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RESUMO
Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduaciao em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

PROGESTERONA INJETAVEL NA SINCRONIZACAO DO ESTRO

EM BOVINOS
AUTOR: HENRIQUE RODRIGUES DA FONSECA
ORIENTADOR: ROGERIO FERREIRA
Chapeco, 27 de fevereiro de 2020

A suplementagdo com progesterona (P4) ¢ amplamente utilizada de maneira estratégica
dentro de programas de sincronizacdo de ovulagdo para aumentar o sucesso gestacional,
principalmente em vacas de alta producdo. Varios sdo os protocolos existentes para
auxiliar na modificacdo da dinamica folicular e a grande maioria deles utiliza a P4 na
forma de dispositivos intravaginais de liberacdo lenta. Este trabalho teve por objetivo
desenvolver um protocolo de sincronizacdo de estro em bovinos utilizando progesterona
(P4) injetavel ao invés de dispositivos de liberacdo lenta. Para isso, na primeira fase do
estudo foram avaliadas duas doses de P4 injetavel para definir a melhor concentragao
para realizar a sincroniza¢do de uma nova onda folicular e sincronia da ovulagdo em
vacas leiteiras. No primeiro estudo, foram utilizadas 11 vacas da raca Holandesa
submetidas a protocolo de sincronizac¢do de estro utilizando P4 injetavel e benzoato de
estradiol (BE; i.m.) no DO, gonadotrofina corionica equina (eCG; i.m.) e andlogo de
prostaglandina (PG; i.m.) no D7 e indugdo da ovulagdo com hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH; i.m.) no D9. As vacas foram alocadas aleatoriamente em dois
grupos para receber 300 ou 500mg de P4 por via subcutanea. Foram realizadas coletas
de sangue para avaliagdo da concentragdo sérica de P4 nos dias 0, 4 ¢ 8 em relagdo a
administracdo de P4. Nesta mesma fase do experimento os animais ainda foram
submetidos a avaliagdo do tamanho do foliculo pré-ovulatoério e ovulagdo. A dose de P4
(300 ou 500mg) ndo afetou a curva sérica de P4, o tamanho do foliculo ovulatério e a
taxa de ovulagdo. No segundo experimento, 28 vacas com 32,45+1,91 dias pds-parto
foram submetidos a protocolo de sincronizacdo similar ao experimento anterior, no
entanto os animais foram alocados para receber 300mg de P4 injetdvel ou dispositivo
vaginal de liberagdo lenta de P4 de 1,25g por 8 dias. Nao houve diferenca na taxa de
prenhez entre os animais que receberam P4 injetavel ou implante de progesterona. E
possivel concluir que protocolos de sincronizacdo utilizando 300mg de P4 por via
subcutanea associado ao uso de eCG e inducdo da ovulagdo com GnRH permitem uma
sincroniza¢do do crescimento folicular e ainda determina uma alta taxa de ovulagdo.
Mais estudos s@o necessarios para investigar a eficiéncia de adogdo de protocolos com
P4 injetavel, ao invés da utilizagdo de dispositivos, na eficiéncia reprodutiva de bovinos
leiteiros.

Palavras chaves: Sincronizacdo, Progesterona Injetavel, GnRh, Ovulagdo.
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Master's Dissertation
Programa de Pds-Graduaciao em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

INJECTABLE PROGESTERONE IN ESTRUS

SYNCHRONIZATION IN CATTLE
AUTHOR: HENRIQUE RODRIGUES DA FONSECA
ADVISER: ROGERIO FERREIRA
Chapecd, February 27, 2020

Progesterone (P4) supplementation is widely used strategically in ovulation
synchronization programs to increase gestational success, especially in high milk
production cows. There are several protocols to synchronize follicular growth and the
vast majority of them use P4 as slow-release intravaginal devices. This work aimed to
develop an estrus synchronization protocol in cattle using injectable progesterone (P4)
instead of slow release devices. For this, in the first phase of the study, two doses of
injectable P4 were evaluated to define the best concentration to synchronize a new
follicular wave and synchronize ovulation in dairy cows. In the first study, 11 Holstein
cows subjected to estrus synchronization protocol using injectable P4 and estradiol
benzoate (BE; im) at D0, equine chorionic gonadotropin (eCG; im) and prostaglandin
analog (PG; im) were used on D7 and ovulation induction with gonadotropin-releasing
hormone (GnRH; im) on D9. The cows were randomly assigned to two groups to
receive 300 or 500mg of P4 subcutaneously. Blood samples were taken to assess serum
P4 concentration on days 0, 4 and 8 in relation to P4 administration. In this same phase
of the experiment, the animals were still submitted to an evaluation of the size of the
preovulatory follicle and ovulation. The P4 dose (300 or 500mg) did not affect the P4
serum curve, the size of the ovulatory follicle nor ovulation rate. In the second
experiment, 28 cows with 32,454+1,91 days postpartum were submitted to a
synchronization protocol similar to the previous experiment, however the animals were
allocated to receive 300mg of injectable P4 or 1.25g P4 slow-release vaginal device per
8 days. There was no difference in the pregnancy rate between animals that received an
injectable P4 or progesterone implant. It is possible to conclude that synchronization
protocols using 300mg of P4 subcutaneously associated with the use of eCG and
induction of ovulation with GnRH allow a synchronization of follicular growth and also
determines a high rate of ovulation. More studies are needed to investigate the
efficiency of adopting protocols with injectable P4, instead of using devices, on the
reproductive efficiency of dairy cattle.

Keywords: Synchronization, Injectable Progesterone, GnRH, Ovulation.
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1 CAPITULO

REVISAO DE LITERATURA

1.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DOS BOVINOS

1.1.1 Dinamica folicular ovariana

O ciclo estral ¢ caracterizado como o periodo entre duas ovulagdes. Em 1960 foi
proposto um conceito de que grupos de foliculos antrais se desenvolviam em duas ondas
durante o ciclo estral nos bovinos (GINTHER, 2016). Mas os estudos sobre dindmica
folicular em bovinos foram possiveis através da monitoracdo das ondas foliculares com
o inicio da utilizagdo da ultrassonografia transretal (PIERSON; GINTHER, 1984). A
partir de 1988 varios estudos foram realizados para a evolu¢do da reproducdo dos
ruminantes, ¢ chegaram a conclusdo que ha entre 2 e 3 ondas foliculares durante cada
ciclo estral (GINTHER, 2016). Foliculos antrais tém seu crescimento e
desenvolvimento classificado em trés fases, sendo: recrutamento, selecdo ¢ dominancia

folicular (DRIANCOURT, 2001).

Com base na presenca de diferentes estruturas no ovario, o ciclo estral também ¢
dividido em duas fases: lutea (periodo de desenvolvimento e manuten¢do do corpo
luteo); e fase folicular (periodo da lutedlise a ovulacio do foliculo dominante).
Endocrinologicamente, o ciclo estral ocorre pela agdo dos hormdnios: GnRH (hormonio
liberador das gonadotrofinas), FSH (horménio foliculo estimulante), LH (hormoénio

luteinizante), estradiol (E2) e progesterona (P4; ADAMS, et al., 2008).

1.1.2 Sincronizacao das ondas foliculares

Os protocolos de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) tem por objetivo
permitir a insemina¢do durante um intervalo pré-planejado, eliminando assim, a
necessidade de detec¢do de estro e minimizando os custos de tempo e mao-de-obra.
Sabe-se que o uso da inseminagao artificial (IA) é uma das principais técnicas utilizadas

para disseminar genética desejavel entre rebanhos de bovinos. Entretanto, a



implementagdo generalizada desta técnica ¢ muito recente e deve-se principalmente ao
uso de protocolos que permitem a IA de grandes grupos de animais em um determinado
momento, comumente chamado de IATF. Basicamente, estes protocolos envolvem a
sincroniza¢do da emergéncia de uma nova onda folicular e sua ovulacdo em periodo
pré-determinado (MARTINEZ, et al., 2000). Entretanto, mesmo estando em programas
de sincronizagdo, os animais que ndo apresentem sinal de estro possuem menor
fertilidade, e consequentemente menor taxa de prenhez, portanto, a avaliagcdo de cio ¢

muito importante nos indices de prenhez do rebanho (PEREIRA, et al., 2016).

1.1.3 Progesterona (P4)

A presenca da P4 e sua suplementacdo como auxiliar na reproducdo de bovinos
¢ muito estudada nos dias de hoje (BISINOTTO, et al., 2015; STEVENSON; LAMB, et
al., 2016). Os papéis da P4 incluem: modulacdo do crescimento folicular e nutricdo
inicial do embrido, preparacdo do endométrio para nova gestacdo e manutencdo do
mesmo. As concentragdes circulantes de P4 representam um equilibrio entre a produgado
desse hormonio e seu proprio metabolismo (DADARWAL, et al., 2013; SIMOES et al.,
2018). Couto e colaboradores (2018) testaram o uso da P4 apds a inseminacdo para
verificar sua eficiéncia no auxilio da manutencdo da progesterona alta e consequente
melhora na taxa de prenhez, e obtiveram sucesso nos resultados. Sendo que durante a
fase de crescimento do foliculo ovulatorio, quando menor for a concentracdo de P4
circulante, mais o foliculo cresce e consequentemente maior serd o CL posterior a
ovulagdo (DIAS, et al.,2012; PFEIFER, et al., 2009). Esta afirmagao esta em desacordo
com Denicol e colaboradores (2012), os quais provaram em seu trabalho que a
concentragdo de P4 durante a sincronizagdo da ovulagdo apresenta uma correlagdo com

a taxa de prenhez na inseminacao artificial.

A criagdo e o uso de implantes intravaginais foi uma das ferramentas que
permitiu a suplementagdo com progesterona (P4) por tempo definido, possibilitando a
retirada do dispositivo e queda da progesterona em momentos estratégicos
(MACMILLAN; PETERSON, 1993). Desta forma, ¢ possivel induzir a ovulagdo com
esteroides apoés a retirada dos implantes (COLAZO, et al., 2003). Além da inducdo com

esteroides, ¢ possivel induzir a ovulagdo com andlogos do GnRH, pois diferentemente
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do estradiol, a indu¢do da ovulagdo com GnRH independe dos niveis de progesterona no
momento da sua aplicagdo (GIORDANO, et al., 2012). No entanto, concentragdes de P4
abaixo de 0,4 ng/ml no dia da insemina¢do podem apresentar melhores resultados na

taxa de prenhez (SANTOS et al., 2010).

1.14 Hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH)

O GnRH ¢ responsavel pela sintese FSH e a sintese e secrecdo do LH. O FSH
atua sobre os ovdrios através da estimulagcdo do desenvolvimento folicular ovariano. A
sua producdo ¢ regulada pela agdo do estradiol e a inibina, hormoénios que atuam
diretamente na hipofise. Em programas reprodutivos, pode ser empregado na
sincroniza¢do da ovulagdo em protocolos de inseminagdo em tempo fixo (IATF), ou
indugdo de estro (GIORDANO, et al., 2012). Também como forma de tratamento de
cistos foliculares ovarianos (PROBO et al., 2011).

Pensando em melhorar resultados de ovulagcdo com sincroniza¢io padronizada, o
uso do GnRH como indutor de ovulacdo pode acarretar em melhores resultados na
IATF. Sua utilizagdo como indutor de ovulagdo ¢ conhecida a muitos anos pois ¢ um
indutor que independe dos niveis de progesterona para expressar sua funcdo de

maturacdo e ovulacao (PURSLEY, et al., 1995).

Conhecendo sobre a eficiéncia do uso do GnRH foi criado o protocolo
denominado de Ovsynch que utiliza duas aplicagdes de GnRh e uma dose de PGF para
sincronizar e induzir uma ovulagdo, e desde 1995 até os dias atuas sua evolugdo ¢
constante e as modificagdes ocorrem sempre que se descobre algo novo (WILTBANK
& PURSLEY, 2014). Nos dias atuais, também se estuda o uso do GnRH no inicio de
um protocolo que tem como base estradiol e progesterona, pois 0 mesmo apresenta
efeitos positivos durante os periodos mais frios do ano. Esses efeitos estdo associados ao
aumento da fertilidade e na taxa de ovulacdo em animais que possuem baixa P4 no
inicio do protocolo; e por consequéncia estes animais apresentam maior nimero de CL
responsivos no momentos da aplicacdo da PGf2a (PEREIRA, et al., 2015). O mesmo foi
apresentado por Melo e colaboradores (2016), quando os autores mostraram que

protocolos que inicia com GnRH apresentam indices de prenhes superiores aos
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iniciados com BE, entretanto, as melhores taxas de fertilidade estdo presentes em vacas

que apresentam CL no inicio do protocolo e no momento da aplicagdo da PGf2a.

1.1.5 Gonadotrofina corionica equina (eCG)

O uso do eCG na reproducdo de bovinos leiteiros ¢ de longa data, onde varios
estudos ja foram realizados para mostrar sua eficacia fazendo sua aplicagdo no dia da
retirada do implante, o que apresenta resultados positivos na melhora da taxa de prenhez
através da estimulag¢do do crescimento do foliculo dominante e subsequente aumento na
taxa de ovulagio (BARUSELLLI, et al., 2004; BILBAO, et al., 2016; OLIVERA, et al.,
2014; PITALUGA, et al., 2013; SALES, et al., 2011; SA FILHO, et al., 2010; SOUZA,
et al., 2009). Resultados que ndo apresentaram melhoria nas taxas de prenhez
associados ao uso do eCG no dia da retirada do implante também estdo apresentados na
literatura (PULLEY, et al., 2013; SAMPAIO, et al., 2015). Entretanto, Tortorella e
colaboradores (2013), em um trabalho realizado em animais mesti¢os, concluiram que
tamanho do foliculo, o volume do corpo liteo, concentracdes séricas de P4 e as taxas de
gestacdo foram maiores quando o eCG foi administrada 48 horas antes da retirada do

dispositivo de P4 (D6).

Em outro trabalho com uso do eCG, foi demonstrado que sua eficiéncia foi
dependente do tempo em que estes animais estavam paridos, sendo que seu uso foi
efetivo em aumentar o numero de prenhez por inseminagdo nos animais que estavam
com periodo pos-parto menor ou igual a 70 dias, porém, ndo foi eficiente nos animais
que estavam paridos a mais de 70 dias (PRATA, et al., 2017). Da mesma forma, o eCG
apresentou maior desempenho em vacas com baixo escore de condi¢do corporal (ECC)

(SALES, et al., 2011; SOUZA, et al., 2009).

1.2 DIMINUICAO DA FERTILIDADE

Sao inumeros os fatores que podem causar uma queda nos indices de fertilidade
das vacas leiteiras (WALSH, et al., 2011; LOPEZ-GATIUS, 2012). Vacas em balango
energético negativo (BUTLER, 2000) que apresentam ECC baixo do 2,5 nas primeiras

semanas poés-parto sdo exemplos de animais com baixa taxa de fertilidade quando



12

comparados aos animais com melhor condi¢do corporal (CARVALHO, et al., 2014).
Mas especialmente durante o verdo, os fatores de infertilidade aumentam. As causas
podem ser desde estresse térmico que acarreta em queda no consumo de matéria seca,
aumento de luminosidade pelo fotoperiodo até alteragdes metabdlicas e neuroenddcrinas

(DE RESIS, et al, 2008).
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2 CAPITULO
MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de um manuscrito, com sua

formatagdo de acordo com as orienta¢des da revista ao qual serd submetido.
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2.1 MANUSCRITO

Progesterona injetavel para substituir dispositivos intravaginais em protocolos de
inseminacio artificial em tempo fixo.

Henrique Rodrigues da Fonseca, Bernardo Garziera Gasperin, Bento Martins de

Menezes Bisneto, Paulo Bayard Gongalves, Rogério Ferreira

De acordo com normas para publicacdo em:

Ciéncia Rural
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Progesterona injetavel para substituir dispositivos intravaginais em protocolos de
inseminacio artificial em tempo fixo.
Injectable progesterone to replace intravaginal devices on timed artificial

insemination protocols.

Henrique Rodrigues da Fonsecai, Bernardo Garziera Gasperinmn, Bento Martins de

Menezes Bisnetom, Paulo Bayard Gongalves™, Rogério Ferreira™

RESUMO

O objetivo foi desenvolver um protocolo de inseminacgao artificial em tempo fixo
(IATF) em bovinos utilizando progesterona (P4) injetdvel ao invés de dispositivos de
liberacdo lenta. Para isso, na primeira fase do estudo foram avaliadas duas doses de P4
injetdvel para definir a melhor concentragdo para IATF em vacas leiteiras. Foram
utilizadas 11 vacas Holandesas submetidas a protocolo de IATF utilizando P4 injetavel
(300 ou 500mg de P4) e benzoato de estradiol no D0, gonadotrofina coridnica equina
(eCQG) e andlogo de prostaglandina no D7 e inducdo da ovulagdo com hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) no D9. A concentragdo sérica de P4 foi avaliada nos dias 0, 4
e 8. Os animais ainda foram submetidos a avaliacdo do tamanho do foliculo pré-
ovulatério e ovulagdo. A dose de P4 (300 ou 500mg) ndo afetou a curva sérica de P4, o
tamanho do foliculo ovulatdrio e a taxa de ovulagdo. No segundo experimento, 28 vacas

foram submetidas a protocolo de IATF similar ao experimento anterior, no entanto os

!'Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Chapec6, SC, Brazil.

' Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

M Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA).

* Autor para correspondéncia. Tel.: +55(49) 2049-9556; Fax: +55(49) 2049-9553. E-mail:
rogerio.ferreira@udesc.br.
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animais foram alocados para receber 300mg de P4 injetavel ou dispositivo vaginal de
liberacdo lenta de P4 de 1,25¢g por 8 dias. Nao houve diferenga no tamanho folicular, taxa
de ovulagdo e taxa de prenhez entre os animais que receberam P4 injetavel ou implante
de progesterona (P>0,05). E possivel concluir que protocolos de sincronizagao utilizando
300mg de P4 por via subcutanea associado a inducdo da ovulagdo com GnRH permitem
uma sincronizacao do crescimento folicular e ainda determina uma alta taxa de ovulagao.

Palavras chaves: Sincronizacdo, Progesterona Injetavel, GnRH, Ovulagao.

ABSTRACT

This work aimed to develop a fixed-time artificial insemination (FTAI) protocol
in cattle using injectable progesterone (P4) instead of slow-release devices. For this, in
the first phase of the study, two doses of injectable P4 were evaluated to define the best
concentration to synchronize a new follicular wave and synchronize ovulation in dairy
cows. In the first study, 11 Holstein cows subjected to FTAI protocol using injectable P4
(300 ou 500mg of P4; s.c.) and estradiol benzoate (BE; im) at DO, equine chorionic
gonadotropin (eCG; im) and prostaglandin analog (PG; im) were used on D7, and
ovulation induction with gonadotropin-releasing hormone (GnRH; im) on D9. Blood
samples were taken to assess serum P4 concentration on days 0, 4, and 8 related to P4
administration. In this same phase of the experiment, the animals were still submitted to
an evaluation of the size of the preovulatory follicle and ovulation. The P4 dose (300 or
500mg) did not affect the P4 serum curve, the size of the ovulatory follicle nor ovulation
rate. In the second experiment, 28 cows with 32,45+1,91 days postpartum were submitted
to a FTAI protocol similar to the previous experiment, however the animals were
allocated to receive 300mg of injectable P4 or 1.25g P4 slow-release vaginal device per
8 days. There was no difference in the pregnancy rate between animals that received an

injectable P4 or progesterone implant. It is possible to conclude that synchronization
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protocols using 300mg of P4 subcutaneously associated with the use of eCG and
induction of ovulation with GnRH allow synchronization of follicular growth and also
determines a high rate of ovulation.

Keywords: Synchronization, Injectable Progesterone, GnRH, Ovulation.

INTRODUCAO

Os protocolos de inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF) sdo alternativas de
manejo reprodutivo, com objetivo de, entre outras indica¢des, contornar a ineficiéncia na
deteccdo de cio observada em vacas leiteiras de elevada produgdo, por permitir um
controle do crescimento folicular, indu¢ao da ovulacdo e com isso insemina¢ao em tempo
pré-determinado (BO et al., 2016). Atualmetne, para implementagdo dos protocolos de
IATF sao utilizados dispositivos intravaginais de liberagdo controlada de progesterona
(P4). Esses dispositivos de P4 podem causar desconforto, vaginite, ou até mesmo ¢
observado a perda desses implantes. Esses fatores podem comprometer a eficiéncia dos
protocolos de IATF. Além da progesterona disponivel em dispositivos vaginais, existem
solugdes comerciais de progesterona injetavel, muito utilizada em protocolos de inducao
da lactacdo. Deste modo, a progesterona injetavel pode ser uma ferramenta para substituir
os dispositivos intravaginais, sem causar irritacdo aos animais e reduzir a contaminacao
ambiental decorrente da P4 residual presente nos implantes no momento do seu descarte,
além do proprio dispositivo que ¢ produzido a base de plasticos e silicone (MOROTTI et
al., 2017; DE GRAAFF e GRIMARD, 2018). No entanto, poucos trabalhos avaliaram a
utilizacdo da P4 injetavel na sincronizacdo de estro de bovinos.

A utilizagdo de implantes intravaginais permite a suplementacdio com
progesterona (P4) por tempo definido, possibilitando a retirada do dispositivo e queda da

progesterona em momentos estratégicos (MACMILLAN e PETERSON, 1993). Desta
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forma, ¢ possivel induzir a ovulagdo com estrégenos apos a retirada dos implantes e
reducdo sérica de P4 (COLAZO et al., 2003). Portanto, a grande limitagdo da utilizagdo
de P4 injetavel em protocolos de sincronizagdo ¢ a dificuldade de controlar a redugao da
concentracdo sérica de P4. Moroti et al. (2017) observaram que a utilizagdo de P4
injetdvel em protocolo de sincronizagdo ndo prejudica o crescimento do foliculo
dominante. No entanto, no mesmo estudo os autores observaram que ocorreu uma
redugdo superior a 50% na taxa de ovulagdo. Esse resultado pode ser justificado pela
inducdo da ovulagdo com estrégenos em animais ainda com concentracdes elevadas de
P4 sérica.

Além da indugd@o com esteroides, € possivel induzir a ovulagdo com analogos do
GnRH. Diferentemente do estradiol, a indu¢do da ovulagdo com GnRH independe da
concentragdo sérica de progesterona (GIORDANO et al., 2012). Desta forma, a hipotese
do presente estudo foi que ¢ possivel sincronizar o crescimento folicular e ovulacao
utilizando P4 injetavel associada ao estimulo do crescimento folicular com eCG e indugao
da ovulagdo com GnRH. Portanto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um
protocolo de sincronizagdo de estro em bovinos utilizando progesterona (P4) injetavel ao
invés de dispositivos de liberagcdo lenta. Para isso foram investigadas duas concentragdes
de P4 injetavel sobre o tamanho folicular, ovulagdo e concentracdo de P4 sérica; e
avaliada a eficiéncia de um protocolo com progesterona injetavel, utilizando um
protocolo com dispositivo como controle, sobre a taxa de ovulagdo e prenhez.
MATERIAL E METODOS
Experimento 1

Foram utilizadas 11 vacas mantidas em sistema de compost barn, entre 3 e 7 anos,
escore de condi¢do corporal (ECC) entre 2,5 e 3,0 (dentro de uma escala de 0- 5) e

submetidas a trés ordenhas diarias. Os animais estavam com uma média de dias em leite
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(DEL) de 32 dias (variando entre 30 e 35 dias), e producdo média 35 litros de
leite/vaca/dia (variando de 28,8 a 41,2 litros). Os animais receberam uma aplicacdo com
0,500 mg de cloprostenol sddico (PGf2a; Estron — Agener Unido) 12 dias antes do inicio
protocolo (D-12). Apds 12 dias (DO0), os animais receberam uma segunda aplicagdo de
0,500 mg de cloprostenol sodico (PGf2a). Apos 12 horas, ou seja, ainda no dia zero (DO0)
do protocolo, houve aplicacdo de 2 mg de Benzoato de Estradiol (BE; RIC-B — Agener
Unido) por via intramuscular. Os animais foram distribuidos aleatoriamente para receber
300 (N=6) ou 500mg (N=5) de P4 (Sincrogest — Ouro Fino) por via subcutanea. Nos dias
DO, D4 e DS foi realizada coleta de sangue da veia coccigea, para posterior mensuragao
da concentracao sérica de P4. No D7 receberam 300 U.I. de eCG (Folligon- MSD). No
DS, os animas receberam 0,500 mg de cloprostenol sodico (PGf2a; Estron — Agener
Unido) e no D9,5 foram submetidos a uma avaliagdo ultrassonografica dos ovarios para
mensurac¢ao do tamanho do foliculo dominante por ultrassonografia transretal (aparelho
Mindray 5200, com transdutor linear retal). Imediatamente apds, todos os animais
receberam uma dose de 2,5 mg de licerelina (GnRH; TEC- Relin — Agener Unido) por
via intramuscular. No D12, os animais foram submetidos a ultrassonografia transretal
para determinar se houve ovulacao.
Experimento 2

Com os resultados do primeiro experimento, foi possivel observar que nao houve
diferenca significativa entre os animais que receberam 300 ou 500 mg de P4 subcutanea.
Desta forma, o segundo experimento teve como objetivo avaliar prenhez comparando um
protocolo de IATF utilizando 300 mg de P4 injetdvel com um protocolo convencional
com implante intravaginal.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para receber no dia zero (D0) um

dispositivo intravaginal de liberacdo lenta contendo 1,25g de P4 (Biprogest — Bimeda;
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Grupo Controle; N=15) ou 300 mg de P4 por via subcutanea (Grupo P4 injetavel; N=13).
Ainda no DO, todos os animais receberam 2 mg de Benzoato de Estradiol (BE; IM; RIC-
B — Agener Unido). No D7, os animais receberam uma aplica¢do com 300 U.L. de eCG
(Folligon - MSD) e uma aplicag¢do com 0,500 mg de cloprostenol sédico (PGf2a; Estron
— Agener Unido). No D9,5 foi administrado uma dose de 2,5 mg de licerelina (GnRH;
IM; TEC- Relin — Agener Unido) e 12 horas apds os animais foram inseminados. No D12
os animais foram reavaliados para verificar se houve ovulacdo do foliculo dominante e
no D40 foi realizado o diagnostico de gestagdo por ultrassonografia transretal.

O Experimento 2 foi realizado em 3 blocos (3 propriedades distintas). Foram
utilizadas 28 vacas, com idade entre 3 e 7 anos, escore de condi¢do corporal (ECC) entre
2,5 e 3,0 (dentro de uma escala de 0- 5) e submetidas a trés (propriedade 1) ou duas
(propriedades 2 e 3) ordenhas diarias. Os animais apresentavam DEL médio de 75,7 dias
e produ¢do média de 29,7litros/dia.

Dosagem de Progesterona

As concentracdes plasmaticas de progesterona foram realizadas por imunoensaio
competitivo, utilizando a tecnologia de quimiluminescéncia direta. Foi utilizado kit
comercial (ADVIA Centaur PRGE), segundo as orientagdes do fabricante.

Andlise estatistica

Todas as variaveis continuas foram testadas para normalidade utilizando o teste
de Shapiro Wilk e transformadas quando necessario de acordo com a distribui¢do dos
dados. O efeito dos tratamentos nas diferentes varidveis continuas foram determinadas
por analise de variancia (one-way ANOVA). Os dados de progesterona (Experimento 1)
foram analisados utilizando modelos mistos para dados repetidos. As taxas de ovulagao

e prenhez foram avaliadas por qui-quadrado. Todas as andlises foram realizadas com o
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pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC) e foi adotado como nivel de

significancia P<0,05.

RESULTADOS
No experimento 1, ndo foi observada diferefenca na concentracdo sérica de P4 entre os
tratamentos (300 e 500 mg) nos dias 0, 4 e 8 do experimento (Figura 1A). Também foi
verificado que o tamanho médio dos foliculos (Figura 1B) e a taxa de ovulagdo (Figura
1C) ndo diferiu entre os grupos experimentais (P>0,05).

As taxas de prenhez e ovulagdo do Experimento 2 estdo representadas na Figura

2. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos sobre a taxa de ovulagdo e prenhez

(P>0,05).

DISCUSSAO

A utiliza¢ao dos hormdnios para realizar a manipulagdo do ciclo estral das fémeas
bovinas ¢ muito comum nos dias de hoje (BARUSELLI et al., 2004; DAY, 2004). Pelo
conhecimento dos proponentes, at¢ o momento ndo had na literatura trabalhos
demonstrando qual a melhor dose de P4 injetavel para sincronizagao de ovulacao e IATF.
Além disso, ndo ha registros da eficiéncia de protocolos a base de P4 injetavel para IATF
em bovinos leiteiros, tendo como indutor da ovulagdo um analogo de GnRH. Este ¢ o
primeiro estudo realizado para comparar diferentes doses de P4 injetavel e avaliar sua
eficiéncia na sincroniza¢do de estro em vacas holandesas de alta producdo. As vantagens
do uso da P4 injetavel quando comparado com implantes tradicionais ocorre devido a
facilidade de manejo e aplicagdo, ndo ocorrem riscos de perda do dispositivo e nao ha

residuos no ambiente pelo descarte do mesmo.
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A P4 ¢ um hormodnio que controla o ambiente uterino e tem papel essencial para
o desenvolvimento embrionario e manutencdo da gestacdio (BO et al., 1994). As
formulagdes com progesterona injetavel sdo pouco utilizadas para a sincronizagdo do
estro porque ndo se tem um controle eficiente da queda dos niveis de progesterona, o que
acaba por dificultar a indu¢do da ovulacdo. Este fato foi demonstrado por STEVENSON
e PULLEY (2016), que evidenciaram que em animais com concentragdes de progesterona
entre 0,53 e 2,41 ng/ml j& ocorre a inibi¢do da liberagdo do LH em comparacdo com
concentracdo de P4 menor que 0,45 ng/ml. Esses autores ainda afirmam que animais que
apresentam concentracdes de P4 superior a 2,66ng/ml possuem ovulagdo comprometida
mesmo com o uso de GnRH como indutor.

Em estudo anterior, MOROTTI e colaboradores (2017) testaram o uso de
protocolo a base de progesterona injetavel na sincronizagdo de vacas de corte utilizando
o benzoato de estradiol como indutor da ovulacdo. Esses autores verificaram uma
diminui¢do da taxa de ovulagdo nas fémeas sincronizadas com protocolo utilizando
progesterona injetdvel, em comparagdo com protocolo convencional utilizando
dispositivos de progesterona. Este resultado pode ser explicado devido a inducdo da
ovulagao ter sido realizada com o benzoato de estradiol o qual depende de baixos niveis
de progesterona para induzir um pico de LH (DAY, 2004; WILTBANK et al., 2011).

No presente estudo, mesmo com niveis de P4 superiores a 4 ng/ml, foi possivel
induzir a ovulagdo em todos os animais, o que corrobora com o trabalho que demonstrou
que o pico de LH ¢ alcangado independentemente dos niveis de P4 quando a indugao ¢
feita com uma dose de 200 pg de GnRH (GIORDANO et al., 2012).

A ovulagdo também foi possivel devido ao tamanho atingido pelos foliculos
dominantes no momento da aplica¢dao do indutor de ovulacao, onde a média do tamanho

dos foliculos foi superior a 14 mm. Quando a ovulacao ¢ induzida por GnRH o tamanho
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do foliculo dominante apresenta pouca interferéncia na produ¢do de LH, porém, foliculos
maiores que 13,5 mm apresentam melhores respostas ovulatoria (STEVENSON e
PULLEY, 2016). O tamanho do foliculo pré-ovulatdrio deve ter ocorrido devido ao uso
eCG no sétimo dia do protocolo, uma vez que a aplicagdo momento da retirada do
implante de P4 (geralmente dia 8 do protocolo) vem sendo muito utilizado para melhorar
os indices de fertilidade, por meio de mudangas no padrao de crescimento folicular e na
funcdo do corpo luteo (BILBAO et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).

Com relagdo aos indices de prenhez, os resultados nao foram satisfatorios. Nada
pode ser concluido devido aos baixos indices, inclusive nos grupos controle. Os
resultados observados podem ter ocorrido devido ao estresse térmico, ja que os protocolos
foram realizados no més de dezembro (RONCHI et al., 2001; DE RENSIS et al., 2015,
DE RENSIS et al., 2017), ou simplesmente a baixa fertilidade pode estar associada a um
grupo de fatores paralelos a isto (WALSH et al., 2011; LOPEZ-GATIUS, 2012).

Como impacto da presente proposta, espera-se gerar um ganho positivo para o
sistema produtivo de bovinos leiteiros de alta produ¢do, melhorando indices reprodutivos
e diminuindo custos. Desta forma o presente estudo mostrou a viabilidade de se utilizar
300 mg de P4 injetavel como ferramenta na sincronizag¢do de estro em fémeas bovinas
lactantes de alta producdo, pois provou manter niveis de P4 e atingir tamanhos de
foliculos dominantes acima de 12mm e elevada taxa de ovulacdo satisfatoriamente, no
entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar as taxas de prenhez e realizagdo de
possiveis ajustes no protocolo antes da aplicacdo em rebanhos comerciais. Enfatizamos
que o uso da P4 injetavel apresenta inimeras vantagens sobre o uso do dispositivo, entre
eles a facilidade de manejo, maior controle sanitdrio e diminui¢do na geragao de residuos

ao meio ambiente apos o uso dos dispositivos.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

24

CONCLUSAO

E possivel concluir que protocolos de sincronizacio utilizando P4 injetavel por
via subcutinea associado ao uso de eCG e indugdo da ovulacdo com GnRH permitem
uma sincronizacao do crescimento folicular e ainda determina uma alta taxa de ovulagao.
Definimos a dose de 300 mg de P4 injetavel por via subcutdnea como sendo suficiente
para manter niveis séricos satisfatdrios e auxiliar na sincroniza¢do da ovulagdo, sem
causar danos ao tamanho do foliculo pré- ovulatério e na ovulagdo. Mais estudos sdo
necessarios para investigar a eficiéncia de adogdo de protocolos com P4 injetavel, ao

invés da utilizagdo de dispositivos, na eficiéncia reprodutiva de bovinos leiteiros.
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1. Vacas submetidas a protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo
utilizando 300 ou 500mg de progesterona (P4) injetavel. (A) Concentracao de P4 nos dias
0, 4 e 8 em relagdo ao inicio do protocolo. (B) Tamanho do foliculo pré ovulatério no dia
da aplicagdo do indutor de ovulacdo. (C) Taxa de ovulacdo. Nao houve diferenca entre
grupo em nenhuma das variaveis avaliadas (P>0,05).

Figura 2. Taxa de ovulacdo (A) e prenhez (B) em vacas submetidas a protocolo de
inseminacdo artificial em tempo fixo utilizando dispositivo de liberacdo lenta de
progesterona (P4) ou 300mg de P4 injetdvel. Nao houve diferenga entre grupo em

nenhuma das variaveis avaliadas (P>0,05).
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Figura 1. Vacas submetidas a protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo
utilizando 300 ou 500mg de progesterona (P4) injetavel. (A) Concentracao
de P4 nos dias 0, 4 e 8 em relagdo ao inicio do protocolo. (B) Tamanho do
foliculo pré ovulatdrio no dia da aplicagdo do indutor de ovulacdo. (C) Taxa
de ovulagdo. Nao houve diferenca entre grupo em nenhuma das varidveis
avaliadas (P>0,05).
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Figura 2. Taxa de ovulacdo (A) e prenhez (B) em vacas submetidas a protocolo de
inseminagdo artificial em tempo fixo utilizando dispositivo de liberagao
lenta de progesterona (P4) ou 300mg de P4 injetavel. Nao houve diferenca
entre grupo em nenhuma das variaveis avaliadas (P>0,05).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Tecnologias para melhorar os indices de prenhez sdo amplamente utilizadas nos
dias de hoje. Existem varios protocolos que auxiliam na dindmica folicular sendo que a
grande maioria deles utilizam dispositivos de liberacdo lenta contendo P4. Estes
dispositivos apesar de serem disseminados pelo mundo todo, apresentam limitacdes
quanto ao seu uso, principalmente quando se trata do seu descarte por trazer residuos
para o meio ambiente. Contudo, através deste trabalho demonstramos que € possivel
sincronizar o crescimento de uma nova onda folicular de vacas leiteiras de alta
producdo, com a utilizagdo de um protocolo utilizando progesterona injetdvel como
substituto aos implantes intravaginais. A utiliza¢do de P4 injetavel, como alternativa aos
implantes de P4, apresenta ainda como vantagem o facil manejo e seu baixo custo.
Definimos, no presente estudo, a dose de 300 mg de P4 como sendo suficiente para
manter niveis sé€ricos satisfatorios para realizar a sincroniza¢do da ovulagdo. Ainda, a
utilizagdo da referida dose determinou o mesmo tamanho ovulatoério e taxa de ovulagdo
que os implantes comerciais de P4. Mais estudos sdo necessarios para investigar a
eficiéncia na adocdo de protocolos com P4 injetdvel em larga escala ao invés da

utilizagdo de dispositivos intravaginais.
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