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RESUMO

O presente trabalho tem como obijetivo avaliar a eficiéncia do uso de progesterona
exogena, sob duas vias de administracdo, intramuscular e oral, sobre a taxa de
prenhez de novilhas bovinas apds protocolo de IATF. Utilizou-se quarenta e cinco
novilhas Nelores, com idade média de trinta meses e peso médio de onze arrobas.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos e colocados em
sistema de pastejo extensivo com suplementacdo de sal mineral, sendo cada grupo
constituido de 15 animais. Sendo G1: grupo controle, sem administracdo de
progesterona exogena; G2: recebendo no 4° dia poés-inseminacdo, por via
intramuscular 1,0 mL de progesterona injetavel (Sincrogest® Injetavel, Ourofino); e
G3: a partir do 4° dia pos-protocolo de IA receberam progesterona (MGA®, Zoetis)
na dosagem de 2,28 mg/animal/dia, durante seis dias consecutivos adicionada a
suplementacdo mineral protéica com fontes energéticas (Phos verdo —Acabamento —
Matsuda). Todos os grupos receberam implantes auriculares (Crestar®; MSD)
juntamente com 2,0 ml (2,0mg) de Fertilcare Sincronizacédo (Benzoato de estradiol,
MSD) intramuscular no dia zero (D0). No dia oito (D8) foi efetuada a retirada dos
implantes auriculares e realizada a administracdo de 2,0 ml de Ciosin®
(Prostaglandina sintética; MSD), 1,5ml de Folligon® 5000 Ul (ecG; MSD) e 1,0 ml de
Fertilcare Ovulacao (Cipionato de estradiol; MSD) todos por via intramuscular. No
Dia dez (D10) as vacas foram inseminadas em tempo fixo (IATF) e o diametro do
foliculo pré-ovulatorio foi mensurado por ultrassonografia transretal (Modelo
MINDRY DP-2200 VET, com transdutor linear de 10 Mhz). O diagndstico gestacional
foi realizado aos 35 pOs-IATF através de ultrassonografia transretal. Os dados foram
analisados através do procedimento ONE PARWAY do software SAS, e as médias
comparadas atraves do teste de Kruskal-Wallis. Nao foram observadas diferengas
significativas entre os grupos experimentais, tendo o G3 maior taxa de prenhez. O
didametro folicular, a presenca de cio, e adicdo de progesterona exdégena nao
exerceram influencia positiva sobre a taxa de concepc¢éo de novilhas Nelore durante

o periodo seco.

Palavras-chave: Novilhas; progesterona exdégena; taxa de gestacao.
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the effects of progesterone (P4)
supplementation after fixed-time artificial insemination (Al) through two different routes
of administration (oral and intramuscular) on pregnancy rate of Nellore heifers. Forty-
five Nellore heifers were used averaging months (30 + 2.08) of age, (330 + 0.707) kg
BW and 2.5 BCS (five-point scale) at the beginning of the experiment. Heifers were
randomly assigned to three experimental groups of fifteen animals each and
maintained on an extensive grazing system (Andropogon pasture) with mineral
supplementation and water ad libitum. Experimental groups (treatments) included:
group 1 (control group) (no exogenous P4 administration (G1)); group 2:
intramuscular (IM) administrationof 1.0 mL P4 (Sincrogest injectable; OuroFino) on
day 4 afterAl (G2); and group 3: supplementation of 2.28 mg/animal/day P4
(melengestrol acetate MGA,; Zoetis), starting 4 days afterAl and remaining until day9
(d 4 — d 9). Progesterone (MGA) was incorporated to the mineral-protein energy
supplement (Phoésverdo—Acabamento—Matsuda) and offered to the animals (G3),
daily in the morning. All animals were submitted to the following fixed-time Al protocol:
On d zero, an ear implant of P4 was placed (Crestar, MSD) and 2 mg estradiol
benzoate (EB, Fertilcare Sincronizacdo, MSD) was administered IM. Eight days later
(d 8), the ear implant was removed and 2 ml of synthetic prostaglandin (Ciosin, MSD),
1.5 ml ecG (Folligon 5000 Ul, MSD) and 1 ml estradiol cypionate (Fertilcare Ovulacao,
MSD) were administrated IM. On d 10 of the protocol, Al was performed and the
diameter of preovulatory follicles were measured by transrectal ultrasonography.
Pregnancy diagnosis was performed thirty-five days after-Al. Estrus expression was
evaluated by tail-painting of each cow on d 8 of the protocol, and evaluating the
presence of paint at Al. Statistical analyses were performed using the ONE PARWAY
procedure of SAS. The Kruskal-Wallis test was used to check for significant
differences among treatments. There was no significative difference on pregnancy
rate among experimental groups. Supplementation of P4 from d 4 to d 9 after Al,
through oral administration, resulted in numerically higher percentage of
pregnantanimals (G3) compared to IMP4 administration (G2) and no P4
administration (G3). Both diameter of dominant follicle and the estrus expression
showed no positive effect on conception rate in Nellore heifers during the dry season.

Keywords: Exogenous progesterone; pregnancy rate; progesterone supplementation;
reproduction performance, routes of administration.



viii

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Esquema de Dinamica folicular ovariana em bovinos.........ccccccccvvvvvveennee. 14
Figura 2 - Esquema do Eixo hipotalamico hipofisario gonadal ......................ccoooe. 16

Figura 3 - Scartterplot for the effects of body weight and size of pre-ovulatory follicles
on pregnancy rate of Nellore heifers...........cooooiiiiiiiiie e, 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Pregnancy rate (%) in Nellore heifers receiving or not progesterone
supplementation after fixed-time artificial insemination according to
ovarian follicle diameter at timed insemination ..............ccccevevviviicinnneeenn. 35

Tabela 2 - Pregnancy rate in Nellore heifers receiving progesterone supplementation
after fixed-time artificial insemIiNAtioN ............cccoovvviiiiiiiii e 38



SUMARIO

I [N o Lo [ o= T 1P UURPPRPPPT 11
2 CoNSIAEragOeS INICIAIS ..cceuuuuiiiiiee e e s 13

2.1 Fisiologia do ciclo estral e dinamica folicular ovariana em fémeas bovinas ... 13

2.2 Controle do CIClO ESIral.........cooviieiiii e 15
2.2. 1 PrOgESIAQENOS ... 16
2. 2.2 ESITOQENOS ... 17
2.2.3 Prostaglandinas (PGF20) ... 18
2.2.4 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GNRH) ..., 19

2.2.5 Biotecnologias reprodutivas como forma de controle do ciclo estral —IATF..20

2.2.6 Progesterona (P4) apis IATF ...t 21
2.2.7 Indicadores de fertilidade em fémeas bovinas ............cccociiiiiiiiinen, 23
2.2.8 Presenca de corpo [Ute0 (CL).....ccoeeeeeeiieeeeeee e 24
2.2.9 indice de escore de condigio corporal (IEC)........ccoveveveeieieiieisiieseeeeenns 25
2.2.10 EXPreSSE0 A ESII0 ...cveiviiiieiiiiii et e e 26
2.2.11 Diametro do foliculo pré-ovulatorio...............uuueeiiiieeiiiieiee e, 27

Referéncias BibliografiCas...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29

3. Artigo: Post-insemination progesterone supplementation (oral and

intramuscular on reproductive performance of Nellore heifers .............ccccuvee. 38
0t O Y o1 1 > Vo U 38

G 37 1 11 o o [ o 1o o 1P 40
3.3. Material and MethOdS ........cooii i e 42
3.4. ReSUItS and DiSCUSSION ......iiiiiiiiiiiiiiiia ettt 43
RETEIENCES ... et 50

4. Consideracdes Finais € IMpliCagles ........ooeeviiiiiiiiiieiiiee e 55



11

1. Introducéo

O Brasil figura atualmente como um dos principais atores na producdo e
comércio de carne bovina no mundo, reflexo de um estruturado processo de
desenvolvimento que elevou ndo s6 a produtividade como também a qualidade do
produto brasileiro e, consequentemente sua competitividade e abrangéncia de
mercado. No ano de 2015, o Brasil se posicionou como o maior rebanho bovino (209
milhdes de cabecas), o segundo maior consumidor (38,6 kg/habitante/ano) e o
segundo maior exportador (1,9 milhdes toneladas equivalente carcaca) de carne
bovina do mundo, tendo abatido mais de 39 milhdes de cabecas (GOMES, FEIJO,
CHIARI, 2017).

O perfil dos mercados e dos consumidores esta cada vez mais exigente, e a
busca por um produto de qualidade e seguranga, tem feito que a pecuéria de corte
esteja sempre em busca de novas estratégias de manejo e reprodutivas que venham
permitir um maior retorno econémico da atividade. Segundo Baldi et al. (2008), a
rentabilidade estd diretamente relacionada a eficiéncia reprodutiva do rebanho.
Assim, a busca por estratégias reprodutivas que garantam maior retorno econdmico
e eficiéncia produtiva é constante.

A eficiéncia reprodutiva € fundamental para o sistema de producdo de
bovinos, que apresentam ciclo reprodutivo longo, com um descendente a cada parto.
Uma boa eficiéncia reprodutiva, seja pelo acasalamento ou pela inseminagéo
artificial, permite maior vida util dos animais e mais nascimentos de bezerros. Dessa
forma a utilizacdo de biotecnologias reprodutivas vem ganhando destaque no
cenario nacional, principalmente pela praticidade, obtencdo de ganho genético
rapido e aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos comerciais. Apesar da
tecnologia dos protocolos reprodutivos estar bem compreendida e difundida, os
indices de fertilidade ainda apresentam grandes variagbes. Varios sao os fatores
gue interferem no sucesso da fertilidade e prenhez dos animais, como nutricao,
saude, manejo, escore corporal, niveis hormais, entre outros, que ainda necessitam
de maiores estudos e dominio nos rebanhos.

Um dos principais limitantes no sucesso desses protocolos esta no reduzido
reconhecimento materno da gestacdo e consequente implantagdo do embrido. A
maioria da perda embrionaria, em bovinos de corte, ocorre nas primeiras semanas

depois da concepcado (Lonergan et al. 2016). A maioria desses embrides é perdida
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entre a fecundacdo e o reconhecimento materno da gestacdo, que em bovinos
ocorre ao redor do 16° dia pés-acasalamento (Diskin & Morris, 2008; Wiltbank et al.
2016).

Diante ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
do uso de progesterona exdgena (natural e sintética), sob duas vias de

administracédo, sobre a taxa de prenhez de novilhas bovinas apés protocolo de IATF.
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2 Capitulo I. Consideragdes Iniciais

2.1 Fisiologia do ciclo estral e dinamica folicular ovariana em fémeas bovinas

Define-se ciclo estral como sendo o periodo entre dois estros consecutivos.
As fémeas bovinas sdo categorizadas em poliéstricas anuais, ou seja, apresentam
ciclo estral o ano inteiro (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Durante esse periodo, ocorre uma
série de modificagBes ciclicas na fisiologia e morfologia dos 6rgdos reprodutivos,
bem como no perfil dos horménios relacionados (FERREIRA, 2010).

O ciclo estral das fémeas bovinas tem duracdo média de 21 dias, podendo
variar entre 16 a 25 dias, essa variagdo vai depender do numero de ondas
foliculares que se desenvolvem durante esse periodo, hormalmente ocorrem duas a
trés ondas, podendo apresentar até quatro ondas de desenvolvimento folicular
(SIROIES e FORTUNE, 1988; ALVES et al., 2002). No entanto, esse numero de
ondas foliculares pode ser modificado por inumeros fatores, dentre eles: estacdo do
ano (WOLFENSON et al, 1995), dieta consumida (MURPHY et al, 1991; LUCY et al,
1992), ordem de paricdo, estagio de lactacdo e uso de somatotropina bovina
recombinante (LUCY et al, 1992).

O ciclo estral dos bovinos é dividido em duas fases distintas. Sendo a primeira
denominada de fase folicular, que se inicia com a regressdo do corpo lateo e
prolonga-se até a ovulacdo. A segunda fase é caracterizada por intensa atividade do
corpo lateo (CL) e periodo de producédo de progesterona (P4), denominada de fase
luteinica (COULSON; IRELAND; MURPHY, 1980; HAFEZ e HAFEZ, 1995).

Segundo Peter et al., 2009, a fase folicular é caracterizada por altas
concentragbes de estrogeno (E2) produzido pelo foliculo dominante, inicio da
lutedlise e final do momento da ovulacdo, compreendendo em média do 17° ao 21°
dia do ciclo estral. Nessa fase predomina o proestro, com duracdo média de trés
dias, inicio ap6s a regressdo do CL e término com o aparecimento do estro, que
possui duragédo de 14 horas em média.

A fase luteinica € considerada a etapa mais longa do ciclo estral, sendo
marcada por alta concentracdo sanguinea de P4, estendendo-se da ovulacdo (dia
“0” do ciclo estral), até a lutedlise, que ocorre aproximadamente no 16° dia. Com
predominancia dos estagios de metaestro, conhecido como periodo pds-ovulatorio

com inicio do desenvolvimento do CL, duragédo média de dois a trés dias, e o estagio
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de diestro, em que se observa um corpo liteo ja maduro, produzindo niveis
significantes de P4 com duracdo em média de 13 a 15 dias (SENGER, 2003).
Relembrando a fisiologia da dinamica folicular ovariana para entender melhor
todo o processo (Figura 1). A foliculogénese ovariana possui, em média, trés ondas
de crescimento folicular nas vacas de corte e duas ondas nas vacas de leite de alta
producdo. Em geral, os processos que levam ao desenvolvimento de um grupo de
foliculos ovulatérios variam com a espécie. Inicialmente, ocorre o recrutamento, no
qual um grupo de foliculos comeca a se desenvolver, estes culminam num foliculo
pré-ovulatorio, apos passar pelo estagio de selecao folicular. Tal grupo de foliculos
se torna dominante e continua 0 seu crescimento até que ocorra a ovulagéo,
enquanto o restante dos foliculos passa por atresia. Esse padrdao de
desenvolvimento do foliculo dominante, também ocorre durante a fase luteal do ciclo
estral, na qual ele entra em atresia em vez de ser ovulado, em fungéo da presenca

do corpo luteo hormonalmente ativo.

F = foliculo primordial, nesensa ovarisnn D = dominants

R = recrutamento A S Bpoposs
S = selecio O = ovulago
Didmetro do
Indcio da 22 onds Iricss: da 3% onds folioulo (mmi)
de crescamanis o8 Crescimentc
o ® -
o ®® 000 0®
'] o e e, e
e 0, e 00, e 00, |
LA 0, 0 o, o0
lr-"'-. L] _ ™ '. ™ :."v-. ™
Bos b Tgu "W Pua T8
Bk “m o il T 1L
L d i L] L] ks 14 & [ k]
Tamps (Eas)

Figura 1. Esquema de Dinamica folicular ovariana em bovinos. Fonte: AERTS e BOLS, 2010 (adaptada)

O foliculo dominante, do ponto de vista funcional, tem a habilidade de inibir o
desenvolvimento dos foliculos menores, também chamados de subordinados
(FORTUNE et al., 1991). Resumidamente, dindmica folicular € o processo continuo
de crescimento e regressdo dos foliculos, que cessa com o desenvolvimento do
foliculo ovulatério (LUCY et al., 1992).
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O recrutamento é um evento dependente de gonadotrofinas, durante o qual
um grupo de foliculos adquire habilidade para respondé-las e depende delas para o
crescimento continuo. Nessa fase de crescimento folicular, os receptores de FSH
estdo predominantemente localizados nas células da granulosa, enquanto os de LH
nas células da teca. A selecdo € um processo no qual apenas poucos foliculos
recrutados sao selecionados.

Nas fémeas bovinas, a selecdo se define como o momento pelo qual um
foliculo estrogenicamente ativo promove seu proprio crescimento e inibe o
crescimento dos outros subordinados. Fatores inerentes ao tamanho, a
concentracdo de E2, P4, IGF-I, IGFBP e inibina, no interior do foliculo, podem ser
importantes para estabelecer qual sera o foliculo dominante. O foliculo dominante
tornar-se-4 ovulatorio se a lutedlise ocorrer durante a fase de crescimento ou no
inicio da fase estatica, quando esta livre da restricdo hormonal imposta pelo corpo
luteo (P4) sobre o eixo hipotalamico-Hipofisario (FORTUNE et al., 1991, 1994).

Conhecer a dinamica folicular, através do comportamento das ondas de
crescimento dos foliculos, favorece a execucdo de programas de superovulacao,
sincronizacao do estro e da ovulagdo, melhorando assim o desempenho reprodutivo
dos animais (SILVA et al., 2001).

2.2 Controle do ciclo estral

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddécrinos e neuroendocrinos,
principalmente os hormonios hipotalamicos (GnRH), as gonadotrofinas (FSH e LH) e
os esteroides (E2 e P4) secretados pelo ovario (Figura 2). A regulacéo da secrecéo
das gonadotrofinas durante o ciclo estral requer um delicado balanceamento entre
complexas interac6es hormonais. O GnRH € produzido pelo hipotadlamo, e regula a
liberacdo das gonadotrofinas FSH e LH, produzidos pela glandula pituitaria anterior,
estes séo responsaveis pelo desenvolvimento folicular e ovulagdo, respectivamente.
Os hormobnios E2 e P4 sdo produzidos pelas estruturas ovarianas (foliculo e corpo
luteo, respectivamente) e estdo ligados a manifestacdo do cio e manutengdo da
gestacdo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).
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Figura 2. Esquema do Eixo hipotalamico hipofisario gonadal. Fonte: BeefPoint, 2003.

Quando esses mecanismos fisiologicos falham ou ndo sédo suficientes para
realizar o controle do ciclo estral, temos a opc¢éo de realizar o controle farmacoldgico
através da administracdo exdgena de horménios e métodos artificias de controle, por
meio das biotecnologias aplicadas a reproducdo como a Inseminacéo Artificial em
Tempo Fixo (IATF), Transferéncia de Embrido (TE) e a Inseminacao Artificial (1A).

2.2.1 Progestagenos

A progesterona (P4) é um hormonio esteroide, lipossolivel e derivada do
colesterol (SWENSON e REEECE, 1996). Sintetizada no ovario pelo corpo luteo,
pela placenta e cortex da glandula adrenal, a partir do colesterol circulante. Atua
como precursora dos estrogénios, androgénios e esteroides do coOrtex da adrenal,
esta relacionada com o processo da ovulagdo, estabelecimento e manutencdo da
prenhez (LEONARDT e EDUARDS, 2002; KATZUNG, 2003).

Uma fonte exégena de progesterona ou um progestageno sintético funcionam
como um corpo luteo artificial, exercendo assim um efeito de "feedback” negativo
sobre o0 eixo hipotalamico-hipofisario e suprimindo a atividade ciclica. Quando
removida, ha um retorno ao estro e retomada desta atividade (NOAKES, 1991).

As concentracdes circulantes de P4 durante o ciclo estral regulam a secrecéo

do GnRH pelo hipotdlamo e das gonadotrofinas (LH e FSH) pela hipofise anterior
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(SCHALLENBERGER et al, 1985; RAHE et al, 1986; SAVIO et al, 1993; GONG et al,
1995; KINDER et al, 1996). Altas concentracbes deste composto, resultam em
reducdo da atividade do centro pulsatil do LH.

No entanto, na presenca de baixas concentragfes de P4, apés a lutedlise por
exemplo, a frequéncia de pulsos de LH aumenta (RAHE et al, 1980). Apés a
lutedlise, quando as concentracdes de P4 estdo baixas, a maior pulsatilidade de LH
estimula o crescimento do foliculo dominante, 0 aumento da produc¢éo de estradiol e
a ocorréncia de estro e ovulagdo (TAFT et al, 1996). Em contrapartida, durante os
periodos de altas concentracfes de P4, a baixa frequéncia de pulsos de LH deixa de
sustentar o crescimento folicular, resultando em atresia do foliculo dominante
(ADAMS et al, 1992).

Kinder et al., (1996) chegaram a conclusdo de que a P4 tem efeito dose-
dependente sobre a secrecdo de LH. Quando o periodo de exposicdo a
concentracbes subluteais de P4 €& muito prolongado, foliculos persistentes se
desenvolvem, com dréastica reducéo da fertilidade.

Nos anos 50, diversos progestagenos ativos por via oral foram sintetizados,
mas somente na década de 60 € que passaram a ser empregados na sincronizacao
de estro de bovinos. Tratamento com progestagenos por periodos prolongados
sincronizam 0 estro com precisdo, porém, as inseminacdes apO0s O estro
sincronizado resultaram em baixa taxa de prenhez (BARROS et al., 2000). Segundo
Odde (1990) a progesterona, assim como 0S progestagenos atuam suprimindo o
estro e a ovulagdo, porém, causam um cio de baixa fertilidade quando em
tratamentos prolongados, acima de 14 dias, por isso deve-se associar ao protocolo
um agente luteolitico para possibilitar o encurtamento do periodo de tratamento e

evitar problemas futuros por superdosagem hormonal.

2.2.2 Estrégenos

Os estrégenos apresentam inumeras funcgdes fisioldgicas, que nas fémeas
estao incluidas acdes neuroenddcrinas envolvidas no controle da ovulacao, preparo
ciclico do trato reprodutor para fertilizagdo e implantacdo do 6vulo deixando assim
sua grande contribuicdo para as caracteristicas sexuais da fémea (WILLIANS e
STANCEL, 1996; HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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O estradiol e seus ésteres sdo amplamente utilizados para promover o
controle farmacolégico do ciclo estral em fémeas bovinas, uma vez que na auséncia
de P4, a administragao de E2 pode estimular a liberacdo de GnRH/LH e promover a
ovulacdo do foliculo dominante (MOENTER et al., 1990). Os estrégenos mais
utilizados com esta finalidade sédo o 17p-estradiol e os ésteres de estradiol, como o
Benzoato de estradiol (BE) e o Cipionato de estradiol (CE). O 17B-estradiol
apresenta meia-vida menor do que o BE, e CE. O CE e outros tipos de estradiol,
como o BE e o 17B-estradiol, ttm sido bastante utilizados como substitutos ao
tratamento com GnRH para induzir a ovulagéo sincronizada em protocolos de IATF
(CREPALDI, 2009).

A aplicacdo de BE associado a um progestageno, induz eficientemente o
surgimento de uma nova onda folicular no periodo entre o 4° e 5° dia ap6s o
tratamento, independentemente do tamanho folicular no inicio do teste. Ja a
utilizacao do Cipionato de estradiol (CE) provoca a regressao folicular, no entanto, a
meia-vida longa desse farmaco resulta numa emergéncia da onda folicular em um
intervalo de tempo mais prolongado do que a originada por farmacos de agdo mais
curta, temos como exemplo o BE, como farmaco de acdo mais curta (PEREIRA,
2009).

2.2.3 Prostaglandinas (PGF2a)

As prostaglandinas endogenas fazem parte de um grupo de compostos
denominados eicosanoides, derivados do &cido araquiddnico, que sao produzidos
em praticamente todos os tecidos animais, exercendo diversas fungdes (WEEMS et
al., 2006; FERNANDES e FIGUEIREDO, 2007; RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).
A acdo mais associada as prostaglandinas é a inducdo de contracbes ou
relaxamento das células musculares lisas em diversos 6rgdos (FERNANDES e
FIGUEIREDO, 2007), sendo que a propriedade terapéutica mais utilizada em
medicina veterinaria é a capacidade de algumas prostaglandinas da série F
provocarem a lutedlise (TSAlI e WILTBANK, 1997), causando a regressao
morfolégica e funcional do CL (KOTWICA et al., 2002). Assim, na década de 70
varios compostos anélogos a PGF2a natural foram sintetizados, como o
Cloprostenol e Dinoprost (COOPER & FURR, 1974).
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Posteriormente descobriu-se que o corpo luteo sé é responsivo a acédo da
PGF entre os dias 5° e 17° do ciclo estral, a partir dai se inicia a regressao luteal
espontanea pela acdo da PGF enddgena (ODDE, 1990; LARSON, 1992). Essa
descoberta resultou em melhores taxas de ovulacdo, pois somente ap0s a regressao
luteal, o foliculo dominante presente no ovario adquire capacidade ovulatoria
(KASTELIC et al., 1990). Estudos recentes demonstraram que a PGF esta ligada
diretamente & ovulagcdo em novilhas e vacas, atuando por meio de um mecanismo
independente da lutedlise (PFEIFER et al.,, 2009; 2014; LEONARDI et al., 2012).
Entretanto, o mecanismo pelo qual a PGF atua ainda néo foi totalmente elucidado,
sendo que diversos estudos tém buscado compreender como ocorre a inducdo da
ovulagéo pela PGF (MURDOCH et al., 1993; RANDEL et al.,, 1996; NAOR et al.,
2007; FORTUNE et al., 2009).

Além disso, quando utilizada em protocolos de sincronizacdo de ovulacéo,
associada a utilizacdo de progestagenos, a PGF pode potencializar os efeitos da
progesterona exdgena apos a remocdo do progestdgeno (PFEIFER et al., 2009),
aumentando, assim, a capacidade de resposta da hipéfise ao GhnRH (RANDEL et al.,
1996) e induzindo a ovulacdo. De acordo com Weems et al. (2006), a PGF exerce
um efeito direto sobre a hipdfise anterior para aumentar essa capacidade de
resposta da hipdfise, resultando, assim, na maior liberagdo de LH (RANDEL et al.,
1996). Entretanto, os efeitos da PGF sobre a secrecdo de LH s&o controversos, pois
embora a sua administracao cause ovulagdo em vacas e ovelhas em anestro (CRUZ
et al., 1997) a relacdo com o aumento na liberacdo de LH é citada apenas em vacas.

Portanto, a influéncia da PGF sobre a ovulagéo ja foi comprovada, sendo que
em um estudo recente foi demonstrado que a PGF possui efeito semelhante ao do
ECP e BE na inducao da ovulacdo de novilhas e vacas submetidas a protocolos de
IATF baseados na associacdo de progesterona intravaginal e BE, resultando
inclusive, em taxas de gestacdo de aproximadamente 50%, considerada uma

porcentagem aceitavel (PFEIFER et al., 2014).

2.2.4 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

O GnRH é um decapeptideo sintetizado por neurbnios especificos,
localizados na regido pré-Optica hipotalamica e liberado de maneira pulsatil na

extremidade dos axénios em direcao a rede de vasos do sistema porta hipotalamico-
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hipofisario, promovendo assim a liberagdo dos hormoénios FSH e LH pela hipofise
anterior (ESTES etal.,1977).

A administracdo de analogos sintéticos ao GnRH exerce uma funcéo
fisiologica nas fémeas, induzindo o pico pré-ovulatério de LH e consequentemente a
ovulagcédo e/ou a luteinizacdo do foliculo induzindo uma nova onda de crescimento
folicular (GOTTSCHALL et al., 2008). Segundo Lucy e Stevenson (1986) o GnRH
aplicado antes da inseminacdo pode aumentar fertilidade por sua acéo direta ou
indireta (por secrecdo de LH) agindo sobre o foliculo ovulatério, resultando em uma
acao semelhante a que ocorre em uma inseminacdo depois do estro espontaneo.
Estudos prévios em bovinos de leite indicaram que o tratamento com analogo
sintético do GnRH aumentou (SCHELS; MOSTAFAWI, 1978) ou ndo a taxa de
concepcao de primeiro-servico (LEE et al., 1983). Semelhantemente, Mee et al.
(1990) descreveram que GnRH administrado no inicio do estro ndo apresentou
efeito sobre a taxa de concepcédo em vacas de leite. Entretanto, Lee et al. (1983)
identificaram efeito consistente na administragdo do GnRH sobre o aumento de
fertilidade em vacas repetidoras de estro. Kaim et al. (2003) também encontraram
resultados variados sobre as taxas de prenhez de vacas submetidas a inseminacao

apos a aplicacdo de GnRH.

2.2.5 Biotecnologias reprodutivas como forma de controle do ciclo estral —
IATF

A inseminacéo artificial (1A) foi a primeira biotecnologia reprodutiva aplicada
na multiplicacdo genética dos animais de fazenda, tendo um grande impacto em
diversas espécies no mundo, particularmente nos rebanhos bovinos (FOOTE, 2002).
A |IA promoveu um grande avanco tecnoldgico para o melhoramento genético
animal. Segundo Baruselli & Marques (2008), inUmeras vantagens sdo obtidas com
a adocéo da IA nos rebanhos bovinos. No entanto, a baixa taxa de prenhez, seja
pela ineficiéncia na deteccdo do cio ou pelo alto grau de anestro no periodo pos
parto, compdem os principais fatores que comprometem a eficiéncia de programas
reprodutivos que empregam biotecnologias da reproducéo. Diante disso, a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) surgiu para superar esses entraves.

Existem varias vantagens no uso da IATF, tais como: padronizacdo do

rebanho, controle de doencas sexualmente transmissiveis, racionalizacdo da mao de
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obra, diminuicdo do custo de reposicdo de touros, maior niumero de vacas em
menos tempo, diminui o intervalo entre partos, aumentando o numero de bezerros
nascidos, diminui o descarte e o custo de reposicdo de matrizes no rebanho e
elimina a necessidade de observacdo de cios. Mas, as principais vantagens estao
ligadas ao processo de melhoramento genético e na obtencdo de animais com maior
potencial de producdo e reproducdo. IATF é uma técnica que facilita o manejo e
aumenta a eficiéncia da inseminacdo em bovinos de corte (BARUSELLI &
MARQUES, 2008).

Um fator limitante da IATF em algumas propriedades relaciona-se a
viabilidade econdmica desta técnica, pois o custo-beneficio pode ser desfavoravel, a
julgar pelo preco oneroso dos medicamentos utilizados. Para que a IATF garanta
bons resultados é necessario um acompanhamento técnico eficiente desde a
selecdo das vacas aptas a reproducdo, aplicacdo dos hormoénios, escolha do
protocolo a ser utilizado, escolha do sémen, descongelamento do sémen, manejo
das vacas no curral e capacitacdo do inseminador (SALISTRE, 2008). Ha inumeros
protocolos no mercado para sincronizar a ovulagdo com o objetivo de realizar a
IATF, a escolha do protocolo mais apropriado depende da avaliagédo técnica, buscar
condicbes tanto corporais como fisioldgicas positivas aos animais que irdo ser
inseminados sdo os caminhos para o sucesso (BARUSELLI & MARQUES, 2008).

2.2.6 Progesterona (P4) apos IATF

A progesterona (P4) € um hormonio lipidico produzido pelo CL do ovario,
cortex da adrenal e pela placenta (REEECE, 2014). Em bovinos, 0s niveis
plasmaticos de P4 variam de acordo com o desenvolvimento, manutengdo e
regressdo do corpo liteo. E considerada um hormonio essencial para a harmonia do
ambiente uterino, auxiliando o Utero a proporcionar maior quantidade de nutrientes
para o concepto, sendo importante para que este perpetue e desenvolva. Sua
principal agéo é a inativacdo da lutedlise através da reducgéo da sensibilidade dos
receptores de ocitocina (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Estudos realizados em fémeas bovinas por Diskin e Morris (2008) detectaram
correlacdo positiva entre a elevada concentracdo de P4 pds-concepcao até o dia 7 e
o0 aumento no alongamento do concepto. Starbuck et al., (2004) relataram que as
concentracbes de P4 no inicio da gestacdo podem influenciar diretamente a
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probabilidade de sobrevivéncia ou perda embrionaria. Em novilhas de corte, Diskinet
al.,, (2006) demonstraram uma relacdo linear positiva e quadratica entre as
concentragdes circulantes de P4 e a sobrevivéncia do embrido. Garrett et al., (1988)
demonstraram que concentracdes insuficientes de P4 afetam negativamente o
crescimento do concepto e que concentra¢cdes mais altas geram conceptos maiores.

Posteriormente, Mann et al., (1999) observaram que a elevacdo das
concentragdes de P4 e o estimulo subsequente do desenvolvimento do concepto no
inicio da gestacdo pode favorecer o sucesso da prenhez por melhorar a capacidade
do concepto de sinalizar o reconhecimento materno da gestagdo. Da mesma forma
gue a producao insuficiente de interferon-tau (IFN-T) pelo concepto foi atribuida
como o principal fator envolvido na perda embrionaria precoce em bovinos, uma vez
que o IFN-T corresponde ao fator de sinalizacdo do reconhecimento materno da
gestacdo produzido pelo concepto (MANN et al.,, 1999). H4A uma forte correlagcéo
entre as concentracdes circulantes de P4 e a secrecédo de IFN-T1 (KERBLER et al.,
1997).

Sabe-se que baixas concentracdes de P4 apos IA sdo um dos principais
motivos do baixo sucesso no estabelecimento e manutencdo da gestacdo em
rebanhos leiteiros especializados (MORRIS e DISKIN, 2008). Concentra¢des ideais
desse hormonio apés a IA podem promover varios beneficios, dentre os quais,
aumento da receptividade uterina, melhor desenvolvimento do concepto, maior
producdo de IFN-T1, e consequentemente, maior incremento no sucesso gestacional
em fémeas bovinas (ASHWORTH et al., 1989; STRONG et al., 2005; McNEIL et al.,
2006; CARTER et al., 2008).

Ha bastante informacdes dentro da literatura a respeito das diversas formas
de suplementacdo com P4 apds IA. Pugliesi et al., (2014) realizaram um trabalho
com vacas de corte, onde verificaram lutedlise precoce nas fémeas tratadas com
300 mg de P4 injetavel dois dias apds ovulacdo. Van Cleeff et al., (1996) afirmaram
gue o comprometimento do desenvolvimento e da funcionalidade do CL pode estar
relacionado com o momento e a dose de P4 administrada. Na tentativa de minimizar
esse possivel efeito negativo da P4 exogena, pesquisadores iniciaram estudos que
associavam a P4 com outro horménio luteotréfico, a gonadotrofina coridnica humana
(hCG), por exemplo. Verificaram que animais tratados com P4 e hCG, em um
mesmo momento, apresentaram maior concentracdo de P4, sem comprometer o
desenvolvimento do CL (NASCIMENTO et al., 2013).
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A taxa de prenhez € menor em novilhas (DISKIN e MORRIS, 2008) e vacas
(STARBUCK, 1999; STRONGE et al., 2005) com reduzida concentracdo de P4 no
inicio do diestro. Sabe-se que baixas concentracbes desse hormonio neste periodo
reduzem o tamanho do concepto no dia 16 e consequentemente podem resultar em
baixa secrecdo de IFN-1, comprometendo a manutencdo da prenhez (MANN e
LAMMING, 2001). Assim sendo, existe uma busca constante por estratégias pos-
ovulatérias que promovam um aumento das concentracbes de P4 no inicio do
diestro, e consequentemente objetiva o favorecimento do estabelecimento da
gestacdo e consequentemente almeja aumentar as taxas de prenhez, independente
dos efeitos prévios da exposi¢cao dos tecidos reprodutivos ao E2 no proestro/estro.

Pugliesi et al., (2014) chegaram a seguinte concluséo, a administracado de P4
de longa acdo no quarto dia apdés a IATF aumenta a fertilidade em vacas de corte
em anestro. Esse acréscimo pode resultar de uma melhoria no ambiente uterino
menos favoravel a sobrevivéncia embrionaria em animais nao-ciclicos apos o parto.
Assim, a suplementacdo com P4 no inicio do diestro pode reduzir a baixa fertilidade
de vacas com CL pequeno e/ou em anestro.

Diante das evidéncias da importancia da P4 sobre o desenvolvimento
embrionario e manutencdo da gestacao, varios estudos comprovaram a correlacéo
positiva existente entre concentracdo de P4 e taxa de concepcao, observando um
maior numero de prenhez nos animais com maiores concentracdes deste horménio,
seja adquirida de maneira exégena (implantes de liberacdo lenta; P4 injetavel de
longa duragdo) ou utilizando hormonios como hCG ou GnRH que propiciam
elevacdo na sua producéo pela inducéo da ovulagdo e emergéncia de CL acessorio
(LARSON et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2013; LOIOLA et al., 2014; PUGLIESI et
al., 2015). Portanto, a busca por ferramentas que possibilitem uma maior
concentracdo serica de P4 no periodo inicial de gestacdo, pode contribuir com
melhores resultados nos programas de IATF, ao propiciar menor taxa de mortalidade
embrionaria (PUGLIESI et al., 2016).

2.2.7 Indicadores de fertilidade em fémeas bovinas

Fertilidade é a capacidade dos individuos de se reproduzirem com finalidade
de manutencdo da espécie. Uma vaca é feértil quando é capaz de emprenhar ja no

inicio de sua maturidade sexual, levar esta prenhez até o fim, produzir crias sadias e
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viaveis, produzir um bezerro por ano e, assim, sucessivamente até o momento de
ser substituida. A fertilidade de um rebanho é medida através de sua producéo para
cada cem vacas em idade reprodutiva. A fertilidade se traduz pela soma de variados
parametros, sao eles, indice de inseminacdo, percentagem de nado retorno a 12
inseminacdo, percentagem de gestacdo e de paricdo e intervalo entre partos
(HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Aos marcadores de fertiidade s&o atribuidos fatores como perdas
embrionérias, categoria animal, indice de escore corporal (IEC), presenca de corpo
[uteo (CL) no inicio do protocolo, manifestacdo de estro, localidade, racas e
tratamentos hormonais (SA FILHO et al., 2009; LAMB et al., 2010). Dentre esses
marcadores vamos dar énfase aos marcadores de cio (presenca de CL, IEC e
manifestacéo/expressdo de estro) e ao marcador de tamanho de foliculo (diametro

do foliculo pré-ovulatorio).

2.2.8 Presenca de corpo luteo (CL)

O CL é oriundo de um foliculo dominante da ultima onda folicular. Se
desenvolve a partir das células da teca e da granulosa, advindo da reorganizacao
das células foliculares apds o processo ovulatério (BORGES et al., 2001). E
importante no funcionamento e regulacdo dos 6rgaos genitais femininos, tendo como
fungdo primaria a produgdo de P4, hormoénio responsavel pela manutengcdo da
prenhez (SMITH, 1986).

A fase de desenvolvimento do CL é caracterizada pelo o periodo que vai
desde a diferenciacdo do corpo hemorragico até o momento em que o CL totalmente
diferenciado atinge a capacidade maxima de secrecdo de P4, que ocorre
aproximadamente entre os dias 8 a 10 apdés a ovulacdo (HERZOG et al., 2008,
2010).

Um estudo realizado para avaliar o desenvolvimento do CL por meio do
tamanho e da concentracdo de P4 circulante, este ndo sugeriu um efeito negativo
sobre a funcdo do CL durante seu desenvolvimento. As diferengas nos efeitos sobre
o desenvolvimento luteinico podem ser atribuidas ao momento da suplementacéo,
fonte e farmacocinética das formulacdes de P4 utilizadas no decorrer da IATF.

Esses resultados sugerem que o tempo e a amplitude do aumento das
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concentragbes de P4 afetam de forma critica a fungdo do CL durante seu
desenvolvimento (PUGLIESI et al., 2014).

Rodrigues et al. (2015) notaram melhores taxa de prenhez em fémeas
multiparas da raca Nelore que apresentaram CL no inicio da sincronizacdo em
relacdo aos animais que nao apresentaram esta estrutura. Os autores consideram
as primeiras fémeas com maior capacidade de resposta a terapia hormonal e
atribuiram a auséncia do CL em um Unico exame ultrassonografico a uma alta taxa
de anestro pdés-parto. Foi possivel observar também que as fémeas bovinas em
anestro poés-parto apresentam comprometimento da secrec¢do pulsatil de LH,
determinando niveis insuficientes dessa gonadotrofina para apoiar o0
desenvolvimento folicular e a ovulagdo (YAVAS e WALTON et al., 2000; WILTBANK
et al.,, 2002). Esses animais, quando submetidos a programas de sincronizacao,
normalmente, apresentam baixa taxa de concepc¢ao e elevada perda de prenhez em
comparacao a vacas ciclicas (SANTOS et al., 2004; 2009; BISINOTTO et al., 2010).

2.2.9 indice de escore de condic&o corporal (IEC)

O conhecimento do IEC do rebanho contribui para a tomada de
decisbes sobre medidas de impacto na produgéo e nos custos do empreendimento
pecuario. De fato, é possivel ajustar épocas de desmamar as crias ou definir quando
e quanto suplementar a dieta de matrizes, visando reduzir o periodo de anestro pos-
parto (SHORT et al., 1996; SIMPLICIO e SANTOS, 2005; MORAES et al., 2007).
Além disto, conhecer o IEC é util até mesmo na predicdo do desempenho produtivo
(SHORT et al., 1996) e do desempenho reprodutivo do rebanho (DUNN e MOSS,
1992).

A maneira como o IEC interfere na reproducéo esta intimamente ligada com o
balangco energético negativo, afetando os niveis sistémicos de IGF-I, insulina e
glicose, os quais podem alterar a frequéncia de liberacdo de horménios
gonadotroficos (LH e FSH), comprometendo, consequentemente, o crescimento
folicular, a ovulagcdo e a manutencdo de uma possivel gestagcdo (GRIMARD et al.,
1995; SARTORI et al., 2010).

Héa diferentes escalas de escores, as quais variam no conceito, na topologia
dos pontos de observacao e na espécie animal a qual séo aplicados. As notas séo

dadas aos animais de acordo com a quantidade de reservas teciduais,
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especialmente de gordura e de musculos, em determinadas regides do corpo. As
escalas mais utilizadas sdo duas: uma com escores de 1 a 5 (EDMONSON et al.,
1989) e a outra a escala aplica escores entre 1 e 9 (SPITZER, 1986). A escala de 1-
5 é a mais utilizada atualmente, onde o escore 1 é para vacas muito magras, o 2 é
para vacas magras, o 3 € para vacas em estado corporal intermediario, o 4 € para
vacas gordas e 0 5 € para vacas muito gordas (EDMONSON et al., 1989). Segundo
Baruselli et al. (2006) a condicdo corporal igual ou acima de 3,0 € considerada
satisfatéria, com pouco ou nenhum prejuizo no desenvolvimento folicular e na
ovulacéo.

A atribuicdo do IEC € uma ferramenta indispensavel dentro da propriedade,
pois permite conhecer o estado nutricional do rebanho, principalmente o balanco
energético, e auxilia na elaboracdo de estratégias alimentares e de descarte. Além
de ser um método que apresenta muitas vantagens por ser rapido, pratico, barato e
nao invasivo, podendo ser atribuido no diagnéstico de gestacdo, ao parto (na
primavera) ou 60 dias antes do parto (inverno) e na desmama das fémeas
(MARQUES et al., 2010).

2.2.10 Expresséo de estro

A expressao do estro é considerada um importante marcador de fertilidade
em fémeas bovinas submetidas a protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para
IATF. As informacdes obtidas da expressao do estro no momento da inseminagao
sdo importantes para identificar fémeas com maiores chances de ficarem prenhes,
possibilitando, por exemplo, maior seguranca na utilizacdo de sémen de maior valor
agregado e permitindo a utilizacdo de estratégias apos a IATF para melhorar as
taxas de concepcdo de fémeas que nao expressaram o estro (BARUSELLI et al.,
2011).

A ocorréncia do estro esta associada a elevados niveis séricos circulantes de
estrogeno (E2), estimulando regibes especificas do centro comportamental
(ROELOFS et al., 2010). Altas concentracdes de E2 proximo a inseminacdo sao
indicativos e atuam como possiveis responsaveis pela melhoria na fertilidade dos
animais que expressaram estro. Isto por que, possibilitam uma modulagcdo do pH

uterino, levando a uma reducdo no metabolismo espermatico e consequentemente,



27

aumentando o tempo de viabilidade dos espermatozoides no trato reprodutivo das
vacas (PERRY e PERRY, 2008).

O E2 promove melhora nas taxas de concepg¢do em fémeas que expressaram
estro. Esses resultados podem ainda ser explicados pelo fato desses animais
apresentarem uma melhor sincronia no momento da ovulagdo associada a maiores
taxas de ovulacdo em comparacdo as fémeas que ndo expressaram estro, sendo
desencadeada pelo tamanho do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF e pela
elevada concentragdo de estradiol que favorece a uma maior taxa de concepgéo
(PERRY et al., 2007).

2.2.11 Diametro do foliculo pré-ovulatério

Um importante fator que influencia nas taxas de concepgéo e na eficiéncia
reprodutiva de vacas nos programas de sincronizacdo para IATF é o tamanho do
foliculo pré-ovulatério no final do programa de sincronizac¢do (SA FILHO et al., 2009;
SA FILHO et al., 2010). Em bovinos, a capacidade ovulatéria do foliculo € obtida
entre 7 e 10 mm de diametro (SARTORI et al.,, 2001; GIMENES et al., 2008). O
didametro do foliculo pré-ovulatorio esté relacionado com as taxas de concentracéo
de estradiol. Este hormdnio aumenta a responsividade da hipéfise ao GnRH pelo
aumento de seus receptores ou por acdo direta estimulando a secre¢édo de LH
(BARATTA et al., 2001; NETT et al., 2002).

O aumento nos niveis de E2 durante o proestro e/ou estro esta envolvido no
controle de diversos processos fisioldgicos que contribuem para o estabelecimento e
manutencdo da gestacao, incluindo efeitos sobre as células foliculares, o odcito, o
transporte de gametas e preparacdo do ambiente uterino (POHLER et al., 2012).
Sendo assim, foliculos pré-ovulatorios de maior diametro irdo promover maior
concentracdo de estradiol e podem propiciar mudangas no ambiente uterino
melhorando o transporte espermatico e favorecendo a concepcdo (SA FILHO et al.,
2012).

Além de tudo que ja foi citado anteriormente, o maior diametro do foliculo pré-
ovulatério também esta relacionado com o diametro do CL formado, ou seja, a
ovulacdo de foliculos de menor didmetro pode representar a formacdo de CL de
menor volume e, consequentemente, baixa capacidade de produzir P4 e insuficiente

desenvolvimento embrionario, promovendo assim, uma reducdo na fertilidade
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(LONERGAN et al., 2013). Apoiando essas informagdes, Peres (2008) encontrou
maiores concentracdes circulante de P4 sete dias apds a ovulagcdo em vacas que
tinham maior didametro folicular no dia da IATF.

Sa Filho (2012) verificou uma associagdo positiva e significativa entre o
diametro folicular e a taxa de concepcdo em fémeas Nelore submetidas em
programas de IATF. Os foliculos nas categorias acima de 11 mm tiveram taxas de
concepcgao similares, mas diferiram daqueles categorizados com menos de 11 mm
de diametro. Os resultados positivos do maior diametro folicular na probabilidade de
concepcao em novilhas Nelore sincronizadas para IATF também foram confirmados
por Dias et al. (2009) e Peres et al. (2009). Pugliesi et al. (2016) atribuiram as
menores taxas de concepg¢do encontradas em vacas Nelore que apresentaram
menor didmetro do foliculo pré-ovulatério no momento da IATF a diminuicdo na taxa
de ovulacdo em relacdo aos animais com foliculos maiores.

A presenca de um maior foliculo pré-ovulatorio no momento da inseminagao
esta associado com uma elevada concentracdo de estradiol (ATKINS et al., 2013).
Sa Filho et al. (2009) verificaram uma proporcao linear entre o didmetro do foliculo
pré-ovulatério e a concentracdo de estradiol em vacas Nelore. Atkins et al. (2013)
verificaram uma correlagdo positiva e significativa entre a concentragao de estradiol
e o diametro do foliculo pré-ovulatorio, corroborando com os outros autores.

Diante do tudo que foi descrito pelos autores citados acima, podemos concluir
gue esse conjunto de fatores hormonais, biotecnologias reprodutivas, manejo e
nutricdo adequada correlacionados com os fatores extrinsecos e intrinsecos ligados
a fertilidade dos animais é possivel melhorar ainda mais os indices e a eficiéncia

reprodutiva desses animais.
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the effects of progesterone (P4)
supplementation after fixed-time artificial insemination (Al) through two different routes
of administration (oral and intramuscular) on pregnancy rate of Nellore heifers. Forty-
five Nellore heifers were used averaging months (30+2,08) of age, (330 £ 0,707) kg
BW and 2.5 BCS (five-point scale) at the beginning of the experiment. Heifers were
randomly assigned to three experimental groups of fifteen animals each and
maintained on an extensive grazing system (Andropogon pasture) with mineral
supplementation and water ad libitum. Experimental groups (treatments) included:
group 1 (control group) (no exogenous P4 administration (G1)); group 2:
intramuscular (IM) administration of 1.0 mL P4 (Sincrogest injectable; OuroFino) on
day 4 after-Al (G2); and group 3: supplementation of 2.3 mg/animal/day P4
(melengestrol acetate MGA; Zoetis), starting 4 days after-Al and remaining until day 9
(day 4 — day 9). Progesterone (MGA) was incorporated to the mineral-protein energy
supplement (Phosverao—Acabamento—Matsuda) and offered to the animals (G3),
daily in the morning. All animals were submitted to the following fixed-time Al protocol:

On day zero, an ear implant of P4 was placed (Crestar, MSD) and 2 mg estradiol
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benzoate (EB, Fertilcare Sincronizacdo, MSD) was administered IM. Eight days later
(day 8), the ear implant was removed and 2 ml of synthetic prostaglandin (Ciosin,
MSD), 1.5 ml ecG (Folligon 5000 Ul, MSD) and 1 ml estradiol cypionate (Fertilcare
Ovulacdo, MSD) were administrated IM. On d 10 of the protocol, Al was performed
and the diameter of preovulatory follicles were measured by transrectal
ultrasonography. Pregnancy diagnosis was performed thirty-five days after-Al. Estrus
expression was evaluated by tail-painting of each cow on day 8 of the protocol, and
evaluating the presence of paint at Al. Statistical analyses were performed using the
ONE PARWAY procedure of SAS. The Kruskal-Wallis test was used to check for
significant differences among treatments. There was no significative difference on
pregnancy rate among experimental groups. Supplementation of P4 from day 4 to day
9 after Al, through oral administration, resulted in numerically higher percentage of
pregnant animals (G3) compared to IMP4 administration (G2) and no P4
administration (G3). Both diameter of dominant follicle and the estrus expression

showed no positive effect on conception rate in Nellore heifers during the dry season.

Key words: Exogenous progesterone; pregnancy rate; reproduction performance,

routes of administration, progesterone supplementation.
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1. Introduction

Profitability of beef production systems is closely related to reproductive
efficiency of the herd. In Brazil, low rates of reproductive efficiency are usually related
to high mortality rates, including primarily embryonic losses. Poor reproductive
efficiency leads to long calving intervals which results in low and inconsistent
profitability in beef production systems (SOYDAN e KURAN, 2017).

Overall, improvements in animal genetics and reproductive performance are
crucial to maximizeproductivity and efficiency inthe Brazilian beef cattle production
system (BARUSELLI et al., 2006). Regarding reproduction of beef Ccattle,
pharmacological strategies have been developed to maximize service rate
(VASCONCELOS et al. 2017). Still, the average pregnancy rates at first fixed-time Al
in beef cattle is 49.1% and needs improvement (SA FILHO et al., 2009; CLARO
JUNIOR et al., 2010).

One of the major factors affecting the efficiency of fixed-time Al protocols is the
maternal recognition of pregnancy and subsequent implantation of the embryo. In
cattle, most embryonic losses occur during the first weeks after conception, around
day 16 post-estrus, between fertilization and maternal recognition of pregnancy
(DISKIN and MORRIS, 2008; WILTBANK et al. 2016). Embryonic mortality has been
associated with impaired function of the corpus luteum (CL) impacting P4 synthesis
with subsequent embryonic death (MACHADO et al., 2010; SILVA JUNIOR et al.,
2014; LONERGAN et al., 2016).

Studies have demonstrated positive associations between circulating
concentrations of P4 (during the post-breedingweek) and pregnancy rates in cattle.
According to these reports, the association between variables is quadratic and linear.
Therefore, both suboptimal and supraoptimal concentrations of P4 from days 4 to 7
after Al or a suboptimal rate of increase in the concentration of P4 during this interval
may have negative impactson cattle pregnancy rates (AONO et al., 2008; BAJAJ &
SHARMA, 2011; SILVA JUNIOR et al., 2014; LONERGAN et al., 2016; WILTBANK et
al., 2016).

It is well known that high circulating concentration of P4 plays a crucial role in
embryo development and survival (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Strategies to
promote early embryo development and survival are important to improve the success

of fixed-time Al protocols. Infact, several strategies have been developed to



41

manipulate post-breeding circulating concentration of P4 in an effort to enhance
reproductive performance in cattle. For instance, oral administration of synthetic P4
[i.e. melengestrol acetate (MGA); SA FILHO et al., 2009], intramuscular administration
(IM) of P4 (Sincrogest injectable; PUGLIESI et al., 2014); and insertion of intravaginal
progesterone-releasing device (MARQUES, 2012) have been applied post-Al to tackle
and improve circulating P4. These attempts showed positive results on the
reproductive performance in dairy and beef cattle.

Potential benefits of exogenous P4 supplementation on reproductive
performance have been extensively acknowledged. Nevertheless, data on the effects
of post-AlP4 supplementation on pregnancy rate are conflicting (LOIOLA, 2016;
SILVA JUNIOR et al., 2014; COSTA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2014). Thus,
research may enable finer and more convincing insights on how P4 supplementation
post-Al may impact onreproductive efficiency in beef cattle. Additionally, different
routes of administration of P4 supplementation after Al may alter the reproductive
performance of beef cattle. In this sense, the aim of this study was to evaluate the
effects of progesterone supplementation after fixed-timeAl using different routes of

administration on the pregnancy rate of Nellore heifers.

2. Materials and Methods

The experiment was carried at the FazendaCapingo farm in the county of Piraque
in the Tocantins State, Brazil, from September to November in 2017. Forty-five
nulliparous Nellore heifers averaging (mean + standard deviation) 30 £ 2,08 months of
age and 330kg + 0,707 BW in the beginning of the experiment were used. Body
condition score of the heifers averaged 2.5 and was measured using a five-point scale
(MENEGHETTI & VASCONCELOS, 2008).

At the beginning of the study, animals were randomly assigned to three
experimental groups of 15 heifers each, in the randomized design. Gynecological and
morphological examination of the reproductive tract was made by transrectal palpation
and ultrasonography. All animalskept in the experiment were diagnosed as cyclic, with
the presence of CL. Animals were maintained on an extensive grazing system
(Andropogon pasture) with water ad libitum. Subjects received a commercial mineral-
protein energy supplement (Phosverdo—Acabamento—Matsuda) throughout the
experiment. The feeding management described above started twenty days before
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the beginning of the experiment to insure suitable adaptation and homogeneity of the
lot. Mineral-protein supplementation remained until pregnancy diagnosis.

Experimental groups (treatments) included: Group 1 (control group): no
exogenous P4 administration (G1); group 2: intramuscular (IM) administration of 150
mg P4 (Sincrogest injectable; OuroFino) on d 4 after Al (G2); and group 3:
supplementation of 2.3 mg/animal/day P4 (melengestrol acetate; MGA,; Zoetis),
starting 4 days after Al and remaining until d 9 (d 4 — d 9). Progesterone (MGA) was
incorporated to the mineral-protein energy supplement (Phésverdao—Acabamento—
Matsuda) and offered to the animals (G3), for 6 days in the morning.

All animals were submitted to the following TFAI protocol:Ond zero, an ear
implant of 3 mg the norgestomet and 5 mg the estradiol valerate was placed (Crestar,
MSD) and 2 mg estradiol benzoate (EB, Fertilcare Sincronizagdo, MSD) was
administered IM (intramuscular). Eight days later (d 8), the ear implant was removed
and 0,5 mg the cloprostenol (Ciosin, MSD), 750 Ul the ecG (Folligon 5000UIl, MSD)
and 0,5 mg mestradiol cypionate (Fertilcare Ovulagdo, MSD) were administrated IM.
Artificial insemination was performed on d 10 of the protocol using frozen semen from
one Nellore bull. Semen straws werethawed at 36 ©C for 30 seconds using an
automatic defroster. A batch of the semen was analyzed for post-thaw semen
condition.Thirty-five days after Al, pregnancy diagnosis was performed by transrectal
ultrasonography (MINDRYDP-2200VET, with linear probe of 10 MHz). Pregnancy
rate was calculated by dividing the number of pregnant cows by the total number of
inseminations.

Body weights and BCS were accessed throughout the TFAI protocol. Body
condition score was assigned using a five-point scale and averaged 2.5.Diameter of
preovulatory follicles was measured by transrectal ultrasonography at Al (Model
MINDRY DP-2200 VET, with 10 Mhz linear transducer).Follicular diameter was
calculated through the mean of the maximum diameter and its perpendicular diameter
of the largest ovarian follicle and categorized by size in:< 11 mm (small), 11 to 14 mm
(medium) or > 14 mm (large), according to PUGLIESI et al. (2016).

Expression of standing estrus was evaluated checking for the presence of paint
on the cow’s back (tail-head) prior to Al (RAIDEX® roxo, Dettingen/Erms, Alemanha).
Painting was done on d eight of the fixed-time Al protocol. Indication that the paint had

been rubbed was recorded at Al and taken as an evidence of estrus.
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Data were analyzed using descriptive statistics, through contingency
table analysis at 10% significance for the chi-square test.The ONEPARWAY
procedure of SAS (SAS version 9.4; SAS Inst. Inc., Cary, NC) was also triggered for
analysis of data. The Kruskal-Wallis test was used to test for significant differences

among treatments.

3. Results and Discussion

Pregnancy rate (percentage of animals with confirmed pregnancy) averaged
34.09% (15/44), which is with in the acceptable rate for heifers (age category),
according to PRADO et al. (2015) and GRILLO et al. (2017).Progesterone
administration afterAl resulted in higher percentage of pregnancy, as animals
receiving post-Al P4 supplementation (G2 and G3) had greater pregnancy rate
(36.67%), than those receiving no P4 supplementation (G1), 26.67%. The
improvement in pregnancy ratereported herein indicates that P4 administration
afterlApromoted 10% increase in embryo survival. The positive effect of post-Al P4
administration on pregnancy rate is evident in animals from G3, with 62.5 %
pregnancy rate in animals with small follicles (Table 1).

According to Pugliesi et al. (2014) and Souza (2015), CL development and
function is dose-dependent. Therefore, functional CL may favor conception depending
on circulating levels of P4. Previous studies have demonstrated a positive association
between circulating P4 in the week post-fecundation and embryo development in
cattle (PARR et al., 2012; LONERGAN et al., 2016). According to these studies, the
association between circulating P4 and pregnancy rate be haves in a quadratic and
linear trend, therefore, both suboptimal and supraoptimal concentrations of P4 from
days 4 to 7 after-Al or a suboptimal rate of increase in the concentration of P4 during
this interval may negatively impact embryo development impairing pregnancy rate
(PARR et al., 2012; LONERGAN et al., 2016).

The benefits of exogenous P4 administration post-Al on conception rate have
been extensively reported in dairy cattle (PERRY et al., 2005; McNEIL et al., 2006).
However, in beef cattle, including Nellore heifers, the effects of post-Al P4
administration on conception ratehas not yet been extensively studied. A study done
by Pugliesi et al. (2014) reported no effects of P4 administration on conception rate of
Nellore cows (PUGLIESI et al., 2014). However, it has been reported that
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concentrations of circulating P4 from day three to d 7 post-ovulation are dose
dependent (GINTHER et al., 2012; O'HARA et al., 2014; PUGLIESI et al., 2014). A
previous study done by Dias (2007) evaluated the effects of P4 serum concentration
after-Al on pregnancy rate in Nellore heifers submitted to a fixed-time Al protocol
(intravaginal progesterone-releasing device) with PGF2a application on d 7 of the
protocol. The authors reported no effects of serum P4 concentration (on d 7 after-l1A)
on pregnancy rate. Likewise, no effect of serum concentration of P4 on pregnancy

rate was reported by Frade (2012) in Zebu cows.

Table 1. Pregnancy rate (%) in Nellore heifers receiving or not progesterone
supplementation after fixed-time artificial insemination according to ovarian follicle

diameter at timed insemination

Follicle diameter?!

Experimental groups® <11 11<X<14 >=14
G1 44,4% 0,0% 0,0%
G2 0,0% 33,3% 33,3%
G3 62,5% 75,0% 0,0%

'Follicle diameter: < 11 mm (small), 11 to 14 mm (medium) or > 14 mm (large) according to PUGLIESI
et al. (2016). “Experimental groups: Group 1(control group): no exogenous P4 administration (G1);
group 2: intramuscular (IM) administration of 1.0 mL P4 (Sincrogest injectable; OuroFino) on d 4 after

Al (G2); and group 3: supplementation of 2.3 mg/animal/day P4 (melengestrol acetate MGA; Zoetis),
starting 4 days after Al and remaining untild 9 (d 4 —d 9).

Although the importance of P4 in the establishment and maintenance of
pregnancy has been extensively reported (NASCIMENTO et al., 2013), studies
evaluating P4 supplementation in the early luteal phase have yielded inconsistent
results in terms of animal reproductive performance. Some studies have observed
higher P4 level in nonpregnant cows when compared to pregnant cows and no
association between post-Al circulating P4 and fertility in cattle (STRONGE et al.,
2005; DISKIN & MORRIS, 2008; LONERGAN et al., 2016).

Body weight did not differ among experimental groups and averaged (BW+SD):
328.7+£30.55, 328.0£28.99 kg, and 336.20+21.75 kg in animals receiving no
progesterone (G1), post-Al IM administration of P4 (G2) and post-Al oral
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administration of P4 (G3), respectively. A slight weight lost was observedin all
experimental groups. This is justified by the critical season period (September to
November) regarding pasture availability and quality. Therefore, pasture shortage and
high lignin concentration possibly contributed to the low pregnancy rate reported in
this study.

The majority of the dominant follicles (53.34%) were classified as small (<11mm).
Dominant follicles classified as medium (11 to 14 mm) and large (>=14mm)
represented 28.28% and 17.77% of the follicles, respectively. Pregnancy was
confirmed in 37.5%, 38.46 % and 17.77% of the follicles classified as small, medium
and large, respectively. Studies have reported that the ovulatory capacity of dominant
follicles is acquired in follicles measuring between 7 to 10 mm in Zebu cattle
(GIMENES et al., 2008; SARTORI et al., 2001). This is associated with acquisition of
LH receptor in granulosa cells (SMITH et al., 2012). The size of ovulatory follicles has
been reported to affect both pregnancy establishment and maintenance in cattle
(BINELLI et al., 2014; DICKINSON et al., 2016).

Goncalves et al., (2014) concluded that the size of follicles in Zebu cattle is
strongly related to follicular maturation and fertility. These authors stated that the
presence of large follicles at insemination may indicate improved ovarian response
and conception rate in Bos taurus indicus cattle.

Intramuscular administration of P4 after Al (G2) did not favor pregnancy in
subjects presenting small follicles (Table 1). Regarding animals with small follicles,
pregnancy rate was higher in those receiving no P4 (G1: 44.4%) compared to those
receiving IM administration of P4 after Al (G2). Despite the low pregnancy rate
reported herein in smaller follicles (G2), poor pregnancy establishment and
maintenance have been associated to physiological immaturity of ovulatory follicles
and not to follicle size (PERRY et al., 2005).

Animals receiving oral administration of P4 (G3) from d 4 to d 9 after Al had the
highest percentage of pregnancy (53.34%, Table 2). Administration of P4 from d 4 to
d 10 post-Al (G3) resulted in 33.34% improvement on embryonic survival. The
improvement on embryonic survival reported on animals from G3 may be explained
by the embryotropic effect of P4, especially in animals with small (62.5%) and medium
follicles (75.0%) at Al, as presented in Table 1.

There was no effect of the variablesfollicle size and body weight on pregnancy

rate, as shown in Figure 1. The majority of the animals had follicles classified as small



46

(<11 mm) and medium (11<FOL<14), which is expected in heifers. Therefore, the
findings reveal that the follicle size had small effect on animal fertility. Loiola (2016)
evaluated the effects of follicle size on pregnancy rate in Nellore cattle. The author
reported that animals presenting dominant follicles characterized as medium and
large had similar pregnancy rate. However, pregnancy rate was lower (P<0.05) in
animals presenting small dominant follicles (LOIOLA, 2016).
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Figure 1. Scartterplot for the effects of body weight and size of pre-ovulatory follicles on pregnancy rate
of Nellore heifers

The occurrence of estrus, determined by paint removal of the tail-head mark, was
recorded in 68.2% (30/44) of the animals and was absent in 34.1% (15/44). Cows that
displayed estrus had greater pregnancy rate 7/30, 25% higher than those that did not
display estrus 1/15. According to Roelofs et al. (2010), expression of estrus is
associated with high circulating levels of estrogen, which can stimulate specific
behavioral centers improving conception rate thought synchronization of ovulation and
insemination. Occurrence of estrus was recorded in 68.96% (20/29) of the animals
receiving P4 administration after-Al (G2 and G3) and in 66.67% (10/15) of the animals
receiving no P4 (G1).

Results for pregnancy diagnosis are presented in table 2. The percentage of
pregnant cows was greatest in animals supplemented with P4, through oral
administration, from d 4 to d 9 after-Al (G3; 53.34% of pregnant cows) while the
lowest percentage of pregnant cows was observed in animals receiving IM P4
administration after-Al (G2; 20% of pregnant cows). Despite the low percentage of

pregnant animals reported with IMP4 administration after-Al (G2), results indicate that
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the treatment response may be at random, as the percentage of pregnant cows was

similar in animals from G1 and G3 (Table 2).

Pregnancy diagnosis®

Experimental group? Positive Negative
Gl 26,67% 73,33%
G2 20,00% 80,00%
G3 53,34% 46,66%

Table 2. Pregnancy rate in Nellore heifers receiving progesterone supplementation after fixed-time

artificial insemination.

lPregnancy diagnosis expressed in percentage of the total animals inseminated.

2 Experimental groups: Group 1(control group): no exogenous P4 administration (G1); group 2:
intramuscular (IM) administration of 1.0 mL P4 (Sincrogest injectable; OuroFino) on d 4 after Al (G2);
and group 3: supplementation of 2.3 mg/animal/day P4 (melengestrol acetate MGA; Zoetis), starting 4
days after Al and remaining until d 9 (d 4 —d 9).

Studies have reported beneficial effects of P4 supplementation (via MGA) after-
Al on reproductive performance of beef cattle. For instance, Loiola (2016) observed
enhanced conception rate in animals receiving MGA. Greater pregnancy rate was
reportedin multiparous Nellore cows supplemented with P4 (MGA) from d 13 to d 17
after-Al (SILVA JUNIOR et al., 2014). Similarly, Costa et al. (2015) working with a
total of 2.301 multiparous Nellore cows reported higher pregnancy rate in cows
supplemented with P4 (MGA) after-Al compared to those from the control group
(receiving no P4 administration). In contrast, pregnancy rate did not differ among
Nellore cows supplemented with P4 (MGA from d 13 to d 18 after-Al) and those
receiving no P4 supplementation in the study developed by Rodrigues et al. (2014).
These authors found reduced pregnancy rate with P4 supplementation (via MGA)
from d 5 to d 10after-Al (28% in animals receiving P4 vs. 47.87% in animals receiving
no P4).

The effects of P4 supplementation on cattle fertility has been extensively

investigated, with conflicting results. Indeed, studies investigating the effects of P4
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administration after-Al have found positive (LOIOLA, 2016; LONERGAN et al., 2017)
and negative results on animal fertility (PUGLIESI et al., 2014; PUGLIESI et al.,
2015). Pinpointing the animal category (i.e. heifers vs. cows), the P4 administration
method, the exact time of P4 administration and sample size may be the key to

disentangle variability and conflicting results among reports found in literature.

Souza (2015) tested the effects of different concentrations of long-action P4
(administrated IM after-Al) on CL function and conception rate in Holstein cows. A
positive effect was found only with the highest concentration of P4 (900mg), no
effects were observed with administration of 300 and 600 mg P4, suggesting that the
response to P4 administration after-Al is dose dependent. Carter et al. (2008) stated
that there is a time interval post-estrus in which P4 administration is more likely to
improve embryo survival. These authors observed positive effects of IM
administration long-term P4 three days after fixed-time Al on embryo function and
development (CARTER et al., 2008).

Sala et al. (2014) found no significant differences on conception rate between
animals receiving intravaginal P4 display after-Al and those from the control group
(receiving no P4). According to these authors, excessive animal handling could have
caused stress which could have contributed to the low conception rate observed in
animals receiving P4 device. Likewise, excessive handling in animals from G2 (IM P4
administration) may have contributed to the low conception rate observed in this
experimental group. Pugliesi et al. (2014) found depressed conception rate in beef
cattle receiving IM administration of long-action P4 after-Al, which is in agreement
with the results reported herein (G2). Negative result of IM-P4 administration on

conception rate was also observed in the study conducted (O'Hara et al., 2014).

Benefits related to the adoption of alternative approaches, aiming to enhance
circulating concentrations of P4 in cattle and improvereproductive performance is still
doubtful. Progesterone could potentially impact CL function and development
(POHLER et al., 2012). Conversely, there is indication that suboptimal P4 in the first
week of gestation leads to low pregnancy rate (VASCONCELOS et al., 2017).

Stronge et al. (2005) evaluated the association between circulating levels of
P4 and fertility in dairy cows. There was an association between circulating

concentrations of P4 from d 5 to 7 post-Al and percentage of pregnant cows.
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Supraoptimal circulating concentrations of P4 was observed in 60 to 85% of the

animals and suboptimal circulating P4 resulted in low fertility.

Beneficial effects of circulating concentration of P4 in the week post-breeding
on conception development and subsequent improvement in pregnancy rate in cattle
have been reported in several studies. Pugliesi et al. (2016) investigated the effects
of P4 administration (150 mg) in cows and found no treatment effect on pregnancy
rate in cyclic and non-cyclic animals. Additionally, it was reported that administration
of P4 improved pregnancy rate in animals with small CL, suggesting that P4
administration may favor fertility in cows with impaired CL function (PUGLIESI et al.,
2016).

However, P4 supplementation in the present study did not enhance
reproductive performance, as no significative difference for pregnancy rate
wasobserved among experimental groups (P4 supplementation: G2 and G3 vs. no
P4 supplementation [G1]). Therefore, regarding the results of the present study, it is
possible that supplementation of P4 after-Al promoted substantial changes in
circulating concentrations of P4 that were either suboptimal or supraoptimalto the
concentration required to enhance embryo development and survival, increasing rate
of pregnancy. Additionally, the diameter of dominant follicle, as well as estrus
expression and exogenous P4 administration, had no positive effect on pregnancy
rate of Nellore heifers during the dry season. Therefore, further research is
necessary to clarify how P4 supplementation after-Al, associated with factors such as
positive energy balance, animal genetics and balanced nutrition, may affect

pregnancy rate in Nellore heifers during the dry season.
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Capitulo Il - Consideracdes finais e Implicagdes

Os grandes desafios dentro dos objetivos da pecuaria de corte € alcancar os
melhores e maiores indicadores de lucratividade do sistema de producéo de arrobas
por hectare. O sistema de cria se comporta como o principal elo dentro do sistema
produtivo, portanto, € extremamente importante conseguirmos bons resultados,
tendo sempre como consequéncia a maior entrega de lucro para os produtores.

E essencial que haja o entendimento da fisiologia reprodutiva e indice de
escore corporal para aplicacdo de alguma estratégia reprodutiva. As biotecnologias
reprodutivas sdo amplamente utilizadas dentro do processo reprodutivo das fémeas
bovinas.

A implementagdo de uma fonte exogena de P4 dentro dos processos
reprodutivos empregados, pode ser uma alternativa consistente na melhoria dos
indices reprodutivos. Os dados do presente estudo suporta a hipétese que os bons
resultados da IATF s&o multifatoriais e que a soma positiva desses fatores podem
juntos entregar bons resultados.

O diametro folicular, a presenca de cio, e adicdo de progesterona exdgena
nao exerceu influencia positiva sobre a taxa de concepcao de novilhas Nelore
durante o periodo seco dentro do presente estudo.

Sendo assim, alternativas bem como, o0 balanco energético, genética,
sanidade, desenvolvimento fetal, nutricAo adequada consorciadas com a adicdo de
P4 de longa acédo, bem como aumento da concentracdo de P4 deve ser estudado
para verificacdo de efeito satisfatério na taxa de prenhez em novilhas Nelore,
durante o periodo seco.

Entender melhor o requerimento nutricional e fisiolégico das Novilhas Nelore
dentro do periodo seco pode ser o grande segredo das respostas aos protocolos

hormonais e planejamento reprodutivo adotado dentro de cada empresa rural.



