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RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da administração de 150mg de progesterona injetável 

de longa ação (P4i) previamente ao protocolo de IATF na fertilidade e na dinâmica folicular 

de vacas Bos indicus e Bos taurus em anestro, e no diâmetro uterino e na expressão de 

receptores nas células endometriais de vacas Bos indicus em anestro pós-parto. Avaliou-se o 

efeito da exposição prévia à progesterona em substituição a eCG em protocolos de IATF. No 

estudo 1, animais foram divididos em 3 grupos (Controle, P4 e P4GnRH). Vacas dos grupos 

P4 e P4GnRH receberam P4i no D-10. No D0, vacas de todos os grupos receberam um 

protocolo de IATF. Nesse momento, administrou-se 10µg de buserelina nas vacas do grupo 

P4GnRH. Verificou-se diferença entre os grupos quanto ao FD no D0 (P=0,001), no D8 

(P=0,05) e na P/IA (P=0,01). No estudo 2, avaliou-se a P4i prévia ao protocolo de IATF em 

vacas Bos taurus lactantes. No D-10, as vacas foram divididas em grupo Controle e P4i. 

Verificou-se maior FD no D0 (P=0,01) e no D8 (P=0,08), além de maior P/IA nas vacas do 

grupo P4i (P= 0,03). No estudo 3, avaliou-se o efeito da substituição da eCG pela P4i prévia 

ao protocolo de IATF em vacas Nelore lactantes. No D-10 as vacas foram alocadas em 

arranjo fatorial 2x2 para receber ou não 150mg de P4i no D-10 e receber ou não 300UI eCG 

no D8. O FD foi maior no D0 (P<0,01) e no D8 (P<0,01) nas vacas que receberam P4i. As 

taxas de crescimento folicular (P<0,01) e a P/IA (P<0,01) foram maiores nas vacas que 

receberam eCG. Além disso, verificou-se diferença entre os grupos no diâmetro do FD no 

D10 (P=0,04). No estudo 4, avaliou-se o efeito da administração prévia de P4i ao protocolo de 

IATF no diâmetro uterino e na expressão de PGR, ESR1, ESR2 e OXTR nas células 

endometriais no D0 e no D10 de vacas Bos indicus em anestro pós-parto. No D-10 as vacas 

foram divididas em grupo Controle e P4i. O diâmetro uterino no D0 (P=0,10) e no D10 

(P=0,07) tenderam a ser maior no grupo P4i. A expressão de OXTR tendeu a ser maior nas 

vacas do grupo P4i (P=0,08). Em adição, na diferença de expressão de ESR1 do D-10 para o 

D0, observou-se maior aumento na expressão em vacas do grupo P4i (P>0,05). Além disso, 

observou-se que a diferença de expressão de ESR2 do D-10 para o D10 foi menor nas vacas 

do grupo P4i (P=0,05). Conclui-se que a administração de progesterona de longa ação 10 dias 

prévios ao protocolo de sincronização da ovulação aumenta o diâmetro folicular no D0 e no 

D8 e aumenta a fertilidade de vacas de corte. Além disso, a exposição prévia aumentou o 

diâmetro uterino e modificou a expressão de ESR1, ESR2 e OXTR no protocolo de 

sincronização da ovulação. No entanto, a exposição prévia a progesterona não é uma 

alternativa para a substituição à eCG no protocolo de IATF. 

Palavras-chave: Endométrio. Concepção. Folículo. IATF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The objective of the study was to evaluate the effect of administering 150mg of long-acting 

injectable progesterone (P4i) prior to the TAI protocol on the fertility and follicular dynamics 

of Bos indicus and Bos taurus cows in anestrus, and on the uterine diameter and expression of 

receptors in endometrial cells of Bos indicus cows in postpartum anestrus. In addition, the 

effect of previous exposure to progesterone replacing eCG in TAI protocols was evaluated. In 

study 1, the animals were divided into 3 groups (Control, P4 and P4GnRH). Cows in the P4 

and P4GnRH groups received P4i on D-10. On D0, cows from all groups received a TAI 

protocol. In this moment, 10µg of buserelin was administered to cows in the P4GnRH group. 

There was a difference between groups regarding DF on D0 (P=0.001), on D8 (P=0.05) and 

on P/AI (P=0.01). In study 2, P4i prior to the TAI protocol was evaluated in lactating Bos 

taurus cows. On D-10, the cows were divided into Control and P4i groups. There was a 

higher DF in D0 (P=0.01) and D8 (P=0.08), in addition to a higher P/AI in cows in the P4i 

group (P= 0.03). In study 3, the effect of replacing eCG with P4i prior to the TAI protocol in 

suckled Nellore cows was evaluated. On D-10, cows were allocated in a 2x2 factorial 

arrangement to receive or not receive 150mg of P4i on D-10 and receive or not receive 300UI 

eCG on D8. DF was higher at D0 (P<0.01) and at D8 (P<0.01) in cows that received P4i. 

Follicular growth rates (P<0.01) and P/AI (P<0.01) were higher in cows receiving eCG. In 

addition, there was a difference between the groups in the diameter of the DF on D10 

(P=0.04). In study 4, the effect of prior administration of P4i to the TAI protocol on uterine 

diameter and expression of PGR, ESR1, ESR2 and OXTR in endometrial cells on D0 and 

D10 of Bos indicus cows in postpartum anestrus was evaluated. On D-10 the cows were 

divided into Control and P4i groups. Uterine diameter on D0 (P=0.10) and D10 (P=0.07) 

tended to be larger in the P4i group. OXTR expression tended to be higher in cows in the P4i 

group (P=0.08). In addition, the difference in ESR1 expression from D-10 to D0, a greater 

increase in expression was observed in cows from the P4i group (P>0.05). Furthermore, it 

was observed that the difference in ESR2 expression from D-10 to D10 was lower in cows in 

the P4i group (P=0.05). It is concluded that the administration of long-acting progesterone 10 

days prior to the ovulation synchronization protocol increases the follicular diameter on D0 

and D8 and increases the fertility of beef cows. Furthermore, prior exposure increased uterine 

diameter and modified expression of ESR1, ESR2 and OXTR in the ovulation 

synchronization protocol. However, prior exposure to progesterone is not an alternative to 

replacing eCG in the FTAI protocol. 

Keywords: Endometrium. Conception. Follicle. TAI. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1. INTRODUÇÃO 

Em rebanhos de corte a eficiência financeira está relacionada com a eficiência 

reprodutiva. Dessa maneira, vacas de corte devem produzir um bezerro a cada 12 meses, e 

para que isso ocorra, o intervalo do parto à concepção não pode ultrapassar 90 dias. No 

entanto, vacas de corte criadas em sistemas extensivos ficam em anestro pós-parto por 

aproximadamente 120 dias. Assim, os protocolos de sincronização da ovulação estão bem 

consolidados e são utilizados a fim de induzir o retorno precoce a ciclicidade após o parto 

(BARUSELLI et al., 2004). No entanto, a eficiência de sincronização é variável, sendo 

menores em vacas com baixo escore corporal no início do protocolo (SALES et al., 2016). 

Após o parto, o anestro prolongado em vacas de corte reduz a eficiência reprodutiva 

do rebanho (MONTIEL; AHUJA, 2005). O mecanismo hormonal relacionado a baixa 

pulsatilidade de LH neste período é resultado de fatores como: estresse nutricional (DISKIN 

et al., 2003), categoria animal (primípara versus multípara) (GRIMARD et al., 1995) e a 

presença do bezerro (WILLIAMS et al., 1983). Tais fatores afetam o crescimento folicular 

final, resultando em padrões de crescimento folicular sem subsequente ovulação (YAVAS; 

WALTON, 2000). Em vacas com demanda energética comprometida, devido à baixa oferta 

de nutrientes em sistemas de criação extensiva, observa-se o bloqueio na secreção de GnRH e, 

consequentemente, de LH (SCHILLO, 1992). Tal bloqueio no eixo hipotalâmico-hipofisário 

ocorre pelo feedback negativo proveniente do aumento das concentrações de ácidos graxos 

não esterificados (AGNE) e neuropeptídeo Y produzidos pela mobilização das reservas de 

gordura corporal (MCSHANE et al., 1993; DICOSTANZO;WILLIAMS; KEISLER, 1999). 

Além disso, fêmeas bovinas em balanço energético negativo apresentam baixas concentrações 

séricas de glicose, principal metabólito energético utilizado pelo sistema nervoso central 

(GAZAL et al., 1998). Associado a esse fator, a presença do bezerro desencadeia a liberação 

de opioides endógenos que suprimem a liberação de GnRH/LH (WILLIAMS et al., 1983; 

MALVEN et al., 1986; WILLIAMS et al., 1996). Nesse contexto, novas estratégias 

hormonais têm sido desenvolvidas para aumentar a pulsatilidade de LH e, consequentemente, 

a eficiência dos protocolos de sincronização da ovulação (SIMÕES et al., 2018).  

Estudos recentes vêm demonstrando que um período de exposição mais prolongado à 

progesterona durante os protocolos de sincronização da ovulação aumenta o diâmetro 

folicular no momento da remoção do dispositivo de progesterona (SIMÕES et al., 2018). Esse 
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maior período de exposição à progesterona estimula o desenvolvimento folicular pela ação 

direta desse esteroide no hipotálamo por meio de estímulo não genômico que reduz a 

sensibilidade das células hipotalâmicas ao estrógeno (SKINNER et al., 1998). Dessa forma, a 

progesterona estimula a secreção de GnRH e aumenta a pulsatilidade de LH (RHODES et al., 

2002). Além disso, as concentrações de progesterona durante o desenvolvimento folicular 

podem alterar a morfologia das células endometriais (SHAHAM-ALBALANCY et al., 1997). 

Durante o ciclo estral o endométrio é influenciado principalmente pelos hormônios esteroides 

(progesterona e estrógeno) para que ocorra o reconhecimento materno da gestação, elongação 

do concepto, secreção de nutrientes e fatores de crescimento para o desenvolvimento do 

concepto (GEISERT et al., 1993; GRAY et al., 2002). Tais mudanças interferem na expressão 

de receptores de ocitocina, progesterona e estrógeno durante o ciclo estral. 

 

2. OBJETIVOS 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da administração de 150mg de progesterona 

injetável de longa ação (Sincrogest injetável, Ouro Fino, Brasil) previamente ao protocolo de 

sincronização da ovulação na fertilidade e na dinâmica folicular de vacas Bos indicus e Bos 

taurus em anestro, no diâmetro uterino e na expressão de receptores (OXTR, PGR, ESR1 e 

ESR2) no endométrio uterino de vacas Nelore (Bos indicus) em anestro pós-parto. Além 

disso, avaliou-se o efeito da exposição prévia à progesterona em substituição a eCG em 

protocolos de sincronização da ovulação em vacas Bos indicus lactantes. 

 

3. HIPÓTESE 

A hipótese do estudo é que a administração prévia de progesterona injetável de longa ação 

previamente ao protocolo de sincronização da ovulação aumenta a fertilidade de vacas Bos 

indicus e Bos taurus. Além disso, a exposição prévia de progesterona ao protocolo de IATF 

substitui a eCG em protocolos de sincronização da ovulação em vacas Bos indicus lactantes. 

Em adição, o padrão de expressão de receptores uterinos (OXTR, PGR, ESR1 e ESR2) é 

modificado com a administração prévia de progesterona ao protocolo de sincronização da 

ovulação.  

 

4. REFERENCIAL TEÓRICO 
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4.1.Produção de progesterona 

A progesterona (P4) é um hormônio esteroide, lipossolúvel e derivada do colesterol. 

Em bovinos, a principal fonte de colesterol para a síntese de progesterona são as lipoproteínas 

de alta densidade [HDL; (RAJAPAKSHA et al., 1997)]. Dessa forma, o HDL é convertido em 

progesterona no corpo lúteo (CL), córtex da adrenal e pela placenta. No CL, onde ocorre a 

maior produção de P4 em bovinos, ela é sintetizada em sua maioria (80% da P4 circulante) 

pelas células luteais grandes, que são derivadas das células da granulosa do folículo pré-

ovulatório (DIAZ et al., 2002), e pouco dependentes da frequência de pulsos do hormônio 

luteinizante (LH) para sintetizar a progesterona (WILTBANK et al., 2012). 

Durante a síntese de progesterona nos ruminantes, o colesterol é convertido em 

pregnenolona no interior das mitocôndrias. Por sua vez, a pregnenolona é convertida em 

progesterona no retículo endoplasmático liso (NISWENDER, 2002). No entanto, o colesterol 

é uma molécula hidrofóbica e essa característica dificulta sua difusão no citoplasma das 

células, por esse ser um ambiente hidrofílico. Em adição, o colesterol possui uma região 

hidrofílica simples, devido a um grupo hidroxila na terceira posição, e o restante da molécula 

com composição hidrofóbica (DE MEYER; SMIT, 2009). Tal característica dificulta a 

movimentação do colesterol na bicamada lipídica da parede mitocondrial. Dessa forma, o 

principal fator limitante na síntese de progesterona é o transporte do colesterol para o interior 

da mitocôndria (DE MEYER; SMIT, 2009). 

Na conversão de colesterol para progesterona primeiramente é necessário que ocorra o 

transporte do colesterol do sistema circulatório para o interior da mitocôndria. Esse transporte 

é mediado pela produção de uma proteína de transporte denominada de proteína reguladora 

aguda esteroidogênica [StAR; (STOCCO; CLARK, 1996)]. No interior da mitocôndria, a 

enzima P450 de clivagem de colesterol em cadeia catalisa a conversão de colesterol em 

pregnenolona. Nesse processo, ocorrem três etapas de oxidação com hidroxilação nas 

posições 20 e 22 e então clivagem entre esses dois carbonos. Dessa forma, a pregnenolona, 

por possuir dois resíduos hidrofílicos, se torna menos instável nas membranas e mais móvel 

no citoplasma da célula. Assim, a pregnenolona se difunde da mitocôndria para o retículo 

endoplasmático liso, onde é convertida em progesterona pela enzima 3β-hidroxiesteroide 

desidrogenase (3βHSD). Por sua vez, a progesterona se difunde para as células luteais e para 

corrente sanguínea para ser transportada para os tecidos alvos (REKAWIECKI et al., 2008). 

A progesterona é responsável direta ou indiretamente pela modulação de funções 

reprodutivas como: crescimento folicular, nutrição inicial do embrião (MANN; LAMMING, 

2001), bloqueio da expressão do estro e da ovulação por feedback negativo no hipotálamo 
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(COLAZO et al., 2008). Em adição, em um ciclo estral normal a produção de P4 ocorre após 

a ovulação de um folículo dominante e luteinização das células da granulosa e da teca. Dessa 

forma, as concentrações plasmáticas de progesterona durante a fase progesterônica são 

variáveis durante um ciclo estral normal, podendo ser influenciadas por fatores como 

nutrição, tamanho de folículo ovulatório e tamanho do CL (SARTORI et al., 2016). 

 

4.2.Ciclo estral da vaca 

Fêmeas bovinas, após atingirem a puberdade, são caracterizadas por terem estros 

periodicamente ao longo do ano até que ocorra a gestação, ou seja, são caracterizadas como 

poliéstricas. O intervalo entre dois estros nos bovinos ocorre a cada 21 dias (FIGUEIREDO et 

al., 1997). Além disso, o desenvolvimento folicular no ciclo estral ocorre no formato de ondas 

foliculares, com a presença de duas a três ondas foliculares por ciclo estral (GINTHER et al., 

1997). No entanto, fatores como nutrição e presença do bezerro, podem aumentar o período 

de retorno a ciclicidade pós-parto (BARUSELLI et al., 2004), por influenciarem 

indiretamente na liberação pulsátil de LH (DISKIN et al., 2003), mas não na quantidade de 

ondas foliculares, ou seja, mesmo não tendo ovulação o padrão de crescimento folicular 

continua sendo no formato de ondas. Em adição, é reportado que o primeiro ciclo estral pós-

parto de 10 a 57,1% das vacas de corte é de curta duração, ou seja, com luteólise ocorrendo 

por volta do sétimo dia (NÚÑEZ-OLIVERA et al., 2014; NÚÑEZ-OLIVERA et al., 2020).  

O ciclo estral de bovinos é caracterizado por duas fases: a fase folicular, que é dividida 

em proestro e estro. E a fase progesterônica que se inicia após o estro e é dividida em 

metaestro e diestro. A fase folicular é caracterizada pelo rápido desenvolvimento do folículo, 

aumento da liberação de estrógeno folicular, redução dos níveis de progesterona e pelo pico 

de LH. Dessa forma, com o desenvolvimento folicular ocorre a síntese de estrógeno pelo 

folículo nas células da granulosa por ação do hormônio folículo estimulante (FSH) e nas 

células da teca por ação do LH (ODUWOLE;HUHTANIEMI; MISRAHI, 2021). Com o 

declínio da progesterona e o aumento gradativo das concentrações de estrógeno, a amplitude e 

a frequência de pulsos de LH aumentam e favorecem o desenvolvimento folicular até a 

ovulação (MCCRACKEN;CUSTER; LAMSA, 1999).  

A fase progesterônica é caracterizada pela formação do CL e por altas concentrações 

de progesterona. Nessa fase, há desenvolvimento folicular com seleção, emergência, 

divergência e atresia folicular. Dessa forma, alguns autores relatam que oócitos que se 

desenvolvem na fase progesterônica, ou seja, sob a influência de altas concentrações de 

progesterona, têm maior fertilidade (WILTBANK et al., 2011). Assim, a maior fertilidade de 
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oócitos que se desenvolveram em um ambiente com progesterona está relacionada com a 

maior competência de desenvolvimento. Visto que, é nesse período que o oócito tem maiores 

influências sobre a competência oocitária (SIRARD, 2016). Assim, adequadas concentrações 

de progesterona estimulam a frequência de pulsos de LH (ROCHE, 2006), promovendo um 

ambiente adequado para o desenvolvimento de um folículo com um oócito de maior 

competência de desenvolvimento (SIRARD et al., 2006; SIRARD, 2016).  

Caso não ocorra a fertilização do oócito liberado no metaestro e desenvolvimento de 

um embrião capaz de produzir quantidades suficientes de Interferon-tau que sinalize para o 

organismo materno sua presença, por volta do 16º dia do ciclo estral ocorre a produção de 

prostaglandina F2α pelo endométrio e consequentemente lise do CL 

(MCCRACKEN;CUSTER; LAMSA, 1999). 

 

4.3.Ciclo estral de curta duração 

No ciclo estral de bovinos, a luteólise ocorre por volta do 16º dia, com a liberação de 

prostaglandina F2α (PGF) pelo endométrio uterino. Dessa maneira, a luteólise é resultante da 

liberação pulsátil de PGF pelo endométrio uterino em resposta a ligação da ocitocina aos seus 

novos receptores no endométrio uterino (MANN; LAMMING, 2000). No entanto, em animais 

com ciclo curto esse episódio de liberação de prostaglandina ocorre antes do décimo quarto 

dia do ciclo estral (INSKEEP, 2004). Dessa maneira, o ciclo curto em bovinos é resultado da 

liberação precoce de PGF pelo útero (TAPONEN et al., 2002), podendo essa liberação ocorrer 

após sete dias da ovulação (NÚÑEZ-OLIVERA et al., 2014). 

 Os ciclos curtos ocorrem principalmente em novilhas que atingiram a puberdade 

(primeira ovulação), ou em vacas na primeira ovulação pós-parto (TAPONEN et al., 2002), 

pois comumente esses animais não tiveram um ciclo estral precedido de uma fase 

progesterônica. Além disso, em vacas de leite é possível que a progesterona produzida pelo 

CL da gestação tenha efeito no endométrio uterino até 20 dias pós-parto, pois como verificado 

por Savio;Boland e Roche (1990), em vacas de leite a incidência de ciclo curto é menor em 

vacas com o desenvolvimento do folículo dominante e ovulação antes do 20
o
 dia pós-parto.  

Dessa forma, um primer de progesterona antes da primeira ovulação na puberdade e/ou 

primeira ovulação pós-parto reduz a incidência de ciclos curtos (TAPONEN et al., 2002). O 

mecanismo de ação do primer de progesterona na redução de incidência de ciclo curto não é 

tão elucidado, mas está relacionado com uma redução no número de receptores de estradiol no 

hipotálamo, que permite uma maior liberação pulsátil de LH, que por sua vez estimula o 
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crescimento folicular e, como consequência, se tem maior produção de estradiol (RHODES et 

al., 2003). 

 O mecanismo pelo qual ocorre o ciclo curto está relacionado com a liberação de PGF 

antes do 16º dia do ciclo estral, mediada pela liberação precoce de ocitocina. Dessa maneira, 

no dia 5 do ciclo estral, a concentração de receptores de progesterona no endométrio uterino é 

menor e a concentração de receptores de ocitocina é maior em vacas com ciclo curto do que 

em vacas com ciclo estral normal (ZOLLERS et al., 1993). Assim, com a perda de 

dominância dos receptores de progesterona e aumento precoce nos receptores de ocitocina no 

endométrio uterino, se inicia um feedback positivo entre ocitocina e PGF e o resultado é a 

liberação precoce de prostaglandina F2α (MANN; LAMMING, 2000). Além disso, o estradiol 

está relacionado de maneira indireta com a incidência de ciclos curtos em vacas, pois a 

duração do proestro (BRIDGES et al., 2010) e as concentrações de estradiol nesse período  

(MANN; LAMMING, 2000; RANTALA et al., 2014) influenciam na incidência de ciclos 

curtos em vacas. Sendo assim, a incidência de ciclos curtos em vacas é modulada por uma 

exposição prévia de progesterona e pelas concentrações de estrógeno no proestro. 

  

1.1.Progesterona no crescimento e desenvolvimento folicular 

O crescimento dos folículos ovarianos é dependente no início do seu desenvolvimento 

do estímulo do FSH e no final do seu desenvolvimento do estímulo do LH (GINTHER et al., 

1996). Dessa forma, a frequência de pulsos de LH é importante na manutenção do folículo 

dominante (TAFT;AHMAD; INSKEEP, 1996). Assim, um maior crescimento folicular está 

associado a ambientes com concentrações subluteais de progesterona (ADAMS;MATTERI; 

GINTHER, 1992). Dessa maneira, há uma relação entre a concentração de progesterona e a 

frequência de pulsos de LH. Assim, a frequência de pulsos de LH é inversamente 

proporcional à concentração de progesterona (REVAH; BUTLER, 1996; RHODES et al., 

2002; RHODES et al., 2003). Além disso, as concentrações de P4 modulam as concentrações 

de estradiol 17β, pois segundo Bergfeld et al. (1996), a frequência de pulsos de LH (4,1 

pulsos/6h) e os níveis de estradiol 17β (12,7 pg/mL) foram maiores em vacas tratadas com 

baixas concentrações de P4 (1,3 ng/mL) do que nas tratadas com altas concentrações de P4 

(4,6 ng/mL), cujos pulsos de LH e níveis de estradiol 17β foram, respectivamente, 1,3 

pulsos/6h e 3,5 pg/mL. Em adição, a progesterona em altas concentrações atua no hipotálamo 

por meio de uma ação não genômica reduzindo a sensibilidade das células hipotolâmicas ao 

estrógeno (SKINNER et al., 1998). Sendo assim, é necessária uma menor quantidade de 

estrógeno para que se tenha liberação pulsátil de GnRH e consequentemente de LH.  
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Em questão de qualidade oocitária do folículo em desenvolvimento, estudos 

demonstram que folículos que se desenvolvem sob concentrações elevadas de progesterona 

possuem maior fertilidade (BISINOTTO;CHEBEL; SANTOS, 2010; WILTBANK et al., 

2011). No entanto, oócitos provenientes de folículos expostos a um prolongado período de 

exposição a concentrações subluteais de progesterona (folículos persistentes) têm a meiose 

ativada prematuramente. A ativação prematura ocorre devido ao maior período de exposição 

do oócito a baixas frequências de pulsos de LH (REVAH; BUTLER, 1996).  

 

4.4.Progesterona e estradiol na modulação uterina 

Durante os estágios que antecedem (proestro/estro) e sucedem (metaestro/diestro 

inicial) a ovulação em bovinos, importantes mudanças nas concentrações circulantes de 

hormônios sexuais ocorrem e definem o perfil endócrino periovulatório e a expressão de 

receptores (BAUERSACHS et al., 2005) de estrógeno (ESR), progesterona (PGR) e ocitocina 

(OXTR). Dessa forma, a distribuição desses receptores no útero é importante para o 

estabelecimento da gestação em vacas (GONELLA-DIAZA et al., 2015). Os hormônios 

esteroides sexuais bem como a expressão dos seus receptores e receptores de ocitocina podem 

afetar as funções endometriais, a produção de prostaglandinas e consequentemente afetar o 

ambiente uterino, o desenvolvimento embrionário e o estabelecimento da gestação (OKUMU 

et al., 2010).  

A fertilidade em vacas está relacionada com as concentrações de estrógeno durante o 

proestro e também com as concentrações de progesterona no diestro (JINKS et al., 2013). 

Dessa forma, alguns autores observaram que vacas com maior período de proestro e com 

maiores concentrações de estradiol tiveram maior fertilidade (MESQUITA et al., 2014; 

MADOZ et al., 2021). Assim, no dia seis após a ovulação, vacas que possuem um maior 

diâmetro folicular no proestro, e consequentemente maior CL no diestro, apresentam maior 

expressão de receptores de estrógeno tipo 2 (ESR2) e de receptores de ocitocina (OXTR) no 

endométrio. No entanto, a expressão de receptores de estrógeno tipo 1 (ESR1) e de 

progesterona (PGR) no diestro inicial não é influenciada pelo diâmetro folicular no proestro 

(MESQUITA et al., 2014). Além disso, vacas que possuem maior folículo ovulatório têm um 

aumento na expressão de genes relacionados ao remodelamento da matriz extracelular, 

proliferação celular e secreção de fatores de crescimento (GONELLA-DIAZA et al., 2015). 

Em adição, vacas com maior folículo ovulatório apresentaram maior abundância de 

transcritos relacionados ao transporte de aminoácidos (SLC1A4, SLC6A1, SLC6A14, 

SLC7A4, SLC7A7, SLC7A8, SL38A1, SLC38A7 e SLC43A) no dia sete após a 
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administração do indutor de ovulação (BINELLI et al., 2017). Dessa forma, a maior 

concentração de estradiol no proestro irá modular o ambiente uterino para que se tenha um 

melhor ambiente para o concepto.  

Em decorrência de um maior folículo ovulatório é formado um CL de maior diâmetro 

(PUGLIESI et al., 2016), que consequentemente produz mais progesterona. Sendo assim, 

maior concentração de P4 é benéfica para o desenvolvimento embrionário inicial, por 

estimular maior produção de Interferon-tau pelo embrião e, consequentemente, melhorar o 

ambiente uterino para o estabelecimento da gestação (DEMETRIO et al., 2007; FILANT; 

SPENCER, 2014). Além disso, a progesterona tem a função de modular a expressão de 

receptores relacionados à produção de PGF pelo útero, visto que a ocorrência de ciclo estral 

de curta duração é maior em vacas que não foram expostas previamente a progesterona 

(TAPONEN et al., 2002). Em adição, a expressão de OXTR é maior no dia cinco após 

ovulação em vacas com ciclo estral de curta duração (ZOLLERS et al., 1993). Em adição, a 

administração de 300 mg de progesterona de longa ação no diestro inicial aumenta as 

concentrações de progesterona no diestro, porém aumenta também a porcentagem de vacas 

com luteólise precoce e a expressão de de OXTR e de ESR1 no 16º dia após a ovulação 

(BATISTA et al., 2019). Portanto, uma dosagem excessiva de progesterona exógena no 

diestro inicial pode ser prejudicial para a formação do CL, reconhecimento materno da 

gestação e ativar prematuramente os mecanismos uterinos relacionados à secreção de PGF. 

No entanto, em vacas de leite a maior concentração de progesterona durante o 

desenvolvimento folicular melhora a fertilidade (BISINOTTO;CHEBEL; SANTOS, 2010; 

WILTBANK et al., 2011). Segundo CERRI et al. (2011), reduzida concentração de 

progesterona durante o desenvolvimento do folículo ovulatório altera a composição do fluido 

folicular (menor concentração de IGF-1) e prematuramente aumenta a expressão de ESR1 e 

consequentemente, antecipa a liberação de PGF no ciclo estral subsequente. Nesse contexto, 

as concentrações dos hormônios esteroides durante o desenvolvimento do folículo ovulatório, 

proestro e diestro inicial são importantes fatores que impactam na modulação do ambiente 

uterino. 
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Abstract 

The objective was to evaluate the effect of injectable progesterone previous to the timed 

artificial insemination (TAI) protocol on follicular growth, ovulation and pregnancy rate of 

suckled Bos indicus cows. In experiment 1, 10 days before the beginning to TAI protocol (D-

10), 431 suckled-anestrus Nelore cows (249 multiparous and 182 primiparous), were allocated 

to one of three treatments groups (control, P4i and P4iGnRH). At this moment, cows in the 

P4i and P4iGnRH group received 150 mg of injectable progesterone intramuscularly 

(Sincrogest injetável®, Ouro Fino, Brazil). On Day 0 (D0), all cows were synchronized using 

an estradiol/progesterone-based TAI protocol. Simultaneously, in the P4iGnRH group, cows 

received 10 µg of Busereline intramuscularly (Sincroforte®, Ouro Fino, Brazil). Ultrasound 

exams were performed to evaluate the diameter of the largest follicle (D0, D8 and D10), 

ovulation rate and diameter of the corpus luteum (D24). In experiment 2, 681 suckled Nelore 

cows (356 multiparous and 325 primiparous) were synchronized using an 

estradiol/progesterone-based TAI protocol and received treatments similar to experiment 1. 

TAI was performed 48 hours after removal of the progesterone (P4) device. Pregnancy 

diagnosis was 30 d after TAI. In experiment 3, blood samples were collected to evaluated the 

progesterone concentration for 168 hours after administration of injectable progesterone 

intramuscularly. Statistical analyses were performed by GLIMMIX procedure of SAS. In 

experiment 1, the diameter of the largest follicle (LF) on D10 (P=0.21), follicular growth rate 

(P=0.34) and ovulation rate (P=0.62) were similar among experimental groups. However, 

there was difference among groups for the LF on D0 [Control (10.9±0.2 mm)
b
, P4i (12.7±0.3 

mm)
a 

and P4iGnRH (12.6±0.3 mm)
a
; P=0.001], LF on D8 [Control (9.7±0.2 mm)

b
, P4i 

(10.4±0.2 mm)
a
 and P4iGnRH (9.9±0.2 mm)

ab
; P=0.05], presence of the CL on D8 [Control 

0% (0/136)
b
, P4i 0% (0/140)

b
and P4iGnRH 26.4% (38/144)

a
; P=0.001], diameter of the CL 

on D24 [Control (19.7±0.4 mm)
ab

, P4i (20.1±0.4 mm)
a 

and P4iGnRH (18.5±0.4 mm)
b
; 

P=0.001] and pregnancy rate [Control 35.0% (78/223)
b
, P4i 45.9% (105/229)

a
 and P4iGnRH 

40.6% (93/229)
ab

; P=0.01]. The circulating concentration of P4 remained above 1.5 ng/mL 

until 168 hours after the P4i treatment. In conclusion, the injectable progesterone previous to 

the TAI protocol increased diameter of the LF on D0 and D8 without interfering on the 

ovulation rate. Furthermore, such exposure increases the pregnancy rate in suckled Nelore 

cows. 

 

Keywords: anestrous, LH, TAI 
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1. Introduction 

The majority of bovine herds in tropical and subtropical areas are composed of Bos 

indicus because of their greater adaptability to the high temperature and humidity, as well as, 

to the yearly variability in the feed supply [1]. However, the post-partum anestrous period in 

Bos indicus cows maintained in these conditions is long [2], affecting negatively the herd 

productive and reproductive indexes [3]. 

Post-partum anestrous is characterized by a normal initial follicular development 

sustained by FSH release, reduction of the final growth of the dominant follicle and, 

consequent, absence of ovulation [4]. Such changes in the final follicular growth are due to 

decrease LH pulsatility after the follicular divergence. Thus, in order for the reestablishment 

of normal ovarian function, hourly LH pulses are necessary [5]. Some factors contribute to 

this LH pulsatility reduction and longer post-partum anestrous such as: nutritional stress [6], 

parity (primiparous versus multiparous) [7] and the presence of the calf [8]. In underfed cows 

due to the seasonal low supply, a blockage of GnRH secretion and, consequently, of LH 

release [9] is observed. The reduction in the GnRH secretion occurs as a consequence of the 

hypothalamic negative feedback promoted by the increased neuropeptide Y concentration 

[10] and NEFA produced by the mobilization of body fat reserves [11]. Moreover, cows in 

negative energy balance have high β-hydroxybutirate and low glucose concentrations which 

reduce GnRH secretion by the hypothalamus [11, 12]. In addition to the nutritional effects, a 

calf presence stimulates the secrection endogenous opioid that suppress of release of 

GnRH/LH [8, 13, 14]. Thus, the association of low feed supply and the presence of the calf 

cause expressive reduction on LH pulsatility, follicular growth and final maturation and 

ovulation [3]. In addition, the effects of calf presence and nutritional stress associated with the 

increased energy/protein demand required for the growth of primiparous cows impair final 

follicular growth [15]. In primiparous cows, the mobilization of body fat and the 

concentrations of NEFA and BHB are higher and further compromise the  pulsatility and 

release of LH, as well as, follicular growth [16].  

On the other hand, progesterone and estradiol-based-ovulation synchronization protocols are 

used on anestrous (postpartum anovulatory waves) Bos indicus postpartum cows with 

adequate results (50% pregnancy rates) [17, 18]. The positive effects of ovulation 

synchronization protocols in anestrous cows are due to, mainly, the exogenous progesterone 

stimulus (intravaginal device) on GnRH secretion and LH pulsatility [19], which enables the 

ovulation of a pre-ovulatory follicle in the early post-partum period [1]. Progesterone reduces 

the number of estradiol receptors in the hypothalamus interfering with the negative feedback 
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caused by this hormone on GnRH secretion [20-22]. In addition, the increase of progesterone 

is essential for the maximum  expression of the positive feedback effect of estradiol in 

inducing the preovulatory GnRH surge in ewes [23]. This effect of progesterone on the 

response to estradiol occurs due to alterations in the amount and site (mediobasal 

hypothalamus) of estrogen receptors in the hypothalamus [24].  Progesterone treatment 

increases estrogen receptors in the regions most sensitive to the effect of estradiol on LH 

secretion [23, 25]. Moreover, progesterone increases the sensitivity of estrogen alpha 

receptors in a region of the hypothalamus that is critical for inducing the GnRH surge [26]. 

However, high concentrations of progesterone for periods longer than 10 days result in the 

development of larger and longer lasting follicles compared to the natural patterns of growth 

[27]. Cows with sub-luteal progesterone concentrations develop follicular persistence due to 

the absence of a pre-ovulatory luteinizing hormone (LH) peak [28]. Thus, persistent follicular 

oocytes become degenerate due to premature activation [29, 30]. 

Currently, progesterone and estradiol-based-ovulation synchronization protocols are 

well established [31, 32]. However, the efficiency of these protocols is around 85% [33], 

being lower in cows with low BCS at the beginning of the protocol [34] and in primiparous 

cows due a slow final growth of the dominant follicle that results in smaller follicles at TAI 

[18]. Thus, in cows not responding to the TAI, the period of exposure to progesterone during 

the TAI protocol may not be sufficient to increase LH pulsatility necessary for ovulation. In 

this sense, the objective was to evaluate the possible effect of injectable progesterone previous 

to the progesterone and estradiol-based-ovulation synchronization protocol on final follicular 

growth, ovulation and pregnancy rate in suckled Bos indicus cows. The hypothesis was that 

exposure to progesterone before the TAI protocol increases its fertility outcome.   

  

2. Materials and methods 

 

2.1. Experiment 1 – Follicular growth in anestrous suckled Nelore cows (Bos indicus) 

 

2.1.1. Animals and management 

The experiment was conducted in a commercial farm located in northwestern Brazil 

from February to March 2017. Suckled multiparous (n=249) and primiparous (n=182) Nelore 

cows with 2.72 ± 0.01 body condition score (BCS) at the onset of the synchronization 

protocol (multiparous = 2.66 ± 0.01 and primiparous = 2.79 ± 0.02; scale, 1 to 5; where 1 = 
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very thin and 5 = very fat) [35] were used. Cows were maintained on Brachiaria 

humidicola pastures and allowed free access to water and a mineral mix. 

 

2.1.2. Experimental design 

All cows were allocated to experimental groups between 30 and 50 days postpartum. 

On Day -10 (D-10), cows were allocated to one of three groups (Control, P4i and P4iGnRH). 

At this moment, cows in the P4i and P4iGnRH groups received a single dose of 150 mg of 

long acting progesterone intramuscularly (Sincrogest injetável®, Ouro Fino, Brazil). On Day 

0 (D0), all cows were synchronized using an estradiol/progesterone-based TAI protocol and 

cows received an intravaginal device containing 1 g of progesterone (Sincrogest®, Ouro Fino, 

Brazil) plus the administration of 2 mg of estradiol benzoate intramuscularly (Sincrodiol®, 

Ouro Fino, Brazil). Simultaneously, in the P4iGnRH group, cows received 10 µg of 

Busereline intramuscularly (Sincroforte®, Ouro Fino, Brazil). Eight days later (D8), the 

device was removed and 500µg of cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino, Brazil), 300 IU of 

eCG (SincroeCG®, Ouro Fino, Brazil) and 1 mg of estradiol cypionate intramuscularly 

(SincroCP®, Ouro Fino, Brazil) were administered. The experimental design is depicted in 

Figure 1. 

On Day -10 and 0, ultrasound examinations were performed (Mindray DP-2200VET, 

5-MHz linear transducer, China) in all cows to available presence of the corpus luteum (CL). 

Cows without visible CL structures on Days -10 and 0 (n=420; multiparous = 244 and 

primiparous = 176) were considered in anestrous (postpartum anovulatory waves) and then 

enrolled in the trial. Moreover, ultrasound examinations were performed to measure the 

diameter of the largest follicle (LF) on Day 0 and to measure the diameter of the LF and the 

presence of the CL on Days 8 and 10. The final follicular growth rate was calculated based on 

the difference in LF diameters between Days 8 and 10 divided by two. The percentage of 

cows ovulating was determined by the presence of the CL 14 days after TAI (D24). 

 

2.2. Experiment 2 – Pregnancy per AI in suckled Nelore cows (Bos indicus) 

 

2.2.1. Animal and management  

The experiment was conducted in a commercial farm located in the northwest Brazil, 

from February to June 2017. A total of 681 suckled multiparous (n = 356) and primiparous (n 

= 325) Nelore cows, 30 to 60 days postpartum presenting at the onset of the synchronization 

protocol with a 2.71 ± 0.01 BCS (scale, 1 to 5; where 1 = very thin and 5 = very fat) [35] were 
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used. Cows were maintained on Brachiaria humidicola pasture and allowed free access to 

water and a mineral mix. 

 

2.2.2. Experimental design 

Postpartum suckled cows were allocated into treatment groups according to calving 

date. All cows were synchronized using an estradiol/progesterone-based TAI protocol and 

treatments were similar to those described in Section 2.1.2 (experiment 1). In this experiment, 

the TAI protocol was performed 48 hours after removal of the P4 device. Frozen semen 

straws of each of the three batch of one sire were homogeneously distributed between 

experimental groups. All inseminations were performed by the same technician, who had no 

previous knowledge of cow treatment allocation. Pregnancy exams were conducted by 

transrectal ultrasonography (Mindray DP-2200VET, 5-MHz linear transducer, China) 30 days 

after TAI. 

 

2.3. Experiment 3 - Circulating P4 profiles 

 

2.3.1. Animals and management 

Experiment 3 was conducted on a commercial farm in state of Mato Grosso, Brazil. 

Data collection was performed during the spring-summer (November-March) breeding 

season. Nelore primiparous cows (n = 30) with a 3.27 ± 0.07 BCS (scale, 1 to 5; where 1 = 

very thin and 5 = very fat) [35] were used. Cows were maintained on Brachiaria humidicola 

pastures and allowed free access to water and a mineral mix. 

 

2.3.2. Experimental design 

All cows were synchronized using an estradiol/progesterone-based TAI protocol 

similar to those described in Section 2.1.2 (experiment 1). After synchronization TAI protocol 

(36 hours after removal of the P4 device), cows were allocated to one of two groups (Control 

and P4i). At this moment, cows in the Control group received 1 mL of oil vehicle 

intramuscularly and cows in the P4i group received 150 mg of injectable long acting 

progesterone intramuscularly (Sincrogest injetável®, Ouro Fino, Brazil).  

 

2.3.3. Blood sampling and P4 assay 

Blood samples were collected by jugular venipuncture using evacuated heparinized 

tubes on timing 0 (before treatment), 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 hours after treatment. 
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Samples were refrigerated (4 
o
C) for approximately 1 h, and were then centrifuged (3000 X g 

for 10 min) and stored at -20 °C until assayed for P4. Serum P4 concentrations were 

determined using an antibody-coated-tube RIA kit (Coat-A-Count ®, Diagnostic Products 

Corporation, Los Angeles, CA, USA). The intra-assay coefficient of variation was 4.9%, and 

assay sensitivity was 0.006 ng/mL. 

 

2.4. Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using the Statistical Analysis System for 

Windows. In experiment 1, the variables evaluated were diameter of the largest follicle on 

Days 0, 8 and 10, presence of CL on D8, follicular growth rate, ovulation rate and diameter of 

the CL on D24 and model including treatment (Control, P4i and P4iGnRH), BCS at the first 

day of the synchronization protocol, parity (multiparous and primiparous) and interactions. 

Continuous data were tested for normality of the residues and analyzed by the UNIVARIATE 

procedure (transformed when necessary) and subject to the Bartlett test to assess the 

homogeneity of variances. The GLIMMIX procedure was used to determine significant 

differences between groups. All values are expressed as mean ± SEM. The presence of CL on 

D8 and ovulation rate were analyzed using the GLIMMIX procedure as a binomial 

distribution and expressed as percentages (%). In Experiment 2, the variables initially 

included in the models for analysis of P/AI were treatment (Control, P4i and P4iGnRH), BCS 

at the first day of the synchronization protocol, parity (multiparous and primiparous) and 

interactions. Data were analyzed by a multivariate logistic regression using the LOGISTIC 

procedure. Variables were removed by backward elimination, based on the Wald statistics 

criterion when P>0.20. Variables included in the final model for analysis of P/AI were 

treatment, BCS and parity. Adjusted odds ratio (AOR) and 95% confidence interval (CI) were 

generated during the logistic regression. Results are presented as proportions and AOR. The 

P/AI was analyzed using the GLIMMIX procedure. The P4 concentrations were analyzed by 

repeated measures using the MIXED procedure.  Significant differences were indicated by the 

probability of P≤0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Experiment 1 - Follicular growth in anestrous suckled Nelore cows (Bos indicus) 

Cows with a CL at first (Day -10; n = 8; which represented 1.8% of the cows) and 

second (Day 0; n = 3; which represented 0.7% of the cows) ultrasonic examinations were not 
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enrolled in the trial. There was no interaction between treatment and explanatory variables, 

such as BCS (P>0.05) and parity (P>0.05) on the variables of follicular dynamic. Diameter of 

the LF on D10 (P=0.21), follicular growth between Days 8 and 10 (P=0.34), and ovulation 

rate (P=0.62) did not differ between treatments. However, the diameter of the LF on D0 

(P=0.01) was greater in cows that received injectable progesterone on D-10 (Table 1). In 

addition, LF diameter on D8 (P=0.05) and CL diameter on D24 (P=0.01) was greater in cows 

of P4i group compared to Control group and P4iGnRH, respectively. The P4iGnRH group 

had a greater number of CLs on Day 8 (26.9 %; Table 1).  

 

3.2. Experiment 2 - Pregnancy per AI in suckled Nelore cows (Bos indicus) 

There was no interaction between treatment and explanatory variables, such as BCS 

(P=0.21) and parity (P=0.78) on P/AI. There were significant effects of treatment (P=0.01), 

BCS (P=0.01) and parity (P=0.01) on P/AI (Tables 2 and 3). The P/AI of P4i was 1.68 times 

higher than the Control group and similar between P4i and P4iGnRH groups and P4iGnRH 

and control groups. The P/AI was greater in multiparous cows and increased BCS on the first 

day of the synchronization protocol was associated with increases in P/AI.  

 

3.3 Experiment 3 - Circulating P4 profiles 

The maximum P4 concentrations (2.1 ± 0.5 on Control group and 3.8 ± 0.6 on P4i 

group; P=0.01) were different between the experimental groups. Moreover, there was an 

interaction between treatment and time (Figure 2). On the P4i group an increase in the 

circulating progesterone concentration in the first measurement 24 hours after the treatment 

was observed. Afterwards, a gradual decrease in the circulating P4 concentrations until 168 

hours was noted. Nonetheless, the circulating P4 concentrations remained above 1.5 ng/mL 

up to 7 days. In contrast, the circulating concentration of P4 in the Control group did not vary 

(plateau) until 120 hours and remained below 1.0 ng/mL. Lastly, P4 concentrations gradually 

increased due to the formation of a new CL. 

 

4. Discussion 

The administration of 150 mg of progesterone 10 days before the TAI protocol 

increased the follicular diameter at the initiation of the ovulation synchronization protocol 

(D0), on the day of progesterone device removal (D8) and P/AI. However, these results were 

not observed in cows receiving GnRH on D0 of the synchronization protocol. In addition, the 

administration of 150 mg of progesterone maintained the P4 concentration above 1.5 ng/mL 
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for 7 days, demonstrating that the treatment was effective in increasing P4 concentration.  

Moreover, GnRH at the onset of TAI protocol increased the proportion of cows with CLs at 

progesterone device removal. Thus, the hypothesis that the previous progesterone exposure to 

a progesterone and estradiol-based ovulation synchronization protocol would increase its 

efficiency in suckled Bos indicus cows was accepted. 

According to Montiel and Ahuja [3] Bos indicus cows have prolonged post-partum 

anestrous, due mainly to the ovulation failure of the dominant follicle [36] and to low LH 

pulse frequency [1]. Nutrition, suckling and calf presence are the main factor interfering with 

GnRH synthesis and release [4]. Undernutrition and the maternal offspring bond influence 

negatively LH release during post-partum by promoting the release of metabolites and 

hormones, which will produce a negative feedback blocking hypothalamic GnRH [13, 37].  

The circulating concentration of progesterone may control LH pulsatility [21, 38, 39], 

follicular growth [40] and ovulatory response [41] in cows. Some authors observed that 

progesterone stimulates LH pulsatility by reducing hypothalamic estradiol receptors and, 

consequently, the estrogenic negative feedback over GnRH secretion [21]. Thus, progesterone 

allows greater GnRH secretion and LH pulsatility [42] and, consequently, greater follicular 

growth [40, 43].  

In the present study, previous progesterone administration increased follicular 

diameter at the removal of the progesterone device probably by the increase in LH pulsatility, 

as observed in Bos taurus cows [44]. However, in cows receiving GnRH, the follicular 

diameter at P4 device removal was similar to that of the control group in response to the 

formation of corpus luteum originated from the ovulation of persistent follicles (26%) formed 

by the previous progesterone exposure. Persistent follicles possess a greater number of LH 

receptors in the granulosa and theca cells [45], maintaining the ovulatory response to the LH 

peak [46]. Thus, in some cows of the P4iGnRH group, a CL was formed which associated 

with the P4 device increased its concentration in the circulation and, consequently, reduced 

follicular growth. Previous study, the insertion of a P4 device decreased the follicular growth 

rate in heifers with an active CL due to the higher circulating P4-concentration [40]. 

Additionally, in cows previously treated with progesterone a greater follicular diameter was 

observed at the initiation of the ovulation synchronization protocol because the injected 

progesterone induced the development of larger follicles than the natural pattern for a longer 

period of time by blocking the occurrence of ovulations [27]. However, the final follicular 

growth, the diameter of the dominant follicle at TAI and the ovulation rate were not 

influenced by the previous treatment with progesterone. The pulsatility of anestrous Bos 
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indicus cows is low and compromises the final follicular growth [1]. Presently, in TAI 

protocols eCG is used as a LH support in promoting the final follicular growth and increasing 

ovulation rates, especially in anestrous primiparous cows or low BCS [17, 18]. Thus, eCG 

given on the day of P4 device removal, may have interfered with the results of follicular 

growth and ovulation rate, benefitting control cows, due to the extra gonadotrophic support 

made available to the follicle. 

Progesterone administration previous to the TAI protocol increased 1.68 times the 

hazard of suckled Bos indicus cows to become pregnant during the protocol to synchronize 

ovulation. Similar results were observed in Bos taurus cows receiving intravaginal 

progesterone before the TAI protocol [44]. During follicular development, granulosa cells of 

the largest follicle acquire LH receptors and its growth becomes dependent on the stimulus of 

this gonadotrophin, and not only from FSH [47]. During the period of LH dependence, the 

rapid increase in developmental potential of the oocyte is important for its competence 

acquisition [48]. Hence, the adequate secretion of basal LH between follicular divergence and 

the pre-ovulatory peak of this gonadotrophin is important for the development and 

maintenance of oocyte quality.  Moreover, the low LH pulsatility during this phase observed 

in deep anestrous cows may impact negatively oocyte quality [49]. Thus, the higher fertility 

of cows receiving progesterone before the TAI protocol may be a result of better oocyte 

quality acquired during its development, as a function of adequate LH pulsatility in response 

to the progesterone.  

The category and BCS significantly affected pregnancy rates, as we have previously 

reported [18]. The difference between parity performances is probably due to a greater 

energy/protein demand for growth in primiparous cows associated with first lactation 

requirements and reduced dry matter intake capacity [15]. Body condition scores lower than 

2.5 (1 to 5 scale) led to lower TAI pregnancy rates in beef cows [41]. The negative feedback 

of estradiol on gonadotrophin release is more pronounced in cows with negative energy 

balance [34]. Therefore, a low BCS at the first day of the synchronization protocol has been 

correlated with a lower response to TAI [17], lowering fertility [31]. 

Considering follicular growth and fertility results of cows previously exposed to 

progesterone, it is concluded that the administration intramuscularly of 150 mg of 

progesterone 10 days before the TAI protocol increases the diameter of the largest follicle on 

the day of P4-device removal and the pregnancy rates of lactating Bos indicus cows.  
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Table 1 

Effects of exposure to progesterone previous to TAI protocol on follicular growth, CL 

diameter and ovulation rate of anestrous suckled Nelore cows (n=420).  

 Control P4i P4iGnRH P 

Nº of animals 136 140 144  

Ø of LF on Day 0 (mm) 10.9±0.2
b 

12.7±0.3
a 

12.6±0.4
a 

0.001 

Ø of LF on Day 8 (mm) 9.7±0.2
b 

10.4±0.2
a 

9.9±0.2
ab 

0.05 

Ø of LF on Day 10 (mm) 12.6±0.3 13.0±0.3 12.6±0.3 0.21 

Follicular growth rate (mm/day) 1.4±0.1 1.4±0.1 1.3±0.1 0.34 

Ovulation rate (%) 
78.2 

(104/133) 

80.3 

(110/137) 

75.2 

(106/141) 
0.62 

CL presence on Day 8 (%) 
0.0      

(0/136)
b 

0.0    

(0/140)
b 

26.4 

(38/144)
a 

0.001 

Ø of CL on Day 24 (mm) 19.7±0.4
ab

 20.1±0.4
a
 18.5±0.4

b
 0.001 

Ø-diameter, LF-largest follicle, CL-corpus luteum, TAI- timed artificial protocol. Continuous 

data expressed in mean±SEM. 
a-b

Means within a row with different superscripts are different 

(P≤0.05).  
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Table 2 

Effects of exposure to progesterone previous to TAI protocol, parity, and BCS on P/AI of 

suckled Nelore cows (n=681) submitted to estradiol/progesterone-based TAI protocols. 

 P/AI, % (n/n) 
Adjusted OR 

(95% CI)
a 

P 

Treatments    

Control 34.9 (78/223)
b 

Referent
b 

0.01 

P4i 45.9 (105/229)
a 

1.68 (1.15-2.48)  

P4iGnRH 40.6 (93/229)
ab 

1.26 (0.89-1.82)  

Parity    

Primiparous 33.9 (110/325) Referent
b
 0.001 

Multiparous 46.6 (166/356) 1.96 (1.42-2.72)  

BCS    

<2.75 33.3 (35/105) Referent
b
 0.002 

≥2.75 41.8 (241/576) 1.92 (1.21-3.05)  

BCS-body condition score. 
a
OR, odds ratio; CI, confidence interval.  

b
Referent, reference group for adjusted risk ratio.   

a-b
Means within a columm with different superscripts are different (P≤0.05). 
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Table 3 

Effects of exposure to progesterone previous to TAI protocol according to parity or to BCS 

on P/AI of suckled Nelore cows (n=681).  

 Control P4i
 

P4iGnRH P* 

Parity    0.78 

Primiparous 28.4 (29/102)
 

39.6 (44/111) 33.1 (37/112)
 

 

Multiparous 40.5 (49/121)
 

51.7 (61/118) 47.9 (56/117)  

BCS  
 

  0.21 

<2.75 14.8 (4/27)
 

45.0 (18/40) 34.2 (13/38)  

≥2.75 37.8 (74/196)
 

46.0 (87/189) 41.9 (80/191)  

BCS-body condition score. * P-valeus of interaction between treatment and explanatory 

variables (parity and BCS). 
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Figure 1. Experimental design. EB - estradiol benzoate, EC - estradiol cypionate, P4 -

progesterone, P4i - injectable progesterone, GnRH - busereline. 
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Figure 2. Circulating progesterone (P4) concentrations (mean±SEM) in Bos indicus (Nelore) 

primiparous cows receiving or not 150 mg of injectable long acting progesterone 

intramuscularly. 
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ARTIGO 2 – Exposure to progesterone before the protocol of ovulation 

synchronization increases the follicular diameter and the fertility of suckled Bos 

taurus cows 
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Abstract 

The objective was to evaluate the effect of injectable progesterone prior to the timed 

artificial insemination (TAI) protocol on follicular growth, ovulation, and pregnancy 

rate of suckled Bos taurus cows. In experiment 1, the effect of P4i prior to the TAI on 

follicular dynamics was evaluated in 401 suckled Bos taurus cows, at 30–90 days 

postpartum, with a mean BCS of 2.75 ± 0.01. In experiment 2, the effect of P4i prior to 

the FTAI on the pregnancy rate (P/AI) was evaluated in 576 suckled Bos taurus cows, 

at 30-60 days postpartum, with a mean BCS of 2.69 ± 0.01. On D-10 of both 

experiments, cows were divided into two experimental groups (Control and P4i). 

Control cows received 2mg of estradiol benzoate and a progesterone intravaginal device 

on day 0 (D0). On day 8 (D8), the progesterone device was removed and the cows 

received 500µg of Cloprostenol, 400 IU of eCG (SincroeCG®, Ouro Fino, Brazil), and 

1 mg of estradiol cypionate. In the P4i Group, cows received 150mg of injectable 

progesterone intramuscularly (Sincrogest Injetável®, Ouro Fino, Brazil) on D-10 and 

were submitted to the same synchronization protocol as the control group. The TAI was 

performed 48 hours after the removal of the progesterone device. In experiment 1, 

ultrasound exams were performed on days 0, 8, 10 and 12 to evaluate the diameter of 

the largest follicle, follicular growth, ovulation, and double ovulation rates. In 

experiment 2, pregnancy diagnosis was performed 30 days after the TAI to evaluate the 

pregnancy rate. Statistical analyses were performed by the GLIMMIX procedure of 

SAS
®
. In experiment 1, the diameters of the largest follicles on D0 (Control 11.6 ± 0.2 

vs P4i 13.3 ± 0.3; P = 0.01) and on D8 (Control 11.3 ± 0.2 vs P4i 11.8 ± 0.2; P = 0.08) 

were greater in P4i. However, follicular growth was greater in control cows (Control 

1.33 ± 0.1 vs. P4i 1.16 ± 1.1; P = 0.10). In addition, the diameter of the largest follicle 

on D10 (P = 0.84), ovulation (P = 0.40) and double ovulation rates (P = 0.23) were 

similar among the experimental groups. In experiment 2, the pregnancy rate was higher 

in the P4i group [Control 45.6% (259) vs P4i 54.8% (259); P = 0.03]. In conclusion, 

injectable progesterone previously to the TAI protocol increased the diameter of the 

largest follicles (D0 and D8) and the pregnancy rate in Bos taurus suckled beef cows. 

Keywords: TAI, conception rate, anestrous
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1. Introduction 

 In beef cattle systems, greater productivity is directly associated with the 

reproductive efficiency of the herd. Protocols of synchronization of ovulation, thus, are 

well consolidated and are used to induce earlier post-partum cyclicity [1]. However, the 

efficiency of synchronization is variable and usually lower in cows below ideal body 

condition scores and in the primiparous category [2]. 

After parturition, the prolonged anestrous period in beef cows reduces the herd 

reproductive efficiency [3]. The hormonal mechanism related to the low LH pulsatility 

during this period and commonly is the result of nutritional stress [4], parity 

(primiparous versus multiparous) [5] and the calf's presence [6]. Such factors may affect 

the final follicular growth, resulting in patterns of follicular growth that do not lead to 

ovulation [7]. In cows with compromised energy status due to the low nutrient offer in 

extensive production systems, a block in the secretion of GnRH and, consequently, of 

LH is observed [8]. This blockage in the hypophyseal-hypothalamic axis occurs as a 

consequence of the negative feedback originating from the increases in the non-sterified 

fatty acid concentrations and of the neuropeptide Y produced by the mobilization of 

body fat [9, 10]. Moreover, cows under negative energy balance have lower glucose 

concentrations, which is the major energy metabolite used by the central nervous system 

[11]. Concomitantly with this scenario, the presence of the calf ensues the liberation of 

endogenous opioids, suppressing the release of GnRH and LH [6, 12, 13]. In this 

context, novel hormonal strategies are being developed in order to increase LH 

pulsatility and, consequently, the efficiency of protocols of ovulation synchronization 

[14]. 

 Recently, the protocols based on the association of progesterone and estradiol 

have demonstrated satisfactory results, with pregnancy rates of around 50% [2, 15]. In 

such protocols, the stimulus by the exogenous progesterone to the GnRH and LH 

pulsatility [16] leads to the ovulation of a pre-ovulatory follicle in the majority of cows, 

reducing the prolonged post-partum anestrous period [1]. The action mechanism of 

progesterone is mediated by the response to estradiol as a result of the alterations in the 

amount and localization of its receptors in the hypothalamus [17] and by the increase in 

LH receptors in the granulosa and theca cells of the pre-ovulatory follicle with elevation 

of the intrafolllicular/seric estradiol concentrations [16, 18]. The main advantage, 



55 

 

therefore, of synchronization of ovulation protocols that use progesterone is to 

anticipate the first ovulation in anestrous cows [19]. However, the efficiency of 

synchronization is around 85% [20], being lower in cows with low BCS at the initiation 

of the protocol [21]. Thus, the period of exposure to progesterone during the FTI 

protocol, in cows that do not respond to the synchronization, may be insufficient to 

increase the required LH pulsatility for adequate follicular growth and ovulation [14]. In 

these animals, smaller than ideal follicles compromise the results of ovulation 

synchronization protocols [22, 23]. Additionally, short luteal phases were observed in 

cows submitted to the first post-partum ovulation synchronization [24], possibly due to 

an inadequate period of exposure to progesterone [25]. Recently, the exposition to 

progesterone for ten days prior to the initiation of the synchronization protocol 

increased the follicular diameter at the onset of the protocol and the pregnancy risk 1.7 

times in suckled Bos indicus cows [14]. Considering the facts reviewed, the objective 

was to evaluate the effect of injectable progesterone previously to the 

estradiol/progesterone-based-protocol of ovulation synchronization on the final 

follicular growth, ovulation, and pregnancy rates in suckled Bos taurus beef cows. We 

hypothesized that the exposition to progesterone before the FTI protocol increases the 

fertility of anestrous Bos taurus cows submitted to the synchronization of ovulation. 

 

2.  Material and Methods 

 

2.1. Experiment 1 - Follicular growth in anestrous suckled (Bos taurus) cows 

2.1.1. Animals and facilities 

The trial was conducted on two commercial farms in Southern Brazil. 

Multiparous suckled Bos taurus cows (Angus and angus crossbreed) in anestrous (n = 

401), with a mean body condition score (BCS) of 2.75 ± 0.01 (1-5 scale; [25]) were 

used. Cows were kept in continuous grazing (native grass) and had free access to water 

and mineral mix. 

 

2.1.2. Experimental design 

 Ten days (D-10) before the initiation of the ovulation synchronization protocol, 

the animals were allocated randomly to one of two experimental groups (Control and 

P4i). (Ouro Fino, Brazil; Sincrogest injetavel®). On D-10, cows in the P4i group 

received a single dose of 150mg of long-acting progesterone intramuscularly (IM). On 
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day 0 (D0), all cows received an intravaginal device containing 1g of progesterone 

(Sincrogest®, Ouro Fino, Brazil) and 2mg of estradiol benzoate IM (Sincrodiol®, Ouro 

Fino, Brazil). Eight days later (D8), the intravaginal device was removed and 500µg of 

cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino), 1 mg of estradiol cypionate (SincroCP®, Ouro 

Fino, Brasil) and 400 UI of eCG (SincroeCG®, Ouro Fino, Brasil) were given IM 

(Figure1). 

 Ultrasound exams (Mindray DP-2200VET, 5 MHz linear transducer, China) 

were performed on D-10 and D0 to evaluate the presence of a corpus luteum (CL). Only 

cows without a visible CL were considered anestrous and included in the experiment. 

Additionally, on D0, D8 and D10, the diameter of the largest follicle (LF) was recorded 

by ultrasonography. The final follicular growth rate was calculated by the difference in 

the diameters of the largest follicle between D8 and D10. The ovulation rate was 

determined on D12 of the experimental period and was determined by the absence of 

the LF present on D10.  

 

2.2. Experiment 2 - Pregnancy per AI in suckled Bos taurus cows 

2.2.1. Animals and facilities  

The trial was conducted on two commercial farms in Southern Brazil. We used 

anestrous multiparous suckled Bos taurus cows (n = 576) with a mean body condition 

score (BCS) of 2.69 ± 0.01 (1-5 scale) [26] and 30-90 days post-partum. Cows were 

kept in continuous grazing (native grass) and had free access to water and mineral mix.   

  

2.2.2. Experimental design 

 Cows were allocated randomly to one of two experimental groups (control and 

P4i). Cows in the P4i group received a single IM dose of 150mg of long-acting 

progesterone (Sincrogest injetavel®, Ouro Fino, Brazil) ten days before the start of the 

ovulation synchronization protocol (D-10). On D10, all cows were synchronized with 

an estradiol/progesterone-based ovulation synchronization protocol and submitted to the 

treatments described in section 2.1.2 (experiment 1). The fixed-time artificial 

insemination was done 48 hours after the removal of the intravaginal device. The 

artificial insemination (AI) was done by a single technician, unaware of the treatment 

allocation of the cows. A commercial frozen-thawed sperm with known fertility was 

distributed evenly among the experimental groups. The pregnancy diagnosis was done 
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by transrectal ultrasonography (Mindray DP-2200VET, 5 MHz linear transducer, 

China) 30 days after the TAI (D40). 

 

2.2.3. Detection of estrus 

 Concurrent with the removal of the intravaginal device (D8), the tail-head (n = 

515) was marked with chalk (Raidl-Maxi, RAIDEX GmbH, Dettingen/Erms, Germany). 

Estrus was deemed to have occurred by the total or partial (90%) removal of any chalk 

mark remnants at TAI. 

 

2.3. Statistical analyses    

Statistical analyses were performed using the Statistical Analysis System for 

Windows. In experiment 1, the variables evaluated were diameter of the LF on D0, D8 

and D10, follicular growth, ovulation and double ovulation rates and the model included 

treatment (Control and P4i), BCS at the first day of the synchronization protocol and 

interactions. Continuous data were tested for normality of the residues and analyzed by 

the UNIVARIATE procedure (transformed when necessary) and subject to the Bartlett 

test to assess the homogeneity of variances. The GLIMMIX procedure was used to 

determine significant differences between groups. All values are expressed as means ± 

SEM. Rates were analyzed using the GLIMMIX procedure as binomial distributions 

and expressed as percentages (%). In Experiment 2, the variables initially included in 

the model for analysis of P/AI were treatment (Control and P4i), BCS at the first day of 

the synchronization protocol, occurrence of estrous, bull and interactions. Data were 

analyzed by a multivariate logistic regression using the LOGISTIC procedure. Variables 

were removed by backward elimination, based on the Wald statistics criterion when 

P>0.20. Variables included in the final model for analysis of P/AI were treatment, BCS 

and occurrence of estrous. Adjusted odds ratio (AOR) and 95% confidence interval (CI) 

were generated during the logistic regression. Results are presented as proportions and 

AOR. The P/AI was analyzed using the GLIMMIX procedure. Significant differences 

were indicated by the probability of P≤0.05. 
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3. Results 

 

3.1. Experiment 1 - Follicular growth in anestrous suckled (Bos taurus) cows  

Treatments had similar LF diameter on Day 10 (P = 0.84), follicular growth 

between Days 8 and 10 (P = 0.14), ovulation (P = 0.40), and double ovulation rates (P = 

0.23).However, diameters of the LF on Day 0 (P = 0.01) and on Day 8 were greater (P = 

0.06) in cows receiving injectable progesterone on D-10 (Table 1). 

 

3.2. Experiment 2 - Pregnancy per AI in suckled Bos taurus cows  

There was no interaction between treatment and BCS (P = 0.32) on P/AI. There 

were significant effects of treatment (P = 0.03), estrous expression (P = 0.0001), and 

BCS (P = 0.01) on P/AI (Table 2). The P/AI of P4i was 1.48 times higher than the 

control group. 

 

4. Discussion 

  The administration of 150 mg of long-acting progesterone 10 days before the 

beginning of an ovulation synchronization protocol increases the follicular diameter at 

the onset of the TAI protocol, at the moment of the progesterone intravaginal device 

removal, and the gestation rate of suckled Bos taurus cows. Thus, the hypothesis that 

progesterone administration prior to ovulation synchronization improves fertility in 

suckled Bos taurus cows was accepted. 

The greater follicular diameter at the start of the ovulation synchronization 

protocol in cows previously treated with long-acting progesterone observed may be 

associated with the formation of persistent follicles. Thus, follicles exposed to 

progesterone during prolonged periods become persistent because of an LH pre-

ovulatory peak blockage at the hypophyseal level promoted by the circulating 

progesterone [27]. Furthermore, prolonged progesterone exposure may increase the 

frequency of LH pulses in anestrous cows [28, 29], allowing for greater follicular 

development. Accordingly, progesterone reduces the concentration of hypothalamic 

estradiol receptors [29], and consequently, GnRH and LH pulsatility [28, 30]. 

Additionally, follicles exposed to a longer progesterone environment possess higher 

LH-receptor concentrations in the granulosa and theca cells [25], increasing the 

follicular steroidogenic capacity and development. Thus, as demonstrated in other 

studies of previous progesterone exposure [14, 30], the diameter of the follicle at 
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intravaginal device removal was larger in cows receiving progesterone. Exposure to 

progesterone prior to the TAI protocol had no effect on the follicular diameter at TAI 

and on the follicular growth between D8 and the TAI. These findings may be correlated 

to the positive effects of eCG on synchronization protocols since eCG is a molecule 

with high affinity for LH receptors [31]. 

The pregnancy rate was 1.48 times higher in cows treated with 150mg of long-

acting progesterone 10 days before D0 of the TAI protocol. Similar results were 

reported in Bos indicus cows [14] previously exposed to long-acting progesterone and 

in Bos taurus cows [30] receiving an intravaginal progesterone device 10 days before 

the TAI protocol. These findings demonstrate that a prolonged exposure to progesterone 

has a positive impact on the fertility of beef cows. In early postpartum, approximately 

20% of beef cows have earlier luteolysis, around 14 days after the first ovulation [32]. 

Early luteolysis (short cycle) is correlated to the concentrations of estrogen and oxytocin 

receptors in the endometrium [33]. In cows not previously exposed to progesterone in 

the immediately preceding estrus cycle (first post-partum ovulation or a pre-pubertal 

heifer entering puberty), an earlier expression (10–13 days after ovulation) and an 

increase in estrogen and oxytocin receptors in the endometrium result in an early 

prostaglandin F2α. Cows exposed to progesterone previously to the first post-partum 

ovulation have a lower incidence of short cycles [34]. Additionally, longer periods of 

exposure to progesterone may increase LH pulsatility and, consequently, follicular 

growth, pre-ovulatory follicle diameter, and the concentration of estradiol. Thus, cows 

with greater estradiol concentrations have lower concentration of endometrial oxytocin 

receptors at the beginning of the luteal phase, which reduces the incidence of short 

cycles [33]. In the same manner, the greater fertility of cows previously exposed to 

progesterone may be correlated to lower short cycle incidence and greater 

concentrations of estradiol during proestrus (largest follicle on D8), which improves the 

uterine environment favoring conception and early embryo development. 

In the current study, the higher fertility observed in cows expressing estrus 

during the FTI protocol and of adequate BCS has also been demonstrated by other 

authors [14, 23, 35, 36]. Estrus expression alters the gene expression profile in the 

endometrium, improving gamete transport for fertilization and embryo development 

[37]. Additionally, lower BCS-cows have reduced follicular diameter at progesterone 

device removal, lower estrus expression, and lower pregnancy rates after the 

synchronization of ovulation [22, 38, 39]. In smaller follicles, the proestrus estradiol 
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concentration is lower, CLs are smaller, and the diestrus progesterone concentrations 

are also lower [22]. Such factors negatively impact the preparation of the uterine 

environment for the fertilization events, the maintenance, and the establishment of 

pregnancy [23, 37]. 

In conclusion, the administration of long-acting progesterone 10 days before the 

start of the ovulation synchronization protocol increases the diameter of the largest 

follicle at the removal of the progesterone device and the pregnancy rate of suckled Bos 

taurus cows. 
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Table 1 

Effects of exposure to progesterone prior to the TAI protocol on the follicular diameter, 

follicular growth and ovulation rate of anestrous suckled Bos taurus cows (n=401). 

 

 Control P4i P 

Nº of animals 201 200  

Ø of LF (mm)    

Day 0  11.6±0.2
 

13.3±0.3
 

0.01 

Day 8 11.3±0.2
 

11.8±0.2
 

0.08 

Day 10 13.9±0.3 13.9±0.3 0.84 

Follicular growth rate (mm/day) 1.34±0.1 1.20±0.1 0.14 

Ovulation rate (%) 
73.8 

(76/103) 

77.7 

(80/103) 
0.40 

Double Ovulation Rate (%) 
3.9 

(4/102) 

1.0 

(1/100) 
0.23 

Ø-diameter, LF-largest follicle, TAI- timed artificial protocol. Continuous data expressed in 

means±SEM and binomial data expressed in percentage (%).
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Table 2 

Effects of exposure to progesterone prior to the TAI protocol, occurrence estrous, and BCS 

on P/AI of suckled Bos taurus cows (n=576) submitted to estradiol/progesterone-based 

TAI protocols. 

 

 P/AI, % (n/n) 
Adjusted OR 

(95% CI)
a 

P 

Treatments    

Control 46.2 (133/288)
 

Referent
b 

0.03 

P4i 55.6 (160/288)
 

1.48 (1.03-2.12)  

Estrus occurence      

No estrous 25.0 (27/108) Referent
b
 0.0001 

Estrous 56.5 (230/407) 3.95 (2.44-6.38)  

BCS    

<2.75 45.7 (80/175) Referent
b
 0.10 

≥2.75 53.1 (213/401) 1.35 (0.94-1.92)  

BCS-body condition score. 
a
OR, odds ratio; CI, confidence interval.  

b
Referent, reference group for adjusted risk ratio.  



68 

 

 

 

 

Figure 1. Experimental design. EB - estradiol benzoate, EC - estradiol cypionate, P4 -

progesterone, P4i - injectable progesterone 
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Artigo 3 - Exposição prévia à progesterona injetável ao protocolo de sincronização 

da ovulação não substitui a eCG em protocolo de sincronização da ovulação. 
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Resumo 

O objetivo foi avaliar o efeito da substituição de eCG por progesterona injetável antes do 

protocolo de IATF na dinâmica folicular e P/IA de 446 vacas Nelore lactantes. No 

experimento 1, dez dias antes do protocolo de IATF (D-10), as vacas foram alocadas em 

esquema fatorial 2x2 para receber (P4i e P4ieCG) ou não (Controle e eCG) 150mg de 

progesterona injetável (Sincrogest injetável, Ouro Fino, Brasil) no D-10 e receber (eCG e 

P4ieCG) ou não (Controle e P4i) 300UI de eCG (SincroeCG®, Ouro Fino, Brasil) no D8 do 

protocolo de IATF. Todas as vacas em dia aleatório do ciclo estral (D0), receberam a 

administração de 2mg de benzoato de estradiol e a inserção de um dispositivo intravaginal de 

progesterona. No dia 8 (D8), o dispositivo de progesterona foi retirado e administrado 500µg 

de cloprostenol e 1mg de cipionato de estradiol. A IATF foi realizada 48 horas após a retirada 

do dispositivo de progesterona. Exames ultrassonográficos foram realizados em D0, D8 e D10 

para avaliar o diâmetro do maior folículo (DF) e o crescimento folicular. No experimento 2, 

avaliou-se o efeito da progesterona injetável antes do protocolo de IATF sobre a taxa de 

prenhez (P/IA) em 568 vacas Nelore com cria ao pé. No D-10, as vacas foram divididas em 

dois grupos experimentais (eCG e P4ieCG). As vacas eCG receberam 2mg de benzoato de 

estradiol e um dispositivo intravaginal de progesterona no dia 0 (D0). No dia 8 (D8), o 

dispositivo de progesterona foi retmovido e as vacas receberam 500µg de cloprostenol, 300 

UI de eCG (SincroeCG®, Ouro Fino, Brasil) e 1mg de cipionato de estradiol. No Grupo 

P4ieCG, as vacas receberam 150mg de progesterona injetável (Sincrogest Injetável®, Ouro 

Fino, Brasil) no D-10 e foram submetidas no D0 ao mesmo protocolo de sincronização do 

grupo eCG. A IATF foi realizada 48 horas após a remoção do dispositivo de progesterona. Os 

diagnósticos de gestação nos 2 experimentos foram realizados 30 dias após a IATF. As 

análises estatísticas foram realizadas pelo procedimento GLIMMIX do SAS. No experimento 

1, houve efeitos de interação entre progesterona injetável e eCG para o diâmetro do maior 

folículo no D10 (Controle 10,2±0,3c; P4i 10,3±0,2c; eCG 11,2±0,3b; P4ieCG 12,3±0,2a; 

P=0,04) . O diâmetro do maior folículo em D0 (P<0,01) e D8 (P<0,01) foi maior nas vacas 

que receberam progesterona injetável antes do protocolo de IATF. Além disso, não houve 

efeito da progesterona injetável em todas as outras variáveis estudadas. O crescimento 

folicular (P<0,01) e P/IA [No-eCG 25,5% (56/220); eCG 52,7% (119/226); P=0,001] foram 

maiores nas vacas que receberam eCG e não diferiu entre as vacas que receberam ou não 

progesterona [No-P4i 36,7% (81/221); P4i 41,8% (94/225); P=0,40]. No experimento 2, a 

P/IA nas vacas que receberam progesterona injetável antes do protocolo de IATF foi maior 

[eCG 48,1% (137/285) vs P4ieCG 57,2% (162/283); P=0,03]. Em conclusão, a pré-exposição 
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à progesterona injetável ao protocolo de IATF aumenta o diâmetro do maior folículo (D0, D8 

e D10) e a taxa de prenhez de vacas Bos indicus lactantes. No entanto, em vacas Bos indicus 

lactantes, a pré-exposição à progesterona injetável não é adequada para substituir a eCG em 

protocolos de IATF. 

Palavras-chave: Progesterona, eCG, concepção, diâmetro folicular 
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1. Introdução 

O anestro pós-parto em vacas Bos indicus pode ser prologando por 

aproximadamente 120 dias após o parto. Durante o anestro pós parto, apesar de haver 

desenvolvimento folicular, não observa-se crescimento folicular final e ovulação do 

folículo dominante, devido a baixa pulsatilidade de LH ocasionada por fatores como a 

subnutrição [1] e a presença de bezerros [2].  No entanto, em protocolos de 

sincronização da ovulação aproximadamente 83% das vacas ovulam após o término do 

protocolo [3].  Esses resultados são possíveis devido a utilização da gonadotrofina 

coriônica equina (eCG) no momento da remoção do dispositivo de progesterona com a 

finalidade de promover o suporte de LH para o crescimento folicular final [3, 4]. Sendo 

assim, a taxa de crescimento folicular final e a taxa de ovulação são superiores em vacas 

que recebem a administração de eCG no dia da remoção do dispositivo de progesterona 

[3]. No entanto, a eCG é uma molécula de origem animal pouco estável com os 

processos de produção, extração e purificação muito complicados, por ser produzida a 

partir do soro de éguas prenhes [5]. Além disso, atualmente existem questionamentos 

quanto ao bem-estar das fêmeas equinas gestantes utilizadas para obter a matéria prima 

necessária para a produção comercial da eCG. 

Estudos recentes vêm demonstrando que um período de exposição mais 

prolongado à progesterona durante os protocolos de sincronização da ovulação aumenta 

o diâmetro folicular no momento da remoção do dispositivo de progesterona [6]. Esse 

maior período de exposição à progesterona estimula o desenvolvimento folicular pela 

ação direta desse esteróide no hipotálamo, por meio de estímulo não genômico que 

reduz a sensibilidade das células hipotalâmicas ao estrógeno [7]. Dessa forma, a 

progesterona estimula a secreção de GnRH e aumenta a pulsatilidade de LH [8].  

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da substituição da eCG no 

momento da remoção do dispositivo intravaginal de progesterona pela exposição prévia 

à progesterona injetável ao protocolo de IATF no crescimento folicular final e na taxa 

de prenhez de vacas Bos indicus lactantes. A hipótese do estudo, é que a exposição à 

progesterona prévia ao protocolo de IATF é capaz de substituir a eCG em programas de 

sincronização da ovulação em vacas Bos indicus lactantes.  

 

2. Material e Métodos 
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2.2.Experiment 1- Efeito da substituição da eCG pela exposição prévia de 

progesterona 

 

2.1.1.Animais e instalações 

O experimento foi conduzido em uma fazenda comercial localizada no noroeste 

do Brasil. Vacas Nelore lactantes (n = 446) com 2,63 ± 0,01 escore de condição 

corporal (ECC) no início do protocolo de sincronização (escala de 1 a 5; onde 1 = muito 

magra e 5 = muito gorda) [9] foram utilizadas. As vacas foram mantidas em pastagens 

de Brachiaria humidicola e tiveram livre acesso à água e à mistura mineral. 

 

2.1.2.Delineamento experimental 

Todas as vacas foram alocadas nos grupos experimentais entre 30 e 50 dias pós-

parto. No Dia -10 (D-10), as vacas foram alocadas em esquema fatorial 2x2 para receber 

ou não 150mg de progesterona de longa ação por via intramuscular (Sincrogest 

injetável, Ouro Fino, Brasil) no D-10 e receberam ou não 300UI de eCG (SincroeCG, 

Ouro Fino, Brasil) na retirada do dispositivo de progesterona (D8) do protocolo de 

IATF (grupos Controle, eCG, P4i e P4ieCG). Neste momento (D-10), 150mg de 

progesterona de longa ação foi administrado nas vacas dos grupos P4i e P4ieCG. No 

Dia 0 (D0), todas as vacas foram sincronizadas usando um protocolo de IATF baseado 

em estradiol/progesterona e as vacas receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g 

de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino, Brasil) mais a administração de 2mg de 

benzoato de estradiol por via intramuscular (Sincrodiol, Ouro Fino, Brasil). Oito dias 

depois (D8), o dispositivo foi removido e foram administrados 500µg de cloprostenol 

(Sincrocio, Ouro Fino, Brasil) e 1mg de cipionato de estradiol por via intramuscular 

(SincroCP, Ouro Fino, Brasil). Além disso, no D8, vacas dos grupos eCG e P4ieCG 

receberam uma dose única de 300UI de eCG por via intramuscular. A IATF foi 

realizada 48h após a retirada do dispositivo de progesterona em todas as vacas (Figura 

1). Todas as inseminações foram realizadas pelo mesmo técnico, que não tinha 

conhecimento prévio da alocação do tratamento das vacas. 

 

2.1.3.Exames ultrassonográficos 

Exames ultrassonográficos foram realizados para mensurar o diâmetro do maior 

folículo nos dias 0, 8 e 10 do período experimental (Figura 1). O crescimento folicular 

final foi calculado com base na diferença do maior diâmetro folicular entre os dias 8 e 
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10 dividido por dois. Os diagnósticos de gestação foram realizados por ultrassonografia 

transretal (Mindray DP-2200VET, transdutor linear de 5 MHz, China) 30 dias após a 

IATF. 

 

2.2.Experimento 2- Efeito da exposição prévia de progesterona na taxa de 

concepção 

  

2.2.1.Animais e instalações 

O experimento foi conduzido em uma fazenda comercial localizada no noroeste 

do Brasil. Um total de 568 vacas Nelore lactantes, com 30 a 60 dias pós-parto no início 

do protocolo de sincronização da ovulação e com ECC de 2,68 ± 0,01 (escala, 1 a 5; 

onde 1 = muito magra e 5 = muito gorda) [9] foram utilizadas. As vacas foram mantidas 

em pastagem de Brachiaria humidicola e tiveram livre acesso à água e à mistura 

mineral. 

 

2.2.2. Delineamento experimental 

No Dia -10 (D-10), as vacas foram alocadas em um dos dois grupos 

experimentais (eCG e P4ieCG). Neste momento, as vacas do grupo P4ieCG receberam 

uma dose única de 150mg de progesterona de longa ação por via intramuscular 

(Sincrogest injetável®, Ouro Fino, Brasil). No Dia 0 (D0), todas as vacas foram 

sincronizadas usando um protocolo de IATF à base de estradiol/progesterona e as vacas 

receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (Sincrogest®, Ouro 

Fino, Brasil) mais a administração de 2mg de benzoato de estradiol por via 

intramuscular (Sincrodiol®, Ouro Fino, Brasil). Oito dias depois (D8), o dispositivo foi 

removido e 500µg de cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino, Brasil), 300UI de eCG 

(SincroeCG®, Ouro Fino, Brasil) e 1mg de cipionato de estradiol (SincroCP®, Ouro 

Fino, Brasil) por via intramuscular  foram administrados. Neste experimento, a IATF foi 

realizada 48 horas após a retirada do dispositivo de progesterona. Todas as 

inseminações foram realizadas pelo mesmo técnico, que não tinha conhecimento prévio 

da alocação do tratamento das vacas. Os diagnósticos de gestação foram realizados por 

ultrassonografia transretal (Mindray DP-2200VET, transdutor linear de 5MHz, China) 

30 dias após a IATF. O desenho experimental está representado na Figura 2. 
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2.3.Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o Statistical Analysis System 

(SAS) for Windows. As variáveis contínuas (Experimento 1 - diâmetro do maior 

folículo nos Dias 0, 8 e 10, crescimento folicular final e modelo incluindo os 

tratamentos (Controle, eCG, P4i e P4ieCG), ECC no primeiro dia do protocolo de 

sincronização e interações. Os dados contínuos foram testados quanto à normalidade 

dos resíduos e analisados pelo procedimento UNIVARIATE (transformados quando 

necessário) e submetidos ao teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade das 

variâncias. O procedimento GLIMMIX foi usado para determinar diferenças 

significativas entre os grupos. Todos os valores foram expressos como média ± EPM. 

Para dados binomiais (P/IA) nos experimentos 1 e 2, as variáveis inicialmente incluídas 

nos modelos foram tratamento, touro e ECC no primeiro dia do protocolo de 

sincronização e suas interações. Os dados foram analisados por regressão logística 

multivariada usando o procedimento LOGISTIC do SAS. As variáveis foram removidas 

com base no critério estatístico de Wald quando P > 0,20. Variáveis incluídas no 

modelo final para a análise de P/IA foram tratamento e ECC. O odds ratio ajustado 

(ORA) e o intervalo de confiança de 95% (IC) foram gerados durante a regressão 

logística. Os resultados são apresentados como proporções e ORA. A P/IA foi analisada 

pelo procedimento GLIMMIX do SAS. Diferenças significativas foram indicadas pela 

probabilidade de P ≤ 0,05. 

 

3. Resultados 

 

3.1.Experimento 1- Efeito da substituição da eCG pela exposição prévia de 

progesterona 

O diâmetro do maior folículo no D0 (P = 0,001) e D8 (P = 0,006) foi maior em 

vacas que receberam a administração de progesterona injetável no D-10 (grupos P4i e 

P4ieCG; Tabela 1). Além disso, existiu um efeito de interação entre progesterona 

injetável no D-10 e eCG no D8 para diâmetro do maior folículo no D10 (P = 0,04), no 

qual verificou-se que o diâmetro folicular no D10 aumentou em vacas que receberam 

eCG e não alterou em vacas que receberam a administração de progesterona injetável no 

D-10. Em adição, o crescimento folicular final (P = 0,001, Tabela 1) foi maior em vacas 

que receberam eCG no D8 (eCG and P4ieCG; Tabela 2). 
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Não existiu efeito de interação entre progesterona injetável no D-10 e eCG no D8 

para P/IA (P = 0,36). A P/IA não diferiu entre os grupos sem P4i (Controle and eCG) e 

com P4i (P4i e P4ieCG; P = 0,33; Tabela 2) e foi maior nas vacas que receberam eCG 

no D8 (eCG e P4ieCG; P= 0,0001; Tabela 2). Apesar de não ter havido interação 

P4i*eCG, verificou-se tendência (P = 0,10) de maior P/IA nas vacas que receberam 

progesterona injetável e eCG em comparação as vacas que receberam somente eCG no 

dia da retirada do dispositivo de progesterona (Figura 3). 

 

3.2.Experimento 2- Efeito da exposição prévia de progesterona na taxa de 

concepção 

Não existiu efeito de interação entre tratamento e ECC (P = 0,76) na P/IA e efeito de 

ECC (P = 0,19) na P/IA (Tabela 2). No entanto, a P/IA das vacas do grupo P4ieCG foi 

1,45 vezes maior que a das vacas do grupo eCG (P = 0,03; Tabela 2). 

 

4. Discussão 

Para nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que avalia a substituição da eCG 

em protocolos de sincronização da ovulação a base de P4/E2 pela exposição prévia de 

progesterona injetável em vacas Bos indicus lactantes. No presente estudo, vacas que 

receberam a administração de 150mg de progesterona injetável 10 dias prévios ao início 

do protocolo de sincronização da ovulação tiveram maior folículo no D0 e no momento 

da remoção do dispositivo de progesterona. No entanto, o crescimento folicular final e a 

taxa de prenhez foram maiores nas vacas que receberam a administração de 300UI de 

eCG no momento da remoção do dispositivo de progesterona. Dessa forma, a exposição 

prévia de progesterona injetável ao protocolo de sincronização da ovulação não é capaz 

de substituir a eCG em protocolos de sincronização da ovulação em vacas Bos indicus 

lactantes. Sendo assim, a hipótese do estudo foi rejeitada. No entanto, a fertilidade de 

vacas Bos indicus foi maior quando se associou progesterona injetável com a 

administração de eCG (Experimento 2) semelhante ao observado em vacas Bos indicus 

[6] e em vacas Bos taurus [9].  

A exposição prévia de progesterona ao protocolo de IATF tem sido uma alternativa 

para aumentar a taxa de concepção de vacas Bos indicus [6] e de vacas Bos taurus com 

baixo ECC [9]. Nesses estudos, foram observados um maior diâmetro folicular no 

momento da remoção do dispositivo de progesterona e no momento da IATF. Além 

disso, a exposição prévia a progesterona teve efeito na P/IA somente em vacas com 
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baixo ECC [9]. No presente estudo, a exposição prévia de progesterona injetável ao 

protocolo de IATF aumentou o diâmetro folicular no início do protocolo de 

sincronização da ovulação (D0) e também no momento da remoção do dispositivo de 

progesterona (D8). No entanto, a progesterona injetável falhou em promover o 

crescimento folicular final entre a retirada do dispositivo de progesterona e a IATF. No 

estudo, esperava-se efeito estimulatório da progesterona injetável sobre a pulsatilidade 

de LH e sobre o crescimento folicular final, visto que concentrações subluteais de 

progesterona estimulam a liberação pulsátil de GnRH e, consequentemente, de LH [10]. 

Além disso, o tratamento com progesterona reduz o número de receptores de estrógeno 

no hipotálamo, e consequentemente, o feedback negativo na secreção de GnRH [11]. 

Em adição, elevadas concentrações de progesterona por mais de 10 dias levam ao 

desenvolvimento de grandes folículos [12]. Dessa forma, vacas com concentrações sub-

luteais de progesterona desenvolvem persistência folicular devido à ausência de pico de 

LH [13]. 

O maior crescimento folicular entre a remoção do dispositivo de progesterona e a 

IATF nas vacas tratadas com eCG está associado com a alta afinidade da molécula da 

eCG com receptores de FSH e LH nas células foliculares [3, 14]. Durante o crescimento 

folicular final, os folículos são dependentes de LH para promover seu desenvolvimento 

[15]. Dessa forma, quando a eCG se liga ao receptor de LH ou FSH promove maior 

ativação dessas proteínas transmembranas das células da teca e da granulosa 

aumentando capacidade esteroidogência do folículo [8, 16], e consequentemente, o 

desenvolvimento folicular final. Além disso, a eCG possui meia vida longa, e possui 

estimula a produção de progesterona pelo corpo lúteo por estimular a expressão de 

proteínas esteroidogênicas, assim como, regula expressão de genes relacionados a 

biossíntese de colesterol [17]. 

No presente estudo, o diâmetro folicular foi maior no momento da IATF em vacas 

que foram expostas previamente a progesterona injetável e que receberam a 

administração de eCG no momento da remoção do dispositivo de progesterona pelo fato 

de folículos expostos a ambiente progesterônico possuírem maior capacidade 

esteroidogênica devido ao aumento no número de receptores de LH nas células da teca e 

da granulosa [8, 18]. Além disso, estudos demonstraram que vacas com maior diâmetro 

folicular no momento da IATF tem maior fertilidade em protocolos de sincronização da 

ovulação [18, 19, 20] devido a maior produção de estradiol pelo folículo [20] e maior 

produção de progesterona no diestro [18, 19]. Assim, a associação de altas 
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concentrações de estradiol no proestro e maior concentração de progesterona no diestro 

melhora o ambiente uterino para o desenvolvimento embrionário inicial [18, 19, 20]. 

Assim, os efeitos positivos da associação da exposição prévia de progesterona e da 

administração da eCG na fertilidade de vacas podem ser explicados pelo melhor 

ambiente uterino, condicionado pelo maior diâmetro folicular durante o pro estro e na 

IATF. 

Em conclusão, em protocolos de sincronização da ovulação a base de progesterona e 

estradiol em vacas Bos indicus, a eCG não pode ser substituída pela exposição prévia de 

progesterona injetável. No entanto, a associação entre exposição prévia de progesterona 

injetável e eCG pode ser uma alternativa para melhorar o desenvolvimento folicular 

final e consequentemente, a fertilidade de vacas de corte submetidas a protocolos de 

sincronização da ovulação. 
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Tabela 1  

Efeito da substituição da eCG pela exposição prévia de progesterona à IATF na dinâmica 

folicular de vacas Bos indicus lactantes. 

 
Controle eCG P4i P4ieCG 

P 

 P4i eCG P4i*eCG 

Nº de animais 110 114 115 116    

Ø do FD (mm)        

Dia 0  9,8±0,2
 

10,0±0,2
 

12,1±0,3
 

12,1±0,3
 

0,001   

Dia 8 8,9±0.2
 

8,7±0.2
 

9,2±0.2
 

9,7±0.2
 

0,006   

Dia 10 10,2±0.3
c
 11,2±0.2

b
 10,3±0.3

c
 12,3±0.3

a
 0,03 0,001 0,04 

Crescimento 

follicular final 

(mm/dia) 

0,73±0.1
b 

1,21±0.1
a 

0,70±0.1
b 

1,34±0.1
a 

0,34 0,001 0,42 

Ø-diâmetro, FD- Maior folículo, IATF- protocolo de inseminação artificial em tempo fixo. 

Dadsos contínuos expressos por média±EPM. 
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Tabela 2  

Efeito da substituição da eCG pela exposição prévia de progesterona à IATF na taxa de 

concepção de vacas Bos indicus lactantes. 

 

 P/IA, % (n/n) 
OR ajustado 

(95% IC)
a 

P 

Experimento 1    

P4i    

Sem P4i  36,7 (81/221)
  0.33 

P4i 41,8 (94/225)   

eCG  on D8 
 

  

Sem eCG 25,5 (56/220) Referência
b
 0,0001 

eCG 52,7 (119/226) 3,30 (2,21-4,93)  

Experimento 2    

P4i    

eCG  48,1 (137/285) 
 

Referência
b 

0,03 

P4ieCG 57,2 (162/283) 1,45 (1,04-2,01)  

a
OR, odds ratio; IC, Intervalo de confiança.  

b
Referência, grupo referência para odds ratio ajustado.   
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Figura 1. Delineamento experimental do Experimento 1. 
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Figura 2. Delineamento experimental do Experimento 2
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Figura 3. Efeito da substituição da eCG no D8 do protocolo de IATF pela exposição prévia 

de progesterona injetável ao protocolo de IATF na taxa de concepção de vacas Nelore 

lactantes 
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Artigo 4 - Exposição prévia à progesterona injetável ao protocolo de sincronização 

da ovulação modula o útero no momento da IATF em vacas Bos indicus lactantes 

em anestro 
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Resumo 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da administração de 150mg de progesterona 

injetável de longa ação (Sincrogest injetável, Ouro Fino, Brasil) previamente ao 

protocolo de sincronização da ovulação no diâmetro uterino e na expressão de 

receptores de progesterona (PGR), de estrógeno (ESR1 e ESR2) e de ocitocina (OXTR) 

no endométrio uterino no início do protocolo de sincronização da ovulação e no 

momento da IATF de vacas Nelore (Bos indicus) em anestro pós-parto. Vacas Nelore 

(n=26), com dias pós-parto entre 30 e 60 dias e 2,71 ± 0,02 de escore de condição 

corporal (ECC) no início do delineamento experimental, foram utilizadas. No dia -10 

(D-10), vacas sem corpo lúteo foram alocadas em dois grupos experimentais (controle e 

P4i). Nesse momento, vacas do grupo P4i receberam a administração de 150mg de 

progesterona injetável de longa ação (Sincrogest Injetável, Ouro Fino, Brasil). No dia 0 

(D0), todas as vacas sem a presença de corpo lúteo foram sincronizadas utilizando 

protocolo à base de progesterona e estradiol. Assim, vacas receberam um dispositivo 

intravaginal de 1g de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino, Brasil) e administração de 

2mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ouro Fino, Brasil). Oito dias depois (D8), o 

dispositivo foi removido e 500µg de Cloprostenol Sódico (Sincrocio, Ouro Fino, 

Brasil), 1mg de cipionato de estradiol (SincroCP, Ouro Fino, Brasil) e 300UI de 

gonadotrofina coriônica equina (SincroeCG, Ouro Fino, Brasil) foram administrados. 

Vacas foram submetidas à coleta de amostras endometriais pela técnica de cytobrush no 

D-10, D0 e D10 (Figure 1). O RNA foi extraído e abundância de transcritos 

relacionados à função uterina durante o ciclo estral PGR, ERS1, ERS2 e OXTR foram 

mensurados por qPCR. Exames ultrassonográficos foram realizados no D-10, D0 e D10 

para a mensuração do diâmetro do corpo uterino. O diâmetro uterino no D0 (Controle = 

11,1mm vs P4i = 12,5mm; P=0,10) e no D10 (Controle = 13,3mm vs P4i = 15,3mm; 

P=0,07) teve tendência de ser maior no grupo P4i. No D0 do período experimental, a 

expressão relativa de PGR (P = 0,18), ESR1 (P = 0,19), ESR2 (P = 0,26) não diferiu 

entre os grupos experimentais. No entanto, a expressão de OXTR teve tendência de ser 

maior nas vacas do grupo P4i (P = 0,08). Além disso, a expressão relativa de PGR (P = 

0,71), ESR1 (P = 0,75), ESR2 (P = 0,94) e OXTR (P = 0,59) não diferiu entre os grupos 

experimentais no momento da IATF. No entanto, observou-se que as vacas do grupo 

P4i tiveram maior aumento na diferença de expressão de ESR1 do D-10 para o D0. 

Além disso, observou-se que a diferença de expressão de ESR2 do D-10 para a IATF 

(D10) foi menor nas vacas do grupo P4i (P = 0,05). Conclui-se que a exposição prévia 
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de progesterona ao protocolo de sincronização da ovulação modula a expressão de 

receptores de ocitocina e de estrógeno (ESR1 e ESR2) no endométrio uterino e aumenta 

o diâmetro uterino no início do protocolo de sincronização da ovulação e na IATF. 

Palavras-chave: endométrio, ocitocina, IATF
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1.Introdução 

Vacas de corte em anestro pós-parto recente normalmente tem menor fertilidade 

em protocolos de sincronização da ovulação que vacas cíclicas [1] devido em parte a 

menor pulsatilidade de LH, menor crescimento folicular final [2] e maior ocorrência de 

ciclos curtos [3].  A exposição prévia de progesterona ao protocolo de IATF tem sido 

associada com um maior diâmetro folicular no momento da remoção do dispositivo de 

progesterona [4] e no momento da IATF [5]. Além disso, maior período de exposição à 

progesterona está associado com maior fertilidade em vacas lactantes em anestro [4]. 

No entanto, o mecanismo direto de interferência positiva da progesterona injetável na 

fertilidade ainda não são completamente entendidos. 

A progesterona aumenta o número de receptores de LH nas células da teca e da 

granulosa [6, 7], e consequentemente, aumenta a síntese de estradiol pelo folículo [8] 

interferindo no desenvolvimento folicular. Tal efeito observado em folículos pré 

ovulatórios aumenta o tamanho do CL [9], as concentrações de progesterona no diestro 

e na expressão de receptores de estrógeno tipo 1 (ESR1), de IGF-1 (IGF-1R) e de 

insulina (INSR) no endométrio uterino no dia seis após a ovulação [10]. Assim, a 

exposição prévia de progesterona poderia melhorar a qualidade uterina por promover 

maiores folículos no momento da remoção do dispositivo de progesterona e da IATF em 

protocolos de sincronização da ovulação em vacas de corte em anestro. 

Durante o ciclo estral, o endométrio é influenciado principalmente pelos 

hormônios esteroides (progesterona e estrógeno) para que ocorra o reconhecimento 

materno da gestação, elongação do concepto, secreção de nutrientes e fatores de 

crescimento para o desenvolvimento do concepto [11, 12]. Tais mudanças interferem na 

expressão de receptores de ocitocina (OXTR), progesterona (PGR) e estrógeno (ESR) 

durante o ciclo estral [13-15]. Além disso, vacas com baixas concentrações de 

progesterona durante o desenvolvimento do folículo ovulatório possuem alteração na 

morfologia das glândulas endometriais [16], prejudicando assim a produção de 

nutrientes e fatores de crescimento para o embrião. Além disso, vacas com ciclo curto 

possuem menor expressão de receptores de progesterona e maior expressão de 

receptores de ocitocina no quinto dia após a ovulação [17]. Sendo assim, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar a influência da exposição prévia de progesterona ao 

protocolo de sincronização da ovulação em vacas Bos indicus lactantes em anestro no 

diâmetro do corpo uterino e na expressão gênica de receptores de progesterona, 

ocitocina e de estradiol tipo 1 e 2.  
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2.Material e Métodos 

2.1. Animais e instalações 

O experimento foi conduzido em uma fazenda comercial localizada no sudeste 

do Brasil. Vacas Nelore paridas (n = 26) com 2,71 ± 0,02 de escore de condição 

corporal (ECC) no início do delineamento experimental (Escala, 1 a 5; onde 1 = muito 

magra e 5 = muito gorda) [18] foram utilizadas. As vacas foram mantidas em piquetes 

de Brachiaria brizantha com livre acesso a água e mix mineral. 

 

2.2. Delineamento Experimental 

Todas as vacas foram alocadas nos grupos experimentais entre 30 e 50 dias pós-

parto. No dia -10 (D-10), vacas sem corpo lúteo foram alocadas em um dos dois grupos 

experimentais (controle e P4i). Nesse momento, vacas do grupo P4i receberam a 

administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação (Sincrogest Injetável, 

Ouro Fino, Brasil). No dia 0 (D0), todas as vacas sem a presença de corpo lúteo foram 

sincronizadas utilizando protocolo à base de progesterona e estradiol que consistiu na 

inserção de um dispositivo intravaginal de 1g de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino, 

Brasil) e administração de 2mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ouro Fino, Brasil). 

Oito dias depois (D8), o dispositivo foi removido e 500µg de Cloprostenol Sódico 

(Sincrocio, Ouro Fino, Brasil), 1mg de cipionato de estradiol (SincroCP, Ouro Fino, 

Brasil) e 300UI de gonadotrofina coriônica equina (SincroeCG, Ouro Fino, Brasil) 

foram administrados. As vacas foram submetidas à coleta de amostras endometriais pela 

técnica de cytobrush no D-10, D0 e D10 (Figura 1).  

 

2.3. Exames ultrassonográficos 

Exames ultrassonográficos foram realizados no D-10 e D0 para avaliação da 

presença de corpo lúteo nos ovários. Além disso, mensuração do diâmetro do corpo 

uterino foi realizada nos dias -10, 0 e 10 do período experimental por ultrassonografia 

transretal (Mindray DP-2200 VET, 5MHz linear transucer, China). 

 

2.4.Coleta de células endometriais 

Amostras células do epitélio luminal foram coletadas no corpo uterino de cada 

vaca nos dias -10, 0 e 10 do período experimental (Figura 1) utilizando uma escova 

citológica (Disposable cytology sampling brush8”; Viamed Ltd, West Yor shire, UK) 
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como descrito na literatura [19]. O aparato foi inserido no corpo uterino via cérvix e o 

cytobrush rotacionado três vezes no sentido horário no corpo uterino para a coleta de 

amostras endometriais. Após esse procedimento, o cytobrush foi removido do aparato e 

colocado em um criotubo de 2mL contendo 1mL de reagente Trizol® (Life 

Technologies, California, USA) e estocado em nitrogênio líquido para posterior 

processamento. 

 

2.5. Extração de RNA, Síntese de cDNA e qPCR 

O RNA total foi extraído de acordo com o fabricante recomendações, com 

modificações. Cada amostra contendo 1.000 µL de Trizol foi homogeneizada em vortéx 

por 5 min. Após esse procedimento, a escova citológica foi removida do criotubo, e 

este, foi incubado por 5 min em temperatura ambiente antes de adicionar 266 µL de 

clorofórmio. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em vórtex por 15 

segundos e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Após esse procedimento, 

as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4 ºC e o sobrenadante 

transferido para um tubo de PCR de poliestireno de 2 µL com 333 µL de álcool 

isopropano, o qual foi incubado por 10 min em temperatura ambiente e -80ºC overnight. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 15.000 x g por 8 min a 4 ºC, e o 

sobrenadante removido com cuidado. Por fim, foram adicionados 600 µL de etanol a 

75% ao tubo e centrifugado a 15.000 x g por 5 min à 4ºC (este passo foi repetido duas 

vezes). O sobrenadante era removido, e o pellet foi seco em temperatura ambiente por 5 

min. Em seguida, 20 µL de água ultrapura foram adicionados a 55 ºC (as amostras 

foram homogeneizadas 2 a 3 vezes durante esta etapa) por 15 min. Em seguida, as 

amostras foram colocadas em gelo para quantificação de RNA por Nanovue. 

Após a extração do RNA, o cDNA foi sintetizado a partir de 1000 ng de RNA 

total (kit de síntese de cDNA de alta capacidade; Life Technologies, São Paulo, Brasil) 

e a abundância de transcritos foi medida usando SYBR Green qPCR, conforme descrito 

anteriormente (Step One Plus Real Time System; Life Tech [20]). As curvas de fusão 

foram obtidas por aumentos escalonados na temperatura de 60 C a 95 C, e apenas pares 

de primers com curva de fusão contendo um pico agudo e sem pico(s) adicionais foram 

mantidos nas análises (Tabela 1). 

Abundâncias relativas de transcritos foram obtidas após a normalização dos 

valores de Cq dos genes alvo pela média geométrica da abundância de transcritos dos 

genes de referência gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta-actina 
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(ACTB), de acordo com a metodologia descrita na literatura [21]. Para selecionar genes 

de referência, a estabilidade de ACTB e GAPDH foi investigada em todas as amostras 

usando o suplemento GeNorm versão 3.5 do Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, 

WA [22]). 

 

2.6. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o sistema de análises estatísticas para 

Windows (SAS). O diâmetro uterino e a diferença dos valores dos transcritos entre o D-

10 e D0 e D10 foram testados quanto à normalidade dos resíduos pelo procedimento 

UNIVARIATE e submetidos ao teste de Bartlett’s para avaliar a homogeneidade das 

variâncias (transformados quando necessário por lognormal), de tal modo que 

atendessem as primícias da análise de variância. O procedimento GLIMMIX foi 

utilizado para determinar diferença entre os grupos. Para representação gráfica, os dados 

foram ajustados no D-10. Todos os valores foram expressos em media±EPM. O nível de 

significância para rejeitar H0 (hipótese de nulidade) foi de 5%, isto é, para um nível de 

significância menor que 0,05, considerou-se que houve efeito das variáveis ou de suas 

interações. Para nível de significância entre 0,05 e 0,1 considerou-se tendência 

estatística entre as variáveis comparadas. 

 

3. Resultados 

Dois animais do grupo controle foram excluídos do estudo por apresentarem 

corpo lúteo no D0 do período experimental. O diâmetro uterino no D0 (Controle = 

11,14 ± 0,67mm vs P4i = 12,53 ± 0,53mm ; P=0,10) e no D10 (Controle = 13,30 ± 

0,52mm  vs P4i = 15,30 ± 0,73mm; P = 0,07; Figura 2) teve tendência de ser maior no 

grupo P4i. 

No D0 do período experimental a expressão relativa de PGR (P = 0,18; Figura 

3), ESR1 (P = 0,19; Figura 4), ESR2 (P = 0,26; Figura 5) não diferiram entre os grupos 

experimentais. No entanto, a expressão de OXTR tendeu a ser maior nas vacas do grupo 

P4i (P = 0,08; Figura 6). Em adição, no dia da IATF a expressão relativa de PGR (P = 

0,71; Figura 3), ESR1 (P = 0,75; Figura 4), ESR2 (P = 0,94; Figura 5) e OXTR (P = 

0,59; Figura 6) não diferiram entre os grupos experimentais. Vacas do grupo P4i 

tiveram maior aumento na expressão de ESR1 do D-10 para o D0 do que as vacas do 

grupo controle. Além disso, observou-se que a diferença de expressão de ESR2 do D-10 

para a IATF (D10) foi menor nas vacas do grupo P4i (P = 0,05). 
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4.Discussão 

Esse é o primeiro estudo que avaliou a expressão de receptores de progesterona 

(PGR), estrógenos (ESR1 e ESR2) e ocitocina (OXTR) em vacas exposta previamente a 

progesterona ao protocolo de sincronização da ovulação. Além disso, avaliamos o 

diâmetro uterino, que segundo [23] há uma relação entre espessura de útero e fertilidade 

de vacas. Dessa maneira, não se observou diferença na abundância de transcritos de 

PGR, ESR1, ESR2 no início do protocolo de sincronização da ovulação (D0) e no 

momento da inseminação (D10). No entanto, a expressão de OXTR no início do 

protocolo de sincronização da ovulação foi maior em vacas que foram expostas 

previamente à progesterona. Porém no momento da inseminação a expressão foi 

semelhante entre os grupos experimentais. Em adição, o diâmetro uterino tendeu a ser 

maior no início do protocolo de sincronização da ovulação e na IATF nas vacas que 

receberam a administração de 150mg de progesterona injetável 10 dias prévios ao início 

do protocolo de IATF. Dessa forma, é possível que o aumento na fertilidade de vacas 

expostas previamente a progesterona [4], está relacionado com a modulação do 

ambiente uterino para a concepção e para o desenvolvimento embrionário inicial. 

Durante o ciclo estral, a expressão de mRNA para PGR é elevada na fase luteal e 

as altas concentrações de progesterona inibem a expressão de receptores de estrógeno 

(ESR1 e ESR2) e de ocitocina (OXTR). No entanto, após um período de altas 

concentrações de progesterona, a progesterona dowregulation os seus receptores no 

endométrio, e consequentemente se reduz o efeito inibitório da progesterona na 

expressão de receptores de estrógeno [13, 24, 25]. Em vacas que recebem a 

administração de 150mg de progesterona de longa ação as concentrações de 

progesterona permanecem acima de 1ng/ml por pelo menos sete dias [4]. Dessa forma, 

era esperada que a expressão de PGR no início do protocolo de sincronização da 

ovulação fosse menor em vacas expostas previamente a progesterona, devido à elevada 

concentração de progesterona liberada pela administração de 150mg de progesterona 

injetável de longa ação. No entanto, a expressão de PGR no D0 foi semelhante em vacas 

que receberam e não receberam a administração de 150mg de progesterona injetável. Da 

mesma forma, a expressão de PGR não foi influenciada pela administração de 300mg de 

progesterona de longa ação no diestro inicial. Porém, antecipou a abundância de 

transcritos de receptores de ocitocina [26]. 
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A expressão de receptores de ocitocina no endométrio está relacionada com a 

síntese de prostaglandinas [27]. Com o aumento das concentrações de estrógeno 

produzido pelo folículo pré ovulatório, associado ao dowregulation de receptores de 

progesterona e upregulation de ESR1, observa-se um maior estímulo para a expressão 

de receptores de oxitocina via ativação de ESR1 pelo estrógeno [28, 29]. Em 

decorrência disso, ocorre liberação de prostaglandina em pulsos para que ocorra a 

luteólise. Em vacas expostas a progesterona previamente ao protocolo de sincronização 

da ovulação, é esperado que ocorra um aumento na pulsatilidade de LH, no 

desenvolvimento folicular e na produção de estradiol no início do protocolo de IATF. 

Dessa forma, a expressão de ESR1 estimulado pelo estradiol, acelera a expressão de 

receptores de ocitocina no endométrio [28]. O aumento na expressão de receptores de 

ocitocina no endométrio estimula a liberação de ácido araquidônico, que é convertido 

pelas ciclooxigenases 1 e 2 em PGH2, que por sua vez é convertida em PGF2α [30, 31].  

Dessa forma, é esperado que vacas expostas previamente a progesterona tenham uma 

síntese de prostaglandina no início do protocolo de I TF.   administração de PGF2α 

no período de espera voluntário de vacas de leite, não tem efeito em reduzir a incidência 

de endometrite subclínica, porém aumentou a taxa de concepção no primeiro serviço. 

Além disso, em vacas de baixo escore de condição corporal, a prenhez acumulada aos 

300 dias de lactação foi maior em vacas que receberam o tratamento com 

prostaglandina no período de espera voluntário [32]. Nesse contexto, o aumento na 

fertilidade de vacas que foram expostas a prostaglandina antes do ciclo estral da 

concepção pode ser por modificar a morfologia das glândulas endometriais, a 

composição do leite uterino e/ou a vasodiladação do endométrio, visto que, em suínos a 

prostaglandina F2α modula genes responsáveis pela angiogênese e pela interação 

materno/concepto [33] e em humanos a PGF2α estimula a proliferação de células 

endometriais [34]. Além disso, em novilhas classificadas como de alta fertilidade há 

uma maior expressão de receptores de prostaglandina F2α (PTGFR) nos embriões, 

demonstrando efeitos positivos da prostaglandina no desenvolvimento embrionário [35].  

Além dos resultados encontrados no presente estudo relacionados à expressão de 

genes no endométrio, observou-se maior diâmetro uterino em vacas que receberam a 

administração prévia de progesterona. O diâmetro uterino pode ser influenciado pelas 

concentrações de progesterona e estradiol no qual observa-se maior diâmetro uterino em 

vacas com altas concentrações de estrógeno e baixas concentrações de progesterona 

[36]. Alguns autores verificaram que maior espessura do endométrio de vacas 



96 

 

produtoras de leite está correlacionada com maior fertilidade [23], esse aumento na 

espessura está relacionado com aumento do fluxo sanguíneo endometrial ocasionado 

principalmente pelo estradiol  [37]. Nesse contexto, a maior fertilidade de vacas 

expostas a progesterona previamente ao protocolo de sincronização da ovulação está 

correlacionada com a possível maior concentração de estrógeno no início do protocolo 

de sincronização da ovulação, devido ao maior diâmetro folicular nesse momento [4] 

que modula a expressão dos receptores de estrógeno e ocitocina no início do protocolo 

de IATF. Tal condição, permite a produção mais eficiente de prostaglandina que pode 

estimular a proliferação de células endometriais [34] e/ou estimular o desenvolvimento 

embrionário [35]. Dessa forma, conclui-se que a exposição prévia de progesterona ao 

protocolo de sincronização da ovulação modula a expressão de receptores de ocitocina e 

de estrógeno (ESR1 e ESR2) no endométrio uterino e aumenta o diâmetro uterino no 

início do protocolo de sincronização da ovulação e na IATF. 
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Tabela 1  

Sequência de primers de genes alvo e referência analisados utilizando qPCR. 

Abreviaç

ão 
Gene Sequência do primer 

ID do 

GenBank 

Tamanho 

do 

amplifica

dor 

PGR 

Receptor 

de 

progestero

na 

F: 

GCCGCAGGTCTACCAGCCCT

A 

R:GTTATGCTGTCCTTCCATT

GCCCTT 

NM_0112053

56.1 
199 

ESR1 

Receptor 

de 

estrógeno 

α 

F: 

CAGGCACATGAGCAACAAA

G 

R: TCCAGCAGGTCGTAGAG 

XM_0026903

43.1 
82 

ESR2 

Receptor 

de 

estrógeno 

β 

F: 

GTAGAGAGCCGCCATGAAT

AC 

R: 

CAATGGATGGCTAAAGGAG

AGA 

NM_174051.

3 
161 

GAPDH 

Gliceraldeí

do 

-3-fosfato 

desidrogen

ase 

F: 

GCCATCAATGACCCCTTCAT 

R: TGCCGTGGGTGGAATCA 

NM_0010340

34.2 
69 

OXTR 

Receptor 

de 

ocitocina 

F: 

AAGATGACCTTCATCGTCGT

G 

R: 

CGTGAAGAGCATGTAGATC

CAG 

NM_174134.

2 
177 

Abreviações: F: sequência iniciadora; R: sequência reversa 
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Figura 1 – Delineamento experimental.  

BE – Benozato de estradiol; PGF2α- Prostaglandina F2α; CE – Cipionato de estradiol; 

eCG – Gonadotrofina coriônica equina.
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Figura 2 – Efeito da administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação 

10 dias prévios ao início do protocolo de sincronização da ovulação no diâmetro uterino 

de vacas nelore em anestro pós-parto
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Figura 3 - Efeito da administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação 

10 dias prévios ao início do protocolo de sincronização da ovulação na expressão de 

receptores de progesterona (PGR) no endométrio de vacas nelore em anestro pós-parto.
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Figura 4 – Efeito da administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação 

10 dias prévios ao início do protocolo de sincronização da ovulação na expressão de 

receptores de estrógeno tipo α (ESR1) no endométrio de vacas nelore em anestro pós-

parto.
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Figura 5 – Efeito da administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação 

10 dias prévios ao início do protocolo de sincronização da ovulação na expressão de 

receptores de estrógeno tipo β (ESR2) no endométrio de vacas nelore em anestro pós-

parto
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Figura 6 - Efeito da administração de 150mg de progesterona injetável de longa ação 10 dias 

prévios ao início do protocolo de sincronização da ovulação na expressão de receptores de 

ocitocina (OXTR) no endométrio de vacas nelore em anestro pós-parto. 


