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RESUMO GERAL

COUTO, Samuel Rodrigues Bonamichi. Estratégias para aumentar a eficiéncia reprodutiva
em fémeas bovinas submetidas a IATF. 2022. 63p. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

O presente estudo foi dividido em dois capitulos, sendo que o primeiro teve como objetivo
correlacionar diferentes estratégias de suplementagdo de progesterona (P4) em fémeas da raca
Nelore com diferentes temperamentos € a concentracdo de cortisol. Adicionalmente, foi
avaliado o efeito destas estratégias € do temperamento animal sobre a taxa de concepgao. O
segundo capitulo teve por objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias para elevar a
concentragdo da P4 circulante em fémeas da raga Nelore sobre a funcionalidade do corpo luteo
(CL), taxa de concepgao e sobre a perda gestacional. Para os dois experimentos, 939 vacas
foram submetidas a sincronizacao da ovulagdo e inseminadas em tempo fixo (IATF). Apos a
IATF, os animais foram distribuidos em trés grupos: P4ALA (n=305) 150mg de progestageno
injetavel de longa agdo, 7 dias apos a IATF; GnRH (n=306), 10ug de acetato de buserelina, 7
dias apdés IATF; Grupo Controle (n=328) sem aplicagdo de hormonio. Avaliagdes
ultrassonograficas em modo B (foliculo pré-ovulatorio - FPO) foram realizadas no dia da 1A e
as avaliagdes Doppler colorido (CL) foram realizadas no dia da inseminacao, 7 ¢ 16 dias ap0s.
Amostras de sangue foram coletadas no dia da IATF assim como no 7° e 16° dias apos, para
dosagem de cortisol e P4, respectivamente. No primeiro capitulo, no momento da inseminagao,
os animais foram pontuados em escore de acordo com o comportamento apresentado, por meio
desta avaliacdo eles foram classificados em animais de temperamento excitdvel (EXC) ou
adequado (ADQ). Animais classificados como excitaveis tiveram maiores concentracdes de
cortisol e apresentaram menores volumes de FPO e CL sete dias apds a IATF. Nao foi observada
diferenca entre as variaveis intensidade e nimero de pixels do CL além das concentracdes de
P4, sete dias ap0Os a inseminagao. Entre os animais EXC, os grupos GnRH e P4LA apresentaram
maiores concentragdes de P4. Houve uma tendéncia de menor concentracao de P4 nos animais
EXC quando comparados com ADQ no grupo controle (p=0,06). Os animais do grupo controle
classificados como EXC apresentaram menor perfusao vascular comparado ao ADQ (p=0,04).
Entre os animais ADQ, os grupos GnRH e P4LA apresentaram menor perfusdo vascular
comparado ao controle (p=0,04). Entre os animais EXC, foi observada maior taxa de concepgao
para os grupos GnRH e P4LA comparado ao controle (p=0,01). No grupo controle, a taxa de
concep¢do dos animais ADQ foi maior comparado com animais EXC (p=0,05). No
experimento 2, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos nas variaveis
volume, intensidade e numero de pixels do CL, assim como em relagao a concentracao de P4,
7 dias ap6s a ovulagdo. A perfusdo vascular do CL 16 dias apos a ovulagdo foi menor nos grupos
P4LA e GnRH (P<0,01). As concentracdes plasmaticas de P4, 16 dias ap6s a ovulagdo, foram
maiores nos grupos P4ALA e GnRH em relacdo ao grupo controle (P=0,04). Foi observada
diferenca na taxa de concepg¢do (P=0,003) e uma tendéncia na perda gestacional (P=0,07) em
fun¢ao dos tratamentos. Conclui-se que que utilizagdo de GnRH ou P4 sete dias apds a ovulagdo
afeta a vascularizagdo do CL aumenta as concentragdes plasmaticas de P4 dezesseis dias apos
a ovulagdo e melhora as taxas de concep¢ao em animais excitaveis, sendo uma alternativa viavel
a fim de minimizar o impacto negativo do estresse € melhorar os indices reprodutivos.

Palavras chave: bovinos, estresse, fluxo sanguineo, progesterona, fertilidade.



GENERAL ABSTRACT

COUTO, Samuel Rodrigues Bonamichi. Strategies to increase the reproductive efficiency
of Nellore submitted to TAI. 2022. 63p Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine, Clinical
Sciences). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

The present study was divided into two chapters, the first of which aimed to correlate different
progesterone (P4) supplementation strategies in Nellore females with temperament and cortisol
concentration. Additionally, the effect of these strategies and animal temperament on
conception rate was evaluated. The second chapter aimed to evaluate the efficiency of different
strategies to increase the concentration of circulating P4 in Nelores females on the functionality
of the corpus luteum (CL), conception rate and on pregnancy loss. For the two experiments,
939 cows were submitted to ovulation synchronization and inseminated at a fixed time (TAI).
After the TAI the animals were divided into three groups: P4ALA (n=305) 150mg of long-acting
injectable progestagen, 7 days after the TAI; GnRH (n=306), 10ug buserelin acetate, 7 days
after FTAI; Control Group (n=328) without hormone application. B-mode ultrasound
assessments (preovulatory follicle - PFO) were performed on the day of Al and color Doppler
(CL) assessments were performed on the day of insemination, 7 and 16 days later. Blood
samples were collected on the day of the TAI as well as on the 7th and 16th days after, for
cortisol and P4 measurements, respectively. In the first chapter, at the time of insemination, the
animals were scored according to the behavior presented, through this evaluation they were
classified as excitable (EXC) or suitable (ADQ) animals. Animals classified as excitable had
higher concentrations of cortisol and lower volumes of OPF and CL, seven days after TAIL. No
significant difference was observed between the variables intensity and number of CL pixels in
addition to P4 concentrations, seven days after insemination. Among EXC animals, the GnRH
and P4LA groups showed higher concentrations of P4. There was a trend towards lower P4
concentration in EXC animals when compared with ADQ in the control group (p=0.06). Control
group animals classified as EXC had lower vascular perfusion compared to ADQ (p=0.04).
Among ADQ animals, the GnRH and P4LA groups showed lower vascular perfusion compared
to the control (p=0.04). Among the EXC animals, a higher conception rate was observed for
the GnRH and P4LA groups compared to the control (p=0.01). In the control group, the
conception rate of ADQ animals was higher compared to EXC animals (p=0.05). In experiment
2, no significant difference was observed between treatments in the variables volume, intensity
and number of CL pixels, as well as in relation to P4 concentration, 7 days after ovulation. CL
vascular perfusion 16 days after ovulation was lower in the PALA and GnRH groups (P<0.01).
Plasma concentrations of P4, 16 days after ovulation, were higher in the PALA and GnRH
groups compared to the control group (P=0.04). There was a significant difference in the
conception rate (P=0.003) and a trend in pregnancy loss (P=0.07) as a function of the treatments.
It is concluded that the use of GnRH or P4 seven days after ovulation affects the vascularization
of the CL, increases plasma concentrations of P4 sixteen days after ovulation and improves
conception rates in excitable animals, being a viable alternative in order to minimize the
negative impact of stress and improve reproductive indices.

Key words: cattle, stress, blood flow, progesterone, fertility.
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1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populagdo mundial gera significativo aumento no consumo por
alimentos de origem animal, com isso, o setor deve apresentar crescimento nos proximos anos,
assim, ¢ esperado que a producdo de carne no Brasil continue crescendo rapido na proéxima
década (FAO, 2019).

Nesse cenario, o Brasil possui grande relevancia possuindo o segundo maior rebanho
bovino do mundo e dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019),
indicam que em 2018 o pais possuia 215,3 milhdes de cabecas. Ainda com relagdo aos animais
abatidos, em 2018, foram 44,23 milhdes de cabegas em todo o pais, produzindo 10,26 milhdes
de toneladas de carcaga. O produto interno bruto (PIB) da pecudria de corte em 2018 somou
597,22 bilhdes de reais obtendo um crescimento de 8,3% comparado com 2017, representando
8,7% do PIB brasileiro (ABIEC, 2019).

Na bovinocultura, o desempenho reprodutivo ¢ um dos principais fatores que
influenciam na eficiéncia dos sistemas de producdo. Portanto, alternativas que visem melhorar
a eficiéncia reprodutiva contribuem para melhorar o sistema pecuério brasileiro. Dentre essas
alternativas, a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) vem sendo bastante utilizada. Em
2018, no Brasil, foram realizados 13,3 milhdes de protocolos de IATF, sendo que 86% das
inseminacgdes realizadas no pais foram via IATF (ASBIA, 2019).

Viérios estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de melhorar a utilizacdo das
biotécnicas em programas reprodutivos em gado de corte, buscando aumentar a eficiéncia e a
fertilidade de matrizes submetidas a IATF (DISKIN et al., 2003; MACEDO et al., 2011;
VASCONCELOS et al., 2014). As perdas gestacionais estao entre as maiores causas da baixa
eficiéncia reprodutiva em bovinos, causando grande impacto na lucratividade e na
produtividade da bovinocultura. Com isso, varias estratégias tém sido investigadas a fim de
diminuir essas perdas e aumentar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos (BELTMAN et al.,
2009; JUNIOR et al., 2017; COUTO et al., 2019).

Em bovinos, um dos fatores causadores de infertilidade tem sido atribuido ao
funcionamento inadequado do corpo luteo (CL), sendo esta situagdo caracterizada por uma
baixa concentragdo periférica de progesterona (P4). Uma deficiéncia na secre¢do desse
hormonio esterdide por parte do CL poderia contribuir para perdas gestacionais.

A P4 esta relacionada ao estabelecimento ¢ manutencdo da gestagdo e possui efeito
positivo com a possibilidade de sobrevivéncia embriondria. Nesse contexto, estratégias para
aumentar a concentragdo plasmatica de progesterona apds a IATF trariam beneficios no
desenvolvimento embriondrio diminuindo a perda gestacional.

Atualmente, cada vez mais o conceito de bem-estar animal ¢ divulgado entre os
consumidores, fazendo com que a cadeia produtiva se atente para técnicas que melhorem o
bem-estar, aperfeigoando o manejo e diminuindo o estresse. A reproducao ¢ um dos processos
biologicos mais susceptiveis aos efeitos do comprometimento do bem-estar animal. Os efeitos
adversos causados pelo estresse nos animais podem afetar o desenvolvimento embrionario,
influenciando negativamente a reproducdo. No entanto, existe uma grande dificuldade em
identificar o quanto esse estresse afeta o desenvolvimento embrionario, pois esse efeito € sutil,
causando, de forma geral, problemas de subfertilidade ou de infertilidade em situacdes graves.

Assim, o conhecimento das respostas fisiologicas em relagao a estratégias de incremento
de P4 plasmatica e ao estresse se faz necessario, sendo importante conhecer as adversidades
que afetam as perdas gestacionais em bovinos, para que se possa aperfeicoar as praticas de
suplementagdo hormonais e de manejo, a fim de melhorar os resultados reprodutivos. Com isso,
sera possivel demonstrar ao produtor a importancia de um manejo adequado visando o bem-



estar animal e a importancia do incremento de P4 plasmatica como ferramenta para minimizar
o impacto da perda gestacional e agregar eficiéncia aos sistemas de produ¢do em bovinos.

Assim sendo, o presente estudo foi estruturado em dois capitulos, o primeiro capitulo, é
um experimento com objetivo de correlacionar diferentes estratégias de suplementagdo de
progesterona em fémeas da raga Nelore submetidas a IATF com a reatividade e concentragdo
de cortisol e sua influéncia na taxa de concepgao. A hipdtese € de que estratégias de aumento
da concentragdo plasmatica de progesterona aumentem as taxas de prenhez em vacas excitaveis
minimizando a influéncia do estresse na eficiéncia reprodutiva. O segundo capitulo teve por
objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias para elevar a concentracao da P4 circulante
em fémeas da raga Nelore submetidas a IATF sobre a funcionalidade do corpo luteo (perfusao
vascular e volume) e sobre perda gestacional. A hipdtese desse capitulo ¢ que o aumento das
concentragdes de progesterona plasmatica ndo altera a funcionalidade do corpo luteo e ainda
melhora a taxa de concepg¢ao e diminui a perda gestacional.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bem-Estar Animal e Reatividade

O conceito “bem-estar animal” pode sofrer influéncia de varias culturas e visdes
diferentes, dessa maneira surgiu na populagdo preocupagdes éticas sobre a qualidade de vida
dos animais, particularmente aqueles que estao envolvidos na agropecuaria (DUNCAN, 2005).

Segundo Broom (1986), o bem-estar animal ¢ definido como o estado do animal, frente
as suas tentativas em se adaptar ao ambiente que se encontra. Ja Oliveira et al. (2008) definem
bem-estar animal como o estado de harmonia entre o animal e o ambiente em que vive,
caracterizado por condicdes fisicas e fisiologicas 6timas e alta qualidade dos animais.

Ao formular uma defini¢do para o conceito bem-estar animal, Lynch (2010) afirma que
esse termo nao pode ser simplesmente explicado por uma defini¢do. Sendo as cinco 'liberdades’
formulada pelo Conselho de Bem-Estar dos Animais de Fazenda do Reino Unido uma diretriz
ao construir uma definicdo para o termo. As cinco liberdades de grande importancia para os
animais sao: liberdade fisiologica livre de fome e sede; liberdade ambiental livre de
desconforto; liberdade sanitdria livre de dor, ferimento e doenga; liberdade comportamental
livre para expressar comportamentos normais e liberdade psicologica livre de medo e angustia
(ANDRADE et al., 2008).

Com base no exposto, nos ultimos anos surgiram definigdes mais objetivas sobre a
relacdo de bem-estar animal e estresse aplicado a producao animal. Arantes (2013) apontou que
0 estresse consiste basicamente nos desafios a homeostase que colocam em risco a
produtividade dos rebanhos, causando impacto econdomico. Outros autores definiram como a
ruptura da homeostase dos organismos, existe uma resposta fisiologica ou comportamental
contra o estimulo nocivo ou condigao adversa do meio ambiente (MAZIERO et al., 2012); ou
como a incapacidade de um animal em lidar com o seu ambiente, revelando o fracasso em
alcancar seu potencial genético (DOBSON e SMITH, 2000).

Diferentes formas para avaliacao de bem-estar animal vém sendo discutidas na literatura
nas ultimas décadas, podendo ser divididas em 3 grupos, 1- indicadores de producdo, 2-
indicadores fisiologicos e 3- indicadores comportamentais (CAMBRIDGE E-LERNING
INSTITUTE, 2006). Dentre as varias formas de avaliagdo de bem-estar, o estresse € o principal
indicador (ENCARNACAO, 1997).

A percepcgao do estresse frente a um estimulo interno ou externo por um animal resulta
em um ajuste anormal ou grave em sua fisiologia (LYNCH, 2010; BURDICK et al., 2011). O
estressor, portanto, representa uma ameaga e interrompe a homeostase (JAMILAH et al., 2019).
Segundo GEBREGEZIABHEAR (2015), os animais de produgdo estdo o tempo todo expostos
aos fatores estressores, como doencas, transporte, temperamento, manejo, calor e frio. Durante
o manejo reprodutivo, procedimento comuns, como palpacdo retal e inseminagdo podem ser
agentes estressores importantes, causando medo e estresse psicologico (GRANDIN, 1997;
MACEDO et al., 2012; ETIM et al., 2013).

A reatividade ¢ a reacdo do animal frente a0 manejo e ndo caracteriza o temperamento
em si (PARANHOS DA COSTA et al., 2002), j4 o temperamento ¢ o conjunto de tragos
psicofisiologicos estaveis de um animal (BURROW e CORBET, 2000). Animais mais reativos
aumentam o custo de mao de obra e da producdo, assim como o tempo para realizacdo dos
manejos (MAFFEI, 2009).

A reatividade ¢ uma caracteristica identificavel pelo homem e diferentes sistemas de
pontuagdo ja foram desenvolvidos (MAFFEI et al., 2006). As técnicas atuais incluem escore de
brete, velocidade de fuga e escore de saida (BASZCZAK et al., 2006).



Existem varios métodos para medir reatividade e temperamento em bovinos. A
reatividade ¢ frequentemente avaliada durante o manejo medindo o grau de perturbagdo do
animal quando este ¢ submetido a contengdo. Entre os mais estudados estdo os escores de
reatividade (ER), o escore de saida (ES), o escore composto (EC) e a velocidade de saida (VS).
Os escores de reatividade sdo escalas numéricas de acordo com caracteristicas de temperamento
e classes de comportamento, sdo variaveis nos trabalhos encontrados na literatura, de forma
geral, os niveis vdo de docil a agressivo (ARGOLO et al., 2010; SOARES et al., 2011). Podem
ser encontradas variagdes nas escalas que vao de 3 a 10 niveis de reatividade (PARANHOS DA
COSTA, 2002)

Outro método de avaliacdo do temperamento ¢ a velocidade de saida da contencao,
sendo caracterizado pela rapidez com que o animal sai da balanga ou tronco de contengao direto
para um espacgo aberto, ou para umas das divisdes do curral e que leva em consideragdo o tempo
com que os animais levam para percorrer uma distancia pré-determinada, sendo que menores
tempos e maiores escores de tipo de marcha foram associados com maior reatividade
(BURROW et al., 1988; CURLEY Jr. et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008; FRIEDRICH et al.,
2015).

Vetters et al. (2013) compararam dois métodos para avaliacao da reatividade em gado
de corte. Os autores utilizaram como parametros a velocidade de saida, empregando leitores
infravermelhos para medir a velocidade do animal (em m/s) e a observagao do escore de saida
realizada por dois avaliadores, os quais avaliavam se o animal andava, trotava ou corria. Os
autores concluiram que as duas formas de medida foram eficientes para avaliar a reatividade,
podendo ser utilizadas como forma de avaliagdo, dependendo do manejo e caracteristica da
propriedade.

2.2 Estresse e Reproducio

O estresse ¢ responsavel por varias manifestacdes que afetam a efici€éncia reprodutiva
ocasionando perda gestacional. Em situacdes onde ha alguma ameaga ou desconforto causados
pelos chamados agentes estressores, o animal pode responder emocionalmente, manifestando
alteragdes comportamentais e fisioldgicas denominadas genericamente de estresse (COSTA-E-
SILVA et al., 2010). Este pode ser de natureza mecanica (traumatismos cirurgicos ou nao),
fisica (calor, frio, som), quimica (drogas), bioldgica (agentes infecciosos), psiquica (medo) ou
ainda por estado de nutri¢ao (fome) (COOKE e BOHNERT, 2011).

Protocolos de IATF requerem manejos continuos, expondo as fémeas a agentes
estressores como aplicacdes de hormonios e utilizacdo de dispositivos intravaginais onde as
fémeas mais reativas podem apresentar indices reprodutivos prejudicados (COOKE et al., 2011;
KASIMANICKAM et al., 2014).

A agdo do estresse na reproducao ocorre de maneira complexa e envolve a liberagdo de
varios hormonios. Quando o animal ¢ exposto a um agente estressor, o Sistema Nervoso
Simpatico (SNS) ¢ ativado (CUNNINGHAM, 2004), liberando adrenalina, noradrenalina e
cortisol (MATTERI et al., 2000; STRAIN, 2006; PUGH et al., 2011; SANTOS et al., 2013)
pela ativacao do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (BREEN et al., 2005). O hipotalamo secreta
o horménio liberador de corticotropina (CRH), que atua na hipéfise estimulando a secrecio de
adrenocorticotropina (ACTH) que promove a liberacdo de catecolaminas e cortisol na adrenal
(MATTERI et al., 2000; FERIN, 2006).

Alguns estudos demonstraram que o estresse pode afetar a dindmica folicular e também
a atividade do corpo liteo, alterando a liberagdo do hormoénio luteinizante (LH) (DOBSON e
SMITH, 2000; BREEN et al., 2005; MARINHO et al., 2015). Segundo Vasconcelos et al.
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(2014), picos de LH insuficientes promovem ovula¢do de foliculos menores sendo esses
associados a corpos luteos menores € menor concentracio de progesterona (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do estresse sobre a funcao reprodutiva (Adaptado de Santos et. al., 2013)

A elevagao da concentragdo sanguinea de cortisol ¢ um dos principais efeitos do estresse
(SAPOLSKY et al., 2000). O cortisol age aumentando a energia para o metabolismo celular, e
ainda, altas concentra¢des podem reduzir a frequéncia dos pulsos de LH, atraso ou bloqueio das
ondas pré-ovulatorias de estradiol e diminui¢ao da secre¢ao do horménio foliculo estimulante
(FSH), pela diminuicao da secrecao de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) (SILVA
et al., 2010). Assim, uma onda deficitdria de LH ¢é gerada, sendo incapaz de causar a
ovulacao/luteinizacao, consequentemente o foliculo persiste podendo provocar uma sindrome
ovariana cistica ou ainda ocasionar problemas a fecundagdo e/ou a qualidade embrionaria
(DEBUS et al,, 2002; COOKE e BOHNERT, 2011; COOKE et al., 2017).

Além disso, as concentragdes plasmaticas de progesterona podem diminuir de acordo
com o estresse, temperamento e o estado metabdlico do animal (ROCHA et al., 2012),
principalmente pelas pequenas células luteais, resultado de uma luteinizacao sub-6tima das
células do corpo luteo (WOLFENSON et al., 2002).

Segundo Cooke (2014), o temperamento do animal afeta as concentragdes circulantes
de cortisol sanguineo, sendo que animais mais excitdveis apresentam maiores concentragdes de
cortisol. Existindo uma relacdo entre as concentracoes de cortisol ¢ a intensidade de estresse
aos quais os animais estao sujeitos (ALEJANDRO et al., 2014).

Em experimento realizado com novilhas de corte avaliando a relagdo do temperamento
com concentracdes de cortisol e a taxa de concepcao, foram observados, no inicio do protocolo
hormonal, maiores concentragdes de cortisol para animais considerados “excitaveis”, que foi
associado a morte embriondria devido a alteragdes na producdo de progesterona pelo corpo
lateo (KASIMANICKAM et al., 2014).



Macedo et al. (2011) demonstraram que f€émeas da raga Nelore doadoras de embrides
que receberam um manejo de curral mais aversivo responderam com maior concentragao
sanguinea de cortisol, apresentando menor taxa de viabilidade embrionaria.

Segundo Cooke et al. (2011), o temperamento das fémeas afetou negativamente a taxa
de gestacdo, sendo que esta taxa, nos animais de temperamento mais reativo, foi reduzida em
17% quando comparada aos animais de temperamento classificado como adequado, avaliando
novilhas da raga Nelores submetidas a protocolo de IATF.

Jimenez Filho (2012) em estudo de eficiéncia reprodutiva com vacas da raga Nelore
submetidas a IATF observou uma taxa de concepgdo de 54% para os animais classificados
como calmos, contra 51% para as classificados como reativos. Em estudo semelhante, Rueda
et al. (2015) observaram taxa de prenhez de 60% para vacas mais calmas, enquanto nas mais
reativas, essa taxa diminuiu para 47%. Em outro estudo, Mello et al. (2017) também
encontraram diferenca quando correlacionaram reatividade e concepcdo, onde animais
considerados calmos tiveram 58,10% de concepc¢ao e reativos 54,52% (P=0,02).

Cruz et al. (2017), avaliando velocidade de saida do tronco, observaram diferenca nas
taxas de prenhez das vacas que deixaram o brete andando, marchando ou correndo
(respectivamente, 66,4%; 62,7% e 57,9%).

Segundo Cooke et al. (2017), a probabilidade de gestagdo apos a primeira IA ¢ reduzida
linearmente quando as concentracdes de cortisol aumentam em vacas consideras exitaveis.

A relagdo existente entre temperamento e reprodugdo estd relacionada ao estresse. Esta
alteracdo no balango hormonal que € provocada nestas situacdes estressantes pode afetar a
fertilizacdo, o desenvolvimento embrionario, o desenvolvimento fetal ¢ reduzir a atividade
sexual do animal (SHEHAB-EL-DEEN et al., 2010; COOKE et al., 2011).

As correlagdes entre estresse, temperamento e eficiéncia reprodutiva requerem mais
analises, sendo necessarias pesquisas a fim de verificar os impactos do temperamento reativo
na eficiéncia reprodutiva e na produgdo em bovinos, para que sejam possiveis ajustes com o
proposito de aperfeigoar os resultados produtivos e as biotecnicas reprodutivas (COOKE e
BOHNERT, 2011; VASCONCELOS et al. 2014; PINAFFI et al., 2015).

2.3 Importancia da Progesterona

As substancias capazes de manter a gestagcdo ¢ promover a modificagdo do endométrio
proliferativo em secretorio sdo classificadas como gestagenos (AMADO e FLOREZ, 2003).
Dentre essas substincias, a progesterona possui grande relevancia. A progesterona ¢ um
hormonio esteroide derivado do colesterol (HAFEZ & HAFEZ, 2004; WILTBANK et al.,
2014), sintetizado no corpo lateo pelas pequenas células luteais e principalmente pelas grandes
células luteais (RIGOGLIO et al., 2013).

Segundo Leonhardt e Edwards (2002), a P4 esté4 relacionada com o processo de ovulagao
e de manuten¢do da gestacdo. Atuando na modulacdo do crescimento folicular e exercendo
varias fungdes no crescimento das glandulas endometriais e lobuloalveolar da glandula
mamadria. A P4 atua na regulagdo de secrecdo de gonadotrofinas, no bloqueio da expressdo do
estro e ovulagdo por acdo hipotaldmica, ainda tem influéncia na atividade secretora do oviduto
e nas glandulas endometriais para o desenvolvimento do zigoto antes da sua implantacdo, atua
também na inibicdo da contragdo uterina e na manutencao da gestagdo (SWENSON e REECE,
1996; CLEMENTE et al., 2009; MENEGHETTI et al., 2009; YAN et al., 2016; BINELLI et
al., 2017; DE GRAAF e GRIMARD, 2018).

Os receptores de progesterona sdo expressos durante a fase litea possuindo uma
regulacdo direta pela concentragdo de P4 (SPENCER e BAZER, 2004b)



Segundo Wiltbank et al. (2014), a concentracdo de P4 ¢ regulada pelo desenvolvimento
do CL apo6s a onda pulsatil de LH, mais precisamente pelo nimero de células da granulosa que
passam por processo de luteinizacdo tornando-se grandes células luteais, que passam a produzir
progesterona.

Em bovinos, as concentragdes plasmaticas de progesterona possuem variagdes durante
o ciclo estral, sendo que no estro, as concentragdes estdo abaixo de 1ng/ml e no 10° dia do ciclo
essas concentracdes variam de entre 2 e 3 ng/mL para vacas de ragas zebuinas (ADEYEMO e
HEATH, 1980) e 16 ng/mL em vacas da raca Holandesa (BADINGA et al., 1994).

Segundo BAZER et al. (2011), acredita-se que a P4 induz alteragdes na expressao génica
e na secrecdo e formacdo do trofoblasto, provavelmente afetando o desenvolvimento do
concepto. Um aumento da concentragdao de P4 durante o metaestro e no comego do diestro foi
relacionada com estabelecimento da gestacdo apos transferéncia de embrido (KENYON et al.,
2013). Outros autores sugerem que a concentragdo de P4 tem efeito indireto com a
sobrevivéncia e desenvolvimento embriondrio, pela modulagdo positiva na producao de
interferon-t, relacionado ao reconhecimento da gestacdo e inibicdo da secrecao de
prostaglandina e lutedlise (CLEMENTE et al., 2009; LONERGAN et al., 2016b)

Desta maneira, fémeas com reducdo nas concentragdes de P4 no inicio do diestro
poderiam ter taxa de prenhez prejudicada pela interferéncia no desenvolvimento fetal e
reconhecimento da gestacdo, sendo a P4 implicada no processo por estimular a expressao de
alguns genes que favorecem o desenvolvimento do embrido e a producao do IFN-t no momento
mais apropriado (BINELLI et al., 2017)

Ainda que haja indicios de que o aumento da concentracdo de P4 tenha efeito positivo
no desenvolvimento do embrido e nos resultados de fertilidade, o resultado de estudos que
objetivaram aumentar as concentracdes plasmaticas de P4 ainda sdao inconclusivos e
conflitantes (LONERGAN, 2011).

Viérias estratégias anti-luteoliticas vem sendo estudas com o intuito de aumentar a
qualidade embriondria e a eficiéncia reprodutiva em bovinos. Dentre as estratégias empregadas
estdo a formagao de corpo luteo acessorio, pela aplicagdo de hormonios como Gonadotrofina
Corionica Humana (hCG) ou GnRH, ou ainda a suplementando de P4 de maneira exdégena via
dispositivos de liberacao lenta, via oral ou ainda utilizacdo de progesterona injetavel de longa
acao (LARSON et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2013; LOIOLA et al., 2014; PUGLIESI et
al., 2015; JUNIOR et al., 2017).

2.4 Suplementacio Exogena de Progesterona

A compreensdo atual sobre o papel da progesterona durante o estagio inicial da gestacao
e no desenvolvimento embrionario levou a uma série de estudos sobre a suplementacao de P4
apos a inseminacdo. Segundo Thatcher et al. (1994), existe uma relacdo direta entre a
capacidade de secrecdo de P4 pelo corpo luteo com o crescimento embrionario € o
estabelecimento da gestacao.

Posto isto, concentracdes altas de P4 durante a fase inicial do diestro em bovinos sao
fundamentais, pois auxiliam nas secre¢cdes endometriais, favorecendo o desenvolvimento
embrionario e a producao de interferon-t, relacionado ao reconhecimento da gestagao e inibigcao
da secrecdo de prostaglandina e da lutedlise (MANN e LAMMING, 2001; CLEMENTE et al.,
2009; FORDE et al., 2011; BAZER et al., 2011).

A capacidade de produzir interferon-t em quantidades suficientes depende de estimulos
uterinos, sendo que a P4 estd envolvida no processo por estimular a expressao de alguns genes
que favorecem o desenvolvimento embriondrio (BINELLI et al., 2017). Desta forma, f€émeas



com baixas concentragdes de P4 no inicio do diestro poderiam ter taxas de prenhez mais baixas,
por conta da ingeréncia, no desenvolvimento embrionario e no reconhecimento da gestacao.

A suplementacdo exodgena de P4 ¢ uma alternativa com o intuito de aumentar as
concentragdes plasmaticas de progesterona. Essa suplementacdo pode ser realizada por meio
de: uso de dispositivo intravaginal de P4; administracdo de doses injetaveis didrias de P4;
administracdo de P4 injetavel de longa acdo; e fornecimento de progestagenos na alimentagao
como a utilizagdo de acetado de melengestrol (MGA) (CORREA et al., 2008; PUGLIESI et al.,
2016; YAN et al., 2016; JUNIOR et al., 2017; GARCIA-ISPIERTO e LOPEZ-GATIUS, 2017).

Em estudo metanalitico, WILTBANK et al. (2014) observaram que a suplementacao de
P4 durante o diestro, entre os dias 3 e 7 do ciclo estral, aumentou significativamente o tamanho
do concepto nos dias 13 ¢ 16 (CARTER et al., 2008; CLEMENTE et al., 2009; LONERGAN
et al., 2016b).

Ababneh et al. (2007) avaliaram o efeito da suplementacdo de P4 (dispositivo vaginal)
em diferentes momentos do ciclo estral de vacas da raca holandesas e observaram melhor taxa
de concepgao, entre os dias 2 e 7, comparado a vacas tratadas entre os dias 7 e 16. Em vacas da
raca Nelore, Sala et al. (2014) testaram a reintrodugdo de dispositivo intravaginal de P4 do 5°
ao 21° dia apds a IATF, e ndo observaram diferenca na taxa de concep¢do comparando os
grupos controle e tratado (32,7%, 42,3%; p=0,65).

Em outro estudo foi observada melhor taxa de concep¢do com suplementagcdo de P4
(CIDR®) entre os dias 5 e 19 comparado ao controle, quando avaliaram os efeitos da
administracao de P4 pods-inseminagcdo em vacas Holandesas (controle= 25%, CIDR= 56%)
(MEHNI et al., 2012).

Junior et al. (2017) utilizaram acetado de melengestrol (MGA) junto ao sal mineral, 2,28
g/dia, iniciando 5 ou 13 dias apos a IATF, em 99 vacas da raca Nelore. A taxa de concepgao no
grupo controle foi de 18% (n=55), e no grupo tratado com MGA a taxa de concepc¢ao foi de
48,7% (p<0,05). Nesse mesmo estudo, os autores ndo encontraram diferenca na perda
gestacional entre 30 e 80 dias.

Em um estudo realizado com P4 injetavel de longa acdo (Sincrogest® LA, Ourofino,
Cravinhos/SP), foi demostrado que uma dose de 150mg no terceiro dia apds a IATF foi uma
estratégia viavel para melhorar a taxa de concepgao, no entanto, foi observada uma antecipacao
da lutedlise em alguns animais (PUGLIESI et al., 2014). Segundo O’hara et al. (2016), esse
mesmo efeito foi observado em animais suplementados por meio de dispositivo intravaginal 3
dias apos a IA.

Estratégias de aumento de progesterona pos IA vem sendo estudadas com o intuito de
aumentar a concepg¢ao e também diminuir as perdas gestacionais. Couto et al. (2019) avaliaram
o efeito da aplicacdo de P4 injetavel de longa ag¢do (150mg de Sincrogest® LA, Ourofino,
Cravinhos/SP) 5 e 11 dias apds a IATF em fémeas da raca Nelore, onde os animais tratados 5
dias apds a IATF, apresentaram melhor taxa de concepg¢do quando comparado ao grupo
controle, ndo havendo diferenca entre a grupo tratado 11 dias ap6s a IATF com o controle, e
ainda menor perda gestacional comparado com animais nao suplementados.

Segundo Mann e Lamming (1999), o aumento nas taxas de concepgdo ocotre apenas
quando a P4 ¢ suplementada na primeira semana apds a inseminagao ¢ nao tem efeito quando
a P4 exogena € suplementada na segunda e terceira semana apos a inseminagao.

Alguns estudos tém demonstrado que a suplementacao de P4 exdgena injetavel de longa
acdo apds a IA tem resultado em aumento nas taxas de concepgdo (PUGLIESI et al., 2015).
Lima et al. (2009) encontraram concentracdo média de progesterona de 2,87 ng/mL, utilizando
doses de 450 e 750 mg de P4 injetdvel em vacas de leite. J& Whisnant e Burns (2002)
observaram que as concentracdes de P4 mantiveram-se elevadas por 12-13 dias, chegando a um
pico de concentragao de até 5 ng/mL.



Wiltbank et al. (2014) realizaram uma analise retrospectiva de 30 artigos sobre
suplementagdo de P4 apds a inseminacao artificial, sendo que somente seis artigos apresentaram
diferenca na taxa de prenhez. Entretanto, experimentos mais recentes desenvolvidos com base
na suplementagdo de P4 apds a IA apresentaram resultados satisfatorios (PUGLIESI et al.,
2016; GARCIA-ISPIERTO e LOPESGATIUS, 2017; COUTO et al., 2019).

Em sintese, de acordo com a literatura disponivel, no presente momento € possivel
constatar que a progesterona possui um papel importante apds a concepg¢do e que estratégias
que visem o aumento da concentragdo plasmatica parecem ter efeito positivo na taxa de prenhez
e na perda gestacional. Entretanto, muitos artigos sugerem a necessidade de mais estudos a fim
de esclarecer a inconsisténcia nos resultados, principalmente com relagdo a ciclicidade,
categoria animal e influéncia do estresse nesses resultados (CLEMENTE et al., 2009;
WILTBANK et al., 2014; PUGLIESI et al., 2016; YAN et al., 2016; WILTBANK et al., 2016;
GARCIA-ISPIERTO ¢ LOPEZ-GATIUS, 2017; COUTO et al., 2019).

2.5 Induciao de Corpo Luteo Acessorio

Dentre os fatores que influenciam o ambiente uterino, a progesterona possui efeitos
positivos na sobrevivéncia embrionaria, principalmente no inicio da gestagio (MANN e
LAMMING, 1999). Nesse sentido, estratégias que promovam aumento da concentragdo sérica
de progesterona no inicio da gestacdo poderiam trazer efeito benéfico ao ambiente uterino e
impactar a eficiéncia de rebanhos de corte em um programa de IATF.

Para contornar possiveis deficiéncias na fungdo do corpo luteo, € possivel suplementar
com progesterona ou administrar agentes luteotroficos apds a ovulagao (BINELLI et al., 2014).

Segundo Bech-Sabat et al. (2009), vacas normalmente produzem um tnico CL apds a
ovulacdo, mas existem maneiras de induzir a formagdo de um corpo liteo acessoério com
objetivo de aumentar as concentragdes de P4. A administragao de GnRH, de agonistas de GnRH
ou hCG em momentos especificos apds a IA podem induzir a formacao de um CL acessorio
(BELTRAN e VASCONCELOS, 2008).

A utilizagao desses hormodnios e a consequente formacao de CL acessorio aumenta a
concentragdo plasmatica de P4 e reduz a produgao de estradiol produzindo um efeito positivo
no desenvolvimento embrionario (THATCHER et al., 2003). Segundo Besbaci et al. (2020), os
estudos sobre o assunto falharam em fornecer um consenso sobre os beneficios de tais
tratamentos, uma vez que alguns relatam efeito benéfico da utilizacdo de GnRH ou hCG com
relacdo a prenhez enquanto outros ndo mostraram os mesmos resultados (WILLARD et al.,
2003; HOWARD et al., 2006; SZENCI et al., 2006; DAHLEN et al., 2010).

Estudos anteriores mostraram que a administracdo de GnRH, um agonista de GnRH ou
hCG ap6s a IA, na presenca de foliculo dominante na primeira ou segunda ondas foliculares,
pode induzir a formag¢do de CL acessorio, aumentar a P4 e reduzir a producdo de estrogénio
(STEVENSON et al., 2007). Segundo Aragjo et al. (2009), a ovulacdo de um foliculo de
primeira onda ap6s a IA pode alterar a dinamica folicular no momento da luteélise, prolongando
o tempo para luteodlise e permitindo mais tempo para o alongamento do embrido.

Vacas com corpo liteo acessorio apresentaram 0,32 vezes menos chance de perder a
gestacdo do que vacas com somente um corpo luteo (GARCIA-ISPIERTO et al., 2006).
Segundo Lopez-Gatius et al. (2006), vacas que receberam GnRH no dia da IA e 12 dias ap0s,
tiveram 3,7 mais chances de apresentar CL acessorio do que vacas que ndo receberam dose
alguma.

Em outro estudo, Schmitt et al. ( 1996) observaram que a aplicagdo de GnRH cinco dias
apos o estro promoveu inducdo de CL acessorio e aumento da concentracdo de progesterona,
corroborando com Beltran e Vasconcelos (2008) que observaram que as concentragdes séricas
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de P4 aumentaram do 7° para o 12° dia com inje¢cdo de GnRH aplicada no dia 5 p6s-1A, em
relagdo aos animais ndo tratados.

A administragdo de GnRH, cinco dias apos a TA, em vacas de leite, aumentou a
concentragdo de P4 no 13° dia ap6s a IA, no entanto, as taxas de gestagdo ndo foram diferentes
entre o grupo GnRH e o controle (HOWARD et al., 2006). Ataman et al. (2011) avaliaram o
emprego de GnRH (injecao de 20ug de buserelina) 12 dias apdés a IA e seu efeito na
concentragdo de P4 e na taxa de gestagdo em vacas de leite. Vacas gestantes que receberam o
GnRH tiveram as concentragdes de P4 maiores entre os dias 18 ¢ 21 em relagdo as vacas
prenhes que receberam solucdo salina. Apesar da diferenca observada nas concentragdes de
P4 entre os dias 18 e 21, as taxas de gestacao entre os dias 21 e 45 ndo foram diferentes.

Em outro estudo,-Pinto et al. (2015), avaliando indug¢do de corpo lateo acessorio e
concepcao em receptoras de embrides, observaram que 51% dos animais tratados apresentavam
corpos luteos acessorios enquanto o controle 23,5% (P=0,04). O grupo GnRH obteve 38% de
concepcao enquanto o controle apresentou 24%, havendo diferenca (P<0,05).

Stevenson et al. (2007) observaram uma correlagdo positiva entre o nimero de foliculos
> 5 mm no momento do tratamento (entre 4 € 9 dias pds-IA) com GnRH ou hCG e o nlimero
de CLs induzidos.

Em um estudo metanalitico envolvendo 52 artigos sobre inducdo de corpo lateo
acessorio e o efeito na prenhez, foi observado que os tratamentos com GnRH e hCG melhoram
a prenhez em vacas com baixa fertilidade (muito baixa <30% e baixa de 30,1 a 45%). Por outro
lado, o tratamento de vacas com muito boa fertilidade (> 60,1%) ndo resultaram em qualquer
beneficio (BESBACI et al., 2020). Ainda esse estudo relata que o tratamento com uma dose
média ou alta (> 10 ug) de buserelina foi associada a maior taxa de concep¢ao comparada com
doses baixas de buserelina.

Stojanov et al. (2020), avaliando a aplicacao de GnRH 5 dias apds a IA, observaram um
aumento na porcentagem de vacas com mais de dois CLs no dia 14 no grupo tratado com GnRH
comparado com o grupo controle (82% vs. 0%). Além disso, vacas do grupo GnRH que
apresentavam CL acessorio tiveram concentragdes de P4 mais altas no dia 14 (5,87 += 2,04 ng /
mL) em comparacao ao controle (4,21 = 1,22 ng / mL) e as vacas GnRH que ndo apresentaram
corpo luteo acessorio (apenas 1 CL no dia 14 - 3,21 £ 1,12 ng/ mL). No dia 21, ainda a taxa de
concepgdo foi maior no grupo GnRH em comparagdo com controle (65% vs. 48,3%, p <0,05).

Outro estudo realizado com o objetivo de avaliar a utilizacdo de GnRH e hCG 7 dias
apos a IA, demostrou que a formacdo de corpo luteo acessorio foi de 50% no grupo GnRH
(acetato de lacerilina) e 80% no grupo hCG, havendo diferenca na taxa de concep¢do, sendo
que os grupos GnRH e hCG tiveram maior concepgao em relagdo ao grupo controle (AKHTAR
et al., 2018).

Segundo Stevenson et al. (2007), existe uma relacdo linear e positiva entre o nimero de
foliculos > 5 mm no momento do tratamento (entre 4 e 9 dias p6s [A) com GnRH ou hCG e o
numero de CLs induzidos, sendo que os animais com 1 ou 2 foliculos > 5 mm tiveram menos
CLs induzidos do que os que apresentavam 4 ou mais foliculos desse mesmo tamanho. Em
vacas de corte o efeito do hCG ¢ similar ao efeito em vacas de leite, sendo este hormonio capaz
de induzir a ovulacdo quando usado 7 dias apds a IATF. Com isso, foi observado que o nimero
de CLs acessorios foi maior com o hCG quando comparado ao uso de salina (grupo controle).
Adicionalmente, no dia 33, a propor¢do de vacas prenhes que apresentavam CLs acessorios foi
maior no grupo hCG do que no grupo controle (DAHLEN et al., 2010)

Por outro lado, Vasconcelos et al. (2011) demostraram que a concentracdo de P4 foi
maior no grupo tratado, mas tal efeito ndo foi observado na taxa de concep¢do de fémeas
tratadas com GnRH em relagdo ao grupo controle.

Em outro estudo avaliando a administracdo de buserelina (andlogo do GnRH),
observou-se um aumento no nimero de corpos liteos acessorios, no entanto esse fato nao foi
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capaz de aumentar as concentra¢des plasmaticas de P4 e a taxa de concep¢do (PINTO et al.,
2015).

Em suma, a utilizagdo de GnRH como alternativa para incrementar os indices
reprodutivos sdo bem estudados, mas os resultados ainda sd3o controversos (MANN et al., 2003;
NOGUEIRA et al., 2004; McNEIL et al., 2006; STARBUCK et al., 2006; DEMETRIO et al.,
2007; BARTOLOME et al., 2012). E possivel observar que os dados ainda sdo inconsistentes
sobre o fato da indugdo do corpo luteo acessorio ser efetiva em aumentar as taxas de prenhez.

As diferencas dos resultados relatados na literatura sdo consequéncias de muitas
metodologias adotadas, como exemplo o momento da aplicagdo e o andlogo do GnRH utilizado
(BINELLI et al., 2001; MACHADO, 2008; BESBACI et al., 2020; STOJANOV et al., 2020).

2.6 Perda Gestacional

Perda embriondria e morte fetal sdo as causas mais importantes das perdas reprodutivas
em bovinos e tem um impacto substancial na rentabilidade da producao. A maioria das perdas
embrionarias ocorre nos primeiros dias ap6s a fertilizagdo e durante a implantagdo (GORDON,
2017). Embora mais atengdo seja dada as perdas causadas por agentes infecciosos, as causas
nao infecciosas representam 70% ou mais dos casos de morte embrionaria (VANROOSE et al.,
2000). As perdas gestacionais ndo ocorrem de maneira aleatoria, possuindo varios fatores
predisponentes (RIBEIRO et al., 2016).

Fatores estressores como transporte, injarias mecanicas, isolamento, dor, mudangas na
pressdo sanguinea entre outros, afetam a fungdo reprodutiva agindo no eixo hipotalamico-
hipofisario e, consequentemente, interferindo nos niveis de GnRH ou no ovario
comprometendo a producao de progesterona (VANROOSE et al., 2000).

Segundo Ball (1997), um valor de 5% de perdas embrionarias tardias ou morte fetal
pode ser esperado, porém quando esses excedem esse nivel sdo provavelmente devido a causas
especificas.

Definir os fatores associados as perdas embriondrias e/ ou fetais ¢ de grande utilidade
para superar tal problema, seja ajustando as condi¢des ou aplicando abordagens terapéuticas
em animais de maior risco (ABDALLA et al., 2017).

O prejuizo econdomico resultante de cada perda gestacional em gado de leite foi estimado
em aproximadamente US$ 2.333, devido a um intervalo de partos prolongado, maior taxa de
descarte, gastos com nutricao, mao de obra e medicamento, representando uma das principais
formas de infertilidade (LEE e KIM, 2007). Em rebanhos de corte, a perda gestacional
representa um dos fatores econdmicos mais importantes porque implica em menor numero de
bezerros vendidos (SANTOS et al., 2004).

Apesar de mais mortes ocorrerem durante o parto ou ao redor deste do que entre uma
semana de idade e o desmame, as perdas embriondrias superam as perinatais (GIVENS e
MARLEY, 2008).

Por defini¢do, o embrido ¢ a parte do concepto que daréd origem ao neonato, sendo que
a fase embriondria se inicia na fertilizacdo e termina com a completa organogénese, no 42° dia
da gestacdo em bovinos. Ja o feto ¢ definido como a parte do concepto que dard origem ao
neonato vivo, sendo que a fase fetal comeca com a conclusdo da organogénese e termina no
segundo estagio do parto (GIVENS e MARLEY, 2008).

Segundo Santos et al. (2004), de maneira geral, a perda embriondria precoce ¢é
caracterizada por uma perda gestacional antes do 24° dia de gestacdo, ja a perda tardia ocorre
entre o 24° e o 42° dia. Por fim, segundo os mesmos autores, a perda fetal ocorre apos os 42
dias de gestacao.

11



Perdas gestacionais podem ocorrer em diferentes estagios e por uma variedade de causas
(WILTBANK et al., 2016). Em geral, as taxas de fertilizagdo de vacas sdo proximas a 90%,
enquanto as taxas de parto apresentam-se entre 40 e 55% (DISKIN e MORRIS, 2008). Isso
implica em uma taxa de mortalidade embrionaria e/ou fetal entre 40-56% quando se exclui as
falhas de fertilizagdo, sendo que a maioria das perdas ocorre durante a fase embrionaria
(INSKEEP e DAILEY, 2005).

Em vacas saudaveis, 25% ou mais dos embrides que passam do oviduto para o utero
falham em continuar o desenvolvimento. Geralmente isso ocorre nas primeiras trés semanas
(GORDON, 2017).

Wiltbank et al. (2016) descrevem quatro periodos principais de ocorréncia de perda
durante o primeiro trimestre gestacional em vacas de leite. No primeiro periodo, as perdas
variam entre 20 a 50% e ocorrem durante a primeira semana apds a inseminagao ou cobertura
por falhas na fertilizacdo ou morte precoce, devido as condi¢cdes ambientais € hormonais. O
segundo periodo critico seria entre os dias 8 e 27 de gestacdo, quando ocorre o alongamento
embrionario e o classico reconhecimento materno, com perdas médias de 30%. O terceiro
periodo seria durante o segundo més de gestacdo, entre os dias 28 e 60, com perdas em torno
de 12% devido a atrasos no desenvolvimento do corion-alantoide, placentomas ou do proprio
embrido. E finalmente, o quarto periodo durante o terceiro més de gestacdo cujas perdas
reduzem para 2%.

Novo et al. (2020) observaram uma taxa geral de perda gestacional de 12,3% entre os
dias 28 e 110 da gestacao em vacas leiteiras. Em contrapartida, um estudo metanalitico sobre
perdas gestacionais em gado de corte mostrou que a mortalidade embrionaria tardia (28 a 42
dias) ou fetal precoce (42 a 60 dias) foi em média de 5,8%, sendo menor do que as encontradas
em gado de leite, e teve um impacto negativo na eficiéncia reprodutiva. Adicionalmente, os
mesmos autores relatam que as falhas reprodutivas apos o primeiro més, em gado de corte,
ocorrem em cerca de 6% das vacas sendo afetado principalmente por fatores de manejo e
ambiente (REESE et al., 2020)

O reconhecimento materno da gestacao representa um passo crucial para o sucesso no
estabelecimento da gestacdo. O fendmeno através do qual o CL peridodico do ciclo ¢
transformado em CL gravidico ¢ chamado de reconhecimento materno da gestagao (LADIM-
ALVARENGA, 2006).

Nos bovinos, em média de 3 a 4 dias ap0s a fertilizacdao, o embrido chega ao utero, que
deve apresentar condigdes para recebé-lo. A partir de 6 a 7 dias, este embrido comeca sua
diferenciacdo, evidenciada pela formac¢ao de uma massa celular interna e da blastocele, uma
cavidade interna. Essa massa celular ¢ rodeada pelas células do trofoblasto que demarca os
limites externos do blastocisto, nome dado ao embrido neste estdgio, ficando em contato com
as secregdes (GONZALEZ, 2006).

As células mononucleares do trofoblasto sdo as responsaveis pela producao do
interferon tau. O efeito antiluteolitico do interferon tau resulta da inibi¢cdo da expressdo dos
receptores endometriais de ocitocina, impossibilitando a liberagdo de prostaglandina 2a
(PGF2a) apos a ligacdo da ocitocina a esses receptores nas células uterinas (DEMMERS et al.,
2001).

A manutenc¢ao do CL na gestagdo depende da sinalizagdo do embrido pela producao de
interferon- tau e das alteragdes nos padrdes secretérios de prostaglandina pelo Gtero materno
(WILTBANK et al., 2016). O interferon tau ¢ secretado pelo trofoblasto entre o dia 10 até os
dias 21-25 (SPENCER e BAZER, 2004a).

Alguns estudos relataram que a propor¢do de perdas embriondrias provavelmente esta
relacionada com o processo de alongamento do embrido, durante o qual ocorre a secre¢do de
interferon-tau para reconhecimento da gestacio (BARNWELL et al., 2016; MORAES et al,,
2018; RIBEIRO et al., 2018)
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A secregdo de progesterona ¢ essencial tanto para iniciar quanto para manter a gestacao
em mamiferos (LANDIM-ALVARENGA, 2006). A progesterona regula a ovulagdo de um
odcito saudavel, mantém o utero quiescente e permite a o estabelecimento e sobrevivéncia do
embrido e do feto. A regulacdo da ovulagdo é acompanhada pela regulagao do desenvolvimento
folicular via feed back negativo controlando a frequéncia de secrecdo do LH. Por sua vez, a
secre¢do uterina de protaglandinas F2a e E2 regula a regressdo luteal nos animais ciclicos ou
prepara o utero para gestacdo nos animais gestantes, respectivamente (INSKEEP; DAILEY,
2013).

Dado que a maioria das perdas embrionarias ocorre precocemente durante a gestagdo,
1sso pode estar envolvido com varios componentes do desenvolvimento inicial, incluindo o
foliculo, odcito, embrido e / ou interagdo concepto-uterina (LONERGAN et al., 2016a).

Foliculos pré-ovulatorios persistentes apresentam tamanho maior e associados a um
periodo de dominancia prolongado e a concentragdes de progesterona subluteais, com maior
frequéncia de pulsos de LH (BRIDGES e FORTUNE, 2003). Esta situa¢do induz ao reinicio
prematuro da meiose com consequentes mudancas bioquimicas e morfoldogicas no oocito
(MIHM et al., 1994) que levam a morte embrionaria no estagio de 16 células (AHMAD et al,,
1995).

Anormalidades no foliculo pré-ovulatério podem prejudicar a produgdo de estrégeno e
a funcionalidade das células da granulosa e da teca interna, prejudicando consequentemente a
formacao do CL e a sua capacidade de produzir progesterona (WATHES et al., 2003).

Vacas com foliculos maiores e com curta fase folicular apresentam boa capacidade de
produzir um CL de qualidade e concentragcdes adequadas de progesterona. Havendo evidéncias
de que o atraso na ovulagao (>30 horas apds o cio) pode resultar em prejuizo para fungao luteal
(FERREIRA, 2010). Estando a qualidade folicular associada a funcao luteal subsequente, e a
vascularizagao representa um fator importante nesta qualidade e no estabelecimento da gestagao
(SIDDIQUI et al., 2009).

Varughese et al. (2017) afirmaram que a avaliacdo pela ultrassonografia Doppler do
fluxo sanguineo folicular no dia da inseminagdo artificial e do fluxo sanguineo luteal na
gestacdo precoce mostrou ser 6timo preditor de fertilidade em vacas de leite. Encontrando
associagdes entre a quantidade de fluxo sanguineo do foliculo, medida em pixels, ¢ as
possibilidades de complicagdes na gestacao ou do animal ndo ficar gestante.

O foliculo ovariano ¢ parte importante no controle do ciclo estral, comportamento de
cio e na garantia da competéncia oocitaria e sobrevivéncia embrionaria subseqiiente,
determinante também pos-ovulacdo na manutengdo do corpo lateo para sintese de progesterona
em condi¢des naturais (DISKIN et al., 2003).

O ambiente do oviduto ou utero também desempenha um papel crucial no fornecimento
de um local propicio para o desenvolvimento embrionario normal, levando ao reconhecimento
materno da gestacao (DISKIN e MORRIS, 2008).

Clemente et al. (2009) enfatizaram o importante papel da progesterona na primeira
semana apds a concepgao, estabelecendo um ambiente uterino ideal para contribuir com
alongamento do concepto ao redor do tempo de reconhecimento materno.

Uma comunicagdo deficiente entre o concepto ¢ o endométrio leva a secre¢ao de PGF
2a, luteolise, cessagdo da gestagcdo e reinicio do ciclo estral (THATCHER et al., 2001). A
progesterona ¢ fundamental para o utero secretar nutrientes para manutencdo do embrido
durante a fase inicial (ROBINSON et al., 2001).

A progesterona inibe a sensitividade da ocitocina para ligacdo aos seus receptores no
utero diminuindo-a ou bloqueando o sistema de segundo mensageiro (GRAZZINI et al., 1998),
embora o bloqueio da lutedlise pela progesterona esteja relacionado principalmente ao melhor
desenvolvimento do embrido e maior capacidade de secrecdo de interferon-tau por este (MANN
e LAMMING, 2001). Maiores concentracdes de progesterona nos dias 4 e 5 apds o
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acasalamento resultaram em maior quantidade de interferon-tau no dia 16, durante o
reconhecimento materno (WATHES et al., 2003).

Outro fator que pode afetar a sobrevivéncia do concepto € o estresse, um dos principais
“efeitos colaterais” do estresse sobre a reprodugdo ¢ que as tarefas ndo essenciais podem ser
adiadas, intervindo de maneira inibitéria e podendo aumentar as taxas de infertilidade
(DOBSON et al., 2001).

O estresse € responsavel por varias manifestacdes, incluindo a subfertilidade. Alguns
fatores sdo intangiveis embora sejam conhecidos, porém muitas vezes ¢ impossivel identificar
precisamente as causas que contribuem na reducdo na fertilidade e, portanto, culpa-se o estresse
(DOBSON e SMITH, 2000). O estresse calorico € outro fator que acarreta em perda gestacional,
comprometendo a esteroidogénese. Este também compromete a funcionalidade e a fertilidade,
interferindo na capacidade do odcito em se desenvolver até o estagio de blastocisto, devido a
alteragdes nas membranas e nas propriedades bioquimicas deste (ZERON et al., 2001)
reduzindo a qualidade oocitaria (HANSEN, 2002). Esses efeitos sdo mais pronunciados nas
vacas lactantes de alta produgdo devido a dificuldade de termoregulacao destas (FERREIRA,
2010)

Estratégias de aumento de progesterona plasmatica apos a inseminagdo vem sendo
estudadas a fim de diminuir as perdas gestacionais, podendo ser feita pela indugdo de um corpo
lateo acessorio 5 a 7 dias apds a [A ou pela utilizacao de progesterona exdgena de longa acao
(COUTO et al., 2019; NILES et al., 2019).
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4. CAPITULO I
MITIGACAO DA BAIXA TAXA DE CONCEPCAO DE VACAS DA RACA NELORE
EXITAVEIS PELA ADMINISTRACAO DE GnRH OU P4

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar o efeito do temperamento do animal sobre os
parametros reprodutivos de animais da raca Nelore. Além disso, foram investigados dois
métodos para aumentar as concentragdes plasmaticas de progesterona (P4) em animais
excitaveis para aumentar a taxa de prenhez (P/IA) e reduzir a perda da gestacdao. No total, 939
vacas foram submetidas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e divididas em trés
grupos: (P4LA; n = 305) animais que receberam 150 mg de progesterona injetavel de longa
acdo 7 dias apds a IATF; (GnRH; n = 306), animais que receberam 10 pg de acetato de
buserelina no dia 7 apos IATF e grupo controle (GC; n = 328) sem tratamento hormonal. As
avaliacoes ultrassonograficas do foliculo pré-ovulatorio (Modo B) foram realizadas no dia da
inseminacao e do corpo lateo (Color Doppler) 7 e 16 dias apos a IATF. Amostras de sangue
foram obtidas no dia da inseminacgao e ap6s 7 e 16 dias para dosagem de cortisol e progesterona,
respectivamente. No momento da inseminagdo, foram realizadas avaliacdes subjetivas do
temperamento, sendo os animais classificados como excitaveis (EXC) ou adequados (ADQ). O
procedimento SAS GLIMMIX foiusado para comparar a taxa de concepgao e perda gestacional
dentro de cada temperamento para os trés grupos experimentais. As varidveis continuas foram
analisadas utilizando o procedimento SAS PROC MIXED. A concentragao de cortisol foi maior
e os volumes de FL e CL no momento da inseminagao e 7 dias apds a IA, respectivamente,
foram menores nos animais EXC do que nos ADQ. Nao foi observada diferenga entre o nimero
de pixels, intensidade de CL e concentragdo plasmatica de P4, 7 dias ap6s IATF. Entretanto, 16
dias apds a inseminagao, entre os animais classificados como EXC, foram observadas maiores
concentragdes de P4 nos grupos GnRH e P4LA comparados ao controle. A concentragdo de P4
foi menor nos animais classificados como EXC comparados ADQ no grupo controle (P = 0,06),
enquanto a taxa de fluxo sanguineo do CL foi menor nos animais EXC comparados aos animais
ADQ (P =0,04). Entre os animais ADQ, os grupos GnRH e P4LA apresentaram menor perfusao
vascular comparado ao controle (P = 0,04). Entre os animais EXC, uma maior taxa de prenhez
foi observada nos grupos GnRH e P4LA comparado ao grupo controle (P = 0,01). No grupo
controle, a taxa de prenhez dos animais ADQ foi maior que a dos animais EXC (P = 0,05). Nao
foram observadas diferencas entre as perdas gestacionais quando os tratamentos ou
temperamentos foram comparados. Em conclusdo, o uso de GnRH ou P4LA, 7 dias apds a
inseminagao, melhora as taxas de prenhez em animais excitaveis e € uma alternativa viavel para
minimizar o impacto negativo do estresse e melhorar a eficiéncia reprodutiva em bovinos de
corte.

Palavras-chave: estresse, fertilidade, progesterona, gado de corte, temperamento.
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MITIGATION OF LOW PREGNANCY RATE IN EXCITABLE NELLORE COWS
BY ADMINISTRATION OF GNRH OR P4

ABSTRACT

This research aimed to determine the effect of temperament on reproductive parameters
including cortisol and progesterone (P4) in Nellore cows. Additionally, two methods for
increasing plasma progesterone (P4) levels in excitable animals to enhance pregnancy rate
(P/AI) and reduce pregnancy loss were investigated. In total, 939 cows were subjected to timed
artificial insemination (TAI) and divided into three groups: (P4LA; n = 305) 150 mg of
injectable long-acting progestogen 7 days after TAI; (GnRH; n = 306), 10 pg of buserelin
acetate on day 7 after TAI; control group (CG; n=328) without hormonal treatment. Ultrasound
evaluations of the preovulatory follicle (Mode B) were performed on the day of insemination
and of the corpus luteum (Color Doppler) 7 and 16 days after TAI. Blood samples were obtained
on the day of insemination and after 7 and 16 days to measure cortisol and progesterone,
respectively. At the time of insemination, subjective temperament evaluations were performed
with the animals being classified as excitable (EXC) or adequate (ADQ). The SAS GLIMMIX
procedure was used to compare the pregnancy rate (P/Al) and gestational loss within each
temperament for the three experimental groups. Continuous variables were analyzed utilizing
SAS PROC MIXED procedure. Cortisol concentration was higher and FL and CL volumes at
the time of insemination and 7 days after Al, respectively, were lower in EXC animals than in
ADQ. No significant difference was observed between the number of pixels, CL intensity, and
plasma concentration of P4, 7 days after TAI. However, 16 days post-insemination, among the
animals classified as EXC, higher concentrations of P4 were observed in the GnRH and P4LA
groups than in the control. P4 concentration was lower in animals classified as EXC than in
ADQ within the control group (P = 0.06), while rate of blood flow from the CL was lower in
EXC animals than in ADQ animals (P = 0.04). Among the ADQ animals, the GnRH and P4LA
groups showed a lower flow rate than that observed in the control (P = 0.04). Among EXC
animals, a higher pregnancy rate was observed in the GnRH and P4LA groups than in the
control group (P = 0.01). In the control group, the pregnancy rate (P/Al) of the ADQ animals
was higher than that of the EXC animals (P = 0.05). No statistically significant differences were
observed between gestational losses when the treatments or temperaments were compared. In
conclusion, the use of GnRH or P4LA, 7 days after insemination, improves pregnancy rates in
excitable animals and is a viable alternative to minimize the negative impact of stress and
improve reproductive efficiency in beef cattle.

Key-words: stress, fertility, progesterone, beef cattle, temperament.
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4.1. Introducio

O estresse ¢ responsavel por varias manifestagdes que afetam a eficiéncia reprodutiva
em situagdes de ameaga ou desconforto causados por agentes estressores, que podem ser de
natureza mecanica (traumatismos cirirgicos ou ndo), fisica (calor, frio, som), quimica (drogas),
biologica (agentes infecciosos), de natureza psiquica (medo) ou ainda por desnutricao [1]. O
animal responde manifestando alteracdes comportamentais e fisiologicas denominadas
genericamente de estresse [2].

Protocolos de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) requerem manejos
continuos, expondo os animais a agentes estressores como aplicagdes de hormonios e utilizagao
de dispositivos intravaginais onde as fémeas mais reativas podem apresentar prejuizo nos
indices reprodutivos [3,4].

A atuacao do estresse na reproducao ocorre de maneira complexa, havendo interferéncia
na liberagdo de varios hormonios. Quando o animal € exposto a um agente estressor, o Sistema
Nervoso Simpatico (SNS) ¢ ativado [5], liberando adrenalina, noradrenalina e cortisol [6-9]
pela ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal [10]. O estresse interfere na liberacdo do
hormoénio luteinizante (LH) [10—12], podendo afetar a dindmica folicular, a atividade do corpo
luteo, e ainda ocasionar problemas na fecundagdo e/ou causar perda embrionaria [3,13—15].
Ainda que estudos tenham sido conduzidos com propdsito de estudar o efeito do estresse sob
uma perspectiva enddcrina, os efeitos do estresse na vascularizacao de estruturas ovarianas nao
foram esclarecidos. A vascularizagdo do corpo liteo desempenha um papel decisivo na
funcionalidade e produgdo de progesterona [16]. Acredita-se que o a vascularizagdo do corpo
luteo também possa sofrer alteragdes em consequéncia ao estresse.

Adicionalmente, as concentra¢des plasmaticas de progesterona podem diminuir de
acordo com o estresse, temperamento e o estado metabolico do animal [17,18].

Segundo Cooke [19], o temperamento do animal afeta as concentragdes de cortisol
sanguineo, sendo que animais mais excitaveis apresentam maiores concentragdes de cortisol, e
existe relagao entre as concentracdes de cortisol e a intensidade de estresse aos quais os animais
estao sujeitos [20].

Em experimento realizado com novilhas de corte, avaliando a relagao do temperamento
com concentragdes de cortisol € com a taxa de concepgdo, foram relatados, no inicio do
protocolo hormonal, maiores concentragdes de cortisol para animais considerados “excitaveis”,
e essa maior concentragdo de cortisol foi associada a morte embriondria causada por alteragdes
na produgdo de progesterona pelo corpo luteo [20].

A progesterona ¢ um hormodnio essencial para manutengdo da gestacao, ¢ sua reducao
pode levar a diminuig¢ao da fertilidade. Diversos estudos foram desenvolvidos para identificar
tratamentos hormonais que possam aumentar as concentragdes de P4, seja feita por meio de uso
de dispositivo intravaginal de P4; pela administracdo de P4 injetavel de longa a¢do ou ainda
pela inducdo de corpo luteo acessorio [21-24]. O uso de estratégias de suplementagdo de P4
apos a IATF tem produzido resultados satisfatérios com aumento na taxa de concepgao [25—
29] e diminuicao da perda embrionaria [26,29,30].

Desta forma, estratégias de elevacao da concentragdo plasmatica de progesterona podem
ser uma alternativa interessante a fim de minimizar os impactos do estresse nos parametros
reprodutivos de vacas submetidas a IATF. A nossa hipotese € que o estresse apresenta efeitos
sistémicos que podem interferir no fluxo sanguineo ovariano com menor perfusdo vascular do
corpo luteo e diminuicdo das concentragdes plasmaticas de P4 e que o incremento das
concentragdes de P4, por aplicagdo de progesterona injetavel de longa acdo ou pela aplicagao
de GnRH, aumenta a taxa de concepcdo em vacas da raca Nelores reativas, minimizando o
impacto do estresse na eficiéncia reprodutiva. Posto isso o objetivo do presente estudo foi
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avaliar a eficdcia de duas estratégias empregadas para incremento de progesterona plasmatica
(P4) sobre a taxa de concepcdo e a perda gestacional de vacas da ragca Nelore submetidas a
IATF de acordo com seu temperamento excitdvel (EXC) ou adequado (ADQ). Ainda avaliar o
efeito do temperamento excitdvel (EXC) ou adequado (ADQ) sobre os seguintes parametros
reprodutivos: concentragdes de cortisol e de P4; volume do foliculo pré-ovulatorio (FPO);
volume e a perfusdo vascular do CL; taxa de ovulagao.

4.2. Material e Métodos

4.2.1 Local, periodo e animais

O presente experimento foi realizado em duas fazendas localizadas no interior do estado
de Sdo Paulo, na regido Sudeste do Brasil, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA/IV/UFRRJ, — processo no 9170310818 (ID 001055).

Foram utilizadas 939 vacas da raca Nelore, com escore de condi¢ao corporal médio de
2,93+0,66 (escala de 1 a 5, considerado o um caquético e o cinco obeso), livres de doengas que
afetam a reproducao (Brucelose, tuberculose, campilobacteriose, triconomose, IBR e BVD). Os
animais eram criados em sistema extensivo, em lotes de 90 animais em média, mantidos em
pastagens com predominancia de Urochloa spp (U. decumbens), com acesso a bebedouros e
recebendo mistura mineral ad libitum. Foram utilizadas f€meas com um periodo pos-parto
minimo de 40 dias e maximo de 80 dias.

O manejo dos animais era realizado de maneira tranquila e segura, sendo as fémeas
conduzidas ao curral por dois profissionais treinados, onde aguardavam at¢ o momento de
serem conduzidas ao tronco de contengdo para serem realizadas as seguintes atividades:
avaliacdo do comportamento, aplicagdo de hormodnios para sincronizacdo do estro,
ultrassonografia transretal ou coleta de sangue. As avaliagdes foram concentradas em um
periodo da manha e duragdo de no maximo 4 horas, para que nao houvesse diferenca no tempo
de espera no curral, todos animais foram submetidos a0 mesmo manejo.

4.2.2 Sincronizacao da ovulacao e IATF

Os animais foram previamente submetidos a triagem ginecologica antes da realizacao
da sincronizagdo da ovulagdo, sendo descartados do experimento animais gestantes ou com
anomalias no trato reprodutivo. Em dia aleatorio do ciclo estral (inicio do tratamento), foi
inserido dispositivo intravaginal contendo 0,5 g de progesterona (Primer®, Tecnopec, Sao
Paulo, Brasil) associado a aplicacdo de 2,0 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®, Ouro
Fino Satide Animal), por via intramuscular. O dispositivo foi mantido por oito dias e, na sua
retirada, foram aplicados 500 pg de cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino Saide Animal, Sdo
Paulo, Brasil), 400UI de gonadotrofina coridnica equina (Folligon®, MSD Saiude Animal, Sdo
Paulo, Brasil), 1,0 mg de cipionato de estradiol (SincroCP®, Ouro Fino Satide Animal, Sao
Paulo, Brasil), todos por via intramuscular. Dois dias ap6s a retirada do dispositivo foi realizada
a Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF), sendo esse considerado D=0.

4.2.3 Delineamento experimental

Ap6s a IATF, os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo PALA (n=305) no
qual as fémeas foram suplementadas com 150mg de progestdgeno injetavel de longa acdo
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(Sincrogest LA®, Ourofino, Cravinhos/SP), i.m, em dose tnica, 7 dias apds a IATF; Grupo
GnRH (n=306), no qual as fémeas foram suplementadas com 10ug de acetato de buserelina
(Sincroforte®, Ourofino, Cravinhos/SP), im, no sétimo dia apds IATF; Grupo Controle
(n=328) no qual os animais nio receberam nenhum tipo de suplementagdo de progestageno,
porém tiveram o mesmo manejo dos demais grupos (Figura 1). A distribuicao dos animais nos
tratamentos ocorreu antes da suplementagdo de P4, distribuindo a mesma propor¢ao de animais
ciclicos (presenga de corpo liteo) e aciclicos (anestro) em cada grupo.

4.2.4 Avaliacao ultrassonografica do foliculo pré-ovulatorio e do corpo liteo

Duzentas e treze vacas foram submetidas a avaliacao ultrassonografica do FPO (Modo
B), no dia da inseminagao (D=0), e do CL (Modo B e Doppler Colorido), no sétimo (D7) e no
décimo sexto dia apos a IA (D=16). Estas avaliagdes foram realizadas sempre pelo mesmo
operador, por via transretal com auxilio de um Ultrassom Doppler Mindray, modelo Z5VET,
equipado com transdutor linear 75L50EAV e emissao de onda de 5,0/7,5 Mhz padronizando o
ganho total em 70%. As imagens dos foliculos e corpos luteos foram realizadas em modo B
para determinacao das posi¢cdes e mensuracao de seu didmetro e de eventuais cavidades luteais
presentes, O volume (V) do FPO e do CL foi estimado utilizando a seguinte equagao disponivel
no manual do aparelho de ultrassom: V (cm3) =n/ 6 x D1 (cm) x D2 (cm) x D3 (cm), em que
D1, D2, D3 sd3o o comprimento de trés eixos do objeto de destino. Se um CL continha uma
cavidade, o volume da cavidade era determinado e subtraido do volume CL calculado, exceto
em CLs com luteinizagdao incompleta.

Na avaliagao da perfusao vascular do CL, as configuracdes foram padronizadas, sendo
a frequéncia do transdutor fixada em 6,6 MHz, a frequéncia de repeticdo de pulso em 1 KHz; e
a posi¢cao de foco em 1 [30]. As imagens foram posteriormente editadas e submetidas a analise
do programa Image J a fim de quantificar o nimero de pixels coloridos e ainda a sua intensidade
[31]. As imagens realizadas com a funcdo Doppler foram armazenadas em formato AVI em
disco magnético para andlise posterior. Os videos foram analisados selecionando trés imagens
com maior diametro e fluxo sanguineo com a finalidade de se obter uma média das varidveis.
Em seguida, a média das trés imagens foi editada e submetida a analise pelo software Image J
(Image J 1.45s, EUA) no sentido de quantificar o nimero de pixel coloridos existente. Os pixels
foram mensurados de acordo com a intensidade através do coédigo numérico de cada cor
multiplicado pelo numero de pixels da cor correspondente, uma vez que as cores mais claras
possuem maior codigo numérico e estao associadas a uma maior intensidade.

4.2.5 Avaliacio da reatividade

A reatividade de cada vaca foi avaliada fazendo uso de dois métodos que nao alterassem
a rotina da fazenda, por meio de observagdes visuais durante os seis primeiros segundos de
permanéncia do animal no brete, sendo avaliada por um mesmo técnico antes da inseminagao
(D=0).

O primerio método, denominado escore composto de reatividade, foi adaptado de Cooke
[18] e baseado em uma escala crescente de quatro escores, sendo: 1 = Pouco ou nenhum
deslocamento do animal, permanecendo na mesma posi¢do a maior parte do tempo, encostado
na parte da frente ou de trds do brete, movimentos ocasionais e relaxados da cauda; 2 = Animal
geralmente calmo, mas ndo permanece na mesma posi¢do por muito tempo, movimentos de
cauda ocasionais e vigorosos; 3 = Deslocamento frequente, movimentos continuos e vigorosos,
movimentos frequentes e vigorosos da cauda; 4= Deslocamento continuo, movimentos
vigorosos e abruptos, tentativa e/ou sucesso em se virar ou deitar, ocorréncia de saltos, forcar a
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grade de saida com a cabega tentando se livrar da guilhotina, movimentos frequentes e
vigorosos da cauda.

Outro método ultizado foi a avaliagdao de escore de saida do brete [31]. Onde, escore 1
= animal ndo sai do brete, precisa ser tocado, 2 = animal sai andando, 3 = animal sai trotando
e 4 = animal sai correndo ou pulando.

O escore de temperamento final atribuido a cada vaca foi adaptado pela metodologia
proposta por Cooke et al. [14], onde o escore final foi determinado calculando a média da
pontuacdo dos escores de saida de tronco e escore de brete. Seguidamente, de acordo com a
media obtida, os animais foram classificados como temperamento adequado (ADQ = pontuacao
< 2) temperamento excitavel (EXC = pontuagdo do temperamento > 2).

4.2.6 Dosagem de cortisol e progesterona

Para dosagem de cortisol e progesterona foram coletadas amostras de sangue de 20%
dos animais envolvidos no experimento. As amostras para analise de cortisol foram coletadas
no D=0, pouco antes da inseminagdo artificial e para analise de P4, no D7 e D16. Todas as
amostras foram coletadas por pungdo da veia coccigea em tubo de vacuo de 10 mL sem
anticoagulantes (Vacuette®, Greiner bio-one Ltda, Sao Paulo, Brasil). As amostras de sangue
foram centrifugadas por 15 min a 480 G e mantidas em refrigeragdao a — 20° C até a posterior
analise. As concentracdes séricas de cortisol e de P4 foram determinadas pela técnica de
radioimunoensaio em fase s6lida, utilizando kits comerciais (ImmuChem, MP Biomedicals,
Santa Ana, Califoérnia, EUA). Os coeficientes intra-ensaio foram 10% e 11%, respectivamente
para o cortisol e P4. Todos os dados estavam dentro do ponto maximo e minimo da curva.

4.2.7 Diagnéstico de gestacio e perda gestacional

O diagnostico de gestacao (DG) e a perda gestacional (PG) foram realizadas pela
ultrassonografia transretal (Mindray D2200 vet). O DG foirealizado 30 dias apos a inseminagao
e a PG 60 dias ap0s a inseminagao, sendo a confirmacao da prenhez baseada na visualiza¢ao da
vesicula embrionaria com a presenga de embrido viavel (presenga debatimento cardiaco).
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Figura 1. Representacdo esquematica do desenho experimental: (IATF) inseminacao artificial
em tempo fixo; (ECR) escore composto de reatividade; (CONTR) controle; (P4) progesterona;
(GnRH) horménio liberador de conadotrofina; (US) ultrassonografia; (DG) diagnostico de
gestacao.

4.2.8 Analise estatistica

As variaveis taxa de concepcao, perda gestacional e reatividade em fun¢ao dos tratamentos
foram comparadas pelo procedimento GLIMMIX do SAS (Versao 9.4; SAS Institute). Foram
testados os efeitos das variaveis: reatividade, ciclicidade, ECC, fazenda, inseminador, touro e
interagdes. Quando nao detectados efeitos significativos, a variavel foi removida do modelo
com base no critério da estatistica de Wald quando P > 0,20. Para analise, além dos tratamentos
(CONTR, GnRH e P4LA), taxa de concepcao a reatividade foi incluida no modelo. As variaveis
continuas como volume, pixel e intensidade do CL, assim como concentragdes de cortisol e de
P4 foram testadas de acordo com sua homogeneidade e normalidade e analisadas pelo
procedimento PROC MIXED do SAS, sendo utilizadas somente as vacas ovuladas.

Diferencas significativas foram consideradas para P< 0,05, enquanto as diferencas entre
P> 0,05 e P 0,07 foram consideradas como tendéncia. Os dados sdo apresentados como médias
+ erro padrdo e como porcentagens para resultados continuos e binérios, respectivamente.

4.3  Resultados
A Tabela 1 apresenta as concentragdes plasmaticas de cortisol e progesterona, além das

taxas de ovulagdo e parametros ultrassonograficos relacionados ao FPO e CL, sete dias apos a
IATF.

34



Tabela 1. Concentra¢do de cortisol e de progesterona e parametros ultrassonograficos do
foliculo pré-ovulatorio e do corpo liteo de vacas Nelores de temperamento adequado ou
excitavel, 7 dias ap6s a IATF.

Temperamento
Excitavel Adequado
Valor P
. N 43 115
Cortisol (/ML) \1egia SEM) 247 (3.1) 13.5(1.3 <0.01
Todas
Ovulagio 92.6% (50/54)  90.6% (144/159)  0.65
' N 40 106
Cortisol(ng/m) 1 cdia (SEM)  23.3 (2.8) 13.8(13)  <0.01
2 N 40 100
° FPO vol (cm®
E Ovollem)  nedia (SEM) 1.2 (0.1) 1.5(0.1) 0.03
>
: N 50 144
2 CLVol (cm3
2 olem)  Media SEM)  3.8(0.3) 4.5(02) 0.02
> Pixel N 29 -
g Média (SEM) 2271 (144.2) 2332 (85.6) 0.65
£ N 50 144
E : kek
S Intensidade Média (SEM) 283239 (21329) 267428 (9727)  0.57
N 46 117
P4_d7(ng/ml) . o (SEM) 1.9 (0.1) 2.2(0.2) 0.59

VOL= Volume; FPO= Foliculo pré-ovulatério, CL= Corpo Luteo, d7= sete dias apos IATF; P4= progesterona. Letras
sobrescritas iguais representam valores estatisticamente iguais. ** Intensidade é um valor numérico obtido a partir do
codigo numérico de cada cor multiplicado pelo numero de pixels dessa cor, sem unidade de medida especifica.

Considerando todas as vacas analisadas, nao houve diferenga entre as taxas de ovulacao
entre animais de temperamento adequado e excitavel. No entanto, foi observada diferenga nas
concentragdes plasmaticas de cortisol, onde os animais classificados como excitdveis
apresentaram concentragdes de cortisol maiores quando comparados aos animais adequados,
tanto considerando todos os animais como levando em consideragdo somente os animais
ovulados.

Houve diferenca no volume do FPO assim como do CL, sete dias apos a IATF, onde os
animais classificados como excitaveis apresentaram menores volumes de FPO e CL. Entre os
animais de temperamento adequado ou excitavel, sete dias apdés IATF, ndo foi observada
diferenca entre as variaveis nimero de pixels, intensidade do CL além das concentragdes
plasmaticas de P4.

35



Tabela 2: Concentragdo de progesterona (ng/mL) e parametros ultrassonograficos do corpo
lateo de vacas da raga Nelores de temperamento adequado ou excitavel, 16 dias apos IATF.

Parametros
Volume CL D16 (cm3)
CONTR GNRH P4LA P
ADQ 4.22 (0.21) 4.65(0.27) A 4.28 (0.23) 0.4092
EXC 4.03 (0.25) 3.59 (0.46) B 4.40 (0.47) 0.1276
P 0.8047 0.0251 0.9257
Concentraciao P4 D 16 (ng/ml)
CONTR GNRH P4LA P
ADQ 3.21(0.33) 3.67 (0.42) 3.23(0.50) a 0.1346
EXC 2.26 (0.64) a 3.36 (0.41)b 4.04 (0.49) b 0.0168
P 0.0634 0.5016 0.0184
CL pixel D16
CONTR GNRH P4LA P
2732.5(168.7)a <.0001
ADQ 2000.23 (104.3) b 1803.44 (94.5) b
EXC 2228.3(228.4) A 2022.97 (149.7) 1939.98 (183.3) 0.3649
P 0.0452 0.8355 0.5858
CL intensidade D16
CONTR GNRH P4LA P
312849.8 245053.7 218578.4 0.004
ADQ (19010.6) a (13742.7) b (11627.1) b
263240.4 248400.2 238847 0.4946
EXC (24534.4) (17261.1) (23341.2)
P 0.1054 0.7804 0.5048

CL= Corpo Luteo, d7= sete dias ap6s IATF; P4= progesterona. CONTR= Controle; ADQ= Adequado; EXC= excitavel. Letras
sobrescritas iguais representam valores estatisticamente iguais. ** Intensidade é um valor numérico obtido a partir do
codigo numérico de cada cor multiplicado pelo nimero de pixels dessa cor, sem unidade de medida especifica.

Com relagao ao volume do CL, dezesseis dias apos a IATF, ndo foi observada diferenga
quando comparados os tratamentos dentro dos grupos EXC ou ADQ (Tabela 2). Quando
comparados animais EXC com ADQ, dentro de cada tratamento, foi observado uma diminuigao
do volume do CL dos animais classificados como EXC comparado com os ADQ somente
dentro do grupo GnRH (p=0,02).

Nao houve diferenga entre os tratamentos quando comparadas as concentragdes de P4
dentre dos animais classificados como ADQ (p=0,13). Contudo, entre os animais classificados
como EXC, os grupos GnRH e P4LA apresentaram as maiores concentracdes de P4 comparados
aos animais do grupo controle (p=0,01). Nao foi observada diferenga nas concentracdes de P4
entre animais ADQ e EXC no grupo GnRH (p=0,83). No grupo P4LA, as concentragdes de P4
dos animais EXC foram maiores que os classificados como ADQ (p=0,01). Houve uma
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tendéncia de menor concentragdo de P4 nos animais classificados como EXC quando
comparados com ADQ no grupo controle (p=0,06).

Nao houve diferenca no numero de pixels entre ADQ e EXC nos grupos GnRH e P4ALA.
Ja no grupo controle, os animais classificados como EXC apresentaram menor nimero de pixels
comparado ao ADQ (p=0,04). Comparando os tratamentos dentro do grupo de animais EXC,
ndao houve diferenga no nimero de pixels (p=0,36). Animais classificados como ADQ dos
grupos GnRH e P4LA apresentaram menor numero de pixel comparados aos animais ADQ do
grupo Controle (p<0,01).

Nao houve diferen¢a na intensidade do CL entre animais ADQ ¢ EXC em fun¢do dos
tratamentos, também ndo foi observada influéncia dos tratamentos na intensidade do CL em
animais EXC. Entretanto, entre os animais ADQ, os grupos GnRH e P4L A apresentaram menor
intensidade comparado ao grupo controle (p=0,04).

Nao houve diferenga na intensidade do CL entre animais ADQ e EXC em fung¢ao dos
tratamentos, também nao foi observada influéncia dos tratamentos na intensidade do CL em
animais EXC. Entretanto, entre os animais ADQ, os grupos GnRH e P4LA apresentaram menor
intensidade comparado ao grupo controle (p=0,04).

A tabela 3 apresenta as taxas de concepg¢ao e de perdas gestacionais de animais EXT e
ADQ em funcao dos tratamentos. Nos animais classificados como ADQ, ndo houve diferenca
nas taxas de concepcao entre os tratamentos (p=0,95). Entretanto, para os animais EXC, foi
observada maior taxa de concepg¢ao para o grupo P4LA comparado ao controle (p=0,01), mas
nao foi observada diferenca na taxa de concep¢do do grupo GnRH quando comparado ao
controle ¢ PALA. Nao foi observada diferenga nas taxas de concep¢ao entre animais ADQ e
EXC dentro dos grupos GnRH e P4LA (p=0,99 e p=0,96, respectivamente). Por outro lado, no
grupo controle, a taxa de concepgao dos animais classificados como ADQ tendeu (p=0,056) a
ser maior do que a dos animais EXC (52.45% vs 34.52%). Com relag@o a perda gestacional,
nao foi observado efeito dos tratamentos em animais ADQ e EXT (p=0,7).

Tabela 3: Taxa de concepgao e perda gestacional de vacas Nelores de temperamento adequado
ou excitavel.

Parametros
Taxa de Concep¢ao

CONTR GNRH P4LA P
ADQ 52,45% (128/244) 56,33% (138/245)  56,02% ( 135/241)  0.95
EXC 34,52% (29/84) a 52,46% (32/61) ab 61,9% (39/63) b 0.01

P 0.05 0.99 0.96
Perda Gestacional

CONTR GNRH P4LA
ADQ 14.7% (19/129) 9.3% (13/139) 5.9% (8/135)
EXC 17.2% (5/29) 12.5% (4/32) 12.8% (5/39)

P
(PL*Reatividade)
0,7

CONTR= Controle; ADQ= Adequado; EXC= excitavel. Letras sobrescritas iguais representam valores estatisticamente iguais.
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4.4 Discussao

A influéncia do temperamento na eficiéncia reprodutiva vem sendo investigada ao longo
dos anos, sendo demonstrada uma forte relagdo entre temperamento e eficiéncia reprodutiva,
onde vacas excitaveis apresentam menores desempenhos reprodutivos [1,32,33]. Entretanto,
estudos que avaliem a relagdo do temperamento com funcionalidade luteal e ainda apontem
estratégias para minimizar esse possivel impacto negativo nos indices reprodutivos ainda sdo
€sCassos.

No presente estudo, 22% (208/939) dos animais foram classificados com temperamento
EXC e 78% (730/939) como ADQ. A menor propor¢do de animais EXC ¢ relatada em outros
estudos, mas existe inconstancia entre as propor¢cdes de animais excitaveis dentro de um
rebanho, onde a propor¢ao de animais de temperamento excitavel ou adequado pode ser
influenciado por diversos fatores, como: categoria animal, manejo e raca [14,34,35].

Como esperado, foi observada diferenca entre as concentracdes de cortisol entre os
animais de diferentes temperamentos, onde os animais classificados como EXC tiveram
maiores concentracdes de cortisol comparados aos ADQ (p<0,01). Alguns estudos
correlacionando estresse, temperamento e cortisol também mostraram maiores concentragdes
de cortisol plasmaticos em vacas de temperamento reativo comparado com vacas mais calmas
[14,33,35-38].

De acordo com Yoshida e Nakao [39], as concentragdes basais de cortisol em bovinos
variam entre 5 ¢ 10 ng/ml, sendo que as concentragdes de cortisol encontradas no presente
estudo foram superiores. Cooke [40] demonstrou uma relagao positiva entre o nivel de estresse,
temperamento e producdo de cortisol, relatando que o aumento do cortisol € uma das principais
respostas de mamiferos submetidos ao estresse. O mesmo autor reporta que o estresse nos
animais oriundos dos manejos ¢ suficiente para promover maiores concentragdes de cortisol,
fato que estd em conformidade com Maziero et al. [41] onde os manejos realizados no brete
como, inseminagao, palpacao transretal e coleta sanguinea, foram capazes de desencadear o
estresse nas vacas.

Alguns estudos demonstraram que os hormdnios produzidos em resposta ao estresse,
podem afetar a dindmica folicular, a taxa de ovulacao e a atividade do corpo luteo, alterando a
liberagao do hormoénio luteinizante (LH) [10—12]. Segundo Vasconcelos et al. [42], picos de
LH insuficientes promovem ovulagdo de foliculos menores, sendo esses associados a corpos
luteos menores e com menor capacidade de produzir progesterona. No presente estudo, nao foi
observada diferenga nas taxas de ovulagao, conforme observado por Mazieiro et al. [41] onde,
apesar dos animais apresentaram altas concentragdes de cortisol, a taxa de ovula¢ao nao foi
afetada. Especula-se neste estudo que a utilizacdo da eCG (Gonadotrofina Coridnica Equina)
no protocolo de sincronizacao da ovulagdo pode ter influenciado no crescimento e maturagao
final do FPO e na taxa de ovulacdo, principalmente nos animais com maiores concentracdes de
cortisol. Estudos recentes relataram que a aplicacdo da eCG no momento da retirada do
dispositivo de P4 pode ser usada como estratégia para obter maior crescimento folicular,
melhorando as concentragdes pré-ovulatorias de estradiol e consequentemente a fungao luteal
[43, 44].

Os animais EXC apresentaram menor volume do foliculo pré-ovulatotio (p=0,03) e
menor volume CL, setes dias ap6s ovulacao (p=0,02), mas ndo foi observada diferenca entre
animais EXC e ADQ em relacdo a perfusdo vascular (pixel e intensidade) do CL sete dias apds
a ovulacdo. Alguns estudos também relataram que o temperamento afetou negativamente o
tamanho dos foliculos [4, 33] e do corpo luteo [45, 46]. De acordo com Tarso et al. [47], a
perfusdo vascular dos foliculos em bovinos esta intimamente relacionada ao aumento do seu
diametro. Apesar do presente estudo ndo ter avaliado a perfusdo vascular do foliculo pré-
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ovulatdrio, acredita-se que o temperamento pode ter afetado negativamente a perfusdo vascular
do foliculo e por consequéncia o seu tamanho, conforme descrito por Guerson et al. [48].

A perfusdo vascular do CL sete dias apos a ovulagdo (CL D7) ndo foi afetada pelo
temperamento. Este achado contrasta com outros estudos onde foi observada relagdo positiva
entre tamanho de FPO com tamanho e perfusdo vascular do CL [49, 50]. As concentragdes
plasmaticas de P4 ndo diferiram entre animais ADQ e EXC (D7). Esse fato pode estar
relacionado com a perfusdo vascular CL D7 que também ndo diferiu. Segundo Herzog et al.
[51], o fluxo sanguineo do CL ¢é um melhor indicador de concentragdes de P4 e,
consequentemente, de fungdo luteal, quando comparado ao diametro do CL.

Ao comparar animais EXC e ADQ dentro de cada tratamento, foi observado que os
animais excitaveis do grupo GnRH apresentaram menor volume de CL D16 comparado aos
animais adequados no mesmo grupo. A perfusao vascular nos animais classificados com ADQ
foi menor nos grupos suplementados (GnRH e P4LA), apesar disso, ndo houve diferenca nas
concentragcdoes de P4 entre animais ADQ. De forma contraria, dentre os animais EXC, a
suplementagao ndo influenciou a perfusdo vascular do CL, mas as concentragdes plasmaticas
de P4 D16 foram maiores nos grupos suplementados (GnRH e P4LA).

Nos parece que a compreensao da fisiologia com relagdo a perfusao vascular do CL e
producao de progesterona ainda nao ¢ bem compreendida. Algumas pesquisas relatam
correlagdes altas entre a perfusdo vascular do CL e concentragdo plasmatica de P4 [50]
enquanto outros relatam correlagdes moderadas [51] ou ainda nenhuma correlagao significativa
[52].

Os tratamentos hormonais podem afetar de forma diferente a perfusao vascular do CL e
a secrecao de P4 [53], assim como o temperamento excitavel pode afetar as concentracdes
plasmaticas de P4 como relatado em alguns estudos [4, 46], mas trabalhos relatando a influéncia
do temperamento excitavel na perfusdo vascular de CL sdo escassos.

Avaliando os efeitos do GnRH ou tratamento com progesterona, 5 dias pos inseminagao,
sobre a progesterona plasmatica e perfusdo vascular do corpo lateo em vacas leiteiras, Garcia-
Ispierto e Lopez-Gatius [54] relataram que o tratamento no dia 5 pds-inseminagdo com
progesterona (PRID) e GnRH (Gonadorelina) aumentou a concentracdo de progesterona
durante a fase lutea do ciclo apds IA somente no grupo GnRH. Além disso, o tratamento com
progesterona causou diminuigdo do fluxo sanguineo do corpo luteo, mas ndo foi observado o
mesmo efeito em relagdao ao grupo tratado com GnRH.

Em outro estudo avaliando o fluxo sanguineo e a sintese de P4 em vacas que receberam
hCG sete dias ap6s a ovulagao, Beindorff et al. [53] relataram que houve alteracdo transitoria
na perfusao vascular do CL em resposta a aplicacao de hCG. Nos parece adequado a utilizagao
da avaliacdo da perfusdo vascular de CL para investigar o efeito de diferentes tratamentos
hormonais na viabilidade lutea. No entanto, segundo Liittgenau [16], as alteragdes nas
concentragdes plasmaticas de P4 podem ndo ter correlagdo direta com alteragdes de fluxo do
CL.

Os animais EXC do grupo controle apresentaram menor fluxo sanguineo (p=0,04) e uma
tendéncia de menor concentragao de P4 (p=0,06) comparados aos animais ADQ do mesmo
tratamento. Tal fato pode ser explicado pelo efeito do estresse que aumenta os niveis de cortisol
plasmatico que inibe a liberagdo de GnRH, interferindo no pico de LH, que ¢ critico para a
formagdo do corpo luteo e produgdo suficiente de progesterona [4, 55].

De maneira semelhante, Vedovatto et al. [46] relataram que vacas excitaveis
apresentaram menores concentracdes plasmaticas de P4 nos dias 7 e 14. Ainda Kasimanickam
et al., [4] trabalhando com novilhas de temperamento excitavel, concluiram que esses animais
apresentaram menor producdo de P4 pelo corpo lteo.

Com relagdo as concentragdes plasmaticas de P4, foi observado efeito dos tratamentos
em animais EXC mas ndo nos animais ADQ. Em tese, o efeito da utilizacdo de GnRH e PALA
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nas concentragdes plasmaticas de P4 pode ser influenciado por alteragdes enddcrinas em
resposta ao estresse. Varios estudos avaliaram o efeito da aplicacdo desses farmacos pos-
ovulagdo nas concentragdes plasmaticas de P4 [42, 56, 57], mas desconhecemos estudos
delineados para avaliar se estresse e temperamento interferem nas concentragdes de P4
plasmaticas de vacas suplementadas com GnRH ou P4LA.

De maneira semelhante, foi observado efeito dos tratamentos na concep¢do em animais
EXC (p=0,01) mas ndo nos animais ADQ (p=0,95). Quando comparamos animais ADQ ¢ EXC
dentro de cada tratamento, foi observada uma tendéncia somente no grupo controle (p=0,05),
onde animais EXC apresentaram uma tendéncia de menor taxa de concepg¢do. No entanto, ndo
foi observada diferenca nas perdas gestacionais. A hipotese de que a suplementagdo de P4, por
aplicacao de progesterona injetavel de longa acao ou inducao de corpo liteo acessorio, aumenta
a taxa de concep¢dao em vacas da raga Nelores com temperamento reativo minimizando o
impacto do estresse na eficiéncia reprodutiva foi confirmada.

Segundo Kasimanickam et al. [4], o manejo necessario para IATF com contencao didria
pode induzir estresse significante. Pesquisas recentes mostraram maiores taxas de concepgao
em vacas calmas [14, 58]. Do mesmo modo, Cooke at al. [3] e Melo et al. [33] constataram que
o temperamento afetou negativamente no desempenho reprodutivo, reduzindo as taxas de
concepcao pos-IATF. A influéncia do temperamento no desempenho reprodutivo esté associada
ao aumento na concentracdo de cortisol sanguineo em animais mais excitaveis [38], fato que
foi observado no presente estudo.

Por outro lado, Vedovatto et al. [46] observaram que apesar de uma diminui¢do nas
concentragdes plasmaticas de P4 nos animais excitaveis, a taxa de concep¢ao foi semelhante
entre vacas calmas e excitaveis. Esse fato pode ser explicado pelo baixo nimero de animais
avaliados e metodologia utilizada para avaliagao do temperamento.

O estresse térmico também pode ser outro fator que influencia no sucesso das
biotécnicas reprodutivas sobretudo em vacas de leite. Ele reduz a taxa de fertilizagdao e a
qualidade do embrido, enquanto aumenta a perda gestacional [59]. Alguns estudos utilizando
estratégias de incremento de P4 plasmatica, por dispositivo de liberacdo lenta de P4 ou
aplicacdo de GnRH apds TA, afim de melhorar as taxas de concep¢dao em vacas leiteiras em
estresse térmico, mostraram resultados satisfatorios [28, 60—62]). Por outro lado, Mendonga et
al. [57] avaliaram o efeito da aplicacido de GnRH no momento da IA e 5 dias apos a A em
vacas leiteira sob estresse térmico e ndo observaram melhora na taxa de concepgao e na perda
gestacional, assim como as concentragdes de P4 ndo foram afetadas pela terapia hormonal.

Ainda, Garcia-Ispierto et al. [15] relataram maior perda gestacional para vacas de leite
em estresse térmico e ainda, corpo luteo adicional como fator positivo para diminui¢dao das
pertas até 90 dias em vacas de leite sob estresse termico. Cooke et al. [14] relataram uma
tendencia de maior perda gestacional aos 45 dias para animais excitdveis comparado com
adequado (p=0,05). Nos parece que hd uma diferenca na intensidade das alteracdes fisiologicas
de vacas leiteiras em estresse térmico e vacas de corte com temperameto exitavel, podendo a
suplementagdo de progesterona tambem agir de forma diferente nesses animais.

No presente estudo, a aplicagdo de GnRH ou P4LA melhorou a taxa de concep¢ao em
vacas excitaveis, mas ndo nas vacas calmas (ADQ). Segundo Bo et al. [63], a suplementacao
de P4 somente podera beneficiar a fertilidade quando a concentragdo de progesterona na fémea
for limitada, fato que pode explicar o sucesso na suplementacdo em vacas excitdveis, mas nao
em vacas adequadas. Outros estudos avaliando a suplementa¢do de progesterona relataram
melhora nas taxas de concepgdo somente em primiparas [64—66], ainda, apenas em vacas com
baixo escore de condi¢do corporal e em vacas com patologias reprodutivas pos-parto [62].

Em suma, a aplicacdo de GnRH ou P4 injetavel de longa acgdo, sete dias apds a ovulagdo,
foi capaz de melhorar a taxa de concep¢do em animais com temperamento excitavel mas nao
teve influéncia nas perdas gestacionais. Ainda assim, as correlagdes entre estresse,
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temperamento e eficiéncia reprodutiva ainda requerem mais analises para que sejam possiveis
ajustes com o proposito de aperfeicoar os resultados produtivos e as biotécnicas reprodutivas.

4.5 Conclusao

Nas condigdes do presente estudo, animais excitdveis apresentaram maiores
concentragdes de cortisol, menores foliculos pré-ovulatorios e menores volumes de corpo luteo
sete dias apds a ovulacdo. Ainda, animais excitaveis apresentam menor fluxo sanguineo no
corpo lateo dezesseis dias apos a ovulagdo. Nesse sentido, a utilizacdo de GnRH ou P4LA sete
dias ap6s a ovulagdo ¢ uma estratégia interessante pois aumentou as concentragdes plasmaticas
de progesterona dezesseis dias apos a ovulagdo e melhorou as taxas de concepgdo em animais
excitaveis, sendo uma alternativa viavel a fim de minimizar o impacto negativo do estresse €
melhorar os indices reprodutivos.
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5. CAPITULO I

EFEITO DO INCREMENTO DE PROGESTERONA PLASMATICA SOBRE
MORFOLOGIA E FUNCAO LUTEAIS E SOBRE A PERDA GESTACIONAL EM
VACAS DA RACA NELORE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto de diferentes estratégias para aumentar a
progesterona (P4) plasmatica sobre a morfologia e fun¢do luteais. Adicionalmente, foi avaliado
o efeito do aumento da P4 sobre a taxa de concepc¢do e a perda gestacional de vacas Nelores
submetidas a Inseminagao Artificial em Tempo Fixo (IATF). Para tanto, 939 vacas foram
distribuidas em trés grupos: P4LA (n=305) animais receberam 150mg de progestageno injetavel
de longa acdo; GnRH (n=306) animais receberam 10ug de acetato de buserelina, ambos no
sétimo dia apds IATF; Grupo Controle (n=328) animais ndo receberam aplicagdo de hormdnio.
Avaliagoes ultrassonograficas em modo Doppler colorido foram realizadas sete e dezesseis dias
apos a IATF, e a progesterona foi dosada sete e dezesseis dias apds IATF. As variaveis taxa de
concepcdo e perda gestacional, em fungdo dos tratamentos, foram comparadas pelo
procedimento GLIMMIX do SAS. As variaveis continuas como volume e perfusao vascular do
CL e concentragdes plasmaticas de P4 foram analisadas pelo procedimento PROC MIXED do
SAS. Nado foi observada diferenca entre os tratamentos nas varidveis volume, pixel e
intensidade do CL, assim como na concentracao de progesterona plasmatica, 7 dias apos a
ovulacdo. O fluxo do CL, 16 dias ap6s a ovulagao, foi menor nos grupos P4LA e GnRH
(P<0.01). As concentragdes plasmaticas de P4 16 dias apds a ovulagdo foram maiores nos
grupos P4LA e GnRH em relacao ao grupo controle (P=0.04). Foi observada diferenga na taxa
de concepgao (P=0.003) e uma tendéncia na perda gestacional (p=0,07) em fungdo dos
tratamentos. A suplementagao de P4, 7 dias apos a IATF, por aplicacao de P4 injetavel de longa
acdo ou GnRH, afetou a vascularizacdo do CL e aumentou as concentragdes plasmaticas de
progesterona dezesseis dias apos a ovulacdo, teve efeito nas taxas de concepgao, mas nao na
perda gestacional.

Palavras-chave: Eficiéncia reprodutiva, corpo luteo, progesterona.
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EFFECT OF PLASMA PROGESTERONE INCREASE ON LUTEAL
MORPHOLOGY AND FUNCTION AND ON GESTATIONAL LOSS IN NELORES
COWS

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the impact of different strategies to increase plasma
progesterone (P4) on luteal morphology and function. Additionally, the effect of increasing P4
on conception rate and gestational loss of Nelore cows submitted to Fixed-Time Artificial
Insemination (TAI) was evaluated. For this purpose, 939 cows were divided into three groups:
P4LA (n=305) - 150mg of long-acting injectable progesterone; GnRH (n=306) - 10ug of
buserelin acetate, both on the seventh day after TAI; Control Group (n=328) — no hormone
application. Color Doppler ultrasound evaluations were performed seven and sixteen days after
TAI, and progesterone was measured seven and sixteen days after TAI. The variables
conception rate and pregnancy loss, depending on the treatments, were compared using the SAS
GLIMMIX procedure. Continuous variables such as CL vascular perfusion and volume and
plasma P4 concentrations were analyzed using the SAS PROC MIXED procedure. There was
no significant difference between treatments in the variables volume, pixel and intensity of the
CL, as well as in the concentration of plasmatic progesterone, 7 days after ovulation. The CL
flow 16 days after ovulation was lower in the PALA and GnRH groups (P<0.01). Plasma P4
concentrations 16 days after ovulation were higher in the PALA and GnRH groups compared to
the control group (P=0.04). There was significant difference in conception rate (P=0.003) and
a trend in pregnancy loss (p=0.07) depending on the treatments. P4 supplementation, 7 days
after FTAI, by application of long-acting injectable P4 or GnRH, affected CL vascularization
and increased plasma progesterone concentrations sixteen days after ovulation, had an effect on
rates conception but not on pregnancy loss.

Key-words: Reproductive efficiency, corpus luteum, progesterone.
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5.1 Introducao

Em bovinos, a sobrevivéncia embrionaria ¢ dependente de diversos fatores que
influenciam o ambiente uterino. Dentre eles, a progesterona (P4) possui efeitos positivos
principalmente no inicio da gestagdo, possibilitando a sobrevivéncia embriondria. Nesse
sentido, estratégias que promovam aumento da concentragdo sérica de P4 no inicio da gestacao,
podem trazer efeito benéfico ao ambiente uterino impactando na eficiéncia de rebanhos de corte
em programas de IATF. Thatcher (1994) reportou a existéncia de uma relacdo entre a
capacidade de secre¢do de P4 pelo corpo liteo com o crescimento embriondrio € o
estabelecimento da gestagao.

Posto isto, concentragdes altas de P4 durante a fase inicial do diestro em bovinos sao
fundamentais, pois auxiliam nas secregdes endometriais, favorecendo o desenvolvimento
embrionario e a producdo de interferon-t, o qual estd diretamente relacionado ao
reconhecimento da gestacdo e inibi¢ao da secrecdo de prostaglandina e lutedlise (Bazer et al.,
2011; Clemente et al., 2009; Forde et al., 2011; Mann and Lamming, 2001; O’Hara et al., 2014).
Desta forma, estratégias que promovam aumento da concentragdo de P4 no diestro precoce
podem aumentar as taxas de concep¢ao e diminuir a perda gestacional (Couto et al., 2019;
Pugliesi et al., 2016; Stojanov et al., 2020).

Estudos anteriores avaliaram o efeito da suplementacdo de P4 no diestro, seja por
suplementagdo exogena ou pela utilizagdo de agentes luteotréficos, e reportaram resultados
satisfatorios com aumento na taxa de prenhez (Akhtar et al., 2018; Couto et al., 2019; Junior et
al., 2017; Mehni et al., 2012; Stojanov et al., 2020) e diminui¢ao da perda embrionaria (Beltman
et al., 2009; Couto et al., 2019; Junior et al., 2017).

A suplementacao de P4 ap6s a inseminacao e seus possiveis efeitos na vascularizacao e
funcao latea ainda nao foram investigados em bovinos. Estudos realizados em vacas de leite e
de corte ndo mencionaram se a suplementagdo seria prejudicial a viabilidade do corpo luteo
(Couto et al., 2019; Souza et al., 2013; Stojanov et al., 2020), ou ndo observaram efeito da
suplementagdao no tamanho e volume do CL (Beltman et al., 2009; Monteiro et al., 2015;
Nascimento et al., 2013).

Por outro lado, alguns estudos relataram que a suplementagao de P4, principalmente de
longa acao, durante o diestro, afetou o desenvolvimento do corpo luteo e/ou induziu a lutedlise
(Batista et al., 2019; O’Hara et al., 2014; Pugliesi et al., 2014).

A ultrassonografia Doppler surge como uma técnica importante que permite observar o
fluxo sanguineo de 6rgaos e estruturas reprodutivas, viabilizando o estudo da anatomia e fungao
do trato genital. Levando em conta que ocorrem mudangas hemodinamicas importantes no CL
durante o ciclo estral (Acosta et al., 2002; Brannstrom et al., 1998), a ultrassonografia Doppler
torna-se uma ferramenta util para avaliar a fungdo do CL (Matsui and Miyamoto, 2009).

Em sintese, € possivel perceber que a P4 possui um papel importante apds a concepgao,
e que estratégias que visem o aumento da concentracdo plasmatica deste hormdnio parecem ter
efeito na taxa de prenhez e na perda gestacional. Entretanto, muitos estudos sugerem a
necessidade de mais pesquisas a fim de esclarecer a inconsisténcia nos resultados, e ainda, se
estratégias de suplementacdo de P4 no diestro podem afetar a funcionalidade e vascularizacao
do CL.

A hipétese do presente estudo € de que o aumento de P4 apos a IATF, seja por aplicacao
de progesterona injetavel de longa acdo ou pela aplicacio de GnRH, ndo afeta o volume e a
perfusdo vascular do CL, e ainda promove incremento da taxa de prenhez e diminui¢do da perda
gestacional em vacas da ragca Nelore. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
impacto de diferentes estratégias para aumentar a progesterona (P4) plasmadtica sobre a
morfologia e a funcdo luteal. Adicionalmente, foi avaliado o efeito do aumento da P4 sobre a
taxa de prenhez e a perda gestacional de vacas da raga Nelore submetidas a IATF.
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5.2 Material e Metodos

5.2.1 Local, periodo e animais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/IV/UFRRIJ, — processo n° 9170310818 (ID 001055) e realizado em duas fazendas
comerciais no interior do estado de Sdo Paulo, Brasil.

Antes do experimento, os animas foram submetidas ao exame ginecologico, para
constatar possiveis alteragoes, selecionando somente animais sadios, livres de doencas que
afetam a reprodugdo e ainda sem anomalias no trato reprodutivo (brucelose, tubertulose,
campilobacteriose, triconomose, rinotraqueite infecciosa bovina, diarreia viral bovina, infec¢ao
uterina, cérvix tortuosa ou fibrosada etc). Foram utilizadas 939 vacas da raga Nelore, com
escore de condi¢do corporal médio de 2,9040,60 (escala de 1 a 5, considerado o um caquético
e 0 cinco obeso). Os animais foram mantidos em pastagens com predominancia de Urochloa
spp (U. decumbens), com acesso a bebedouros e recebendo mistura mineral ad libitum. Foram
utilizadas fémeas com um periodo pos-parto minimo de 40 dias e maximo de 80 dias, sendo
todos animais submetidos a0 mesmo manejo.

5.2.2 Sincronizac¢ao da ovulacido e IATF

Os protocolos hormonais para realizacao da IATF iniciaram em dia aleatério do ciclo
estral, sendo este dia considerado dia menos dez (D-10). Neste momento, foi inserido
dispositivo intravaginal novo contendo 0,5 g de progesterona (Primer®, Tecnopec, Sao Paulo,
Brasil) associado a aplicagao de 2,0 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®, Ouro Fino Satude
Animal), por via intramuscular. O dispositivo foi mantido por oito dias e, na sua retirada, foram
aplicados 500 ug de cloprostenol (Sincrocio®, Ouro Fino Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) +
400UI de gonadotrofina coridnica equina (Folligon®, MSD Saude Animal, Sao Paulo, Brasil)
+ 1,0 mg de cipionato de estradiol (SincroCP®, Ouro Fino Satide Animal, Sao Paulo, Brasil),
todos por via intramuscular. Dois dias apds a retirada do dispositivo, foirealizada a Inseminagao
Artificial em Tempo Fixo (IATF) pelo mesmo inseminador, sendo esse considerado D=0.

5.2.3 Tratamentos experimentais

Apo6s a IATF, os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo P4LA (n=305) no
qual as fémeas foram suplementadas com 150mg de progestigeno injetdvel de longa agdo
(Sincrogest LA®, Ourofino, Cravinhos/SP), i.m, em dose tnica, 7 dias apds a IATF; Grupo
GnRH (n=306), no qual as fémeas foram suplementadas com 10pug de acetato de buserelina
(Sincroforte®, Ourofino, Cravinhos/SP), i.m, no sétimo dia apds a IATF; Grupo Controle
(n=328) no qual os animais nao receberam nenhum tipo de suplementacao hormonal, porém
tiveram o mesmo manejo dos demais grupos (Figura 2). A distribui¢do dos animais nos
tratamentos ocorreu antes da suplementacao de P4, distribuindo a mesma proporcao de animais
ciclicos (presenca de corpo liteo) e aciclicos (anestro) em cada grupo.

5.2.4 Avaliacao ultrassonografica do CL

Para a avaliagdo ultrassonografica, foram utilizados 213 animais. A avaliacdo
ultrassonografica do CL foi realizada em dois momentos: sete (D7) e dezesseis (D16) dias apos
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a IATF, sempre pelo mesmo técnico, por via transretal com auxilio de ultrassom Doppler
Mindray, modelo Z5SVET, equipado com transdutor linear 75L50EAV e emissdo de onda de
5,0/7,5 Mhz padronizando o ganho total em 70%. As imagens dos corpos luteos foram
realizadas em modo B para determinacao das posi¢des e mensuragdo do seu diametro médio e
de eventuais cavidades luteais presentes, calculado pela média das duas maiores medidas
transversais, perpendiculares entre si, além de outra medida para calculo do volume (V). Este
foi estimado utilizando a seguinte equacao disponivel no manual do aparelho de ultrassom: V
(cm3)==n/6 x D1 (cm) x D2 (cm) x D3 (cm), em que D1, D2, D3 sdo o comprimento de trés
eixos do objeto de destino. Se um CL continha uma cavidade, o volume da cavidade era
determinado e subtraido do volume CL calculado, exceto em CLs com luteinizagdo incompleta.

Na avaliacdo do fluxo colorido do CL, as configuracdes foram padronizadas, a
frequéncia do transdutor foi fixada em 6,6 MHz, frequéncia de repeti¢do de pulso:1 KHz; e
posi¢ado de foco:1 (Siqueira et al., 2013).

Foi selecionada a imagem que apresentasse maior area de vascularizagdo do CL, sendo
posteriormente transferida para o Adobe Photoshop (CS4 version 11.0, Adobe Systems, San
Jose, CA, USA) onde foram selecionados somente os pontos coloridos em tons de azul e
vermelho. Posteriormente, com auxilio do programa Image J® (version 1.45s, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), foi extraido o histograma com a contagem do
numero de pixels, sendo possivel obter o nimero total de pixels coloridos e intensidade de cada
CL (Ginther, 2007).

5.2.5 Dosagem de progesterona sérica

Para dosagem sérica de progesterona, foram coletadas amostras de sangue de 20% dos
animais, no sétimo (D7) e no décimo sexto (D16) dia apos a IATF. As coletas foram realizadas
via pung¢do da veia coccigea em tubo de vacuo (Vacuette®, Greiner bio-one Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) de 10 mL sem aditivos. As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 min a 480 G
e mantidas em refrigeracdo a — 20° C até a posterior analise. As concentragdes séricas de P4
foram avaliadas pela técnica de radioimunoensaio em fase sélida, utilizando kits comerciais
(ImmuChem, MP Biomedicals, Santa Ana, Califérnia, EUA). O coeficiente intra-ensaio foi de
11%. Todos os dados estavam dentro do ponto maximo e minimo da curva.

5.2.6 Diagndstico de gestacio e da perda gestacional

Os diagnosticos de gestacao (DG) e da perda gestacional (PG) foram realizados com
auxilio da ultrassonografia transretal (Mindray D2200 vet). O DG foi realizado 30 dias apos a
inseminacao, sendo a confirmagao da prenhez baseada na visualizagao da vesicula embrionaria
com a presenca de embrido viavel (presenca de batimento cardiaco). J4 a PG foi avaliada 60
dias apos a inseminagdo artificial (perda entre 30 e 60 dias de gestagdo), sendo a confirmagao
da perda quando ndo se observava um feto vidvel em um animal diagnosticado como gestante
na avaliagdo anterior.
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Figura 2. Representacdao esquematica do desenho experimental: (IATF) inseminacao artificial
em tempo fixo; (CONTR) controle; (P4) progesterona; (GnRH) hormoénio liberador de
conadotrofina; (US) ultrassonografia; (DG) diagnostico de gestacao; (PG) perda gestacional.

5.2.7 Analise estatistica

As variaveis: 1) taxa de prenhez e, 2) perda gestacional em fun¢ao dos tratamentos
foram comparadas pelo procedimento GLIMMIX do SAS (Versao 9.4; SAS Institute).

Foram incluidos no modelo os tratamentos (CONTR, GnRH e P4LA), ciclicidade,
escore de condi¢do corporal, fazenda, inseminador, touro e interagcdes. Para o modelo final, as
variaveis foram removidas, com base no critério da estatistica de Wald quando P > 0,20. As
variaveis incluidas no modelo final para analise de taxa de prenhez foram tratamento.

As variaveis continuas: 1) volume; 2) nimero de pixel; 3) intensidade do CL e 4)
concentragdes de P4 foram testadas de acordo com sua homogeneidade e normalidade e
analisadas pelo procedimento PROC MIXED do SAS, sendo consideradas somente as vacas
ovuladas.

Diferengas significativas foram consideradas para P< 0,05, enquanto as diferencas entre
P> 0,05 ¢ P 0,07 foram consideradas como tendéncia. Os dados foram apresentados como
médias + erro padrdo e como porcentagens para resultados continuos e bindrios,
respectivamente.

5.3 Resultados

Os resultados referentes ao volume e perfusdo vascular do CL, a concentracao de P4 (7
e 16 dias apos a ovulagdo) em fungdo dos tratamentos sdo apresentados na Tabela 1. Nao foi
observada diferenca (P > 0,28) entre os tratamentos nas varidveis volume, nimero de pixels e
intensidade do CL, assim como em relagdo a concentragdo de P4, 7 dias apds a ovulacao.

Com relacdo ao volume do CL, 16 dias apds ovulagdo, ndo houve diferenca entre os
grupos tratados.

O nimero de pixels e a intensidade do CL, 16 dias ap6s a ovulacdo, foi menor nos grupos
P4LA e GnRH quando comparados ao grupo controle (P <0.01). As concentra¢des plasmaticas
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de P4, 16 dias apds a ovulacao, foram maiores nos grupos P4LA e GnRH em relagdo ao grupo
controle (P = 0,04).

Tabela 1. Parimetros ultrassonograficos de vacas Nelores relacionados a caracteristica
morfologica e funcionalidade do corpo luteo e concentragiao plasmatica de progesterona, 7 e

16 dias ap6s ovulagdo, em fungdo dos tratamentos (Controle, PALA, GnRH).

Controle P4LA GnRH P
67 61 67
CL7 vol
() 42(02)  43(02)  44(02) 077
CL7_pix 2349 (115.4) 2432 (147.6) 2176 (112.3)  0.48
CL7_in 283314 277089 254350 0.56
(16494.5)  (17678.9)  (12726.1)
o P4 d7
s _
k (ng/ml) 1.8(02)  20(0.1)  22(02) 023
3  CL16 vol
(cm3) 42(02)  43(02)  44(02) 081
CL16_pix 2574a(138.2) 1839b (84.2) 2004b (88.7) <0.01
CL16_in 297300  223894b  245733b
(15309.3)  (10496.9)  (11445.5)
P4 d16
(ng/ml) 2.5b(0.2) 3.5a(0.4)  3.4a(0.4) 0.04

Control= Controle, PALA= Progesterona de Longa A¢do, GnRH= Hormoénio Liberador de Gonadotrofina, CL= Corpo Luteo,
D7=dia 7 apds a ovulagdo, D16=dia 16 apds ovulagdo, VOL= Volume, Pix= Pixel, In= intensidade, P4= concentragio de
progesterona

A tabela 2 apresenta a taxa de prenhez e perda gestacional de fémeas da raca Nelore em
funcao dos tratamentos. Houve diferenca na taxa de prenhez em fun¢ao dos tratamentos (P =

0,003). Foi observada tendéncia de menor perda gestacional do grupo P4ALA comparado ao
controle (P = 0,07).

Tabela 2. Taxa de concepgdo e perda gestacional de vacas Nelores submetidas a IATF em
funcdo dos tratamentos com GnRH e P4 LA.

Control P4LA GnRH P
TC 47.8%" (157/328) 57.4%" (175/305) 55.5%" (170/306) 0.003
PG 15.2%" (24/157) 7.4%" (13/175) 10%° (17/170) 0.07

Control= Controle, PALA= Progesterona de Longa A¢fo, GnRH= Hormoénio Liberador de Gonadotrofina, TC= Taxa de
Concep¢do, PG=Perda Gestacional.
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5.4 Discussao

A hipotese de que o aumento na concentragdo de P4 apos a IATF, por aplicagdo de P4
injetavel de longa acao ou GnRH, ndo afeta o volume e a perfusdo vascular do CL foi rejeitada.
Os parametros de volume, funcionalidade do CL e concentragdo de P4 ndo diferiram entre os
tratamentos, 7 dias ap6s a ovulagdo. No dia 16 apos a ovulagao, ndo houve alteragdo no volume
do CL em fun¢do dos tratamentos. No entanto, foi observada diferenga com relagdo ao nimero
de pixels e intensidade, onde os grupos P4LA ¢ GnRH apresentaram menor perfusdo vascular
quando comparados ao grupo controle. Adicionalmente, os grupos PALA e GnRH apresentaram
maiores concentra¢des de P4 comparados ao grupo controle.

Miyamoto et al. (2009) sugeriram que a reducdo da capacidade do CL em produzir
progesterona pode ser devida a diminuicdo do tamanho e do suprimento sanguineo. A
vascularizacao do CL permite inferir indiretamente sobre a sua funcionalidade e capacidade de
produzir progesterona (Acosta e Miyamoto, 2004). O fluxo sanguineo do corpo liteo tem sido
sugerido como sendo mais apropriado do que o tamanho para a avaliacao da sua fun¢do (Herzog
et al., 2010). Desta forma, a ultrassonografia Doppler permite aprofundar o estudo da
vascularizagdo e consequentemente da funcionalidade dos tecidos e orgdos reprodutivos
(Pugliesi et al., 2017).

Garcia-Ispierto e Lopez-Gatius (2012) avaliaram os efeitos do GnRH ou tratamento com
progesterona durante 14 dias sobre a progesterona plasmatica e fluxo sanguineo do corpo lateo
em vacas leiteiras. Estes pesquisadores observaram que o tratamento com progesterona (PRID)
e GnRH (Gonadorelina), cinco dias apds a inseminagdo, aumentou a concentragdo de
progesterona durante a fase latea do ciclo apos A, somente no grupo GnRH. Eles ainda notaram
que o tratamento com progesterona causou diminui¢do do fluxo sanguineo do corpo luteo, mas
nao foi observado o mesmo efeito em relacao ao grupo tratado com GnRH.

Outros estudos relataram um efeito adverso ao tratamento com P4 exdgena, observando
um aumento na luteolise precoce (O’Hara et al., 2014; Pugliesi et al., 2014). Apesar dos grupos
suplementados apresentarem menor perfusdao vascular, tal aspecto ndao foi observado no
presente estudo e essa diferenca pode ser explicada pelo tipo de progesterona usada, dose e
ainda pelo dia da aplicagdo. Pugliesi et al. (2014) observaram maior frequéncia de luteolise
precoce em animais suplementados com 300mg de P4 injetavel de longa agdo 2 dias apos a IA
enquanto O Hara et al. (2014) avaliaram animais tratados com dispositivo de progesterona, do
dia 3 a 5 ou até 7 dias ap6s ovulagao.

No presente estudo a diminui¢ao da perfusao vascular do CL foi observada nos grupos
suplementados, mas por outro lado, as concentragdes plasmaticas de P4 foram maiores. Tal
discrepancia pode ser explicada pelo dia da aplicacdo (7 dias apds a ovulag@o) e analogo usado
(Buserelina; PALA). Entretanto, € possivel que a redugdo da perfusdo vascular esteja associada
também a alteragdes na funcionalidade do tecido luteal. Estudar o processo necessario para o
6timo desenvolvimento da atividade secretoria do CL ¢ essencial para entender as causas da
reducdo desta (Miyamoto et al., 2009).

O fluxo sanguineo e a sintese de P4 foram examinados em vacas que receberam
gonadotrofina coridonica humana (hCG) sete dias apds a ovulagdo (Beindorff et al., 2009). Os
parametros foram medidos 12, 24 e 48 horas apds o tratamento. Observou-se que a perfusdo
vascular do CL foi apenas transitoriamente elevada uma hora apds a injecdo de hCG e a
concentragdo de P4 mostrou um aumento de 48 horas apds a aplicacdo. Esses resultados
sugerem que os tratamentos hormonais afetam de forma diferente a perfusdo vascular do CL e
a secrecao lutea.

A fisiologia com relagdo a perfusdo vascular do CL e de sua regulacdo ndo ¢ totalmente
compreendida. Como o CL produz progesterona, uma das hipoteses sugeridas ¢ que esse
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hormoénio pode ser responsavel por manter uma baixa resisténcia vascular no CL (Ellinwood,
1978). Assim, a progesterona pode levar a vasodilatagdo dos vasos ovarianos (Ford, 1981).

De Tarso et al. (2017) observaram correlagdes altas entre o fluxo sanguineo do corpo
lateo com a concentragdo plasmatica de P4. Em contraste, outros estudos ndo observaram
nenhuma correlagdo significativa (Liittgenau et al., 2011) ou correlagdo positiva moderada
(Herzog et al., 2010) entre perfusdo vascular e P4 plasmatico.

Estudos anteriores mostraram que a administragdo de GnRH, um agonista de GnRH ou
hCG ap6s a IA, na presenca de foliculo dominante na primeira ou segunda ondas foliculares,
pode induzir a formagdo de CL acessorio, e consequentemente aumentar a concentragdo de P4
(Stevenson et al., 2007). Assim como a utilizagdo de uma fonte exégena de P4 apds a ovulagao
aumenta as concentracdes plasmaticas de progesterona (Lima et al., 2009; Thuemmel et al.,
1992; Whisnant and Burns, 2002). Estudando o efeito da suplementagdao de P4 injetavel de
longa agdo, Lima et al. (2009) encontraram concentracdo média de progesterona de 2,87 ng/mL,
utilizando doses de 450 e 750 mg de P4 injetavel em vacas de leite. JA Whisnant e Burns (2002)
observaram que as concentracdes de P4 mantiveram-se elevadas por 12-13 dias, chegando a um
pico de concentracdo de até 5 ng/mL.

Embora os grupos PALA e GnRH tenham apresentado menores fluxos sanguineos, as
concentragdes plasmaticas de P4 foram maiores. A suplementacdo direta de P4 (P4LA) e
formacao de corpos luteo acessorios podem explicar esse fato.

Dos animais avaliados e tratados com GnRH, 40,3% (27/68) apresentaram corpo liteo
acessorio 16 dias apds a ovulacao. Akhtar et al.(2018), avaliando a utilizacdo de GnRH e hCG
7 dias apds a IA, relataram 50% de formagdo de CL acessorio no grupo GnRH (acetato de
lacerilina). Ainda em outro estudo avaliando inducdo de corpo luteo acessorio e prenhez em
receptoras de embrido, foi observado que 51% dos animais tratados apresentavam corpos lateos
acessorios (Pinto et al., 2015). Tal diferenga entre as porcentagens de formagao de CL acessorio
pode ser explicada pelo tipo de andlogo de GnRH utilizado.

A hipotese de que a suplementacao de P4 apos a IATF, por aplicacao de P4 injetavel de
longa a¢do ou GnRH, promove melhora na taxa de prenhez e diminui¢cdo da perda gestacional
em vacas da raga Nelore foi confirmada. No presente estudo, o aumento significativo nas
concentragdes plasmaticas de P4 nos grupos suplementados corroborou com maiores taxas de
prenhez (Tabela 2).

Viérias estratégias anti-luteoliticas vem sendo estudas com o intuito de aumentar a
qualidade embrionaria e a eficiéncia reprodutiva. Dentre as estratégias empregadas estdo a
formacao de corpo luteo acessorio, pela aplicagdo de horménios como hCG ou GnRH, ou
suplementando de P4 de maneira exdgena via dispositivos de liberagdo lenta, via oral ou ainda
utilizacdo de progesterona injetavel de longa a¢do (Junior et al., 2017; Larson et al., 2006;
Nascimento et al., 2013; Pugliesi et al., 2015).

Ainda assim, apesar de alguns estudos apresentarem efeito benéfico do aumento das
concentragoes de P4 no desenvolvimento embrionario em bovinos, os resultados com relacao a
taxa de prenhez sdo inconsistentes (Lonergan, 2011).

Em uma meta-analise sobre utilizagdo GnRH ou hCG na formagao de corpo lateo
acessorio e seu efeito na prenhez, Besbaci et al. (2020) concluiram que os estudos sobre o
assunto falharam em fornecer um consenso sobre os beneficios de tais tratamentos, uma vez
que alguns relatam efeito benéfico da utilizacdo de GnRH ou hCG com relagdo a prenhez
enquanto outros ndo mostram os mesmos resultados (Dahlen et al., 2010; Howard et al., 2006;
Szenci et al., 2006; Willard et al., 2003). Wiltbank et al. (2014) realizaram uma meta-analise
de 30 trabalhos sobre suplementagdo de P4 apds a inseminagao artificial, sendo que somente 6
trabalhos apresentaram diferenca na taxa de prenhez (P < 0,05).

Segundo Binelli et al. (2017), a progesterona esta envolvida no processo de expressdo
de alguns genes que favorecem o desenvolvimento embrionario. Desta forma, fémeas com
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baixas concentragdes de P4 no inicio do diestro poderiam ter taxas de prenhez mais baixas por
conta da ingeréncia no desenvolvimento embriondrio e no reconhecimento materno da
gestacao.

Experimentos mais recentes desenvolvidos com base na suplementacgao de P4 apds a [A
apresentaram resultados satisfatorios com utilizagdo de GnRH ou hCG (Akhtar et al., 2018;
Stojanov et al., 2020) ou ainda com P4 de longa agdo (Couto et al., 2019; Pugliesi et al., 2016).

De forma contraria, alguns estudos avaliando a influéncia de estratégias de incremento
de P4 plasmatica na fertilidade ndo mostraram melhores resultados nas taxas de prenhez, apesar
das concentra¢des maiores de P4 nos grupos suplementados. A administragdo de GnRH, cinco
dias apds a IA, em vacas de leite, aumentou a concentragdo de P4 no 13° dia apos a IA, no
entanto, as taxas de prenhez ndo foram diferentes entre o grupo GnRH e o controle (Howard et
al., 2006). Vasconcelos. et al. (2014) demostraram que a concentragdao de P4 foi maior no grupo
tratado, mas tal efeito ndo foi observado na taxa de prenhez de fémeas tratadas com GnRH em
relacdo ao grupo controle.

Em outro estudo avaliando a administracdo de buserelina (andlogo do GnRH),
observou-se um aumento no numero de corpos luteos acessorios, no entanto esse fato nao foi
capaz de aumentar as concentragdes plasmaticas de P4 e a taxa de prenhez (Pinto et al., 2015).

Estudos que avaliaram a suplementacao de P4 por dispositivos intravaginais nas duas
primeiras semanas apds a inseminagdo artificial ndo observaram diferenca significativa na
perda gestacional (Arndt et al., 2009; Lima et al., 2009; Monteiro et al., 2015). Entretanto, com
relacdo as perdas gestacionais, no presente estudo foi observada uma tendéncia de menor perda
do grupo P4LA comparado ao controle (P = 0,07).

Ataman et al. (2011) utilizaram 20 pg de buserelina (GnRH) 12 dias apds a IA e
avaliaram os efeitos nas concentragdes plasmaticas de P4 e nas perdas gestacionais. Estes
autores observaram que as concentragdes de P4 entre 18 e 21 dias foram maiores para o grupo
suplementado, mas nao houve impacto nas perdas gestacionais. Adicionalmente, alguns estudos
utilizando acetado de melengestrol (MGA) (Junior et al., 2017), P4 de longa agao (Souza et al.,
2013), hCG (Gonzalez et al., 2017) ou dispositivo de progestageno (Arndt et al., 2009) na
primeira semana pos [A, mostraram um aumento na concentragao plasmatica de P4, porém a
perda gestacional ndo foi afetada pelo tratamento.

Ainda, Bartolome et al. (2005) avaliaram a aplicagdo de GnRH 5 ou 15 dias apos a
IATF, ndo demonstrando efeito nas taxas de prenhez, entretanto, as perdas gestacionais entre
27 e 55 dias foram reduzidas nos grupos GnRH.

Outro estudo utilizando P4 de longa ac¢ao (150 mg) 5 ou 11 dias apos a IATF constatou
menor perda gestacional dos animais tratados comparado com animais nao suplementados
(Couto et al., 2019). Garcia-Guerra et al. (2020) avaliaram o efeito da administracdo de 200 mg
de GnRH no D5 apds ovulagdo em novilhas receptoras de embrides e observaram que a indugao
de um CL acessoério pelo tratamento com GnRH no D5 aumentou a P4 circulante e foi associada
a uma reducdo na perda gestacional em receptoras de embrides produzidos in vtiro. No entanto,
ndo houve efeito do tratamento com GnRH na taxa de prenhez.

Tal discrepancia entre os resultados com relagdo a diminuigdo das perdas gestacionais
pode ser explicada pelos diferentes andlogos de GnRH testados, e sobretudo pelo momento da
suplementagdo e categoria animal.

Ainda que haja consenso no importante papel da progesterona na manutencdo da
prenhez, ainda existe discussdes sobre se um aumento nas concentracdes de P4 no diestro
aumentar3 a fertilidade. Mesmo apds algumas décadas de pesquisa, os resultados sobre o efeito
do aumento de P4 na fertilidade ainda sdo conflitantes.

Besbaci et al. (2020) analisaram 52 artigos sobre inducdo de CL acessorio, sendo
observado que os tratamentos com GnRH ou hCG melhoram a prenhez somente em vacas com
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baixa fertilidade (muito baixa <30% ¢ baixa de 30,1 a 45%). Por outro lado, o tratamento de
vacas com muito boa fertilidade (> 60,1%) ndo resultou em qualquer beneficio.

Além disso, outros estudos que avaliaram o efeito da suplementacdo de P4 sobre as
perdas gestacionais relataram maior perda em vacas em anestro comparadas com vacas leiteiras
ciclicas (Santos et al., 2004; Sterry et al., 2006; Stevenson et al., 2007), apontando que a
ciclicidade antes da inseminagao poderia ter relevancia na manutengdo da gestacao.

Ademais, outros fatores ainda podem estar envolvidos no sucesso do incremento das
concentragdes de P4 e melhora na fertilidade. Friedman et al. (2012) observaram que a
suplementagdo de P4 aumentou a fertilidade apenas em vacas com baixo escore de condigao
corporal e em vacas com patologias reprodutivas pos-parto. Outros estudos avaliando efeito da
suplementagao de P4 relataram melhora somente em primiparas (Nascimento et al., 2013;
Santos et al., 2001; Urzaa et al., 2009) e durante os meses de verdo em gado de leite (Fischer-
Tenhagen et al., 2010).

5.4 Conclusao

Nas condigdes do presente estudo, a suplementacao de P4 no sétimo dia ap6ds a IATF,
por aplicagdo de P4 injetavel de longa acdo ou GnRH, afetou a perfusdo do CL e aumentou as
concentragdes plasmaticas de progesterona dezesseis dias apos a ovulagdao, aumentado as taxas
de prenhez em relagdo ao grupo controle.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Muitos animais falham em conceber por uma série de fatores que muitas vezes sao
desconhecidos por profissionais da area. O conhecimento das causas envolvidas ¢ fundamental
para definir estratégias com intuito de melhorar o desempenho reprodutivo.

O temperamento excitavel em fémeas da raca Nelore afeta o desempenho reprodutivo
do rebanho sendo uma caracteristica importante com influéncia nas concentra¢des de cortisol
que afetam as estruturas ovarianas como o tamanho dos foliculos e corpo luteos, e ainda,
animais excitaveis apresentam menores fluxos sanguineo no corpo luteo dezesseis dias apos a
ovulagdo. Logo, estratégias que proporcionem um aumento na concentracdo plasmatica de
progesterona, podem melhores resultados em programas de IATF.

Apesar da utilizagdo de GnRH e P4LA afetar a vascularizagdo do CL, as concentragdes
plasmaticas de progesterona dezesseis dias apds a ovulagao foram maiores. Além disso, estas
estratégias de suplementacdo de P4 melhoraram as taxas de concep¢ao em animais excitaveis.
Sendo uma alternativa viavel a fim de minimizar o impacto negativo do estresse e melhorar os
indices reprodutivos. Com isso, € possivel alinhar quais as melhores estratégias de incremento
de progesterona plasmatica afim de contribuir para melhora nos indices reprodutivos.
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