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RESUMO



O objetivo foi alcangar um procedimento simples e eficaz para IATF, com taxas de prenhez
aceitaveis, entre as usadas com os métodos tradicionais com dispositivo intravaginal. No
experimento 1, vinte vacas Brangus multiparas, lactantes, com 70 dias pos-parto, foram
alocadas em dois grupos. Um grupo recebeu dispositivo intravaginal de progesterona (Grupo
P4IVD; n=10; SINCROGEST®; 1g) e 0 outro grupo recebeu uma inje¢do de progesterona de
a¢do prolongada (Grupo P4i; n=10; SINCROGEST®; 30mg/sc). A avalia¢do ultrassonografica
da dinamica folicular foi realizada diariamente entre o dia O e o dia 10 do protocolo. O sangue
foi coletado nos dias 10, 11 e 15 do protocolo para avaliacdo sérica de P4. No experimento 2,
setenta vacas Brangus, multiparas, lactantes, com 70 dias pds-parto, foram alocadas em dois
grupos. Um grupo experimental recebeu o dispositivo intravaginal de progesterona (Grupo
P4IVD; n= 35; SINCROGEST®; 1g) € no outro grupo os animais receberam uma aplica¢io
com progesterona de agdo prolongada (Grupo P4i; n= 35; SINCROGEST®; 300mg/sc) no dia
0. As taxas de crescimento folicular do D6 até o D9 nao diferiram entre os grupos dispositivo
vaginal (1,36 + 0,17 mm/dia) e injetavel (1,47 £ 0,17 mm/dia; P>0,05). Da maneira similar, as
taxas de ovulagdo ndo diferiram entre esses dois grupos (P4IVD 4/10 vacas; P4i 5/10 vacas;
P>0,05). Nos dias 10 e 11, as concentragdes séricas de progesterona foram maiores nos animais
que receberam progesterona injetavel (D10: 0,36 + 0,15 ¢ 1,89 £ 0,15ng/mL, para PAIVD e P4i,
respectivamente; P < 0,0001; D11: 0,41 £ 0,11 e 1,59 + 0,11 ng/mL, para P4IVD e P4i,
respectivamente; P <0,0001). No D15, essa diferenca entre os grupos P4IVD (2,63 + 0,49
ng/mL) e P4i (2,52 £ 0,49 ng/mL) na concentragdo sérica de progesterona nido foi mais
observada (P>0,05). No entanto, as taxas de prenhez aos 30 dias apos IATF foram maiores no
grupo P4IVD (48%) do que no grupo P4i (2%; P<0,05). Concluimos que as concentragdes de
progesterona injetavel permanecem elevadas no periodo periovulatério, o que pode ter causado
a baixa taxa de prenhez, entretanto, novos experimentos devem ser realizados para confirmar e
ajustar a dose de progesterona injetavel.

Palavras-Chave: Foliculo, Ovulacdo, Prenhez, IATF, Ultrassonografia.



ABSTRACT

Intense food production has been required to supply the growing consumption all over the
world. Therefore, high technology is required for this production, demanding new agricultural
management systems and biotechnological alternatives. The objective of this work was to
develop a FTAI protocol with long-acting injectable progesterone and control of follicular
development and ovulation with eCG and GnRH. The goal was to obtain, at the end of the
experiments, a simple, effective procedure for FTAI, with pregnancy rates among those
obtained with traditional methods with an intravaginal progesterone device. In experiment 1,
twenty multiparous suckling Brangus cows,70 days postpartum, were allocated in two groups.
One group received an intravaginal progesterone device (Group P4IVD; n=10;
SINCROGEST®; 1g) and the other group received long-acting progesterone injection
(GrupoP4i; n=10; SINCROGEST®; 300mg/SC). The ultrasound evaluation for follicular
dynamics was performed daily. Blood was obtained on Day 10, 11 and 15 for P4 evaluation. In
experiment 2, seventy multiparous suckling Brangus cows, 70 days postpartum, kept in native
field, with a body condition score between 2.5 and 3.5 were allocated in two groups: in one
group the cows received an intravaginal progesterone device (Group P4IVD; n=35;
SINCROGEST®; 1g) and in the other group the animals were injected a long-acting
progesterone (Group P4i; n= 35; SINCROGEST®; 300mg/SC) on day 0. Animals from both
groups were inseminated at a fixed time. All statistical analyzes were performed using the JIMP
statistical package (SAS Institute Inc., Cary, NC), considering a significant level P<0.05.
Follicular growth rates from D6 to D9 did not differ between the vaginal device (1.36 = 0.17
mm/day) and injectable P4 (1.47 + 0.17 mm/day; P>0.05) groups. Similarly, ovulation rates did
not differ between these two groups (P4IVD 4/10 cows; P4i 5/10 cows; P>0.05). On days 10
and 11, serum progesterone concentrations were higher in animals that received injectable
progesterone (D10: 0.36 + 0.15 and 1.89 + 0.15 ng/mL, for P4IVD and P4, respectively; P
<0.0001; D11: 0.41 £0.11 and 1.59 + 0.11 ng/mL, for PAIVD and P4i, respectively; P<0.0001).
On D15, this difference between the P4IVD (2.63 = 0.49 ng/mL) and P4i (2.52 + 0.49 ng/mL)
groups in serum progesterone concentration was no longer observed (P>0, 05). However,
pregnancy rates at 30 days after FTAI were higher in cows in the P4IVD group (48%) than in
those in the P4i group (2%; P<0.05). We conclude that injectable progesterone concentrations
remain high in the periovulatory period, which may have caused the low pregnancy rate;
however, further experiments should be performed to confirm and adjust the injectable

progesterone dose.



Keywords: Follicle, Ovulation, Pregnancy, FTAI, Ultrasonography.
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Figure 1. Experiment 1: Follicular dynamics in cows submitted to a protocol with progesterone
device (Group P4IVD; device with 1g progesterone; n=10) or injectable progesterone (Group
P41, 300mg progesterone sc; n=10). Experiment 2: 75 cows were randomly allocated to P4IVD
or P4i groups to assess pregnancy rate. PG: 526ug of cloprostenol. eCG: 300IU equine
chorionic gonadotropin. GnRH: 10ug of buserelin 36h after removal of the device from the
animals in the P4IVD group and at the same time for the cows in the P4i group. TAI: Artificial
insemination 16h after GnRH. EB: Estradiol benzoate (2mg). Triangles (V) represent

ultrasound assessment for assessment of follicular diameter, ovulation, or pregnancy diagnosis.

Star (%) represents blood collection for serum progesterone measurement.

Figure 2. Follicular growth (FC) of new emerging wave in Brangus cows ( Bos taurus indicus
X Bos taurus taurus ) during Days 6 and 9, synchronized with injectable progesterone (P41) and

intravaginal progesterone device (P41VD).

Figure 3. Percentage of ovulation on Day 10 in Brangus cows ( Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus ) after receiving an application of 10ug of buserelin acetate , in the group with
intravaginal progesterone device (P4IVD) and in the injectable progesterone group (P4i).

Statistical analysis was not performed due to the small sample size in each group.

Figure 4. Mean serum levels and standard error of progesterone (P4) (ng/ml) in Brangus cows
(Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) in both injectable progesterone (P41) and progesterone
intravaginal device (P4IVD) groups, on Days 10 (ovulation), 11 and 15, reinforcing that the
animals in experiment 1 were not inseminated. Arrows marked with an asterisk represent the

statistical difference between groups (P>0.05).

Figure 5. Evaluation of the percentage of pregnancy, performed by ultrasound at 30 days of

gestation in Brangus cows (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus). In experiment 2 all animals



from both injectable progesterone (P4i) and progesterone intravaginal device (P41VD) groups

were inseminated. Columns with an asterisk represent the divergence between groups.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o IPEA (Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada), o crescimento do
PIB em 2022 ser4 fortemente influenciado pelo setor agropecuario com proje¢do de crescimento
de 2,8% e dos servigcos com alta para 1,3%, visto que em 2021 tivemos uma queda de 1,8%
para 1,1% ocasionado pelo impacto negativo da inflacdo sobre o poder de compras da familia
(IPEA, 2022). O agronegocio ¢ responsavel por uma parte significativa do Produto Interno
Bruto (PIB) do Brasil, sendo a bovinocultura de corte um dos pilares desse resultado (GOMES;
GASPERINI, 2020). Mesmo com a crise em todos os setores do mundo, as exportagdes
brasileiras de carne bovina registraram um aumento de 16,3% no ano de 2021 (SEPEC, 2022).

O crescimento da populacdo mundial, fomenta ainda mais o agronegdcio a procurar
solugdes para que seja possivel produzir alimentos com qualidade para atender a demanda da
populacao por alimentos. Todavia, os impactos sociais e ambientais gerados pelo aumento da
produ¢do demandam que sejam implantados novos sistemas no manejo e alternativas para as
biotecnologias ja existentes (GOMES; GASPERINI, 2020).

A reproducdo ¢ uma das bases da bovinocultura mundial e, quando ndo atinge suas
metas de desempenho, pode representar grandes perdas econdmicas (SARTORI; BARROS,
2011). Dentre as biotécnicas aplicadas a reproducdo animal utilizadas na bovinocultura, a
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) tem sido amplamente utilizada (SIMOES et al.,
2018).

A TATF tem o objetivo de promover a sincronizagdo da ovulacdo das fémeas bovinas
apos a administracdo de hormonios em dias pré-determinados e permitir inseminar um lote de
vacas em um dia pré-fixado, sem a necessidade de observacao de cio (TAROUCO et al., 2020).
O uso dessa ferramenta permite antecipar a concep¢do em comparagdo a protocolos de
inseminacdo artificial convencionais e concentrar dessa forma os nascimentos em um unico
periodo. Como resultado, tem-se a expectativa de que se eleve a probabilidade de uma nova
prenhez na estacao subsequente (GOTTSCHALL et al., 2008).

O estudo da fisiologia reprodutiva do bovino, junto com a caracterizagdo e a
compreensdo da dinamica folicular, especialmente das ondas foliculares, tem sido essencial
para o desenvolvimento dos protocolos de IATF (THATCHER; SANTOS, 2007). Os
tratamentos hormonais aplicados a esta biotecnologia t€ém como objetivo chegar a quatro

resultados fisiologicos: 1) sincronizar uma onda folicular ovariana, 2) otimizar as condigdes
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para o desenvolvimento do foliculo ovulatorio, 3) sincronizar a regressdao do corpo luteo e 4)
sincronizar a ovulagdo (VASCONCELOS, J. L. M. et al., 2018).

Um dos métodos para a sincronizagdo da ovulagdo dentro de um protocolo de IATF para
bovinos ¢ o uso de estrogenos em forma de ésteres de estradiol [benzoato de estradiol (BE) ou
cipionato de estradiol (ECP)], juntamente com um progestdgeno, principalmente a
progesterona, para mimetizar os niveis hormonais do corpo luteo (CL) fisiologico (BO;
BARUSELLI, 2014).

A indugdo da ovulagdo pode ser realizada através da administracdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou de ésteres de estradiol (BE ou ECP) (CIPRIANO et al.,
2011). Pesquisadores avaliaram o efeito do GnRH na indugdo da ovulacdo e observaram que
esse hormdnio tem a capacidade de sincronizar o momento da ovulagdo (MEE et al., 1990).

Entre os dispositivos de liberag@o de progesterona utilizados na IATF esté o intravaginal
e um dos maiores obstaculos em utiliza-lo ¢ a possibilidade de induzir vaginites em fémeas
bovinas (ARTHINGTON, 2017). A infeccdo do epitélio vaginal facilita a contaminagdo e
inflamag¢do do endométrio uterino, podendo ocasionar endometrite nesse animal (WALSH et
al., 2008). A reutilizagdo do dispositivo intravaginal também ¢ um aspecto importante, visto
que, pode transmitir doencas como Rinotraqueite Infecciosa dos Bovinos (IBR) e Diarreia Viral
Bovina (BVD), as quais levam a consideraveis perdas economicas (JUNQUEIRA, J. R. C.;
ALFIERI, 2006).

Uma alternativa ao dispositivo intravaginal ¢ a progesterona injetavel, essa forma
apresenta beneficios como manejo e custo reduzido, especialmente em locais com grandes
quantidades de fémeas em idade reprodutiva, vantagens higiénicas e sanitdrias quando
comparamos, por exemplo, com os dispositivos intravaginais (MOROTTI et al., 2013). Outra
vantagem ¢ de ndo apresentar problemas com o descarte dos dispositivos no meio ambiente e
nem problemas relacionados a perda do dispositivo e a ndo sincronizac¢ao do estro (MOROTTI
etal.,2018).

No entanto o metabolismo completo da progesterona injetavel ainda ndo foi totalmente
descrito sendo necessario mais estudos sobre sua agao ¢ metabolizagdo (CAMPOS, J. T. et al.,
2016). Essa molécula de progesterona de uso parenteral no inicio do protocolo como substituta
do implante est4 descrito em poucos trabalhos até¢ o0 momento (OLIVEIRA; SILVA, 2019).

A nossa hipdtese foi que, apds uma unica inje¢do de longa a¢do para manter os niveis
de progesterona, o foliculo dominante seria estimulado ao crescimento com eCG e a ovulagao
ocorreria apos aplicagdo de GnRH, permitindo a liberagdo do odcito e altos indices de

fecundacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema reprodutivo da fémea bovina

O trato genital de vacas ¢ constituido por ovarios, ovidutos, utero, vagina e genitalia
externa (vestibulo, labios vulvares e clitéris) (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Se fizéssemos uma
observagdo em uma secdo transversal de qualquer um dos tubos componentes do trato
reprodutivo feminino, veriamos que a se¢do transversal ¢ composta por camadas semelhantes
em todas as regides do trato, esses componentes sdo a serosa, muscular, submucosa € mucosa
(SENGER, 2008).

Os ovarios sdo 6rgaos pares, que se localizam até o ter¢o ventral da cavidade abdominal,
cranialmente ao pubis sdo sustentados pelo mesovario e irrigados pela artéria ovariana,
desempenham funcdo endocrina (esteroidogénese) e exocrina (gametogénese) (KONIG, 2016).
Possuem uma zona medular (estroma) onde se localizam nervos, vasos sanguineos e linfaticos
e uma zona cortical (regido parenquimatosa) na qual se desenvolvem os foliculos ovarianos e
os corpos luteos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O foliculo ¢ uma das estruturas morfofuncionais do ovario, ¢ uma unidade altamente
organizada e constituida pelo odcito. Sua fung¢do ¢ manter um ambiente ideal para o
crescimento, maturacao oocitaria e sintese de horménios (ALVES et al., 2003).

A populacado folicular ovariana ¢ heterogénea, de acordo com os aspectos morfoldgicos,
os foliculos podem ser classificados em: 1) foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios, que
abrangem os foliculos primordiais e primdrios e 2) foliculos antrais ou cavitdrios,
compreendendo os foliculos secundarios, tercidrios (subordinados e dominantes), de Graaf ou
pré-ovulatorio (JUNQUEIRA, L. C. U.; CARNEIRO, 2008).

O corpo luteo ¢ uma estrutura glandular transitdria, que inicia seu desenvolvimento no
ovario, logo ap6s a ovulagdo, sob a agdo de um conjunto de fatores mitogénicos, angiogénicos
e de crescimento, os quais agem sobre as células da teca e da granulosa remanescentes
determinando a luteinizacdo (GORETE; SALLES, 2016).

A artéria ovariana irriga ndo somente o ovario como também o oviduto e a regido
anterior dos cornos uterinos e portanto, qualquer substancia transferida a partir da veia utero-

ovariana ira atingir todos estes tecidos (EINER-JENSEN; HUNTER, 2005).
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Os vasos linfaticos que drenam o ovario estdo entrelagados com o pediculo vascular
utero-ovariano sendo que o CL tem o fluxo aumentado durante a fase luteal e durante a prenhez
(STAPLES; FLEET; HEAP, 1982).

Os ovidutos estdo em intima relagdo anatdmica com os ovarios, sao divididos em 3
estruturas funcionais. A primeira delas ¢ chamada de infundibulo, no qual se localizam as
fimbrias, que tem por fungdo captar os oocitos liberados pelo ovario. No segmento médio do
oviduto, se encontra a ampola, na qual ocorre o processo de fertilizagdo. Conectado a ampola
estd o istmo, estrutura que se liga ao corno uterino e capta os espermatozoides, realizando
contragdes para leva-los até a ampola (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O ttero de bovinos ¢ composto por dois cornos uterinos, um corpo € uma cérvix. A
morfologia uterina se modifica durante o ciclo estral e ¢ regulada principalmente pelos
hormédnios ovarianos (WEEMS et al., 1988). E constituido por trés camadas: a camada mais
interna mucosa (endométrio), camada muscular (miométrio) e a camada externa serosa
(perimétrio), é sustentado pelo mesométrio e irrigado pela artéria uterina média (KONIG,
2016).

A vagina constitui o 6rgdo copulatoério e o canal de parto, bem como fornece uma
barreira protetora do trato genital superior (ZHAO et al., 1999). Além disso, ¢ um 6rgao
hormonio-dependente sendo que o epitélio vaginal ¢ alvo da acdo dos hormonios esteroides por
meio de seus respectivos receptores (RE et al., 1995).

O sistema reprodutivo da vaca ¢ regulado pela interacdo de varios sistemas: dentre eles
estdo o eixo hipotalamico da hipoéfise, o ovario e o utero (LAMB et al., 2010). O hipotadlamo
faz parte da base do cérebro e seus neurdnios produzem o GnRH, que se espalha para através
dos capilares para o sistema pituitario e de 14 as células da hipofise anterior, onde sua fungdo ¢

estimular a producao e secre¢do de hormonios hipofisarios FSH e LH (RIPPE, 2009).

2.2 Fisiologia do ciclo estral

A reproducio ¢ regulada pela interagdo entre o sistema nervoso e o sistema enddcrino,
esses dois sistemas coordenam e regulam todas as fungdes reprodutivas (SENGER, 2008).

O processo reprodutivo da vaca ¢ ciclico, tendo o comportamento estral repetido em
média a cada 21 dias, sendo o periodo compreendido entre dois estros seguidos denominado de
ciclo estral (BINELLI et al., 2006). Tal controle ¢ exercido pelas agdes tecido-especificas de
hormdnios proteicos e esterdides, fatores de crescimento, citocinas e prostandides (SENGER,

2008).
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O periodo de proestro comeca com a regressao do corpo liteo do ciclo anterior e termina
com a manifestagdo de cio. Na lutedlise, hd uma queda nos niveis de progesterona e
posteriormente uma perda de tecido luteinico, sendo a PGF2a de origem uterina o principal
luteolitico nos animais domésticos e na maioria dos roedores (RIPPE, 2009).

O estro ¢ caracterizado pelo periodo de atividade e receptividade sexual em que o
principal sinal ¢ que o animal permanega em pé e parado quando montado por outro, de 12 a
24 horas desde o inicio do cio, o sistema nervoso central do animal torna-se refratario a
estrogénios e todas as manifestagdes de cio desaparecem (RIPPE, 2009).

Apos o término do estro inicia-se o0 metaestro, nesse periodo ocorre a ovulagdo na vaca
ao contrario das outras espécies que o fazem durante o estro, e inicia a organizagdo celular e
desenvolvimento do corpo luteo, a ovulacdo ocorre aproximadamente 24 horas apds o pico de
LH pré-ovulatério (RIPPE, 2009).

Na presenca de altas concentragdes plasmaticas de progesterona (acima de Sng/ml) ha
um decréscimo na frequéncia de pulsos de LH, desta forma o foliculo dominante acaba sofrendo
atresia e ndo ovula (ROBERSON et al., 1989).

A fase de diestro ¢ caracterizada pela presenca do corpo luteo, bem como a sintese de
progesterona (RIPPE, 2009). Por volta do dia 18 ocorre a lutedlise causando a regressao do CL
e a consequente diminuicdo das concentragdes de progesterona plasmatica (BINELLI et al.,

2006).

2.3 Foliculogénese

Cada onda de crescimento folicular ¢ caracterizada pelas fases de recrutamento, selecdo e
dominancia, o foliculo dominante (FD) tem dois destinos possiveis, na presenca de P4 o FD
entra em atresia ou apos a lutedlise o FD ovula (HANSEL; CONVEY, 1983).

O crescimento e desenvolvimento dos foliculos primordiais para foliculos ovulatérios
envolvem a diferenciagdo e proliferacdo das células foliculares, como também o aumento do
diametro oocitario (BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997).

No inicio do crescimento folicular ovariano, as células da teca apresentam receptores para LH,
e as células da granulosa receptores para FSH, o LH estimula a conversao de pregnenolona em
androstenediona nas células da teca, a androstenediona por sua vez ¢ metabolizada em E2 nas
células da granulosa (FORTUNE; QUIRK, 1988). Diferentemente do estigio de
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais, que ndo sdo dependentes das gonadotrofinas

hipofisarias FSH e LH para que ocorra crescimento folicular o desenvolvimento folicular antral
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¢ dependente destas gonadotrofinas por mecanismos endocrinos (GINTHER, O. J. et al.,
2001Db).

Além da acdo das gonadotrofinas, também atuam nos foliculos antrais, fatores de crescimento
sintetizados localmente constituindo moléculas estimuladoras e reguladoras, atuando por meio
de mecanismos autocrinos e paracrinos (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). De acordo com
Dias (2015), a progesterona ndo afetou a concentracao de IGF-1 livre tanto no soro sanguineo,
quanto no liquido folicular, em experimento realizado com baixa vs. alta P4 em protocolo de
IATF. Com o aumento dos niveis de FSH os foliculos mantém o seu crescimento e proliferacao
celular, aumentando gradualmente a sua capacidade de sintese de estradiol (ADAMS et al.,
1992).

Aproximadamente 2,5 a 3,0 dias apds a emergéncia folicular quando o foliculo atinge o
didmetro de 6,2 a 8,4 mm para Bos taurus indicus (GIMENES et al., 2008) e cerca de 8,5 mm
para Bos taurus taurus (GINTHER, O. J. et al., 1996) ocorre o evento chamado de divergéncia
folicular (GINTHER, O. J. et al., 2001a). O momento da divergéncia folicular relaciona-se com
a aquisicao de receptores de LH nas células da granulosa (BODENSTEINER ef al., 1996; XU
et al., 1995a). Estudos posteriores indicaram que este fato ocorre apds o desvio (BAO et al.,
1997a; XU et al., 1995b). Trabalhos mais recentes realizados com Bos taurus indicus,
confirmaram que a expressao de RNAm de receptores de LH ocorreu apds o desvio do foliculo
dominante (ERENO et al., 2015).

Ultrassonograficamente, pode-se definir a sele¢do folicular pelo momento do “desvio”
folicular, que ¢ o momento no qual o foliculo dominante passa a ter uma taxa de crescimento
(aumento do didmetro diario) maior que os outros foliculos recrutados na mesma onda
(GINTHER, J. et al., 1999).

Quando o maior dos foliculos alcanca um determinado estagio de crescimento, o rapido
desenvolvimento do mecanismo da divergéncia bloqueia o crescimento do segundo maior
foliculo, antes deste alcancar um diametro similar (GINTHER, O. J. et al., 2003).

A dominancia folicular ¢ caracterizada pelo foliculo selecionado que exerce dominéncia sobre
os demais foliculos recrutados na mesma onda folicular ovariana, suprimindo o crescimento
dos demais (BARUSELLI et al., 1997). O foliculo dominante tem a capacidade de continuar o
seu crescimento, mesmo em niveis basais de FSH (AERTS; BOLS, 2008).

Em bovinos os didmetros maximos do foliculo dominante, variam de acordo com o grupo
genético (taurinos x zebuinos), sendo maiores em Bos taurus taurus 15 a 20 mm (GINTHER,
0. I., 2000), do que em Bos taurus indicus 10 a 12 mm (BO; BARUSELLI; MARTINEZ,
2003).
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A grande atividade estrogénica do foliculo dominante estd relacionada a expressao de genes
como a aromatase, 3p-hidroxi-ester6ide desidrogenase, e a aquisi¢do de receptores de LH em
células da granulosa (BAO et al., 1997a; XU et al., 1995a). O estrogeno endégeno produzido
pelos foliculos ovarianos acentua a amplitude dos pulsos de LH durante a fase folicular do ciclo
estral, através do aumento de receptores do hormonio liberador de LH na pituitaria anterior e
do consequente aumento da capacidade estrogénica dos foliculos pré-ovulatorios (CUPP et al.,
1995).

O LH ¢ essencial ndo somente para a ovulacdo e luteinizagdo do foliculo dominante, como
também para o desenvolvimento de um foliculo dominante competente, a acdo de LH nas
células da teca regula o crescimento folicular, estimulando a expressdo de enzimas
esteroidogénicas, incluindo a StAR e a CYPI1Al, que sdo essenciais para a produgdo de
andrégenos pelas células da teca (IVELL et al., 2000; MAGOFFIN, 1989).

O pico de LH, ativa a adenilato ciclase, para estimular um aumento do AMPc, e também
estimular o rapido aumento do cdlcio intracelular nas células do cimulos pela ativagdo da
fosfolipase C, a mobilizagdo do célcio intracelular é seguida por um influxo de célcio do meio
extracelular; nos animais domésticos, o pico de LH também estimula a sintese de ciclinas e,
provavelmente, de outras proteinas do ciclo celular (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
Seguindo o pico de LH, as células da teca interna comecam a produzir progesterona em vez de
testosterona, a elevagdo dos niveis de progesterona ¢ essencial para a ovulagdo porque a mesma
estimula a sintese de colagenase pelas células da teca interna, ocasionando o colapso do
colageno, um dos principais componentes do tecido conjuntivo (SENGER, 2008).

As prostaglandinas sdo responsaveis por induzirem a uma vasodilata¢do tecidual causando
alteracdes na regido apical do foliculo pré-ovulatério (KITAI ef al., 1985). Apds o pico de LH,
tanto a PGE2 quanto a PGF2a sdo sintetizadas e secretadas localmente pelo ovario, a PGF2a
causa o rompimento das células da granulosa liberando suas enzimas lisossomais causando
ainda mais deterioragdo do tecido conjuntivo no dpice do foliculo (SENGER, 2008).

A ovulag@o ¢ um processo complexo e dinamico, resultando das interagdes entre mecanismos
endocrinos e vasoativos, proteases, quinases, mensageiros celulares e enzimas ativadoras

(ESPEY, 1994).

2.4 Maturacao Oocitaria, transporte de gameta, fertilizacio e implantacao

Para o desenvolvimento do odcito ser competente e ser capaz de terminar a maturagao

nuclear, ser fertilizado e realizar a clivagem celular, durante o seu aumento de volume os odcitos
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também se diferenciam, sendo necessaria uma complexa organizagdo citoplasmatica devido a
sintese de novos genes e organelas, e a modificacdo e redistribui¢do das ja existentes (PICTON;
BRIGGS; GOSDEN, 1998).

O odcito sofre divisdes, passando pelos estagios de leptdteno, zigdteno e paquiteno, da
profase I da meiose, antes do bloqueio na fase de diploteno, neste estdgio os cromossomos sao
descondensados e envoltos pela membrana nuclear, formando a vesicula germinativa
(PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998).

Os oocitos ficam bloqueados na fase de diploteno da primeira divisao meidtica até que
os foliculos entrem em atresia ou que os foliculos maduros tenham uma onda de LH, sinalizando
que o oocito complete a meiose (na maioria dos mamiferos) e se torne uma célula haploide
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).0s od6citos de bovinos ndo expressam receptores para LH,
sugerindo que a acdo desta gonadotrofina ¢ moderada pelas células foliculares (NUTTINCK et
al., 2004).

O pico ovulatério de LH finaliza a comunicacdo (jungdes intercomunicantes) entre as
células da granulosa, provavelmente essa interrup¢do na comunicacdo bloqueie a sinaliza¢ao
de fatores inibidores do reinicio da meiose produzidos pelas células foliculares (WIESEN;
MIDGLEY, 1993). Os esterdides sintetizados pelas células foliculares parecem indispensaveis
na retomada da meiose (CHANDRAKANTHAN et al., 2006). O pico ovulatério de LH
associadoao aumento na secre¢do de P4 e expressdao de seus receptores, sdo correlacionados
com a elevagdo na expressdo de ciclooxigenase 2 (COX2) e secrecdo de prostaglandinas
(BRIDGES; KOMAR; FORTUNE, 2006).

A estrutura molecular que coordena o processo de maturacao do odcito em resposta ao
pico de LH envolve vérias vias regulatdrias, como a alteracdo da fosforilagdo de proteinas, o
AMPc ¢ os niveis de calcio (BORNSLAEGER; MATTEI; SCHULTZ, 1986; JACEK
RZUCIDLO; GIBBONS; STICE, 2001).

A maturagdo nuclear ¢ caracterizada pela competéncia do o6cito em retomar a meiose
até o estdgio de metafase II, podendo ser caracterizada pela extrusdo do segundo corptsculo
polar e pelo aparecimento da segunda placa metafasica (WATSON, 2007). Ela dura, em média,
24 horas nos bovinos e necessita de varias etapas, dentre as quais duas divisdes consecutivas
(fases M) na auséncia de replicagdo do DNA (fase S); os oocitos entdo sdo mantidos em
metafase II até a fertilizacdo, quando a ativacdo do estimulo realizado pela penetracdo do
espermatozdide desencadeia o término do ciclo da meiose e inicia o desenvolvimento

embrionario (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
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A maturagdo citoplasmatica do odcito, inclui sucessivas transformagdes, como a
migra¢do das mitocondrias para a posi¢ao perinuclear, acimulos de granulos corticais ao longo
do oolema e redistribui¢do de organelas (BLANCO et al., 2011).

O oviduto ndo ¢ apenas um canal passivo que serve para o transporte de gametas e
embrides, varios mecanismos estdo envolvidos no transporte do espermatozdide e do odcito
pelo oviduto, tendo como principais eventos os batimentos ciliares do epitélio e as ondas de
contracdao da miosalpinge (HUNTER, 1988). Algumas outras fungdes ndo menos importantes,
incluem: captag@o do odcito apds a ovulagdo, capacitacdo e armazenamento de espermatozdides
e controle da migracao dos espermatozoides para o local de fertilizacdo (EZZATI et al., 2014).
A frequéncia dos batimentos ciliares na regido da fimbria do oviduto, estd sob influéncia de E2
e P4 (NAKAHARI et al., 2011). Assim como o transporte dos oocitos pelo oviduto, sdao
regulados pelos esterdides ovarianos (HUNTER, 1988).

A mesossalpinge tem uma fun¢ao importante no processo de capta¢ao do oocito, durante
esse mecanismo, a fimbria por¢ao do oviduto que esta mais proxima do foliculo rompido, tem
acdes oscilantes que se acredita serem responsaveis pela recuperagao do o6cito, apds a ovulagao
(OKAMURA et al., 1977).

Foi demonstrado em experimentos realizados in vitro que, a adicdo de altas
concentragdes de progesterona na tuba uterina de humanos, diminuiu de 40 a 50% a frequéncia
dos batimentos ciliares em todas as partes desse 6rgdo, a medida que o E2 inibiu a reducdo da
frequéncia dos batimentos ciliares induzida pela progesterona (MAHMOOD et al., 1998).

A progesterona modula a a¢do do E2 pela imediata diminui¢do das concentragdes de
receptores de estrogeno (EVANS et al., 1980), da mesma forma que reduz a sintese de PGF2a,
causadora de contratilidade no oviduto, através da diminuicao da atividade da fosfolipase-A
(YOKOYAMA; NAKANO, 1992).

Na via gendmica, a progesterona se liga aos seus receptores no nucleo, reduzindo a
expressdo de genes relacionados a contracao, mantendo o relaxamento uterino, porém, na via
ndo-gendmica a progesterona se liga a receptores de membrana para modular os niveis de calcio
intracelular e de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) causando o relaxamento da
musculatura uterina (MESIANO, 2007). A comunicacdo local ¢ importante para regulagdao do
transporte de espermatozdides e odcitos como também para aspectos macromoleculares das
secrecoes do oviduto, incluindo a passagem de sinais luteotréficos precoces (EINER-JENSEN;
HUNTER, 2005).

Como relatado para concentragdes hormonais no ttero, diferentes ambientes enddcrinos

(foliculo dominante persistente ou novo) também sdo capazes de alterar o padrdo de sintese e
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secrecdo de proteinas nas regides do oviduto (infundibulo, istmo e ampola) em vacas nos dias
18 e 19 apds o estro (BINELLI et al., 1999). Em um estudo de revisao realizado por Santos et
al., (2004), ¢é descrito uma média de 88,0% de fertilizacao (75-100%) em bovinos. No entanto,
Sartori et al., (2002), encontraram em vacas de leite taxas de fertiliza¢ao variadas, de acordo
com a estacao do ano com 55% no verao e 87,8% no inverno.

Ocorrendo a fertilizagdo, o zigoto passa por vdrias divisdes celulares (clivagem)
permanecendo no oviduto até o dia 3 ou 4, quando adentra o utero (GONCALVES et al., 2008).
Esse estagio de desenvolvimento embriondrio ¢ importante para o crescimento e sobrevivéncia
do embrido, onde que 0 mesmo se movera para o utero no estagio de 8 a 16 células (HAFEZ;
HAFEZ, 2004).

Entre os dias 9 e 10, o blastocisto expandido eclode da zona pelucida e continua a sua
expansdo até iniciar o alongamento por volta do dia 13, o alongamento precede 0 momento do
reconhecimento materno da gestacdo que ¢ acompanhado pelo crescimento na atividade
metabolica e secre¢do de IFN-t (MANN; LAMMING, 2001). Ainda assim, o alongamento do
concepto que antecede a implantagdo ¢ dependente das secre¢des do utero (HAFEZ; HAFEZ,
2004).

A fixacdo do embrido no endométrio inicia-se aproximadamente no dia 19 estando a

implantacdo embriondria finalizada por volta do 42° dia de gestagao (SENGER, 2008).

2.5 Inseminacio artificial em tempo fixo

2.5.1 Sistemas de IATF

Os protocolos de IATF concederam um controle maior sobre os programas de
inseminagdo artificial (IA), removendo a dependéncia de deteccdo do estro antes da
inseminagdo (PURSLEY et al., 1997). Programas de sincronizagdo e indu¢do do ciclo estral
sdo eficientes quando apresentam alta repetibilidade e dependem minimamente do ambiente,
possibilitando altos indices reprodutivos em locais e situacdes diferentes (BARUSELLI et al.,
2004).

A retomada de reserva do hormoénio luteinizante (LH) ¢ o principal obstaculo para o
retorno a ciclicidade no pos parto, sendo que a presenca da cria ao pé e a baixa condi¢ao corporal
estdo inversamente relacionados ao acimulo de LH na adenohipdfise (YAVAS; WALTON,

2000). Nos sistemas extensivos de criacdo de gado de corte, tanto no Brasil como nos Estados
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Unidos, observa-se que aproximadamente 50% das vacas encontram-se em anestro no inicio da
estacdo de monta (ALMEIDA et al., 2006).

No protocolo Ovsynch (GnRH-PGF-GnRH) a primeira dose de GnRH ¢ aplicada no dia
0 (DO0) do protocolo e tem como objetivo induzir a ovulagao de um possivel foliculo dominante,
sete dias ap6s, ¢ administrada a dose de PGF2a com o objetivo de causar a lutedlise, concedendo
o crescimento e a maturacao final do foliculo dominante, ap6s 48 horas da aplica¢do da PGF2a
¢ aplicado a segunda dose de GnRH relacionada com o pico do LH, permitindo a ovulagdo do
foliculo pré-ovulatério (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995).

Estudos realizados com o protocolo Ovsynch, relataram que vacas de leite com CL
funcional que ndo baixaram as concentra¢des de progesterona (P4) para niveis basais tiveram
pouca ou nenhuma chance de concepcao apds uma IATF (GIORDANO et al., 2013). Deste
modo, ¢ essencial que vacas com CL funcional tenham regressdo luteinica completa apos a
administracdo da PGF2a do protocolo Ovsynch, a qual ¢ caracterizada pela queda da P4
circulante a niveis basais antes da IATF (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). Segundo
Pursley et al., (1997), ndo foi encontrada diferenca nas taxas de gestacdo quando comparadas
aos resultados do protocolo Ovsynch (38,9%) em relacdo a inseminacdo convencional apos
observagdo visual do estro (37,8%), em vacas leiteiras de alta producdo, sugerindo que, o
resultado mostra a possibilidade de inseminar os animais através da IATF, sem a observagao
de estro.

Os protocolos a base de uma fonte de progesterona e ésteres de estradiol no inicio do
tratamento em vacas de leite ou de corte, tem por objetivo causar atresia dos foliculos antrais e
iniciar o crescimento de uma nova onda folicular, inibir o desenvolvimento de um possivel
corpo luteo ou prevenir a ovulagdo inicialmente, posteriormente provocar a ovulacao
sincronizada de todo o lote (BO; BARUSELLI, 2014). A administragdo de um progestdgeno
por um longo periodo permite a regressao natural do corpo luteo (CL) e uma retroalimentacao
(feedback) negativa na liberagdo do LH pelo hipotalamo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A grande maioria desses protocolos utiliza implante intravaginal de progesterona em
dosagens e preparagdes diversificadas, por um periodo de sete a dez dias, combinada com
aplicacdo de estrogeno intramuscular, que juntos sdo responsaveis por induzir o inicio de uma
nova onda folicular (PINTO et al., 2009). Isto assegura a presen¢a de um foliculo novo com
um odcito viavel até finalizar o protocolo (BO et al., 1994).

Apo6s permanecer com uma fonte de progesterona por esse periodo de 7 a 10 dias, no

momento da sua remogao ¢ aplicado uma prostaglandina F2a para lutedlise, podendo nesse dia



25

também ser administrado o eCG, para dar um suporte de LH objetivando o crescimento final
do foliculo dominante (PESSOA et al., 2015).

Para inducdo da ovulacdo tem-se utilizado o BE administrado 24 horas apos a retirada
do dispositivo (protocolo de quatro manejos) e o ECP aplicado na remocao do dispositivo
(protocolo de trés manejos) (PESSOA et al., 2015), ou GnRH no momento da IATF (SA FILHO
etal.,2011b).

O uso da IATF em rebanhos de corte, possibilitou uma melhora nas taxas de prenhez ao
final da estacao de monta, melhorou a homogeneidade dos bezerros a desmama e aumentou os

indices zootécnicos p6s desmama (BARUSELLI et al., 2004).

2.5.2 Farmacos usados na sincronizagao folicular e indugdo da ovulagao

Os hormonios podem ser classificados bioquimicamente em, peptidicos, glicoproteicos,
esteroides e prostaglandinas (SENGER, 2008).

Inicialmente os farmacos utilizados para controlar o ciclo estral visando a sincroniza¢ao
do comportamento do cio foram os progestagenos sintéticos, objetivando aumentar o periodo
do diestro (MACMILLAN, 2010).

Os progestagenos sdo divididos atualmente em dois grandes grupos: progesteronas
naturais e seus derivados e progesterona sintética e seus derivados, conhecidos como
progestagenos, dos quais existem derivados da progesterona (pregnano ou ndo pregnano) € os
derivados da testosterona (etinilado e no etinilados) (ORIZABA-CHAVEZ; ALBA-JASSO;
OCHARAN-HERNANDEZ, 2013).

A progesterona e os progestagenos podem ser administrados de varias maneiras para
fins reprodutivos: sendo por meio de esponjas impregnadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP) ou progesterona natural (P4); no alimento com acetato de
melengestrol (MGA); implantes subcutaneos com norgestomet; dispositivos intravaginais de
silicone com liberacdo lenta de progesterona natural (P4) ou progesterona injetavel
(BORTOLETTO et al., 2019).

A partir dos anos 90, com o entendimento dos padrdes de ondas foliculares ovarianas
juntamente com a utilizagdo da ultrassonografia para acompanhamento da dinamica folicular,
foram desenvolvidos protocolos que utilizavam P4 e associavam seu uso aos estrogenos
(MACMILLAN, 2010). Em sequéncia, pesquisadores observaram que a administragdo do VE
junto a inser¢do do dispositivo de P4 causava uma redu¢do no didmetro médio dos maiores

foliculos por um periodo de cinco dias; mais tarde, os foliculos maiores retornavam a aparecer
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nas imagens ecograficas, possivelmente oriundos de uma nova onda folicular (BO; PIERSON;
MAPLETOFT, 1991).

Os ésteres de estradiol sdo esterdides naturais com 18 atomos de C, tendo como
principais compostos o 17B3-estradiol, a estrona e o estriol, estes ésteres sdo largamente usados
nos protocolos de IATF para o controle do ciclo estral (MOENTER; CARATY; KARSCH,
1990). Atualmente os ésteres de estradiol disponiveis no Brasil s3o o 178 estradiol, BE, ECP e
VE, sendo que as suas diferengas estdio relacionadas ao tempo de agdo entre eles (BO et al.,
1995).

Tratamentos em estadios aleatorios do ciclo estral, utilizando 1mg de ECP associado a
um dispositivo de P4, relataram uma limitada sincronia no surgimento da nova onda folicular
(3,4+2,1 dias) (THUNDATHIL; KASTELIC; MAPLETOFT, 1998). Resultados semelhantes
foram observados (COLAZO; KASTELIC; MAPLETOFT, 2003) ao compararem o efeito de
5,0mg de 17B-estradiol ou 1,0mg de ECP, aplicados junto a insercdo do dispositivo de P4, os
pesquisadores concluiram que a meia vida prolongada do ECP resultava em uma menor
sincronia da onda (4,1+0,4 dias), em comparagdo a utilizacao do 17 B-estradiol (3,3+0,1 dias).

Na presenca de uma fonte de P4, todos esses ésteres de estradiol foram eficazes em
provocar a regressao dos foliculos antrais e a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular, porém, o 17B-estradiol e o BE, apresentam um tempo de meia vida curto, conseguindo
sincronizar de forma mais competente a emergéncia da nova onda de trés a quatro dias apos o
inicio do protocolo, tanto em fémeas Bos taurus taurus quanto em fémeas Bos taurus indicus
(BO et al., 2002).

O 4cido araquiddnico ¢ um 4cido graxo essencial, sendo o precursor das prostaglandinas
mais intimamente destinadas a reprodu¢do como a PGF2a (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A acao da
PGF2a ¢ exercida sobre as grandes células luteais, pois existe maior concentracao de receptores
de alta afinidade para a PGF2a nessas células do que nas pequenas células luteais, embora
existam receptores para a PGF2a nas grandes células luteais, estes somente sdo responsiveis a
partir do quinto dia apds a ovulagdo, elevando a sua sensibilidade até o 12° dia do ciclo estral
(WILTBANK et al., 1995). Um dos efeitos da PGF2a no ovario ¢ a diminuicdo do fluxo
sanguineo para o corpo luteo, devido a degeneracdo dos capilares luteais (PATE, 1994).

Cientistas, ha quase 100 anos, relataram que o soro de éguas prenhes estimulava o
aumento do peso ovariano e o desenvolvimento sexual em ratas impuberes, a glicoproteina
responsavel por tal estimulo foi denominada PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrofin),

atualmente chamada de eCG (COLE; HART, 1930).
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Em todas as espécies de mamiferos domésticos estudados até o momento, a eCG
promove dupla funcionalidade bioldgica, tendo sua a¢ao semelhante ao do FSH e ao LH, ambos
envolvidos na foliculogénese e ovulacao (ALI, 2007; ROSSA, 2009).

Os tratamentos hormonais com progestdgenos associados a eCG tém apresentado
excelentes resultados se tratando de estro, uma vez que essa gonadotrofina atua no recrutamento
folicular ovariano de fémeas ciclicas ou aciclicas (MIES FILHO; ENDLER; MORAES, 1989).
A administracdo de eCG, no momento de retirada do dispositivo, possivelmente diminuiu os
efeitos negativos de progesterona na dindmica do crescimento folicular e na ovulagdo (NOEL;
BISTER; PAQUAY, 1994).

O entendimento e a precisdo do momento da ovulagdo ¢ decisivo sobre os resultados de
fertilidade em programas de IATF (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995). Vérios estudos tém
demonstrado que 0 momento para efetuar a inseminacgao artificial deve estar de acordo com a
previsao da ovulacdo (AYRES et al., 2008).

Para a inducdo da ovulagdo no protocolo de IATF, os principais firmacos sao:
gonadorelina, buserelina, licerelina e fertirelina, que sdo analagos ao GnRH, e ésteres de
estradiol, como o benzoato e o cipionato, cada um possui um intervalo especifico entre sua
aplicagdo e a ovulagdo, e portanto, o momento da realizagdo da IATF ¢ ajustado para cada
indutor (D’AVILA et al., 2019).

Quando comparado aos estrogenos, 0 GnRH possui uma atuag¢do mais rapida sobre a
ovulagado, pois este atua diretamente sobre a hipéfise, liberando assim um pico de LH que sera
responsavel por agir no foliculo pré-ovulatdrio, neste protocolo a inseminagao ocorre 16 horas
apos a aplicagdo do indutor (FIELDS; PERRY; PERRY, 2009).

A atividade fisiologica de cada hormdnio depende de vérios fatores, incluindo o padrao
e a durag¢do da secre¢do do hormonio, a meia-vida do hormdnio, a densidade do receptor e a

afinidade hormonio-receptor (SENGER, 2008).

2.5.3 Falhas em protocolos de IATF

Atualmente busca-se, com os protocolos de IATF, usar de algumas estratégias para
ajustar os processos enddcrinos do animal, como: controle da concentracdo de progesterona
durante o crescimento folicular, para melhorar a qualidade do ovocito; diminuir a concentragao
de progesterona antes da inseminagao artificial, e possibilitar maior concentragdo de estrogeno
antes da inseminacao, ou seja, no proestro, para favorecer a fecundagao do ovocito, e reduzir a

mortalidade embriondria precoce (BINELLI et al., 2019).
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No estudo realizado por SANTOS et al., (2010), foi descrito o efeito da redugdo no
periodo da dominancia do foliculo com a taxa de gestagdo em vacas de aptidao leiteira, sendo
observado que o protocolo que aumentava o periodo do proestro (5dias — CO-Synch)
acrescentou em 7% na taxa de gestagdo, quando comparado com o protocolo de sete dias
(COSynch).

Em trabalhos realizados com Bos taurus indicus de corte, quando se utilizam os
dispositivos intravaginais de P4 associados a estradiol no dia da remogao do dispositivo, estudos
de campo comprovaram, que, realmente a administracdo de GnRH como indutor de ovulagao
{inico ou complementar aos ésteres estradiois parece ndo ser eficiente (SA FILHO et al., 2011a).

Esta provavel ineficiéncia pode ser ainda maior, se o pico de GnRH induzir a ovulagdo
antes do clearance enddgeno de estradiol produzido pelo foliculo dominante (SOUZA et al.,
2007). Também foi evidenciado que o estradiol pré-ovulatorio € essencial sob alguns aspectos
importantes para o estabelecimento da gestagdo, tais como transporte de gametas, ambiente
uterino para a fertilizacdo e desenvolvimento embrionério (SARTORI et al., 2002b).

De acordo com REVAH; BUTLER (1996b), ovdcitos provenientes de foliculos com
maior periodo de dominadncia possuem ativa¢do prematura da meiose, propondo que tal fato
pode ser um dos responsaveis pela baixa fertilidade encontrada em protocolos de IATF, onde o
uso de progestagenos prolongam a vida 1til do foliculo.

A progesterona foi utilizada por periodos prolongados na década de 60, com o objetivo
de causar a regressao espontanea do corpo luteo, consequentemente, cerca de dois a quatro dias
apos a remocdo da fonte de P4 ocorre a sincronizagdo do estro (RATHBONE, M. J. et al.,
2001a). No entanto, quando se utiliza dessa metodologia de sincronizagdo, visando a regressao
espontanea do corpo luteo, a fonte de P4 fica atuando por 14 a 21 dias, essa longa agdo da P4 ¢
eficiente na sincronizagdo, porém, essa mesma agdo ocasiona a formagdo de foliculos
persistentes, que sdo “envelhecidos” e de baixa fertilidade (KINDER et al., 1996).

Proximo ao momento da inseminagao artificial, a alta concentragdo de E2 ¢ responsavel
pela melhoria na fertilidade dos animais que expressaram estro, visto que, ocasiona uma
modulacdo do pH uterino, reduzindo o metabolismo espermatico resultando em um aumento
do tempo de viabilidade dos espermatozoides no trato reprodutivo das vacas (PERRY; PERRY,
2008).

Apesar da P4 ser importante para o estabelecimento e manutengdo da gestagdo em
mamiferos, paradoxalmente, ocorre o bloqueio da expressdo de receptores de progesterona no

epitélio endometrial antes da implantagdo do embrido que parece ser um pré-requisito
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indispensavel para o reconhecimento materno da gestacao e crescimento inicial do embrido em
mamiferos (LONERGAN, 2011).

Apesar de todos esses fatores, um dos principais contribuintes para a infertilidade em
protocolos de IATF ¢ o anestro pos-parto, causando perdas gestacionais e embriondrias
(LAMB; MERCADANTE, 2016). O retorno ao ciclo estral no pds-parto, ¢ dependente do
aumento da concentracdo de LH e da frequéncia do pulso de secre¢do de LH, estimulando o

desenvolvimento e a ovulagao do foliculo (MOENTER; CARATY; KARSCH, 1990).

2.6 Progesterona

2.6.1 Sintese, metabolismo e acdo da Progesterona

Existem duas principais enzimas e uma proteina carreadora envolvidas na sintese de
progesterona a partir do colesterol, a primeira ¢ a P450 de clivagem do colesterol em cadeia
(CYP11A1), que se localiza no interior das membranas mitocondriais e convertem o colesterol
em pregnenolona, a pregnenolona ¢ entdo convertida em progesterona pela acdo da enzima 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase (3p-HSD), localizada no reticulo endoplasmatico das células,
para que tudo isso ocorra o colesterol precisa ser levado para dentro da membrana mitocondrial,
esse mecanismo de transporte ¢ regulado pela sintese de uma proteina de transporte, a proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR) (SENGER, 2008).

Durante o desenvolvimento folicular inicial, a 3B-HSD ¢ sintetizada somente nas células
da teca, passando a ser expressa nas cé¢lulas da granulosa no estagio de foliculo dominante
(BAO et al., 1997b).

Os niveis de progesterona no fluido durante o crescimento folicular sdo baixos,
elevando-se apds o pico ovulatério de LH (FORTUNE; HANSEL, 1985). Essa elevacao da
concentragdo de P4 parece ser devido a uma menor habilidade de conversao de progesterona a
andrégenos pelas células foliculares, visto que a expressdo das enzimas esteroidogénicas
diminui ap6s o pico de LH (BAO et al., 1997b; FORTUNE; HANSEL, 1985).

A concentracdo circulante de progesterona no organismo ¢ determinada pela razao entre
sua producdo pelo CL e, por outro lado, pelo seu metabolismo nas células hepaticas
(NASCIMENTO et al., 2013).

A presencga de baixas concentragdes de progesterona no sangue induzem o crescimento

prolongado do foliculo dominante vindo a se tornar um foliculo persistente (FLYNN et al.,
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2000), que geralmente esta associado a retomada meiotica precoce do odcito, resultando em
uma menor fertilidade (REVAH; BUTLER, 1996a).

A via de administragdo usada para aplicacdio de uma fonte de progesterona pode
influenciar consideravelmente o padrao de liberacdo do fAirmaco e sua concentragao na corrente
sanguinea (RATHBONE, M. J. et al., 2001b).

Os esteroides sdo metabolizados pelo figado e excretados na urina e nas fezes, o figado
inativa as moléculas de esterdides de duas maneiras; primeiro, qualquer ligacao dupla dentro
do esteroide a molécula fica saturada, quando ligagdes duplas sdo reduzidas, a molécula se torna
inativa; a segunda mudanca na molécula de esterdide ¢ que um sulfato ou residuo de
glucuronideo ¢ anexado, o glucuronideo da molécula de esteroide € soltivel em 4gua e, portanto,
pode ser excretado na urina (SENGER, 2008).

Na maioria das vezes o metabolismo da progesterona acontece pela hidroxilagao das
enzimas CYP-450 (a enzima CYP3A4 ¢ a enzima mais abundante no figado) ou redugado pelo
mecanismo 5-alfa redutase (SANGSRITAVONG et al., 2002).

A progesterona ¢ capaz de interferir com os locais de ligacdo de outros esterdides,
portanto, o hormdnio natural apresenta atividade antiestrogénica, antiandrogénica e também
antimineralocorticoide (ORIZABA-CHAVEZ; ALBA-JASSO; OCHARAN-HERNANDEZ,
2013).

Esses receptores apresentam similaridade na cadeia principal, no entanto, apresentam
conformagdo espacial diferente e se distribuem diferentemente pelos tecidos, ocasionando
acoes distintas dependentes do tecido alvo (ROSA E SILVA; LARA, 2011). Este complexo
hormoénio receptor ativa os receptores células nucleares a adenilciclase nuclear, causando
desfosforilagdo e translocagdo no nicleo, modificando proteinas de DNA com ativacdo de RNA
polimerase, que inicia o processo de transcri¢do; o DNA ativado por metilagdo aciona o
comando de modo que o RNA mensageiro mova-se para os ribossomos, produzindo a resposta
desejada (ORIZABA-CHAVEZ; ALBA-JASSO; OCHARAN-HERNANDEZ, 2013).

O mecanismo de agdo ¢ semelhante ao de todos esterdides a nivel celular; para o
transporte no sangue, a molécula se liga a uma globulina transportadora que se liga a receptores
especificos da célula alvo (dois tipos de receptores foram descritos: alfa e beta), desencadeando
um estimulo no mecanismo da cascata de fosforilagdo formando um complexo receptor-
horménio (HR) (ORIZABA-CHAVEZ; ALBA-JASSO; OCHARAN-HERNANDEZ, 2013).

O efeito bioldgico normalmente ocorre em periodos relativamente longos, devido ao

fato de que a transcrigdo (sintese de RNA mensageiro) e tradugdo (sintese de proteinas) leva
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vérios minutos, e até horas para ser concluido (GUTIERREZ-GARCIA; CONTRERAS; DIiAZ-
MEZA, 2000).

Apds a IA, altos niveis de progesterona sdao importantes para que haja crescimento
embriondrio e este produza niveis adequados de intérferon-tau para o reconhecimento materno
da gestacdo (NASCIMENTO et al., 2013). Varios estudos tem demonstrado aumento nas taxas
de fertilidade com a suplementacgdo de progesterona apds IA, porém isto tem ocorrido apenas
em algumas categorias de vacas (MANN; LAMMING, 1999).

A compreensao da exata influéncia da progesterona sobre esses trés momentos relativos
a IA ainda ndo ¢ bem conhecida.

Por isso, as discussdes acerca de protocolos mais eficientes de IA em tempo fixo devem
considerar a influéncia da progesterona e de suas a¢des ndo apenas durante o protocolo em si
ou no momento da inseminagdo, mas também durante o periodo pré e pds IATF

(NASCIMENTO et al., 2013).

2.6.2 Progesterona Injetavel

O uso da progesterona injetavel de longa acdo tem sido mostrado em vérios estudos
como forma alternativa de suplementagdo exdgena de P4, pela praticidade e facilidade no
manuseio com os animais, acarretando uma demanda para o desenvolvimento de uma
formulagdo de progesterona de longa a¢do em veiculo biodegradével para uso nas espécies
domésticas (RATHBONE, M.; BRAYDEN, 2009b).

A administracdo de 150mg de progesterona 10 dias antes do protocolo de IATF
aumentou o didmetro folicular no inicio do protocolo, além disso a concentracdo de
progesterona manteve-se acima de 1,5 ng/ml por 7 dias (SIMOES et al., 2018). Para os autores
WHISNANT; BURNS, (2002), em seu estudo realizado com novilhas, as concentra¢des de P4
em preparacdo de microesferas mantiveram-se elevadas por 12-13 dias, e o pico de
concentragdo foi de até 5 ng/mL de P4. Nos resultados obtidos por LIMA et al., (2007), em
experimento feito com bezerras, foram verificadas as concentragdes médias de progesterona
circulante de 2,87 ng/mL, ap6s a administracdo de doses de 450 e 750 mg de P4 injetavel, com
valores maximos de 5 e 6 ng/mL em bezerras Nelore e mesti¢as. Em estudos realizados por
CORREA (2015), utilizando o Sincrogest® injetavel de longa acio, uma progesterona natural
de liberagdo lenta, na concentragdo de 150 mg/mL, sua agdo em vacas sem a presenca de CL e
pré-sincronizadas, foi suficiente para manter as concentragcdes de progesterona acima de 1

ng/mL, por pelo menos 7 dias.
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Sendo assim um novo protocolo de IATF livre de implante de progesterona pode ser
desenvolvido para induzir e sincronizar o estro € a ovulagdo, este protocolo consiste de uma
unica aplicagdo de progesterona injetavel induzindo uma resposta ovariana aceitdvel e uma
fertilidade semelhante ao implante intravaginal de progesterona (ALVARADO-ESPINO et al.,
2019).

No entanto, o metabolismo completo da progesterona injetavel ainda ndo foi
completamente descrito, sendo necessario mais estudos sobre sua acdo e metabolizacao

(CAMPOS, J. T. et al., 2016).

2.6.3 Dispositivo Intravaginal de Progesterona

Os implantes intravaginais sdo constituidos de polimeros nao biodegradaveis como o
silicone sendo uma de suas desvantagens a necessidade de remocao posterior (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010). Fundamentalmente, a progesterona é dispersa homogeneamente
no silicone (RATHBONE, M.; BRAYDEN, 2009a).

Quando o implante ¢ introduzido na vagina, ha uma difusdo do hormoénio que ocorre de
forma a ser transferido pelo contato com a mucosa vaginal e chegar a circulagdo sanguinea
(KISER; JOHNSON; CLARK, 2012).

Acrescenta-se que a diminui¢do da taxa de gestacao apos a reutilizacdo de implantes de
progesterona sugere que a concentracdo de progesterona sérica dos animais submetidos a
sincroniza¢do com esses implantes, possivelmente, ndo deve ser mantida alta durante todo o
periodo do protocolo, diminuindo assim, a eficiéncia dos mesmos (COLAZO et al., 2007a).

Foi relatado que novilhas submetidas a sincronizag¢do de estro e ovulacdo apresentaram
maior taxa de perda do implante, quando o mesmo foi reutilizado em compara¢do com um
implante novo (BRUNORO et al., 2017).

Enfatiza-se a possibilidade da transmissdo de doengas sexualmente transmissiveis por
intermédio da reutilizacdo de dispositivos intravaginais, para sincroniza¢do de estro em
bovinos, todavia algumas praticas sanitarias poderiam minimiza-las, tais como reutilizagdo de
implantes somente em animais de um mesmo curral, e/ou somente em currais com adequado
manejo sanitario (HERNANDEZ et al., 2008).

A reutilizagdo do CIDR® em vacas da raga Holandesa esta condicionada a maior
ocorréncia de vaginites, inclusive as de maior gravidade (HERRMANN; COLLEGE;
WALLACE, 2007). Em um estudo realizado com 60 vacas (antes da introdu¢do e depois da

remocao do dispositivo) obteve-se 100% de crescimento bacteriano, sendo que na maioria das
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amostras, encontrou-se mais de um isolado (RAMOS, 2016). No trabalho realizado com ovinos,
apos a remogao do dispositivo todos os animais apresentaram sinais clinicos de vaginite, sendo
que os isolados predominantes pertenciam ao grupo de coliformes, principalmente Escherichia
coli (72,7%) (VASCONCELOS, C. O. P. et al., 2016).

Particulas de pléstico desgastadas ou envelhecidas tendem a absorver maiores
quantidades de contaminantes quando comparados &s particulas virgens devido a superficie de
carga (BRENNECKE et al, 2016; HOLMES; TURNER; THOMPSON, 2014). Segundo a
fabricante, o uso do CIDR® ¢ contra indicado em fémeas impuberes, debilitadas ou portadoras
de patologias genéticas ou adquiridas no sistema genital, como processos infecciosos ou
inflamatorios (ZOETISUS, 2019).

Preconiza-se a lavagem e escovagao do implante em solugdo detergente a base de iodo,
seguidos por enxidgue em agua para remogdo do detergente e debris. Esses autores
acrescentaram que embora esses procedimentos possivelmente diminuam o risco de
transmissdo de doencas, também contribuem para o aumento da perda da progesterona

(COLAZO et al., 2007b).

2.7 Legislacoes, impactos ambientais e sanitarios

As propriedades rurais necessitam e buscam produzir as atividades desenvolvidas em
larga escala tanto na agricultura como na pecudria, acarretando um volume elevado na geragao
de residuos so6lidos derivados de medicamentos veterinarios das mais variaveis classificagoes,
entre elas estdo os residuos inorganicos os quais precisam ser melhor manejados no intuito de
evitar impactos ambientais e na saude publica (MAZZA et al., 2014).

De acordo com a Associagdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos
Especiais (ABRELPE), no ano de 2020, houve um aumento de 10 milhdes de toneladas de
residuos em relagdo a década anterior, passando de 33 milhdes de toneladas por ano para 43
milhdes de toneladas, por outro lado, a quantidade de residuos que segue para unidades
inadequadas (lixdes e aterros controlados) também cresceu, passando de 25 milhdes de
toneladas por ano para pouco mais 29 milhdes de toneladas por ano (ABRELPE, 2020).

A classificacdo dos residuos € uma etapa imprescindivel e deve-se partir da origem e
utilizagdo dos materiais que geraram tal residuo, para que nao ocorram erros na sua destinacao,

pois os destinos finais diferem para cada classe de residuo (MARCHESE, 2012).
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De acordo com a RDC/ANVISA n° 306/04 os residuos sélidos de satde (RSS) podem
ser classificados em cinco grupos de A a E, sendo que o grupo B é composto pelos dispositivos
intravaginais e auriculares de progesterona, todo o gerador de RSS ¢ responsavel pelo correto
gerenciamento dos residuos por ele produzidos, porém no Brasil ainda ndo ha uma
normatizacdo especifica para os residuos gerados nas propriedades rurais de bovinocultura
(ANVISA, 2017).

Apesar da legislagdo vigente algumas bulas recomendam enterrar ou queimar os
dispositivos e implantes de progesterona sendo que a maioria das bulas ndo trazem
recomendacdes para o correto destino dos residuos solidos gerados (SINDAN, 2020).

O Tratamento térmico dos RSS ndo ¢é indicado se ndo forem corretamente instalados,
operados e mantidos, pois sdo fontes potenciais de risco ambiental e de emissdo de poluentes
perigosos como as Dioxinas, podendo constituir agressao a saude e ao meio ambiente, Dioxinas
sdo0 substancias com alto poder carcinogénico, possuem efeitos negativos no sistema imune e
reprodutivo (RABL; SPADARO; MCGAVRAN, 2016).

Polimeros sintéticos de origem petroquimica sdo inertes ao ataque imediato de
microorganismos, gerando desta forma um grande impacto ambiental (LUO; NETRAVALI,
2003). Plasticos convencionais como o polipropileno, poliestireno, polietileno e policloreto de
vinila apresentam taxas extremamente baixas de degradacdo (CHIELLINI; SOLARO, 1996),
demorando em média 100 anos para se decomporem totalmente (HUANG; SHETTY; WANG,
1990).

Como ja observado, os residuos de servigo de saude sdo classificados como perigosos
devido ao risco toxicoldgico e patologico, e o descarte incorreto destes residuos pode ocasionar
diversos efeitos e impactos negativos tanto aos recursos naturais (agua e solo) em que entram
em contato, bem como, a saide humana e dos animais (JUNG, 2018).

Nao se tem praticamente estudos no meio rural em relagdo aos volumes e para as
questdes de residuos e rejeitos gerados, muitas vezes ndo se tem infraestrutura e coleta de
residuos, o que torna o produtor rural sem opgdes para destinar o material gerado, essa falta de
informagao e orientagdes que ocasiona possiveis contamina¢des do meio ambiente e dos seres
vivos (CAMPOS, R.; CAMPOS; BORGA, 2016).

Muitos estudos sdo realizados para descobrir todos os efeitos do descarte incorreto de
medicamentos, entre as preocupagdes com a saide humana estdo: desenvolvimento de cancer
nos testiculos, prostata e mama, diminui¢do na taxa de espermatozoides, deformidades dos
orgados reprodutores e disfungdes da tiredide e alteragcdes no sistema neurologico (CAMPOS,

A. O.; VITORIANO; MACHADO, 2016).
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Fica evidente o inerente risco a satide publica e ao meio ambiente causados pelo descarte
incorreto de RSS, diante deste problema o Brasil deve seguir exemplos de alguns paises como
Portugal, México, Canadd e Colombia que possuem programas para recolhimento de

medicamentos usados e vencidos (JUNG, 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi testar uma Unica injecdo de longa agdo para manter os
niveis de progesterona, sendo que o foliculo dominante seria estimulado ao crescimento com
eCG e a ovulagdo ocorreria apos aplicagdo de GnRH, permitindo a liberagdao do odcito e altos

indices de fecundagao.
3.2 Objetivos especificos

1. Analisar o nivel de concentracdo de progesterona plasmatica durante a dindmica
folicular.

2. Mensurar a taxa de ovulagao.

3. Comparar as taxas de prenhez entre os protocolos de IATF.
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ABSTRACT

The objective was achieved, a simple and effective procedure for FTAIL with pregnancy rates between
attempts as continuous methods with intravaginal device. In experiment 1, twenty multiparous, lactating
Brangus cows, with 70 days postpartum, were allocated into two groups. One group received an
intravaginal progesterone device (Group P4IVD; n=10; SINCROGEST®; 1g) and the other group
received a long-acting progesterone injection (GroupP4i; n=10; SINCROGEST®; 30mg/sc). Ultrasound
assessment of follicular dynamics was performed daily between day 0 and day 10 of the protocol. Blood
was obtained on days 10, 11 and 15 of the protocol for P4 assessment. In experiment 2, seventy Brangus
cows, multiparous, lactating, with 70 days postpartum, were allocated in two groups. One experimental
group received the intravaginal progesterone device (Group P4IVD; n= 35; SINCROGEST®; 1g) and in
the other group the animals received an application with long-acting progesterone (Group P4i; n= 35;
SINCROGEST®; 300mg/sc ) on day 0. Follicular growth rates from D6 to D9 did not differ between the
vaginal (1.36 + 0.17 mm/day) and injectable P4 (1.47 £ 0.17 mm/day; P>0 .05). Likewise, ovulation
rates did not differ between these two groups (P4IVD 4/10 cows; P4i 5/10 cows; P>0.05). days 10 and
11, respectively, in progesterone animals were higher in animals that received progesterone (D10: 0.36
+ 0.15 and 1.89 £ 0.15ng/mL, para4IVD and P4, respectively; P <0.0001 ; D11: 0.41 £ 0.11 and 1.59
+ 0.11 ng/mL, for PAIVD and P4i, respectively; P<0.0001). On D135, this difference between the P4AIVD

(2.63 £ 0.49 ng/mL) and P4i (2.52 £ 0.49 ng/mL) groups in serum progesterone concentration was no
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longer observed (P>0.05 ). However, pregnancy rates at 30 days after FTAI were higher in the P4IVD
group (48%) than in the P4Inj group (2%; P<0.05). We conclude that injectable progesterone
concentrations remain high in the periovulatory period, which may have caused the low pregnancy rate,
however, further experiments should be performed to confirm and adjust the injectable progesterone

dose.

1. INTRODUCTION

The vast majority of current fixed-time artificial insemination (FTAI) protocols use an
intravaginal progesterone device in different dosages and preparations, for a period of seven to ten days,
combined with the application of intramuscular estrogen, which together are responsible for inducing
the onset of a new follicular wave [1].

The possibility of transmitting sexually transmitted diseases is emphasized through the reuse of
intravaginal devices, for estrus synchronization in cattle, however, some sanitary practices could
minimize them, such as reuse of devices only in animals from the same pen, and/ or only in corrals with
adequate sanitary management [2]. In a study carried out with 60 cows (before introduction and after
removal of the device) 100% bacterial growth was obtained, and in most samples, more than one isolate
was found [3]. In the work carried out with sheep, after removing the device, all animals showed clinical
signs of vaginitis, and the predominant isolates belonged to the coliform group, mainly Escherichia coli
(72.7%) [4].

According to [5], in studies carried out using FTAI protocol with long-acting injectable
progesterone x intravaginal progesterone device on day 0, similar results were obtained in follicular
growth rate and ovulatory follicle diameter, however, in the same experiment, cypionate was used of
estradiol as an ovulation inducer.

The administration of 150mg of progesterone 10 days before the FTAI protocol increased the
follicular diameter at the beginning of the protocol, in addition, the progesterone concentration remained
above 1.5 ng/ml for 7 days [6]. As a new progesterone device-free FTAI protocol can be developed to

induce and synchronize estrus and ovulation, this protocol consists of a single injection of injectable
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progesterone inducing an acceptable ovarian response and a fertility similar to the intravaginal
progesterone device [7].

Our hypothesis is that GnRH causes follicle growth dominant and ovulation, resulting in a high
pregnancy rate. The aim of this study was to evaluate long-acting injectable progesterone on ovarian
follicular dynamics and pregnancy rate in Brangus (Angus x Brahman) cows with calf at foot, submitted

to FTAI with intravaginal progesterone device or injectable progesterone.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Experiment 1

In order to evaluate the effect of long-acting injectable progesterone on follicular dynamics, 20
multiparous Brangus cows, with calf at foot, were used in a period of 50-70 days postpartum, with a
body condition score (BCS ) between 2.5 and 3.5 on a scale of 1 to 5 points [8]. All animals received
two doses of 526 pg of cloprostenol sodium (synthetic analogue to Prostaglandin Fay - PGF2q;
Sincrocio®, Ouro Fino, Sdo Paulo, Brazil) intramuscularly (im), at 06:00 and 18:00 hours three days
before (D-3) the application of progesterone (P4; Figure 1). On day 0 (DO) , the 20 animals were
allocated into two groups. In the control group (P41VD), the cows (n=10) received an intravaginal device
containing 1g of P4 (Sincrogest Implante®, Ouro Fino, Sdo Paulo, Brazil) and 2 mg of estradiol benzoate
(BE, Sincrodiol®, Ouro Fino, S3o Paulo, Brazil) im. In the treatment group (P4i), the animals (n=10)
received 300 mg of long-acting P4 subcutaneously (sc) (Sincrogest Injectavel®, Ouro Fino, Sao Paulo,
Brazil) and 2 mg of BE (Sincrodiol®) im. On day 6 (D6), animals from both groups received 526 ug of
PGF2, (Sincrocio®) im and 300 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG; Sincro eCG ®, Ouro Fino,
Sao Paulo, Brazil) im. On day 8 (D8), P4 devices were removed from animals in the P4AIVD group. After
36 hours of device removal, cows received 10.5ug of buserelin acetate (synthetic analogue of
Gonadotropin Releasing Hormone-GnRH; Sincroforte®, Ouro Fino, Sdo Paulo, Brazil), im in both

groups.
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All animals were submitted to a blood collection by puncture of the coccygeal vein, in a vacuum
collection system [9] on D-3 and, later, every 24h from DO to D11 and a last collection on D15 for serum
evaluation of P4. Blood samples were centrifuged at 800 xg for 5 min, up to a maximum of 30 min after
collection [10]. Afterwards, the samples were stored at -20°C, for later laboratory analysis using the
chemiluminescence technique [11]. Follicular dynamics, preovulatory follicle size and ovulation rate
were evaluated by daily ultrasonography from DO to D10 , using a Sonoscape ® equipment with a 5.0

MHz linear transducer, according to [12].

2.2. Experiment 2

Considering that follicular growth did not differ and, despite the small number of animals, there
was evidence of no difference between ovulation indices, a second experiment was implemented to
evaluate pregnancy. A total of 70 cows Brangus breed, multiparous, with calf at foot, in the period of
50-70 days postpartum, in native field, with BCS between 2.5 and 3.5 on a scale of 1 to 5 points [8],
were examined by ultrasound transrectal at the beginning of the protocol to rule out the possibility of
unwanted pregnancy [13]. The animals were allocated into two groups, a con..ul (P4IVD; n=35) and a
treatment (P4i; n=35). The protocols used were the same as in Experiment 1. After 16 hours of GnRH
application, the animals of both groups were inseminated (Al). Cows were inseminated by a single
trained inseminator using conventional semen from a single bull with known fertility [14]. Pregnancy
diagnosis was performed by ultrasound (Sonoscape ® with 5.0 MHz linear transducer) 30 days after

FTAI [13] (Figure 1).

2.3 Statistical Analysis

All continuous variables and residuals for each model were tested for normality using the
Shapiro Wilk test. The effect of treatments on progesterone concentration and follicular size over time

was analyzed using mixed models for repeated data. Different covariance structures were tested for each
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model, using the one with the lowest AIC ( Akaike information criterion ). Differences between groups,
on each day, were performed using the Tukey HSD test using corrected means. Ovulation and pregnancy
rates were evaluated by chi -square. All analyzes were performed using the JMP statistical package

(SAS Institute Inc., Cary, NC) and a significance level of P<0.05 was adopted.

3. RESULTS

Experiment 1

There was no group effect or interaction between group and day on new wave follicle diameter
(P>0.05; Fig. 2). The follicular growth rate from D6 to D9 also did not differ between the device (1.36
+ 0.17 mm/day) and injectable P4 (1.47 = 0.17 mm/day; P>0.05) groups. . Ovulation rate did not differ
between P4 device (4/10 cows) and P4 injectable (5/10 cows; Fig. 3; P>0.05) groups. There was a group
effect (P<0.001), day (P<0.001) and group and day interaction (P<0.05) on serum progesterone
concentration on days D10, D11 and D15 (Fig. 4). Serum progesterone concentrations were different
between groups at D10 (0.36 + 0.15 and 1.89 £+ 0.15 ng/mL, for P4 device and P4 injectable,
respectively; P<0.0001) and D11 ( 0.41 £0.11 and 1.59 + 0.11 ng/mL, for P4 device and P4 injectable,
respectively; P<0.0001). There was no difference between P4 device (2.63 + 0.49 ng/mL) and P4

injectable (2.52 + 0.49 ng/mL) in serum progesterone concentration on D15 (P>0.05) .

Experiment 2.

Although no difference between follicular growth was observed in experiment 1 and there was
evidence that the ovulation rate did not differ, there was a significant difference in P4 levels on days 10
and 11, time of FTAI and fertilization. The pregnancy rate, 30 days after FTAI, was higher in cows in

the P4IVD group (48%) than in the P4i group (2%; Fig. 5; P<0.05).
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4. DISCUSSION

Injectable progesterone reached ideal serum levels at the beginning of the protocol, causing
ovarian follicular regression and emergence of a new follicular wave. , control and treated, whose
progesterone levels remained high above baseline. However, high levels of progesterone at the
periovulatory time probably led to failure of fertilization or transport of gametes causing a negative

impact on pregnancy.

Progesterone has an effect on follicle development, oocyte maturation [15], as well as ovulation
[16]. Studies have shown that treatment with progestogens in postpartum anestrus cows increases the
expression of LH receptors in follicular cells [17], optimizing the effects of this gonadotropin and
increasing the frequency of LH secretion by the anterior pituitary, presumably by decreasing the

negative feedback of E2 on GnRH secretion [18].

In the work carried out by [19], it was observed that, in order to stimulate pulsatile LH secretion,
it is essential that circulating progesterone concentrations are between 1 and 2 ng/ml or, according to
[20], this concentration must be between 1 and 2 ng/ml. approximately 2.14 ng/ml, resulting in a
dominant follicle with a larger diameter. If the serum P4 concentration is around 4.5 ng/ml, LH
pulsatility and follicular growth are compromised, especially in Bos taurus indicus animals , which have

higher circulating P4 concentrations than in Bos taurus taurus animals. [21].

LH secretion is, in part, coordinated by the action of steroids, such as E2 and P4, however,
essentially, by the positive effect of E2 that induces the LH surge [22]. Researchers have reported that
the plasma concentration of P4 at the time of application of GnRH did not affect the ovulation rate,
suggesting similar rates in the absence or presence of P4 [23]. The same results were found by [24], who
reported high ovulation rates even in animals that received GnRH in the diestrus phase. In the work
carried out by [25]the ovulatory response after the application of 100pg of GnRH was similar between
the groups with high and low progesterone environments. These findings indicate that follicular status
at the time of treatment has considerable importance in the ovulation rate of animals treated with GnRH

regardless of serum P4 concentration [23].
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The morphology of the uterus changes simultaneously with the estrous cycle, being caused by
the action of E2 and P4, in proestrus, an increase in contractility begins with turgidity of its walls caused
by high vascularization, at maximum contractility it is in the estrus phase, reducing it is present in
metestrus and absent in diestrus [26]. The different mechanisms of action of progesterone demonstrate
that this hormone can inhibit or stimulate cell proliferation in the uterus, according to the cell type and
endocrine environment [27]. Among the various effects of progesterone on cellular functions, these
include the stimulation of glycogenesis, cyclic nucleotide metabolism, protein synthesis and elimination

[28], and cell cycle regulation [27].

Results observed by [29], indicate that progestins have a unique and complex binding profile,
having several targets in the biological system, which probably affect the response to signals in the CNS.
In the present study, the cows that became pregnant in the control group had their basal P4 serum level
in the estrus and periovulatory periods. Suprabasal concentrations of P4 can cause incomplete
maturation of preovulatory follicles and subsequent final development in an elevated P4 environment
[30]. If there is a peripheral increase in progesterone, it can affect estrus expression and hormonal

profiles around estrus and ovulation [31].

There are two possibilities for the fall in fertility when progesterone is high at the time of Al,
the first is that P4 can change the physiological pattern of gamete transport through changes in the
contractility of the uterus and oviduct, reducing the fertilization rate [32]. The other possibility would
be that progesterone could cause direct negative effects on embryonic development, when P4 was added

to the culture medium reducing the blastocyst rate [33].

Results found by [34]showed that a high level of progesterone produced by cumulus cells was
responsible for GVBD in porcine oocytes, anticipating the restart of meiosis. Researchers also
performing in vitro experiments with bovine oocytes, found that progesterone in high doses stimulates
the restart of meiosis [35]. In primates, The administration of a source progestin induced the resumption
of meiosis in oocytes, even in the absence of gonadotropin [36]. For [37], progestins modify the
synthesis of cholesterol causing an increase in the levels of steroid activators of meiosis, described as

possible mediators of the restart of meiosis induced by gonadotropins in oocytes.
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In several sequential experiments carried out by the researchers [32], it was shown that sperm
binding and release can be significantly influenced by the local treatment of the isthmus wall with
microdrops of progesterone in oil or by progesterone secreted by Graafian follicles that is transferred

locally by a countercurrent vascular system to the isthmus wall at high levels just before ovulation.

The use of injectable progesterone is an option for FTAI protocols, since the molecule of this

hormone has similar response conditions to intravaginal implants that are currently on the Market.

The protocol used in calved cows with calf at foot synchronized the emergence of a new
follicular wave and induced ovulation, reaching a satisfactory percentage of pregnancy in the group with

intravaginal device.
5. CONCLUSION

Therefore, we conclude that, although the growth of the dominant follicle and the ovulation rate
do not differ from the control, P4 levels remain very high at the time of ovulation and pregnancy rates

are extremely low after FTAL
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Legends:

Figure 1. Experiment 1: Follicular dynamics in cows submitted to a protocol with progesterone device (Group
P4IVD; device with 1g progesterone; n=10) or injectable progesterone (Group P41, 300mg progesterone sc; n=10).
Experiment 2: 75 cows were randomly allocated to P4IVD or P4i groups to assess pregnancy rate. PG: 526ug of
cloprostenol. eCG: 300IU equine chorionic gonadotropin. GnRH: 10png of buserelin 36h after removal of the
device from the animals in the P4IVD group and at the same time for the cows in the P4i group. TAI: Artificial
insemination 16h after GnRH. EB: Estradiol benzoate (2mg). Triangles (V) represent ultrasound assessment for
assessment of follicular diameter, ovulation, or pregnancy diagnosis. Star (%) represents blood collection for

serum progesterone measurement.

Figure 2. Follicular growth (FC) of new emerging wave in Brangus cows ( Bos taurus indicus x Bos taurus taurus
) during Days 6 and 9, synchronized with injectable progesterone (P4i) and intravaginal progesterone device

(P4IVD).

Figure 3. Percentage of ovulation on Day 10 in Brangus cows ( Bos taurus indicus x Bos taurus taurus ) after
receiving an application of 10pg of buserelin acetate , in the group with intravaginal progesterone device (P4IVD)
and in the injectable progesterone group (P41). Statistical analysis was not performed due to the small sample size

in each group.
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Figure 4. Mean serum levels and standard error of progesterone (P4) (ng/ml) in Brangus cows (Bos taurus indicus
x Bos taurus taurus) in both injectable progesterone (P4i) and progesterone intravaginal device (P4IVD) groups,
on Days 10 (ovulation), 11 and 15, reinforcing that the animals in experiment 1 were not inseminated. Arrows

marked with an asterisk represent the statistical difference between groups (P>0.05).

Figure 5. Evaluation of the percentage of pregnancy, performed by ultrasound at 30 days of gestation in Brangus
cows (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus). In experiment 2 all animals from both injectable progesterone (P41)

and progesterone intravaginal device (P4IVD) groups were inseminated. Columns with an asterisk represent the

divergence between groups.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ha varias alternativas para se escolher na hora de se definir qual é o melhor protocolo
de IATF a ser usado no rebanho, sendo totalmente dependente da raca, da categoria animal e
do status reprodutivo/nutricional, visto que essas diferencas fisiologicas tém total influéncia e

devem ser adequadamente consideradas ao se tomar decisdes. A correta identificagdo dessas
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variaveis e o planejamento no desenvolvimento de um protocolo ‘ideal” nos levam
proximo do “manejo reprodutivo de precisdo”, causando éxito na execugdo desta
biotecnologia.

Nao menos importante, os farmacos a serem utilizados no tratamento hormonal
para o controle das fases luteinica e folicular dentro dos protocolos de IATF, devem ser
estudados e adequados, tendo em vista as variagcdes que ocorrem entre as moléculas,
podendo causar um efeito negativo na reprodugao.

Ressaltamos a importancia do ajuste aos protocolos atuais, priorizando sempre
o bem-estar animal e os cuidados com o meio ambiente, atividades reprodutivas dentro
de uma propriedade rural envolvem toda a cadeia produtiva, incluindo-se os

manipuladores dos animais e dos farmacos usados.
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