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RESUMO

A concentragdo sérica de progesterona e as taxas de prenhez e de perda
embrionaria foram avaliadas em vacas leiteiras submetidas a protocolo de
inseminacdo artificial (IA) em tempo fixo a base de estradiol e progesterona (Py)
e tratadas com gonadotrofina coridnica equina (eCG) e/ou P4 injetavel. O
protocolo de sincronizag¢do consistiu no uso de um implante de P4 por oito dias,
administragdo de benzoato de estradiol no dia de inicio do protocolo (D0), de
PGF,, no D7 ¢ de cipionato de estradiol no D8. A TA foi realizada em tempo
fixo no D10. No D8 do protocolo as vacas foram alocadas aleatoriamente a um
de quatro tratamentos em delineamento fatorial 2x2: Grupo controle — sem eCG
e sem Py (n=104); Grupo eCG — 400 UI de eCG no momento da retirada do
dispositivo de progesterona (n=93); Grupo P4, — 600 mg de P, no terceiro dia
apods a IA (n=106); Grupo eCG + P, — 400 Ul de eCG e 600 mg de P, (n=95). A
concentragdo sérica de P, foi quantificada nos dias trés, quatro e 13 apds a IA.
As vacas foram examinadas por ultrassonografia 32 dias ap6s a IA para
diagnoéstico de gestagdo e aos 46 dias para avaliagdo de perda embrionaria. A
interagdo entre eCG e P, injetavel ndo foi significativa (P>0,05) na analise de
qualquer das variaveis. A administracdo de eCG ndo resultou em aumento da
concentragdo sérica de P, e da taxa de prenhez e ndo reduziu a perda embrionaria
(P>0,05). O uso de P4 injetavel trés dias apés a IA aumentou (P<0,01) a
concentragdo sérica de P, 24 horas apds a administracio em comparagao as
vacas ndo tratadas (3,43+0,23 vs 1,224+0,50 ng/mL), mas esse efeito ndo foi
observado no dia 13 apés a IA (P>0,05). O tratamento com P, injetavel ndo
influenciou as taxas de prenhez e de perda embrionaria (P>0,05). Em conclusao,
a adi¢do de 400 UI e/ou 600 mg de P, no protocolo de IATF foi ineficiente em
aumentar a taxa de prenhez ou diminuir a perda embrionaria.

Palavras-chave: Eficiéncia reprodutiva. Taxa de prenhez. Suplementacdo de
progesterona. Corpo luteo.



ABSTRACT

Serum concentrations of progesterone and pregnancy rates and
embryonic loss were evaluated in dairy cows submitted to the protocol for
artificial insemination (AlI) fixed-time base to estradiol and progesterone (Py)
and treated with equine chorionic gonadotropin (eCG) and/or P, injection. The
synchronization protocol consisted in an implant use P, per eight days,
administration of estradiol benzoate on the initiation day of the protocol (DO0), of
PGF,, on D7 and estradiol cypionate on DS. The Al was performed at fixed time
on D10. On D8 of the protocol cows were randomly allocated to one of four
treatments in a 2x2 factorial: Control group - without eCG and without P, (n=
104); Group eCG - 400 IU of eCG at progesterone device removal (n= 93);
Group P4 - 600 mg of P, on the third day after Al (n= 106); Group eCG + P, -
400 IU of eCG and 600 mg of P4 (n= 95). The serum concentration of P, was
quantified on the days three, four and 13 after Al. Cows were examined by
ultrasonography 32 days after Al to pregnancy diagnosis and on day 46 for
evaluation of embryonic loss. The interaction between eCG and P, injection was
not significant (P>0.05) in the analysis of any variables. The administration of
eCG did not result in increased serum concentrations of P4 and pregnancy rate,
and did not reduce embryonic loss (P>0.05). The use of P, injection three days
after Al increased (P>0.01) the serum concentration of P, 24 hours after
administration compared to untreated cows (3.4340.23 vs 1.22+0.50 ng/mL), but
this effect was not observed on day 13 after Al (P>0.05). The treatment with P,
injection did not influenced pregnancy rate and embryonic loss (P>0.05). In
conclusion, the addition of 400 IU and/or 600 mg of P4 in the protocol IATF
were ineffective in increasing the pregnancy rate and decrease embryo loss.

Keywords: Reproductive efficiency. Pregnancy rate. Progesterone
supplementation. Corpus luteum.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se observado grande melhora na selecdo
genética de vacas leiteiras e no manejo técnico das propriedades. O resultado
dessas praticas foi o aumento da produgdo de leite associado a redugdo da
fertilidade dos animais. Segundo Lucy (2001), a reduzida fertilidade de vacas
leiteiras de alta producdo deve-se a combinag¢do de uma variedade de fatores
fisioldgicos e de manejo que t€m efeitos aditivos na eficiéncia reprodutiva. Entre
esses fatores, destacam-se a reduzida expressdo e deteccdo de estros, que
consequentemente geram baixa taxa de servigo.

Com o intuito de resolver o problema da baixa taxa de servi¢o, foram
criados ferramentas e métodos de manejo reprodutivo, como o uso de protocolos
hormonais que sincronizam o estro ¢ a ovulagdo e possibilitam a inseminagdo
artificial em tempo fixo (IATF), sem a necessidade de detec¢do de estro. Apesar
dos vérios protocolos de IATF existentes, as taxas de concepgdo giram em torno
de 35% e continuam a ser um problema, principalmente em vacas leiteiras de
alta producao.

Tendo em vista que a baixa concentragao sanguinea de estradiol antes da
ovulacdo pode estar relacionada a reduzida taxa de concepcdo, a utilizagdo de
estrogenos em protocolos de sincronizacdo de estros pode ser favoravel a
fertilidade. Estudos com vacas leiteiras e de corte demonstraram que a aplicagao
de estrégenos no final do protocolo de sincronizacdo de estros, para induzir a
ovulagdo, resultou em aumento da concentragdo desse hormoénio no pro-estro e
em maior taxa de prenhez (BARUSELLI et al., 2004; CERRI et al., 2004;
SOUZA et al., 2007).

Outro fator relacionado a reduzida fertilidade das vacas leiteiras ¢ a
baixa concentracdo sanguinea de progesterona (P4) apds a inseminagdo artificial
(TA). Alguns tratamentos podem ser usados no intuito de aumentar a

concentragdo de P, apods a IA, incluindo os que aumentam a secrecdo de P4 pelo
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corpo luteo (CL) existente, os que induzem a formagao de um CL acessoério € os
que aumentam a concentra¢do sanguinea de P4 por meio da suplementagao direta
desse hormdnio. Nesse sentido, as pesquisas indicam a importancia do uso da
gonadotrofina corionica equina (eCG) em protocolos de IATF para aumentar as
taxas de ovulagdo e de prenhez (SA FILHO et al., 2010a; SALES et al., 2011;
SOUZA; VIECHNIESKI; LIMA, 2009). A eCG tem a capacidade de estimular
o desenvolvimento folicular e, consequentemente, aumentar o tamanho e a
capacidade esteroidogénica do CL (PULEY et al., 2013).

A suplementagdo direta de P4 ap6s a IA também tem sido avaliada como
uma ferramenta para aumentar a taxa de concepcdo ¢ diminuir a perda
embriondria precoce em vacas leiteiras. Animais que apresentaram elevada
concentragdo de P4 apds cobertura tiveram aumento no comprimento do embrido
(CARTER et al., 2008; GARRETT et al., 1988; SATTERFIELD; BAZER;
SPENCER, 2006), na produgdo de interferon-tau (MANN; LAMMING, 1999;
MANN; LAMMING., 2001) e na taxa de prenhez (McNEILL et al., 2006;
STRONGE et al., 2005).

Dessa maneira, estratégias que promovam o crescimento do foliculo
dominante antes da ovulacdo e/ou que estimulem o desenvolvimento do CL e
resultem em aumento na concentragdo sanguinea de P, no inicio do
desenvolvimento embrionario podem aumentar a taxa de prenhez e diminuir as
perdas embrionarias. Portanto, os objetivos deste trabalho foram: avaliar o efeito
da suplementacdo da eCG e/ou da P, injetavel em protocolo de IATF a base de
estradiol e P, sobre a concentragdo sérica de P4 e as taxas de prenhez e de perda

embrionaria de vacas holandesas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Possiveis fatores que influenciam o desempenho reprodutivo

Tem sido relatado hé vérias décadas, por cientistas de todo o mundo,
reducdo na fertilidade de vacas leiteiras de alta produgdo (BUTLER, 1998;
LEROY et al., 2009). O sucesso obtido com o aumento da produgdo de leite dos
rebanhos foi acompanhado por tendéncias negativas dos indices reprodutivos,
como intervalo de partos, nimero de dias abertos e numero de inseminagdes por
prenhez (LEROY et al., 2009).

Washburn et al. (2002) estudando 561 rebanhos das ragas Jersey e
Holandés nos EUA, relataram aumento linear na producdo de leite, entre os anos
de 1976 e 1999. Em rebanhos Jersey, esse aumentou foi de 4.753 kg de
leite/vaca/ano, entre 1976 e 1978, para 6.375 kg de leite/vaca/ano, entre 1997 e
1999. Em rebanhos Holandeses, esse aumentou foi de 6.802 kg de
leite/vaca/ano, entre 1976 e 1978, para 8.687 kg de leite/vaca/ano entre 1997 e
1999. De 1976 a 1978, as vacas Jersey apresentaram, em média, 122 dias abertos
e 1,91 servicos por concepcao. Nesse mesmo periodo, as vacas Holandesas
apresentaram 124 dias abertos e 1,91 servigos por concep¢ao. O nimero de dias
abertos aumentou para 152 e 168 dias em vacas Jersey e Holandesas,
respectivamente, nos anos de 1997 a 1999. O numero de servigos por concepgao
também aumentou, chegando a 2,94, em ambas as ragas, no periodo de 1994 a
1996. A taxa de concepcdo em rebanhos de ambas as ragas diminuiu cerca de
52% a 53%, no final da década de 1970, para, aproximadamente, 33% a 35%, no
final da década de 1990, correspondendo a uma redugdo de aproximadamente
35%.

O custo de redugdo da fertilidade para a pecudria foi estimado em 600
milhdes de dolares em 1979 (GERRITS et al., 1979 citado por BILBY, 2009).

Esse custo ¢ provavelmente subestimado para a pecudria leiteira de hoje, ja que
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houve declinio drastico na fertilidade desde esse ano (BILBY, 2009). Falhas
reprodutivas perdem apenas para mastite, em termos de causa de descarte
involuntario, o que enfatiza a importancia econémica da concepcdo, nos
primeiros 80 dias de lactagdo para obtengdo de um parto por ano (BILBY et al.,
2009; YAVAS; WALTON, 2000).

Existem diversos fatores que podem estar relacionados com a baixa
fertilidade das vacas leiteiras, como por exemplo, alteracdes metabdlicas
necessarias para suprir a demanda de nutrientes para a producdo de leite no
inicio da lactagdo (BUTLER, 2003). Outras razdes podem ser atribuidas ao
anestro (RHODES et al., 2003), funcionamento inadequado do CL (LAMMING;
DARWASH; BACH, 1989; LUCY, 2001), reduzida concentragdo sanguinea de
esteroides ovarianos (SARTORI et al., 2004; VASCONCELOS et al., 1999),
baixa taxa de concepg¢do e aumento da mortalidade embrionaria (AL-
KATANANI; WEBB; HANSEN, 1999; SANTOS et al., 2004), além de
diminui¢do na expressdo e na deteccao de estros (DRANSFIEL et al., 1998).
Dessa forma, o declinio da eficiéncia reprodutiva parece ter razoes multifatoriais
e ndo esté ligado unicamente ao aumento da producéo de leite (LUCY, 2001).

A situacdo metabdlica especifica de vacas leiteiras de alta produgdo se
resume em intenso direcionamento dos nutrientes do trato digestivo e das
reservas corporais para a glandula mamaria, que tem prioridade em relagdo aos
outros sistemas organicos durante as primeiras semanas pos-parto (LEROY et
al., 2009). A energia necessaria para o desenvolvimento, maturagdo e ovulagdo
do foliculo, para formagdo do CL e para manutengdo da fase inicial da gestagdo
¢ desprezivel se comparada a demanda energética para a producdo de leite.
Dessa forma, parece que os produtos de degradagdo do intenso metabolismo em
vacas de alta produc¢do podem ser os responsaveis pela deterioragdo das fungdes

reprodutivas (LEROY et al., 20006).
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Um dos principais fatores envolvidos nas falhas reprodutivas em vacas
leiteiras é o atraso na retomada da ciclicidade pds-parto (ROCHE, 2006), que
estd relacionado ao BEN (Balango Energético Negativo). Foliculos dominantes
de vacas em BEN necessitaram de mais tempo e de um tamanho maior para
secretar a concentracdo de estradiol suficiente para desencadear a ovulagdo
(BEAM, 1997). Butler et al. (2003) relataram que vacas leiteiras com BEN mais
intenso (-12,2 Mcal/dia) no primeiro més poés-parto apresentaram menor
concentragdo sanguinea de estradiol e falha de ovulacdo do foliculo dominante
da primeira onda folicular pos-parto, em comparacao aquelas com BEN menos
intenso (-8,3 Mcal/dia).

A intensidade do BEN parece ser relacionada a secrecdo de P4 pelo CL.
Villa-Godoy et al. (1988) observaram que a concentragdo sanguinea desse
horménio aumentou nos primeiros dois a trés ciclos ovulatérios pés-parto. No
entanto, esse aumento foi menos expressivo nas vacas com BEN mais intenso.
Britt (1991) propds que os foliculos ovarianos que sdo negativamente
influenciados pela exposicio ao BEN no inicio de seu desenvolvimento
originam CL com menor capacidade de secrecdo de Ps. O plano nutricional
também pode influenciar a secrecdo de P, pelo CL no poés-parto, sendo que o
alto consumo de energia pode resultar em maior producdo desse hormoénio
(ARMSTRONG et al., 2001).

A menor concentracdo sanguinea de esteroides ovarianos, normalmente
observada em vacas de alta producdo, provavelmente esta relacionada a maior
metabolizagdo hepatica, em virtude do maior fluxo sanguineo para o figado,
decorrente do maior consumo de alimentos (WILTBANK et al., 2001).
Sangsritavong et al. (2002) relataram que o fluxo sanguineo para o figado de
vacas em lacta¢ao foi maior comparado ao das vacas nao lactantes (1183 vs 757
L/h). Nesse mesmo estudo, as vacas em lactacdo tiveram menor concentragao de

estrogeno (265 vs 351 pg/mL) e P4 (2,43 vs 3,53 ng/mL) na corrente sanguinea,
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quando comparadas as vacas ndo lactantes. Apesar do maior volume de tecido
liteo nas vacas em lactagdo, comparadas as novilhas ndo lactantes, a
concentragdo maxima de P4 é claramente inferior (SARTORI et al., 2004). O
metabolismo hepatico dos esteroides em vacas lactantes comprometem a
concepcao (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995) e a qualidade embrionaria
(SARTORI et al., 2004), em comparacao a novilhas.

Pesquisas recentes tém dado bastante atencdo as baixas taxas de
concepgdo (ROCHE, 2006) e as altas taxas de mortalidade embrionaria precoce
em vacas leiteiras de alta produgdo (MANN; LAMMING, 2001), que podem
estar relacionadas & menor qualidade do odcito e do embrido nesses animais.
Snijders et al. (2000) estudaram in vitro o desenvolvimento de ovdcitos de vacas
leiteiras de mérito genético alto e moderado para a produgdo de leite e relataram
que ovocitos de vacas de alto mérito genético resultaram em produgdo
significativamente menor de blastocistos, comparados aos de vacas com
moderado mérito genético. Além dos efeitos observados na qualidade dos
ovocitos, tem sido relatada produgdo significativamente maior de embrides com
qualidade excelente por vacas ndo lactantes, em comparagdo as lactantes
(WILTBANK et al., 2001). Leroy et al. (2005) relataram que a qualidade de
embrides de vacas leiteiras em lactacdo (28,7kg de leite/dia) foi inferior com
embrides mais escuros e contendo até 50% mais lipideos intracelulares, se
comparados aos embrides de novilhas leiteiras ou de vacas de corte ndo
lactantes. Por isso, pode-se afirmar que a capacidade de desenvolvimento do
ovocito e a qualidade do embrido sdo comprometidas em vacas leiteiras de alta
producdo (ROCHE, 2006).

A morte embrionaria ¢ a causa direta de fertilidade reduzida em
rebanhos com repeti¢cdes de estro (HUMBLOT, 2001; VAN CLEEFF; DROST;
THATCHER, 1991). Humblot (2001) sugeriu que a luteélise e o retorno ao estro

antes do dia 24 apos a cobertura pode estar ligado a perda embrionaria precoce,
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mas se o CL é mantido e o retorno ao estro ocorre depois de 24 dias, ¢ indicativo
de morte embriondria tardia. A mortalidade embrionaria precoce ha muito vem
sendo relatada como um dos principais entraves a fertilidade. Tanabe ¢ Casida
(1949), trabalhando com vacas das ragas Holandesa e Guernsey, observaram que
66% dos animais que repetiram estro sem anormalidades clinicas detectaveis
tiveram zigotos fertilizados, e que aos 34 dias apds o acasalamento, o percentual
de animais que tiveram embrides normais havia decrescido para 23%. Hawk et
al. (1955), trabalhando com vacas leiteiras repeat-breeder encontraram 58% de
vacas com embrides vidveis no dia 16 apds acasalamento e apenas 28% de
embrides viaveis no dia 34.

Segundo Santos et al. (2004), as taxas de fertilizagdo sdo similares entre
vacas leiteiras lactantes e ndo lactantes, com média de 76,2% e 78,1%,
respectivamente. Entre os dias cinco e seis apos a IA, 65% dos ovdcitos
fertilizados sdo considerados viaveis em vacas lactantes, contudo, as taxas de
concepcao entre os dias 27 e 31 apos a IA sdo geralmente em torno de 35-45%.
Esses dados demonstram que ha certa porcentagem de perda embrionaria no
inicio da gestagdo, ¢ segundo os autores, pode ser atribuida a varios fatores.
Alguns fatores seriam a ovulacdo de foliculos persistentes, a deficiéncia de Py,
produgdo deficiente de proteinas endometriais e de fatores de crescimento no
ambiente uterino para o desenvolvimento do embrido, além de alguns
componentes dietéticos, doengas e status metabolico.

A duragdo e intensidade de estro podem também ter influéncia na baixa
taxa de concepgdo de vacas de maior producdo leiteira. Essas variaveis estdo
diretamente relacionadas a categoria dos animais (novilha ou vaca lactante) e a
produgdo leiteira (SARTORI et al., 2012). Lopez et al. (2004) avaliaram a
associa¢do entre producdo de leite e comportamento de estro e verificaram
menor duracdo e intensidade (6,3 vs 8,8 aceites de monta) de estro nas vacas de

maior produgdo de leite (>39,5 kg/dia) comparadas as de menor (<39,5 kg/dia).
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Tal fato parece estar relacionado as menores concentragdes circulantes de
estradiol em vacas lactantes comparadas as novilhas e em vacas de maior
produgdo de leite comparadas as vacas de menor producdo (SARTORI et al.,
2004).

2.2 Dinamica folicular ovariana

Com o uso da ultrassonografia na década de 80 foi possivel obter
grandes avangos no estudo da fisiologia ovariana, particularmente na
caracterizagdo do padrdo do crescimento folicular e das fases do ciclo estral.
Sabe-se que o crescimento dos foliculos ovarianos nas fémeas bovinas se da em
ondas, geralmente duas ou trés por ciclo, precedidas por um aumento na
concentragdo sérica de hormonio foliculo estimulante - FSH (ADAMS et al.,
1992). Cada onda inicia com o crescimento de sete a 11 foliculos primarios em
média. O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), secretado pelo
hipotdlamo, estimula a liberagdo das gonadotrofinas, FSH e hormoénio
luteinizante (LH), pela hipdfise. Via circulagdo sistémica, as gonadotrofinas
atingem os ovarios e estimulam o desenvolvimento folicular. Nessa fase,
chamada de recrutamento, todos os foliculos sdo dependentes de FSH para a
proliferacdo celular e para o aumento da capacidade esteroidogénica
(KASTELIC, 2012).

Apdés a emergéncia de uma onda, os foliculos crescem por
aproximadamente trés dias até alcangar a fase de sele¢do ou divergéncia, a qual
ocorre quando um foliculo cresce mais que os outros e se distingue dos demais,
até atingir a fase de dominancia (GINTHER et al., 2003). Conforme o foliculo
dominante cresce ha producdo gradativa de quantidades crescentes de estradiol.
Nessa fase o foliculo dominante passa a produzir um hormoénio chamado inibina,

que juntamente com o estradiol t€m a fun¢@o de reduzir a sintese de FSH pela
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hipofise, sem qualquer efeito na produ¢do do LH (KASTELIC, 2012).
Concomitante a queda na concentrag@o sanguinea de FSH, o foliculo dominante
adquire mais receptores para o LH e se torna dependente do LH para continuar
crescendo, enquanto os demais foliculos, denominados subordinados, com
menor numero de receptores de LH entram em atresia (ADAMS et al., 2008).

O foliculo dominante continua a crescer por alguns dias apds a
divergéncia e produz grande quantidade de estradiol, que na auséncia de Py,
induz a libera¢do de um pico de GnRH, que por sua vez, induz um pico de LH.
Com o aumento de LH o foliculo dominante continua a crescer e o ovocito sofre
maturag¢do final, culminando em ruptura folicular e ovulagdo. A maturagio final
inclui a expansao do cumulus, a interrup¢ao do contato entre as células da coroa
radiata ¢ da membrana do ovocito e formag¢do do espago perivitelino. No
entanto, se houver um CL ativo, a concentra¢do sanguinea de P, estara alta
inibindo a liberacdo de LH (Feed-back negativo). Entdo, o foliculo dominante
comeca a regredir e hd o recrutamento de uma nova onda de crescimento

folicular (KASTELIC, 2012).

2.3 Protocolos de sincronizacao de estros e da ovulaciao

O conhecimento da dindmica folicular possibilitou a criacdo de
protocolos hormonais que manipulam o ciclo estral dos animais com o intuito de
aumentar a taxa de servico e diminuir a necessidade de mao de obra para a
detec¢do de estros. Atualmente, existem diversos protocolos de IATF com
variagdes de hormonios e momentos de administragdo desses. Nos protocolos de
IATF ¢ necessario inicialmente sincronizar a emergéncia de uma nova onda
folicular. Isso pode ser feito por inducdo de ovulacdo utilizando GnRH ou
analogos, LH ou gonadotrofina corionica humana (hCG) ou por atresia folicular

com o uso de uma associacdo de P4 e estradiol. Em segundo lugar é necessario
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controlar a fase progesterdnica por meio do uso de PGF2a e estrogenos ou com
uso de P4 exdgena de liberagdo lenta. Finalmente, em terceiro lugar, induzir a
ovulagdo sincronizada do foliculo dominante por meio da aplicacdo de GnRH,
LH, hCG ou ésteres de estradiol, como benzoato de estradiol ou cipionato de
estradiol (BARUSELLI; SALES; SA FILHO, 2010).

Pursley, Mee e Wiltbank (1995) criaram um protocolo hormonal
(Ovsynch) com combinagdo de prostaglandina (PGF2a) e GnRH, que permite a
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF). Para vacas de alta producio
leiteira ciclicas, o Ovsynch tem apresentado bons resultados. Entretanto, a
adi¢do de um implante de P4 ao protocolo entre os dias zero e sete parece ser
benéfica, principalmente para as vacas anovulatorias (STEVENSON et al.,
2006). O Heatsynch ¢é outro protocolo que utiliza o tratamento com um éster de
estradiol (cipionato de estradiol) como substituto ao GnRH do Ovsynch para
induzir a ovulagcdo (PANCARCI et al., 2002). Segundo os autores, apesar de
resultar em taxa de concepgao similar ao Ovsynch, o Heatsynch tem a vantagem
de ter um custo mais baixo e de manejar os animais sempre no mesmo horario
do dia.

Atualmente, a maioria dos protocolos de IATF utilizam dispositivos
auriculares ou implantes vaginais contendo P, ou progestagenos associados ao
tratamento com estradiol para sincronizar a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular e posterior ovulagdo para realizagio da IATF (BO et al.,
1995). O protocolo de TATF a base de ésteres estradiol e P, causa feedback
negativo no hipotalamo, provocando redugdo na secrecdo de GnRH e,
consequentemente, de FSH e de LH, o que promove regressdo fisioldgica do
foliculo dominante cerca de 36 h apds o tratamento (BURKE et al., 2003), ¢ a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em aproximadamente
trés a quatro dias (BO et al., 1995). O uso de protocolos a base de estradiol e P,

em vacas leiteiras foi descrito por Souza, Viechnieski e Lima (2009). Esse
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protocolo consistiu na inser¢do de um dispositivo de P4 e aplicacdo de 2 mg de
benzoato de estradiol no dia zero, com retirada do implante de P4 no dia oito,
juntamente com a aplicacdo de PGF,, e 1 mg de cipionato de estradiol, e
realizacdo da TA no dia 10 do protocolo. A taxa de ovula¢do desse protocolo
varia de 60% (MONTEIRO JUNIOR et al, 2012) a 70% (SOUZA;
VIECHNIESKI; LIMA, 2009) em vacas de alta produgao.

Monteiro Junior et al. (2012), trabalhando com vacas holandesas de alta
producdo (33,8 kg de leite), que foram submetidas ao protocolo de estradiol e P,
observaram que as vacas as quais tiveram a onda sincronizada efetivamente e
ovularam ao final do protocolo (60%) apresentaram taxa de concepgdo de 56%.
No entanto, analisando 40% dos animais que ndo apresentaram uma
sincronizacdo eficiente, foi constatado que 22% ndo ovularam ao fim do
protocolo e que 18% ovularam foliculos persistentes. A taxa de concepcdo dos
animais que ovularam foliculos persistentes foi de apenas 26%. Pereira et al.
(2012), trabalhando com vacas holandesas de alta produgcdo observaram
aumento na taxa de concepgao de 18% para 32% quando se aumentou o proestro
de dois para trés dias, considerando a PGF,, administrada no D8 ou no D7 do

protocolo, respectivamente.

2.4 Uso de estradiol nos protocolos de sincronizacio

O estradiol ¢ um horménio esteroide produzido, principalmente, nos
foliculos dominantes, nos ovarios, por uma série de enzimas que convertem o
colesterol em estradiol. A expressdo de estro, a liberacdo de GnRH e de LH e a
expressdo de caracteristicas sexuais secundarias sdo algumas das fungdes do
estradiol. Alguns exemplos de estrogenos que sdo utilizados em programas de
reproducdo em bovinos de corte e de leite sdo: estradiol-17P, cipionato de

estradiol, benzoato de estradiol e valerato de estradiol. A diferenga entre esses
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tipos de estradiol ¢ principalmente o peso molecular e a meia vida na circulagdo
sanguinea (SOUZA et al., 2005). De acordo com esses autores, o estradiol-17f3
apresenta maior pico ¢ menor meia vida quando comparado ao cipionato de
estradiol e o benzoato de estradiol apresenta valores intermediarios para essas
mesmas variaveis.

O estradiol pode estimular ou inibir a liberacdo de gonadotrofinas,
dependendo da dose e das concentracdes sanguineas de P,. Em doses
fisiologicas e baixas concentragdes de P4, 0 estrogeno estimula a liberagdo de
LH para que ocorra a ovulagdo. Ao contrario, elevadas doses de estrogenos, na
presenca de elevadas concentragcdes de P4, bloqueiam as gonadotrofinas,
inibindo principalmente a produ¢ao e liberagdo de LH. Além disso, o estrogeno
¢ fundamental para a expressdo de receptores para ocitocina no endométrio, o
que ¢ importante no processo de liberagcdo de PGF,, para regressdo do corpo
lateo (MORAES; SOUZA; GONCALVES, 2002).

Protocolos de sincronizagdo que utilizam implantes ou dispositivos
contendo P, ou progestagenos associados ao tratamento com estradiol para
sincronizar a emergéncia de nova onda folicular e posterior ovulagdo para a
realizagio de IATF (BO et al., 1995) estdo sendo muito utilizados em fazendas
comercias no Brasil (BARUSELLI; SALES; SA FILHO, 2010; RODRIGUES et
al., 2010). A utilizagdo de estrogenos nesses protocolos baseia-se no
conhecimento de que, como mencionado acima, quando em presenca de Py, seja
endogena (produzida pelo CL) ou exdgena (liberada pelos dispositivos ou
implantes contendo P,), os estrégenos causam reducdo das concentracdes
sanguineas de FSH e LH provocando atresia dos foliculos dependentes
(BARUSELLI; SALES; SA FILHO, 2010).

Apesar de os protocolos de sincronizagio de estro que utilizam estradiol
e P4/progestageno ser efetivo em sincronizar as ovulagdes, estas sdo distribuidas

em um intervalo de aproximadamente 48 horas, o que pode comprometer os
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resultados de IATF. Por esse motivo, foram incorporados aos protocolos de
IATF os indutores da ovulag@o. Os farmacos utilizados para induzir a ovulagao
agem por retroalimentagdo positiva na liberagdo pulsatil de LH, por exemplo, os
estrogenos em baixas doses e 0 GnRH, ou agem diretamente nos receptores de
LH das células da granulosa dos foliculos, por exemplo, a hCG ¢ o LH
(GREGORY et al., 2009).

O LH e a hCG tém sua acdo iniciada logo apos a absor¢do e fazem com
que a ovulagdo ocorra em 24 a 26 horas apos a aplicagdo (BARUSELLI;
SALES; SA FILHO, 2010). Em relagio ao GnRH, apés sua aplicagio o pico de
LH ocorre em torno de 15 minutos. J& o benzoato de estradiol promove um pico
de LH em um intervalo de 16 a 30 horas apds sua aplicagdo (LAMMOGLIA et
al., 1998). O pico de LH quando se aplica o cipionato de estradiol ocorre entre
45 e 49 horas apds o tratamento (SALES et al., 2012). Dessa forma, o intervalo
entre a retirada do dispositivo de P4 ¢ a ovulagdo ¢ semelhante nos protocolos
em que se usa o cipionato de estradiol no momento da retirada do dispositivo de
P4 ou o benzoato de estradiol 24 horas apos.

Segundo McDougall et al. (1992), protocolos com o uso do benzoato de
estradiol apds o tratamento com P, resultaram em maior nimero de vacas
leiteiras que manifestaram estro, em comparagdo ao tratamento sem estradiol.
Um estudo com 1.386 vacas leiteiras em anestro demonstrou que o tratamento
com 2 mg de benzoato de estradiol, no inicio de um protocolo de oito dias com
um implante de P4, em compara¢do a um protocolo semelhante de seis dias com
um implante de P, sem a injecdo inicial de benzoato de estradiol, melhorou a
taxa de prenhez em 7,8% (MCDOUGALL, 2001). McDougall e Compton
(2005) trabalhando com vacas leiteiras em anestro, tratadas com um implante de
P, por oito dias, combinado com a aplicagdo de benzoato de estradiol no

momento da inser¢do do implante e um dia apds sua remog¢ao, observaram maior
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taxa de prenhez nas vacas tratadas comparadas as que ndo receberam tratamento
hormonal (55 vs 35%).

Cerri et al. (2004) trabalhando com 799 vacas holandesas em lactagdo
demonstraram aumento na taxa de prenhez, tanto nas vacas primiparas quanto
nas multiparas, quando usaram 1 mg de cipionato de estradiol como indutor de
ovulacdo em um protocolo de IATF, comparado ao grupo controle, em que os
animais foram inseminados apo6s a detec¢ao de cio induzido pela aplicagdo de
PGF,,. No dia 58 apds a IA, as taxas de prenhez foram 42,2% nas vacas
multiparas e 34,4% nas primiparas no tratamento com cipionato de estradiol,
comparado com apenas 20,8 ¢ 18,8% nas respectivas ordens de parto no grupo
controle. Em outro estudo, a taxa de concepg@o foi melhor em vacas de leite,
com produgdo média de 32 kg de leite/dia, que manifestaram estro antes da
inseminagdo em protocolos em que a segunda dose de GnRH foi substituida por
uma dose de cipionato de estradiol (GALVAO et al., 2004).

Alguns dos beneficios da suplementacdo de estrogeno no final de
protocolos de IATF foram relatados por Colazo et al. (2004), Hanlon et al.
(1996) e Souza et al. (2007). O tratamento com estradiol melhorou a expressao
de estro, melhorou a taxa de concepg@o em vacas que ovularam foliculos de 15 a
19 mm e em novilhas primiparas com escore de condi¢do corporal abaixo de 2,5.
Assim, a suplementacdo com 1 mg de benzoato de estradiol ou cipionato de
estradiol proximo do momento da inseminagdo artificial pode ser uma
abordagem para melhorar a fertilidade em protocolos de TATF em vacas

leiteiras.

2.5 Gonadotrofina corionica equina (eCG)

A baixa concentragdo sanguinea de P, no diestro estd relacionada com a

queda nos indices reprodutivos de vacas. Uma das maneiras de tentar reverter
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esse quadro seria aumentar a produgdo de P, pelo CL apds a ovulagdo. O
emprego da eCG nos protocolos de sincronizacdo de estro, com o intuito de
aumentar a taxa de ovulagdo e o tamanho do CL, tem sido bastante utilizado,
principalmente em animais em anestro e com baixo escore de condi¢ao corporal
(BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003).

A eCG ¢ um hormdnio glicoproteico produzido pelas células
trofoblasticas presentes nos calices endometriais de éguas prenhas (ALLEN;
MOOR, 1972). Possui duas subunidades chamadas de a. ¢ B ¢ tem agdo de LH ¢
FSH na mesma molécula em equinos e em outras espécies (BOUSFIELD et al.,
1996). A eCG parece ter efeito luteotrofico em equinos e outras espécies, sendo
possivel verificar aumento na concentra¢do sanguinea de progesterona apos o
aumento natural ou por aplicagdo de eCG exdégena (MURPHY; MARTINUK,
1991). A eCG possui meia-vida longa devido ao seu alto peso molecular, a
presenca de acido sidlico na molécula (MURPHY; MARTINUK, 1991) e ao fato
de a molécula de eCG ser carregada negativamente, dificultando a filtragdo
glomerular (LEGARDINIER et al., 2005). A grande meia-vida da eCG devido a
presenca do acido sialico foi demonstrada por Martinuk et al. (1991), quando
esses pesquisadores apds retirarem cerca de 80% do acido sidlico da molécula de
eCG, pela enzima neuraminidase, notaram que os niveis circulantes de eCG
tornaram-se basais 1 hora ap6s sua administragdo. Entretanto, no grupo controle,
altas concentragdes sanguineas de eCG estavam presentes até 120 horas apos o
tratamento.

O uso de eCG em protocolos de sincronizacdo de estros para IATF tem
demonstrado aumentar a taxa de ovulacdo e de prenhez (BARUSELLI et al.,
2004; SA FILHO et al., 2010a; SALES et al., 2011). O aumento na taxa de
prenhez talvez esteja relacionado ao aumento da taxa de ovulagdo e da
concentragdo plasmatica de P; no diestro, minimizando falhas no

reconhecimento materno (MANN; HARESIGN, 2001).
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Marques et al. (2003) trabalharam com 52 vacas de corte Y2 sangue e
observaram que os animais que receberam ¢CG no momento da retirada do
implante de P4, apresentaram maior concentragdo plasmatica de P, no diestro,
subsequente ao protocolo de sincroniza¢dao da ovulagdo, em comparagdo ao
grupo controle (8,6 ¢ 4,5 ng/mL, respectivamente). A aplicagdo de 400 UI de
eCG no momento da remocdo do dispositivo de P4, aumentou a taxa de prenhez
(38,8 vs 51,9%) de vacas de corte lactantes em anestro pos-parto, em
comparagdo as vacas que nao receberam a eCG (BARUSELLI et al., 2004).

Sa Filho et al. (2010b) verificaram em vacas Nelore lactantes que o uso
de 400 UI de eCG, no momento da retirada do implante de P, aumentou a taxa
de crescimento folicular (1,5 vs 0,5 mm/dia), o diametro do foliculo dominante
(11,4 vs 9,3 mm), as taxas de ovulacdo (80,8% vs 50,0%) e de prenhez (51,7%
vs 33,8%), em comparagdo as vacas que ndo receberam eCG. Em outro estudo,
novilhas de corte que receberam 400 Ul de eCG no momento da retirada do
implante de P, apresentaram aumento no diametro do foliculo dominante no
momento da IATF (10,6 vs 9,5 mm), na taxa de crescimento do foliculo
dominante (1,14 vs 0,64 mm/dia), na taxa de ovulagdo (94,4% vs 73,6%), no
didmetro do CL (15,5 vs 13,8mm), na concentragdo de P, cinco dias apos a IA
(6,6 vs 3,6 ng/ml) e na taxa de prenhez (50,0% vs 36,8%), comparadas as que
ndo receberam eCG (SA FILHO et al., 2010a). Sales et al. (2011) observaram
que vacas de corte tratadas com 300 UI de eCG no momento da remog¢ao do
dispositivo de P, apresentaram maior taxa de crescimento folicular entre a
retirada do dispositivo e a IATF quando comparadas as vacas que receberam
FSH e as do grupo controle (1,40 vs 0,90 vs 0,95 mm). O tratamento com eCG
resultou ainda em melhores taxas de ovulagdo (95,5 vs 56,4 vs 58,1%) e de
concepcao (71,6 vs 60 vs 61,5%) nas vacas com escore de condigdo corporal

(ECC) <2,75.
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Em vacas leiteiras poucos estudos foram realizados com o intuito de
avaliar o uso de eCG em protocolos de IATF, porém, os resultados relatados na
literatura mostram-se promissores. Souza, Viechnieski e Lima (2009) avaliaram
os efeitos de 400 UI de eCG e o tipo de estimulo ovulatério (GnRH ou cipionato
de estradiol) em protocolo de IATF em vacas ciclicas. Os autores observaram
aumento na taxa de concep¢do no grupo tratado com eCG + GnRH, em
comparagdo ao grupo sem o uso da eCG (33,8 vs 28,9%). O tratamento com
eCG tendeu a aumentar a concentragdo sérica de P, durante o diestro. Porém, o
uso de GnRH ou de cipionato de estradiol para indugdo da ovulagdo ndo
influenciou o volume do CL ou a concentragdo sérica de P,. Além disso, vacas
com ECC abaixo de 2,75 que ndo receberam eCG tiveram menor taxa de
concepcao (15,2%) comparadas as que receberam eCG (38%).

Em estudo com 72 vacas holandesas em anestro pos-parto, Martinez e
Sierra (2010) verificaram aumento na manifestacdo de estro (88,63 vs 67,86%),
na taxa de prenhez ao primeiro servico (51,28 vs 36,84%) e na taxa de
concepcao (48,31 vs 34,48%) nas vacas que receberam 400 Ul de eCG
juntamente com a retirada do implante de P, no oitavo dia do protocolo, em
comparagao as vacas que nao receberam a eCG.

Por outro lado, Ferreira et al. (2013), utilizando um protocolo a base de
estradiol e P4, sem administracdo de eCG ou com administragdo de 400 UI ou
600 UI de eCG no oitavo dia do protocolo, em vacas holandesas com produgdo
média de leite de 30,5 kg/dia, ndo encontraram diferenca no didmetro do foliculo
dominante (13,2 vs 14,2 vs 13,2 mm), na taxa de crescimento do foliculo
dominante (2,5 vs 3,9 vs 3,5 mm), na taxa de ovulacdo (86,7 vs 92,9 vs 90,9%),
na taxa de concepcdo (26,6 vs 24,4 vs 31,7%) e na concentracdo de progesterona
apos a IA. Dessa forma, o uso de 400 ou 600 Ul de eCG foi ineficiente em

alterar a dindmica folicular e luteal em vacas holandesas de alta producdo.
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2.6 Suplementacao com progesterona

Outra maneira de aumentar a concentragdo de P, no diestro ¢ a
suplementacdo direta de P, apos a IA. O estabelecimento ¢ a manutengdo da
gestagdo, bem como o crescimento embrionario em vacas estdo diretamente
relacionados a capacidade de secrecdo de P, pelo CL. A deficiéncia na produgao
desse hormdnio pode levar a perdas embrionarias (THATCHER et al., 1994).
Segundo Diskin et al. (2008), a baixa concentra¢do sanguinea de P, tem sido
fator causador de baixa taxa de prenhez em vacas leiteiras de alta producao.

A P, ¢ um componente-chave na complexa regulagdo do funcionamento
do sistema genital feminino. De modo geral, os locais de agdo mais importantes
da P, nos mamiferos ocorrem no utero e nos ovarios, na glandula mamaria e no
sistema nervoso central, no qual modula sinais requeridos para o comportamento
de receptividade sexual e secregdo de GnRH (ROBINSON, 1995).

O ovario ¢ o principal local de sintese e secre¢do de estrogenos e P4 em
mamiferos, promovendo flutuagdes ciclicas nas concentracdes desses hormdnios
na circulagdo. A P, é o principal horménio produzido pelo CL (GRAHAM,;
CLARKE, 1997). Na auséncia de fertilizagdo dentro de um a dois dias, o CL
continuara a crescer por mais duas semanas, seguido da regressdo da glandula,
com concomitante queda da produgdo de P,. Se a fertilizagdo ocorrer, o CL
continua a crescer e a exercer seus papéis fisiologicos (STOUFFER, 2006).

Durante os estdgios iniciais da gestacdo, a P, melhora o
desenvolvimento do embrido, a producdo de interferon-tau e regula o
desenvolvimento do mecanismo luteolitico (GEISERT et al., 1992). No inicio da
gestacdo, o embrido deve inibir o desenvolvimento do mecanismo luteolitico por
meio da secrecdo de uma proteina, interferon-tau, para manter a secrecdo de Py
pelo CL e possibilitar o seu desenvolvimento (ROBINSON et al., 1999). O

interferon-tau comega a ser produzido pelas células trofoblasticas embrionarias
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a partir do dia 12 de gestacdo em bovinos e atinge o pico por volta dos dias 15-
17 (FARIN et al., 1990), quando ocorre o reconhecimento materno da gestagao.
O efeito antiluteolitico do interferon-tau resulta da inibicdo da expressdo dos
receptores de ocitocina nas células endometriais, que consequentemente inibe a
secrecao de PGF,, (DEMMERS; DERECKA; FLINT, 2001). Segundo Thatcher,
Meyer e Danet-Desnoyers (1995), o fator mais importante no reconhecimento e
manutencdo da gestacdo em vacas ¢ o interferon-tau.

Provavelmente, a concentragdo de P, por volta do momento do
reconhecimento materno, exerce importante papel no estabelecimento da
prenhez (KENYON et al., 2013). Em animais cobertos que subsequentemente
sofrem luteolise, as concentragdes de P, tanto no plasma quanto no leite sdo
menores durante a segunda metade da fase luteal (10 a 17 dias apds a [A) do que
em vacas que se tornam gestantes (LAMMING; DARWASH; BACH, 1989).
Esses achados sugerem que a concentracdo plasmatica de P4 pode ser fator vital
na determinacdo do sucesso ou falha da gestagdo. Entretanto, permanece por ser
determinado se essa diferenca na concentracdo sanguinea de P4 é resultado de
fatores que levam a falha da gestacdo ou se é a causa da perda embrionaria
precoce (MANN; LAMMING, 1995).

Um trabalho com novilhas holandesas receptoras avaliou a relagdo da
taxa de prenhez com a concentragdo de P4 no dia da transferéncia de embrides. A
taxa de prenhez foi de 20% nas novilhas com concentragdo sérica de P4 menor
do que 2,0 ng/mL, de 72% nas novilhas com P4 entre 2,0 e 5,0 ng/mL e de 60%
nas com P4 acima de 5,0 ng/mL (REMSEN; ROUSSEL, 1982). No entanto,
Farin e Farin (1995) trabalhando com embrides produzidos in vivo e in vitro e
transferidos para novilhas receptoras, observaram que as novilhas que tiveram
perda da prenhez até o sétimo més de gestagdo apresentaram concentracao
média de P4 de 5,8 ng/mL no dia da transferéncia, enquanto as novilhas que

mantiveram a prenhez apresentaram concentragdo média de P4 de 4,0 ng/mL.
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Mann e Lamming (2001) verificaram que o grupo de vacas holandesas,
que apresentou menor desenvolvimento embrionario 16 dias apds IA, teve baixa
concentragdo de P4 apds a ovulagdo (1,0 ng/mL), e concentragdo de interferon-
tau indetectavel, comparadas as vacas que tiveram um bom desenvolvimento
embriondrio. Em um estudo em que foram coletadas amostras de sangue de
vacas de leite na quinta semana ap6s 1A, 50% das vacas com concentracdo de Py
< 2,8 ng/mL abortaram antes da nona semana de gestacdo ¢ 95% das vacas que
mantiveram a gestagdo apresentaram concentracdo de P, de 6 ng/mL
(STARBUCK; DAILEY; INSKEEP, 2004).

Kenyon et al. (2013) trabalhando com vacas holandesas em lactagdo
demonstraram que, nas vacas prenhas no dia 63 apds A, a concentragdo minima
de P, entre os dias zero e sete e entre os dias sete e 14 apds a IA foi de 2,71
ng/mL e 1,48 ng/mL, respectivamente. Nesse mesmo trabalho, vacas com
concentragdo de P, abaixo de 5,0 ng/mL no dia 14 apds a IA tiveram maiores
perdas embrionarias entre os dias 28 e 42 ap6s IA.

Varios trabalhos t€m sido desenvolvidos no sentido de tentar aumentar a
taxa de gestacdo em bovinos por meio da administragdo de P4. Alguns estudos
ndo obtiveram resultados satisfatérios (BULMAN et al., 1978; MACMILLAN;
PETERSON, 1993; STEVENSON et al, 2007), ao passo que outros
conseguiram elevar significativamente a taxa de gestagdo (JOHNSON, 1958;
ROBINSON; LESLIE; WALTON,1989).

Em vacas de corte, Garrett et al. (1988) demonstraram que o tratamento
com 100 mg de P, injetavel nos dias um a quatro apos a IA resultou em aumento
na concentragdo sérica de P, nos dias dois a cinco apos a TA (3,40 ng/mL),
comparado as vacas-controle (1,22 ng/mL). Além disso, o tratamento com P,
aumentou o comprimento do concepto (37,3 vs 3,8mm). O comprimento do
concepto variou de 1 a 13 mm no grupo controle comparado com 3 a 119 mm no

grupo tratado com Ps. A producdo de interferon-tau no dia 14 apoés a IA foi
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maior no grupo tratado (15,2 vs 8,26 mg). Carter et al. (2008) usaram um
implante contendo 1,55g de P, no 3° dia apds a IA em novilhas de corte e
observaram aumento na concentragdo sanguinea de P4 até o 8° dia apds a IA. A
elevacdo na concentragdo de P4 foi associada ao aumento no comprimento do
embrido no grupo tratado nos dias 13 (2,24 vs 1,15 mm) e dia 16 (14,06 vs 5,97
cm) apds a [A em comparagdo ao grupo ndo tratado. Clemente et al. (2009)
transferiram embrides de sete dias produzidos in vitro para novilhas de corte
receptoras tratadas (n=9) ou ndo tratadas (n=9) com implante contendo 1,55 g de
P, no 3° dia apds o estro. A elevagdo na concentragdo de P, antes da
transferéncia do embrido no dia sete resultou em aumento significativo no
comprimento do embrido no dia 14 nas receptoras tratadas, comparadas as
receptoras nao tratadas (15,4 vs 4,27 mm).

Johnson (1958 citado por LONERGAN, 2011), verificou aumento na
taxa de prenhez em vacas que receberam 100 mg de P, injetdvel nos dias dois,
trés, quatro, seis e nove apds a IA, comparadas as do grupo controle (68 vs
42%). Robinson, Leslie e Walton (1989), trabalhando com vacas holandesas,
relataram maior taxa de prenhez aos 55 dias apds IA nas tratadas com implante
contendo 1,55 g de P, entre os dias cinco e 12 apds a A (60,7%) ou entre os dias
10 e 17 (59,2%), comparadas as do grupo controle (30%).

Stevenson et al. (2007) trabalharam com 2.852 vacas leiteiras de cinco
rebanhos e verificaram os efeitos de varios tratamentos ap6s a IA na fertilidade,
incluindo o uso de GnRH, hCG ou implante contendo 1,38g de P4. O tratamento
com implante de P, tendeu a aumentar a taxa de concep¢do somente em dois
rebanhos (50,1 vs 31,7%; rebanho 1 e 40,3 vs 26,9%; rebanho 3) e diminui em
um rebanho (23,4 vs 33,8%; rebanho 4). Em outro estudo, 398 vacas holandesas
em lactagdo foram sincronizadas com o protocolo Ovsynch convencional ou
com um protocolo Ovsynch modificado (segundo GnRH aplicado 60h apos a

PGF2a), sem ou com suplementagdo de P, a partir do 4° dia apds a IA por 14
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dias (Forro et al., 2012). A suplementagdo de P, foi feita por meio de implante
intravaginal. Os autores observaram uma tendéncia de aumento na taxa de
concepcao nos animais que receberam suplementagdo de P4, comparadas as do
grupo que ndo receberam P, independente do protocolo usado (44,8 vs 38,1%).
Ainda neste trabalho, os animais que receberam suplementacdo com Py
apresentaram valores mais altos de P, na circulagdo nos dias cinco (4,9 vs 2,6

ng/mL) e 18 (7,8 vs 6,3 ng/mL), ap6s a IA comparados aos do grupo nao tratado.

2.7 Hipoteses

Baseado nos trabalhos em que eCG e progesterona exogena foram
utilizados em bovinos de leite e de corte, as hipoteses sdo que a suplementagio
de eCG e de P4 aumentardo a concentragdo sanguinea de P4 e a taxa de prenhez e
reduzirdo a perda embrionaria em vacas holandesas submetidas ao protocolo de

TIATF a base de estradiol e P,.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A elevada concentragdo sanguinea de P, apds a IA € o ponto chave na
melhoria do estabelecimento e manutencdo da prenhez. Porém, as estratégias
para aumentar a concentra¢ao sanguinea de P, apds a inseminacdo artificial tém
levado a resultados variaveis em termos de aumento da taxa de prenhez. Essa
variag@o pode ser devido a categoria de animal tratado (novilhas, vacas de leite e
vacas de corte lactantes e ndo lactantes), a condigdo corporal, a ciclicidade e as
concentragoes endogenas de P, no momento do inicio do protocolo de IATF.
Com isso, mais trabalhos nessa area sdo necessarios a fim de identificar

combinagdes entre tratamentos e as categorias de animais tratados.
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ARTIGO

Estratégias para aumentar a concentracio sérica de progesterona no inicio
do desenvolvimento embrionario de vacas holandesas submetidas a
inseminacio artificial em tempo fixo
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RESUMO

A concentragdo sérica de progesterona e as taxas de prenhez e de perda
embrionaria foram avaliadas em vacas leiteiras submetidas ao protocolo de
inseminagao artificial (IA), em tempo fixo a base de estradiol e progesterona (Py)
e tratadas com gonadotrofina coridnica equina (eCG) e/ou P4 injetavel. O
protocolo de sincronizag¢do consistiu no uso de um implante de P4 por oito dias,
administragdo de benzoato de estradiol no dia de inicio do protocolo (D0), de
PGF,, no D7 ¢ de cipionato de estradiol no D8. A TA foi realizada em tempo
fixo no D10. No D8 do protocolo as vacas foram alocadas aleatoriamente a um
de quatro tratamentos em delineamento fatorial 2x2: Grupo controle — sem eCG
e sem Py (n=104); Grupo eCG — 400 UI de eCG no momento da retirada do
dispositivo de progesterona (n=93); Grupo P4, — 600 mg de P, no terceiro dia
apods a IA (n=106); Grupo eCG + P, — 400 Ul de eCG e 600 mg de P, (n=95). A
concentragdo sérica de P, foi quantificada nos dias trés, quatro e 13 apds a IA.
As vacas foram examinadas por ultrassonografia 32 dias ap6s a IA para
diagnoéstico de gestagdo e aos 46 dias para avaliagdo de perda embrionaria. A
interagdo entre eCG e P, injetavel ndo foi significativa (P>0,05) na anéalise de
qualquer das variaveis. A administracdo de eCG ndo resultou em aumento da
concentragdo sérica de P, e da taxa de prenhez e ndo reduziu a perda embrionaria
(P>0,05). O uso de P4 injetavel trés dias apés a IA aumentou (P<0,01) a
concentragdo sérica de P, 24 horas apds a administracio em comparagao as
vacas ndo tratadas (3,43+0,23 vs 1,224+0,50 ng/mL), mas esse efeito ndo foi
observado no dia 13 apés a IA (P>0,05). O tratamento com P, injetavel ndo
influenciou as taxas de prenhez e de perda embrionaria (P>0,05). Em conclusao,
a adi¢do de 400 UI e/ou 600 mg de P, no protocolo de IATF foi ineficiente em
aumentar a taxa de prenhez ou diminuir a perda embrionaria.

Palavras-chave: Eficiéncia reprodutiva. Taxa de prenhez. Suplementacdo de
progesterona. Corpo luteo.
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ABSTRACT

Serum concentrations of progesterone and pregnancy rates and
embryonic loss were evaluated in dairy cows submitted to the protocol for
artificial insemination (AlI) fixed-time base to estradiol and progesterone (Py)
and treated with equine chorionic gonadotropin (eCG) and/or P, injection. The
synchronization protocol consisted in an implant use P, per eight days,
administration of estradiol benzoate on the initiation day of the protocol (DO0), of
PGF,, on D7 and estradiol cypionate on DS. The Al was performed at fixed time
on D10. On D8 of the protocol cows were randomly allocated to one of four
treatments in a 2x2 factorial: Control group - without eCG and without P, (n=
104); Group eCG - 400 IU of eCG at progesterone device removal (n= 93);
Group P4 - 600 mg of P, on the third day after Al (n= 106); Group eCG + P, -
400 IU of eCG and 600 mg of P4 (n= 95). The serum concentration of P, was
quantified on the days three, four and 13 after Al. Cows were examined by
ultrasonography 32 days after Al to pregnancy diagnosis and on day 46 for
evaluation of embryonic loss. The interaction between eCG and P, injection was
not significant (P>0.05) in the analysis of any variables. The administration of
eCG did not result in increased serum concentrations of P4 and pregnancy rate,
and did not reduce embryonic loss (P>0.05). The use of P, injection three days
after Al increased (P>0.01) the serum concentration of P, 24 hours after
administration compared to untreated cows (3.4340.23 vs 1.22+0.50 ng/mL), but
this effect was not observed on day 13 after Al (P>0.05). The treatment with P,
injection did not influenced pregnancy rate and embryonic loss (P>0.05). In
conclusion, the addition of 400 IU and/or 600 mg of P4 in the protocol IATF
were ineffective in increasing the pregnancy rate and decrease embryo loss.

Keywords: Reproductive efficiency. Pregnancy rate. Progesterone
supplementation. Corpus luteum.



50

1 INTRODUCAO

A baixa fertilidade das vacas leiteiras de alta producdo pode ser
considerada de natureza multifatorial (CHEBEL et al., 2004). Dentre os varios
aspectos envolvidos, destaca-se a baixa concentragdo sanguinea de progesterona
(P4) nos primeiros seis dias apds a inseminagdo artificial (IA) (LONERGAN,
2011). Algumas estratégias podem ser utilizadas para aumentar a concentragao
de P4 apds a IA, incluindo as que aumentam a fung¢do enddgena do corpo luteo
(CL) existente (PULLEY et al., 2013), as que induzem a formac¢do de um CL
acessorio (STEVENSON et al.,, 2007) e as que aumentam a concentragdo
sanguinea de P, por meio da suplementacdo direta desse hormonio (FORRO et
al., 2012).

Nos ultimos anos, o uso de gonadotrofina coridnica equina (eCG) tem
sido avaliado como forma de melhorar a fertilidade de vacas e novilhas de leite
(SOUZA; VIECHNIESKI; LIMA, 2009) e de corte (SA FILHO et al., 2010a,
2010b; SALEs et al., 2011). A eCG tem atividade semelhante ao FSH ¢ ao LH,
estimulando o desenvolvimento folicular, o que resulta em maior tamanho e
capacidade esteroidogénica do CL, com consequente aumento na concentragao
sanguinea de P4 (PULLEY et al., 2013). Quando administrada no momento da
retirada do implante de P, em um protocolo de inseminacao artificial em tempo
fixo (IATF), a eCG aumentou (MARQUES et al., 2003; SA FILHO et al.,
2010a) ou tendeu a aumentar (SOUZA; VIECHNIESKI; LIMA, 2009) a
concentragdo sérica de P, apos a IA e aumentou a taxa de prenhez (MARTINEZ;
SIERRA, 2010; SA FILHO et al., 2010a, 2010b; SALES et al., 2011; SOUZA;
VIECHNIESKI; LIMA, 2009). Porém, outros autores ndo observaram melhora
da fertilidade de vacas holandesas tratadas com eCG (FERREIRA et al., 2013).

A suplementagdo direta de P, ap6s a IA também tem sido avaliada como

estratégia para aumentar a taxa de concepg¢do e diminuir a perda embriondria
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precoce. A administragdo de P, exogena por meio da utilizagdo de implante
intravaginal de P, durante a fase lutea apds a IA resultou em aumento da
concentragdo sanguinea de P, (MACMILLAN; PETERSON, 1993;
ROBINSON; LESLIE; WALTON, 1989), contudo, resultados inconsistentes
foram observados quanto a taxa de concep¢do (FORRO et al., 2012;
MACMILLAN; PETERSON, 1993; ROBINSON; LESLIE; WALTON, 1989;
STEVENSON et al., 2007). Por outro lado, vacas que receberam suplementacgao
de P4 injetavel apds a cobertura tiveram aumento no comprimento do embrido
(GARRETT et al., 1988) e na taxa de prenhez (JOHNSON, 1958 citado por
LONERGAN, 2011). Uma meta-analise de 17 estudos com suplementacao de P4
apo6s a IA indicou que o tratamento durante a primeira semana, apds a IA
aumentou a taxa de concepcao, porém esse efeito ndo foi observado quando o
tratamento foi realizado na segunda ou terceira semana apés IA (MANN;
LAMMING, 1999).

A associagdo da eCG e a P, injetavel podem apresentar efeitos aditivos
que aumentam a concentra¢do sanguinea de P, apds IA e a taxa de prenhez. A
utilizagdo de uma alta e tnica dose de P4 injetavel (600 mg) merece ser avaliada,
ja& que esse tratamento pode diminuir o manejo reprodutivo nas fazendas,
comparativamente ao uso de doses menores (100 mg) por varios dias
(GARRETT et al., 1988). Diante disso, a hipotese do presente estudo foi que o
aumento da concentragdo sanguinea de P, em vacas leiteiras pode melhorar a
taxa de prenhez e diminuir a perda embrionaria. Os objetivos foram avaliar os
efeitos da suplementacdo de eCG e P, injetavel, isoladamente ou em conjunto,
sobre a concentracdo sérica de P4, as taxas de prenhez e perda embrionaria de
vacas leiteiras submetidas ao protocolo de sincronizagdo da ovulagdo a base de

estradiol e progesterona.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e manejo

O experimento foi realizado entre marco e julho de 2013 em dois
rebanhos leiteiros comerciais mantidos em sistema Free-stall, localizados no
sudeste do Brasil. Foram utilizadas 329 vacas holandesas, nas quais foram
realizados 398 protocolos, sendo 237 em primiparas e 161 em multiparas. No dia
de inicio do protocolo as vacas apresentaram em média (+ EPM) 27,7+0,35 kg
de leite/dia, 137+4,66 dias em lactagdo, 3,0+0,02 unidades de escore de
condicdo corporal (ECC) e 3,0+£0,11 IA. Do total de protocolos realizados, 166
foram em vacas que receberam pelo menos uma inje¢do de rBST antes do inicio
do protocolo, e 255 em vacas que apresentaram pelo menos um CL no primeiro
dia do protocolo de sincronizagdo de estro.

Em ambas as fazendas as vacas foram submetidas a trés ordenhas diarias
e alimentadas com racdo total a base de silagem de milho, milho, polpa citrica,
farelo de soja e nicleo mineral e vitaminico, formulada para atender ou exceder
as exigéncias nutricionais de vacas leiteiras lactantes. Dentro de cada fazenda as
vacas foram manejadas como um grupo unico e nao houve diferenga no manejo
nutricional ou em qualquer outra pratica de manejo. Os procedimentos com os
animais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso Animais CEUA da

Universidade Federal de Lavras — UFLA (protocolo 037/12).

2.2 Mensuracio da producio de leite e avaliacdo da condicio corporal

A produgdo de leite mais proxima do inicio do protocolo de
sincronizacdo de estro em cada vaca foi utilizada para avaliar a influéncia da
produgdo na resposta aos tratamentos. O nimero de dias da pesagem de leite em

relac@o ao inicio do protocolo foi em média (+ EPM) de 7,1 + 0,2 dias.
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O ECC foi avaliado por trés avaliadores independentes, por observacao
visual em escala de 1 a 5, sendo 1 representativo de emaciada e 5 representativo
de gorda (WILDMAN et al., 1982), no dia do inicio do protocolo hormonal. Foi

considerada a média do ECC dos trés avaliadores.

2.3 Delineamento experimental

As vacas com dias em lactagdo (DEL) > 35, que ndo estavam gestantes
da ultima inseminagdo, sem patologias reprodutivas (infeccdo uterina, cistos
foliculares, e aderéncias nos ovarios e/ou no utero), com ECC > 2,25 e sem
problemas de locomogdo foram submetidas a um protocolo de sincroniza¢do da
emergéncia folicular e ovulagdo para IATF (Figura 1). Em dia aleatorio do ciclo
estral (DO0), todos os animais receberam 2 mg de benzoato de estradiol
(Sincrodiol®, Ouro Fino Saude Animal, Cravinhos, Brasil), via im. e um
dispositivo intravaginal contendo 1 g de P, (Sincrogest®, Ouro Fino Saude
Animal, Cravinhos, Brasil). No dia 7 (D7), as vacas receberam 0,530 mg de
cloprostenol soédico (Sincrocio®, Ouro Fino Satide Animal, Cravinhos, Brasil),
via i.m. No dia 8 (D8), o dispositivo intravaginal foi removido e administrou-se
im. 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Pfizer Satide Animal, Sdo Paulo,
Brasil). Nesse momento as vacas foram alocadas aleatoriamente dentro de cada
fazenda a um de quatro tratamentos, em um delineamento fatorial 2x2:

Grupo controle - aplicagdo de solugdo salina (i.m.) no momento da
retirada do dispositivo de progesterona e no 3° dia apos a IA (n=104).

Grupo eCG - aplicacdo de 400 Ul (i.m.) de eCG (SincroeCG, Ouro
Fino Satide Animal, Cravinhos, Brasil) no momento da retirada do dispositivo
de progesterona e de solugdo salina (i.m) no 3° dia apds a IA (n=93).

Grupo P, - aplicagdo de solucao salina (i.m) no momento da retirada do

dispositivo de progesterona e de 600 mg (i.m.) de progesterona injetavel
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(Sincrogest injetavel Ouro Fino Saude Animal, Cravinhos, Brasil) no 3° dia apds
a IA (n=106).

Grupo eCG + P, - aplicacdo de 400 Ul (i.m) de eCG no momento da
retirada do dispositivo de progesterona e aplicagio de 600 mg (i.m) de
progesterona injetavel no 3° dia apds a IA (n=95).

A inseminagdo artificial (IA) foi realizada 48h apds a retirada do

dispositivo de progesterona.

CE
+
BE PGFZu 400 UI eCG
600 mg de
progesterona
. . IATF 1
Dias do periodo Implante de progesterona | 48 hs
experimental
0 7 8 10 11 12 13 14

Figura 1 Diagrama do protocolo de sincronizagdo do estro e ovulacdo, aplicagdo de eCG
e progesterona. BE= Benzoato de estradiol (2mg); PGF,,= prostaglandina 2a.;
CE-= cipionato de estradiol; eCG= gonadotrofina corionica equina

2.4 Coleta de sangue e analise de progesterona

Amostras de sangue foram coletadas de um subgrupo de vacas para
quantificacdo de progesterona sérica, imediatamente antes da aplicacdo da
progesterona injetavel (n=15/tratamento), as 24 horas apds a aplicagdo da
progesterona injetavel (n=15/tratamento) e no dia 13 apods IA (Controle e eCG:
n=39, P, ¢ eCG+P4: n=38). As amostras foram obtidas por punc¢do dos vasos
coccigeos em tubos de vidro de coleta a vacuo sem anticoagulante (Vacutainer,
Shandong Weigao Group Medical Polymer Co., Ltd). Apos a coleta, as amostras
foram imediatamente armazenadas em geladeira e centrifugadas (1.509 x g por
20 minutos) para obtengdo do soro, que posteriormente foi congelado a -20 °C

até o momento da analise hormonal para progesterona. O ensaio de progesterona
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foi realizado pela técnica de radioimunoensaio (RIA) em fase sélida, utilizando
kit comercial (Cout-a-Count® Siemens, Los Angeles, CA, USA). O coeficiente
de variagdo intraensaio alto foi 4,46% e o baixo 0,39%, respectivamente. Em 30
amostras coletadas antes da aplicacdao de progesterona injetavel (Controle: n=6,
eCG: n=8, P;: n=9, eCG+P4: n=7) houve contaminacdo e os dados dessas

amostras ndo foram incluidos nas analises estatisticas

2.5 Diagnostico de gestacao

As vacas foram examinadas por ultrassonografia com transdutor linear
de 5,0 MHz (Chison 600 VET, Chison Medical Imaging Co., Ltd., China) no dia
32 apos a IA para diagnostico de gestacdo. As vacas com diagndstico de prenhez
positivo aos 32 dias foram submetidas a novo exame aos 46 dias para avaliacao
de perda embrionaria. A taxa de prenhez aos 32 e aos 46 dias em cada
tratamento foi calculada como o numero de vacas diagnosticadas gestantes em
relagdo ao numero de vacas inseminadas. A taxa de perda embriondria foi
calculada como o numero de vacas ndo gestantes aos 46 dias em relagao aos 32

dias.

2.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Sistema de Andlise
Estatistica para Windows (SAS INSTITUTE, 2001). Os dados continuos
(concentragdo sérica de P4) foram testados quanto a normalidade dos residuos e
analisados por meio do procedimento UNIVARIATE (transformados quando
necessario) e submetidos ao teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade das
variancias. O procedimento GLM com ajuste do teste de Tukey foi utilizado
para determinar diferencas significativas entre os grupos. O modelo estatistico

utilizado incluiu efeitos de eCG, P4, tempo e interagdes. Nas analises estatisticas
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dos dados binomiais, as variaveis incluidas inicialmente nos modelos foram eCG
(com eCG e sem eCG), P, (com P, e sem P,), fazenda, ordem de parto, ECC,
dias em leite, producdo de leite, repeat breeder (vacas com mais de trés [A), uso
de rbST e presenga de CL no primeiro dia do protocolo de sincronizagdo, més da
IATF e suas interagdes. Os dados foram analisados por regressdo logistica
multivariada, utilizando o procedimento LOGISTIC do SAS. As variaveis foram
removidas por eliminacdo backward, com base no critério estatistico de Wald
quando P<0,20. Variaveis incluidas no modelo final para analise da taxa de
prenhez aos 32 dias foram eCG, P,, més da IATF e interagdes. Odds ratio
ajustada (AOR) e intervalo de confianca de 95% (IC) foram gerados durante a
regressdo logistica. Os resultados sdo apresentados como propor¢des ¢ AOR.
Variaveis incluidas no modelo final para analise da taxa de prenhez aos 46 dias
foram eCG, P;, més da IATF, ECC, repeat breeder e interagdes. Variaveis
incluidas no modelo final para analise de perda embrionaria foram e¢CG, P4, CL
no primeiro dia do protocolo de sincronizagdo, repeat breeder e interagdes. As
taxas de prenhez e de perda embrionaria foram analisadas usando o
procedimento GLIMMIX do SAS. Diferencgas significativas foram indicadas por
uma probabilidade de P<0,05. Os dados continuos sdo apresentados como média

+ EPM e dados binomiais s3o apresentados como porcentagem.
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3 RESULTADOS

Nao houve interacdo entre os tratamentos com eCG, P, injetavel e o
momento da coleta de sangue (P=0,49), entre o tratamento com eCG e o
momento da colheita de sangue (P=0,84) e entre os tratamentos com eCG e P,
injetavel (P=0,94) na concentragdo sérica de P4s. Além disso, ndo se verificou
efeito do tratamento com eCG (P=0,17) na concentracdo sérica de P4 nos
diferentes dias avaliados. No entanto, as vacas tratadas com P, injetavel no
terceiro dia apos a IA apresentaram maior concentragdo sérica de P4 (Interagdo
tratamento com P, injetdvel ¢ momento da coleta de sangue; P<0,01) 24 horas

apos o tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 Concentragdo sérica de progesterona (média+erro-padrao) nos dias trés,
quatro e 13 apo6s 1A

Momento da colheita de sangue apos a IATF

3° dia apos IA 4°dia apos [A 13° dia apos [A "
Gonadotrofina
Sem eCG 0,54+0,07 (15) 2,2240,29 (30) 4,244+0,23 (71) 0,17
Com eCG 0,90+0,15 (15) 2,4340,26 (30) 4,81+0,24 (76)
Progesterona
Sem P, 0,68+0,12 (16) 1,22+0,15° (30) 4,36+0,23 (75) 0,01"
Com P, 0,77+0,14 (14) 3,43+0,23% (30) 4,6940,25 (75)

“® Dentro de tratamento, médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna
diferem entre si. *Interacdo entre P, injetdvel e momento da colheita de sangue.

Nao houve interacdo entre os tratamentos (¢CG e P,) e a varidvel
explanatoria (Més da IATF; P>0,05) na taxa de prenhez aos 32 dias de gestagdo.
Além disso, ndo houve interagcdo entre os tratamentos com eCG e Py injetavel

(P=0,11; Tabela 2) e ndo houve efeito de tratamento com eCG (P=0,28) ou P,
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injetavel (P=0,60) na taxa de prenhez aos 32 dias. O més em que a IATF foi

realizada ndo alterou a taxa de prenhez aos 32 dias de gestagdo (P=0,13).

Tabela 2 Risco de prenhez aos 32 dias em vacas holandesas sincronizadas com
protocolos a base de estradiol e progesterona e tratadas com eCG e ou

progesterona
. Taxa de prenhez no dia 32 OR Ajustada
Varidvel % (n/n) (95% IC)’ P
Gonadotrofina
sem eCG 35.7 (75/210) Referéncia~  0.28
eCG 30.9 (58/188) 0.78 (0.51-1.19)
Progesterona
sem P, 31.5 (62/197) Referéncia™  0.60
P, 35.3 (71/201) 1.16 (0.75-1.79)

*OR = odds ratio; CI = intervalo de confianca.
Referéncia = Grupo referéncia para taxa de risco ajustada.

Nao houve interagdo entre os tratamentos (eCG e P,) e as variaveis
explanatorias (P>0,05) na taxa de prenhez aos 46 dias de gestagdo e na perda
embrionaria entre 32 ¢ 46 dias de gestacdo. Além disso, ndo houve interagdo
entre os tratamentos com ¢CG e P, injetdvel na taxa de prenhez aos 46 dias
(P=0,06) e na perda embrionaria entre 32 e 46 dias de gestagdo (P=0,35; Tabela
3). Ainda, ndo houve efeito de tratamento com eCG (P=0,44) ou P, injetavel
(P=0,87) na taxa de prenhez aos 46 dias e na perda embrionaria (eCG, P=0,35;
P4 P=0,29). Por fim, ndo houve efeito das variaveis explanatdrias que entraram
no modelo para analise da taxa de prenhez aos 46 dias (més da IATF, P=0,12;
Repeat breeder, P=0,16; ECC, P=0,12) e da perda embrionaria (Repeat breeder,
P=0,21; CL no DO, P=0,07).



59

Tabela 3 Taxa de prenhez no dia 46 e taxa de perda embrionaria em vacas
holandesas sincronizadas com protocolo a base de progesterona e
estradiol e tratadas com eCG e ou progesterona

Taxa de prenhez no dia 46 Taxa de perda embrionaria

Variavel % (n/n) P % (n/n) P
Gonadotrofina

sem eCG 31.4 (66/210) 0.44 12.0 (9/75) 0.29
eCG 28.7 (54/188) 6.9 (4/58)
Progesterona

sem P, 28.9 (57/197) 0.87 8.1(5/62) 0.35

P, 31.3 (63/201) 11.3 (8/71)
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4 DISCUSSAO

A administragdo de 400 Ul de eCG no momento da retirada do
dispositivo intravaginal de P, ndo resultou em aumento da concentragdo sérica
de P, apos IA e ndo foi efetivo em aumentar a taxa de prenhez. Esses resultados
estdo de acordo com os obtidos em vacas holandesas de alta producdo tratadas
com 400 UI de eCG trés dias antes da [A (PULLEY et al., 2013) ou com 400 UI
ou 600 Ul de eCG no momento da remog¢do do implante intravaginal de Py
(FERREIRA et al., 2013). Ferreira et al. (2013) sugeriram que vacas de alta
produgdo, sendo alimentadas com dieta de alta energia para suportar a producio
de leite, parecem ndo se beneficiarem com a adi¢do de gonadotrofina. De fato, a
ovulagdo do primeiro foliculo dominante pés-parto ocorre em 75% das vacas
bem alimentadas (SAVIO et al., 1990) e a incidéncia de anestro ¢ maior em
vacas com baixo consumo de energia comparadas as alimentadas com dietas de
alta energia (WILTBANK; GUMEN; SARTORI, 2002). Segundo Gumen,
Guenther e Wiltbank (2003), a maioria das vacas nos sistemas com boa
alimentag@o possui foliculos que sdo maiores do que o tamanho necessario para
a divergéncia folicular, o que sugere aporte suficiente de LH para sustentar o

crescimento do foliculo até a ovulagao.

Pesquisas sugerem que a eCG ndo tem efeito na fertilidade de vacas
leiteiras com ECC acima de 2,75 (SOUZA; VIECHNIESKI; LIMA, 2009),
assim como em vacas de leite e de corte que apresentam CL no inicio do
protocolo de sincronizacdo da ovulacdo (BARUSELLI et al., 2003; BRYAN et
al., 2010; CUTAIA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004). Porém, nas vacas
em anestro, os efeitos positivos da eCG estdo bem estabelecidos (BARUSELLI

et al., 2004; MARTINEZ; SIERRA, 2010). Segundo Viscarra et al. (1998),
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animais com bom ECC apresentam alta taxa de ciclicidade, o que dispensa o uso
de eCG. Santos, Rutigliano e Sa Filho (2009) relataram que vacas leiteiras com
ECC <£2,75, que representam mais da metade de todas as vacas que ndo iniciam
a ciclicidade até 70 dias apds o parto, apresentam maior risco de serem
anovulatorias e que o aumento do ECC até o momento da IA esta associado ao
maior risco de concepcdo. Esse grupo de vacas se beneficiou com o uso da
mesma dosagem de eCG utilizada neste trabalho, apresentando aumento da taxa
de concepcao.

A melhora na taxa de concepgdo em resposta ao tratamento com eCG,
provavelmente, estd relacionada ao maior crescimento final do foliculo em vacas
com deficiéncia energética (YAVAS; WALTON, 2000), ao aumento na taxa de
ovulacdo e a maior concentragdo sanguinea de P, ap6s a IA (BARUSELLI et al.,
2004), minimizando falhas no reconhecimento materno da gestacio (MANN;
HARESIGN, 2001). E provéavel que, nesse experimento, o uso de eCG néo tenha
resultado em aumento na taxa de prenhez, em comparagdo aos animais nao
tratados, porque no inicio do protocolo de sincronizacdo as vacas que receberam
eCG apresentaram ECC de 3,00+0,03 e 63,8% possuiam CL.

O aumento da concentragdo sérica de P, apos o tratamento com P, neste
trabalho concorda com os de varios trabalhos em que a suplementagdo com P,
injetavel ou com implantes de P4 apos IA resultou em aumento da concentragdo
sanguinea desse hormonio apds o tratamento (CARTER et al., 2008;
CLEMENTE et al., 2009; FORRO et al., 2012; GARRETT et al.,1988). Garrett
et al. (1988) utilizando a P, injetavel e Forro et al. (2012) utilizando implante de
P4 apds a IA observaram aumento de cerca de 2 ng/mL 24 horas ap6s o inicio do
tratamento, conforme o observado no presente trabalho.

Vacas de leite de alta produgdo possuem alto metabolismo dos
esteroides no figado, ocasionado pelo maior fluxo sanguineo porta-hepatico

(SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002; SANGSRITAVONG et al., 2002;
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WILTBANK et al, 2001). Wiltbank et al. (2001) relataram que o fluxo
sanguineo hepatico em vacas lactantes foi duas vezes maior do que nas ndo
lactantes, reduzindo a concentragdo sanguinea de esteroides em 25% durante o
ciclo estral. Da mesma forma, Sangsritavong et al. (2002) observaram maior
fluxo sanguineo hepatico e menor concentracdo sanguinea progesterona em
vacas lactantes do que em vacas ndo lactantes. Neste trabalho, a producdo de
leite teve média de 27,7 kg/dia, sugerindo elevado fluxo sanguineo hepatico e
metabolizagdo de esteroides, ajuda a explicar o fato de que a concentragio sérica
de P4no dia 13 ap6s IA nas vacas tratadas com P, injetavel nao foi maior do que
nas nao tratadas.

Em um estudo recente Kenyon et al. (2013) foi observado que a prenhez
pode ser estabelecida com aumento da concentragdo de P, entre a IA e sete dias
apos > 2,71 ng/mL e > 1,48 ng/mL do dia sete ao dia 14 apds a [A. Entretanto, a
prenhez é menos provavel de ser mantida se a concentragdo de P4 no dia 14 for <
5,0 ng/mL. No presente trabalho, apesar de ter tido um aumento significativo de
cerca de 2 ng/mL na concentragdo sérica de P4 no dia seguinte a aplicacdo de P,
injetavel, a P4 sérica foi menor que 5 ng/mL no dia 13 nas vacas tratadas e ndo
tratadas com P,4. Essa observacao pode estar relacionada a auséncia de efeito do
tratamento com P, injetavel sobre taxa de prenhez.

Arndt et al. (2008) também ndo observaram efeito da suplementagdo
com P4, na forma de implante intravaginal por 14 dias ap6s a A, sobre a taxa de
prenhez, contudo, a concentracao sanguinea de P, ap6s o tratamento ndo diferiu,
o que ajuda a explicar a auséncia de resultado em termos de taxa de prenhez. Por
outro lado, Johnson (1958 citado por LONERGAN, 2011), utilizando 100 mg de
P, injetavel nos dias dois, trés, quatro, seis, € nove apos a 1A, verificou aumento
na taxa de concepcdo nas vacas tratadas e Macmillan e Peterson (1993)
observaram melhor taxa de concep¢do em vacas tratadas com implante

intravaginal de P4 por sete dias, com inicio nos dias seis a oito apds a [A. Essas
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observacdes sdo consistentes com os resultados de uma meta-analise de 17
estudos sobre suplementacdo de P4, em que os tratamentos durante a primeira
semana ap6s a IA aumentaram a taxa prenhez, mas nenhum beneficio foi
observado quando os tratamentos foram administrados durante a segunda e
terceira semanas ap6s IA (MANN; LAMMING, 1999). Tendéncia de aumento
na taxa de concepcdo de vacas leiteiras suplementadas com P, na forma de
implante intravaginal por sete dias, com inicio entre quatro e nove dias apos IA,
foi também observado por Stevenson et al. (2007).

Apesar do tratamento com P, neste trabalho ter sido realizado no
momento correto, durante a primeira semana apds a IA, ndo houve melhoria da
taxa de prenhez. Tendo em vista o sucesso obtido em outros estudos nos quais o
tratamento com P, foi realizado por varios dias apds IA, é possivel que a
utilizagdo de uma Unica e alta dose de P, injetavel no terceiro dia apods a IA nao
seja efetiva em melhorar a taxa de prenhez. Assim, o tratamento de maior
duragdo ¢ com doses diferentes da testada neste trabalho merece ser avaliado.

Outra questdo diz respeito a maior concentragdo de P, no titero que pode
ser obtida com o uso de implantes intravaginais, em compara¢do ao tratamento
com P, injetavel. Cicinelli et al. (2000) relataram que a aplicagdo de P,
diretamente na vagina dobrou as concentracdo de P, na artéria uterina de
mulheres, em comparagdo a concentragdo de P, na artéria periférica. Além disso,
quando administradas em doses que resultaram em concentragdes periféricas
idénticas de P4, a concentragdo de P4 em células endometriais foi 10 a 20 vezes
maior ap6s a administracdo vaginal do que apds inje¢des intramusculares de Py.
Esses resultados indicam que o ttero e o embrido podem ser influenciados por
tratamento vaginal com P4 por meio de implantes, embora a concentrago
periférica de P, ndo seja tdo elevada. Os implantes podem ter aumentado a
concentragdo local de P4, 0 que resultou em melhoria da fertilidade, ao contrario

da P,injetavel.
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A melhor taxa de concepgdo em vacas suplementados com P4 pode ser
explicada pelo fato de que o aumento da concentragdo sanguinea de P, durante
os estagios iniciais de gestagdo aumenta o tamanho do concepto (CLEMENTE
et al., 2009; GARRETT et al., 1988). Maior tamanho do concepto esta
relacionado a maior produgdo de interferon-tau (LONERGAN, 2011) pelas
células trofoblasticas, impedindo o desenvolvimento do mecanismo luteolitico
(GEISERT et al., 1992) por meio da inibicdo da expressdo dos receptores de
ocitocina nas células endometriais, que, consequentemente, inibe a secrecdo de
PGF,, (DEMMERS; DERECKA; FLINT, 2001). Dessa forma, a P4 atua em fase
critica do desenvolvimento embrionario, minimizando falhas no reconhecimento
fetal.

Os efeitos positivos da concentragdo de P4 na qualidade embrionaria,
comprimento do embrido e producdo de interferon-tau podem ser indiretos pela
acao no epitélio endometrial e glandular (LONERGAN, 2011). Além disso, o
aumento da concentra¢do de P, e interferon-tau resultou em maior transcrigcao
dos genes relacionados ao transporte de glicose e frutose (FORDE et al., 2011).
Esses dados indicam que o aumento da concentragdo sanguinea de P, no inicio
da gestacdo aumenta a disponibilidade de nutrientes necessarios para o
desenvolvimento embrionario.

A perda embrionaria apés a concepgdo ¢ um fator significativo para a
reduzida taxa de prenhez nas vacas em lactagdo (SANTOS et al.,, 2004) e
tratamentos que resultam no aumento da concentragdo sanguinea de
progesterona no inicio da gestagdo t€m sido avaliados na tentativa de minimizar
esse problema (KENYON et al., 2013; LOPEZ-GATIUS et al., 2004). No
presente estudo, os tratamentos com e¢CG e com P, ndo melhoraram a
sobrevivéncia embrionaria entre o primeiro e segundo diagnostico de gestagao,
porém, as melhorias tendem a ocorrer muito cedo antes do primeiro diagndstico

de gestacdo. A maioria das mortes embrionarias ocorrem logo apos a fertilizagdo
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(SANTOS et al., 2004), com 30% até 7 dias, 40% entre o dia 8 ¢ 17, ¢ 24% entre
17 e 24 dias ap6s a IA (STEVENSON et al., 2007). Os tratamentos utilizados
podem ter reduzido a perda de prenhez em qualquer um desses periodos. A taxa
da perda de prenhez entre 30 e 45 dias de gestacdo ¢ de 0,85% ao dia ou de
12,8% (SANTOS et al., 2004), valores que coincidem com os encontrados neste

trabalho.
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4 CONCLUSAO

A adi¢do de 400 UI de eCG e/ou 600 mg de P, em protocolos de IATF
em vacas leiteiras ndo aumentou a taxa de prenhez e ndo reduziu a perda
embriondria. O tratamento com P, injetavel foi eficiente apenas em aumentar a
concentragdo de P, 24 horas apos a aplicagdo. A falta de efeitos positivos de
eCG no presente estudo pode ser explicado pela baixa porcentagem de vacas
com baixo ECC e em anestro. Mais trabalhos sdo necessarios para determinar

como e quando a aplicacdo de P4injetavel pode influenciar a taxa de prenhez.
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