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RESUMO

A lutedlise completa ¢ essencial para a fertilidade de vacas de corte submetidas a protocolos
de IATF. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da administragdo de PGF no Dia 7
comparado ao Dia 8 sobre a concentracdo sérica de progesterona (P4), a manifestacdo de
estro, o didmetro do foliculo ovulatério (FO) e a taxa de prenhez. Foram utilizadas 469 vacas
Angus ndo lactantes (com CL n= 359, sem CL n= 110), ECC 2,9 + 0,2 (escala de 1 a 5),
mantidas a pasto. No Dia 0, as vacas receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g de
P4 e 2mg de benzoato de estradiol, i.m. No Dia 7, os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grupos. As vacas foram tratadas com 500mcg de cloprostenol sédico i.m., no Dia 7
(PGF7, n=238) ou no Dia 8 (PGF8, n=231). No Dia 8, os dispositivos de P4 foram removidos
e aplicados 0,5mg de cipionato de estradiol, i.m., em todas as fémeas. A IATF foi realizada
entre 48 e 52 h apds. Para a detec¢@o de estro, as fémeas tiveram a regido sacral pintada, no
momento da retirada dos dispositivos de P4. Exames ultrassonograficos foram realizados no
Dia 0 para detectar a presenca do CL, no Dia 10 para mensurar o didmetro do FO e no Dia 40
para o diagnostico de gestagcdo. As amostras de sangue para determina¢do da concentragdo
sérica de P4 foram coletadas nos Dias 8 e 10 e analisadas por radioimunoensaio. A
manifestagdo de estro e taxa de prenhez foram analisadas como variaveis binomiais por
regressao logistica (Proc GLIMMIX do SAS). O didametro do FO e concentragdao de P4 foram
submetidos a andlise de varidncia (Proc GLIMMIX do SAS). A manifestacdo de estro foi
maior nas vacas PGF7 (91,6%; 218/238) do que nas PGF8 (78,8%; 182/231) tendo as fémeas
que apresentaram estro 2.9 vezes mais chance de estarem prenhes aos 30 dias apds a IATF
(P= 0,0002). A taxa de prenhez das vacas que apresentaram estro foi 60,2% (241/400) vs.
39,1% (27/69), resultando em maior (Odds ratio= 2,4) chance de prenhez, associada ao
comportamento estral (P=0,0014). O diametro do FO ndo diferiu (P=0,0881) entre PGF7
(11,7mm) e PGF8 (11,3mm). A taxa de prenhez foi maior (P=0,0034) para o grupo PGF7
(63,9%; 152/238) vs. PGF8 (50,2%; 116/231). Nas fémeas PGF7, a concentragao P4 no Dia 8
ndo diferiu entre prenhes (1,7 ng/ml) e ndo prenhes (1,9ng/ml). Entretanto, no grupo PGFS as
fémeas prenhes, tiveram a concentracdo de P4 no Dia 8 menor (2,6 ng/ml) (P=0,0005) do que
as ndo prenhes (3,4 ng/ml). No Dia 10, a concentragdo de P4 nao diferiu entre os tratamentos
(PGF7= 0,11 ng/ml vs. PGF8= 0,09 ng/ml) e ndo afetou a fertilidade (P=0,2515). De acordo
com os resultados, o didmetro do FO e a concentragio de P4 no Dia 10 n3o foram
influenciados pelo dia da administracdo de PGF, porém, a antecipacdo da aplicacdo de PGF

determinou maiores taxas de manifesta¢ao de estro e prenhez.



ABSTRACT

Complete luteolysis is essential for pregnancy success in beef cows submitted to FTAI
protocols. The objective of this study was to evaluate the effect of PGF administration on Day
7 compared to Day 8 of a FTAI protocol on serum P4 concentration, estrus behavior,
ovulatory follicle (OF) diameter, and pregnancy per Al (P/AI). A total of 469 non-lactating
Angus cows (with CL, n= 359 or without CL, n=110), BCS 2.9+0.2 (1 to 5 scale), maintained
on pasture were used. Cows received a 1g progesterone-releasing intravaginal device and
2mg of estradiol benzoate im on Day 0. On Day 7, animals were randomly allocated into two
groups. Cows were treated with 500mcg sodium cloprostenol im, on Day 7 (PGF7, n=238) or
on Day 8 (PGF8, n=231). P4 devices were removed and 0.5mg of estradiol cypionate, im was
injected in all females on Day 8. FTAI was performed 48 to 52 h after P4 device removal.
Females had sacral region painted with appropriate paint on Day 8 to detect expression of
estrus. Transrectal ultrasonography was performed on Day 0 to detect presence of CL, on Day
10 to measure OF diameter, and on Day 40 to diagnose pregnancy. Blood samples were
collected on Days 8 and 10 to measure P4 serum concentration by radioimmunoassay. Estrus
behavior and pregnancy rate were analyzed as binary outcomes using logistic regression (Proc
GLIMMIX, SAS). OF diameter and P4 concentration were submitted to analysis of variance
(Proc GLIMMIX, SAS). The estrus manifestation was greater (Odds ratio= 2.9; P = 0.0002)
in females of PGF7 group (91.6%; 218/238) than PGF8 (78.8%; 182/231). The P/AI of cows
that exhibited estrus was 60.2% (241/400) vs. 39.1% (27/69), resulting in higher chance
(Odds ratio= 2.4) of pregnancy associated with estrus behavior (P = 0.0014). OF diameter did
not differ (P = 0.0881) between PGF7 (11.7mm) and PGF8 (11.3mm). The P/AI was higher
(P = 0.0034) for PGF7 group (63.9%, 152/238) vs. PGF8 (50.2%, 116/231). In group PGF7,
P4 on Day 8 did not differ between pregnant (1.7ng/ml) and non-pregnant (1.9ng/ml) females.
However, group PGF8 pregnant females had lower P4 concentration (2.6ng/ml) on Day 8 (P
= 0.0005) than non-pregnant (3.4 ng/ml) females. On Day 10, P4 did not differ between
treatments (PGF7 = 0.11ng/ml vs. PGF8= 0.09ng/ml) and did not affect fertility (P= 0.2515).
According to results, OF diameter and P4 concentration on Day 10 were not influenced by the
day of PGF administration, however, earlier PGF injection resulted in higher estrus behavior

and increased fertility.
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1. INTRODUCAO

Em um sistema de producdo de bovinos de corte, a eficiéncia reprodutiva ¢ o aspecto
mais importante da atividade, por estar diretamente relacionada ao aumento na taxa de
desfrute do rebanho. Muitas sdo as biotecnologias da reprodugdo disponiveis para a
maximizagdo dos indices reprodutivos. Dentre as biotecnologias aplicdveis a pecudria
comercial destacam-se a IA e a IATF, uma vez que estas sdo estratégias economicamente
viaveis que propiciam a melhoria do rebanho por meio do uso de reprodutores

comprovadamente superiores (FERRAZ et al, 2008).

A sincronizagdo do estro e ovulagdo de fémeas bovinas, através de protocolos
hormonais, vem sendo aprimorada com o objetivo de aumentar as taxas de prenhez a cada
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Nos ultimos anos, diversos protocolos
hormonais a base de ésteres de estradiol, progestdgenos e hormonio liberador de
gonadotrofinas tém sido testados, no entanto, as taxas de concepcao a IATF ainda sdo baixas
em relacdo a IA tradicional. Em determinadas categorias em fun¢do de falhas que podem
ocorrer durante os protocolos, a técnica vem sendo fortemente substituida pela IATF em
funcdo da inadequada observacdo de estro associada a falta de mao-de-obra. Os principais
fatores associados aos baixos indices reprodutivos da IATF em relacdo a IA tradicional ¢ a
falha na ovulacdo e a lutedlise incompleta, seguidos dos problemas que estdo relacionados as
duas técnicas como o status nutricional dos animais, falhas relacionadas ao inseminador,
sémen mal-armazenado ou de baixa fertilidade.

A regressdo completa do corpo luteo (CL) no final do tratamento hormonal para
sincronizagdo do estro e ovulacdo ¢ essencial para alcancar altas taxas de prenhez em
programas de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) em gado de corte.

O desenvolvimento final do foliculo ovulatério sob baixas concentracdes plasmaticas de
progesterona (P4) permite o desenvolvimento de um od6cito saudavel, manifestagdo de estro e
sincroniza¢do da ovulacdo, determinando sucesso no estabelecimento da prenhez.

Muitos mecanismos fisiologicos podem estar envolvidos na reducdo da fertilidade
quando a concentragdo de P4 esta elevada proximo ao momento da IA. O transporte do
espermatozoide e do oocito pode ser alterado pela contratilidade do oviduto e uterina
interferindo na fertilizagdo ou afetando o estdgio embrionario inicial reduzindo o

desenvolvimento do blastocisto (SILVA; KINGHT, 2000).



A queda da concentragdo de P4 apds o tratamento com prostaglandina F2a (PGF) no
protocolo de IATF, também ¢é responsavel pelo aumento das concentragdes plasmaticas de
estradiol enddgeno, através do crescimento folicular. Um aumento das concentracdes de
estradiol pré-ovulatorias resultam em maior fertilizagdo, proporcionam um embrido com
maior qualidade e viabilidade (ATKINS et al., 2013; JINKS et al., 2013) incrementando a
taxa de prenhez em 60% a mais (PERRY et al., 2005). Vacas que exibem estro proximo ao
momento da Inseminacdo Artificial (IA) t€m maior sucesso na prenhez do que vacas que nao
exibem estro (PERRY et al., 2014).

Virios estudos determinaram que a eleva¢do na concentragdo circulante de P4 proximo
da IA durante o programe de IATF, afeta a fertilidade. Uma lutedlise incompleta apos o
tratamento PGF em protocolos de sincronizagdo foi reportada em torno de 5 a 30%
(MOREIRA et al., 2000; SOUZA et al., 2003; MARTINS et al., 2011). No entanto, altas
concentragdes de P4 no momento da aplicacdo da PGF, foi associada com alta probabilidade
de lutedlise apos este tratamento e alta fertilidade (MARTINS et al., 2011). As vacas com
lutedlise completa tém uma diminuicdo mais rapida nas concentragcdes de P4 circulantes
sendo mais férteis do que aquelas com declinio mais lento nos niveis de P4 (BRUSVEEN et
al., 2009).

Nossa hipotese ¢ de que a administragdo antecipada da dose de Prostaglandina F2o
(PGF), um dia antes da retirada do dispositivo intravaginal de P4, pode influenciar
positivamente no crescimento final do foliculo ovulatério, aumentando as taxas de
manifestagdo de estro e ovulacdo pela diminuicdo precoce das concentracdes de P4 e

manuten¢do destas baixas concentragdes até o0 momento da IATF.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

O experimento foi realizado em 4 fazendas comercias localizadas na regido Litoral do
Estado do Rio Grande do Sul. Foram utilizadas 490 vacas de corte (Angus e cruzas) nao-
lactantes com escore de condigdo corporal médio de 2,9 + 0,2 (escala de 1 a 5 sendo 1=
emaciada e 5= obesa, com intervalos de 0,25), mantidas em sistema de criagdo a pasto com
dgua e sal mineral a vontade. Os animais foram manejados empregando as melhores praticas
de bem-estar animais de acordo com o Guide for Care and Use of Agricultural Animals in

Agriculturral Research and Teaching (1999).



2.2 Desenho experimental

As vacas receberam no Dia 0 um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona
(P4) e 2mg de Benzoato de estradiol (BE), im. No Dia 7, os animais foram divididos
aleatoriamente, formando dois grupos. O grupo PGF7 (n=238) que recebeu 500 mcg, i.m., de
Cloprostenol sodico, enquanto grupo PGF8 (n= 231) recebeu o mesmo tratamento do Dia 8.
No Dia 8, foram retirados os dispositivos de progesterona e aplicados 0,5 mg de Cipionato de
estradiol (ECP) em todos os animais. No Dia 10, todas vacas foram inseminadas a tempo fixo

de 48 a 52 horas ap0s a retirada do dispositivo de progesterona (Figura 1).

Figura 1. Desenho experimental. Grupo PGF7 (A) recebeu o tratamento com PGF no dia 7 e o Grupo PGF8 (B)
no dia da retirada do dispositivo de P4, no dia 8. US = Exame de ultrassonografia transretal CS= coleta de sangue para

dosagem da progesterona sérica DG= diagnostico de gestagdo por ultrassonografia transretal.
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Fonte: o proprio autor

2.3 Deteccao de estro

Para auxiliar na detecg@o de estro, as fémeas tiveram a regido sacral pintada com tinta
especifica no momento da retirada dos dispositivos de progesterona. A observagdo da
persisténcia ou remog¢do da marcacdo de tinta foi realizada no Dia 10 pela manha, para
identificacdo das que apresentaram atividade estral até este momento. A remog¢ao da tinta em

dois tergos da area pintada foi considerada como manifestagao de estro.



2.4 Exames ultrassonograficos

No Dia 0, as vacas (n= 469) tiveram seus ovarios examinados por ultrassonografia
transretal com o objetivo de avaliar a presenca/auséncia de corpo lateo (CL) no inicio do
tratamento hormonal. No Dia 10 (IATF), as vacas foram examinadas novamente para
identificacdo e determinacdo do diametro do foliculo ovulatério (mm), a partir da média de
duas medidas perpendiculares entre si. Trinta dias apds a IATF, procedeu-se aos diagnosticos
de gestacdo também por ultrassonografia através da identificacdo de vesicula embrionaria

contendo embrido com batimentos cardiacos.

2.5 Amostras de sangue para determinac¢io da progesterona

As amostras de sangue para determinacdo da concentracdo de progesterona sérica
foram coletas de 469 animais no Dia 8 (retirada do dispositivo de P4) e no Dia 10 (IATF).
Para este fim, procedeu-se a pun¢do da veia coccigea caudal utilizando tubos para coleta a
vacuo com ativador de coagulo. O sangue foi armazenado em temperatura ambiente (20-
25°C) por 6 horas e centrifugado a 1200 g por 15 minutos. As aliquotas de soro foram
congeladas e mantidas a —20°C at¢é a analise das amostras. As andlises da P4 foram realizadas

através de radioimunoensaio com KIT comercial.

2.6 Analise estatistica

A manifestacdo de estro e taxa de prenhez foram analisadas como varidveis binarias por
regressao logistica (Proc GLIMMIX do SAS). O didametro do FO e concentragdao de P4 foram
submetidos a andlise de varidncia (Proc GLIMMIX do SAS). Foram considerados

significativos valores de P < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Diametro do foliculo ovulatorio

O diametro do FO nao diferiu (P=0,0881) entre os grupos PGF7 (11,7mm) e PGFS8
(11,3mm) (Figura 2).
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Figura 2. Diametro dos foliculos ovulatérios medidos por ultrassonografia no dia da IATF (Dia 10 do protocolo) de acordo

com os tratamentos PGF7 x PGF8 (P > 0,05).
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Fonte: o proprio autor

3.2 Taxa de prenhez e manifestacio de estro

A manifestacdo de estro foi maior nas fémeas do grupo PGF7 (91,6%; 218/238) do que
nas PGF8 (78,8%; 182/231) (P< 0,0001; Figura 3) tendo as vacas que apresentaram estro 2.9
vezes mais chance de estarem prenhes aos 30 dias (P = 0,0002). A taxa de prenhez das vacas
que apresentaram estro foi 60,2% (241/400) vs. 39,1% (27/69), resultando em maior (Odds
ratio= 2,4) chance de prenhez, associada ao comportamento estral (P=0,0014; Figura 4). A
taxa de prenhez de acordo com a manifestacdo de estro e tratamento foi maior para as fémeas
que manifestaram estro 65,1% para o grupo PGF7 e 54,4% para o grupo PGF8 do que nas
fémeas que ndo manifestaram estro 50% para o grupo PGF7 e 34,7% para o grupo PGFS8
(P<0,05; Figura 5). A taxa de prenhez foi maior (P=0,0034; Figura 6) para o grupo PGF7
(63,9%; 152/238) vs. PGF8 (50,2%; 116/231).

Figura 3. Taxa de manifestagdo de estro de acordo com os tratamentos PGF7 x PGF8 (P < 0,0001).
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Fonte: o proprio autor



Figura 4. Taxa de prenhez de acordo com a manifesta¢ao de estro (P =0,0014).
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Figura 5. Taxa de prenhez de acordo com a manifestagdo de estro e os tratamentos PGF7 x PGF8 (P < 0,05).
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Figura 6. Taxa de prenhez de acordo com tratamentos PGF7 x PGF8 (P= 0,0034).
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3.3 Concentracio de P4

A concentragdo de P4 no Dia 8§ ndo afetou a probabilidade de prenhez no grupo PGF7
(P=0.3163; Figura 7A), mas teve efeito significativo no PGF8 (P=0.0138; Figura 7B). Nas
fémeas PGF7 (Figura 8A), a P4 no Dia 8 ndo diferiu entre prenhes (1,7 ng/ml) e ndo prenhes
(1,9 ng/ml). Entretanto, no grupo PGF8 (Figura 7A) as fémeas prenhes tiveram a
concentragdo de P4 no Dia 8§ menor (2,6 ng/ml) (P=0,0005) do que as ndo prenhes (3.4
ng/ml). No Dia 10, a P4 nao diferiu entre os tratamentos (PGF7= 0,11 ng/ml vs. PGF8= 0,09
ng/ml), ndo afetou a probabilidade de prenhez (P=0,2515) e ndo diferiu entre prenhes e nao

prenhes (Figura 8B), dentro de cada tratamento.

Figura 7A. Probabilidade de prenhez das fémeas do Grupo PGF7 de acordo com a concentracdo de P4 no dia 8 (P > 0,05).
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Figura 7B. Probabilidade de prenhez das fémeas do Grupo PGF8 de acordo com a concentragdo de P4 no dia 8 (P < 0,05).
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Figura 8A. Distribui¢do da concentragdo de P4 nas fémeas ndo prenhes e prenhes de acordo com os tratamentos PGF7 vs.

PGF8 no dia 8 (P < 0,05).
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Figura 8B. Distribui¢ao da concentracéo de P4 nas fémeas ndo prenhes e prenhes de acordo com os tratamentos PGF7 vs.
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Fonte: o proprio autor

A manifestagdo de estro foi significativamente superior no grupo PGF7, podendo indicar

este resultado como importante fator associado a maior taxa de prenhez apresentada por esse

grupo. O comportamento estral ocorre apdés um aumento da concentragdo sérica de estradiol,

que controla vérios fatores envolvidos no estabelecimento da gestacdo, incluindo alteragdes

nas células foliculares, maturacdo dos odcitos, transporte de gametas e preparagdo do utero

para manter a gestagdo (POHLER et al., 2012). Apesar de ndo ter sido estatisticamente

diferente, o diametro folicular entre os grupos, ¢ possivel que o ambiente para o

desenvolvimento e maturagdo final do foliculo ovulatério tenha sido mais favoravel e que por

isso as fémeas tiveram maior manifestacio de estro mesmo com foliculos de didmetros

semelhantes.
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Os diametros dos foliculos ovulatérios encontrados neste estudo 11,3 e 11,7 mm sio
semelhantes aos relatados por Wecker et al. (2012), que situam-se entre 9,5 ¢ 11,5 mm em
vacas Brangus e cruzas nao lactantes. Foliculos entre 10,5 e 11,3 também foram relatados por
Bo6 et al. (2003). Estes didmetros, segundo os autores, sdo menores que os usualmente
encontrados em animais Bos taurus, que variam de 11,1 a 14,8 mm (BO et al., 2003;

SARTORI et al., 2001).

Em trabalhos realizados anteriormente, MARTINEZ et al. (2000) encontraram valor
médio de 12,80 mm para o foliculo pré-ovulatorio de novilhas taurinas submetidas a
protocolos que utilizam a associa¢do entre progestdgenos e estradiol. Bridges et al. (1999)
encontraram valores médios de 11,80 mm para o didmetro médio do foliculo no momento da
ovulacdo, em vacas taurinas de corte submetidas a sincroniza¢do da ovulagdo com protocolo

semelhante ao utilizado neste experimento.

Em um estudo conduzido por Jinks et al. (2013), o didmetro do foliculo nem sempre foi
preditivo das concentragdes séricas de estradiol e 39% das vacas com foliculos pequenos
(<12,5 mm) foram classificadas como tendo concentragdes elevadas de estradiol (> 8,4 pg /
ml) no momento da segunda injecdo de GnRH em protocolo Ovsynch. Vacas que apresentam

estro eram 3,3 vezes mais propensas a ficarem prenhes do que aquelas sem exposi¢ao de estro
(SA FILHO et al., 2010). Também observamos que independente do tratamento, as fémeas

que manifestam estro, apresentam a tendéncia de apresentar maior taxa de prenhez na IATF,
confirmando a importancia deste evento para o estabelecimento e manutengdo da gestagdo de

vacas submetidas a protocolos para sincronizagdo de estro e ovulagao.

Pfeifer et al. (2009), comparou em um estudo com vacas de corte, baixas concentragdes
de P4 ou concentragdes fisioldégicas de P4 influenciando o desenvolvimento folicular e
fertilidade, encontrando resultados de que reduzidas concentracdes séricas de P4 afetam a
selecdo e crescimento folicular, no entanto ndo encontraram diferencas significativas na taxa
de prenhez, diferente da nossa hipdtese que apesar de nado ter sido afetado o didmetro do
foliculo ovulatério, a reducdo antecipada da concentracdo de P4 influenciou positivamente a

prenhez.

A probabilidade de prenhez para as fémeas que receberam a PGF um dia antes da
retirada do dispositivo intravaginal de P4 ndo foi afetada pela concentra¢do de P4 no dia da

retirada do dispositivo, dia 8. No entanto, as fémeas que receberam o tratamento somente no
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dia da retirada tiveram uma concentragdo maior de P4 o que influenciou a probabilidade de
prenhez, como ja foi discutido por Bergfeld et al. (1995), altas concentra¢des circulantes de
P4, ocasionam um decréscimo na frequéncia dos pulsos de LH, interferindo negativamente no

crescimento folicular (KINDER et al., 1996; KOJIMA et al., 2003).

No nosso trabalho, as concentragdes plasmaticas de LH ndo foram avaliadas, mas em
outros estudos, observou-se que as vacas com baixa concentra¢cdo de P4 no periodo pré-
ovulatorio, possuiam maiores concentracdes de LH e aparecimento mais precoce de
receptores para o mesmo, conferindo aos foliculos maior competéncia ovulatoria (XU et al.,
1995) e possivelmente uma ovulacdo mais sincrone com o momento da IATF. No entanto,
Colazo, et al. (2004) ndo detectou diferenca no tempo de ovulagdo de novilhas sincronizadas

para IATF, com variadas concentragdes de P4 plasmaticas.

Com relagdo a concentragdo de P4 no dia 10, ou seja, no dia da IATF, ndo houve
diferenca entre os tratamentos, o que nos mostrou que na verdade, na maior parte das fémeas
a luteolise ocorreu completamente, tendo a maioria delas a concentragdo plasmatica de P4 <

0,5 ng/ml dois dias ap6s o tratamento com PGF.
5 CONCLUSAO

O tratamento antecipado com a PGF possivelmente propiciou um ambiente mais
favoravel para o crescimento e matura¢ao final do foliculo ovulatorio nas fémeas do grupo
PGF7, fazendo com que as mesmas manifestassem mais estro que as do grupo PGF8,
influenciando positivamente na taxa de prenhez do grupo PGF7. A redugdo precoce nas
concentragdes séricas de P4, conferiu 24 horas a mais de baixas concentragdes de P4 para o
grupo PGF7, sincronizando melhor o momento da ovulagdo com a IATF, resultando em uma

maior fertilidade para as fémeas tratadas com PGF no dia 7 do protocolo.
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