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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo com
progesterona (P4) apos a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), sobre a
area do corpo luteo (CL),taxa de gestacdo e perda embrionaria precoce de
vacas nelores. Foram utilizadas 40 vacas nelores distribuidas aleatoriamente
em dois grupos experimentais (G), sendo G1 (grupo controle)(n=20): sem
suplementacdo com P4 e G2 (grupo tratado) (n=20): com suplementacdo de
Psdo segundo ao sétimo dia apés a IATF.Todas as vacas receberam no dia
zero (DO) o dispositivo intravaginal contendo 1g de P4, juntamente com
aplicacdo de 3mg de benzoato de estradiol. No D8 foi feita a retirada do
dispositivo e aplicacdo de 150mg de prostaglandina F.a e 200Ul de
gonadotrofina coribnica equina, por via intramuscular (IM). No D9, apos 24
horas da retirada do dispositivo, aplicou-se 1mg de hormonio liberador de
gonadotrofinas, por via IM, como indutor de ovulacdo. Os animais foram
submetidos a IATF 52 horas apds a remocdo do dispositivo de Psno D8.Aos
sete e 14 dias apos a IATFfoi feita avaliacdo da area de CL.O diagnoéstico de
gestacdo foi efetuado aos 30 e 60 dias apos IATF, para determinacdo da taxa
de gestacdo e perda embrionaria precoce. Para as varidveis quantitativas que
apresentarem distribuicdo normal foi realizado ANOVA a 5% de significancia.
Para as variaveis que ndo apresentaram comportamento normal foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis. Para a variavel qualitativa binominal (taxa de gestagao)
utilizando-se o teste de Qui-quadrado (X?).Ndo houve diferenca na taxa de
ovulacdo entre os tratamentos, com média de 80% no grupo controle e 90% no
grupo suplementado P>0,05. Para area de corpo luteo ndo houve diferenca
entre 0s grupos, a area média no D7 foi de 2,2+0,69cm? e de 2,0+0,85cm? e no
D14 de 1,840,79cm? e de 1,6+0,49cm?, P>0,05, para 0S grupos controle e o
tratado, respectivamente. Nao houve diferenca para taxa de gestacao do D30 e
D60, com taxas de 5% (Controle) e 0% (Tratado), em ambas avalia¢cées. Nao
houve perda embrionéaria no periodo avaliado. A suplementagdo com implante
intravaginal de liberacdo lenta de P4 em vacas nelores do segundo ao sétimo

dia apés IATF, ndo proporcionou melhores indices reprodutivos avaliados.

Palavras chaves: corpo lateo, perda embrionaria, taxa de gestacéo



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of progesterone
supplementation (P4) after the artificial insemination at fixed time (IATF), on the
area of the corpus luteum (CL), gestation rate and precocious embryo loss of
cows. Forty cows were randomly distributed in two experimental groups (G),
with G1 (control group) (n=20) - without supplementation with P4 and G2
(treated group) (n=20): with Pssupplementation from second to seventh day
after IATF. All cows received on day zero (DO) the intravaginal device
containing 1g of P4, together with application of 3mg of estradiol benzoate. In
D8, 150mg of prostaglandin F2a and 2001U of equine chorionic gonadotrophin
were injected intramuscularly (IM). In D9, after 24 hours of withdrawal of the
device, 1mg of gonadotrophin releasing hormone was administered IM, as an
inducer of ovulation. Animals were submitted to IATF 52 hours after removal of
the P4 device. At 7 days and 14 days after IATF, the CL area was evaluated.
The diagnosis of gestation was made 30 and 60 days after IATF, to determine
the pregnancy rate and early embryo loss. For the quantitative variables that
presented normal distribution, ANOVA at 5% of significance was performed. For
the variables that did not present normal behavior, the Kruskal-Wallis test was
used. For the qualitative binominal variable (gestation rate) using the chi-
square. There was no difference in ovulation rate between treatments, with a
mean of 80% in the control group and 90% in the supplemented group. For the
luteal body area there was no difference between groups, the mean area in D7
was 2.2+0.69cm? and 2.0+0.85cm? and in D14 of 1.840.79cm? and
1.6+0.49cm?, respectively, for the control and treated groups. There was no
difference for pregnancy rate of D30 and D60, with rates of 5% (Control) and
0% (Treated), in both evaluations. There was no embryonic loss in the period
evaluated. Intravaginal supplementation with slow release of P4 in cows from
the second to the seventh day after IATF did not provide better reproductive

indexes.

Key words: corpus luteum, embryonic loss, pregnancy rate
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1 INTRODUCAO

Em ruminantes, a principal falha reprodutiva, é a elevada mortalidade
embrionaria em estagio inicial de desenvolvimento,com nascimento de um
menor nimero de animais, diminuindo o progresso genético dos rebanhos. Os
indices de fecundagdo em bovinos estdo na ordem de 90% e as perdas
embrionarias se encontram na faixa de 29 a 30%, com a maior parte ocorrendo
entre o 8° e 16° dia apods a realizacdo da inseminacéo artificial ou monta natural
(DUNNE et al., 2000).

A grande perda embriondria acreditas-se que ocorra no periodo de
implantacdo do embrido, devido ao ambiente uterino desfavoravel para o
desenvolvimento do concepto, prejudicando a sua sinalizacdo para que haja o
reconhecimento materno da gestacdo, implantacdo e placentacdo. Esse
ambiente inadequado pode ser em decorréncia de baixas concentracfes de
progesterona e intérferon tal (IFN-t) (BAZER et al., 2012).

Para o0 estabelecimento da gestacdo, € necessario uma ligacao
bioquimica eficiente entre o concepto e o endométrio materno, assim,ha o
bloqueio da lutedlise e manutencdo da secrecdo de progesterona (P4) pelo
corpo luteo (CL) e consequentemente a gestacdo. O reconhecimento marterno
da gestacdo, como é conhecido esse processo, tem peculiaridades diferentes
entre as espécies mamiferas e é estabelecido por meio de mecanismos
bioguimicos, morfolégico e fisiolégicos (MARQUES et al., 2007).

O estabelecimento e manutencdo de uma gestacdo € preciso de
sinalizacdo, nos bovinos essa € realizada pelo IFN-t, em quantidades
adequadas, assim permite a manutencdo do CL funcional e a producéo
continua de P4 (BAZER et al., 2010). Altas concentracdes plasmaticas de P4
ap0s a concepcao tém sido associadas ao alongamento do concepto
juntamente ao aumento da producédo de IFN-t, impedindo o efeito luteolitico da
prostaglandina F2a (PGFz2a) endometrial, resultando na manutengdo do CL
funcional e, assim, a secrecao de P4, que € essencial para manter um ambiente
uterino adequado ao desenvolvimento do embrido e maiores taxas de prenhez
(SATTERFIELD et al., 2006).
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A importancia da suplementacdo com P4 para manutencdo da gestagao,
ainda é controversa nos resultados de experimentos (NASCIMENTO et al.,
2013).Foi testado em gado de corte a suplementacdo com P4 injetdvel de longa
acao na dose de 150mg no quarto dia apds a inseminacao artificial, verificando
um aumento na taxa de concepg¢do de vacas em anestro, como também, em
animais ciclando (PUGLIESI et al., 2014). Da mesma forma, Mehni et al. (2012)
também obtiveram melhoria na taxa de prenhez em vacas
Holsteinsuplementadas com P4 via implante intravaginal de liberacdo lenta
(CIDR) do 5° ao 19° dia apos inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).

Ja alguns autores ndo obtiveram melhoras na taxa de gestagdo com
suplementacdo de Paspor meio de dispositivo intravaginal em vacas apoés
IATF(ARNDT et al., 2009; MACHADO et al., 2011). Desta forma,necessita-se
de mais estudos, para adequacdo de um melhor protocolo hormonal,
incrementandoa fertilidade in vivo dos rebanhos bovinos por meio de

suplementacao com P4 pGs-cobertura.
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2 HIPOTESE

A suplementacdo com P4 via dispositivo intravaginalem vacas nelores

melhora a formacao de corpo liteo e aumenta a taxa de gestacao pos-IATF.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com P4 via implante intravaginal apos
a IATF sobre a area de CL,taxa de gestacdo aos 30 e 60 dias de gestacao e

perda embrionaria precoce em vacas nelores.

3.2 Objetivos especificos

Correlacionar a presenca e éarea de corpo lateo avaliado por
ultrassonografia transretal com a taxa de gestacdo de vacas Nelores
suplementadas com P4 via implante intravaginal apos a IATF.

Avaliar a taxa de gestacdo com 30 e 60 dias de vacas Nelores
suplementadas com P4 via implante intravaginal apés a IATF.

Determinar a taxa de perda embrionaria precoce de vacas Nelores

suplementadas com P4 via implante intravaginal apos a IATF.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Corpo luteo: formacgéo, funcéo e lutedlise na espécie bovina.

A formacdo do corpo luteo se da apos a ovulacdo, 0 espaco antes
ocupado pelo foliculo é invadido por células classificadas como néo
esteroidogénicas, fibroblastos, células musculares lisas e do sistema imune.E
considerado uma glandula endocrina temporaria, sendo a progesterona (P4)
seu produto secretado (REYNOLDS et al., 1994; WEBB et al., 2002).As células
esteroidogénicas, endoteliais, da teca interna e da granulosa, sofrem
hiperplasia e/ou hipertrofia (BERTAN, 2004), com a formacdo do corpo
hemorragico, essa primeira estrutura formada passa a ser corpo lateo apés a
reorganizacao dessas células (DIAZ et al., 2002).

Ao redor dos foliculos a vascularizacdo esta presente na teca interna e
externa, mas ausente na camada de células da granulosa devido a membrana
basalatuar como barreira. O horménio luteinizante (LH) provoca a ovulacdo do
foliculo pré-ovulatério, devido a alteracbes na estrutura da parede folicular,
causando o seu rompimento e liberagédo do odcito (BAO, 1998).

Foi estudada a origem das células esteroidogénicas do corpo luteo por
métodos morfoldgicos e imunoldgicos, sendo classificados de acordo com seu
tamanho em pequenas e grandes células lGteais. As células da granulosa
luteinizadas originam as grandes células esteroidogénicas, ja as células da
teca originam as pequenas células esteroidogénicas.

A organizacédo dos tipos celulares no CL ira variar dentre as espécies, em
animais nao-primatas ocorrendo uma mistura entre os diferentes tipos
celulares, com migracdo das mesmas, 0 que em animais primatas nao ocorre
(NISWENDER et al., 2000).

Na classificacdo das células Iuteais, quanto ao seu tamanho, sé&o
consideradas pequenas as que medem menos que 20um e secretarem
estradiol e baixas concentracbes de progesterona. Sao responsivas ao
hormonio luteinizante, pois tém a maioria dos receptores para o LH (BRADEN

et al., 1988). Estas células aumentam em numero, mas ndo em tamanho, e
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constituem aproximadamente 20 a 30% do volume do corpo luteo,
representando 25% do total das células (WEEMS et al., 2006).

As grandes células lateais medem de 20-30um, hipertrofiam-se, porém
ndo se multiplicam, produzem grandes quantidades de progesterona, nao
sendo responsivas a estimulacdo do LH (FARIN et al.,, 1986). Mesmo em
menor numero, ocupam, aproximadamente 70% da &rea total do corpo luteo, e
secretam mais de 85% da progesterona produzida. A maioria das células
esteroidogénicas do corpo luteo maduro estdo em contato com um ou mais
capilares (REYNOLDS et al., 2000).

O periodo de pré-implantacdo gestacional em vacas é considerado, um
momento muito importante para o sucesso ou nao de uma gestagcao (SARTORI
et al., 2002; DISKIN et al., 2012), nesse momento o embrido esta sob influéncia
do endométrio uterino para seu desenvolvimento (BAZER et al., 2011). Assim,
a P4 influencia a regulacdo endometrial como transcricdo, secrecdo e
composi¢do do histotréfo, durante o momento de pré-implantacdo (FORDE et
al., 2009).

Desta forma, o corpo lateo devera manter niveis plasmaticos de P4 altos,
que serdo importantes para que ocorra crescimento embrionrio e este produza
niveis adequados de IFN-t, o qual esta envolvido no processo de
reconhecimento materno da gestacdo e consequente inibicdo da lutedlise,
sendo a espécie bovina dependente da progesterona produzida por esta
glandula durante todo periodo gestacional (SALLES et al., 2010).

Para producdo de todos os tipos de esteroides no organismo, é
necessario seu percursor basico, o colesterol. Dessa forma, este deve estar
presente nas células para transformacao bioguimica, bem como, as enzimas
responsaveis pelo processo de transformacao (SOUZA, 2015). Os hepatdcitos
sintetizam o colesterol, este é transportado pela lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e pela lipoproteina de alta densidade (HDL), para os 6rgaos
gue necessitam do percursor para transformagdo em esteroides como para a
adrenal (cortex), foliculos (para produzir estrogeno) e CL (para produzir Pa)
(KRISANS, 1996).

O colesterol € transportado para a matriz mitocondrial pelaenzima
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR), onde se encontra a

enzima desmolase, pertencente ao complexo enzimatico Paso, que participa da
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conversdo do colesterol em pregnenolona(GIOMETTI et al., 2009). A
pregnenolonaé transportada ao reticulo endoplasmético liso, onde a enzima3-
hidroxiesterodide desidrogenase(33-HSD) a convertera em P4. Apds a sintese
da P4, ela aparentemente deixa a célula por difuséo, assim ndo ha evidéncias
que ela possa ser estocada em alta quantidade no interior do tecido luteal
(NISWENDER et al., 2000; NISWENDER, 2002).

Nos bovinos, a partir do 14° ao 17° dia apds ovulagdo, na auséncia de
prenhez, ocorre a lutedlise, essa € definida como colapso estrutural e funcional
do CL, o que é caracterizada pela queda na capacidade de sintetizar e secretar
P4, seguida da perda das células luteinicas (MCGUIRE et al., 1994). A
regressao luteinica ocorre em duas etapas, sendo a primeira a diminuicdo da
producéo de P4, considerada como lutedlise funcional, e a segunda a involugéo
do tecido luteinico, considerada como lutedlise estrutural (NISWENDER et al.,
2000; DIAZ et al., 2002).

O principal horménio responsavel pela lutedlise é a PGF2a (OKUDA et
al., 2002), mas nao sendo o Unico envolvido no processo. Assim, outros
horménios, fatores de crescimento e peptideos vasoativos tém participacdo
(GIOMETT!I et al., 2009).

O estradiol do foliculo pré-ovulatério estimula a formacao de receptores
para ocitocina e para se proprio no endométrio, modifica o padréao de liberacéo
de PGF2a, desencadeando o processo de lutedlise (BEARD e LAMMING,
1994).

Os receptores para a PGF2a sdo encontrados nas pequenas e grandes
células lateais, sendo nesta ultima o local onde se inicia a acdo luteolitica. Isso
deve-se a maior concentracdo de receptores de alta afinidade estarem
presentes nessas células (SALLES et al., 2010). A lutedlise resultara na
reducdo da sintese de P4, pela diminuicdo da capacidade esteroidogénica das
células (NISWENDER et al., 2000).

Quando o processo de lutedlise ocorre antes do momento em que o
endométrio inicia fisiologicamente a secrecdo pulsatil de PGF2a em um ciclo
estral, nesse caso, anterior ao final do diestro é caracterizada como regressao
prematura do CL (SA FILHO e VASCONCELOS, 2008). A regressdo precoce
de CL é confirmada pela concentracdo plasmatica de P4 inferior a 1 ng/mL

(CERVANTES et al., 2007). Dessa forma, tem-se a alteracao da funcionalidade
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do CL, entre trés e quatro dias ap0s o inicio do estro, caracterizado pela
reducdo de sua longevidade, regredindo precocemente (OLIVEIRA e
FELICIANO, 2013).Sendo essas estruturas pequenas (<5mm), de coloragao
rosa-palida a acinzentada e com pouca ou nenhuma protrusdo a partir da
superficie do ovario (OLIVEIRA et al., 2009; GUSMAO et al., 2013).

4.2 Reconhecimento materno da gestacao na espécie bovina

Desde a década de 70, estudos permitiram a observacdo do periodo de
maior desafio biolégico para estabelecimento de uma prenhez na espécie
bovina, que ocorre entre os dias 15 e 19 apos a fecundacgéo, considerado como
“periodo critico” (BINELLI et al., 2001). As falhas de fertilizagdo e
desenvolvimento embrionario até o dia 8 pos-fertilizacdo sdo responsaveis por
10% dos casos de fracasso reprodutivo, enquanto as mortes embrionarias
entre os dias 8 e 16 poés-fertilizacdo contribuem com mais de 30% dos referidos
casos (DISKIN e SREENAN, 1980).0 periodo de maior perda embrionaria vai
do 8° ao 16° dia apds IA ou monta natural (DISKIN e MORRIS, 2008).

Com a fecundacédo do odcito, dardo inicio sucessivas clivagens do zigoto
e 0s demais estdgios de desenvolvimento embrionérios iniciais, ativacdo da
transcricdo embrionaria e eventos morfogenéticos de compactacéo e cavitagao,
gue culminam com a formacao do blastocisto (WATSON et al., 2004).

O blastocisto expandido eclode da zona pelldcida, continuando sua
expansdo antes de comecar a alongar por volta do dia 13. Durante o
reconhecimento materno da gestacao € que ocorre 0 alongamento embrionario,
tendo um aumento da atividade metabdlica. Por volta do dia 19 ap6s a
fecundacao tem inicio a fixacdo do embrido ao endométrio, que se completa
aos 42 dias de gestacdo (THATCHER et al., 2001).

Reconhecimento materno da gestacdo é o periodo em que o concepto
sinaliza sua presencga para a mae, assim prolonga a vida do CL e mantem a
gestacdo devido a uma interacdo bioquimica estabelecida entre a unidade
materna (tecido endometrial) e concepto (SPENCER e BAZER, 2004).

Nos ruminantes o reconhecimento materno da gestagcdo ocorre por meio
da acdo de uma proteina sintetizada pelas células trofloblasticas embrionarias,

denominada IFN-t. O IFN-t é secretado em grandes quantidades pelo embrido
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e anexos embrionarios antes da implantacdo (FARIN, 1989; GUILLOMOT et
al.; 1990; GRAY et al., 2002),comec¢ando sua secrec¢do no dia 12 da gestacéo
(EALY et al., 2004).Sua maior quantidade secretada consiste entre o 15° e 17°
dias de gestacdo (SANTOS et al., 2004), sendo que nesse periodo ocorre o
alongamento do embrido, produzindo assim mais IFN-t(ANTONIAZZI et al.,
2011). Sua principal funcédo € evitar a lutedlise, mantendo a funcdo do corpo
luteo durante a gestacdo (ROBERTS, 2008).Desta forma, garantindo a
produgdo continua de P4, que ir4 preparar o endométrio para implantacéo e
nutricdo do embrido (BAZER et al., 2008).

O IFN-t produzido pelo embrido liga-se a receptores nas células
endometriais, formando o fator de transcricdo que é translocado para o nucleo
(BINELLI et al., 2001). Dessa forma, inibe também a producédo de PGF2a em
pulsos, evitando a regressao funcional e estrutural do CL (SPENCER et al.,
2007),horménio responsavel pelo inicio da lutedlise (MCCRACKEN, 1970).

O IFN-t desempenha também a funcdo de estimular a producdo de
prostaglandinas E2(PGE2), esse sendo luteotrofico, aumenta a producdo de
proteinas secretérias de origem uterina, que podem estar envolvidas na
manutencao da viabilidade do concepto.Essa expresséao delFN-ttermina com a
implantacdo, pois o contato do trofoblasto com o endométrio inibe a sua
producdo (NAGAOKA et al., 2003).

Embrides que ndo se alongaram suficientemente tem sua capacidade
reduzida para realizar o bloqueio da lutedlise, apresentando menores chances
de sobrevivéncia. O subdesenvolvimento pode ser em decorréncia de
anormalidades cromossomicas, do meio ambiente uterino e retardo no
desenvolvimento (SALLES et al., 2010).

4.3 Suplementacdo de vacas pos-inseminacdo artificial em tempo fixo

com progesterona

O sucesso ou ndo de uma gestacdo de uma fémea bovina passa por um
periodo, que consiste na janela de pré-implantacdo (SARTORI et al., 2002;
DISKIN et al.,, 2012).Nesse momento o embrido estd sob influéncia do
endométrio uterino para o seu desenvolvimento (BAZER et al., 2011).A Pstem

influénciana regulagdo endometrial como transcricdo, secrecdo e composi¢cao
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do histotrofo durante o periodo de pré-implantacdo (FORDE et al., 2009).Em
caso de deficiencia na producdo desse horméOnio pode levar a perdas
embrionarias, pois o0 mesmo é essencial para o desenvolvimento inicial do
embrido (DISKIN et al., 2004).

Vacas leiteiras de alta producdo possuem alto metabolismo hepatico,
tendo uma maior metabolizacdo dos hormonios esteroides, baixando as
concentracbes de P4 plasmatica, sendo altamente prejudicial no periodo de
pré-implantacdo do embrido (DEMETRIO et al., 2007). Assim, iniciou-se uma
busca por possiveis estratégias de suplementacdo de P4 apds inseminacao
artificial e monta natural, em busca de melhores taxas de gestagao (SOUZA,
2015).

Altas concentracdes de P4 logo apds a concepcao, tem sido associado ao
alongamento do embrido, como também a maior producdo de IFN-te maiores
taxas de gestacdo. Dessa forma, o melhor desempenho é creditado a menor
taxa de mortalidade embrionaria na fase critica do embrido. Estudos indicam
gue em vacas a taxa de fertilizacdo é de aproximadamente 90%, mas a taxa de
nascimentos é de 55%, sendo que a maior parte das perdas embrionarias
ocorrem entre o dia oito e o dia dezesseis ap0s a inseminacgdo artificial ou
monta natural (DISKIN e MORRIS, 2008).

A suplementacdo com P4 no periodo inicial da gestacdo em vacas
leiteiras, melhora a taxa de concepcéo, por influenciar na secrecéo uterina de
nutrientes e fatores de crescimentos essenciais para o0 inicio do
desenvolvimento embrionario. Foi observada uma correlagdo entre o padrdo
especifico de secrecdo de P4 e 0 desenvolvimento do embrido, demonstrando
gue a baixa qualidade embrionaria se associa tanto ao atraso no aumento da
P4 p6s-ovulacdo quanto com a baixa concentracao de P4 subsequente (MANN
e LAMMING, 2001).

Para vacas leiteiras repetidoras de cio a suplementacdo de P4 através
de implante intravaginal introduzido trésdias ap6s IATF e retirado ap6s quatro
dias, tiveram um incremento para manutencdo da prenhez aos 60 dias de
gestacdo (MARQUES et al., 2012).A suplementacédo de P4 via implante do dia
dois ao dia seteapos IA melhorou a taxa de gestacdo em vacas de quatro ou
mais servigos, 0s animais tratados com suplementacéo de P4 entre o dia dois e

o dia sete tiveram um aumento significativo na P4 plasmatico em comparagao
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ao grupo controle o que ndo aconteceu nos animais tratados do dia seteao dia
12 (ABABNEH et al, 2007).J4 em vacas nelores com reintroducdo do
dispositivo intravaginal de P4 no dia 5° até o dia 21° apos IATF, ndo obteve
diferenca significativa na taxa de gestacdo, para o grupo controle em relacao
ao grupo tratado (SALA et al., 2014).

O aumento das concentracdes plasméaticas de P4 sejam elas por inducéo
da ovulacdo de um foliculo de primeira onda para gerar um CL acessorio ou
pelo fornecimento de uma fonte exdgena de Ps apds IA, dependera do
momento em que esta é realizada apOs ovulagcdo, pois afetara 0 ambiente
uterino, podendo nao ser adequado para melhorar a taxa de gestacao (BINELLI
et al., 2014).

A suplementacdo com P4 através de implante em vacas de leite no
diestro foi realizada de duas maneiras, uma implantando de quatro aos 17 dias
apos IA, e a segunda implantando um segundo dispositivo no dia 7, dessa
forma foi testado em duas situagcdes em animais realizados IATF e animais que
passaram por observacdo de cio natural e inseminados, assim foi obtido
resultado positivo em animais que passaram pela IATF tratados com um Unico
implante entre os dias quatro e 17 (MONTEIRO JR. et al., 2014). A utilizag&o
da fonte exdgena de P4 ainda ndo esta bem esclarecida quanto se pode
prejudicar a formacéo e funcdo do CL original, esse fato ainda nao foi reportado
em trabalhos realizados com vacas de leite e de corte que receberam
suplementacdo com P4 exdgena (SOUZA et al., 2013; PUGLIESI et al., 2014).

A aplicagdo de um dispositivo intravaginal de liberag&o lenta de P4 no 3°
dia apos IA em novilhas de corte aumentou a concentracdo plasmatica de P4
nos dias subsequentes, o alongamento do embrido no grupo tratado nos dias
13 e 16 apos IA foi correlacionado com os maiores niveis de P4 plasmaticos
(CARTER et al., 2008).

Para transferéncia de embrides foram utilizadas novilhas de corte como
receptoras sendo essas divididas em dois grupos, um grupo recebeu um
implante de P4 no 3° dia apds o estro e 0 outro grupo ndo recebeu, assim
houve aumento das concentracdes plasmaticas de P4 antes da transferéncia,
associado a isso teve um aumento significativono comprimento dos embrides
no 14° dia apés o estro nas receptoras tratadas (CLEMENTE et al.,

2009).Novilhas de corte suplementadas com P4 entre os dias 3 e 6,5 apés a IA



20

tiveram uma relacéo positiva entre 0 aumento na concentracdo de P4 no dia 6,5
e a taxa de sobrevivéncia embrionaria (BELTMAN et al., 2009).

A suplementacdo com 2,28 de acetato de melengestrol (MGA ®) via oral
acrescida no sal mineral entre o 13° e 17° dias apos IATF, para vacas nelores
pluriparas elevou a taxa de gestacao avaliada no dia 43 (SILVA et al., 2014).Ja
para Rodrigues et al. (2014), o fornecimento de MGA® Premix, administrado do
D13 ao D18 apds a IATF ndo afetou a taxa concepcao. Entretanto, quando
fornecido do D5 ao D10 apés IATF, reduziu a taxa de concepg¢do em vacas
Nelore paridas.

Em novilhas a concentragcdo plasmatica de P4 acima de 1ng/mL essas
sdo consideradas ciclica, pela caracterizacdo da ocorréncia de atividade luteal,
ja aquelas cuja concentracao € inferior a 1ng/mL sdo consideradas aciclicas ou
pré-puberes (WHISNANT e BURNS, 2002). E reconhecido que uma
concentracdo plasmatica de P4 maior que 1ng/mL é uma indicagcdo de um
corpo lateo funcional (MANN et al., 2006).
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Bovinocultura de Corte do Centro
de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, no municipio de Cruz das Almas,localizado a 12° 40' 12"
S de Latitude, 39° 06' 07" W de Longitude, com altitude de 220 metros,
temperatura média anual de 23°C, umidade relativa do ar média de 80%,
pluviosidade média anual de 1150mm (INMET, 2016).0 estudo compreendeu o
periodo de agosto a dezembro de 2016.

O experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais, sob o protocolo nimero 23007.000146/2017-47.

Foram utilizadas 40 vacas da raca nelore com média de escore de
condicéo corporal (CC) 2,83+0,63, conforme a escala de 1 a 5, sendo 1 = muito
magra e 5 = obesa (CAMPOS et al.,, 2014), com idade entre quatro e sete
anos,18 vacas possuiam bezerro aopé, sendo distribuidas de forma igualitaria
nos tratamentos.As fémeas foram selecionadas por meio de exame
ginecoldgico com auxilio de ultrassonografia via transretal (Pie Medical, modelo
AquilaVet®, transdutor linear de 6MHz).

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em sistema
extensivo de pastejo com capim Brachiaira spp., suplementacao de sal mineral
e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (G), sendo: G1 grupo controle (n=20): sem suplementa¢cdo com
P4 e G2 (n=20): com suplementacdo de Psdo 2° ao 7° dia apds alATF, através
do dispositivo de liberacéo lenta de P4, contendo 1g de Pa.

As vacas foram submetidas a protocolo hormonal para sincronizacdao do
estro e da ovulacdo para realizacdo da IATF. O protocolo hormonal foi
realizado em nove dias, no qual todas as vacas receberam no dia zero (DO) um

dispositivo intravaginal (PRIMER®, Tecnopec, Brasil) de liberacédo lenta de Pa,
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contendo 1g de P4, juntamente com aplicagdo de 3mg de benzoato de estradiol
(Estrogin®, Biofarm, Brasil). No D8 foi feita a retirada do PRIMER® e aplicacéo
de 150mg de PGFza (Dinoprost trometamina-Lutalyse®, Pfizer, Brasil) por via
IM e 200Ul de eCG (Novormon®, Zoetis, Brasil). No D9, apdés 24 horas da
retirada do PRIMER®, aplicou-se 1mg de GnRH (Gestranplus®, Tecnopec,
Brasil), por via IM, como indutor de ovulacéo.

Os animais foram submetidos a IATF cinquenta e duas horas apds a
remocdo do PRIMER®. Apés dois dias da IATF foi introduzido outro PRIMER®,
apenas nas vacas do G2 e retirado sete dias apos IATF.Para as vacas com
bezerro ao pé foi realizado a desmama temporaria por 48h no D8 e retornando
apos IATF.

No 7° e 14° dia ap6s IATFfoi realizada umaavaliagdo dos ovarios,
identificando os animais que ovularam, pela formacdo do corpo luteo, no qual
foi mensurado a é&rea através da ultrassonografia via transretal (Pie Medical,
modelo AquilaVet®, transdutor linear de 6MHz), feita a imagem do CL, foi
mensurada sua circunferéncia em cmz2.

O diagnéstico de gestacao foi efetuado por ultrassonografia via transretal,
por meio de um aparelho de ultrassom (Pie Medical, modelo AquilaVet®)
conectado a um transdutor linear de frequéncia de 6MHz. A gestacdo foi
considerada positiva pela presenca fetal e de sua viabilidade pela presenca dos
batimentos cardiacos. As avaliacbes ultrassonografias foram realizadas nos
dias 30 e 60 apls IATF, para determinacao da taxa de gestacédo (TG).

A taxa de perda embrionéaria precoce foi mensurada através do nimero
de vacas que ovularam, tendo assim formacdo de CL no dia 7 apés IA, e ndo
estavam prenhas na primeira avaliacdo aos 30 dias apos IA.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Para as variaveis quantitativas que apresentarem distribuicdo
normal foi realizado ANOVA a 5% de significancia. Para as variaveis que nao
apresentarem comportamento normal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.
Para a variavel qualitativa binominal (Taxa de gestacéo) utilizou-se o teste de
Qui-quadrado (X?).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca na taxa de ovulagéo entre os tratamentos (P>0,05)
(Gréfico 1), o que € de se esperar pois 0 protocolo de sincronizacao do estro e
da ovulacédo foi o mesmo para os dois grupos.A média da taxa de ovulacao foi
de 80% no G1 e 90% no G2, sendo uma taxa de ovulagédo semelhante a que
Borges et al. (2014) encontraram em seu estudo que foi de 86,7%, em vacas
nelores lactantes, utilizando protocolo de sincronizacdo de ovulacao

semelhante ao do presente estudo.

Gréfico 1: Taxa de ovulacédo de vacas nelores, sem suplementacéo de P4(G1) e suplementadas
com implante intravaginal de liberacao lenta deP4(G2) do segundo ao sétimo dia apos IATF.
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O uso da IATF nos ultimos anos em vacas de corte disseminou pelo
Brasil, o que possibilitou um ganho genético e desempenho dos rebanhos, isso
se deu pela facilidade de aplicagdo de protocolos de sincronizacdo de
ovulacédo, realizando a inseminacédo em tempo fixo (BORGES et al., 2014). No
entanto a taxa de gestacdo apos IATF em vacas lactantes fica préximo de 50%,
tendo como possiveis entraves para um maior sucesso da técnica a falha na
ovulacdo, reduzida funcéo lutea e perda gestacionais (RIZOS et al., 2012). Ja
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para Vasconcelos et al. (2009), as falhas na deteccdo de estro associada ao
anestro poés-parto, sdo fatores que contribuem para o prolongamento do
periodo de servigo.

Para Baruselli et al. (2014),um dos protocolos mais utilizados na América
do Sul para IATF é associa¢édo de P4 com E2 em funcdo do feedback negativo
exercido no eixo hipotalamico-hipofisario, com reducédo da secrecdo de FSH e
LH, além de geraratresia folicular. Segundo Ribeiro et al. (2009), os protocolos
de IATF visam controlar o crescimento das ondas foliculares, regular a funcao
do corpo luteo e 0 momento da ovulacéo.

Segundo Barreiros et al. (2014), em seu estudo com vacas nelores em
anestro,a eCG e o desmame temporario (DT) aumentaram a fertilidade,
constatando que o desmame temporario aumentou a concentracdo de P4 no
plasma.Corroborando, Sa filho et al. (2009) concluiram que DT ou eCG
aumentam a taxa de prenhez em vacas de corte.

A pesquisa de Sales et al. (2011) indica a importancia da eCG nos
protocolos de IATF para aumentar a taxa de ovulacdo e de prenhez. Para
Puley et al. (2013), a eCG tem capacidade de estimular o crescimento folicular
e, consequentemente, aumentar o tamanho e a capacidade esteroidogénicas
do CL.

Ja para Ereno et al. (2007), a aplicacdo de 400Ul de eCG no momento
da retirada do dispositivo de P4, ndo melhorou as taxas de prenhez em vacas
nelores lactantes com bom escore corporal.

Viana et al. (2015), em seu estudo encontraram uma taxa de prenhez de
62% em média, em 11 propriedades usando 1234 animais, obtendo média
maior que a nacional, observaram que vacas com menor condicdo corporal
tinha uma taxa de gestacdo menor comparada aquelas de melhor condicéo.

Segundo Cunha et al. (2013), em seu estudo utilizando a IATF no inicio
da estacdo de monta em vacas primiparas lactantes e aciclicas foi efetiva na
melhora das taxas de ovulagédo e gestagdo, reduzindo o anestro pos-parto, o
periodo de servico e o intervalo entre parto, quando comparado a animais
submetidos apenas a monta natural.

Para Morotti et al. (2013), em seu estudo com vacas nelores no poés-
parto submetidas a IATF, utilizando P4 injetavel e P4 através do dispositivo

intravaginal no protocolo de sincronizagéo de ovulag&o, encontraramuma maior
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taxa de ovulacdo nos animais protocolados com o dispositivo de Py,
possivelmente devido ao metabolismo da P4 injetavel.

Para area de corpo lateo ndo houve diferenca no estudo realizado, entre
0s grupos controle (sem suplementacdo de P4) e com suplementagéo de P4 do
segundo ao sétimo dia apos IATF em vacas nelores(P>0,05) (Gréafico 2). A
area média no D7 foi de 2,2+0,69cm? e de 2,0+0,85cm? e no D14 de
1,8+0,79cm? e de 1,6+0,49cm?, respectivamente, para 0s grupos controle e o
tratado.

Para Binelli e Thatcher (1999), durante o periodo critico de
reconhecimento materno da gestacdo, o endométrio segue uma programacao
preestabelecida para liberar pulsos luteoliticos de PGFz2a, se o concepto nédo
enviar sinais antiluteolitico, como o IFN- t, para bloquear a producao de PGFza.
Segundo Mann e Lamming (2001), ndo havendo o bloqueio, ocorre a lutedlise,
o ciclo ovulatério é mantido, resultando com a interrupcdo da gestacdo. O que
provavelmente tenha ocorrido no estudo realizado, uma regressao precoce de
CL, por falta de um concepto ou por incapacidade do mesmo para inibir a
producédo de PGF2aq, e evitar a lutedlise do CL, justificando uma regressao do
CL do D7 para o D14.

Gréafico 2: Area de corpo liteo 7 e 14 dias apds IATF em vacas nelores, sem suplementacéo de
P4 (G1) e suplementadas com implante intravaginal de liberagdo lenta dePsdo segundo ao
sétimo dia apos IATF (G2).
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No estudo de Baruselli et al. (2003) foi observado que a area do CL
influenciou na concentracdo plasmatica de P4+ e a taxa de gestacdo de
receptoras de embrido mesticas (BostaurustaurusxBostaurusindicus), dessa
forma CLsmaiores proporcionaram maiores concentracfes plasmaticas de
progesterona e taxa de gestacao.

Corroborando, Andrade et al. (2012) encontraram taxas de gestacao
significativamente maiores em receptoras com areas de CLs maiores. Ja para
Loiola et al. (2014), seguindo a metodologia de Baruselli et al. (2003), a area de
CL néo influenciou na taxa de gestacdo em novilhas mesticas (Bostaurustaurus
x Bostaurusindicus) utilizadas como receptoras de embrido.

Borges et al. (2003) encontraram em seu estudo uma taxa de
crescimento de 0,3 a 0,5 cm?dia do CL, sendo que sua primeira deteccao foi a
partir do dia 2,6+0,7,até atingir o maior tamanho entre os dias 9,3 e 9,5 do ciclo
estral, sendo a maior area alcancada no inverno foi de 2,9 e 3,0 cm2 e no verao
3,8 e 3,3 cm?, para as racas Gir e Nelore, respectivamente.

Pugliesi et al. (2014), em seu estudo com vacas nelores entre 30 e 50
dias pos-parto, com CC médio 3,7 (em escala de 1 a 5), divididas em ciclando
ou em anestro, consideradas em anestro 0s animais que n&do apresentavam CL
em duas avaliagOes, divididas em subgrupos, controle (sem suplementacéo
com P4) e suplementadas com Painjetavel de longa acdo, para as vacas
ciclando observou menor taxa de gestacdo nos dois grupos de vacas que
apresentaram area de CLs<0,9cm?2 no D4 (considerando DO o dia da
inseminacao), sendo o tamanho médio 1,42+0,46cm?2, mas o grupo tratado com
Pacom CLs<0,9cm? obteve melhor taxa de gestacdo, comparado com grupo
controle. Ja as vacas em anestro a taxa de gestacdo do grupo tratado com P4
foi maior, com area de CLs média foi de 1,77+0,55cm?2 no DA4.

Ndo houve efeito positivo da suplementacdo de P4, através do
dispositivo intravaginal de liberacdo lenta, sobre a taxa de gestacdo (TG) de
vacas nelores aos 30 e 60 dias apos IA (P>0,05) (Grafico3).Sendo uma TG
muito abaixo da média nacional que segundo Borges et al. (2008) varia de 25 a
70%. Souza et al. (2015b) obtiveram em seu estudo uma taxa de prenhez de
59% em vacas nelores aos 35 dias utilizando protocolo de sincronizacdo de

estro e ovulagao semelhante ao utilizado no presente estudo.
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Gréfico 3: Taxa de gestagdo de vacas nelores aos 30 e 60 dias ap6s IATF, sem suplementacao
de P4 (G1) esuplementadas com implante intravaginal de liberacdo lenta deP4 (G2)do
segundoao sétimo dia apos IATF.

15
<
@ 10
O
(1]
7
g
® 5%
S 5
(1]
>
K
0%
0
G1 G2

No presente estudo a taxa de gestacdo dos animais ficou muito abaixo
do esperado tanto do grupo que recebeu suplementacdo com P4, quanto no
grupo controle, o que sugere uma falha dentro do programa de IATF realizado,
sugestivo de problema no sémen, ndo podendo confirmar pois o sémen nao foi
avaliado no momento da IA, visto que os animais responderam ao protocolo de
sincronizacdo de ovulacdo, apresentando os sinais de estro e o procedimento
de IA foi realizado dentro dos parametros ideais.

Segundo Binelli et al. (2014), o aumento da concentracdo plasmética de
P4 seja por indugéo de CL acessorio ou fonte exdgena, dependera do momento
gue sera realizado apds a ovulacao, pois ira influenciar no ambiente uterino,
podendo ndo melhorar a taxa de gestacdo.Contudo, para Demetrio et al.
(2007), a baixa concentracdo de P4 no momento de pré-implantacdo do
embrido é altamente prejudicial.

Sala et al. (2014) nao obtiveram diferenca significante na taxa de
gestacdo em vacas nelores, reintroduzindo o dispositivo intravaginal de P4 do
5° ao 21° dia apds IATF.Ja para Beltman et al. (2009), a suplementacdo com

P4, entre os dias 3 e 6,5 apds a IA em novilhas de corte tiveram uma relacdo
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positiva entre 0 aumento na concentracdo de P4 no dia 6,5 e a taxa de
sobrevivéncia embrionaria.

Para Silva et al. (2014), utilizando a suplementacdo com 2,28 de acetato
de melengestrol (MGA ®) via oral acrescida no sal mineral entre o 13° e 17° dias
apos IATF, para vacas nelores pluriparas elevou a taxa de gestacdo avaliada
no dia 43.

Segundo Monteiro Jr. et al. (2014), a suplementacao através de implante
intravaginal de liberacdo lenta de P4 em vacas leiteiras no diestro, aumenta a
taxa de gestacdo para animais que passam por IATF e sdo suplementados
com um unico implante de Psdo 4° ao 17° dia ap6s IA. Segundo o mesmo autor
a suplementacao nao tem efeito para animais que passam por observacao de
estronatural e animais que utilizam dois implantes para suplementacao sendo o
primeiro introduzido no 4° dia e o segundo no 7° dia, ficando até o 17° dia apds
IA.Para Ababneh et al. (2007), vacas de quatro ou mais servi¢os tratados com
implante intravaginal de liberacdo lenta de P4 do dia 7 ao 12 apds IA melhorou
a taxa de gestacéao.

No estudo de Parr et al. (2014) com vacas Holstein-Friesian, utilizando a
suplementacao com Psatravés de um implante intravaginal implantado no 4° dia
apos IATF mantido até 9°dia, resultou em uma taxa de gestacdo menor no
grupo tratado (44%), do que o grupo néao tratado (56%).

Segundo Marques et al. (2012), a utilizacdo do implante intravaginal de
liberacéo lenta de P4 do 3° ao 7° dia apos IATF em vacas leiteiras ndo lactantes
repetidoras de cio, com mais de trés IA, melhora a taxa de gestacdo aos 60
dias, por diminuir a taxa de perda embrionaria e fetal.Corroborando, Vilarroel et
al., (2004) suplementou com implante intravaginal de P4(PRID®, 1,55 g de
progesterona) entre o 5° e 0 19° dia apés IA em vacas da raca holandesa
repetidoras de cio em final de lactacdo, obtendo 3,26 (IC 95% = 1,22, 8,69)
vezes mais chances de gestar comparando com vacas nao suplementadas.

No estudo realizado porColazo et al. (2013), a suplementagéo de P4
através de um dispositivo de liberacdo lenta contendo 1,559 de P4, em vacas
leiteiras, entre o 4,5% o 11,5° dias apds IATF, ndomelhorou as taxas de
gestacao entre o grupo tratado (44,4%) e nao tratado (49,8%). Ja para Larson
et al. (2007), a suplementacdo com P4 em 450 vacas em lactacdo, através do

implante intravaginal contendo 1,99 de P4, do 3,5° ao 10° dia apos IATF,
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melhorou a taxa de gestacdo do grupo tratado (48%) em comparacdo com o
grupo controle (35%).

No estudo de Kumar et al. (2012), utilizando uma suplementagcdo com
hidroxiprogesterona na dose de 500mg/vaca intramuscular em vacas lactantes,
obteve melhora na taxa de concepcdo no 3° dia (46,75%) e no 5° (45,45%)
apos IA, comparadas com vacas ndo suplementadas (18,75%).

No presente estudo ndo houve diferenca na taxa de perda
embrionaria/fetal aos 30 e 60 dias de gestacdo representado no grafico
3,(P>0,05), onde nédo houve diferenca entre os dois diagndésticos de gestacao.

Segundo Diskin et al. (2004), a deficiéncia de P4 no momento inicial da
gestacdo, pode gerar perdas embrionarias, pois o mesmo € essencial no
desenvolvimento inicial do embrido. Assim,Forde et al. (2009) dizem que a P4
tem grande influéncia na regulacdo endometrial como transcricdo, secrecao e
composic¢éo do histotrofo durante o periodo de pré-implantagéo.

Corroborando,Riley e Moley (2006) associam a deficiencia de
sinalizacdo ao comprometimento do desenvolvimento embrionario ou retardo
do seu crescimento, ainda podendo haver falhas na producdo de IFN-te
concentragdes fisiologicas, sintese de hormonios ou fatores de crescimento de
origem embrionaria ou uterina, interferindo negativamente sobre o
desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido.

Segundo Spencer et al. (2004b), podem ocorrer perdas embrionarias por
problemas pertencentes ao proprio embrido ou ao ambiente uterino.Contudo,
boa parte das perdas embrionarias acredita se ser pela falha na sinalizagéo do
concepto-materno.

Colazo et al. (2013) afirmam que a suplementacdo de P4 através de um
dispositivo de liberagdo lenta contendo 1,559 de P4, em vacas leiteiras
aciclicas, entre o 4,5% 0 11,5° dias apds IATF, proporcionou significativamente
uma menor taxa de perda embrionaria do grupo tratado 5,6% comparado com
0s animais que nao foram suplementados com P4 apdés IA 33,3%.

Diskin e Morris (2008) mencionam que o periodo de maior perda
embrionaria vai do 8° ao 16° dia apd6s IA ou monta natural. Segundo aos
mesmos autores as altas concentracdes de P4 logo apos a concepgéao tem sido
associado ao alongamento do embrido, a maiores taxas de gestacao, creditado

a menor perda embrionaria na fase critica do embrido.



30

7 CONCLUSAO

A suplementacdo com implante intravaginal de liberacéo lenta de P4 em
vacas nhelores do segundo ao sétimo dia apdés IATF, ndo proporcionou
melhores indices reprodutivos avaliados. Assim, a suplementacdo de P4 em
vacas para melhorar os indices reprodutivos ainda é um campo aberto a novas
pesquisas, buscando o melhor momento da suplementacdo e a forma de

suplementar.
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