo covveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
2.5. Ciclo curto em vacas CiClando .........c.eeeeiiiiiiiiiiiiee e 30
3. Referéncias Bibliograficas ..............cccooooiii i 31

CAPITULO 2: Efeito de tratamentos com progesterona e/ou 17p-
estradiol na duracao do corpo luteo subseqiliente a primeira ovulacao
em vacas Nelore pOS-parto............ccooouiiiiiiiiiii e 41
RESUMO ... e e e 42

A S ACT oo 44



1. INEFOAUGAOD ... 46
2. Materiais € Métodos ............coiiiiiiiiiiiii e 47
2.1. Animais € tratamentos.........covii i 47
2.2. Remocao temporaria de DezZerros ... 49
2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas ........cccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 50
2.4. Colheita € andlise de SANQUE .........ceueiiiiiiiiiiiiee e 50
2.4.1. Dosagem de eStradiol ... 50
2.4.2. Dosagem de progesteronNa ........cccueeeeeeeeaiiiiniiiiieeee e 51
2.5. Andlise estatistiCa .......ccuueeiiiiieii i 52
3. ResSUItadOs ... 54
3.1. Concentragdes séricas de estradiol .........ccoevvvveeiiiiiiiieiiiieeeeeeeee, 54
3.2. Taxa de OVUIAGAD ...t 57
3.3. Caracteristicas de fase luteal ..........cceeeiiiiiiiiiiiii e, 59
R B TS o1 17 o T 63
5. CONCIUSOES ..ot e e e e e e neeeee s 74
6. Referéncias bibliograficas ..............ccccooiiii i 75

CAPITULO 3: Efeito do cipionato de estradiol antes da inducdo da

ovulacao na lutedlise prematura em vacas Nelore em anestro ............ 84
RESUMO ... e e e e e e e anes 85
ADSTIaCT .. .. 87
1. INEFOAUGAO ... 89
2. Materiais € Métodos ............ccoiiiiiiiiiiii e 90
2.1. Animais e tratamentos........coooi i 90
2.2. Remocao temporaria de DEZErroS ........ccoviiiiiiiiiiiiiieieee e 91

2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas ..........cccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 91



2.4. Colheita € andlise de SANQUE ........cceeeiiiiiiiiiiie e 92
2.4.2. Dosagem de progesterona ........ccceeeeieeeieiiiiiiiiieee e 92
2.5. Andlise estatistiCa .......ccueeeiiiiiiiiiie e 93
3. ResSUtadOs ... 94
3.1. Taxa de OVUIAGAD ...t 94
3.2. Caracteristicas de fase luteal ..........cceeeiiiiiiiiiiii e, 94
N B S o117 Lo T 97
5. CONCIUSOES ...t e e e e e e nneeee s 102
6. Referéncias bibliograficas ..............ccccooiiiii i 103

CAPITULO 4: Efeito do tempo de exposicdo a progesterona exégena

(trés vs. seis dias) antes da inducao da ovulacao na lutedlise prematura

em vacas Nelore em anestro...............ccoeiiiiiiiii 108
RESUMO ...t e e e e e e e e aaes 109
ADSTIacCT .. .. 111
1. INEFOAUGAO ... 113
2. Materiais € Métodos ............cooiiiiiiiiii e 114
2.1. Animais e tratamentos. ... 114
2.2. Remocao temporaria de DezZEerros .........ccoeiviiiiiiiiiiiiiiee e 115
2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas ..........cccccceeeeeeeniiiiiieeieneeeenn. 115
2.4. Colheita e andlise de SANQUE ........c.eueiiiiiiiiiiieeee e 116
2.4.1. Dosagem de progesterona ........cccueeeeeeeeeiiiiniiiieie e 116
2.5. Andlise estatistiCa ......cuueeiiiiiiii i 117
3. ReSUltadOos ... 118
3.1. Didmetro do foliculo ovulatorio e taxa de ovulagao............ccceeeeeeeeeeeenn, 118

3.2. Caracteristicas de fase Iutal ..o e 119



10

B B =T od U L-T=T (o T 122
T 00 o Lo [ U =T =Y 128
6. Referéncias bibliograficas ..............ccccooiiii i 128

CAPITULO 5: CONCLUSOES GERAIS E IMPLICACOES ........................ 134



11

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1. Efeito dos tratamentos experimentais e do pré-tratamento com
progesterona por seis dias (efeito principal) na taxa de ovulacéao
ao estimulo com GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-

MS, 2005 ... s 59

Tabela 2. Efeito dos tratamentos experimentais, do pré-tratamento com
progesterona por seis dias (efeito principal) e do tratamento
com 1 mg de 17B-estradiol antes da ovulacao (efeito principal)
na porcentagem de ciclo curto apds inducdo da ovulacdo com

GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-MS, 2005 ............... 64

CAPITULO 3
Tabela 1. Efeito do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol 48
horas antes do estimulo com GnRH na taxa de ovulagdo em

vacas Nelore em anestro. Bauru-SP, 2005 .........cccooovviiiiieieennnnns 100



12

Tabela 2. Efeito do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol 48
horas antes do estimulo com GnRH na porcentagem de ciclo

curto apds ovulagcdo em vacas Nelore em anestro. Bauru-SP,

CAPITULO 4

Tabela 1. Efeito da duragcédo do tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona (irés vs. seis dias) na taxa de ovulacdao ao
estimulo com GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-MS,

2006 . eaenee 125

Tabela 2. Efeito da duragédo do tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona (trés vs. seis dias) na porcentagem de ciclo curto
apds inducao da ovulagdo com GnRH em vacas Nelore em

anestro. Coxim-MS, 2006 ........couuiiieiiiiie e 128



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2

Figura 1.

Figura 2.

Diagrama esquematico do delineamento experimental. US,
ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (54h),
remocao de bezerros por 54 horas; 17B-E», injecdo de 17[3-
estradiol (1 mg); Placebo, injecao de éleo de caroco de algodao
(1 mL); GnRH, injecdo de gonadorelina (100 pg). Cento e
quatorze vacas em anestro (avaliadas por ultrassonografia
ovariana nos dias -16 e -8) foram distribuidas aleatoriamente
em quatro grupos (P4 e/ou Ej; fatorial 2x2). A ovulacdo em
resposta a injecdo de GnRH foi avaliada por dois exames
ultrassonogréficos (d0 e d2). Apenas vacas que ovularam foram
utilizadas para colheita de sangue nos dias 5, 7, 9, 12, 15 e 19.

COXIM-MS, 2005 ... e e eea

Concentragdes séricas de estradiol, em dois momentos, em
vacas tratadas ou ndo com 17B-estradiol. O primeiro momento
foi imediatamente antes dos tratamentos (E,: 2,88+1,13 pg/mL;
Placebo: 2,72+1,13 pg/mL) e o segundo momento foi 6,82+0,82
horas apds os tratamentos (E.: 71,78+11,14 pg/mL; Placebo:
3,37£1,13 pg/mL). A concentracdao de estradiol no segundo
momento foi maior nas vacas tratadas com injecdo i.m. de 1 mg

de 17B-estradiol (P<0,01). Coxim-MS, 2005........cccceeeeeeeeeeeeeeennn.

13

51



Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Concentragdes séricas de estradiol (média dos quadrados
minimos + EPM) nas vacas seis, sete e oito horas apos
tratamento com injecdo i.m. de 1 mg de 17@-estradiol. a # b

(P<0,05). COXIM-MS, 2005 .......oveooreereeeereeeeseseeeeeeseeeseeeeeseeeeeeeeees

Efeito do diametro do foliculo dominante sobre as
concentracdes séricas de estradiol 48 horas apdés inicio da

remocao de bezerros (P<0,01). Coxim-MS, 2005 .........cccvvvvennes

Efeito do didmetro do foliculo dominante sobre a probabilidade

de ovulacao ao estimulo com GnRH (P<0,01). Coxim-MS, 2005.

Exemplos de perfis de progesterona sérica observados apés a
inducado da ovulacédo vacas Nelore em anestro com remocgao de
bezerros + GnRH. A) Fase luteal de duragdo normal (vaca
985296); B) Lutedlise prematura sem ovulagcdo subsequiente
(vaca 502162); (C) Lutedlise prematura sucedida por ovulacao

(vaca 5021583). Coxim-MS, 2005........ccoeveriiiiiiiiiiieeeee e

Perfis de concentracdes séricas de progesterona (média dos
quadrados minimos + EPM) apds inducdo da ovulacdo em
vacas em anestro. Perfil de P4 ‘A’: Fase luteal de duragao
normal; Perfil de P4 ‘B’: Lutedlise prematura sem ovulacao
subsequente; Perfil de P4 ‘C’: Lutedlise prematura sucedida por

ovulagao. Coxim-MS, 2005 .......ccoooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

14

57

58

60

61



Figura 8. Concentracdes séricas de progesterona (média dos quadrados

minimos = EPM) apds indugdo da ovulagdo em vacas em
anestro pré-tratadas (m) ou ndo (o) com dispositivo intravaginal
de progesterona por seis dias. (*) Médias diferem

significativamente (P<0,01). Coxim-MS, 2005 . .......cccceeeeeeeeeennnn.

CAPITULO 3

Figura 1.

Figura 2.

Diagrama esquemadtico do delineamento experimental. US,
ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (48h),
remocdo de bezerros por 48 horas; ECP, injecdo i.m. de
cipionato de estradiol (1 mg); Placebo, injecdo i.m. de dleo de
caroco de algodao (1 mL); GnRH, gonadorelina. Trinta e cinco
vacas em anestro (avaliadas por ultrassonografia ovariana nos
dias -10 e -2) foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos
(Controle e ECP). A ovulacdo em resposta a injecdo de GnRH
foi avaliada por dois exames ultrassonograficos (d0O e d2).
Apenas vacas que ovularam foram utilizadas para colheita de

sangue nos dias 5, 9 e 15. Bauru-SP, 2005 ........cccooeeieeeeeeeeeeennn.

Exemplos de perfis de progesterona sérica observados apés a
inducéo da ovulacao em vacas Nelore em anestro com remogao
de bezerros + GnRH. A) Fase luteal de duragdao normal (vaca

91); B) Lutedlise prematura (vaca 130). Bauru-SP, 2005 ............

15

65

97



Figura 3.

Figura 4.

Perfis de concentragbes séricas de progesterona (médias dos
quadrados minimos + EPM) apds inducdo da ovulacdo em
vacas em anestro. A) Grupo Controle; B) Grupo ECP; Perfil de
P4 ‘A’: Fase luteal de duracéo normal; Perfil de P4 ‘B’: Lutedlise

prematura. Bauru-SP, 2005 ...........ccccouimmiimiiiiiiiiieieeieeeeeneenenees

Concentragdes séricas de progesterona (média dos quadrados
minimos = EPM) apds indugdo da ovulagdo em vacas em
anestro tratadas (m) ou ndo (o) com 1 mg de cipionato de

estradiol 48 horas antes da injecdo de GnRH. Bauru-SP, 2005 .

CAPITULO 4

Figura 1.

Diagrama esquemadtico do delineamento experimental. US,
ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (48h),
remocao de bezerros por 48 horas; GnRH, gonadorelina. Cento
€ nove vacas em anestro (avaliadas por ultrassonografia
ovariana nos dias -16 e -8) foram distribuidas aleatoriamente
em dois grupos (Controle e 3d). A ovulacdo em resposta a
injecdo de GnRH foi avaliada por dois exames
ultrassonogréficos (d0 e d2). Apenas vacas que ovularam foram
utilizadas para colheita de sangue nos dias 0, 5, 7 € 9. Coxim-

MS, 20006 ...eeeeeieeeieieee et e

16

101

102



Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Efeito do didmetro do foliculo dominante sobre a probabilidade

de ovulacao ao estimulo com GnRH (P<0,01). Coxim-MS, 2006

Exemplos de perfis de progesterona sérica observados apés a
inducéo da ovulacao em vacas Nelore em anestro com remogao
de bezerros + GnRH. A) Fase luteal de duragdo normal (vaca

985998); B) Lutedlise prematura (vaca 987666). Coxim-MS,

Perfis de concentracbes séricas de progesterona (média dos
quadrados minimos + EPM) apds inducdo da ovulacdo em
vacas em anestro. Perfil de P4 “A”: Fase luteal de duragao

normal; Perfil de P4 “B”: Lutedlise prematura ........ccccccoeeiiiinnnen.

Concentracdes séricas de progesterona (média dos quadrados
minimos = EPM) apds indugdo da ovulagdo em vacas em
anestro  pré-tratadas com dispositivo intravaginal de

progesterona por trés (A) ou seis (m) dias. Coxim-MS, 2006 .....

17

125

126

127

128



CAPITULO 1

CONSIDERAGCOES GERAIS

18



19

1. Introducao

A bovinocultura de corte exige, para ser uma atividade sustentavel em
ambiente econbmico competitivo, a obtencdo de um bezerro/vaca/ano.
Considerando-se 290 dias o periodo médio de gestacdo dos bovinos da racga
Nelore e 30 dias o periodo minimo necessario a involucdo uterina e
restabelecimento dos estoques de LH na hipéfise, observa-se que para se
obter um intervalo entre partos de um ano é necessario que a vaca emprenhe
num periodo de, no maximo, 45 dias (dois ciclos estrais). O prolongado anestro
pds-parto e falhas na deteccao do estro sdo as principais limitagées para que

tal objetivo seja atingido (YAVAS & WALTON, 2000).

Algumas estratégias de baixo custo, como remocgdo temporaria de
bezerros, aplicacdo de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou
associacdao de ambos, sdo altamente eficientes em reduzir o intervalo entre o
parto e a primeira ovulacao (MENEGHETTI et al., 2001; VASCONCELOS et al.,
2004). Entretanto, apds a primeira ovulacdo, o ciclo estral dura, geralmente,
menos que oito dias, devido a regressao prematura do corpo luteo (CL;
COPELIN et al., 1987). Como o reconhecimento materno da gestacao ocorre
aproximadamente no 172 dia do ciclo estral, a taxa de concepg¢do é baixa
guando vacas sado inseminadas ou cobertas na primeira ovulacdo pés-parto
(VASCONCELOS et al., 2004). Sabe-se que a secrecao de prostaglandina Faq
(PGF2q) pelo utero tem papel fundamental nesse processo, entretanto os
mecanismos que induzem a secrecao prematura de PGF,, ainda ndo estao
totalmente esclarecidos.

Trés experimentos foram realizados visando avaliar, em vacas em

anestro, os efeitos de diferentes tratamentos com progesterona (P4) e estradiol
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(E2), previamente a indugé&o da ovulagdo, sobre as caracteristicas da primeira
fase luteal péds-parto. No primeiro experimento, descrito no Capitulo 2,
formulou-se a hip6tese de que o pré-tratamento com P4 por seis dias e/ou
injecdo de 1 mg de 17B-estradiol previnem a regressao prematura do CL no
primeiro ciclo estral pés-parto. No segundo experimento, descrito no Capitulo 3,
formulou-se a hipbétese de que a administracdo de 1 mg de cipionato de
estradiol previne a regressao prematura do CL no primeiro ciclo estral pos-
parto. No terceiro experimento, descrito no Capitulo 4, formulou-se a hipétese
de que o pré-tratamento com P4 por trés dias apresenta a mesma eficacia que

o pré-tratamento por seis dias na prevencéao da lutedlise prematura.

2. Revisao da Literatura
2.1. Luteinizacao

Em animais ciclando, ap6s a regressao do CL e sob alta concentracao de
E. ocorre liberacao de pico de LH pela hipdéfise, o que provoca ovulagdo do
foliculo dominante e formagéo do CL. Durante a ovulacdo, o o6cito e o fluido
folicular extravasam, criando uma cavidade para o desenvolvimento do CL a
partir do foliculo. Apds a ovulacao, as células da teca interna e da granulosa se
multiplicam, ocorre intensa proliferagdo vascular, formando uma densa rede de
vasos (DAMBER et al., 1987). O CL torna-se uma estrutura sélida e esférica,
altamente vascularizada, cujo peso aumenta mais de seis vezes nos primeiros
10 dias (ZHENG et al., 1994). O conjunto de transformacdes que ocorre nas
células da teca e da granulosa apdés a ovulacido é denominado
luteinizacao (MURPHY, 2000).

Hansel & Blair (1996) descreveram a presenca de duas populacdes

celulares histologicamente distintas no CL de vacas: uma populacao de células
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menores, as quais sdo denominadas Células Luteinicas Pequenas (CLP) e
uma populacdo de células maiores, denominadas Células Luteinicas Grandes
(CLG). Tanto in vivo (HANSEL & BLAIR, 1996) quanto in vitro (MEIDAN et al.,
1990), é observado que as CLP originam-se das células da teca. Nos estagios
iniciais do ciclo estral, as CLG se desenvolvem a partir de células da granulosa
porém, em estagios mais avancados, elas também se desenvolvem da

diferenciacao de CLP (HANSEL et al. 1987; LEIl et al., 1991).

2.2 Lutedlise

Durante o ciclo estral normal de bovinos, o corpo luteo (CL) sofre
regressdo morfolégica e funcional aproximadamente 17 a 20 dias apds a
ovulacao. Este processo, denominado lutedlise, determina a duracdo do ciclo
estral e é caracterizado pelo cessar da producado de P4 e fragmentacao dos
componentes celulares, incluindo a reducédo do suporte vascular, proliferacao
do tecido conjuntivo, desorganizagdo celular, degeneracdo e fagocitose das
células luteais (MILVAE et al.,, 1996). A prostaglandina F,, € a substéancia
responsavel pela regressdo do CL, sendo secretada pelo endométrio bovino
num padréo pulsatil durante o periodo da lutedlise (SHEMESH & HANSEL,
1975) e atinge o CL por um sistema de transporte local veno-arterial de
contracorrente (HIXON & HANSEL, 1974). Aproximadamente 98% da PGFxq
produzida é transformada em 13,14 diidro-15 ceto prostaglandina Foq (PGFM)
na primeira passagem pelos pulmdes (PIPER et al., 1970). Dessa forma, a
producdo de PGF,, é geralmente mensurada, in vivo, através da PGFM. A
concentragdo basal de PGFM em vacas durante a fase luteinica varia entre 10

e 100 pg/ml. No momento da lutedlise, a PGFM ¢é produzida em picos com
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duracdes variando entre duas a cinco horas, espacados por intervalos que
duram de duas a trinta horas, atingindo concentracées plasmaticas de 150 a
500 pg/ml (BASU & KINDAHL, 1987; KINDAHL et al., 1976; KOTWICA et al.,
1998; OYEDIPE et al., 1984). A ocitocina (OT), o E> e a P4 parecem ser 0s
hormonios mais importantes envolvidos na regulacdo deste processo (SILVIA

etal., 1991).

2.2.1. O papel da Ocitocina

Nos ruminantes, a OT é secretada principalmente pela hipéfise posterior e
pelo CL. Seu papel na lutedlise ainda ndo é exatamente compreendido,
entretanto as observagdes de que a administracao de OT durante o ciclo estral
reduz sua duracdo (ARMSTRONG & HANSEL, 1959), de que pulsos de OT
ocorrem concomitantemente a pulsos de PGF,, durante a lutedlise (VIGHIO &
LIPTRAP, 1986) e de que a OT estimula agudamente a producado de PGFyq
pelo endométrio de ruminantes a partir do periodo final da fase luteinica
(ROBERTS et al., 1976) sugerem que a OT esta envolvida na regulacao da
lutedlise em bovinos. A hipétese mais aceita atualmente sobre a acdo da OT na
lutedlise foi proposta por McCracken et al. (1999), os quais consideram a OT o
elemento responsavel pela secrecdo pulsatil de PGF,, precedente a lutedlise.
Segundo esses autores, proximo ao final da fase luteal, ocorre inibicdo dos
receptores de P4 na hipdfise e endométrio, permitindo acdo do E,, o qual
estimula a hipéfise a secretar pulsos de baixa concentracdo e alta freqiéncia
de OT. A OT secretada pela hipdéfise se liga aos seus receptores endometriais
(OTR) e estimula a secrecao de pequenas quantidades de PGF,,, as quais

ainda ndo sao suficientes para causar lutedlise, mas induzem a secrecao de
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parte da OT estocada no CL. Essa liberagdo suplementar de OT amplifica a
producdo endometrial de PGF,4, formando-se um ciclo de retroalimentacdes
positivas entre OT e PGF,, que resulta na liberacdo de pulsos de alta
amplitude de PGF,4, 0s quais levam a regressao do CL pela acao da PGFy,.
Portanto, a aquisicdo de responsividade a OT pelo endométrio parece
determinar quando a lutedlise ira ocorrer, sendo esse fendmeno regulado pela

Pse pelo E; (SILVIA et al., 1991).

2.2.2. Regulacao dos receptores de OT: o papel do E; e da P, na lutedlise
A P4 regula a lutedlise de diferentes formas. A exposicao a P4 promove o
acumulo nas células endometriais de acido araquidénico (AA) e ciclooxigenase
(COX), elementos essenciais a sintese de PGF,, (SILVIA et al., 1991; GOFF,
2004). Santos (2005) observaram que vacas recebendo dieta de alta densidade
energética apresentaram reducao nas concentracdes plasmaticas de P4 € na
secrecao de PGF,, em resposta ao estimulo com OT. A suplementacdo com P4
no inicio do ciclo estral promoveu reducdo na duracdo do ciclo estral,
provavelmente devido a um acumulo precoce de AA e COX no endométrio,
causando secrecao prematura de PGFy, (WOODY et al., 1967; GARRET et al.,
1988). Este resultado de maior producdo de PGF.,, em vacas com maior
concentracao plasmatica de P4 pode ser uma possivel explicacao para a menor
taxa de concepcado em receptoras de embrido com altas concentracdes de Py
relatada por Nogueira et al. (2004) e para a correlacdo negativa entre alta
concentragdo de P4 e sobrevivéncia embriondria encontrada por Stronge et al.

(2005).
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Por outro lado, até a segunda metade do ciclo estral, a P4 exerce efeito
supressivo a secrecao de PGF, (SILVIA et al., 1991). Esse efeito supressivo é
devido a acao inibitéria da P4 na expressao do gene dos OTR (FUCHS et al.,
1990; JENNER et al., 1991; MANN & LAMMING, 1994). Apos
aproximadamente 12 dias de exposicao continua, o bloqueio da P4 nos OTR se
reduz (LAFRANCE & GOFF, 1988), possivelmente devido a uma reducao nas
concentracdes dos receptores de P4 (PR) causada pela propria P4 enddgena.
Dessa forma, o endométrio passa ter capacidade de secretar PGF,, em
resposta ao estimulo da OT.

A importancia do E, na regulacdo da lutedlise foi considerada quando
observou-se que a remoc¢ao dos foliculos ovarianos resultou em maior duracao
do ciclo estral (VILLA-GODQY et al., 1985) e que a administragdo do E, na
metade da fase luteal eleva as concentracdes plasmaticas de PGFM, dando
inicio a lutedlise, possivelmente através da elevacdo das concentragdes de
OTR endometriais (HIXON & FLINT, 1987). Esse efeito do E, é dependente da
P4, pois ele s6 é observado apés o endométrio ter sido previamente exposto
(“priming”) a P4, (LAFRANCE & GOFF, 1988; LAMMING & MANN, 1995a).
Outro fator determinante na regulacdo dos OTR pelo E> é a concentracao
plasmatica desse esterdide. Assim, apdés a metade da fase luteal, as
concentracdes dos receptores de E, (ER) aumentam, possivelmente devido a
um estimulo causado pelo préprio E, de seus préprios receptores endometriais
(XIAO & GOFF, 1999), elevando consequentemente as concentragdes de OTR.
Ja apds o estro, o pico pré-ovulatério de E, secretado pelo foliculo dominante

resulta em decréscimo das concentracbes dos OTR, produzindo uma situagcao
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de auséncia de resposta do endométrio a OT nos primeiros dias do ciclo estral
(LAMMING & MANN 1995a,b).

Estes dados sugerem que a regulacdo dos OTR pode ocorrer de trés
formas diferentes no decorrer do ciclo estral: 1) na fase inicial, quando a P4
ainda é baixa, os OTR se encontram em baixas concentracées devido a
inibicdo causada pelos altos niveis de E» pré-ovulatorio; 2) Na metade da fase
luteal, quando a inibicdo do E, pré-ovulatorio possivelmente ndo exerce mais
influéncia, a P4 encontra-se em niveis elevados, inibindo a expressao dos OTR
endometriais; 3) No final da fase luteal, os PR s&o inibidos pela exposicao
prolongada a propria P4 e o foliculo dominante secreta Eo em concentracbes
intermediarias, propiciando a expressao dos OTR no endométrio e permitindo o

estimulo da OT a secrecao de PGFaq.

2.3. Lutedlise prematura

Considera-se lutedlise prematura quando essa ocorre antes do 16° dia do
ciclo estral, ou seja, antes do momento em que o endométrio inicia a secrecao
pulsatii de PGF,, em um ciclo estral de duragdo normal. Nesse caso, o
intervalo interestros € mais curto que a média observada sendo, portanto,
denominado ciclo curto.

A ocorréncia de ciclos curtos é bastante comum em vacas em anestro
apds ovulagdes induzidas por desmamas, desmamas associadas a tratamento
com GnRH, GnRH, hCG e em novilhas ap6s a primeira ovulacdo na puberdade
(YAVAS & WALTON, 2000), sendo sempre acompanhado por baixas taxas de
concepcgao, pois o CL regride quando o embrido ainda ndo é capaz de produzir

bIFN-1 suficiente para bloquear a lutedlise (MANN & LAMMING, 2001)
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ocasionando morte embrionaria precoce. Nesses casos, a lutedlise ocorre
assim que o CL se torna responsivo a PGFy.q, ou seja, no sexto dia do ciclo
estral (HENRICKS et al., 1974).

Stagg et al. (1998) verificaram, apds a primeira ovulacdo pés-parto, a
ocorréncia de ciclos curtos (<16 dias) em 85% das vacas, sendo que 12% das
vacas tiveram ciclos de duragdo normal (18 a 24 dias) e 3% de ciclos longos
(>24 dias).

Diversas possibilidades ja foram levantadas visando explicar a ocorréncia
de ciclos curtos, entre elas: (1) Desenvolvimento inadequado do foliculo
ovulatério (RAMIREZ-GODINEZ et al.,, 1981); (2) suporte gonadotréfico
inadequado (MANNS et al., 1983); (3) inabilidade do CL em responder as
gonadotrofinas (KESLER et al., 1981); (4) estimulo luteolitico prematuro
(PULGISI et al., 1979); (5) maior sensibilidade do CL a substancias luteoliticas

(TROXEL & KESLER, 1984b).

2.3.1. Caracteristicas dos CL que regridem prematuramente

Os primeiros estudos sobre ciclo curto objetivaram determinar se a
ocorréncia desse fendmeno estava relacionada a deficiéncias na funcao do CL.
Observou-se que o peso do CL, concentracdes luteais de P4 € concentragdes
de receptores de LH nao foram diferentes entre vacas com ciclo curto e vacas
com duracao luteal normal (BRADEN et al., 1989b). Além disso, o numero de
células luteais, porcentagem de CLG e concentracao de receptores de PGF2q
também foram similares nesses dois grupos experimentais. O'Shea et al.
(1984) ndo observaram diferengca na porcentagem de CLG, porém o numero

total e o tamanho das CLG foi menor nos CL que apresentaram ciclo curto.
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Apesar da mesma quantidade de receptores de LH, houve uma menor resposta
ao LH in vitro dos CL cuja expectativa era de ciclo curto. Em outros estudos, a
administracdo de LH ou hCG nao alterou (KESLER et al. 1981; MCNEILLY et
al., 1981) ou estimulou (O'SHEA et al., 1984; DUBY et al., 1985; RUTTER et
al., 1985) a secrecao in vitro de P4, em CL cuja expectativa era de ciclo curto.
Além disso, os CL que apresentam menor duragdo ndao sdo mais sensiveis a

PGF2, do que CL de duragédo normal (COPELIN et al., 1989).

2.3.2. Efeito do utero na ocorréncia de ciclo curto

Estudos de Copelin et al. (1987), compararam a duracdo do ciclo estral
em dois grupos de vacas em anestro que retornaram a ciclar: um grupo de
vacas intactas (controle) e um grupo de vacas histerectomizadas. O grupo
controle apresentou o primeiro ciclo estral mais curto (8,8+0,3 dias) que o
grupo de vacas histerectomizadas, nas quais s6 se observou regressao do CL
apds aplicacdo de PGF,,. O segundo ciclo no grupo controle, no entanto,
apresentou duracdo normal (20,2+0,5 dias). Esses dados confirmaram a
hipbtese de que o ciclo curto € consequéncia de um estimulo luteolitico
prematuro do Utero, o que ja havia sido sugerido por Troxel & Kesler (1984a)
ao observarem que a secrecdo de PGF,q ocorre mais cedo em vacas que
apresentam ciclo curto em comparacao as que apresentam ciclo de duragao
normal. Além disso, a administracao intra-uterina de indometacina, um potente
inibidor da sintese de PGF2q, prolongou a duragéo do primeiro CL formado pés-
parto (TROXEL & KESLER, 1984b). Posteriormente, também se observou que
a imunizagéo ativa contra PGF,, em vacas em anestro reduziu a ocorréncia de

ciclos curtos (COPELIN et al., 1989). A partir desses estudos, iniciaram-se
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novas pesquisas visando determinar os mecanismos relacionados a esse

estimulo luteolitico precoce.

2.4. Hipoteses para explicar a lutedlise prematura

Apesar do consenso de que o ciclo curto é consequéncia de uma
secrecao prematura de PGF,, pelo utero durante a fase luteal, ainda ha
controvérsias em relacdo ao mecanismo causador da antecipacdo dos
mecanismos luteoliticos. Atualmente sdo aceitas duas hipéteses, sendo que

nao ha trabalhos confrontando-as sob mesmas condi¢des.

2.4.1. O possivel papel da P4

Vasconcelos et al. (2004) observaram que a utilizacdo de dispositivos
intravaginais de P4 em protocolos de indugdo de ciclicidade para vacas em
anestro proporciona maior taxa de concepcao a primeira IA. Esses resultados
corroboram com os trabalhos de Cooper et al. (1991) e Fike et al. (1997), os
quais demonstraram que o pré-tratamento de vacas em anestro com P4 ou
progestagenos reduz a ocorréncia de ciclos curtos apds a indugéo da ovulagao.
Além disso, Copelin et al. (1987) observaram que o CL formado apds um ciclo
curto tem duracdo normal. Zollers et al. (1993) observaram reducdo na
quantidade de OTR no endométrio de vacas pds-parto apds tratamento com
implante de norgestomet, sugerindo um efeito similar ao da P4, ja que o
norgestomet atua através de ligacdo a receptores de P4 (MOFFATT et al.

1993).
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Esses dados em conjunto sugerem que o mecanismo pelo qual a
exposicao a P4 antes da ovulacao evita a lutedlise prematura envolve a inibicao

de OTR no endométrio apds a ovulagao.

2.4.2. O possivel papel do E;

Diversos trabalhos mostram menor secrecdo de E, por foliculos que
originaram CL de regressao precoce (GARVERICK et al., 1988; BRADEN et al.
1989a,b; SHEFFEL et al., 1982; GARCIA-WINDER et al., 1986). Lamming &
Mann (1995a,b) estudando vacas durante ciclo estral normal verificaram que o
pico pre-ovulatério de E, reduziu temporariamente a concentracdo de OTR
endometriais, evitando, no inicio da fase luteal, episédios de secrecdo de
PGF2. Mann & Lamming (2000) compararam animais ovariectomizados
tratados com diferentes doses de E, e constataram que altas concentracdes
desse horménio provocam deplecdo nos receptores endometriais de OT,
provavelmente por um mecanismo de inibicdo do E, em seus receptores
uterinos, afetando a expressado dos receptores de ocitocina. Entretanto, como
trabalharam com vacas ovariectomizadas, nao foi possivel verificar a duracao
dos ciclos estrais. Esses dados sugerem que ciclos curtos podem ser resultado
de uma secrecao pré-ovulatéria inadequada de E,, de forma a ndo haver um
sinal suficientemente forte para bloquear os receptores de OT, possibilitando a

secrecao prematura de PGF,.

2.4.3. Associacao entre P, e E»
Garverick et al. (1988) observaram que o tratamento com P4 para evitar

ciclo curto em vacas pés-parto também resulta em maiores concentracées de
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E,> pré-ovulatério. Portanto, se 0o mecanismo que previne ciclos curtos for
relacionado ao bloqueio do E, aos OTR, o efeito da pré-exposicao a P4 pode
ocorrer através de um mecanismo indireto, devido a maior secrecéao de E, pelo
foliculo pré-ovulatério.

Trabalhos com ovelhas realizados por Moore (1985) e Wilmut et al. (1986)
mostraram que trés estagios de exposicao esteroidal sdo necessarios para o
desenvolvimento de um ambiente uterino favoravel a concepcao. A primeira é a
fase de exposicao a Psimediatamente antes do estro, seguindo-se uma fase de
concentragdes crescentes de E, no estro e, finalmente, a manutencdo de
concentracdes de P4 suficientes no ciclo estral subseqiente. Na primeira
ovulacao pos-parto, essa sequéncia de exposicao aos esterdides € alterada e
as concentragbes de P4 e E, encontram-se limitadas, ao contrario do que
ocorre em vacas ciclicas. Isso sugere que a associacdo entre P4, e Ej,
respeitando a sequéncia fisiolégica, pode ser mais importante que os efeitos

isolados da P4 ou do E».

2.5. Ciclo curto em vacas ciclando

A ocorréncia de ciclos curtos em animais ciclando tem sido relatada
(VASCONCELOS et al., 2001; TAPONEN et al., 2003; PETERS & PURSLEY,
2003) quando esses foram induzidos a ovular foliculos pequenos com
aplicagédo de GnRH. A incidéncia de ciclos curtos nesses casos variou entre 19
e 58%. Apesar de esse fendmeno parecer estar relacionado a ovulagdo de
foliculos menores ou menos maduros, Taponen et al. (2003) mostraram que,
similarmente ao que ocorre em animais pos-anestro, esses ciclos curtos séo

consequéncia de uma secrecao prematura de PGFoq pelo endométrio. Peters &
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Pursley (2003), ao testarem a antecipacdo do segundo GnRH do protocolo
Ovsynch, observaram reducéo nas taxas de concepcgao, provavelmente devido
a ocorréncia de ciclos curtos, ja que as taxas de sincronizacao foram similares
as das vacas tratadas com o protocolo convencional. Por ter sido recentemente
relatada, a ocorréncia de ciclos curtos em animais ciclando ainda foi pouco
estudada, porém reforca a hipétese do papel do E,, pois animais ovulando
foliculos menores provavelmente apresentam menores concentracdes
circulantes de E, pré-ovulatério, o que seria insuficiente para inibir OTR no
endométrio, possibilitando secrecao prematura de PGFo,. Além disso, a
ovulacao de foliculos menores gera corpos luteos menores, 0s quais secretam
menores concentragdes de P4 (VASCONCELOS et al., 2001), de forma que o

bloqueio da P4 aos OTR pode ser minimizado, propiciando luteédlise precoce.
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EFEITO DE TRATAMENTOS COM PROGESTERONA E/OU 178-
ESTRADIOL NA DURACAO DO CORPO LUTEO SUBSEQUENTE A
PRIMEIRA OVULACAO EM VACAS NELORE POS-PARTO.
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EFEITO DE TRATAMENTOS COM PROGESTERONA E/OU 17p-
ESTRADIOL NA DURACAO DO CORPO LUTEO SUBSEQUENTE A
PRIMEIRA OVULACAO EM VACAS NELORE POS-PARTO.

RESUMO - O primeiro ciclo estral pés-parto dura, geralmente, menos que oito
dias devido a regressao prematura do corpo luteo e resulta em baixas taxas de
concepgao. O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito de tratamentos
com progesterona e 17B-estradiol antes da inducao da ovulagao na incidéncia
de lutedlise prematura em vacas Nelore em anestro. Cento e quatorze vacas
Nelore em anestro (avaliadas por dois exames ultrassonograficos oito dias
aparte; 25 a 65 dias pds-parto) foram aleatoriamente designadas a receber um
dos quatro tratamentos (delineamento fatorial 2x2): Grupo Controle - Remocao
de bezerros (RB) por 54 horas e inje¢cao i.m. de 1 mL de 6leo de carogo de
algodao (placebo) 48 horas apés o inicio da RB; Grupo E2 - RB por 54 horas e
injecao i.m. de 1 mg de 17B-estradiol 48 horas apos o inicio da RB; Grupo P4 -
Dispositivo intravaginal de progesterona por seis dias seguido por RB (54
horas) e injecdo de placebo 48 horas apds o inicio da RB; Grupo P4+E2 -
Dispositivo intravaginal de progesterona por seis dias seguido por RB (54
horas) e injecao i.m. de 1 mg de 17B-estradiol 48 horas apés o inicio da RB. Ao
final da RB, todas as vacas receberam uma injecao i.m. de 100 pg de GnRH,
sendo esse momento considerado o dia 0 do ciclo estral sincronizado. A
ovulacao foi avaliada por exames ultrassonograficos nos dias 0 e 2 e somente
as vacas que ovularam foram utilizadas no estudo (Controle: n=23; E2: n=25;
P4: n=19; P4+E2: n=18). As concentracbes séricas de progesterona foram
avaliadas por radioimunoensaio em amostras de sangue colhidas nos dias 0, 5,

7,9, 12, 15 e 19 para avaliacdo da funcao luteal. As varidveis binomiais foram
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analisadas por regressao logistica (PROC LOGISTIC) e as variaveis continuas
pelo PROC MIXED do SAS. Para todos os tratamentos, as concentracoes
séricas de progesterona foram maiores no dia 5 em relacao ao dia 0 (P<0,01),
porém nao houve efeito dos tratamentos sobre as concentragdes séricas de
progesterona nos dias 0 e 5 (P>0,1). As concentracoes séricas médias de
progesterona elevaram-se (P<0,05) entre os dias 5 e 7 nos grupos P4 (de
2,3%0,5 para 3,7x0,5 ng/mL) e P4+E2 (de 2,4+0,5 para 3,3x0,5 ng/mL) e
reduziram-se (P<0,01) nos grupos Controle (de 2,9+0,4 para 1,910,4 ng/mL) e
E2 (de 1,940,4 para 0,8+0,4 ng/mL). As vacas pré-tratadas com progesterona
apresentaram maiores concentragdes séricas de progesterona nos dias 7, 9, 12
e 15 em relagédo as nao pré-tratadas (3,5+£0,4 ng/mL vs. 1,4+0,3 ng/mL; 3,8%0,4
ng/mL vs. 1,2+0,3 ng/mL; 5,1£0,4 ng/mL vs. 1,2+0,3 ng/mL; 4,6+0,4 ng/mL vs.
1,1+0,3 ng/mL, respectivamente; P<0,01). O pré-tratamento com progesterona
foi efetivo em prevenir ciclo curto (86,5% vs. 20,8%; P<0,01), entretanto néo se
verificou efeito de tratamento com 17B-estradiol na porcentagem de regressao
prematura do corpo luteo. Conclui-se que o pré-tratamento com progesterona
por seis dias antes da inducdo da ovulacdo em vacas em anestro reduziu a
incidéncia de regressado prematura do subseqliente corpo luteo, enquanto a
administragdo de 1 mg de 17B-estradiol ndo preveniu efetivamente a ocorréncia

de lutedlise prematura.

Palavras-chave: Anestro, ciclo curto, estradiol, progesterona
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EFFECT OF TREATMENT WITH PROGESTERONE AND/OR 178-
ESTRADIOL PRIOR TO INDUCTION OF OVULATION ON LENGTH OF
SUBSEQUENT CORPUS LUTEUM IN ANESTROUS NELORE COWS.

ABSTRACT - The length of first post-partum estrous cycle is often lesser than
eight days due to premature luteolysis and results in low conception rates. The
aim of this trial was to evaluate the effect of treatment with progesterone and/or
exogenous 17B-estradiol prior to induction of ovulation on incidence of short
cycles in anestrous Nelore cows. Anestrous Nelore cows (evaluated by two
ultrasound exams eight days apart; n=114; 25-65 days post-partum) were
randomly assigned to receive either one of the following treatments (2x2
factorial design): Control Group — Calf removal (CR) for 54 hours and 1 mL i.m.
cottonseed oil injection (placebo) 48 hours after beginning of CR; E2 Group -
CR for 54 hours and 1 mg i.m. 17B-estradiol injection 48 hours after beginning
of CR; P4 Group — Intravaginal progesterone device for six days followed by CR
(54 hours) and placebo injection 48 hours after beginning of CR; P4+E2 Group -
Intravaginal progesterone device for 6 days followed by CR (54 hours) and 1
mg i.m. 17B-estradiol injection 48 hours after beginning of CR. At end of CR
(day 0), all cows received an 100 ug i.m. GnRH injection. Ovulation was
evaluated by ultrasound exams on days 0 and 2 and only cows ovulating were
used on this study (Control: n=23; E2: n=25; P4: n=19; P4+E2: n=18). Blood
samples were collected on days 0, 5, 7, 9, 12, 15 e 19 for evaluation of corpus
luteum lifespan, through progesterone analysis by radioimmunoassay. Binomial
data were analyzed by logistic regression (PROC LOGISTIC) and continuous
data by PROC MIXED of SAS. For all treatments, serum progesterone

concentrations were higher on day 5 than on day 0 (P<0.01), but there was no
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effect of treatments on serum progesterone concentrations on days 0 and 5
(P>0.1). Mean serum progesterone concentrations increased (P<0.05) between
days 5 and 7 in P4 (from 2.31£0.5 to 3.7+£0.5 ng/mL) and P4+E2 (from 2.410.5 to
3.320.5 ng/mL) Groups and decreased (P<0.01) in Control (from 2.9+£0.4 to
1.9+0.4 ng/mL) and E2 (from 1.9+0.4 to 0.8+0.4 ng/mL) Groups. Cows pre-
treated with progesterone had higher mean serum progesterone concentrations
on days 7, 9, 12 and 15 than cows not pre-treated (3.5+0.4 ng/mL vs. 1.4+0.3
ng/mL; 3.8+0.4 ng/mL vs. 1.2+0.3 ng/mL; 5.1£0.4 ng/mL vs. 1.2+0.3 ng/mL;
4.620.4 ng/mL vs. 1.1£0.3 ng/mL, respectively; P<0.01). Pre-treatment with
progesterone was effective to prevent short cycles (86.5% vs. 20.8%; P<0.01),
but there was no effect of treatment with 17B-estradiol on percentage of
premature luteal regression. In conclusion, pre-treatment with progesterone for
six days prior to induction of ovulation in anestrous cows reduced incidence of
subsequent corpus luteum regression, while 1 mg of 17B-estradiol injection did

not prevent effectively occurrence of premature luteolysis.

Key words: Anestrous, short cycle, estradiol, progesterone



46

1. Introducao
A taxa de concepcao do primeiro cio pds-parto é baixa (VASCONCELOS

et al., 2004) porque o corpo luteo (CL) regride prematuramente (GARVERICK
et al., 1992. A histerectomia (COPELIN et al., 1987), a infusdo intrauterina de
um inibidor da sintese de prostaglandina Foq (PGF2; TROXEL & KESLER,
1984) e a imunizacao ativa contra a PGF,, (COPELIN et al., 1989) preveniram
a ocorréncia de ciclos curtos, indicando que a secrecao prematura de PGFzq
pelo endométrio é responsavel pela lutedlise no inicio do ciclo estral.

A expressao de receptores endometriais de ocitocina (OTR) desempenha
um papel importante no inicio da lutedlise em ruminantes (MCCRACKEN et al.,
1999) e é regulada pelo estradiol (E2) e pela progesterona (P4; SILVIA et al.,
1991; ROBINSON et al., 2001). Nos ultimos dias do ciclo estral, a ligagao da
ocitocina (OT) aos seus receptores inicia a secrecao pulsatil de PGF., que
resulta na lutedlise (FLINT & SHELDRICK, 1983).

Zollers et al. (1989), estudando vacas em anestro induzidas a ovular,
verificaram, nas vacas que apresentaram ciclo curto, maior producéo de PGFyoq
em resposta a OT no dia 5 pés-ovulacdo em relagdo as vacas que
apresentaram ciclo estral de duragdao normal. Sugeriu-se, portanto, que vacas
cujo CL regride prematuramente apresentam maior concentracdo de OTR
endometriais em relacdo a vacas que nao apresentam lutedlise prematura.
Entretanto, quando vacas em anestro foram tratadas com o progestageno
norgestomet antes da inducdo da ovulacdo, observou-se reducdo na
concentracdo endometrial de OTR no endométrio no dia 5 poés-ovulacao
(ZOLLERS et al., 1993), evidenciando que a exposicao a P, antes da ovulacao

pode influenciar o momento da lutedlise no ciclo estral subseqlente.
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O pico pré-ovulatério de E, parece ter um efeito inibidor sobre os OTR
durante os primeiros dias do ciclo estral (MANN & LAMMING, 2000). Relatos
de que vacas que apresentaram ciclo curto tiveram menores concentragoes
pré-ovulatérias de E> em relacdo a vacas que apresentaram ciclo estral de
duracdao normal (SHEFFEL et al., 1982; GARCIA-WINDER et al., 1986;
GARVERICK et al., 1988; BRADEN et al., 1989) e que vacas ciclicas induzidas
a ovular foliculos de pequeno didmetro (menor capacidade de sintese de Ej)
apresentaram secrecao prematura de PGF,, (TAPONEN et al.,, 2003) e
lutedlise prematura (VASCONCELOS et al., 2001; PETERS & PURSLEY,
2003) sao sugestivos de que altas concentracdoes pré-ovulatérias de estradiol
Sa0 necessarias para garantir duracao normal do subseqliente CL.

A hipotese desse trabalho é que o tratamento com P4 por seis dias e/ou
injecdo de 1 mg de 17B-estradiol antes da inducdo da ovulacdo previnem a

regressao prematura do CL em vacas Nelore em anestro pds-parto.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e Tratamentos

Foram utilizadas 114 vacas Nelore paridas (55 primiparas e 59 multiparas;
25 a 65 dias pds-parto) em anestro, mantidas a pasto (Brachiaria humidicola) e
pertencentes a Pecuaria Novo Horizonte, localizada no municipio de Coxim-
MS. A condicao de anestro foi determinada por exames ultrassonograficos e
das concentragbes séricas de P4, conforme explicado a seguir. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, em um delineamento

fatorial 2x2 (Figura 1):
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Grupo Controle (n=34): Dia -2: remoc¢ao de bezerros (RB) por 54horas; Dia 0
(48 horas apos inicio da RB): aplicacao de 6leo de carogo de algodao (placebo)
via intramuscular (1 mL); Dia 0 (54 horas apoés inicio da RB): aplicacao de 100

ug de GnRH (Gonadorelina, Fertagy!®, Intervet, Brasil) via intramuscular (1 mL).

Grupo E2 (n=34): Dia -2: RB por cinglienta e quatro horas; Dia 0 (48 horas
apos a RB): aplicacao do 1 mg de 17B-estradiol (preparado em solugéo oleosa
pelo Centro Paulista de Desenvolvimento Farmacotécnico) via intramuscular (1
mL); Dia 0 (54 horas apés inicio da RB): aplicacdo de 100 yg de GnRH via

intramuscular.

Grupo P4 (n=23): Dia -8: insercao de dispositivo intravaginal de progesterona
(CIDR®, Pfizer Saude Animal, Brasil); Dia -2: retirada de dispositivo intravaginal
de progesterona + RB por 54 horas; Dia 0 (48 horas ap6s a RB): aplicacao de 1
mL de placebo via intramuscular; Dia 0 (54 horas apoés inicio da RB): aplicacédo

de 100 pg de GnRH via intramuscular.

Grupo P4+E2 (n=23): Dia -8: insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona; Dia -2: retirada de dispositivo intravaginal de progesterona + RB
por 54 horas; Dia 0 (48 horas ap6s a RB): aplicacdo de 1 mg de 173-estradiol
via intramuscular; Dia 0 (54 horas apés inicio da RB): aplicacdo de 100 ug de

GnRH via intramuscular.
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FIGURA 1. Diagrama esquematico do delineamento experimental. US,
ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (54h), remocao
de bezerros por cinqlenta e quatro horas; 17B-E,, injecdo de 17fB-
estradiol (1 mg); Placebo, injecao de 6leo de carogo de algodao (1 mL);
GnRH, injecdo de gonadorelina (100 pg). Cento e quatorze vacas em
anestro (avaliadas por ultrassonografia ovariana nos dias -16 e -8)
foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos (P4 e/ou E,; fatorial
2x2). A ovulagao em resposta a injecao de GnRH foi avaliada por dois
exames ultrassonograficos (d0 e d2). Apenas vacas que ovularam foram
utilizadas para colheita de sangue nos dias 5, 7, 9, 12, 15 e 19. Coxim-
MS, 2005.

2.2. Remocao temporaria de bezerros e observacao de cio

Durante os dias -2 e 0 (54 horas) os bezerros foram separados das vacas
em currais de forma a ndo haver contato fisico entre ambos. Nesse periodo foi
fornecido agua a vontade para os bezerros. O objetivo da remocao temporaria
de bezerros foi aumentar a taxa de ovulagédo a aplicagdao de GnRH. Enquanto
0s bezerros permaneceram separados, observou-se o comportamento de estro
das vacas duas vezes ao dia por 30 minutos cada periodo (das 7:00h as 7:30h

e das 17:30h as 18:00h).
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2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas

Os exames ultrassonograficos foram realizados com aparelho Aloka,
modelo SSD-500 com transdutor linear retal de 7,5 MHz, para determinar a
ciclicidade antes do inicio dos tratamentos e a ovulacdo em resposta a
aplicacao de GnRH.

A avaliagdo da ciclicidade foi realizada nos dias -16 e -8, sendo
considerados em anestro 0s animais que ndo apresentaram tecido luteal em
ambos os exames. Além disso, amostras de sangue colhidas nesses dias para
dosagem das concentracoes séricas de P4 confirmaram a condi¢cao de anestro,
como descrito no item a seguir. A ovulacao foi determinada pela comparacao
das imagens ultrassonograficas no dia 0 e no dia 2. Considerou-se ovulacao
quando houve presenca de foliculo >7 mm em um dos ovarios no dia 0 e

auséncia do mesmo no dia 2.

2.4. Colheita e analise de sangue

As amostras de sangue foram colhidas da veia coccigea em tubos tipo
vacutainer sem anticoagulante e armazenadas por 24 horas em refrigerador a
4°C, quando entao foram centrifugados a 1500 x g por 15 minutos a 25°C. O

soro foi separado e armazenado a -20°C até a realizacao das dosagens.

2.4.1. Dosagem de Estradiol

As amostras de sangue para dosagem de estradiol foram colhidas 48 e 54
horas apéds o inicio da remoc¢ao de bezerros, ou seja, no momento e seis horas
apos a aplicacao de placebo (Grupos Controle e P4) ou 17B-estradiol (Grupos

E2 e P4+E2). Devido as caracteristicas farmacocinéticas do 173-estradiol
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(rapida absorcao e eliminacado), foi anotado, para cada vaca, o horario da
primeira e da segunda colheitas, a fim de se determinar o intervalo entre elas.

As dosagens de E; foram realizadas por radioimunoensaio, utilizando-se
kits comercias de 3% Geracdo da DSL-39100° (Diagnostic Systems
Laboratories, Inc., Webster, Texas, EUA). A curva padrao foi constituida a partir
das amostras do kit (200 ylL/padrao) acrescidas de 300 pyL de soro de vaca
ovariectomizada previamente tratado para remocao de horménios esterdides
com carvao ativado. Todas as amostras foram dosadas em duplicata.

Apbs a pipetagem, a curva padrdo e as amostras foram submetidas a
procedimento de extracdo. A cada tubo de ensaio (vidro borosilicato 16 x 100
mm) foram adicionados 3 mL de éter etilico, os quais foram homogeneizados
por 1 minuto em vortex e imediatamente locados em recipiente contendo
metanol e gelo seco. Apdés um minuto, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo de ensaio (vidro borosilicato 12 x 75 mm) e permaneceu em capela para
evaporacao por 24 horas, quando os extratos foram ressuspendidos em 500 pL
de PBSg e o0 ensaio prosseguiu de acordo com as recomendacbes do
fabricante.

A sensibilidade do ensaio foi de 0,5 pg/mL. O coeficiente de variacao intra-

ensaio foi 14,5%.

2.4.2. Dosagem de Progesterona

As amostras de sangue para dosagem de P4 para confirmar a condi¢ao de
anestro foram colhidas nos dias -16 e -8. As vacas previamente avaliadas por
ultrassonografia que apresentaram concentragdes séricas de P4 inferiores a 0,5

ng/mL em ambos os dias foram consideradas em anestro.
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Nos animais que ovularam, as amostras de sangue para dosagem de
progesterona foram colhidas nos dias 0, 5, 7, 9, 12, 15 e 19. As dosagens de
P, foram realizadas por radioimunoensaio, em trés ensaios, utilizando-se kits
comercias da DPC (Coat-a-count®, Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA) e procedimentos de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A sensibilidade dos ensaios foi 0,01 ng/mL. O coeficiente de
variagao inter-ensaios foi 5,35% e os coeficientes de variagcao intra-ensaio
foram 5,53%, 4,56% e 4,38% para os ensaios 1, 2 e 3, respectivamente.

Foi considerada a ocorréncia de lutedlise nos animais que, apés o dia 5,
apresentaram concentracao sérica de P4 decrescente e menor que 0,5 ng/mL.

Considerou-se lutedlise prematura quando a mesma ocorreu antes do dia 15.

2.5. Analise estatistica

As variaveis dependentes continuas foram analisadas por meio do
procedimento MIXED do programa SAS. Para cada variavel, os dados foram
testados quanto a normalidade e a homogeneidade das variancias. Quando os
dados ndo obedeceram as premissas para a andlise, foram submetidos a
transformacao logaritmica e re-analisados. As médias ajustadas foram re-
expressas na escala original.

Para a andlise da variavel dependente diametro do foliculo ovulatério foi
incluido no modelo o efeito de pré-tratamento com P4. Escore de condigcédo
corporal e ordem de paricao foram incluidos como covariaveis.

A variavel dependente concentracdo sérica de E, pré-ovulatério foi
analisada apéds transformacao logaritmica. Foram incluidos no modelo os

efeitos fixos de momento (48 ou 56 horas apoés inicio da RB), pré-tratamento
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com P4, administracdo de 17B-estradiol e interacdes, e o efeito aleatério de
vaca dentro de cada combinacao de pré-tratamento com P4 e tratamento com
E,. Didametro do foliculo ovulatério, escore de condicao corporal e ordem de
paricdo foram incluidos como covariaveis. Admitiu-se para as medidas
repetidas um efeito auto-regressivo de primeira ordem.

A variavel dependente concentracao sérica de P, foi analisada apéds
transformacao logaritmica. Foram incluidos no modelo os efeitos fixos de dia,
pré-tratamento com P4, administragdo de 17B-estradiol e interacdes, e o efeito
aleatério de vaca dentro de cada combinacdo de pré-tratamento com P4 e
tratamento com E,. Diametro do foliculo ovulatério, escore de condicao
corporal e ordem de paricao foram incluidos como covariaveis. Admitiu-se para
as medidas repetidas um efeito auto-regressivo de primeira ordem. Quando
detectada interacdo, as médias dos tratamentos para cada dia foram
comparadas através da opcao SLICE.

As variaveis dependentes binomiais foram analisadas por meio do
procedimento LOGISTIC do programa SAS. Duas formas de analise foram
realizadas. A primeira considerou cada grupo experimental como um
tratamento e o modelo incluiu o efeito de grupo. Escore de condi¢do corporal e
ordem de paricdo foram incluidos como covariaveis. Os efeitos de tratamento
foram decompostos para comparacao das médias entre os grupos Controle e
E2, Controle e P4 e Controle e P4+E2. Essa forma de andlise é
desaconselhada por estatisticos em delineamentos fatoriais, entretanto se
mostra interessante do ponto de vista pratico, pois permite comparagdes entre
0s grupos tratados e o grupo controle. A segunda andlise considerou a

estrutura fatorial do delineamento experimental e 0 modelo incluiu os efeitos
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principais pré-tratamento com P, e administracdo de 17B-estradiol, além da
interacdo entre ambos. Escore de condicdo corporal e ordem de paricdo foram

incluidos como covariaveis.

3. Resultados
3.1. Concentracoes séricas de estradiol
O tratamento com 1 mg i.m. de 173-estradiol elevou as concentragbes

séricas de E; mensuradas no momento da injegdo de GnRH (Figura 2; P<0,01).
A diferenca média entre as concentragbes séricas de E, medidas nos dois
momentos foi de 67,7619,98 pg/mL nas vacas tratadas com 173-estradiol e
1,10+1,35 pg/mL nas vacas tratadas com placebo (P<0,01). Em 67,86% das
vacas tratadas com placebo houve decréscimo nas concentracdes séricas de
E. entre os dois momentos, enquanto em todas as vacas tratadas com 17[3-

estradiol houve acréscimo nas concentracdes séricas de Eo.
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FIGURA 2. Concentragbes séricas de estradiol, em dois momentos, em vacas tratadas
ou ndo com 17B-estradiol. O primeiro momento foi imediatamente antes dos
tratamentos (E.: 2,88+1,13 pg/mL; Placebo: 2,72+1,13 pg/mL) e o segundo
momento foi 6,82+0,82 horas apo6s os tratamentos (E.: 71,78+11,14 pg/mL;
Placebo: 3,37+1,13 pg/mL). A concentracdo sérica de estradiol no segundo
momento foi maior nas vacas tratadas com injecdo i.m. de 1 mg de 1783-
estradiol (P<0,01). Coxim-MS, 2005.

O intervalo médio entre as duas colheitas de sangue para dosagem de E»
foi de 6,82+0,82 horas. As vacas cujo intervalo entre colheitas foi maior ou igual
a sete horas apresentaram menores concentragoes séricas de E, que as vacas

cujo intervalo foi menor que sete horas (P<0,05; Figura 3).
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FIGURA 3. Concentracdes séricas de estradiol (média dos quadrados minimos + EPM)
nas vacas seis, sete e oito horas apés tratamento com injegéo i.m. de 1 mg
de 17B-estradiol. a # b (P<0,05). Coxim-MS, 2005.

Observou-se efeito quadratico positivo do didmetro do foliculo dominante
na concentracdo de E, mensurada antes das injecbes de 17B-estradiol ou
placebo (P<0,01; Figura 4).

O pré-tratamento com P, e a manifestacdo de cio nao influenciaram
(P>0,1) a concentracdo sérica de E» mensurada antes das injecoes de 17f-
estradiol ou placebo (3,241,009 pg/mL sem P4 vs. 3,92+1,11 pg/mL com Py;

2,95+1,14 pg/mL sem cio vs. 3,72+1,07 pg/mL com cio).
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FIGURA 4. Efeito do diametro do foliculo dominante sobre as concentragdes séricas
de estradiol 48 horas apds inicio da remogéao de bezerros (P<0,01).
Coxim-MS, 2005.

3.2. Taxa de ovulacao

Das 114 vacas em anestro utilizadas inicialmente, 89 ovularam até 48
horas apés a aplicagdo de GnRH (78,07%). Nao houve efeito dos tratamentos
experimentais, bem como do pré-tratamento com P4 (efeito principal) na taxa

de ovulacao (Tabela 1).
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TABELA 1. Efeito dos tratamentos experimentais e do pré-tratamento com
progesterona por seis dias (efeito principal) na taxa de ovulacao ao

estimulo com GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-MS,

2005.

Tratamento Taxa de ovulagao R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Controle 67,6% (23/34) Referéncia Referéncia N.A.
E2 73,5% (25/34) 1,33 0,47-3,79 0,72
P4 82,6% (19/23) 2,72 0,62-8,30 0,37
P4+E2 78,3% (18/23) 1,72 0,51-5,85 0,76

Efeito principal Taxa de ovulagéo R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Sem Py 70,59% (48/68)  Referéncia Referéncia N.A.
Com P4 80,43% (37/46) 1,50 0,63-3,59 0,24

R.P.A. = Razao de proporgdes ajustada; I.C. = Intervalo de confianga; N.A. =
Nao aplicavel.

Nao se verificou efeito do tratamento com P4 no didmetro do foliculo
ovulatério (11,57+1,04 mm sem P4 vs. 10,72+1,05 mm com P4; P>0,1).

O diametro do foliculo ovulatério influenciou positivamente a taxa de

ovulacao (P<0,01; Figura 5).
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FIGURA 5. Efeito do didametro do foliculo dominante sobre a probabilidade de ovulagcéao
ao estimulo com GnRH (P<0,01). Coxim-MS, 2005.

3.3. Caracteristicas da fase luteal
Trés diferentes perfis de P4 sérica foram observados ap6s a indugédo da

ovulacdo com GnRH (Figura 6). As vacas que apresentaram fase luteal de
duracdao normal (n=46) apresentaram elevacao gradativa (P<0,01) nas
concentracdes séricas de P4 ao longo dos dias 0, 5, 7, 9, 12 e 15,
respectivamente, seguido por um decréscimo acentuado no dia 19 (de
4,14%0,30 ng/mL para 0,61+0,08 ng/mL; P<0,01). Nas vacas que apresentaram
lutedlise precoce (n=43), as concentracdes séricas de P4 nos dias 0 e 5 foram
similares as das vacas que apresentaram fase luteal de duracdo normal
(0,40+0,03 ng/mL vs. 0,31+£0,02 ng/mL no dia 0 e 2,25£0,30 ng/mL vs.
2,44%0,20 ng/mL no dia 5, para vacas que apresentaram lutedlise precoce e
fase luteal normal, respectivamente; P>0,1). Entretanto, nas vacas cujo CL
regrediu prematuramente, houve decréscimo entre os dias 5 e 7 nas

concentracdes séricas de P4 (de 2,25+0,30 ng/mL para 0,950,111 ng/mL;
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P<0,01). Essas vacas apresentaram dois diferentes perfis de P4 sérica apos a
lutedlise precoce: (1) em 88,37% das vacas (38/43) as concentracdes séricas
de P4 se mantiveram abaixo de 1 ng/mL nos dias 7, 9, 12, 15 e 19, indicando
que nao houve nova ovulacao, pelo menos até o dia 15; e (2) em 11,63% das
vacas (5/43) houve elevacao das concentracdes séricas de P4 nos dias 12, 15
e 19 a niveis acima da 1 ng/mL, indicando que houve ovulagcdo apdés a

regressao prematura do CL.
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FIGURA 6. Exemplos de perfis de progesterona sérica observados apos a indugdo da
ovulacdo em vacas Nelore em anestro com remocao de bezerros + GnRH. A)
Fase luteal de duracdo normal (vaca 985296); B) Lutedlise prematura sem
ovulagao subsequente (vaca 502162); (C) Lutedlise prematura sucedida por
ovulagao (vaca 502153). Coxim-MS, 2005.

Na Figura 7 estdo ilustradas, para cada um dos tratamentos, as
concentracdes médias de P4 nos dias 0, 5, 7, 9, 12, 15 e 19 das vacas que

apresentaram os trés diferentes perfis de P4 sérica. O tratamento com P4
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reduziu a porcentagem de regressao prematura do CL (P<0,01), enquanto a

administracdo de 17B-estradiol n&o influenciou a porcentagem de vacas que

apresentaram luteélise prematura (Tabela 2). Nao foi detectada interagao entre

pré-tratamento com P4 e administracao de 173-estradiol (P>0,1).

Houve interacédo tratamento com P4 x dia (P<0,01) nas concentracdes

séricas médias de P, apo6s a ovulacao (Figura 8). As vacas tratadas com P,

apresentaram maiores concentracoes séricas de P, nos dias 7, 9, 12 e 15 em

relagdo as vacas nao tratadas. Nao se observaram efeitos de administragao de

17B-estradiol x dia e de tratamento com P4 x administracdo de 17p-estradiol x

dia nas concentragdes séricas de P4 apds a ovulagao (P>0,1).
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FIGURA 7: Perfis de concentragbes séricas de progesterona (média dos quadrados

minimos + EPM) apés indugdo da ovulagdo em vacas em anestro. Perfil de

P4 ‘A’: Fase luteal de duragdo normal; Perfil de P4 ‘B’: Lutedlise prematura

sem ovulagdo subsequente; Perfil de P4 ‘C’: Lutedlise prematura sucedida

por ovulagdo. Coxim-MS, 2005.
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TABELA 2. Efeitos dos tratamentos experimentais, do pré-tratamento com

progesterona por seis dias (efeito principal) e do tratamento com

1 mg de 17B-estradiol antes da ovulacdo (efeito principal) na

porcentagem de lutedlise prematura apds inducao da ovulacao

com GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-MS, 2005.

Risco de lutedlise prematura

Tratamento % L.P.
R.P.A. [.C. (95%) Valorde P
Controle 82,6% (19/23)  Referéncia  Referéncia N.A.
E2 76,0% (19/25) 0,67 0,16-2,75 0,57
P4 21,1% (4/19) 0,06 0,01-0,26 <0,01
P4+E2 5,6% (1/18) 0,01 0,01-0,12 <0,01
Risco de lutedlise prematura
Efeito principal % L.P.
R.P.A. I.C. (95%) Valorde P
Sem E; 54,8% (23/42) Referéncia  Referéncia N.A.
Com E» 46,5% (20/43) 0,47 0,14-1,53 0,21
Sem Py 79,2% (38/48) Referéncia  Referéncia N.A.
Com P4 13,5% (5/37) 0,04 0,01-0,12 <0,01

% L.P. = Porcentagem de lutedlise prematura; R.P.A. = Razao de proporc¢des
ajustada; I.C. = Intervalo de confianga; N.A. = Ndo aplicavel.
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FIGURA 8. Concentragdes séricas de progesterona (médias dos quadrados minimos = EPM)

apds inducdo da ovulagdo em vacas em anestro tratadas (m) ou ndo (o) com
dispositivo intravaginal de progesterona por seis dias (*) Médias diferem
significativamente (P<0,01). Coxim-MS, 2005.

Considerando somente as vacas que nao foram tratadas com P4, ndo

houve efeito da concentragdo pré-ovulatéria de E, e da manifestacao de cio

sobre a porcentagem de ciclos curtos (75% de ciclo curto em vacas que

apresentaram comportamento de estro vs. 80% em vacas que nhao

apresentaram comportamento de estro) e sobre as concentragdes séricas de

P4 apds a ovulagéao.

4. Discussao

O tratamento com 1 mg de 17B-estradiol foi eficiente em elevar as

concentracbes séricas de E, (Figura 2). As concentracbes séricas de Ex

verificadas nesse experimento apds o tratamento com 1 mg de 17B-estradiol

sao aproximadamente quatro vezes maiores que as reportadas por Souza et al.
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(2005) ao tratamento com mesma dose e tipo de estradiol. Esses autores, no
entanto, trabalhou com vacas em lactacao de alta producédo, categoria em que
ha maior fluxo sanguineo no sistema porta-hepatico e conseqliente maior
metabolizacdo de esterdides, tanto E, como P, (SANGSRITAVONG et al.,
2002; VASCONCELOQOS et al., 2003; LOPEZ et al., 2004; SANTOS, 2005). Ja
Martinez et al.,, (2006) encontraram concentragdes séricas de E>
aproximadamente sete vezes maiores as reportadas no presente experimento
ao utilizarem dose de 5 mg de 17B-estradiol em vacas de corte
ovariectomizadas.

As vacas cujo intervalo entre o tratamento com 17B-estradiol e a
segunda colheita de sangue para dosagem de E, foi maior ou igual a sete
horas apresentaram menores concentracoes séricas de E, que as vacas cujo
intervalo foi menor que sete horas (Figura 3). Entre a 62 e a 82 horas apds o
tratamento com 17B-estradiol as concentracbes séricas de E, se reduziram
aproximadamente 50%. Essa observacdo evidencia que o retorno a
concentracao basal de E» apés o tratamento com 17(-estradiol é rapido. Souza
et al. (2005) observou, apds tratamento em vacas leiteiras de alta producao
com injecao intramuscular de 1 mg de 17B-estradiol, que as concentracdes
circulantes de E, atingiram pico 5,0+0,6 horas apds o tratamento; decorridas
oito horas do tratamento, ja haviam se reduzido praticamente a metade da
concentragcdo maxima e com 22,7+4,8 horas estavam novamente em niveis
basais. Similarmente, Martinez et al. (2005) verificaram, em vacas de corte
ovariectomizadas, reducdo de aproximadamente 50% nas concentracdes
séricas de E, entre a 62 e a 122 horas apos injecdo i.m. de 5 mg de 17B-

estradiol.
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A influéncia do diametro do foliculo dominante sobre a concentragao
sérica de E, verificada no momento que antecedeu o tratamento com 17f-
estradiol (quarenta e oito horas ap6s inicio da RB; Figura 4) confirma a
capacidade estrogénica do foliculo dominante nessa fase. Souza et al. (2005)
verificaram que vacas de leite de alta producdo em lactagdo com presenca de
foliculo dominante apresentam concentracgao circulante maxima de estradiol de
18,5+4,6 pg/mL apds o tratamento com 1 mg de 17B-estradiol i.m., enquanto
vacas sem foliculo apresentam concentragcdo maxima de 12,8+4,0 pg/mL.
Enquanto o foliculo é dominante, o seu diametro estd positivamente
correlacionado a concentracdo sérica de estradiol (VASCONCELOS et al.,
2001), o que suporta os achados deste experimento pois, como somente foram
utilizadas nas analises vacas que ovularam, retrospectivamente é sabido que
todas as vacas possuiam um foliculo dominante.

O pré-tratamento com P4 ndo influenciou as concentragdes séricas de E»
mensuradas antes das injecbes de 17B-estradiol ou placebo, bem como o
didmetro do foliculo dominante mensurado no momento da aplicagéao de GnRH.
Essa observacao é contraria as observacées de que o pré-tratamento com
progestdgenos em vacas em anestro resulta em melhor desenvolvimento
folicular e consequiente maior secrecao pré-ovulatéria de estradiol (GARCIA-
WINDER et al., 1986; GARCIA-WINDER et al., 1987; INSKEEP et al., 1988;
RHODES et al., 2002). Esses trabalhos sugerem que o foliculo dominante de
vacas pré-tratadas com progestdgenos tém maior estimulo para
desenvolvimento e maturacdo devido ao maior estimulo a expressdo de
receptores de LH e maior secrecdao de LH pela hipéfise. A elevacdo na

secrecao de LH possivelmente é conseqliente da reducao na concentracéo de
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receptores de E, no hipotdlamo, minimizando a retroalimentacao negativa do
E> na secrecao de GnRH, como demonstraram Day & Anderson (1998). Stock
& Fotune (1993) observaram que concentracdes subluteais de P4 induzem
elevacao na freqiéncia de secrecao pulsatil de LH, fator que propicia maior
desenvolvimento folicular. No presente trabalho, entretanto, utilizaram-se
dispositivos intravaginais de P4 sem utilizacdo prévia os quais, segundo Santos
et al. (2004), nos primeiros seis dias apds insercao, fornecem concentracoes
circulantes de P4 acima de 2,5 ng/mL, ou seja, acima do considerado subluteal
(1 a2 ng/mL; STOCK & FORTUNE, 1993). Isso pode explicar a similaridade no
didmetro do foliculo dominante e nas concentracdes séricas de E, pré-
ovulatério entre vacas pré-tratadas ou nao com P4. Outro fator importante a ser
considerado é que todos tratamentos experimentais foram associados a RB,
com o intuito de melhorar o desenvolvimento folicular, proporcionando maior
taxa de ovulagao (MENEGHETTI et al., 2001). Nos trabalhos citados acima, os
efeitos do pré-tratamento com P4 no desenvolvimento folicular foram estudados
em modelos experimentais que ndo utilizaram a estratégia de RB. E possivel,
portanto, que o estimulo gerado pela RB tenha permitido que foliculos de vacas
pré-tratadas ou ndao com P, atingissem diametros e producdao de E>
semelhantes.

Independente de tratamento, o didmetro do foliculo dominante
influenciou a taxa de ovulacdo (Figura 5), similarmente as observacbes de
Meneghetti et al. (2001) em vacas Nelore pés-parto, em que o didmetro do
foliculo dominante foi maior em vacas que ovularam ao estimulo com GnRH
(10,63 mm vs. 9,56 mm para vacas que ovularam e nao ovularam,

respectivamente). A aquisicao de capacidade ovulatéria pelo foliculo dominante
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ocorre logo apés a divergéncia (SARTORI et al., 2001; GIMENES et al., 2007),
entretanto nesse momento é necessaria uma alta dose de LH para que a
ovulacao seja induzida (SARTORI et al., 2001). Conforme o foliculo dominante
cresce, eleva-se a expressao génica de receptores de LH nas células da
granulosa (BAO et al., 1997) e a atividade do AMPc em resposta ao LH (JOLLY
et al., 1994), resultando em maior capacidade ovulatéria (SARTORI et al.,
2001). Isso explica a maior probabilidade de ovulagdo observada nas vacas
com maiores foliculos.

Portanto, considerando a influéncia do didmetro do foliculo dominante na
taxa de ovulagado, a similaridade observada no desenvolvimento do foliculo
dominante é a provavel explicacdo para a auséncia de efeito do tratamento
com P4 na taxa de ovulagao.

Apés a ovulacao, em 51,7% das vacas (46/89) houve elevagao gradativa
nas concentracoes séricas médias de P4 ao longo dos dias 0, 5,7, 9, 12 e 15,
respectivamente, indicando desenvolvimento normal do CL. Em seguida, houve
decréscimo acentuado no dia 19, indicando que a lutedlise ocorreu entre os
dias 15 e 19 (Figuras 6 e 7), ou seja, no momento em que o CL regride
fisiologicamente em vacas ciclicas (BINELLI et al., 2001). Considerou-se,
portanto, que essas vacas apresentaram ciclo estral de duragédo normal.

Em 48,3% das vacas (43/89) houve elevacdao nas concentragdes
séricas médias de P4 entre os dias 0 e 5, seguido por um decréscimo
acentuado no dia 7, indicando que a lutedlise ocorreu por volta do dia 6
(Figuras 6 e 7). Considerou-se, portanto, que essas vacas apresentaram
regressao prematura do CL. O fato de a lutedlise prematura ter ocorrido entre

os dias 5 e 7 sugere que nesse momento j4 ha secrecdo de PGF,,, como
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verificaram Troxel & Kesler (1984), Cooper & Inskeep (1989), Copelin et al.
(1989), Zollers et al. (1991) e Taponen et al. (2003), e que o CL regride assim
que se torna responsivo a PGF,,, ou seja, por volta do sexto dia do ciclo estral
(HENRICKS et al., 1974). Copelin et al. (1987), Garverick et al. (1992) e Perry
et al. (2004) também observaram lutedlise neste momento apoés inducao da
ovulacdo em vacas em anestro.

E interessante observar que as concentragdes séricas de P4 no dia 5
nao diferiram entre vacas cujo CL regrediu prematuramente e vacas cujo CL
apresentou duragao normal, concordando com Copelin et al. (1987), Copelin et
al. (1989) e Taponen et al. (2003). Esses dados suportam a idéia de que ciclos
curtos ndo estdo relacionados a deficiéncias funcionais do CL, mas sim a
secregao prematura de PGFy, pelo endométrio (COPELIN et al., 1987). De
fato, Braden et al. (1989) ndo observaram alteracoes no peso do CL,
concentracdes luteais de P4, concentracdes de receptores de LH, niumero de
células luteais, porcentagem de células luteais grandes e concentracao luteal
de receptores de PGF,,, no dia 5 pés-ovulacido, em vacas com expectativa de
apresentarem ciclo curto.

A andlise dos perfis individuais de P4 sérica revelou que 88,37% das
vacas (38/43) cujo CL regrediu prematuramente ndo ovularam novamente até o
dia 15, pois as concentracdes séricas de P4 se mantiveram abaixo de 1 ng/mL
nos dias 7, 9, 12, 15 e 19. Essa condicado foi mais marcante nas vacas nao
tratadas com P4 (Grupos Controle e E2), pois a incidéncia de lutedlise
prematura foi maior nesses grupos (Tabela 2). Essa observagao é contraria a
idéia de que, apds apresentar um ciclo estral de curta duragéo, ocorre inducao

de ciclicidade e a vaca ovula novamente, apresentado um ciclo estral
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subsequente de duracao e, conseqientemente, fertilidade normais. Rhodes et
al. (2003) propuseram que o ciclo curto é sucedido por ciclo de duragao normal
em vacas poés-parto que retomam naturalmente a ciclicidade, pois durante o
primeiro ciclo estral (ciclo curto) ha pré-exposicao a P4 por aproximadamente
cinco dias. Entretanto, os dados do presente experimento indicam que
estratégias para induzir ovulacdo em vacas recém-paridas nao
necessariamente induzem ciclicidade.

Considerando ciclicas as vacas que, apdés a inducdo da ovulagao,
apresentaram ciclo estral de duracdo normal e as vacas que apresentaram
lutedlise prematura seguida por ovulagdo subseqiente, observaram-se 33,3%
(8/24), 30,4% (7/23), 78,9% (15/19) e 94,4% (17/18) de inducado de ciclicidade
para os tratamentos Controle, E2, P4 e P4+E2, respectivamente. Essa
discrepancia nos resultados referentes a ciclicidade ¢ um indicador de que a
estratégia remocao de bezerros + GnRH (associada ou ndo a E, exdégeno) é
pouco eficaz em induzir ciclicidade, apesar de ser altamente eficaz em induzir
ovulacao em vacas em anestro. Perez (2005) utilizou a estratégia de RB (48
horas) em vacas em anestro, obtendo ovulagdo em 33,3% das vacas, durante
o periodo em que os bezerros estavam separados. Entretanto, dez dias apés a
RB, apenas 28,6% das vacas que haviam ovulado retornaram em estro. Havia
expectativa de maior porcentagem de animais detectados em estro em 10 dias,
0 que nao ocorreu, mostrando que o impacto da RB foi momentaneo, ou seja,
estimulou ovulagdo, mas nao induziu a ciclicidade em todas as vacas que
ovularam ap6s a RB. Estudando o desempenho reprodutivo de vacas em
anestro nos primeiros 25 dias de estagcdo de monta com inseminacéao artificial

apds deteccao de cio, Vasconcelos et al. (2004) obtiveram taxas de prenhez de
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7,10% vs. 28,6% para vacas tratadas com RB vs. P, + RB, respectivamente.
Esses dados em conjunto reforcam a importancia do uso da P, em programas
de sincronizacdo de estro e ovulacdo em vacas em anestro, visando nao sé
aumentar a concepgao na primeira inseminacao, através da prevencgao de ciclo
curto, mas também induzir ciclicidade, permitindo que as vacas que nao
ficarem gestantes na primeira inseminagcao emprenhem o mais rapido possivel,
nos estros subseqlentes.

Através da analise das Figuras 7 e 8 e da Tabela 2 é possivel observar
que o pré-tratamento com P4 por seis dias, associado ou ndo a 1 mg de 173-
estradiol, reduziu a incidéncia da lutedlise prematura. Esse resultado esta de
acordo com os trabalhos de Cooper et al. (1991) e Fike et al. (1997), os quais
demonstraram que o pré-tratamento de vacas em anestro com P4 ou
progestagenos reduz a ocorréncia de ciclos curtos apés a indugao da ovulacgao.
O mecanismo pelo qual a exposicédo a P4 antes da ovulagao evita a regressao
prematura do CL ainda nao esta esclarecido. Zollers et al. (1993) observaram
reducao na quantidade de receptores de ocitocina no endométrio de vacas poés-
parto apds tratamento com implante de norgestomet, sugerindo um efeito
similar ao da P4, ja que o norgestomet atua através de ligacao a receptores de
P4 (MOFFATT et al. 1993). Adicionalmente, explantes endometriais obtidos a
partir de vacas em anestro pré-tratadas com norgestomet secretaram, in vitro,
menores concentracbes de PGF,, em relacdo aos obtidos de vacas néao
tratadas (ZOLLERS et al.,, 1991). Portanto, mesmo nao conhecido o
mecanismo exato de atuacao da P4, € consenso que 0 mesmo envolve inibicdo
da secrecdao de PGFy, pelo endométrio, possivelmente através de inibicdo de

OTR no endométrio ap6s a ovulacao.
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Independente do mecanismo pelo qual a P4 evita a regressédo prematura
do CL, é fato que utilizacdo de Pgs/progestagenos em programas de
sincronizacdo de cio e ovulagao para vacas em anestro proporciona maiores
taxas de concepcao a primeira inseminacao (VASCONCELOS et al., 2004;
VILELA, 2004; PEREZ, 2005).

O tratamento com 1 mg de 17B-estradiol ndo influenciou a porcentagem
de vacas que apresentaram lutedlise prematura (Tabela 2). Os dados de
duracao do ciclo estral foram obtidos a partir da andlise grafica individual dos
animais e, portanto, os efeitos dos tratamentos sobre porcentagem de ciclos
curtos condizem com os efeitos dos tratamentos nas concentragdes séricas de
P, apds a ovulacao. Assim, ndo se observou efeito de tratamento com 1 mg de
17B-estradiol nas concentracdes séricas médias de P4 apds a ovulagcao. Esses
dados indicam que o tratamento com 1 mg de 17B-estradiol ndo preveniu a
ocorréncia de ciclos curtos, contrariando a expectativa inicial desse
experimento, baseada na hipétese proposta por Mann & Lamming (2000), que
utilizaram vacas ovariectomizadas como modelo experimental.

Entretanto, o resultado obtido nesse experimento é consistente com
outros trabalhos em animais intactos, os quais utilizaram estratégias para
elevar as concentracdes pré-ovulatorias de E,. Fike et al. (1997) trataram vacas
em anestro com 1 mg de benzoato de estradiol antes da inducao da ovulacao e
nao verificaram reducao na incidéncia de ciclos curtos. Em ovelhas em anestro,
o tratamento com E, exdgeno antes da inducdo da ovulagdo atenuou a
secrecdo de PGFyy nos primeiros dias do ciclo estral, entretanto nao foi
suficiente para evitar a regressdao prematura do CL (MANN & HARESIGN,

2001). Por outro lado, no mesmo experimento, o tratamento com injecées de
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repetidas de P4 evitou significativamente a ocorréncia de ciclos curtos. O
presente trabalho e o trabalho de Fike et al. (1997) utilizaram estrégenos rapida
absorcdo e eliminacdo, enquanto Mann & Lamming (2000) trabalharam com
sucessivas aplicacdes de 17B-estradiol ao longo de quarenta e oito horas. E
consideravel, portanto, que a inibicdo dos OTR no endométrio seja, em parte,
dependente de um tempo minimo de exposicdo ao E,, o qual pode ser
insuficiente em tratamentos com estrégenos de rapida matabolizacao.
Considerando essa possibilidade, ésteres de estradiol de menor polaridade,
como cipionato de estradiol e valerato de estradiol, poderiam ser mais
eficientes que 173-estradiol e benzoato de estradiol, devido a sua maior meia-
vida na circulagao (LAMMOGLIA et al., 1998; BO et al., 2000; HAUGHIAN et
al., 2002; BURKE et al., 2003; MARTINEZ et al., 2005; SOUZA et al., 2005).
Também, sob um ponto de vista pratico, o uso de ésteres de estradiol de longa
acao seria mais viavel que aplicagbes sucessivas de ésteres de curta meia-
vida.

Finalmente, é importante salientar que a hipétese apresentada por Mann
& Lamming (2000), foi proposta a partir de estudos com vacas
ovariectomizadas, em que a aplicacdo de E, promoveu, seis dias apés,
reducdo nas concentracbes endometriais de OTR e na producdo de PGFy,.
Devido a esse modelo experimental utilizado, ndo foi possivel avaliar o efeito
do tratamento com E, na regressdao do CL. A discordancia com a hipétese
proposta por Mann & Lamming (2000) pode, portanto, ser devido a utilizacao
de modelos experimentais diferentes, pois o presente estudo avaliou a lutedlise
em si. Adicionalmente, quando ovelhas intactas em anestro foram tratadas com

E> exégeno antes da inducdo da ovulagdao, houve menor secrecdo de PGFyq
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nos primeiros dias do ciclo estral, entretanto isso nao foi suficiente para evitar a
regressao prematura do CL (MANN & HARESIGN, 2001). Esse estudo indica
que a atenuacdo na producdao de PGF,, nao significa, necessariamente,
prevencao da lutedlise.

E interessante observar que a incidéncia de ciclo curto foi de 5,6% no
Grupo P4+E2, enquanto vacas do Grupo P4 apresentaram incidéncia de 21,1%
de ciclo curto. Similarmente, Fike et al. (1997) observaram incidéncias de ciclos
curtos de 10,2% vs. 6,35% em vacas em anestro tratadas com P4 (7 dias) vs.
P4 + 1 mg de benzoato de estradiol, respectivamente, antes da indugdo da
ovulacdo. Em ambos os experimentos, a andalise comparativa entre os dois
grupos nao revelou diferenca significativa, provavelmente devido a quantidade
restrita de animais. De fato esses experimentos ndo foram delineados para
responder essa questdo, entretanto a diferenga numérica observada sugere
que é possivel um efeito benéfico da associagao entre P, e E> na manutencao
do CL. Trabalhos com ovelhas realizados por Moore (1985) e Wilmut et al.
(1986) mostraram que trés estagios de exposicao esteroidal sdo necessarios
para o desenvolvimento de um ambiente uterino favoravel a concepgéao. A
primeira é a fase de exposicao a P, imediatamente antes do estro, seguindo-se
uma fase de concentragdes crescentes de E, no estro e, finalmente, a
manutencdo de concentracées de P, suficientes no ciclo estral subsequente.
Nesse contexto, tratamentos para vacas em anestro que associam P4 e E»
fornecem exogenamente os elementos essenciais das duas primeiras fases de
exposicao esteroidal sendo, provavelmente, mais completos que tratamentos
somente a base de P4, que fornecem exogenamente somente o elemento da

primeira fase.
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5. Conclusoes

Com base nos resultados desse experimento, conclui-se:

1) O pré-tratamento com P4 por 6 dias antes da inducao da ovulacao
em vacas em anestro reduziu a incidéncia de regressao prematura

do CL;

2) A aplicacdo de 1 mg de 17B-estradiol previamente a ovulagdo nao
reduziu a incidéncia de lutedlise prematura tanto em vacas tratadas

como em vacas nao tratadas com Pg.
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CAPITULO 3

EFEITO DO CIPIONATO DE ESTRADIOL ANTES DA INDUGCAO DA
OVULAGAO NA OCORRENCIA DE LUTEOLISE PREMATURA EM VACAS
NELORE EM ANESTRO.
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EFEITO DO CIPIONATO DE ESTRADIOL ANTES DA INDUGCAO DA
OVULAGAO NA OCORRENCIA DE LUTEOLISE PREMATURA EM VACAS
NELORE EM ANESTRO.

RESUMO - Na primeira ovulacao p6s-parto, a taxa de concepcao é geralmente
baixa devido a regressao prematura do corpo luteo. Em estudos prévios,
tratamentos com 17B-estradiol e benzoato de estradiol previamente a ovulacao
nao preveniram a lutedlise prematura. O objetivo deste experimento foi avaliar
o efeito do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol, antes da inducao da
ovulagao, na prevencao de lutedlise prematura em Nelore em anestro. Trinta e
cinco vacas Nelore em anestro (avaliadas por dois exames ultrassonograficos
oito dias aparte; 30 a 40 dias pés-parto) foram, no dia -2, submetidas a
remocao de bezerros (RB; 48 horas) e designadas aleatoriamente a receber,
neste momento, um dos dois tratamentos: Grupo Controle - Injecdo i.m. de 0,5
mL de 6leo de caroco de algodao (placebo); Grupo ECP - Injecao i.m. de 1,0
mg de cipionato de estradiol. No dia 0, quando a RB terminou, todas as vacas
receberam uma injecdo i.m. de 100ug de GnRH. A ovulacdo foi avaliada
através de dois exames ultrassonograficos, nos dias 0 e 2, sendo que somente
as vacas que ovularam foram utilizadas no experimento (Controle, n=12; ECP,
n=8). As concentracbes séricas de progesterona foram medidas por
radioimunoensaio em amostras de sangue colhidas nos dias 0, 5, 9 e 15 para
avaliagdo da fungdo luteal. As variaveis binomiais foram analisadas por
regressao logistica (PROC LOGISTIC) e as variaveis continuas pelo PROC
MIXED do SAS. A incidéncia de ciclos curtos nao diferiu entre os grupos
(83,3% vs. 75,0%, para vacas dos Grupos Controle e ECP, respectivamente;

P>0,10), bem como as concentracdes séricas médias de progesterona nos dias
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0, 5,9 e 15 (0,4+0,4 vs. 0,4+0,5; 3,0+0,4 vs. 2,4+0,5; 0,9+0,4 vs. 1,3%0,5;
0,810,4 vs. 0,9+0,5 para vacas dos Grupos Controle e ECP, respectivamente;
P>0,10). Em ambos os tratamentos, a concentracdo sérica média de
progesterona elevou-se entre os dias 0 e 5 (P<0,01), porém decresceu entre 0s
dias 5 e 9 (P<0,01), indicando que houve lutedlise prematura. Conclui-se que o
tratamento com 1,0 mg de cipionato de estradiol antes da inducdo da ovulacao

nao preveniu a ocorréncia de ciclos curtos em vacas Nelore em anestro.

Palavras-chave: Anestro, ciclo curto, cipionato de estradiol
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EFFECT OF ESTRADIOL CYPIONATE PRIOR TO INDUCTION OF
OVULATION ON OCCURRENCE OF PREMATURE LUTEOLYSIS IN
ANESTROUS NELORE COWS.

ABSTRACT - Conception rate is low following first post-partum ovulation due to
premature regression of corpus luteum. In previous studies, treatments with
17B-estradiol and estradiol benzoate did not prevent premature luteolysis. The
aim of this trial was to evaluate the effect of treatment with 1 mg of estradiol
cypionate, prior to induction of ovulation, on prevention of premature luteolysis
in anestrous Nelore cows. Anestrous Nelore cows (evaluated by two ultrasound
exams eight days apart; n=35; 30-40 days post-partum) received on day -2 calf
removal (CR; 48 hours) and were randomly assigned to receive either one of
the following treatments: Control Group — 0.5 mL i.m. cottonseed oil injection
(placebo); ECP Group — 1.0 mg i.m. estradiol cypionate injection. At end of CR
(day 0), all cows received 100 pg i.m. GnRH injection. Ovulation was evaluated
by two ultrasound exams on days 0 and 2, and only cows ovulating were used
in this study (Control, n=12; ECP, n=8). Blood samples were collected on days
0, 5, 9 and 15 to evaluate luteal lifespan through progesterone analysis by
radioimmunoassay. Binomial data were analyzed by logistic regression (PROC
LOGISTIC) and continuous data by PROC MIXED of SAS. Incidence of short
cycles did not differ between groups (83.3% vs. 75.0%, for cows of Control and
ECP Groups, respectively; P>0.10), as well as mean serum progesterone
concentrations on days 0, 5, 9 e 15 (0.4+£0.4 vs. 0.4+0.5; 3.0£0.4 vs. 2.4+0.5;
0.94£0.4 vs. 1.3+0.5; 0.84£0.4 vs. 0.9+0.5 for cows of Control and ECP Groups,
respectively; P>0.10). In both treatments, mean serum progesterone

concentration increased between days 0 and 5 (P<0.01), but decreased
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between days 5 and 9 (P<0.01), indicating occurrence of premature luteolysis.
In conclusion, treatment with 1.0 mg of estradiol cypionate prior to induction of

ovulation in anestrous Nelore cows did not prevent occurrence of short cycle.

Key-words: Anestrous, short cycle, estradiol cypionate
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1. Introducao

Em estudo com vacas ovariectomizadas tratadas com injeg¢des
sucessivas de estradiol (E2) em diferentes doses, Mann & Lamming (2000)
observaram que as vacas tratadas com doses mais altas apresentaram
menores concentragdes de receptores endometriais de ocitocina (OTR) e
menor produgéo de prostaglandina Faq (PGF2q) nos dias subsequentes. A partir
desses dados, propOs-se a hipotese de que a lutedlise prematura seria
consequéncia de secrec¢ao insuficiente de E, pré-ovulatorio.

Relatos de que vacas que apresentaram ciclo curto tiveram menores
concentracdes pré-ovulatorias de E, em relagdo a vacas que apresentaram
ciclo estral de duracao normal (SHEFFEL et al., 1982; GARCIA-WINDER et al.,
1986; GARVERICK et al.,, 1988; BRADEN et al., 1989) e que vacas ciclicas
induzidas a ovular foliculos de pequeno diametro (menor capacidade de
sintese de E,) apresentaram secrecao prematura de PGF,, (TAPONEN et al.,
2003) e ciclo curto (VASCONCELOS et al., 2001; PETERS & PURSLEY, 2003)
suportam a hipoétese proposta por Mann & Lamming (2000).

Contrariando essa hipétese, quando vacas em anestro foram pré-
tratadas com 1 mg de benzoato de estradiol (FIKE et al., 1997) ou de 17B-
estradiol (SA FILHO et al., 2006), visando elevar as concentracdes pré-
ovulatérias de E,, a ocorréncia de ciclos curtos nao foi alterada. Em ovelhas em
anestro, o tratamento com E, exdgeno antes da inducao da ovulacao atenuou a
secrecao de PGF,, nos primeiros dias do ciclo estral, entretanto nao foi
suficiente para evitar a regressao prematura do corpo luteo (CL; MANN &
HARESIGN, 2001).

Considerando a hipétese proposta por Mann & Lamming (2000), se o

efeito supressivo do E, pré-ovulatério sobre os OTR for tempo-dependente, o
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tratamento de vacas em anestro com um éster de estradiol de duracao mais
longa que 17B-estradiol e benzoato de estradiol, previamente a ovulacao,
poderia ser mais eficiente em bloquear OTR e prevenir ciclo curto.

A hipotese desse trabalho é que o tratamento com 1 mg de cipionato de
estradiol antes da indugao da ovulacao previne a regressao prematura do CL

em vacas Nelore em anestro.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e Tratamentos

Foram utilizadas 35 vacas Nelore multiparas paridas (30 a 40 dias p6s-
parto) em anestro, mantidas a pasto (Brachiaria decumbens) e pertencentes a
Fazenda Sao Francisco, localizada no municipio de Bauru-SP. A condicdo de
anestro foi determinada por exames ultrassonograficos e das concentracdes
séricas de P4 conforme explicado a seguir. As vacas foram distribuidas

aleatoriamente em dois grupos (Figura 1):

Grupo Controle (n=18): Dia -2: aplicacdo de 6leo de caroco de algodao
(placebo) via intramuscular (0,5 mL) + remocao de bezerros (RB) por 48 horas;
Dia 0: aplicacdo de 100 ug de GnRH (Gonadorelina, Fertagy!®, Intervet, Brasil)

via intramuscular (1 mL).

Grupo ECP (n=17): Dia -2: aplicacdo de 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®,
Pfizer Saude Animal, Brasil) via intramuscular (0,5 mL) + RB por 48 horas; Dia

0: aplicacao de 100 pg de GnRH via intramuscular.
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FIGURA 1. Diagrama esquemdtico do delineamento experimental. US,
ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (48h), remocéao
de bezerros por 48 horas; ECP, injecao i.m. de cipionato de estradiol
(1 mg); Placebo, injecao i.m. de 6leo de caroco de algoddo (1 mL);
GnRH, gonadorelina. Trinta e cinco vacas em anestro (avaliadas por
ultrassonografia ovariana nos dias -10 e -2) foram aleatoriamente
distribuidas em dois grupos (Controle e ECP). A ovulagdo em resposta
a injegédo de GnRH foi avaliada por dois exames ultrassonogréficos
(d0 e d2). Apenas vacas que ovularam foram utilizadas para colheita
de sangue nos dias 5, 9 e 15. Bauru-SP, 2005.

2.2. Remocao temporaria de bezerros

Durante os dias -2 e 0 (48 horas) os bezerros foram separados das
vacas em currais de forma a ndo haver contato fisico entre ambos. Nesse
periodo foi fornecido dgua a vontade para os bezerros. O objetivo da remocgao
temporaria de bezerros foi de aumentar a taxa de ovulacdo a aplicacao de

GnRH.

2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas
Os exames ultrassonograficos foram realizados com aparelho Aloka,

modelo SSD-500 com transdutor linear retal de 7,5 MHz, para determinar a
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ciclicidade antes do inicio dos tratamentos e a ovulacdo em resposta a
aplicacao de GnRH.

A avaliagdo da ciclicidade foi realizada nos dias -10 e -2, sendo
considerados em anestro 0s animais que ndo apresentaram tecido luteal em
ambos exames . Além disso, amostras de sangue colhidas nesses dias para
dosagem das concentracoes séricas de P4 confirmaram a condicao de anestro,
como descrito no item a seguir. A ovulacao foi determinada pela comparacao
das imagens ultra-sonograficas no dia 0 e no dia 2. Considerou-se ovulacao
quando houve presenca de foliculo >7 mm em um dos ovarios no dia 0 e

auséncia do mesmo no dia 2.

2.4. Colheita e analise de sangue

As amostras de sangue foram colhidas da veia coccigea em tubos tipo
vacutainer sem anticoagulante e armazenadas por 24 horas em refrigerador a
4°C, quando entao foram centrifugados a 1500 x g por 15 minutos a 25°C. O

soro foi separado e armazenado a -20°C até a realizacao das dosagens.

2.4.1. Dosagem de Progesterona

As amostras de sangue para dosagem de progesterona para confirmar
gue as vacas estavam em anestro foram colhidas nos dias -10 e -2. As vacas
previamente avaliadas por ultrassonografia que apresentaram concentracoes
séricas de P4 inferiores a 0,5 ng/mL em ambos os dias foram consideradas em
anestro.

Nos animais que ovularam, as amostras de sangue para dosagem de

progesterona foram colhidas nos dias 0, 5, 9 e 15. As dosagens de
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progesterona foram realizadas por radioimunoensaio, utilizando-se Kkits
comercias da DPC (Coat-a-count®, Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA) e procedimentos de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A sensibilidade do ensaio foi 0,01 ng/mL e o coeficiente de variagao
intra-ensaio foi 6,33%.

Foi considerada a ocorréncia de ciclo curto nos animais que, apés o dia
5, apresentaram concentracdo sérica de P4 decrescente e menor que 0,5

ng/mL.

2.5. Analise estatistica

A variavel dependente concentracdo sérica de P4 foi previamente
testada quanto a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (teste F maximo) e analisada por analise de
variancia dos quadrados minimos utilizando-se o procedimento MIXED do
programa SAS, apds transformagao logaritmica. Foram incluidos no modelo os
efeitos fixos de dia, tratamento com ECP e interacdo, e o efeito aleatério de
vaca dentro de cada tratamento. Escore de condigao corporal foi incluido como
covariavel. Admitiu-se para as medidas repetidas um efeito auto-regressivo de
primeira ordem.

As variaveis dependentes binomiais taxa de ovulagédo e porcentagem de
ciclos curtos foram analisados por meio do procedimento LOGISTIC do
programa SAS. Em ambos os casos, 0 modelo incluiu o efeito de tratamento.

Escore de condicao corporal foi incluido como covariavel.
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3. Resultados
3.1. Taxa de ovulacao

Das 35 vacas em anestro utilizadas inicialmente, 20 ovularam até 48
horas apds a aplicagdo de GnRH (57,14%). Nao houve efeito do tratamento

com cipionato de estradiol na taxa de ovulagéo (P>0,1; Tabela 1).

TABELA 1. Efeito do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol 48 horas
antes do estimulo com GnRH na taxa de ovulagcao em vacas Nelore
em anestro. Bauru-SP, 2005.

Risco de ovulacao
Tratamento Taxa de ovulacéo

R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Controle 66,7% (12/18) Referéncia Referéncia N.A.
ECP 0,50 0,07-3,55 0,49

47,1% (8/17)

R.P.A. = Razao de proporgdes ajustada; I.C. = Intervalo de confianga; N.A. =
Nao aplicavel.

3.2. Caracteristicas da fase luteal
Dois diferentes perfis de P4 sérica foram observados apéds a indugéo da

ovulacdo com GnRH (Figura 2). As vacas que apresentaram fase luteal de
duracdo normal (n=4) apresentaram uma elevacdo gradativa (P<0,01) nas
concentracdes séricas de P4 ao longo dos dias 0, 5, 9 e 15. Nas vacas que
apresentaram lutedlise prematura (n=16), as concentracdes séricas de P4 nos
dias 0 e 5 foram similares as das vacas que apresentaram fase luteal de
duracao normal (0,38+0,51 ng/mL vs. 0,45%£0,47 ng/mL no dia 0 e 3,14+0,98
ng/mL vs. 2,99+1,02 ng/mL no dia 5, para vacas que apresentaram lutedlise
precoce e fase luteal normal, respectivamente; P>0,1). Entretanto, nas vacas

cujo CL regrediu prematuramente, houve decréscimo entre os dias 5 e 9 nas
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concentracbes séricas de P, (de 3,02+0,91 ng/mL para 0,65+0,23 ng/mL;
P<0,01). Em todas as vacas cujo CL regrediu prematuramente as
concentragdes séricas de P4 se mantiveram abaixo de 1 ng/mL no dia 15

indicando que nao houve nova ovulacao logo apés a lutedlise.

Vaca 91 Vaca 130

5 5-
2 2
83 83
§ |GnRH % |GnRH
g 2
52 52
g g
3 #
o o
g1 8 11
o o

0 T T T T T T T T T T T T ] 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dia do ciclo estral Dia do ciclo estral

FIGURA 2. Exemplos de perfis de progesterona sérica observados ap6s a indugéao da
ovulacdo em vacas Nelore em anestro com remogao de bezerros + GnRH.

A) Fase luteal de duragéo normal (vaca 91); B) Lutedlise prematura (vaca
130). Bauru-SP, 2005.

Controle — —a— —Perfilde P4 "A" (n=2) ECP - — Perilde P4"A" (n2)

—— Perfil de P4 "B" (n=10)

—— Perfilde P4 "B" (n=6)

N} ~ o o
[N w ~ o o

Progesterona sérica (ng/mL)
w

Progesterona sérica (ng/mL)

o
o

01‘25‘54‘1‘5(‘5‘78‘191‘01‘11‘21‘31‘41‘5 (‘)%‘21‘3;‘5;3‘723;)1‘01‘11‘21‘31‘41‘5
Dia do ciclo estral Dia do ciclo estral
FIGURA 3: Perfis de concentracdes séricas de progesterona (meédias dos quadrados
minimos + EPM) apos inducdo da ovulagdo em vacas em anestro. Perfil de
P4 ‘A’: Fase luteal de duragdo normal; Perfil de P4 ‘B’: Lutedlise prematura.
Bauru-SP, 2005.
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Na Figura 3 estdo ilustradas, para cada um dos tratamentos, as
concentracdes médias de P4 nos dias 0, 5, 9 e 15 das vacas que apresentaram
os dois diferentes perfis de P4 sérica. Nao houve efeito do tratamento com 1
mg de cipionato de estradiol sobre a porcentagem de ciclo curto (P>0,1; Tabela

2).

TABELA 2. Efeitos do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol 48 horas
antes do estimulo com GnRH na porcentagem de lutedlise

prematura apés ovulagdo em vacas Nelore em anestro. Bauru-SP,

2005.
Risco de lutedlise prematura
Tratamento % L.P.
R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Controle 83,3% (10/12) Referéncia Referéncia N.A.
ECP 75.0% (6/8) 0,60 0,07-5,45 0,65

% L.P. = Porcentagem de lutedlise prematura; R.P.A. = Razao de proporcdes
ajustada; I.C. = Intervalo de confianca; N.A. = Ndo aplicavel.

Nao houve efeito do tratamento com 1 mg de cipionato de estradiol nas

concentragdes séricas médias de P4 apds a ovulacdo (P>0,1; Figura 4).
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FIGURA 4. Concentracdes séricas de progesterona (média dos quadrados minimos *
EPM) apés inducédo da ovulagcdo em vacas em anestro tratadas (m) ou nao
(o) com 1 mg de cipionato de estradiol 48 horas antes da injecao de GnRH.
Bauru-SP, 2005.

4. Discussao

Nao houve efeito de tratamento sobre a taxa de ovulacdo (Tabela 1).
Havia expectativa de uma possivel menor taxa de ovulacao no Grupo ECP pelo
fato de serem vacas em anestro suplementadas com E,. E sabido que vacas
em anestro apresentam o eixo hipotalamo-hipéfise hipersensivel ao E»,0 qual
exerce efeito de retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de GnRH e LH.
Portanto, o tratamento com E, em vacas em anestro pode ndo causar ovulagao
e prolongar o periodo anovulatério (HAUGHIAN et al., 2002), principalmente
em vacas de corte, pois a presengca do bezerro e a amamentacéo
potencializam o efeito negativo do E» no eixo hipotalamo-hipéfise (ACOSTA et
al., 1983; GARICA-WINDER et al., 1984; CHANG & REEVES, 1987; ZALESKY

et al., 1990). E possivel que a RB minimize esse efeito, de forma que a
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associacdo RB + ECP + GnRH possa ser utilizada sem prejudicar a taxa de
ovulacéao.

Apé6s a ovulagcdo, em 20% das vacas (4/20) houve elevacao gradativa
nas concentracées séricas médias de P4, ao longo dos dias 0, 5, 9 e 15,
respectivamente, indicando desenvolvimento normal do CL. Considerou-se,
portanto, que essas vacas apresentaram ciclo estral de duragdo normal.

Em 80% das vacas (16/20) houve elevacao nas concentracdes séricas
médias de P4 entre os dias 0 e 5, seguida por um decréscimo acentuado no dia
9, indicando que a lutedlise ocorreu entre os dias 5 e 9 (Figuras 2 e 3).
Considerou-se, portanto, que essas vacas apresentaram regressdo prematura
do CL. O fato de a lutedlise ter ocorrido entre os dias 5 e 9 nas vacas que
apresentaram ciclo curto mostra que nesse momento ja ha secrecao de PGFy,,
como verificaram Troxel & Kesler (1984), Cooper & Inskeep (1989), Copelin et
al. (1989), Zollers et al. (1991) e Taponen et al. (2003), e que o CL regride
assim que se torna responsivo a PGF.q, ou seja, por volta do sexto dia do ciclo
estral (HENRICKS et al.,, 1974). Esses dados sao consistentes com o0s
apresentados no Capitulo 2. Copelin et al. (1987), Garverick et al. (1992) e
Perry et al. (2004) também observaram lutedlise neste mesmo momento apés
inducdo da ovulagdo em vacas em anestro.

E interessante observar que as concentragdes séricas de P4 no dia 5
nao diferiram entre vacas cujo CL regrediu prematuramente e vacas cujo CL
apresentou duragdo normal, concordando com Copelin et al. (1987), Copelin et
al. (1989) e Taponen et al. (2003). Esses dados suportam a idéia de que ciclos
curtos ndo estdo relacionados a deficiéncias funcionais do CL, mas sim a

secrecdo prematura de PGF,, pelo endométrio (COPELIN et al.,, 1987). De
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fato, Braden et al. (1989) ndo observaram alteracoes no peso do CL,
concentracdes luteais de P4, concentracdes de receptores de LH, numero de
células luteais, porcentagem de células luteais grandes e concentracao luteal
de receptores de PGFy,, no dia 5 p6s-ovulacdo em vacas com expectativa de
apresentarem ciclo curto.

A andlise dos perfis individuais de P4 sérica revelou que nenhuma vaca
cujo CL regrediu prematuramente ovulou em seguida a lutedlise, pois as
concentragdes séricas de P4 se mantiveram abaixo de 1 ng/mL nos dias 9 e 15.
Essa observagao é contraria a idéia de que, logo apds apresentar um ciclo
estral de curta duracdo, ocorre inducdo de ciclicidade e a vaca ovula
novamente, apresentado um ciclo estral subseqiente de duracdo e,
consequentemente, fertilidade normais.

Rhodes et al. (2003) propuseram que o ciclo curto é sucedido por ciclo
de duragdo normal em vacas pés-parto que retomam naturalmente a
ciclicidade, pois durante o primeiro ciclo estral (ciclo curto) houve pré-exposicao
a P4 por aproximadamente 5 dias. Considerando ciclicas as vacas que, apés a
inducdo da ovulacdo, apresentaram ciclo estral de duracdo normal,
observaram-se 16,7% (2/12) vs. 25,0% (2/8) de inducao de ciclicidade para os
tratamentos Controle vs. ECP, respectivamente. Esses resultados referentes a
ciclicidade mostram que a estratégia RB + GnRH (associada ou nado ao
cipionato de estradiol) € pouco eficaz em induzir ciclicidade, apesar de ser
altamente eficaz em induzir ovulagcdo em vacas em anestro. Perez (2005)
utilizou a estratégia de RB (48 horas) em vacas em anestro, obtendo ovulagéao
em 33,3% das vacas, durante o periodo em que o0s bezerros estavam

separados. Entretanto, dez dias ap6s a RB apenas 28,6% das vacas que
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haviam ovulado retornaram em estro. Havia expectativa de maior porcentagem
de animais detectados em estro em 10 dias, 0 que n&o ocorreu, mostrando que
o impacto da RB foi momentaneo, ou seja, estimulou ovulacdo, mas nao
induziu ciclicidade nas vacas que ovularam ap6s a RB.

Trabalhos utilizando tratamentos com 1 mg de ésteres de estradiol de
curta duracdo, como benzoato de estradiol e 17B-estradiol, previamente a
inducdo da ovulacdo em vacas em anestro ndo verificaram reducdo na
incidéncia de ciclos curtos (FIKE et al., 1997; SA FILHO et al., 2006).
Considerando a hipo6tese proposta por Mann & Lamming (2000), é possivel que
os resultados obtidos por Fike et al. (1997) e Sa Filho et al. (2006) tenha sido
devido ao uso de estrégenos de curta meia-vida na circulagao, de forma a nao
ter havido tempo suficiente para o E, exercer acao supressiva sobre os OTR no
endométrio. Em vacas leiteiras tratadas com injecao intramuscular de 1 mg de
17B-estradiol ou benzoato de estradiol, o intervalo entre a aplicacao e o pico de
estradiol foi 4,0+£0,0 e 16,0+6,1 horas, respectivamente, e o intervalo entre a
aplicacao e o retorno as concentragdes basais de E, foi de 22,7+4,8 e 30,717,1
horas, respectivamente (SOUZA et al.,, 2005). Nesse contexto, o presente
trabalho prop6s a utilizagdo de um éster de estradiol de maior meia-vida na
circulacdo como estratégia manter elevadas as concentragdes séricas pré-
ovulatérias de E, por um maior tempo. O cipionato de estradiol é hidrolisado
mais lentamente que o benzoato de estradiol, resultando em pico de menor
amplitude porém com maior meia-vida, mantendo as concentra¢des
plasmaticas de estradiol acima dos niveis basais por 48 a 72 horas (LOPES et
al., 2000). Souza et al. (2005) observou, ap6s tratamento com 1 mg de

cipionato de estradiol em vacas leiteiras, que o intervalo entre a aplicacédo e o
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pico de E> e o intervalo entre a aplicagdo e o retorno do estradiol as
concentragdes basais foram de 30,7£3,5 e 50,7+4,8 horas, respectivamente.

Através das Figuras 3 e 4 e da Tabela 2 observa-se que o tratamento
com 1 mg de cipionato de estradiol ndo preveniu a ocorréncia de ciclos curtos,
contrariando a expectativa inicial desse experimento. Entretanto, o resultado
obtido nesse experimento esta de acordo com o trabalho de Mann & Haresign
(2001), em que sucessivas injecbes de E, antes da indugdo da ovulacdo em
ovelhas em anestro atenuaram a secrecao de PGF,, nos primeiros dias do
ciclo estral, entretanto ndo evitaram a regressdo prematura do CL. E
especulavel que a utilizacao de uma dose maior de cipionato de estradiol seja
mais eficiente na prevencao de ciclos curtos, ja que Mann & Lamming (2000)
observaram efeito dose-dependente do E; na inibicdo dos OTR. Entretanto, o
uso de altas doses de E, pode ser um entrave a concepc¢ao, devido a possiveis
alteracbes no ambiente uterino (BORCHERT et al., 1999) e do oviduto
(BINELLLI et al., 1999), o que limita a aplicagdo dessa estratégia.

A hipotese apresentada por Mann & Lamming (2000), foi proposta a
partir de estudos com vacas ovariectomizadas em que a aplicacdo de E»
promoveu, seis dias apos, reducao nas concentracées endometriais de OTR e
na producdo de PGF,,. Devido a esse modelo experimental utilizado, ndo foi
possivel avaliar o efeito do tratamento com E, na regressdao do CL. A
discordancia com a hipdtese proposta por Mann & Lamming (2000) pode,
portanto, ser devida a utilizacdo de modelos experimentais diferentes, pois o
presente estudo avaliou a lutedlise em si. Os resultados desse estudo e de

outros com animais intactos (SA FILHO et al., 2006; MANN & HARESIGN,
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2001) sao indicadores de que a atenuacdo na producdo de PGF.,, € na

expressao dos OTR nao resulta, necessariamente, em prevencao da lutedlise.

5. Conclusao

Com base nos resultados desse experimento, conclui-se:

1) A aplicacdo de 1 mg de cipionato de estradiol previamente a
ovulacdo em vacas Nelore em anestro ndo preveniu a regressao

prematura do CL.
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CAPITULO 4

EFEITO DO TEMPO DE EXPOSICAO A PROGESTERONA EXOGENA
(TRES VS. SEIS DIAS) ANTES DA INDUCAO DA OVULAGAO NA
OCORRENCIA DE LUTEOLISE PREMATURA EM VACAS NELORE EM
ANESTRO.
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EFEITO DO TEMPO DE EXPOSICAO A PROGESTERONA EXOGENA
(TRES VS. SEIS DIAS) ANTES DA INDUCAO DA OVULACAO NA
OCORRENCIA DE LUTEOLISE PREMATURA EM VACAS NELORE EM
ANESTRO.

RESUMO - O tratamento de vacas em anestro com progesterona por seis dias
antes da indugcdo da ovulacdo tem sido demonstrado como uma estratégia
eficiente na prevencao de lutedlise prematura. O objetivo deste experimento foi
avaliar se o pré-tratamento com progesterona exdgena por trés dias apresenta
a mesma efetividade que o pré-tratamento por seis dias na prevencao de ciclos
curtos. Cento e nove vacas Nelore em anestro (avaliadas por dois exames
ultrassonograficos oito dias aparte; 30 a 60 dias pos-parto) foram
aleatoriamente designadas a receber um dos dois tratamentos: Grupo Controle
- Dispositivo intravaginal de progesterona por seis dias seguido por remoc¢ao de
bezerros (RB; 48 horas); Grupo 3d - Dispositivo intravaginal de progesterona
por trés dias seguido por RB. Ao final da RB (dia 0), todas as vacas receberam
uma injecdo i.m. de 100ug de GnRH. A ovulagdo foi avaliada através de
exames ultrassonograficos nos dias 0 e 2 e somente as vacas que ovularam
foram utilizadas no estudo. As concentracdes séricas de progesterona foram
medidas por radioimunoensaio em amostras de sangue colhidas nos dias 0, 5,
7 e 9 para avaliagdo da funcao luteal. As variaveis binomiais foram analisadas
por regressao logistica (PROC LOGISTIC) e as variaveis continuas foram
analisadas pelo PROC MIXED do SAS. A taxa de ovulacao foi menor (P<0,01)
no Grupo 3d (33,3%, 18/54) em relacdo ao Controle (65,4%; 36/55). A
incidéncia de ciclos curtos nao diferiu (P>0,1) entre os grupos: 5,5% (2/36) para

o Grupo Controle e 55% (1/18) para o Grupo 3d. Similarmente, as
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concentracdes séricas médias de progesterona nos dias 0, 5, 7 e 9 nao
diferiram entre os grupos (0,3+0,4 ng/mL vs. 0,3+0,5 ng/mL; 2,1+0,4 ng/mL vs.
1,8+0,5 ng/mL; 2,9+0,4 ng/mL vs. 2,8+0,5 ng/mL; 3,6+0,4 ng/mL vs. 3,4%0,5
ng/mL para vacas dos Grupos Controle e 3d, respectivamente; P>0,1). Em
ambos os tratamentos, a concentracao sérica média de progesterona elevou-se
gradualmente entre os dias 0, 5, 7 e 9 (P<0,01), indicando desenvolvimento
normal do corpo luteo neste periodo. Conclui-se que o tratamento com
progesterona por trés dias antes da indug¢édo da ovulacao em vacas em anestro

garantiu duragao normal ao subsequente corpo luteo.

Palavras-chave: Anestro, ciclo curto, progesterona
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EFFECT OF LENGTH OF TREATMENT WITH EXOGENOUS
PROGESTERONE (THREE VS. SIX DAYS) PRIOR TO INDUCTION OF
OVULATION ON OCCURRENCE OF PREMATURE LUTEOLYSIS IN
ANESTROUS NELORE COWS.

ABSTRACT - Treatment of anestrous cows with progesterone during six days
prior to induction of ovulation has been shown as an efficient strategy
preventing premature luteolysis. The aim of this trial was to evaluate if a three
days pre-treatment with exogenous progesterone has the same effectiveness
than a six days pre-treatment on prevention of short cycles. Anestrous Nelore
cows (evaluated by two ultrasound exams eight days apart; n=109; 30-60 days
post-partum) were randomly assigned to receive either one of the following
treatments: Control Group — Intravaginal progesterone device for six days
followed by calf removal (CR; 48 hours); 3d Group — Intravaginal progesterone
device for three days followed by CR. At end of CR (day 0), all cows received
an 100 pyg i.m. GnRH injection. Ovulation was evaluated by ultrasound exams
on days 0 and 2, and only cows ovulating were used for the study. Blood
samples were collected on days 0, 5, 7 and 9 to evaluate luteal lifespan,
through serum progesterone analysis by radioimmunoassay. Binomial data
were evaluated by logistic regression (PROC LOGISTIC) and continuous data
by PROC MIXED of SAS. Ovulation rate was lower (P<0.01) in 3d Group
(33.3%, 18/54) than in Control (65.4%; 36/55). Incidence of short cycles did not
differ (P>0.1) between groups: 5.5% (2/36) for Control and 5.5% (1/18) for 3d
Group. Similarly, mean serum progesterone concentrations on days 0, 5, 7 and
9 did not differ between groups (0.3+0.4 ng/mL vs. 0.3£0.5 ng/mL; 2.1+£0.4

ng/mL vs. 1.8+0.5 ng/mL; 2.9+0.4 ng/mL vs. 2.8+0.5 ng/mL; 3.6+£0.4 ng/mL vs.
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3.410.5 ng/mL for cows of Control and 3d Groups, respectively; P>0.1). In both
treatments, mean serum progesterone concentration increased gradually on
days 0, 5, 7 e 9 (P<0.01), indicating normal development of corpus luteum. In
conclusion, treatment with progesterone for three days prior to induction of
ovulation in anestrous Nelore cows warranted normal lifespan of the

subsequent corpus luteum.

Palavras-chave: Anestrous, short cycle, progesterone
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1. Introducao
A duracao do primeiro ciclo estral pés-parto é geralmente reduzida

(GARVERICK et al., 1992) devido a uma secrecdo prematura de PGF,, pelo
endométrio (TROXEL & KESLER, 1984; COPELIN et al., 1987; COPELIN et al.,
1989). Em estudos prévios, verificou-se que em aproximadamente 80% dos
casos, a primeira fase luteal pds-parto € de curta duracao (STAGG et al., 1998;
SA FILHO et al., 2006).

A etiologia da lutedlise precoce no primeiro ciclo estral pés-parto nao
esta esclarecida, entretanto duas hipoteses foram propostas: 1) Auséncia de
pré-exposicao a progesterona (RAMIREZ-GODINEZ et al., 1981; SHEFFEL et
al., 1982) e 2) Baixa concentracdo de estradiol (E) pré-ovulatério (MANN &
LAMMING, 2000). O pré-tratamento com progesterona exégena reduziu a
incidéncia de lutedlise prematura em vacas pos-parto de 79,2% para 13,5%
(SA FILHO et al., 2006). Entretanto, a mesma eficiéncia nao foi observada ap6s
tratamentos com 17p-estradiol (SA FILHO et al., 2006), benzoato de estradiol
(FIKE et al., 1997) e cipionato de estradiol (SA FILHO & VASCONCELOS,
2006).

Nesse contexto, dispositivos liberadores de progesterona ou
progestagenos tém sido amplamente utilizados em programas de sincronizacao
de cio e ovulacao para vacas pés-parto, em que 0s animais sao tratados por
seis a nove dias para permitir controle adequado do desenvolvimento folicular e
evitar ciclos curtos (VILELA, 2004; VASCONCELOS et al., 2004;
MENEGHETTI et al., 2005). Em trabalho recente, vacas foram tratadas com
progesterona por cinco dias com resultado satisfatério (BRIDGES et al., 2005).

Nao se encontraram, na literatura, trabalhos em que se estudaram

especificamente os efeitos de diferentes duragbes de pré-exposicdo a
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progesterona ou progestagenos na incidéncia de ciclos curtos. Sob uma
perspectiva pratica, a hipétese desse experimento é que a redugdao no tempo
de pré-exposicao a progesterona (trés dias) apresenta a mesma eficacia que o
pré-tratamento por seis dias na prevencao da lutedlise precoce no primeiro

ciclo estral em vacas pés-parto.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e Tratamentos

Foram utilizadas 109 vacas Nelore multiparas paridas (30 a 60 dias pés-
parto) em anestro, mantidas a pasto (Brachiaria humidicola) e pertencentes a
Pecuaria Novo Horizonte, localizada no municipio de Coxim-MS. A condicéo de
anestro foi determinada por exames ultrassonogréaficos e das concentracdes
séricas de P4 conforme explicado a seguir. As vacas foram distribuidas

aleatoriamente em dois grupos (Figura 1):

Grupo Controle (n=55): Dia -8: insercdo de dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR®, Pfizer Saude Animal, Brasil); Dia -2: retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona + remocao de bezerros (RB) por 48
horas; Dia 0: aplicacdo de 100 ug de GnRH (Gonadorelina, Fertagyl®, Intervet,

Brasil) via intramuscular (1 mL).

Grupo 3d (n=54): Dia -5: insercao de dispositivo intravaginal de progesterona;
Dia -2: retirada do dispositivo intravaginal de progesterona + RB por 48 horas;

Dia 0: aplicagéo de 100 pug de GnRH via intramuscular.
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FIGURA 1. Diagrama esquematico do delineamento experimental. US,

ultrassonografia ovariana; Sg, colheita de sangue; RB (48h), remogéao

de bezerros por 48 horas; GnRH, gonadorelina. Cento e nove vacas

em anestro (avaliadas por ultrassonografia ovariana nos dias -16 e -8)

foram aleatoriamente distribuidas em dois grupos (Controle e 3d). A

ovulagdo em resposta a injecdo de GnRH foi avaliada por dois

exames ultrassonograficos (d0 e d2). Apenas vacas que ovularam

foram utilizadas para colheita de sangue nos dias 0, 5, 7 e 9. Coxim-

MS, 2006.

2.2. Remocao temporaria de bezerros

Durante os dias -2 e 0 (48 horas) os bezerros foram separados das vacas

em currais de forma a ndo haver contato fisico entre ambos. Nesse periodo foi

fornecido agua a vontade para os bezerros. O objetivo da remocéao temporaria

de bezerros foi de aumentar a taxa de ovulagéo a aplicagdo de GnRH.

2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas

Os exames ultrassonograficos foram realizados com aparelho Aloka,

modelo SSD-500 com transdutor linear retal de 7,5 MHz, para determinar a

ciclicidade antes do inicio dos tratamentos e a ovulacdo em resposta a

aplicacdo de GnRH.
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A avaliagdo da ciclicidade foi realizada nos dias -16 e -8, sendo
considerados em anestro 0s animais que ndo apresentaram tecido luteal em
ambos exames. Além disso, amostras de sangue colhidas nesses dias para
dosagem das concentracoes séricas de P4 confirmaram a condi¢cao de anestro,
como descrito no item a seguir. A ovulacao foi determinada pela comparacao
das imagens ultrassonograficas no dia 0 e no dia 2. Considerou-se ovulacao
quando houve presenca de foliculo >7 mm em um dos ovarios no dia 0 e

auséncia do mesmo no dia 2.

2.4. Colheita e analise de sangue

As amostras de sangue foram colhidas da veia coccigea em tubos tipo
vacutainer sem anticoagulante e armazenadas por 24 horas em refrigerador a
4°C, quando entao foram centrifugados a 1500 x g por 15 minutos a 25°C. O

soro foi separado e armazenado a -20°C até a realizacao das dosagens.

2.4.1. Dosagem de Progesterona

As amostras de sangue para dosagem de progesterona para confirmar
que as vacas estavam em anestro foram colhidas nos dias -16 e -8. As vacas
previamente avaliadas por ultrassonografia que apresentaram concentracoes
séricas de P4 inferiores a 0,5 ng/mL em ambos os dias foram consideradas em
anestro.

Nos animais que ovularam, as amostras de sangue para dosagem de
progesterona foram colhidas nos dias 0, 5, 7 e 9. As dosagens de progesterona

foram realizadas por radioimunoensaio, utilizando-se kits comercias da DPC



117

(Coat-a-count®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA) e
procedimentos de acordo com as recomendacdes do fabricante. A
sensibilidade do ensaio foi 0,01 ng/mL e o coeficiente de variagao intra-ensaio
foi 11,25%.

Foi considerada a ocorréncia de ciclos curtos nos animais que, apds o dia
5, apresentaram concentracao sérica de P4 decrescente e menor que 0,5

ng/mL.

2.5. Analise estatistica

As variadveis dependentes continuas foram analisadas por analise de
variancia dos quadrados minimos utilizando-se o procedimento MIXED do
programa SAS. Para cada varidvel, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das
variancias (teste F maximo). Quando os dados ndao obedeceram as premissas
para a analise, foram submetidos a transformacao logaritmica e re-analisados.
As médias ajustadas foram re-expressas na escala original.

A variavel dependente didametro do foliculo ovulatério foi analisada apés
transformacao logaritmica. Foi incluido no modelo o efeito de duracao do pré-
tratamento com P4. Escore de condi¢ao corporal foi incluido como covariavel.

A variavel dependente concentracdo sérica de P, foi analisada apéds
transformacao logaritmica. Foram incluidos no modelo os efeitos fixos de dia,
duracao do pré-tratamento com P4 e interacdo, e o efeito aleatério de vaca
dentro de cada duracdo de pré-tratamento com P4. Didmetro do foliculo

ovulatério e escore de condicao corporal foram incluidos como covariaveis.
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Admitiu-se para as medidas repetidas um efeito auto-regressivo de primeira
ordem.

As variaveis dependentes binomiais taxa de ovulagao e porcentagem de
ciclos curtos foram analisados por meio do procedimento LOGISTIC do
programa SAS. Em ambos os casos, 0 modelo incluiu o efeito de tratamento.

Escore de condigcao corporal foi incluido como covariavel.

3. Resultados
3.1. Diametro do foliculo ovulatério e taxa de ovulacao

As vacas pré-tratadas com P4 por trés dias tenderam a apresentar
menor didmetro do foliculo dominante no momento da aplicagcdo de GnRH
(9,51+1,02 mm vs. 10,01+£1,02 mm para as vacas pré-tratadas por trés vs. seis
dias, respectivamente; P<0,1).

A taxa de ovulacao foi influenciada pelo didmetro do foliculo dominante
no momento da injecdo de GnRH (P<0,01; Figura 2) e pela duracdo do
tratamento com o dispositivo intravaginal de P4 (P<0,05), sendo menor nas

vacas pré-tratadas com dispositivo intravaginal de P4 por trés dias (Tabela 1).
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FIGURA 2. Efeito do didametro do foliculo dominante sobre a probabilidade de ovulacdo
ao estimulo com GnRH (P<0,01). Coxim-MS, 2006.

TABELA 1. Efeito da duracdo do tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona (trés vs. seis dias) na taxa de ovulacdo ao estimulo

com GnRH em vacas Nelore em anestro. Coxim-MS, 2006.

Risco de ovulacao

Tratamento Taxa de ovulacao
R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Controle (seis dias) 65,45% (36/55)  Referéncia Referéncia N.A.
3d (trés dias) 33,33% (18/54) 0,26 0,12-0,57 <0,05

R.P.A. = Razao de proporgdes ajustada; I.C. = Intervalo de confianga; N.A. =
Nao aplicavel.

3.2. Caracteristicas da fase luteal

Dois diferentes perfis de P4 sérica foram observados apds a indugéo da
ovulacdo com GnRH (Figura 2). As vacas que apresentaram fase luteal de
duracdao normal (n=51) apresentaram elevacdo gradativa (P<0,0001) nas

concentracdes séricas de P4 ao longo dos dias 0, 5, 7 e 9. Nas vacas que
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apresentaram lutedlise precoce (n=3), as concentracdes séricas de P4 nos dias
0 e 5 foram similares as das vacas que apresentaram fase luteal de duracao
normal (0,35+£0,13 ng/mL vs. 0,27+0,02 ng/mL no dia 0 e 1,8320,22 ng/mL vs.
2,01+0,12 ng/mL no dia 5, para vacas que apresentaram lutedlise precoce e
fase luteal normal, respectivamente; P>0,1). Entretanto, nas vacas cujo CL
regrediu prematuramente, houve decréscimo entre os dias 5 e 7 (n=1) ou entre

os dias 7 e 9 (n=2) nas concentracdes séricas de Pg.

Vaca 985998 Vaca 987666

Progesterona sérica (ng/mL)

Dia do ciclo estral Dia do ciclo estral

FIGURA 3. Exemplos de perfis de progesterona sérica observados apés a indugédo da
ovulagédo em vacas Nelore em anestro com remogao de bezerros + GnRH.
A) Fase luteal de duragdo normal (vaca 985998); B) Lutedlise prematura
(vaca 987666). Coxim-MS, 2006.

Na Figura 4 estdo ilustradas, para cada um dos tratamentos, as
concentracdes séricas médias de P4 nos dias 0, 5, 7 e 9 das vacas que
apresentaram os dois diferentes perfis de P4 sérica. Nao houve efeito da
duracdao do pré-tratamento com dispositivo intravaginal de P4 sobre a

porcentagem de ciclo curto (Tabela 2).
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FIGURA 4: Perfis de concentragdes séricas de progesterona (média dos quadrados
minimos + EPM) ap6s inducdo da ovulagdo em vacas em anestro. Perfil de
P4 “A”. Fase luteal de duracdo normal; Perfil de P4 “B”: Lutedlise
prematura. Coxim-MS, 2006.

TABELA 2. Efeito da duracdo do tratamento com dispositivo intravaginal de
progesterona (trés vs. seis dias) na porcentagem de ciclo curto
apos inducdao da ovulacdo com GnRH em vacas Nelore em

anestro. Coxim-MS, 2006.

Risco de lutedlise prematura

Tratamento % L.P.
R.P.A. [.C. (95%) Valor de P
Controle (seis dias) 5,55% (2/36) Referéncia Referéncia N.A.
3d (trés dias) 5,55% (1/18) 1,00 0,19-5,18 1,0

% L.P. = Porcentagem de lutedlise prematura; R.P.A. = Razao de proporcoes
ajustada; I.C. = Intervalo de confianca; N.A. = Ndo aplicavel.

Observou-se efeito de dia sobre as concentracdes séricas de P4 apds a
ovulacao (P<0,01), de forma que as concentracbes séricas médias de P4 se
elevaram gradativamente entre os dias 0, 5, 7 e 9. Nao se verificaram efeitos
da duracao do tratamento com P4 e da interacdo duracao do tratamento com P4

x dia nas concentracbes séricas de P4 apds a ovulacdo (Figura 5). Assim, a
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duracdo do pré-tratamento com P4 nao afetou a porcentagem vacas que

apresentaram regressao prematura do CL. (Tabela 2).
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FIGURA 5. Concentracoes séricas de P, (média dos quadrados minimos + EPM) apés
inducdo da ovulacdo em vacas em anestro tratadas pré-tratadas com
dispositivo intravaginal de P4 por trés (A) ou seis (m) dias. Coxim-MS, 2006.

4. Discussao

O didmetro do foliculo dominante influenciou a taxa de ovulacao (Figura
2), similarmente aos resultados discutidos no Capitulo 2. Meneghetti et al.
(2001), estudando vacas Nelore pos-parto, verificaram que o diametro do
foliculo dominante foi maior nas vacas que ovularam ao estimulo com GnRH
(10,683 mm vs. 9,56 mm para vacas que ovularam e nao ovularam,
respectivamente). A aquisicao de capacidade ovulatéria pelo foliculo dominante
ocorre logo apo6s a divergéncia, entretanto nesse momento € necessaria uma
alta dose de LH para que a ovulacdo seja induzida (SARTORI et al., 2001).
Conforme o foliculo dominante cresce, eleva-se a expressao génica de

receptores de LH nas células da granulosa (BAO et al., 1997) e a atividade do
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AMPc em resposta ao LH (JOLLY et al.,, 1994), resultando em maior
capacidade ovulatéria (SARTORI et al., 2001). Isso explica a maior
probabilidade de ovulagao observada nas vacas com maiores foliculos.

A tendéncia a menor diametro folicular meédio verificado nas vacas
tratadas com dispositivo intravaginal de P4 por trés dias foi provavelmente a
causa da menor taxa de ovulacdo observada nesse grupo. De acordo com
Santos et al. (2004), nos primeiros trés dias apds insercdo do dispositivo
intravaginal de P, CIDR®, as concentragdes plasmaticas de P4 se situam acima
de 3,0 ng/mL. Em vacas ovariectomizadas, o tratamento com P4 resultou em
inibicao drastica, porém curta (36 horas), da secrecao de LH, sem efeitos sobre
a secrecao de FSH (BURKE et al., 1996). O desenvolvimento folicular é
inicialmente suportado pelo FSH e passa a ter maior dependéncia do LH ap6s
a divergéncia (FINDLAY et al., 1996; GONG et al., 1996). A P4 proveniente do
CIDR® acima de 3,0 ng/mL pode ter suprimido a secre¢do de LH (STOCK &
FORTUNE, 1993), de forma que os foliculos que ja haviam passado da fase de
divergéncia entraram em atresia. Nesse caso, é possivel que, nas vacas que
possuiam um foliculo dominante no momento da inser¢cdo do dispositivo
intravaginal de P4, tenha havido atresia folicular, com subseqiente novo
recrutamento. Nas vacas tratadas com CIDR® por trés dias, a inducdo da
ovulacao aconteceu cinco dias apés a insercdao dos dispositivos, periodo que
pode ter sido insuficiente para o foliculo da nova onda recrutada crescer o
suficiente e possuir capacidade ovulatéria. Essa possibilidade justificaria a
tendéncia a menor didmetro folicular e menor taxa de ovulagdo nas vacas do
Grupo 3d. Ja nas vacas do Grupo Controle, a indugédo da ovulagéao ocorreu oito

dias apds a insercdo do dispositivo intravaginal de P4, ou seja, houve maior
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tempo para o foliculo da nova onda recrutada crescer, caso tenha acontecido
atresia do foliculo dominante.
Estudando o desempenho reprodutivo de vacas em anestro nos primeiros

25 dias de estacdo de monta com inseminacéao artificial apés deteccao de cio,
Vasconcelos et al. (2004) obtiveram taxa de prenhez de 28,6% para vacas
tratadas com dispositivo intravaginal de P4 (sete dias) associado a RB. Nesse
sentido, o tratamento com dispositivo intravaginal de P4 por trés dias associado
a RB poderia ser uma alternativa mais econbmica de sincronizagdo para
inseminagao apds observacdo de cio em vacas em anestro. A baixa taxa de
ovulacao observada nas vacas tratadas com dispositivo intravaginal de P4 por
trés dias, entretanto, pode limitar o uso desse tratamento como estratégia em
programas de inseminacéo artificial. Havia expectativa de que o dispositivo
intravaginal de P, mantivesse crescendo os foliculos que ja haviam passado da
fase de divergéncia, o que possivelmente ndo ocorreu. Caso isso tivesse sido
verificado, novas estratégias de sincronizacdo ovulacdo poderiam ser
desenvolvidas, com alta taxa de ovulagcao e menor custo.

Apés a ovulacéo, em 94,4% das vacas (51/54) houve elevagao gradativa
nas concentragdes séricas médias de P, ao longo dos dias 0, 5, 7 e 9,
respectivamente, indicando desenvolvimento normal do CL. Nas demais 5,6%
(3/51) houve elevagao nas concentragdes séricas médias de P4 entre os dias 0
e 5, sequido por decréscimo acentuado nos dias seguintes, indicando que a
lutedlise ocorreu apds o dia 5 (Figuras 3 e 4). Considerou-se, portanto, que
essas vacas apresentaram regressao prematura do CL.

Trabalhos estudando lutedlise prematura mostraram que a secrecao de

PGF., se inicia por volta do sexto dia apds a ovulacdo (TROXEL & KESLER,
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1984; COOPER & INSKEEP, 1989; COPELIN et al., 1989; ZOLLERS et al.,
1991; TAPONEN et al., 2003). E interessante observar que, ao contrario dos
resultados discutidos no Capitulo 2, em que a lutedlise ocorreu sempre entre os
dias 5 e 7, no presente experimento, 2 das 3 vacas que apresentaram ciclo
curto apresentaram concentracoes séricas de P4 abaixo de 0,5 ng/mL somente
no dia 9. Através da analise dos perfis séricos de P, desses animais,
entretanto, observou-se que ja no dia 7 houve um pequeno decréscimo nas
concentracbes séricas de P4 (Figura 4), indicando que possivelmente o
processo de lutedlise ja havia se iniciado.

As concentragdes séricas de P4 no dia 5 nao diferiram entre vacas cujo
CL regrediu prematuramente e vacas cujo CL apresentou duracdo normal,
concordando com Copelin et al. (1987), Copelin et al. (1989) e Taponen et al.
(2003). Esses dados suportam a idéia de que ciclos curtos ndo estao
relacionados a deficiéncias funcionais do CL, mas sim a secrec¢ao prematura de
PGF2, pelo endométrio (COPELIN et al., 1987). De fato, Braden et al. (1989)
nao observaram alteracbes no peso do CL, concentragdes luteais de Py,
concentragdes de receptores de LH, nimero de células luteais, porcentagem
de células luteais grandes e concentracao luteal de receptores de PGFy,, no
dia 5 pbés-ovulagao em vacas com expectativa de apresentarem ciclo curto.

Através das Figuras 4 e 5 e da Tabela 2 é possivel observar que o
tratamento com P4 por trés dias foi similar ao tratamento por seis dias na
prevencao de regressao prematura do CL. Nao se encontraram na literatura
relatos de tratamentos para evitar ciclo curto com a utilizagcdo de P4 ou
progestagenos com duragdo menor que cinco dias. Cooper et al. (1991) e Fike

et al. (1997), demonstraram que o pré-tratamento de vacas em anestro com P4
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ou progestagenos, por no minimo sete dias, reduz a ocorréncia de ciclos curtos
apods a inducao da ovulagado. Bridges et al. (2005) e Sa Filho et al., (2006)
utilizaram, com sucesso, estratégias com P4, por cinco e seis dias,
respectivamente, para evitar ciclo curto. O mecanismo pelo qual a exposicao a
P, antes da ovulacdo evita a regressdo prematura do CL ainda ndo esta
esclarecido. Shaham-Albalancy et al. (2001) demostraram que a reducao na
concentracao circulante de P4 em um ciclo estral resulta em maior producéo de
PGF2, no ciclo estral subsequiente. Zollers et al. (1993) observaram reducao na
quantidade de OTR no endométrio de vacas pds-parto apds tratamento com
implante de norgestomet por nove dias, sugerindo um efeito similar ao da Py, ja
que o norgestomet atua através de ligacao a receptores de P, (MOFFATT et
al., 1993). Adicionalmente, explantes endometriais obtidos a partir de vacas em
anestro pré-tratadas com norgestomet secretaram, in vitro, menores
concentracbes de PGF,, em relagdo aos obtidos de vacas nao tratadas
(ZOLLERS et al., 1991). Portanto, mesmo nao conhecido o mecanismo exato
de atuacao da P4, é consenso que o mesmo envolve inibicido da secrecao de
PGF., pelo endométrio possivelmente através da reducdo das concentracdes
de OTR endometriais.

Ainda nao é conhecido se a acao da P4 sobre receptores celulares de
E., P4 e ocitocina é dependente de dose, tempo de exposicdo ou de ambos.
Em vacas cisticas, o tratamento com P4 exdgena por trés dias foi similar ao
tratamento por sete dias em restabelecer a capacidade do eixo hipotalamo-
hipofise de secretar pico de GnRH/LH em resposta ao estradiol, 0 que néo
ocorreu ao tratamento por apenas um dia (GUMEN & WILTBANK, 2005).

Esses dados sugerem um possivel efeito tempo-dependente, sendo necessario
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mais que um dia de exposicdo a P4 para solucionar essa condicao
anovulatéria. No caso da lutedlise prematura, possivelmente ha também um
efeito tempo-dependente, sendo necessario uma tempo minimo de pré-
exposicao a P4 para garantir duragdo normal do CL. Com os resultados do
presente experimento se sugere que, se um componente tempo-dependente
realmente existe, a exposicdo a P4 por trés dias ja é suficiente para evitar a
lutedlise prematura.

Independente do mecanismo pelo qual a P4 evita a regressédo prematura
do CL, é fato que associacdo de P./progestdgenos a programas de
sincronizacdo de cio e ovulagdo para vacas em anestro proporciona maiores
taxas de concepcao a primeira inseminacao (VASCONCELOS et al., 2004;
VILELA, 2004; PEREZ, 2005). Adicionalmente, os resultados desse
experimento e de outros (COOPER et al., 1991; ZOLLERS et al., 1993; FIKE et
al., 1997; VASCONCELOS et al., 2004; BRIDGES et al., 2005; SA FILHO et al.,
2006) confirmam que o tratamento com P4 previamente a inducao da ovulacao

em vacas em anestro é altamente eficiente em prevenir lutedlise precoce.
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5. Conclusao

Com base nos resultados desse experimento, conclui-se:

1) Apesar de resultar em menor taxa de ovulagdo, em vacas em
anestro, o pré-tratamento com P4 por trés dias previamente a
inducdo da ovulagcdo apresentou eficacia similar ao pré-

tratamento por seis dias na prevencgao da lutedlise precoce.
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CONCLUSOES GERAIS E IMPLICACOES
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1. Conclusoées gerais e implicacoes

Os resultados dos experimentos discutidos nos capitulos 2 e 3
contrariam a hip6tese de que o estradiol € o elemento-chave na etiologia
da lutedlise prematura, uma vez que, em vacas em anestro, a
suplementacao previamente a ovulagdo com estradiol exégeno, tanto de
curta quanto de longa meia-vida, ndo preveniu a regressao prematura do
corpo luteo. Esses dados sao indicadores de inviabilidade da
suplementacao com estradiol exbégeno pré-ovulacdo como estratégia Unica
para evitar ciclo curto.

Por outro lado, os resultados dos experimentos discutidos nos
Capitulos 2 e 4 estdo de acordo com a hipbétese de que a lutedlise
prematura € conseqiéncia de ovulagdo sem pré-exposicdo a
progesterona, sendo necessarios apenas trés dias de exposicdo a
progesterona antes da ovulacdo para garantir duracado normal ao corpo
luteo. Apesar de ndo compreendido ainda o mecanismo exato de atuagao,
o conhecimento atual tem a suplementacdao com progesterona exégena ou
progestdgenos como Unica estratégia eficaz na prevencao da lutedlise
prematura.

A atual situagdo econbmica da pecuaria nacional exige dos
produtores maxima eficiéncia para garantia do retorno econémico. Dessa
forma, elevados indices de produgdo associados a alta eficiéncia
reprodutiva devem ser obtidos para melhor retorno econémico na
atividade. A otimizagdo da eficiéncia reprodutiva € um dos principais
fatores que contribuem para a melhora do desempenho produtiva e da

lucratividade dos rebanhos bovinos. Diversas estratégias tém sido
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desenvolvidas visando aumentar o numero de bezerros produzidos por
vaca ao longo de sua vida reprodutiva. Essas estratégias objetivam a
reduca@o no intervalo parto-concepcao, através da inducao de ciclicidade
com possibilidade de concepcao ja na primeira ovulacao pds-parto.

O conhecimento mais aprofundado dos fatores e mecanismos que
sao entraves as estratégias para reducao do intervalo parto-concepcao é
essencial para torna-las mais eficientes, menos onerosas e também para o
desenvolvimento de novas estratégias e estratégias alternativas. Nesse
contexto, novos estudos se fazem necessarios para se determinar os
mecanismos enddcrinos e celulares que desencadeiam e previnem a

lutedlise precoce.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar
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