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RESUMO GERAL

SILENCIATO, Lara Nogueira. Efeito da suplementacdo com progesterona de longa acéo
no desenvolvimento embrionario, fetal, pés-natal e na perda gestacional de fémeas Nelore.
2022. 81p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da progesterona injetavel de longa acao
(P4LA), administrada no inicio do diestro (sete dias ap6s a inseminacdo), sobre o
desenvolvimento embrionério, fetal e pds-natal, assim como sobre a taxa de prenhez e perda
gestacional de fémeas Nelores. Para tanto, foram desenvolvidos dois experimentos, sendo que
no primeiro, o objetivo foi determinar os efeitos da suplementacéo de PALA sobre as taxas de
prenhez e de perdas gestacionais. Assim, 403 fémeas (novilhas e vacas) foram submetidas ao
mesmo protocolo de sincronizagdo da ovulacdo para realizagdo de Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo (IATF). Apo0s a realizacdo da IATF, os animais foram divididos em dois grupos
de acordo com o escore de condicdo corporal, ciclicidade e presenca de bezerro ao pé, de
maneira que em cada grupo, houvesse proporcdo semelhante de fémeas levando em
consideracao estas trés variaveis. O grupo P4 (GP4; n=208) foi constituido por fémeas que
receberam 150 mg de P4LA (Sincrogest® Injetavel, Ourofino, Cravinhos/SP), via
intramuscular, em dose Unica, e o grupo Controle (GC; n=195), por fémeas que ndo receberam
nenhuma suplementacdo hormonal apés a IATF. O diagnostico de gestacao foi realizado aos
30 e 90 dias pds-IATF por ultrassonografia transretal. No segundo experimento, o objetivo
principal foi avaliar o efeito da suplementacdo de P4LA sobre o desenvolvimento embrionario,
fetal e pds-natal. Para tanto, foram utilizadas 119 fémeas gestantes provenientes do experimento
I. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 17 e 30 pds-IATF, para determinacdo da
concentracdo de progesterona. O desenvolvimento embrionéario foi avaliado aos 30 dias de
gestacdo pela mensuragdo ultrassonografica do comprimento cranio-caudal (CRL - crown-to-
rump length). Para avaliacdo do desenvolvimento fetal, foi mensurado o didmetro toracico
(DTO) aos 45 dias de gestacdo, tomando-se a medida ultrassonografica da distancia méaxima
entre as extremidades laterais do torax. O desenvolvimento pos-natal foi avaliado pelo peso ao
nascimento. Os dados dos dois experimentos foram submetidos a analise de correlacao linear
de Pearson, regressao logistica binaria e ajuste de modelo para analise de variancia pelo teste
de Wald. A estatistica de teste para a significancia dos coeficientes foi realizada pelo teste z.
As variaveis quantitativas foram comparadas pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade. No
experimento I, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos GP4 e GC para a taxa
de prenhez e perda gestacional (0,3 e 0,61, respectivamente). No experimento 1l, também néo
houve diferenca entre os grupos suplementados ou ndo com P4LA em relagdo a concentracao
de progesterona mensurada nos dias 17 e 30 pds-IATF (0,73 e 0,62, respectivamente) assim
como néo foi observada diferenca para o desenvolvimento embrionario, fetal e pds-natal (0,59,
0,09 e 0,64, respectivamente) em relagéo ao grupo suplementado e controle. Conclui-se que a
utilizacdo de P4LA no inicio do diestro, ndo foi uma estratégia eficaz para melhorar a taxa de
prenhez e diminuir a perda gestacional, além de ndo interferir no desenvolvimento embrionario,
fetal e pos-natal de fémeas Nelore submetidas a IATF.

Palavras-chaves: Eficiéncia reprodutiva, IATF, Diestro inicial, Progestageno, Gestacéo.



GENERAL ABSTRACT

SILENCIATO, Lara Nogueira. Effect of long-acting progesterone supplementation on
embryonic, fetal, postnatal development and pregnancy loss in Nellore females. 2022. 81p.
Thesis (Doctorate in Animal Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The present study aimed to evaluate the effects of long-acting injectable progesterone (P4LA),
administered at the beginning of diestrus (seven days after insemination), on embryonic, fetal
and postnatal development, as well as on pregnancy rate and gestational loss in Nellore females.
For that, two experiments were carried out, the first of which the objective was to determine
the effects of PALA supplementation on the pregnancy rate and on the gestational loss. Thus,
403 females (heifers and cows) were submitted to the same ovulation synchronization protocol
to perform Timed Atrtificial Insemination (TAI). After TAI, the animals were divided into two
groups according to the score of body condition, cyclicity and calf presence so that in each
group there was a similar proportion of females taking these three variables into account. The
P4 group (GP4; n=208) consisted of females who received 150mg of P4LA (Sincrogest®
Injectable, Ourofino, Cravinhos/SP), intramuscularly, in a single dose, and the Control group
(CG; n=195) by females who received no hormonal supplementation after TAI. Pregnancy
diagnosis was performed at 30- and 90-days post-TAI by transrectal ultrasonography. In the
second experiment, the main objective was to evaluate the effect of PALA supplementation on
embryonic, fetal and postnatal development. For that, 119 pregnant females from experiment |
were used. Blood samples were collected, on days 17 and 30 post-TAI, to determine the
concentration of progesterone. Embryonic development was assessed at 30 days of gestation
by ultrasonographic measurement of crown-to-rump length (CRL). To assess fetal
development, the thoracic diameter (TOD) was measured at 45 days of gestation, taking the
ultrasonographic measurement of the maximum distance between the lateral ends of the chest.
Postnatal development was assessed by birth weight. Data from the two experiments were
submitted to Pearson's linear correlation analysis, binary logistic regression and model
adjustment for analysis of variance using the Wald test. The test statistic for the significance of
the coefficients was performed by the Z test. Quantitative variables were compared using
Student's t test at 5% probability. In experiment I, no significant difference was observed
between the GP4 and CG groups for pregnancy rate and gestational loss (0.3 and 0.61,
respectively). In experiment Il, there was also no difference between groups supplemented or
not with P4LA in relation to the concentration of progesterone measured on days 17 and 30
post-TAI (0.73 and 0.62, respectively) and no difference was observed for embryonic, fetal and
postnatal development (0.59, 0.09 and 0.64, respectively). It is concluded that the use of PALA
at the beginning of diestrus was not an effective strategy to improve the pregnancy rate and
reduce gestational loss, in addition to not interfering with the embryonic, fetal and postnatal
development of Nellore females submitted to TALI.

Keywords: Reproductive efficiency, TAI, early diestrus, progestin, pregnancy.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo e o primeiro maior rebanho
comercial, ja que a india ndo explora comercialmente os seus animais. O pais é também o maior
exportador de carne em toneladas e em faturamento, exportando cerca de 26% de sua producéo,
apesar de ainda possuir taxas produtivas (abate e producédo de bezerros, por exemplo) abaixo
dos seus maiores concorrentes (ABIEC, 2021).Para aumentar o nivel de produtividade, o
surgimento e o emprego de biotécnicas reprodutivas tem sido determinante. Dentre estas, a
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) tem se destacado de maneira rapida sobre as
demais, sobretudo em gado de corte. Utilizando a IATF, as vacas tém a ovulagdo induzida e a
inseminacao artificial (1A) pode ser realizada com data e hora marcada, facilitando o trabalho
da 1A. Com utilizagdo da IATF, o produtor dispensa a observagdo de cios do rebanho,
economiza mao-de-obra, aumenta a taxa de servi¢co, melhora a eficiéncia reprodutiva e planeja
melhor o nascimento dos bezerros na propriedade.

Muitos estudos vém sendo realizados com foco na IATF no intuito de melhorar a
eficiéncia da mesma, e consequentemente elevar os indices reprodutivos dos rebanhos. Esses
estudos levam em conta diversos fatores que possam afeta-la, como: categoria animal (novilhas
ou vacas), ciclicidade, escore de condicéo corporal (ECC), ragas, melhor momento da utilizagédo
de alguns hormonios, entre outros fatores.

Associado a isso, estudos com a administracdo de progestdgeno ou progesterona (P4)
apos protocolos de IATF vém se tornando cada vez mais comuns, com o propoésito de diminuir
as perdas gestacionais, uma vez que a progesterona € o horménio responsavel pelo
estabelecimento e manutencgdo da gestacdo, sendo a mesma produzida pelo corpo lateo (CL).
Em bovinos, um dos fatores causadores de infertilidade tem sido atribuido ao funcionamento
inadequado do CL, sendo esta situacao caracterizada por uma baixa concentracao periférica de
P4. Uma deficiéncia na secre¢do desse hormonio esteroide por parte do CL poderia contribuir
para perdas gestacionais precoces, sendo essa uma das justificativas para utilizacdo de P4 ap6s
a lATF.

Muitos fatores relacionados a administracdo de P4 ap6s a IATF ja vem sendo estudados,
como o melhor momento de aplicacdo e a categoria mais sensivel a essa variacdo de P4
(COUTO et al., 2019). No entanto, poucos estudos vém sendo realizados relacionando esse
aumento de P4 ao desenvolvimento embrionario, fetal. Alguns mecanismos bioquimicos ja sdo
bem elucidados da acdo da progesterona no inicio do desenvolvimento embrionéario, contudo
ainda ndo é bem esclarecido se esse aumento de progesterona apds a inseminacao pode levar a
um maior desenvolvimento embrionario e consequentimente fetal, o que pode resultar em
menores perdas gestacionais ou ainda em bezerros desmamados mais pesados, tendo um
possivel efeito na epigenética. Assim, estudos que investiguem os efeitos da suplementacao de
P4 no diestro inicial sobre o desenvolvimento embrionario e fetal sdo importantes e necessarios.

Quando surgem novas estratégias para melhorar a eficiéncia reprodutiva do rebanho,
muitos fatores devem ser levados em consideracdo, como aplicabilidade da técnica, eficiéncia
na taxa de prenhez, diminuicéo das perdas gestacionais, desenvolvimento embrionario e fetal,
taxa e facilidade de nascimento e por fim, desenvolvimento p6s-natal.

As hipoteses do presente estudo sdo que a suplementacédo de progesterona de longa agéo,
no inicio do diestro: i) promove um maior desenvolvimento embrionario, fetal e pds-natal; ii)
melhora a taxa de concepcao e iii) diminui a perda gestacional de fémeas Nelore submetidas a
IATF.

Diante do que foi apresentado acima, a presente tese foi estruturada em trés partes,
apresentadas em forma de capitulos. A primeira (Capitulo 1), sendo uma revisao de literatura
com objetivo de embasar a metodologia utilizada nos experimentos. A segunda parte esta

1



apresentada em forma de artigo cientifico (Capitulo Il), cujo objetivo foi avaliar o efeito da
suplementacédo de P4 injetavel de longa agéo, no inicio do diestro, sobre a taxa de prenhez e a
perda gestacional de fémeas Nelore submetidas a IATF. A terceira e Gltima parte da tese,
também em forma de artigo (Capitulo I1), € um experimento cujo objetivo principal foi de
avaliar os efeitos da suplementacdo de P4 durante o diestro inicial sobre o desenvolvimento
embrionario, fetal e pds-natal em fémeas Nelore.



2 CAPITULO I

2.1 Ciclo Estral

O ciclo estral é o tempo entre dois periodos de estro e € regulado pela interacdo de varios
orgdos: entre eles estdo o eixo hipotdlamo-hipofisario, o ovério e o Gtero (RIPPE, 2009). O ciclo
estral bovino pode ser dividido em duas fases: folicular e luteal (FORDE et al., 2011). Onde é
subdividida em proestro e estro (fase folicular) e metaestro e diestro (fase luteinica). O periodo
de proestro é caracterizado pelo declinio nos niveis de progesterona, desenvolvimento folicular
e aumento dos niveis de estradiol no sangue e ja no periodo de estro, a ocorréncia de elevados
niveis de estradiol, além de induzirem a manifestagdo do cio, sdo também responsaveis pela
dilatacdo da cérvice, sintese e secrecdo do muco vaginal e o transporte dos espermatozéides no
trato reprodutivo feminino, o metaestro tem como caracteristica principal a ovulacao e o diestro
é o periodo em que o corpo luteo passa a ser funcional, representado pela sintese e Liberacao
de elevados niveis de progesterona (DO VALLE, 1991). Os bovinos sdo considerados
poliéstricos ndo estacionais, apresentando um estro, em meédia, a cada 21 dias (18-24 dias)
durante todo o ano (ROCHE, 1996; FORDE et al., 2011).

2.2 Controle Enddcrino do Ciclo Estral

Para o controle enddcrino do desenvolvimento folicular, tem-se uma interacdo entre os
mecanismos parécrinos e endodcrinos. Na fase pré-antral, existe uma regulacdo local,
destacando-se o papel do odcito e sua interacdo com as células da granulosa mediada pelo c-
Kit/KL (receptor do KL), BPM-15 (proteina morfogenética Ossea-15) e GDF-9 (fator de
crescimento diferencial-9). Ao contrario do que ocorre na fase antral, a fase pré-antral ndo
depende de suporte gonadotréfico (BURATINI JR, 2007).

O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) atinge as células da hipéfise anterior
via capilares do sistema porta hipofisario, sendo que sua funcdo é estimular a producdo e
secrecdo do hormonio do foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). O FSH ¢
responsavel pela esteroidogénese, crescimento e maturacao folicular e o LH est& envolvido no
crescimento folicular pds-selecdo e nos processos de ovulagédo e de formacdo e manutencdo do
corpo lateo (RIPPE, 2009).

A progesterona (P4) e o estradiol (E2), na maior parte do ciclo estral, inibem a secrecédo
de LH por meio de feedback negativo sobre o hipotdlamo e a hipdfise. Uma queda nas
concentracdes plasmaticas de P4 apos a lutedlise faz com que esse feedback negativo deixe de
existir, permitindo que a frequéncia e a amplitude dos pulsos de LH tenham um aumento. Neste
periodo do ciclo estral, a secrecdo de E2 pelo foliculo dominante é estimulada pela maior
secrecao de LH, e o primeiro foliculo passa a exercer um feedback positivo sobre o hipotalamo,
induzindo o pico pré-ovulatoério de LH, como ilustrado na Figura 1 (KARSCH et al., 1979).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da mudanca na endocrinologia da fémea bovina, apés a lutedlise,
para que ocorra a ovulacdo e, consequentemente, a formacao do corpo Iuteo. GnRH = horménio
liberador de gonadotrofinas, LH = horménio luteinizante, FSH = hormonio foliculo-
estimulante, P4 = progesterona, E2 = estradiol. A progesterona e o estradiol inibem a secrecéo
de LH por meio de retroalimentacdo negativa sobre o hipotalamo e a hipéfise. Durante a
lutedlise, ocorre queda nas concentracfes plasmaticas de progesterona e a retroalimentacédo
negativa deixa de existir, permitindo um aumento lento na frequéncia e na amplitude dos pulsos
de LH. Neste periodo do ciclo estral, a secrecdo de estradiol pelo foliculo dominante é
estimulada pela maior secrecdo de LH, e o primeiro passa a exercer retroalimentacdo positiva
sobre o hipotalamo, induzindo o pico pré-ovulatério de LH.

Logo apos a queda das concentracdes circulantes de P4 ocorre a ovulacdo, levando a
ruptura da membrana folicular e a expulsdo do odcito, formando uma cavidade que
imediatamente é invadida por linfa e sangue, oriundos dos capilares e pelas células restantes do
foliculo ovulado. Apds o pico de LH, as células da teca interna e da granulosa sofrem um
processo denominado luteinizagdo, quando adquirem a capacidade de producdo de P4. Assim,
ocorre a formagéo do corpo luteo (CL), uma glandula endocrina temporaria, que tem como
principal fungdo o estabelecimento e a manutencdo da gestagédo (SAKUMOTO, 2016). O CL
possui ainda células denominadas ndo-esteroidogénicas que possuem um importante papel na
formagéo, no desenvolvimento e na regresséo luteal (MARTINS & FERREIRA, 2009).

A cada ciclo estral, as células esteroidogénicas luteais sintetizam e liberam P4 na
circulacdo sistémica para iniciar um processo de quiescéncia na contratilidade do miométrio e
propiciar o desenvolvimento glandular do endométrio. Quando ndo hé& fertilizacdo ou o
concepto ndo consegue sinalizar sua existéncia no Gtero é promovida a faléncia funcional e
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estrutural do CL, processo denominado de lutedlise, que na maioria das espécies determina o
término do ciclo estral. Em algumas espécies, o CL também é responsavel pela sintese de outros
horménios como ocitocina, inibina e relaxina. Especialmente em ruminantes, a ocitocina
constitui um dos hormonios que determinam a lute6lise. A inibina induz a um bloqueio na
liberacéo de FSH retardando o desenvolvimento folicular. O CL tem a capacidade de sintetizar
varios hormonios, sendo a P4 o principal. A complexidade da estruturacdo do CL, a capacidade
de sintese de P4 e o seu tempo de permanéncia nos ovarios € variavel nas diferentes espécies
(BERTAN et al., 2006).

2.3 Fase Folicular e Luteal

Fase folicular é o periodo compreendido entre a lute6lise e a ovulagdo e dura, em média,
de 4-6 dias em bovinos. Este periodo envolve o pré-estro e o estro (FORDE et al., 2011) e é
caracterizado pelo crescimento folicular, sendo dividido em duas fases: pré-antral e antral. Na
fase pré-antral os foliculos primordiais (quiescentes) séo estimulados por fatores locais, fatores
de crescimento e peptidios e ndo expressam receptores de gonadotrofinas (FSH e LH), até que
tenham mais de duas camadas de células da granulosa (foliculos secundérios) e formacéo de
pequenos antros (McNATTY et al., 1999). Quando esses foliculos se tornam dependentes de
gonadotrofina (fase antral), o crescimento ocorre em padréo de ondas (2-3 ondas), e cada onda
de crescimento folicular é caracterizada pela emergéncia/recrutamento, selecdo/dominancia e
ovulacdo/atresia folicular (SAVIO et al., 1988).

A foliculogénese comega na fase fetal, quando células germinativas primordiais migram
do saco vitelino para as gbnadas primordiais e, entdo, a sequéncia mitotica ocorre a producéo
de células germinativas. Durante a foliculogénese, muitos eventos morfoldgicos e citoldgicos
ocorrem nos 00citos. S&o essas mudangas que permitem que o0 odcito progredem no processo
de foliculogénese, para ser posteriormente fertilizado, até o estadgio de desenvolvimento do
embrido. No ambiente uterino, durante o desenvolvimento fetal, células germinativas sdo
formadas e essas células migram do saco vitelino para as cristas gonadais, sofrem sucessivas
mitoses dando origem a ovogodnias, estes permanecem ligados por processos citoplasmaticos,
também conhecidos como células germinativas. Durante esta fase, as células somaticas nos
mesonefros circundam as oogonias, formando um cord&o e esta forma mais tarde os foliculos
primordiais. (SENEDA, 2021).

Em bovinos, o inicio da onda (emergéncia folicular) ¢ marcado pelo recrutamento de
um pool (5-20 foliculos) de pequenos foliculos antrais com diametro >5mm e esta diretamente
ligado ao aumento transitério de FSH (EVANS & FORTUNE, 1997). Essa dependéncia do
FSH possibilita a proliferacdo celular e 0 aumento gradual da capacidade esteroidogénica. Ao
atingir nivel maximo da concentracdo sérica de FSH, observa-se uma diminuicdo de sua
secrecdo, e essa queda na concentracdo é causada pelos proprios foliculos, que passam a
produzir inibina, sendo este um supressor importante do FSH. Com o declinio de FSH, ocorre
a divergéncia folicular (desvio), onde apenas um foliculo sera selecionado e se tornara
dominante e os demais (subordinados) entrardo em atresia (GINTHER et al., 2001; GINTHER
etal., 2002).

Para o foliculo se tornar dominante, as células da granulosa precisam apresentar maiores
guantidades de receptores de LH (RLH) um pouco antes de ocorrer a divergéncia folicular,
sendo essa uma das principais caracteristicas da cascata de eventos que levam ao inicio da
divergéncia concomitante a queda de FSH (BEG et al., 2001). Depois da divergéncia folicular,
0 FD selecionado torna-se cada vez mais responsivo ao LH e continua crescendo diante da
diminuicdo das concentracdes de FSH (GINTHER et al., 2000). No entanto, caso exista no
ovario um corpo luteo funcional, a producéo de P4 inibira a pulsatilidade do LH, impedindo
assim que o FD ovule, ocorrendo atresia folicular, iniciando-se nova onda folicular (MERTON
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et al., 2003). Isso ocorre pois, durante a fase luteal inicial, os pulsos de LH s&o de menor
amplitude e maior frequéncia (20-30 pulsos/24 h), e no periodo luteal médio os pulsos LH séo
de maior amplitude e menor frequéncia (6-8 pulsos/24 h), sendo ambos de amplitude e
frequéncia insuficientes para maturacao final e subsequente ovulacdo do FD (RAHE et al.,
1980). Assim, os foliculos dominantes produzidos durante a fase luteal do ciclo estral sofrem
atresia por diminuicdo da producdo de E2 e inibina, que cessa o feedback negativo no
hipotalamo/hipdfise, fazendo com que haja um aumento da secre¢cdo de FSH e,
consequentemente, a emergéncia de uma nova onda folicular, como ilustrado na Figura 2
(FORDE et al., 2011).

No momento em que ocorre a divergéncia folicular da tltima onda e um foliculo se torna
dominante, ndo havendo mais a presen¢a de um corpo luteo funcional (em um animal que
apresente um ciclo estral de duas ondas), o novo pulso de LH (pico pré-ovulatério) ocorrera
com aumento na concentracdo de E2 também induz a expressdo do comportamento de estro
necessario para que a fémea aceite a monta e secre¢do de GnRH, que, determinara a ovulacdo
deste foliculo dominante (MERTON et al., 2003).

I

concentracao FSH e P4

r

Diametro folicular(™M™)

Dias do ciclo estral

Forde et al. 2011.
Figura 2. Representacdo do padréo de secre¢do do hormonio foliculo estimulante (FSH; linha
azul), hormdnio luteinizante (LH; linha verde) e progesterona (P4; linha laranja); e o padrdo de
crescimento dos foliculos ovarianos durante o ciclo estral bovino. Crescimento dos foliculos
estd representado de amarelo, foliculos em atresia em vermelho. Cada onda de crescimento
folicular € precedida por um aumento transitério nas concentracbes de FSH. Uma onda de
concentracdes de LH e FSH ocorre no inicio do estro e induz a ovulacdo. O padrdo de
pulsatilidade do LH durante uma janela de 8h no inicio da fase luteal (maior frequéncia, menor
amplitude), a fase luteal média (menor frequéncia, menor amplitude) e a fase folicular (alta
frequéncia) sdo indicados nos graficos no painel superior.

Durante a fase folicular, quando as concentracdes de P4 s&o basais, 0 FD pré-ovulatorio
produz grande quantidade de E2 que induz uma liberagdo de GnRH no hipotalamo (Feedback
positivo), levando a um pico de LH, ou seja, amplitude e frequéncia suficientes para estimular
a maturacéo final e a ovulacdo do FD. Esse aumento na concentracdo de E2 também induz a
expressao do comportamento de estro necessario para que a fémea aceite a monta (IRELAND,
1987; SUNDERLAND et al., 1994;).

A formacéo do CL logo ap0s a ovulacdo € o marco inicial da fase luteal, que pode ser
dividida em metaestro e diestro (FORDE et al., 2011), na qual dura em média 16 a 17 dias nos
bovinos (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Apds o pico de LH, que induz a ovulagéo, este mesmo
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hormonio estimula a luteinizacdo das células da granulosa e da teca, mudando sua funcéo
esteroidogénica na qual as mesmas passarao a produzir, principalmente, P4. Nesta fase, as
células foliculares dardo origem a dois tipos de células luteais: as células da granulosa véao dar
origem as celulas luteais grandes e as células da teca dardo origem as células luteais pequenas
(NISWENDER et al., 2000). O CL € composto por uma mistura heterogénea de tipos celulares
que vai além das células luteais esteroidogénicas. Nele, ainda séo observadas células endoteliais
vasculares, fibroblastos e células imunes como linfocitos e mondcitos, como ilustrado na Figura
3 (SAWYER, 1995).
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Figura 3. Esquema ilustrativo dos fatores envolvidos no desenvolvimento do corpo luteo. LH
= hormonio luteinizante, GH = hormonio do crescimento, LHR = receptor de LH, GHR =
receptor do GH, P4 = progesterona, PR = receptor de P4, ANPT = angiopoietina, NA =
noradrenalina, Ang Il = angiotensina 1, IGF = fator de crescimento semelhante & insulina, OT
= ocitocina, VEGF = fator de crescimento endotélio-vascular, PG = prostaglandina. A ligacao
da progesterona ao seu receptor € maior nas células luteinicas grandes que nas pequenas, 0 que
indica envolvimento da progesterona na regulagdo parécrina/autocrina da fungéo luteinica. O
receptor de GH foi localizado nas células luteinicas grandes e nas células endoteliais do corpo
lateo de bovinos. Ha maior biossintese de PGF2a, PGE2 e de PGI2 no estdgio inicial do
desenvolvimento luteinico do que no estagio final. e a angiotensina Il é convertida a
angiotensina | em células endoteliais microvasculares do corpo lateo bovino e que estas células
contém receptores de angiotensina Il.

2.4 Luteolise

Em 1970, foi isolada uma substancia de baixo peso molecular, extraida do Gtero, que
apresentou uma acdo luteolitica (LUKASZEWASKA & HANSEL, 1970). Entdo, em 1975, essa
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substancia foi identificada como um metabdlito do acido araquidénico, ou seja, prostaglandina
20 (HANSEL et al., 1975). Esse horménio induz a perda da capacidade esteroidogénica e a
apoptose as células luteais (KOMIYAMA et al., 2008). Essa a¢do pode ser dividida em lutedlise
funcional e lutedlise morfoldgica, onde, a primeira esta relacionada a diminuicdo aguda da P4
e a segunda, & morte celular e a regressao estrutural. A lutedlise funcional comeca a ocorrer 2
horas apds a administracdo de PGF.., enquanto a lutedlise morfoldgica se inicia apds 24 horas
(ROVANI et al., 2017).

Mecanismos que integram fatores autocrinos, paracrinos e endocrinos controlam a
formagdo completa do corpo luteo assim como a lutedlise. Esses mecanismos sdo de extrema
importancia para o controle da ciclicidade ovariana e da manutencdo da prenhez. Casos de
desordem no ciclo ovariano, como regressao prematura do corpo liteo, podem estar associados
a infertilidade e ao abortamento. Sendo assim, o conhecimento aprofundado destes mecanismos
complexos de desenvolvimento do corpo luteo e lutedlise sdo importantes para o
desenvolvimento de estratégias que visam aumentar as taxas de concep¢éo e controle hormonal
da atividade ovariana (GIOMETT] et al., 2009).

Para aumentar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos domésticos, € importante
compreender os mecanismos envolvidos na lutedlise, principalmente os relacionados com a
regressao estrutural do CL, envolvendo processos de morte celular programada (apoptose), para
que se possa suprir e incrementar a grande e atual necessidade de producédo de alimentos, além
de trazer novos conhecimentos relacionados a fisiologia da reproducéo (LUCACIN & NETO,
2009).

A regressdo do CL é um dos fenbmenos mais importantes que regulam o ciclo estral e
0s processos reprodutivos. Esse evento é essencial para a ciclicidade, pois permite o
desenvolvimento de um novo FD, enquanto a manutencao do CL é necesséria para estabelecer
e manter a gestacdo, pois faz a manutencao da concentracédo de P4 (McCRACKEN et al., 1999).
No entanto, se a prenhez ndo ocorrer, 0 CL bovino sofre regressdo devido a acdo da
prostaglandina uterina F», (PGF2), que € liberada na fase luteal tardia pelo endométrio
(JUENGEL et al., 1993).

O CL recém-formado é refratario a PGF », exdgena, antes do quinto dia do ciclo estral.
Sendo assim, administracdo de PGF», é ineficaz para induzir a lutedlise durante a fase luteal
precoce (metaestro), apesar de ja ser notada a presenca de receptores de PGF », a partir do
segundo dia da fase luteal (TSAI & WILTBANK 1998; LEVY et al., 2000). No entanto, o
mecanismo de insensibilidade e aquisicdo da sensibilidade do CL a PGF », ainda ndo é
totalmente compreendido (SUN & WANG, 2014). Dependendo da fase do ciclo estral, a PGF,
pode ter diferentes acdes sobre as vias esteroidogénicas, funcdes imunoldgicas e fatores pro ou
anti-angiogénicos, o que leva o CL, em estagio inicial, a ser PGF,,-resistente e o CL de estagio
médio a ser PGF,-responsivo (SHIRASUNA et al., 2010; MONDAL et al., 2011).

Acredita-se que a caspase (CASP), relacionada a morte celular programada tipo I, esteja
envolvida no principal mecanismo de morte celular durante lute6lise estrutural em bovinos
(HOJO et al., 2010). Varios mediadores estdo envolvidos na regulacdo e no controle da
apoptose do CL, como: linfoma de células B2 (BCL2) e X (BAX), associado ao BCL2, que
pertencem a familia de proteinas Bcl-2 e caspases (CASP) (PRU & TILLY et al., 2001). Outro
mecanismo para a regressdo luteal é a necrose celular (CASP- via morte celular independente)
responsavel pela morte de células luteais esteroidogénicas (LSC) e células luteais endoteliais
(LEC) (HOJO et al., 2019). Este processo é caracterizado por membranas celulares rompidas
com extravasamento de seu contetdo intracelular e dano tecidual (SUN & WANG, 2014).

O mecanismo que controla o desenvolvimento, a manutencdo e a funcdo secretora do
CL pode envolver fatores que séo produzidos dentro do proprio CL assim como fora do ovario.
Alguns desses reguladores sdo: prostaglandinas (PGs) e outros metabolitos do &cido
araquidénico (Prostaglandina E2), prostaglandina 20 (PGF 2a), leucotrienos (LT),
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neuropeptidios (Noradrenalina), hormonios peptidicos (ocitocina), endotelina-1 (EDN-1),
fatores de crescimento e hormonios (Fator de Crescimento Endotelial Vascular), fatores de
crescimento fibroblastico (FGF), hormdnio de crescimento (GH), prolactina (PRL) e esteroides
(P4 e E2) que atuam como autdcrinos ¢/ 0u fatores paracrinos. Embora a PGF», seja conhecida
por ser o principal fator luteolitico, sua agdo sobre o CL é mediada por outros fatores intra-
ovarianos como as citocinas, oxido nitrico (NO) e EDN-1. Oxido nitrico, TNF- a em
combinagdo com IFN- a reduz a secre¢do de P4, aumentando a produgdo de PGF2, lUtea e induz
a apoptose das células luteais (SKARYNSKI et al., 2008).

Apds a ligagdo da PGF2a aos receptores luteais, ocorre a lutedlise funcional,
caracterizada pela diminuicdo na expressdo da proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR) e consequente queda da P4. Ao mesmo tempo, ocorre aumento do NO, TNFa, IL-1 e
INFy, os quais influenciam o aumento de angiotensina Il (Ang II), endotelina 1 (EDN-1),
receptor de endotelina tipo A (ETRA) e receptor de endotelina tipo B (ETRB), fatores
angiogénicos como FGF-1e 2, FGFR. O resultado final dessa cascata é o maior aumento da
expressao de NO e PGF2a intraluteal. No final dessa etapa, ocorre a desestabilizacdo dos vasos
sanguineos pela alta relacdo entre angiopentina (ANPT-2/ANPT-1) e a diminuicdo local de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2), fator de crescimento
fibroblasticoki (FGF-1,-2). Essas modificagdes que acontecem ap6s o pico de PGF2a,
caracterizam o inicio da lutedlise estrutural, resultante da intensa desorganizacdo da estrutura
vascular do CL, e a profunda inibicéo da expressao de StAR, do IGF-2, IGF-R1, IGFBP-3-4, a
qual resulta no desencadeamento da apoptose e na inibicao final secrecdo da progesterona. Na
auséncia de um embrido vidvel, a PGF2a naturalmente ¢ secretada pelo endométrio €
desencadeia uma série de alteragdes irreversiveis no CL, fazendo com que ndo tenha mais
funcdo (TREVISOL et al., 2013).

2.5 Progesterona

2.5.1 Sintese e mecanismo de acao

A sintese da progesterona ocorre principalmente apds o pico pré-ovulatorio de LH, o
qual provoca a luteinizacdo das células da granulosa e da teca, originando respectivamente, as
células luteais grandes e pequenas, de modo que a progesterona passa a ser o principal horménio
esterdide produzido por cada um desses tipos celulares (RICHARDS & HEDIN, 1988).

Hormdnios esterdides tém como precursor comum o colesterol. A principal fonte de
colesterol para as células luteais sdo as lipoproteinas circulantes, lipoproteina de alta densidade
(HDL) e de baixa densidade (LDL) (STRAUSS et al., 1981; GRUMMER & CARROLL, 1988).
O colesterol € uma molécula hidrofébica, possui um grupo hidroxila na terceira posicao, que
produz uma regido hidrofilica discreta, dificultando a passagem do colesterol entre as
superficies da membrana na bicamada lipidica. Portanto, o movimento do colesterol
(lipoproteina) no sistema circulatorio e dentro da célula depende das proteinas de transporte.
Sabe-se que Vvarias proteinas estdo envolvidas no transporte de colesterol na célula, incluindo a
proteina transportadora esterol-2, receptor periférico de benzodiazepina e StAR
(CHRISTENSON & STRAUSS, 2000; STOCCO, 2001). A StAR é considerada a principal
proteina responsavel pelo transporte de colesterol do exterior para a membrana mitocondrial
interna (STOCCO & CLARK, 1996).

Apbs o transporte e entrada do colesterol na célula, uma enzima localizada na membrana
mitocondrial interna, a P450 (P450scc), faz a clivagem da cadeia lateral do colesterol. Esta
enzima catalisa a conversdo do colesterol em pregnenolona, que por sua vez possui dois
residuos hidrofilicos que a tornam menos estavel nas membranas celulares se movimentam
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melhor através da célula. A pregnenolona difunde-se para fora das mitocondrias em dire¢&o ao
reticulo endoplasmatico liso, onde é convertida em progesterona pela enzima 3p-
hidroxiesterdide-A>-A*-isomerase (3BHSD). A progesterona entdio se difunde para fora da célula
luteal e vai para corrente sanguinea, onde é transportada para os tecidos-alvo, como ilustrado
na Figura 4 (NISWENDER et al., 2000).
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Figura 4. Quatro fontes de colesterol podem ser utilizadas como substrato para sintese de
progesterona: (1) Lipoproteina de baixa densidade (LDL); (2) Lipoproteina de alta densidade
(HDL) e (3) pela hidrdlise de esteres de colesterol armazenados pela enzima colesterol esterase.
O colesterol sendo uma molécula hidrofobica, precisa para seu movimento no sistema
circulatorio e dentro da célula, proteinas de transporte, sendo elas a proteina transportadora de
esterol-2, receptor periférico de benzodiazepina e a proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR) (4), que através desta, é transportado para a membrana interior da mitocondria; (5)
Depois o colesterol € convertido em pregnenolona, enzima de clivagem de cadeia lateral P450
(P450scc). A pregnenolona difunde para fora das mitocdndrias em direcdo ao reticulo
endoplasmaético Iiso (REL), onde é convertida em progesterona pela enzima 3f-
hidroxiesteroide-> -*-isomerase (3HSD) (6). A progesterona entfo se difunde pela célula luteal
(7). (NISWENDER et al., 2000 modificado).

Ap0s atingir a circulagdo sanguinea, a progesterona pode se ligar a dois tipos de
receptores: receptor de progesterona A (PRA) e receptor de progesterona B (PRB). O PRA esta
localizado principalmente no nucleo, enquanto o PRB se distribui entre 0 nucleo e o
citoplasma. Ambos receptores sdo co-expressos em muitos tipos de células, onde parecem ser
sintetizados em proporgOes iguais (LI et al., 2005). Contudo, os dois receptores sédo
funcionalmente distintos e ambos séo essenciais para a reproducdo (ARCK et al., 2007). O PRA
é suficiente para o estabelecimento e manutengdo da prenhez, enquanto que o PRB é essencial
para a fertilidade, possivelmente por acGes em tecidos que ndo uterinos (FERNANDEZ-
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VALDIVIA et al., 2005). Também j& foi demonstrado que o PRB atua principalmente como
um ativador de genes responsivos a progesterona, mas quando ambos 0s receptores sdo
expressos, 0 PRA atua como um repressor da atividade do PRB (WEN et al., 1994, PIEBER et
al., 2001).

A melhor caracterizacdo da interacdo P4-Receptor é definida como uma resposta
gendmica celular, onde os ligantes lipofilicos se difundem através da membrana celular,
ligam-se ao receptor de progesterona (PR), induzem uma mudanga conformacional. Dentro
do nucleo, os receptores dimerizam-se e se ligam aos elementos de resposta hormonal (HRES)
localizados nos promotores dos genes-alvo. A Ultima etapa na ativacéo da PR é a ligacdo ao
receptor de elementos reguladores da transcri¢do, conhecidos como co-reguladores, um grupo
de proteinas que interagem com o complexo receptor sem se ligar ao DNA da sequéncia do
gene alvo (GLASS & ROSENFELD, 2000). Os co-reguladores envolvem dois grupos de
proteinas: os co-repressores, proteinas que inibem a transcricdo de genes-alvo e 0s co-
ativadores, proteinas que melhoram a transcricdo de tais genes, como demostrado nas Figuras
5e6 (XU etal., 1999). E possivel encontrar também uma reposta ndo genémica, denominada
“resposta celular rapida”, onde a ativagao dos receptores de hormonios esterdides associados
a membrana pode ocorrer em segundos ou minutos, ativando vias de sinaliza¢do de segundo
mensageiro resultando na ativacdo do gene alvo (NORMAN et al., 2004).

Coativadores

+ pa

ra‘\

Transcricio
@D /
0

SPRMs
J

PRAs

NCoR
SMRT

COl'l‘Cp ressores

Suérez-Calderon & Diaz-Vamal, 2008.
Figura 5. Mecanismo de ac¢do dos PRASs (receptor de progesterona A) e SPRMs (moduladores
seletivos de receptores de progesterona). Apds atingir a circulagdo sanguinea, a progesterona
pode se ligar a dois tipos de receptores: receptor de progesterona A (PRA) e receptor de
progesterona B (PRB). O PRA esta localizado principalmente no nucleo, enquanto o PRB se
distribui entre o nucleo e o citoplasma. Ambos receptores sdo co-expressos em muitos tipos
de células, onde parecem ser sintetizados em propor¢des iguais
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Spitz, 2003.
Figura 6. Na presenca de progesterona (P) ou de um agonista da progesterona, ha perda de
proteinas de choque térmico e dimerizacdo do PR. A ativacdo do PR liga-se aos elementos
responsivos a progesterona (PREs). O PR ligado ao agonista entdo ativa a transcri¢do por
associacao com coativadores. O efeito dos co-repressores € bloqueado.

2.5.2 Fatores regulatérios

Para descrever os fatores regulatérios da P4 é fundamental entender o mecanismo de
acao molecular da mesma. Foi demonstrado que um passo chave da limitacdo na producdo de
progesterona pelo CL € o movimento do colesterol da membrana mitocondrial externa para a
interna, evidenciando o papel da StAR nesse mecanismo. Essa proteina é induzida por muitos
fatores incluindo a insulina, LH e estradiol (PON & ORME-JOHNSON 1988; TOWNSON &
PATE, 1996; DEVOTO etal., 1999). Ainda existe o fator esteroidogénico 1 (SF-1) que estimula
a transcricdo do gene StAR (SUGAWARA et al., 1997). Além do controle transcricional, a
proteina StAR também é regulada positivamente de maneira direta, dos residuos Ser194/195 da
PKA (ARAKANE et al., 1997). Outro fator estimulante da sintese de P4 é a propria P4, uma
vez que entre os dias 6 e 10 do ciclo estral, a mesma estimula a atividade da 33-HSD no CL
bovino e aumenta a expressdo de mRNA da proteina StAR, 33-HSD e citocromo P450scc, que
sdo enzimas-chave da esteroidogénese ovariana (KOTWICA et al., 2004; REKAWIECKI et
al., 2005). Outro modo de regulacdo, porém negativa dos niveis de P4, foi descrito por Pescador
et al. (1996), no qual a PGF», diminui 0 RNAm de StAR, e consequentemente a sintese de P4.

Wiltbank et al. (2006; 2012) reportaram um outro mecanismo chave relacionado a taxa
de metabolizacdo da P4, principalmente pelo figado, relacionada a alteragcbes no fluxo
sanguineo para este 6rgdo. Por exemplo, se o fluxo sanguineo hepatico aumentar de 1000 para
2000 litros por hora, as concentragdes circulantes de P4 diminuirdo para 50%, embora a
producéo de P4 e as enzimas metabolizadoras de P4 nd&o mudem.

Hori et al. (2019) relataram que a idade pode ser um fator regulador nas concentragdes
de P4. Esses autores demonstraram que a concentragdo de P4 no tecido luteal foi
significativamente maior nos animais jovens em relacdo ao grupo de animais velhos na fase
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lutea precoce, porém nenhuma diferenca foi detectada entre os grupos nas fases lutea média e
tardia. Essa diferenca de concentracdo foi correlacionada a niveis mais altos de RNAm da Star
na fase precoce, ¢ RNAm da 3BHSD durante toda fase luteal dos animais mais jovens e
curiosamente ndo houve diferenca no peso da massa do CL entre os grupos, inferindo assim
que a senescéncia influéncia a fungéo lutea.

Em relacdo as fungdes da P4, pode-se destacar sua a¢do no Utero, uma vez que esse
hormonio tem regulacdo negativa do receptor nuclear de progesterona (PGR) no epitélio
luminal e depois glandular, permitindo a expressdo de genes e secrecdo de seus produtos
proteicos assim como o transporte ativo de outras moléculas que proporcionam o alongamento
do concepto (SPENCER & HANSEN, 2015). Ha evidéncias de que a P4 induz a expressao de
varios genes bovinos, especificamente no epitélio endometrial, que depois séo estimulados por
fatores do embrido, por exemplo, interferon-t (IFNT) e prostaglandinas (PGs). O resultado é
uma mudanca no ambiente e fluido luminal uterino que promove a sobrevivéncia, alongamento
e implantacdo do embrido para o estabelecimento da prenhez (GEARY et al., 2016).

Uma das acgdes da P4, mediada por receptor de membrana de P4 (mPR/ resposta néo
gendmica), é levar ao aumento da apoptose celular em diferentes 6rgdos (REKAWIECKI et al.,
2008). Esse mecanismo ocorre quando a P4 se liga ao PR e leva a uma diminuicédo da atividade
da adenilato ciclase no tecido ou aumento da atividade da MAP cinase nas células alvo (ZHU
et al., 2003; PELUSO, 2006). Por outro lado, a P4 pode também ter uma acao anti-apopitotica
na célula alvo, desde que ela se ligue a outro receptor de membrana denominado proteina de
ligacdo ao RNA do inibidor do ativador do plasminogénio (PAIRBP1), que por sua vez pode
se ligar a uma proteina transmembrana PGRMC1 e formar um complexo na membrana. Este
complexo esta localizado na superficie extracelular na membrana da célula e participa da acéo
anti-apopitotica e anti-mitotica de P4 (PELUSO et al., 2004).

Em bovinos, a P4 atua nas células do epitélio luminal uterino fazendo uma regulacéo
negativa de seus proprios receptores. Desta forma, a P4 permite a regulacdo positiva de
receptores de estrogeno (ER) que induzem a expressdo de receptores de ocitocina (OXTR) e,
portanto, estimulam da producdo de PGF2 a e consequentemente a ocorréncia da lutedlise
(McCRACKEN et al., 1999). Com base nesta informacéo, Batista et al. (2019) constataram que
a suplementagdo com P4 no inicio da fase luteal (até trés dias ap6s a ovulacao) causa lutedlise
precoce nos bovinos. Os mesmos autores concluiram que isso ocorre devido a aceleracdo da
regulacdo negativa dos receptores de progesterona nas células do epitélio luminal do Utero,
levando a uma acelerago da expressdo de genes endometriais associados a sintese de PGF2a,
especificamente RE1 e OXTR. Os mesmos pesquisadores também chegaram a conclusdo de
que a P4 injetavel inibiu o desenvolvimento precoce de CL e especularam que este fato pode
estar relacionado a uma provavel diminuicdo dos niveis de LH normalmente liberado nessa
fase, que é essencial para o estimulo da esteroidogénese e formacdo de uma massa luteal
desenvolvida. Demostrando assim que a P4 por si s6, pode fazer uma inibicdo da sua funcéo.

2.6 Estratégias para Incremento da Progesterona apoés a IATF

Estudos sobre a fisiologia reprodutiva dos bovinos ao longo de décadas permitiram o
melhor entendimento e posterior manipulacdo do ciclo estral, os quais foram essenciais para
desenvolvimento da inseminacdo artificial, uma das biotécnicas mais poderosas usadas para 0
melhoramento genético dos rebanhos bovinos (DE LIMA et al., 2020). Medvei (1982) destaca
a "Era Heroica da Endocrinologia Reprodutiva” ocorrida entre 1920 e 1949, devido a
purificacdo do estradiol (1923), progesterona (1934), testosterona (1935), LH (1940) e FSH
(1949) nesse periodo. Essas descobertas cientificas foram essenciais e serviram como base para
elaboracdo do primeiro protocolo para realizacdo da inseminagéo artificial em tempo fixo
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(IATF) desenvolvido por Pursley et al. (1995), que envolve os horménios liberador das
gonadotrofinas (GnRH) e a prostaglandina (PG), sendo denominado OvSynch.

Pesquisas vem sendo realizadas hé décadas afim de melhorar a eficiéncia dos protocolos
de IATF, uma vez que OvSynch atende as premissas de sincronizacdo da ovulacdo, porém ha
baixa eficiéncia de sincronizacdo (64%) quando administrado em um dia aleatério do ciclo
estral (VASCONCELOS et al., 1999). Alternativas foram desenvolvidas para melhorar a
sincronizacdo dos protocolos, como 0 uso de progesterona exdgena, que estimula a liberagéo
de GnRH pelo hipotalamo e consequentemente aumenta a pulsatilidade de LH, levando a um
crescimento do foliculo dominante (RHODES et al., 2002; BARUSELLI et al., 2017).

Diferentes momentos (antes, durante ou depois da inseminacéo) de utilizacdo da P4 vém
sendo testados nos programas de IATF. Nesse sentido, Simdes et al. (2018) utilizaram P4
injetavel 10 dias antes de se iniciar protocolo de IATF, e mostraram que tal estratégia parece
ser benéfica em animais apresentando baixa condicao corporal, uma vez que eles tém menor
pulsalidade de LH pos-parto devido a formacdo de metabdlitos (NEFA, Beta-hidroxibutirato e
acetato), endorfinas e peptideos (principalmente neuropeptideo Y) conhecidos por exercerem
feedback negativo no hipotalamo (HESS et al., 2005). A utilizacdo de P4 como estratégia de
pré-sincronizacdo baseia-se no fato deste hormoénio levar a uma reducdo do numero de
receptores de estradiol no hipotalamo interferindo no feedback negativo causado por esse
horménio na secre¢do de GnRH no pds parto (IRELAND & ROCHE, 1982b). Além disso, 0
emprego da P4 pode aumentar os receptores e sua sensibilidade ao estrogénio nas regiées mais
sensiveis (hipotalamo mediobasal) ao efeito do estradiol na secrecdo de LH (D. BLACHE et
al., 1991). Em Sales et al. (2019) utilizaram P4 na pré-sincronizacdo de 988 vacas Nelores
lactantes apresentando escore de condigdo corporal > 3.0 (escala de 1 a 5) e ndo observaram
melhora na taxa de prenhez ou na ciclicidade 30 dias ap6s a IATF. Essa diferenca na fertilidade
apos o tratamento P4 deve-se provavelmente a condicdo corporal dos animais nos diferentes
estudos, refletindo na pulsatilidade do LH no pés-parto. Esses autores concluiram ainda, mesmo
que a pré-sincronizacdo com P4 leve a um aumento do tamanho do foliculo pré-ovulatério em
vacas Bos indicus, ndo se torna uma alternativa viavel para substituir a eCG em protocolos de
IATF.

A suplementacdo com P4 antes de protocolos de IATF também tem sido empregada no
intuito de induzir novilhas a entrarem na puberdade. A justificativa para esta associacdo é
aumentar o numero de novilhas puberes no inicio do protocolo de sincronizacdo e,
consequentemente, maximizar as taxas de concep¢do na IATF (LIMA et al., 2020). Esses
protocolos tém utilizados como fontes de progestageno, os dispositivos intravaginais (SA
FILHO et al., 2015), o acetato de melengestrol - MGA (PATTERSON et al., 2013) e a P4
injetavel de longa agdo (LIMA et al., 2020).

No Brasil, os dispositivos intravaginais de liberacdo lenta de progesterona, associados
ao estradiol, tem sido 0 método mais utilizado para aumentar os niveis de progesterona durante
os protocolos de IATF e, consequentemente, sincronizar a emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular (BARUSELLI et al., 2012; BARUSELLI et al., 2019). E valido lembrar,
que esse aumento de P4 durante o protocolo deve ser controlado, para ndo afetar o
desenvolvimento folicular, sendo assim, pode-se realizar a aplicagdo de prostaglandina
(PGF2a) no dia 0 (inicio do protocolo) em animais que apresentem CL, na inten¢ao de diminuir
a P4 sérica (MENEGHETTI et al., 2009; MANTOVANI et al., 2018).

Estudos indicam que o tamanho do FD € um dos principais fatores na determinagéo do
sucesso da inseminacgdo, uma vez que ele dara origem a um CL de boa qualidade para a secre¢édo
adequada de progesterona, que ¢ essencial para o desenvolvimento e implantagdo embrionaria
(PERRY et al., 2005; MOKHTARI et al., 2016). Sendo assim, algumas estratégias para
aumentar o tamanho do FD a ser ovulado, e consequentemente, formar um CL maior que
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produza maiores quantidades de P4, ja veem sendo associadas aos protocolos de IATF,
melhorando assim a eficiéncia reprodutiva desses animais (GUO et al., 2020).

Uma dessas estratégias € a utilizagdo da eCG, uma glicoproteina complexa secretada
pelas células endometriais de éguas prenhes, que tem a capacidade de expressar a atividade de
FSH e LH (MURPHY & MARTINUK, 1991; MURPHY, 2012). Quando usada em bovinos
durante o proestro, a eCG promove um crescimento do foliculo dominante (pré-ovulatorio),
aumentando a taxa de ovulagdo e as concentra¢fes de P4 plasmaéticas no diestro subsequente,
além de ter um potencial para modulacdo da expressdo de genes associados a receptividade
uterina influenciando positivamente no estabelecimento da gestagdo em bovinos (SA FILHO et
al., 2017). O tratamento estimulatorio da eCG ap0s a divergéncia folicular causa alteracdes
morfolégicas do CL levando ao aumento da produgdo P4, que parece estar relacionado ao
aumento da atividade lipogénica e angiogénese do CL (SOUSA et al., 2016).

Com funcdo similar a eCG, a gonadotrofina coriénica humana (hCG) é uma
glicoproteina produzida pelo trofoblasto humano e excretada em grandes quantidades na urina
de mulheres gestantes (DE MEDEIROS & NORMAN, 2009). No entanto, quando usada para
estimular o desenvolvimento final do FD, a hCG falhou em produzir efeitos semelhantes ao
eCG em termos de suporte final de crescimento folicular e maior tamanho do foliculo
ovulatorio. Além disso, tem grande potencial para induzir a ovulacdo precoce. Concluindo
assim, a hCG ndo é uma alternativa confidvel para substituir o tratamento com eCG em
protocolos de IATF em bovinos (PRATA et al., 2018). Porém, a hCG, quando administrada no
diestro inicial (D3-D5), altera a proporcéo de células luteais grandes e pequenas e atua de forma
simular ao LH, uma vez que, se liga aos receptores de LH estimulando a sintese de P4
(NISWENDER et al., 2000). E quando administrada na fase luteal média, tem efeitos
luteotrépicos e induz ovulacdo levando a formacdo de CL acessorio, aumentando assim as
concentragdes de P4 (SANTOS et al., 2001). Stevenson et al. (2007), ao suplementarem vacas
com hCG no D4, relataram animais com CL maior, presenca de CL acessorio, aumento da
concentracdo sérica de P4 e aumento nas taxas de prenhez em alguns rebanhos tratados.

O emprego de GnRH em protocolos de IATF tem se tornado cada vez mais comum,
podendo ser utilizado no inicio, final ou ap6s o protocolo ou até mesmo em mais de um
momento (HELGUERA et al., 2018). Foi reportado que a utilizacdo de GnRH no inicio do
protocolo de IATF pode diminuir as perdas gestacionais, principalmente de animais aciclicos.
Esse achado é explicado pelo fato de que o desenvolvimento de foliculos persistentes ou
dominéncia folicular estendida, em animais que nédo receberam o GnRH inicial, principalmente
em novilhas aciclicas, pode ter comprometido a qualidade do odcito/embrido e, posteriormente,
sua capacidade de manter a gestacdo (CERRI et al., 2009; HELGUERA et al., 2018). A
utilizacdo do GnRH mostra-se eficiente para a formacao de CL acessério, como mostrado por
Garcia-Guerra et al. (2020), que ao tratarem novilhas com GnRH, observaram ovulacdo do
foliculo dominante da primeira onda folicular em 84% dos animais com posterior formacédo de
um CL acessorio e aumento da circulacéo de P4.

Em um estudo de meta-analise realizado por Besbaci et al. (2020), os autores
compararam a utilizacdo de hCG e GnRH entre 4 e 15 dias pds-IATF, e observaram que néo
houve diferenca entre os dois horménios e que ambos tratamentos melhoram a taxa de prenhez,
porém, esse resultado s6 foi observado em animais com fertilidade baixa (<45%), sobretudo em
primiparas. Esses autores ainda destacaram que a baixa fertilidade dos animais reportados no
estudo era decorrente de uma falha na ovulacdo, de um estro deficiente ou de uma baixa
concentracédo de P4.

Em relacdo a utilizacdo de P4 durante a fase inicial da gestacdo bovina, ou seja, pos
IATF, observa-se que estudos nesta area de pesquisa ja vém sendo realizados ha mais de 60
anos, sendo os primeiros resultados inconsistentes, explicado pelo nimero pequeno de animais
utilizados (WILTBANK et al., 1956). Desde entdo, pesquisas vém sendo realizadas na mesma
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linha, utilizando dispositivos intravaginais de liberacdo lenta de P4, como a de Robinson et al.
(1989) na qual os autores testaram o efeito do uso dispositivo de P4 em vacas, 5 e 10 dias apds
a inseminacdo, e por um periodo de 7 dias, e concluiram que a P4 exdgena aumentou a taxa de
prenhez, no entanto suprimiu a producao endogena de P4 quando administrada durante 10 a 17
dias.

Em um trabalho similar, Walton et al. (1990) compararam diferentes estratégias para
aumento de P4: dispositivo intravaginal, P4 injetavel longa acdo (LA) e a gonadotrofina
corionica humana (hCG), todas estratégias utilizadas cinco dias ap6s a inseminacdo artificial.
Esses autores observaram que ndo houve diferenga na taxa de prenhez entre os trés tratamentos,
porém, a utilizacdo do dispositivo elevou as concentracGes de progesterona até trés dias apos a
insercdo. A aplicacdo de P4 injetavel ndo elevou as concentracdes de P4 plasmaética, no entanto,
a hCG gerou aumento significativo e duradouro da P4 apds 7 dias (ou seja, dia 12 apos a 1A)
em funcgdo da formag&o de CL acessorios.

Stevenson & Mee (1991) também utilizaram dispositivo intravaginal de P4 (PRID, 1,59)
entre 5a 13 e 13 a 21 dias ap6s a inseminacdo em vacas leiteiras, e ndo observaram diferenca
na taxa de concepcdo entre 0s grupos tratados e o controle. Van Cleef et al. (1991) avaliaram a
suplementacédo de P4, 7 dias apds a IA utilizando dispositivos de P4 (CIDR, 1,99) em novilhas
leiteiras. O dispositivo foi retirado 6 dias ap0s a inserc¢éo (ou 13 dias apos a 1A). Esses autores
nédo encontraram diferenca na taxa de prenhez desses animais, concluindo que a suplementagéo
de P4 neste momento ndo foi eficaz para melhora da taxa de prenhez em novilhas,
possivelmente pelo fato da morte embrionaria em novilhas ndo ser tdo dependente de baixas
concentragOes de progesterona.

Mann & Lamming (1999) mostraram que a concentracdo de P4 ap6s a inseminacao
(durante a fase luteal inicial) é um fator importante para o estabelecimento da prenhez, porém,
menos importante que 0 momento do aumento da concentragdo de P4 pds-insemina¢do. Em
complemento ao momento da utilizagdo da suplementacgéo, Starbuck et al. (2001) sugerem que
a suplementacdo com dispositivo de P4 seja direcionada. Esses autores testaram a
suplementacédo entre 0 D5 e D12 apds IATF e encontraram resultados positivos apenas para
animais que apresentaram concentracdo de P4 no leite entre 1-2 ng/ml no D5, apresentando
diferengas significativas nas taxas de prenhez. Também concluiram que animais com
concentracdo de P4 no leite entre 2-3ng/ml tem potencial para se beneficiar com suplementacéo
de P4 e que animais com P4 <1ng/ml e >3ng/ml ndo apresentam beneficios na suplementacéo,
0 que pode justificar as variacfes de resultados encontrados na literatura.

Em um estudo de meta-anélise realizado por Yan et al. (2016) com foco na
suplementacdo de progesterona pos-inseminacdo em bovinos, 0s autores observaram que a
estratégia se mostrou eficiente quando a suplementacéo foi realizada entre os dias 3 e 7 ap0s
inseminacao, prejudicial quando os animais foram suplementados antes do dia 3 (por induzir a
uma luteolise precoce) e indiferente quando realizada apds 7 dias. Esses mesmos autores
pontuaram ainda que a suplementacdo so é eficiente em rebanhos em que os animais tenham
fertilidade comprometida (i.e., taxa de concep¢do <45%), decorrente de uma deficiéncia de
ovulagdo ou mesmo concentragdes insuficientes de progesterona para sustentacdo da prenhez
na fase inicial.

Existem ainda muitos questionamentos sobre o melhor momento para a suplementacéo
de P4, visto que alguns trabalhos encontraram resultados nulos ou até mesmo negativos. Parr
et al. (2014), ao suplementarem vacas de leite com dispositivo de P4 entre os dias 4 e 9 pds
inseminacdo, observaram menor taxa de concep¢do para 0s animais tratados. Possiveis
explicagOes para esse resultado, envolvem uma falha no desenvolvimento do CL ou mesmo
lutedlise precoce relacionada ao aumento préevio de P4 por via exogena.

Para comprovar essas explicacdes, esses mesmos autores, em outro estudo (PARR et
al., 2017), mostraram que novilhas com desenvolvimento falho do CL ao serem suplementadas
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com P4 exdgeno do D4 ao D10 (DO = dia da inseminacdo), ndo reverteram esses efeitos,
demonstrando que a P4 apresenta um efeito negativo na vida util desse CL, no entanto, quando
suplementadas do D4 ao D7 ocorreu uma recuperacdo de &rea de CL. Esses resultados podem
estar diretamente relacionados a pulsatilidade do LH nessa fase inicial, uma vez que existe uma
relagdo inversa entre a concentragdo de P4 e o pulso de LH, onde o CL em desenvolvimento
primario depende dos receptores de LH nas células da teca e granulosa, tornando-o assim muito
vulneravel a variacdo hormonal (IRELAND & ROCHE, 1982b; NISWENDER et al., 1994).

Além da variacéo na pulsatilidade do LH, foi demostrada que a suplementacao de P4 a
partir do D4 levou uma diminuigdo dos nimeros de receptores de P4 e aumento dos receptores
de ocitocina do CL no D5, porém mais estudos sdo necessarios para investigar os efeitos da
suplementacéo de P4 sobre o desenvolvimento do CL (PARR et al., 2017).

Outras formas de suplementacdo de P4 pds-inseminacdo ja foram testadas, como 0 uso
de acetato de melengestrol (MGA), um progestageno sintético formulado para ser administrado
por via oral, no qual seu uso foi associado a resultados positivos quando direcionado a vacas
Nelores em anestro, entre os dias 13 e 18 ap6s a IATF (LOIOLA et al., 2018). Em outros
trabalhos similares, os resultados foram variados, como o reportado por Rodrigues et al. (2014),
onde a suplementacdo com MGA em vacas Nelores entre os dias 13 e 18 nédo apresentou
diferenca na taxa de prenhez, porém, quando suplementadas entre os dias 5 e 10 pos-IATF,
observou-se uma redugdo na taxa de prenhez. Do mesmo modo, Silva et al. (2015), ao repetir
este trabalho, encontraram resultados positivos ao fornecer MGA para vacas Nelores 13 a 18
dias apds a IATF, no entanto, quando forneceram entre os dias 5 e 10 pés IATF, o grupo tratado
com MGA apresentou reducdo significativa na taxa de prenhez. Esses autores acreditam que
esse progestdgeno em questdo tenha um modo de acdo diferente dos outros, no qual néo
favorece o0 ambiente uterino durante o diestro inicial.

Uma alternativa para aumentar a concentracdo de P4 no diestro inicial é a aplicacdo de
P4 injetavel de longa acdo (LA). O intuito da utilizagdo dessa via de administragdo é facilitar o
manejo principalmente em rebanhos de corte, pois exclui um segundo manejo quando
comparado a utilizagdo de dispositivos intravaginais, no qual necessitam ser retirados apos
alguns dias (PUGLIESI et al., 2016; MARTINS et al., 2019). Foi demonstrado que a P4 de
longa acédo nas doses de 150 ou 300 mg aumenta as concentracfes de P4 circulantes por mais
de trés dias durante a fase lGtea inicial em bovinos de corte (PUGLIESI et al., 2014). Em suma,
ndo foram encontradas diferencgas entre a utilizacdo de dispositivos intravaginais ou aplicacéo
de P4 injetavel LA. para suplementacdo no diestro inicial (YAN et al., 2016).

A utilizacdo de P4 injetavel ja vem sendo estudada ha décadas, como demonstrada por
Johnson et al. (1958), onde os autores avaliaram a suplementacdo com 100mg de P4 injetavel
nos dias 2, 3, 4,5 e 9 apds a IA, totalizando 500mg P4/ animal, e encontraram maior taxa de
prenhez nos animais tratados em comparagdo com os do grupo controle.

Essa estratégia de suplementacdo com P4 injetavel LA vem ganhando destaque nos
ultimos anos. Pugliesi et al. (2016), apds varios experimentos avaliando a suplementacgdo de P4
injetavel LA em bovino de corte, quatro dias apés a IATF, demonstraram que esta € uma
estratégia eficiente quando se tem animais apresentando um CL deficiente. Como por exemplo,
em animais que estdo em anestro no inicio do protocolo de IATF (comum em vacas lactantes
criadas a pasto), gerando um aumento de 20% na taxa de prenhez. Do mesmo modo, Couto et
al. (2019), avaliando a suplementagéo de P4 injetdvel LA no D5 em bovinos de corte,
observaram aumento nas taxas de prenhez e menor perda gestacional no grupo tratado,
ressaltando a eficiéncia da administracdo da P4 no diestro inicial para melhorar a fertilidade do
rebanho. Ambos os trabalhos sugerem que a suplementacdo nesta fase, melhora o ambiente
uterino e consequentemente a sobrevivéncia, alongamento e implantagédo do embrido, levando
a estes resultados.
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Martins et al. (2019), ao suplementarem vacas Nelores trés dias apds a IA com P4 LA,
avaliaram o efeito da inseminacdo artificial sobre a lutedlise precoce e concluiram que ao
mesmo tempo que a P4 favorece a receptividade uterina também pode reduzir a longevidade do
CL, dificultando o estabelecimento da prenhez, uma vez que, a sinalizacdo do concepto nao
pode superar o estimulo luteolitico precoce. E ainda, a lute6lise precoce esta mais relacionada
ao resultado da exposicéo precoce do Utero a P4 que leva a antecipagéo da ativacdo da cascata
luteolitica (producdo de PGF), do que ao comprometimento do desenvolvimento do CL pela
diminuicdo da pulsatilidade do LH. Adicionalmente, esses mesmos autores, em um segundo
estudo (Martins et al., 2019) concluiram que a IA minimizou a lutedlise precoce por efeito da
suplementacdo de P4 em animais que apresentavam trés ondas foliculares, sugerindo que o
namero de ondas foliculares apos o IA desempenha um papel na resposta da fertilidade a
suplementacéo de P4, por regulacdo da funcéo uterina.

2.7 Interacdo Materno-Fetal

2.7.1 Blastogénese

A ovulacédo é o evento que marca o fim da fase folicular e o inicio da fase luteal, na
fémea bovina esse evento ocorre de 24 a 30 horas ap6s o pico de LH e de 24 a 32 horas ap06s o
inicio do estro (HAFEZ & HAFEZ, 2000; HAFEZ et al., 2000; SENGER, 2003).

Para que ocorra a ovulacdo, o GnRH produzido pelo hipotdlamo chega a hipdfise
anterior pelo sistema porta hipotalamico-hipofisario, o que vai ocasionar a producéo e liberagéo
dos horménios gonadotréficos - FSH e LH (RABASSA et al., 2007). Eles vao agir nos ovarios,
com o FSH sendo responsavel pelo recrutamento e crescimento dos pequenos foliculos e o LH
atuando no desenvolvimento final e ovulacdo do foliculo dominante (ADAMS et al., 1993;
GINTHER et al., 1997; MIHM & AUSTIN, 2002; WEBB et al., 2004).

Quando o foliculo pré-ovulatorio se rompe, o 6vulo rodeado pelas células da corona
radiata e do cumulus oophorus é liberado na cavidade peritoneal e capturado pelas células
epiteliais ciliadas do infundibulo. O 6vulo é entdo transportado da ampola para a juncéao istmo-
ampolar, onde ocorre a fecundacdo (SARTORI & DODE, 2008).

Concomitante ao estro e proximo a ovulacdo, ocorre a monta natural ou a IA sendo o
sémen exposto a uma série de desafios que alteram significativamente sua quantidade e funcéo.
Espermatozoides vidveis que sao retidos no trato genital feminino devem atravessar o (tero,
passar para o oviduto pela juncdo Utero-tubarica, interagir com o epitélio do oviduto e sofrer
capacitacdo antes de poder fecundar o 6vulo (BERGER, 1996).

Apos a fecundacgéo, o zigoto passa por uma série de divisGes celulares (clivagem) que
ocorrem no oviduto e necessitam de um ambiente rico em aminoacidos e substratos energéticos
(SARTORI & DODE, 2008; HUGENTOBLER et al., 2007; HUGENTOBLER et al., 2008).
Embora o oviduto seja um local de passagem para que o évulo/ embrido alcance o Utero, nesse
tecido também ocorrem importantes eventos fisiologicos. A células istmo tubaricas ligam-se,
armazenam e otimizam a capacitacdo espermatica, aumentando assim a eficiéncia do processo
de fertilizacdo e reduzem a probabilidade de polispermia (SALILEW-WONDIM et al., 2012).

Os primeiros estagios do desenvolvimento embrionario dependem de mRNAs e
proteinas maternas armazenadas no oocito (DOMINKO et al., 1999). Uma parte essencial do
processo de diferenciacdo € a degradagdo desses MRNA e proteinas maternas e a ativagdo da
transcri¢cdo do genoma embrionario (MEMILI & FIRST, 1999; TADROS & LIPSHITZ, 2009).
Quando o embrido atinge o estagio de blastocisto, muitos genes diferentes sdo ativados,
incluindo genes que regulam a diferenciacgdo da linhagem celular. Assim, um ponto decisivo no
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desenvolvimento embrionario inicial é a ativacdo do genoma embrionério e sem essa ativagao,
o0 desenvolvimento ndo avanca além do estagio de 16 células (WILTBANK et al., 2016).

2.7.2 Reconhecimento materno-fetal

Concomitante a fertilizacéo e a ativagdo dos genes embrionarios, ocorre a preparagdo
do sistema materno, que envolve diretamente as concentracdes circulantes de P4 (FORDE et
al., 2011). Esse hormonio tem regulagdo negativa do receptor nuclear de progesterona (PGR)
no epitélio luminal e depois glandular, que permite a expressdo de genes e secrecdo de seus
produtos proteicos, transporte ativo de outras moléculas que proporcionam o alongamento do
concepto (embrido com os tecidos extra-embrionarios) (SPENCER & HANSEN, 2015). Ha
evidéncia de que, em bovinos, a P4 induza a expressdo de varios genes, especificamente no
epitélio endometrial, que depois sdo estimulados por fatores do embrido, por exemplo,
interferon-t (IFNT) e prostaglandinas (PGs). O resultado é uma mudanca no ambiente e no
fluido luminal uterino que promove a sobrevivéncia, alongamento e implantacdo do embrido
para o estabelecimento da prenhez (GEARY et al., 2016).

O alongamento ideal do concepto envolve uma complexa interacdo entre o concepto e
o sistema materno (HUE et al., 2012). O concepto secreta fatores regulatdrios locais,
principalmente o IFNT, que regulam o endométrio uterino, estimulando as células uterinas a
produzir e/ transportar fatores de crescimento e nutrientes para uma boa nutricdo embrionaria e
bom alongamento (FILANT & SPENCER, 2014). Sendo assim, baixas concentracdes de P4
circulante durante a fase luteal precoce podem levar a alteracdo da expressao génica nas células
endometriais uterinas, crescimento subotimo do embrido e reducdo nas taxas de prenhez
(FORDE et al., 2011).

O periodo entre os dias 16 e 25 da gestacdo nos bovinos, sendo parte da fase de
reconhecimento materno, é considerado critico (SPENSER & HANSEN, 2015). Nesse periodo,
0 concepto aumenta drasticamente de tamanho pelo processo de alongamento (particularmente
as células trofoblasticas), levando a manutencao do CL durante o reconhecimento materno da
gestacdo. Sendo assim, a comunicacao inadequada entre o concepto, o Utero e 0 ovario gera
uma falha na manutencao do CL, resultando em uma perda da gestagdo inicial (FORDE et al.,
2015). Resumidamente, a P4 tem um efeito indireto no inicio da secre¢do de IFNT pelo
embrido, devido a correlacdo positiva entre o alongamento do concepto e a producédo de IFNT
(RIZOS et al., 2012). Para que as concentragdes circulantes de P4 sejam mantidas, quantidades
suficientes de IFNT devem ser produzidas pelo embrido até o dia 16 para impedir a lutedlise e,
como a quantidade de IFNT secretada é consistente com o tamanho do tecido trofectodérmico,
as concentracBes de IFNT presentes no Utero dependem, portanto, da taxa de crescimento do
embrido (ROBINSON et al., 2006; SHORTEN et al., 2018).

Shorten et al. (2018) comprovaram por analises morfométricas, modelos matematicos e
avaliacdes gendmicas de embrides, que a progesterona € um dos fatores mais importantes para
o crescimento embrionario, pelo estimulo que ela exerce sobre o endométrio no inicio da
gestacdo (aumentando suas concentracdes por volta do 7° dia). E ainda concluiram que ao
dobrar as concentracGes de progesterona, houve um aumento de 33% na taxa de crescimento
embrionario.

Programagcdo fetal é o termo que se refere a agcdo que o0 ambiente uterino causa na saude
e no bem-estar da progénie. Os efeitos dessa programacéo fetal no neonato podem ser mediados
por modificagbes epigenéticas que regulam a expressdo génica na placenta e no feto
(VICKARYOUS & WHITELAW, 2005). Em relagdo aos fatores regulatérios maternos, ja
foram detectados receptores de E2 e P4 nos placentdnios, sugerindo assim que esses hormonios
tenham um papel de reguladores locais do crescimento caruncular, diferenciacdo e funcoes
destas estruturas (SCHULER et al., 2008). E ainda, foi detectado RNA da melanoprotease
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Trombospondina | (ADAMTS1) altamente responsivo as concentra¢fes de P4, no endométrio
e tecidos placentarios, sugerindo que 0 ADAMTS1 pode atuar como um regulador chave das
funcbes endometriais, regulando os processos de remodelacéo ou de desenvolvimento da matriz
extracelular (MEC) ou ambos, necessarios para a implantacéo e o desenvolvimento da placenta
em bovinos, melhorando o desenvolvimento embrionario e fetal (MISHRA et al., 2013).

2.8 Perda Gestacional

2.8.1 Perda gestacional precoce e tardia

Segundo Lee & Kim (2007), os fatores responsaveis pelas perdas gestacionais podem
ser divididos em fatores externos, maternos e genéticos. As perdas embrionarias podem ser
classificadas como mortalidade embrionaria precoce quando ocorrem dentro dos primeiros 25
dias de gestagdo e mortalidade embrionaria tardia quando acontecem entre 25 e 45 dias de
gestacdo (HUMBLOT, 2001).

Segundo Brinsko et al. (2011), a perdas gestacionais estdo relacionadas a problemas de
origem materna, embrionaria/fetal e/ou ambiental. As perdas podem resultar de um defeito
intrinseco do embrido causado por gametas incompetentes, de um ambiente materno
inadequado proveniente do estresse térmico, da assincronia entre o embrido e o Utero ou da
falha da mé&e em responder apropriadamente aos sinais do embrido (HANSEN, 2002).

EmbriGes provenientes de odcitos incompetentes tém baixa probabilidade de serem
bem-sucedidos (HANSEN, 2002). Ovulagdo de foliculos persistentes, foliculos pequenos e
incompetentes, resulta na reducdo da sobrevivéncia do embrido devido a inadequacéo lutea e
ciclos curtos (SANTOS et al., 2004). Prolongamento da dominancia pode ser responsavel pela
alteracdo do microambiente para o desenvolvimento normal do odcito, reduzindo as chances de
desenvolvimento de embriGes e levando a perda embrionaria (REVAH & BUTLER, 1996).

Alteracbes nas concentracdes de P4 tem efeito direto na gestacdo inicial. Altas
concentracOes de P4 durante o diestro inicial dos bovinos sdo necessarias, pois estimulam as
secrecdes uterinas que atuam no crescimento embrionario e na liberacdo de proteina-1 do
trofoblasto bovino (bTP-1) necesséria para inibir a liberacdo de prostaglandina endometrial e a
producdo de interferon-tau pelo concepto para inibir a secrecdo de PG2F pelas células
endometriais. A inibicdo desse mecanismo iria resultar na lutedlise. (GEISERT et al., 1992;
MANN & LAMMING, 2001).

A progesterona é de grande importancia na gestacdo, controlando o desenvolvimento do
embrido e 0 mecanismo luteolitico. Se ocorrer a liberacdo de fatores luteoliticos antes de o
embrido produzir interferon —tau suficiente para prevenir a lutedlise, ocorre a perda embrionaria
(MANN & LAMMING, 1999). Falhas no reconhecimento materno, definido como o processo
onde o concepto sinaliza a sua presenca no Utero, impedindo a lise do CL (SPENCER &
BAZER, 2004), levam a perdas embrionarias por consequéncia da inabilidade do embrido em
bloquear a cascata luteolitica durante o periodo de manutencéo do CL (BAZER, 1986).

Existem evidéncias de que a incapacidade do concepto em produzir fatores luteotropicos
juntamente com a falha do CL em responder as luteotropinas contribui para a mortalidade
embrionaria precoce (BAZER, 1986).

O estresse térmico prejudica a homeostase, o que resulta em alteraces enddcrinas e
causa efeitos negativos sobre eventos reprodutivos na fémea bovina (MACEDO et al., 2014).
Quando as maes se tornam hipertérmicas devido ao estresse calorico, 0s 00citos nos estagios
finais de maturacdo, reduzem sua sintese proteica, diminuindo a taxa de fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario (HANSEN & ARECHIGA, 1999). O estresse térmico age

20



diretamente no Utero, aumentando a temperatura intraluminal e a hemodindmica do endométrio,
diminuindo o fluxo sanguineo. Isto afeta o aporte de agua, eletrolitos, nutrientes, horménios e
diversos fatores de crescimento ao 6rgdo (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005). As alteraces
do ambiente uterino, interrompem o desenvolvimento embrionario e resultam na morte do
embrido (HANSEN, 2002).

O termo morte fetal ou abortamento em bovinos se refere a perda gestacional que ocorre
no periodo de 45 a 280 dias de gestacdo com a expulséo do feto vivo ou morto do Utero, porém
este € incapaz de exercer uma vida independente em ambiente extra-uterino (HUBBERT et al.,
1971). A mortalidade fetal pode ocorrer em consequéncia de fatores infecciosos e ndo
infecciosos como fatores ambientais, maternos, nutricionais e aberragdes cromossémicas
(VANROOSE et al., 2000). Quando ocorre a morte fetal em gestacbes mais avangadas, o feto
ndo é eliminado imediatamente, ocorre a diminuicdo do fluido dos anexos fetais, alteracbes na
anatomia dos 6rgdos e com a utilizacdo de ultrassom é possivel observar alteragdes na
ecogenicidade do feto (WOLF & GABALDI, 2002).

2.8.2 Principais causas de perda gestacional

O estabelecimento da prenhez inicia-se com a fertilizacdo do évulo no oviduto. Logo
apos a fertilizacdo, o embrido sofre as primeiras divisdes mitoticas (clivagens) antes de entrar
no Gtero, em torno do estagio de 16 células, aproximadamente no quarto dia de gestacdo. O
embrido continua seu desenvolvimento, passa pela fase de alongamento do trofectoderma,
momento em que ocorre a secrecdo de interferon-tau (IFNT), o que evita a liberacdo de
prostaglandinas e consequentemente a lutedlise, viabilizando assim a manutencao da gestacao
(GUILLOMOT, 1995).

Nos bovinos, existem inUmeras causas de perdas gestacionais, dentre elas destacam-se:
0s problemas sanitarios, as deficiéncias hormonais e nutricionais e 0s manejos zootécnicos
inadequados. E relatado que a maior incidéncia de perda gestacional em bovinos ocorre no
primeiro trimestre da gestacdo (DISKIN & MORRIS, 2008). Nesse sentido, Wiltbank et al.
(2016) descreveram em fases os principais fatores que estdo relacionados a interrupgdo da
gestacdo nos trés primeiros meses em bovinos: 1) falhas na fertilizacdo = causadas por estresse
térmico, altas concentracdes de progesterona proximas a inseminacao artificial, baixa qualidade
espermatica ou ma aplicacdo da técnica de IA; 2) primeira semana de gestacdo = problemas
relacionados a qualidade do od6cito, problemas metabdlicos no pés-parto, estresse térmico e
qualidade do gameta; 3) do oitavo ao 27° dia de gestacdo = alongamento do concepto,
reconhecimento materno da gestacédo e baixas concentragdes de progesterona; 4) segundo més
da gestacdo (entre 0 28° e 0 60° dia de gestacdo) = ma formacdo placentéria e desenvolvimento
vascular; 5) terceiro més de gestacdo = alongamento excessivo do corno uterino (gémeos se
desenvolvendo no mesmo corno uterino).

A deficiéncia hormonal aparece como sendo uma das principais causas de perda
gestacional nos primeiros meses de gestacdo, destacando-se as baixas concentragdes de P4
como uma das mais relevantes. A P4 tem como fungdo promover o desenvolvimento
endometrial, estimular a secre¢do glandular uterina, estimular o crescimento embrionario,
reduzir a atividade miometrial e a sensibilidade a ocitocina em bovinos, viabilizando o
estabelecimento e a manutencéo da gestacdo (PAPAMITSOU et al., 2011).

O alongamento caracteristico do concepto antes da implantacdo € dependente das
secrecOes uterinas (SPENCER & GRAY, 2006). Alteracbes espaciais e temporais no
transcriptoma endometrial e na composicdo histotrofica sdo necessarias para estabelecer a
receptividade uterina ao concepto e, por sua vez, Sao essenciais para o sucesso da prenhez. Essas
modificagdes sdo reguladas pela P4 e pelo IFNT produzido pelo embrido (BROOKS et al.,
2014; LONERGAN & FORDE, 2015; SPENCER & HANSEN, 2015).
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Hé evidéncias de que o ambiente materno seja fundamental para determinar a qualidade
do blastocisto e, consequentemente, sua capacidade de produzir quantidades adequadas de IFN-
T necessario para o estabelecimento da prenhez (BARNWELL et al., 2015). Kenyon et al.
(2013) sugeriram que um aumento rapido e precoce da concentracdo de progesterona esta
associado ao sucesso da prenhez, uma vez que receptoras que receberam embrido e tiveram um
aumento tardio da progesterona, apresentaram concentracdes indetectaveis de IFN-t.

Em relagdo as perdas gestacionais causadas por erros de manejo nutricional e
zootécnico, destacam-se: balanco energético nutricional e idade das matrizes. Kuhn et al. (2006)
sugerem que a melhor taxa de concep¢do de novilhas estd no maximo entre 15 e 16 meses de
idade e que novilhas com 26 meses de idade ou mais apresentaram taxa de concepcao 13%
menor, provavelmente devido a uma menor taxa de sobrevivéncia embrionaria. Em relacéo ao
balanco energético, Diskin e Morris (2008) concluiram que a restricdo alimentar no inicio da
gestacdo compromete a qualidade embrionéria e consequentemente sua sobrevivéncia.

Um dos métodos mais praticos e comuns de avaliar o estado nutricional de uma matriz
é por meio do escore da condicdo corporal (ECC). Avaliar o estado nutricional das fémeas se
torna fundamental para atingir uma melhor taxa de prenhez (FRANCO et al., 2016). Vacas
apresentando baixo ECC apresentam menores taxas de gestacdo, diferente de vacas com bom
escore corporal. Porém, os animais com escore corporal alto, apresentando ja obesidade,
também podem apresentar problemas como a falha na concepgdo e comprometimento da
ciclicidade (OLIVEIRA et al., 2006). Uma maior perda da condicdo corporal no inicio da
lactacdo também esté relacionada com pior capacidade reprodutiva (PRYCE et al., 2001).

Sobre as perdas gestacionais de causas infecciosas destacam-se: brucelose, leptospirose,
neosporose, IBR, BVD, tricomonose, campilobacteriose.
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3. CAPITULO II

UTILIZACAO DE PROGESTERONA INJETAVEL SETE DIAS APOS A IATF
COMO ESTRATEGIA PARA MELHORAR A EFICIENCIA REPRODUTIVA
DE FEMEAS NELORE

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo de progesterona
injetavel de longa acdo (P4LA), sete dias ap0s a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF),
sobre a taxa de prenhez e a perda gestacional de fémeas Nelore. Para tanto, vacas e novilhas
foram submetidas a sincronizacdo da ovulagdo. No primeiro dia do protocolo (D 0), foi inserido
um dispositivo intravaginal de progestdgeno (1g de P4) e aplicados 2mg de benzoato de
estradiol (intramuscular/im). No D 8, o dispositivo de P4 foi removido e foram aplicados 500ug
de cloprostenol sddico, 400Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG) e 1mg de cipionato de
estradiol, todos pela via intramuscular. No D 10 foi realizado a IATF. No D17 as fémeas foram
entdo divididas em dois tratamentos de acordo com o escore de condicdo corporal (ECC),
ciclicidade e presenca de bezerro ao pé: Grupo P4LA: (GP4; n=208) no qual as fémeas
receberam 150mg de P4LA (Sincrogest® Injetavel, Ourofino, Cravinhos/SP), via
intramuscular, em dose Unica, no sétimo dia apds a IATF; Grupo Controle: (GC; n= 195) no
qual as fémeas ndo receberam nenhuma aplicacdo hormonal apds a IATF. O diagnostico de
gestacdo foi realizado 30 dias apds a IATF com auxilio da ultrassonografia (Mindrey DP200,
Frequéncia 7,5Mhz) sendo repetido aos 90 dias para determinacdo da perda gestacional. A
analise estatistica foi realizada pelo teste de X?, a 5% de probabilidade. N&o foi observada
diferenca significativa na taxa de prenhez (p=0,31) e na perda gestacional (p=0,61) entre 0s
grupos suplementados ou ndo com P4 injetavel apds a IATF. é. Conclui-se que a utilizacdo de
PALA, 7 dias apds a IATF, ndo foi uma estratégia eficaz para melhorar a taxa de prenhez e
diminuir a perda gestacional de fémeas Nelore.

Palavras- chave: Gado de corte, taxa de prenhez, perda gestacional, ciclicidade, progestageno.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of long-acting injectable progesterone
supplementation (P4LA), 7 days after timed artificial insemination (TAI), on the pregnancy rate
and gestational loss of Nellore females. Therefore, females (cows and heifers) were subjected
to ovulation synchronization. On the first day of the protocol (D-10), an intravaginal progestin
device (1g of P4) was inserted and 2mg of estradiol benzoate (intramuscular/im) was applied.
On D-2, the P4 device was removed and 500ug of sodium cloprostenol, 400Ul of equine
chorionic gonadotropin (eCG) and 1mg of estradiol cypionate were applied, all intramuscularly.
The females were then divided into two treatments according to body condition score (BCS),
cyclicity and calf presence: PALA Group: (GP4; n=208) in which females received 150mg of
PALA (Sincrogest® Injectable, Ourofino, Cravinhos/SP), intramuscularly, in a single dose, on
the seventh day after TAI; Control Group: (CG; n= 195) in which females did not receive any
hormonal application after TAI. Pregnancy diagnosis was performed 30 days after TAI with
the aid of ultrasonography (Mindrey DP200, Frequency 7.5Mhz) and repeated at 90 days to
determine gestational loss. Statistical analysis was performed using the X?, at 5% probability.
There was no significant difference in pregnancy rate (p=0.31) and gestational loss (p=0.61)
between groups supplemented or not with injectable P4 after TAI. There was also no correlation
between the application of PALA on D7 with the animal category, cyclicity, ECC and the calf
presence. It is concluded that the use of PALA, 7 days after FTAI, was not an effective strategy
to improve the pregnancy rate and decrease the gestational loss of Nellore females.

Keywords: Beef cattle, pregnancy rate, gestational loss, cyclicity, progestin.
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3.1 INTRODUCAO

A inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) tem se destacado de maneira rapida
sobre as demais biotécnicas aplicadas a reproducdo bovina, sobretudo em gado de corte. Com
0 emprego da IATF, as vacas tém a ovulagdo induzida de maneira sincronizada e a inseminacgao
artificial (1A) pode ser realizada com data e hora marcada, dispensando a observacéo de cio e
otimizando a méo-de-obra na propriedade.

Pesquisas vém sendo realizadas no intuito de melhorar a eficiéncia reprodutiva dos dos
rebanhos (BARUSELLI et al. 2019; CONSENTINI et al. 2021; FERNANDEZ-NOVO et al.,
2021). Dentre elas, a administracdo de progesterona (P4) ap0ds protocolos de IATF vem sendo
empregada como uma estratégia para diminuir as perdas gestacionais, uma vez que a
progesterona € o hormonio responsavel pelo estabelecimento e manutencdo da gestacéo
(COUTO et al. 2019).

Em bovinos, um dos principais fatores causadores de infertilidade tem sido atribuido ao
funcionamento inadequado do corpo luteo (CL), sendo esta situacdo caracterizada por uma
baixa concentracdo periférica de P4 (YAN et al. 2016). Uma deficiéncia na secrecdo desse
horménio esteroide pelo CL poderia contribuir para perdas embrionérias, sendo essa uma das
justificativas em utilizar-se P4 apo6s a IATF (COUTO et al. 2019).

Estudos j& vém sendo conduzidos hd mais de 60 anos com a utilizacdo de P4 na fase
inicial da gestacdo em bovinos sendo encontrados resultados bem divergentes, variando entre
resultados positivos, negativos e nulos (WILTBANK et al., 1956). Essa variagdo pode estar
relacionada ao dia de inicio e duracdo da suplementacéo de P4, categoria animal, ciclicidade e
escore de condigéo corporal - ECC (YAN et al., 2016).

Em bovinos, a P4 atua nas células do epitélio luminal uterino fazendo uma regulagéo
negativa de seus proprios receptores. Desta forma, a P4 permite a regulacdo positiva de
receptores de estrdgeno (ER) que induzem a expressao de receptores de ocitocina (OXTR) e,
portanto, estimulam da producdo de PGF.a e consequentemente a ocorréncia da lutedlise
(McCRACKEN et al., 1999). Com base nesta informacéo, Batista et al. (2019) constataram que
a suplementacdo com P4 no inicio da fase luteal (até trés dias apds a ovulagédo) causa luteolise
precoce nos bovinos, devido a aceleracdo da regulacdo negativa dos receptores de progesterona
nas células do epitélio luminal do Gtero, levando a uma aceleracdo da expressdo de genes
endometriais associados a sintese de PGF2a, especificamente RE1 e OXTR. Os mesmos
autores também chegaram a conclusdo de que a P4 injetavel inibiu o desenvolvimento precoce
de CL e especularam que este fato pode estar relacionado a uma provavel diminuicao dos niveis
de LH normalmente liberado nessa fase, que € essencial para o estimulo da esteroidogénese e
formagdo de uma massa luteal desenvolvida. Demostrando assim, que a P4 por si s6, pode fazer
uma inibicdo da sua funcao quando administrada precocemente. Por outro lado, a P4 é um fator
estimulante da propria sintese de P4, uma vez que administrada entre os dias 6 e 10 do ciclo
estral, a mesma estimula a atividade da 33-HSD no CL bovino e aumenta a expressao de mMRNA
da proteina StAR, 3B-HSD e citocromo P450scc, que sdo enzimas-chave da esteroidogénese
ovariana (KOTWICA et al., 2004; REKAWIECKI et al., 2005). Em um estudo de meta-analise
realizado por Yan et al. (2016) com foco na suplementacéo de progesterona pds-inseminacéo
em bovinos, os autores observaram que a estratégia de suplementacdo de P4 se mostrou
eficiente quando esta foi realizada entre os dias 3 e 7 ap0s a inseminacéo, e prejudicial quando
os animais foram suplementados antes do dia 3 (por induzir a uma lutedlise precoce) e
indiferente quando realizada apos 7 dias.

Sendo assim, a hipotese do presente estudo é que a suplementacdo com progesterona de
longa acdo, sete dias ap0s a IATF, é uma estratégia eficaz para melhorar a eficiéncia dos
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protocolos de IATF em matrizes Nelore, aumentando a taxa de prenhez e diminuindo as perdas
gestacionais.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (n°
6993220319).

3.2.1 Local e periodo

O experimento foi realizado em fazenda comercial de gado de corte (Fazenda Reunidas
Ingaiba), localizada no municipio de Mangaratiba-RJ e teve inicio em novembro de 2018, com
término em janeiro de 2020.

3.2.2 Animais e manejo

Foram utilizados 403 protocolos (unidades experimentais) em matrizes Nelore
(nuliparas e multiparas) apresentando escore de condicdo corporal (ECC) variando de 2,5a 4,5
em uma escala de 1-5. Dentre as nuliparas, s6 foram selecionadas aquelas que ja estavam
puberes (presenca de CL) em avaliacdo prévia ao inicio da sincronizacdo e as multiparas com
mais de 45 dias de paridas com ou sem a presenca de bezerro ao pé. No inicio do protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo, todas as fémeas foram avaliadas (ultrassonografia transretal,
(Mindrey DP200, Frequéncia 7,5Mhz) quanto a ciclicidade. Foram consideradas ciclicas, as
fémeas que apresentavam pelo menos um CL em um dos ovarios no inicio do protocolo e
aciclicas (anestro) aquelas que apresentavam apenas foliculos.

As fémeas do rebanho aptas a reproducéo foram submetidas ao mesmo manejo e ficaram
em piquetes rotacionados de Mombagca, de acordo com a capacidade de cada um deles. Em
todos 0s piquetes 0s animais tinham acesso a sal mineral e agua ad libitum. As fémeas eram
vermifugadas e vacinadas periodicamente de acordo com o calendario da fazenda. Todo
rebanho recebia vacina contra raiva, Carbuinculo e Brucelose (quando bezerras de 3-8 meses).

Em relacdo ao manejo reprodutivo, no momento do experimento, estava sendo
implementada uma estacdo de monta na fazenda, constituida de IATF com repasse de touro.
Como os animais estavam em diferentes fases reprodutivas, foi necessario dividir as fémeas em
lotes para a IATF, de acordo com o estado reprodutivo delas naquele momento.

3.2.3 Sincronizagado da ovulagéo e inseminagao

Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo de sincronizacdo da ovulacao
(Figura 7), para posterior realizacdo da IATF. No primeiro dia do protocolo (D 0), foi inserido
um dispositivo intravaginal de progesterona (1g de P4) e aplicados 2mg de benzoato de estradiol
(intramuscular/im). No D 8, o dispositivo de P4 foi removido ¢ foram aplicados 500ug de
cloprostenol sodico, 400Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG) e 1mg de cipionato de
estradiol, todos pela via intramuscular. A IATF foi realizada no D 10, sempre pelo mesmo
técnico, sendo utilizados 3 touros Nelores, conforme a indicacdo de cruzamento pré-
estabelecida pelo técnico responsavel pela propriedade.
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BE +P4 ECP; eCG IATF

DISPOSITIVO DE P4

DO D8 D 10

Figura 7. Protocolo de sincronizacdo da ovulacdo utilizado nas matrizes. D 0: dia inicial do
protocolo; D 8: oito dias apés inicio do protocolo; D 10: Dia da IATF; BE: Benzoato de
Estradiol; P4: Dispositivo intravaginal de progesterona 1,9g; PGF: Prostaglandina; ECP:
Cipionato de estradiol; eCG: Gonadotrofina coridnica equina; IATF: Inseminagdo artificial em
Tempo Fixo.

3.2.4 Delineamento experimental

Apos a IATF, os animais foram divididos em dois tratamentos (Grupo P4LA e Grupo
Controle) de acordo com a categoria animal, presenca de bezerro ao pé e ciclicidade, de maneira
que cada grupo apresentasse a mesma proporcdo de animais de cada variavel, conforme
ilustrado na Figura 8.

Com P4
Novilhas 4 Sem P4 Com P4

cicli.:a‘»scm P4

Direcionamento dos
grupos para P4 pés Com Bezerro ﬁciclica(rom P4
IATF Sem P4
Vacas Com P4
Ciclica
Sem Bezerro Sem P4
L Com P4
Ac1cltcn<
Sem P4

Figura8. Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais utilizados para avaliar
o efeito da suplementacdo de progesterona injetavel de longa acdo (P4LA), sete dias apos a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), sobre a taxa de prenhez e perda gestacional de
fémeas Nelore.

o Grupo P4LA: (GP4; n=208) as fémeas receberam 150mg de progestageno injetavel de
longa agéo (Sincrogest® Injetavel, Ourofino, Cravinhos/SP), via intramuscular, em dose Unica,
no sétimo dia apos a IATF.
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o Grupo Controle: (GC; n=195) as fémeas ndo receberam nenhuma aplicacéo no sétimo
dia apés a IATF.

3.2.5 Diagndstico de gestacdo e avaliacdo da perda gestacional

O diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a IATF por ultrassonografia
transretal (Mindrey DP200, Frequéncia 7,5Mhz). S6 foram consideradas gestantes as fémeas
que apresentassem o embrido com batimento cardiaco na imagem ultrassonogréfica. Para o
diagnostico de perda gestacional, foi realizada uma segunda avaliacdo ultrassonogréfica
transretal aos 90 dias pds-IATF. Foi considerada como perda gestacional, a situacdo na qual
uma fémea em que havia sido observado um embrido vidvel (batimento cardiaco) no primeiro
diagnostico (30d), ndo apresentava feto na segunda avaliacdo (90 dias).

3.2.6 Perfil sanitario

Em uma amostra da populacdo (10% do rebanho, escolhidos aleatoriamente), foram
realizados exames para diagnostico das seguintes doencas relacionadas a reproducéo:
brucelose, rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarréia viral bovina (BVD), leptospirose,
neosporose, campilobacteriose e tricomonose genital bovina.

3.2.7 Andlise estatistica

As variaveis categdricas (Novilhas, Vacas, ECC, Ciclicidade, Bezerro ao pé, Aplicacao
de P4LA) foram comparadas quanto a taxa de prenhez e perda gestacional através do Teste de
¥ a 5% de probabilidade. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R (TEAM,
2021).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as taxas de prenhez e as perdas gestacionais de acordo com a
categoria animal (novilhas ou vacas), ECC (> 3 ou <3), presenca de bezerro ao pé, ciclicidade
no inicio do protocolo e suplementacdo de PALA, sete dias apds a IATF de fémeas Nelore. Nao
foi observada diferenca estatistica entre as taxas de prenhez e as perdas gestacionais para
nenhuma das variaveis avaliadas.

Tabela 1. Taxa de prenhez e perdas gestacionais de acordo com a categoria animal, escore de
condicdo corporal (ECC), presenca de bezerro ao pé, ciclicidade e administracdo de
progesterona 7 dias apds a IATF em fémeas Nelore.

Variaveis Taxa de prenhez Valor Perda gestacional Valor
(%) de P (%) de P

Novilhas 47,1 (75/159) 0.85 9,3(7/75) 0.42
Vacas 45,1 (110/244) ’ 14,5(16/110) ’
ECC>3 47,6 (151/317) 0.15 12,6(19/151) 1
ECC<3 38,4(33/86) ’ 12,1 (4/33)
Com bezerro ao pé 43,2 (67/155) 0.50 11,9(8/67) 1
Sem bezerro ao pé 47,2(117/248) ’ 12,8 (15/117)
Fémeas ciclicas* 43,6(61/140) 0.61 9,8(6/61) 0.59
Fémeas em anestro** 46,8(123/263) ’ 13,8 (17/123) ’
PADT7*** 48,3 (100/207) 0.31 14,0 (14/100) 0.65
Controlet 42,8 (84/196) ’ 12,0 (9/75) ’

*Presenca de pelo menos um corpo lGteo (CL) no inicio do protocolo de sincronizagéo.
** Auséncia de CL no inicio do protocolo de sincronizagéo.

*** Animais suplementados com 150mg de progesterona injetavel, sete dias apos a IATF.
T Animais ndo receberam qualquer suplementa¢ao hormonal ap6s a IATF.

Estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado com 5% de significancia.

A semelhanca entre as taxas de prenhez das duas categorias avaliadas (vacas e novilhas)
pode ser explicada pela homogeneidade entre os lotes, pelo ECC satisfatério das vacas, além
de grande parte das novilhas estarem ciclando ao inicio do protocolo de IATF. Resultados
semelhantes foram encontrados por Meneghetti et al. (2009), com taxa de prenhez para novilhas
Nelore de 63,3% e vacas de 62,00%, ndo mostrando diferenca estatisitca entre os resultados.
Sa Filho et al. (2010) também ndo foi observam diferenca na fertilidade de fémeas Nelore
primiparas e multiparas ap0s programas de sincronizacdo de estro durante a estacdo
reprodutiva. Porém alguns trabalhos encotraram resultados divergentes, como os de Batista et
al. (2012) onde maiores taxas de prenhez foram observadas em nuliparas (84%) quando
comparadas as primiparas (43%) e multiparas (47%).

Os resultados da presente pesquisa ndo diferem de outros estudos, onde ndo foram
observadas maiores perdas gestacionais para animais em lactagdo, ou seja, que tem a presenca
do bezerro, quando comparado com vacas secas e novilhas (LABAERNIA et al. 1996;
SARTORI et al. 2002). Sabe-se que perda gestacional varia consideravelmente de regido para
regido e com o tipo e idade do animal (leite ou corte; lactante ou seco; novilha ou vaca) e, até
certo ponto, entre sistemas de criagdo (intensivo e extensivo). A proporgdo de fémeas prenhes
ndo lactantes que abortam é geralmente menor do que vacas em lactacdo (BONDURANT
2007). Assim, como mostrado por Fernandes-Novo et al. (2020), ressaltam que mesmo que as
taxas de sobrevivéncia embrionaria sejam consideradas semelhantes em novilhas e vacas
leiteiras de produgéo baixa a moderada, esta influéncia pode estar mais relacionada a um efeito
guanto a paridade. Esses mesmos autores ainda destacam que fatores anteriormente
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demonstrados como significativos, como esta¢do do ano, touro, técnico de IA, tipo de sémen,
protocolo hormonal para IATF, podem ndo estar associados a perda gestacional.

No presente estudo também nédo foram encontradas diferencas estatisticas tanto na taxa
de prenhez quando na perda gestacional em relacéo a variacdo de ECC, presenca ou auséncia
de bezerro ao pé, ciclocidade e a administracdo ou ndo de P4 7 dias apds a IATF, conforme
mostrado nas tabalas 2 e 3.

Tabela 2. Taxa de prenhez das fémeas Nelore suplementadas ou ndo com P4 sete dias apos a
IATF de acordo com a categoria animal, escore de condigéo corporal (ECC), presenca de
bezerro ao pé, ciclicidade.

Taxa de prenhez Taxa de prenhez Valor de P
Variaveis com P4 sem P4
(%) (%)
Novilhas 46,0 (38/82) 48,0 (37/77) 0,83
Vacas 50,0 (63/126) 38,9 (46/118) 0,08
ECC=>3 50,0 (83/165) 44,7 (68/152) 0,32
ECC<3 41,8 (18/43) 12,1 (4/33) 0,50
Com bezerro ao pé 43,7 (36/77) 38,0 (30/78) 0,29
Sem bezerro ao pé 49,6 (65/131) 45,2 (563/117) 0,49
Fémeas ciclicas* 44,4 (36/81) 40,6 (24/59) 0,19
Fémeas anestro** 51,1 (65/127) 43,7 (59/135) 0,25

*Presenca de pelo menos um corpo lateo (CL) no inicio do protocolo de sincronizagio.
** Auséncia de CL no inicio do protocolo de sincronizagéo.
Estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado com 5% de significancia.

Os resultados do presente estudo demonstram que ndo houve diferenca nas taxas de
prenhez (DG30) com ou sem a suplementacdo de progesterona (7 ap6s a IATF), como
demosntrado na tabela 2, em relacdo as variaveis analisadas. Ou seja, a utilizacdo de PALA 7
dias apo6s a IATF, ndo foi eficiente para aumentar as taxas de prenhez em nenhuma das
varidveias. Estes resultados corroboram com os de Van Cleef et al. (1991) onde os autores
avaliaram a suplementacdo de P4, 7 dias ap6s a IA, utilizando dispositivos de P4 (CIDR, 1,99)
em novilhas leiteiras. O dispositivo foi retirado seis dias apés a inser¢do (ou 13 dias apés a 1A).
Esses autores ndo observaram diferenca na taxa de prenhez desses animais, concluindo que a
suplementacdo de P4 neste momento ndo foi eficaz para melhora da taxa de prenhez em
novilhas. Estes achados também estdo de acordo com os de Colazo et al. (2013), nos quais a
suplementacédo de P4 (dispositivo de liberacdo lenta contendo 1,55¢g de P4), em vacas leiteiras,
entre 0 4° e 0 11° dias apds IATF, ndo melhorou as taxas de prenhez entre o grupo tratado e o
controle. Os resultados da suplementacao de P4 pos IATF ainda sdo bem variaveis e necessitam
de mais estudos (YAN et al., 2016).

Por outro lado, Pugliesi et al. (2016) mostraram uma correlagdo positiva entre a
suplementacdo de P4 e a taxa de prenhez, quando avaliaram a suplementacao de P4 injetavel
de longa agdo em bovinos de corte, 4 dias apos a IATF, e observaram um aumento de 20% na
taxa de prenhez. De maneira semelhante, Couto et al. (2019) também observaram um efeito
benéfico da administracdo de P4 cinco dias apds a IATF em bovinos de corte, obtendo aumento
nas taxas de prenhez e menor perda gestacional no grupo tratado. Segundo Mann e Lammingm
(1999), concentracdes ideais de progesterona apos a ovulagdo podem trazer beneficios como o
aumento da receptividade uterina, melhora do desenvolvimento do concepto, aumento da
producdo de interferon-tau e, consequentemente, aumento da chance do sucesso de uma
gestacdo em bovinos. Existe uma divergéncia sobre o melhor momento para a suplementacao
de P4, como acima citado, alguns estudos observaram uma correlacéo positiva (PUGLIESI et
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al. 2016; COUTO et al. 2019), outros ndo observaram diferenca e alguns com resultados
negativos (COLAZO et al. 2013; YAN et al., 2016).

A suplementacdo precoce de progesterona leva a ocorréncia de lutedlise precoce em
bovinos, como demonstrado por Batista et al. (2019), ao utilizarem a P4 trés dias apos a IATF.
Esse fato € explicado devido a aceleracéo da regulacdo negativa dos receptores de progesterona
nas células do epitélio luminal do Gtero, levando a uma aceleracdo da expressdo de genes
endometriais associados a sintese de PGF2a, especificamente RE1 e OXTR (BATISTA et al.
2019). Resultados similares foram apresentados por Martins et al. (2019), ao suplementarem
vacas Nelore trés dias apds a inseminacdo com P4LA, observaram que a P4 reduziu a
longevidade do CL, dificultando o estabelecimento e a manutencdo da gestacéo, uma vez que,
a sinalizacdo do concepto ndo pode superar o estimulo luteolitico precoce.

Nesse sendito, para diminuir as chances de lutedlise precoce, no presente estudo
utilizou-se a suplementacao no 7° dia apds a IATF, uma vez que a lute6lise precoce tem maior
chance de ocorre quando a suplementacéo é realizada até 3° dia do diestro (BATISTA et al.
2019). Além disso, um fator estimulante da sintese de P4 é a propria progesterona, quando
suplementada entre os dias 6 ¢ 10 do ciclo estral, a mesma estimula a atividade da 33-HSD no
CL bovino e aumenta a expressao de mRNA da proteina StAR, 33-HSD e citocromo P450scc,
que sdo enzimas-chave da esteroidogénese ovariana (KOTWICA et al., 2004; REKAWIECKI
et al., 2005). No entanto, a suplementacdo com P4 pode ndo ter sido precoce o suficiente para
modular o endométrio a tempo de gerar uma resposta no alongamento embrionario adequado
para melhorar as taxas de prenhez. Como demonstrado na meta analise realizada por YAN et
al. (2016), resultados positivos referentes a suplementacdo foram encontrados até o 7° dia do
diestro, podendo ser esse o tempo limite para suplementacdo, podendo também estar
relacionado com a categoria, apditddo e condicdo reprodutiva dos animais suplementados.

Tabela 3. Taxa de perda gestacional das fémeas Nelore suplementadas ou ndo com P4 sete
dias apds a IATF de acordo com a categoria animal, escore de condicdo corporal (ECC),
presenca de bezerro ao pé, ciclicidade.

Perda gestacional Perda gestacional Valor de P
Variaveis com P4 sem P4
(%) (%)
Novilhas 10,5 (4/38) 8,1 (3/37) 0,71
Vacas 15,8 (10/63) 13,0 (6/46) 0,68
ECC=>3 13,2 (11/83) 11,7 (8/68) 0,78
ECC<3 16,6 (3/18) 6,6 (1/15) 0,38
Com bezerro ao pé 16,6 (6/36) 6,6 (2/30) 0,19
Sem bezerro ao pé 12,3 (8/65) 13,2 (7/53) 0,88
Fémeas ciclicas* 13,8 (5/36) 4,1 (1/24) 0,21
Fémeas anestro** 13,8 (9/65) 13,5 (8/59) 0,96

*Presenca de pelo menos um corpo ldteo (CL) no inicio do protocolo de sincronizagao.
** Auséncia de CL no inicio do protocolo de sincronizagéo.
Estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado com 5% de significancia.

Os resultados acima expressos, ndo encontram diferenca entre os grupos suplementado
ou ndo com P4 7 dias apds a IATF em relacdo a perda gestacional avaliada entre 30 e 90 dias
apos a IATF.

Martins et al. (2019), ao suplementarem vacas Nelore com 150mg de P4 injetavel no
D4, observaram um aumento nas concentracfes de P4 no D5, porém este ndo se estendeu ao
D7.Adicionalmente, estes autores reportaram o dobro da frequéncia da morte embrionaria
precoce e ndo ter havido diferenca em relacdo a morte embrionaria tardia (30d) entre 0 grupo
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suplementado e o controle. Esses autores argumentam que a mortalidade embrionaria esta
relacionada a baixa receptividade uterina que ndo pode ser revertida pela suplementacdo de P4
ou superada pelo estimulo exacerbado do embrido. Sendo assim, a suplementacéo no 7° dia,

provavelmente ndo se extendeu além do 9° dia apds a IATF, ndo sendo capaz de diminuir as
perdas gestacionais.

50



3.4 CONCLUSOES

A utilizacdo de PALA, 7 dias apos a IATF, ndo foi uma estratégia eficaz para melhorar a
taxa de prenhez e diminuir a perda gestacional em fémeas Nelore.
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4 CAPITULO Il

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM PROGESTERONA INJETAVEL, SETE
DIAS APOS A IATF, SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E
FETAL DE FEMEAS NELORE.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo de progesterona (P4)
injetavel, 7 dias ap6s a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), em matrizes Nelores sobre
o desenvolvimento embrionario, fetal e pds-natal. Para tanto, 119 fémeas Nelores que ficaram
gestantes ap0s protocolo de IATF foram divididas em dois tratamentos, de acordo com o escore
de condicdo corporal, ciclicidade e presenca de bezerro ao pé: Grupo P4 (GP4 = 60) no qual as
fémeas receberam 150mg de P4 injetavel de longa acdo (Sincrogest® Injetavel, Ourofino,
Cravinhos/SP), via intramuscular, em dose Unica, no setimo dia ap6s a IATF; Grupo Controle
(GC =59) no qual as fémeas ndo receberam nenhuma suplementacdo apos a IATF. Amostras
de sangue foram coletadas nos dias 17 e 30 apds a IATF, para determinacdo da concentracdo
de P4. A mensuracdo embrionéria foi realizada aos 30 dias de gestacdo com o auxilio da
ultrassonografia, pela mensuragdo do comprimento cranio-caudal (CRL - crown-to-rump
length). Para mensuracao fetal, foi utilizado o didmetro toracico (DTO) avaliado com auxilio
da ultrassonografia aos 45 dias de gestacdo, tomando-se a medida da distancia méaxima entre as
extremidades laterais da caixa toracica. O desenvolvimento pés-natal foi avaliado pelo peso
registrado ao nascimento. Os dados foram submetidos a analise de correlagdo linear de Pearson,
regressao logistica binaria e ajuste de modelo para anélise de variancia através do teste de Wald.
A estatistica de teste para a significancia dos coeficientes foi realizada pelo teste z. As variaveis
quantitativas foram compararas pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade. Nao foi
observada diferenca na dosagem de P4 entre o grupo suplementado ou ndo com P4 injetavel 17
ou 30 dias apos a IATF (P=0,73 e 0,62, respectivamente). Nao foi observada significancia na
correlagéo entre a aplicacdo de PALA no D7 e a concentragdo de P4 nos dias 17 e 30 assim
como com o tamanho do embrido (CRL). N&o houve diferenca significativa entre o
desenvolvimento embrionério, fetal e pos-natal dos grupos suplementados ou ndo com P4LA
pos-IATF (P=0,71; 0,09; 0,64, respectivamente). Conclui-se que a suplementacdo com
progesterona injetavel 7 dias ap6s a IATF ndo interferiu no desenvolvimento embrionario, fetal
e p6s-natal de matrizes Nelores.

Palavras-Chave: Progestageno, Gado de corte, Mensuracdo embrionaria, Desenvolvimento
fetal, Ultrassonografia.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of injectable progesterone (P4) supplementation,
7 days after timed artificial insemination (TAI), in Nellore cows on embryonic, fetal and
postnatal development. Therefore, 119 Nellore females that became pregnant after the TAI
protocol were divided into two treatments according to the score of body condition, cyclicity
and calf presence: Group P4: (GP4 = 60) in which the females received 150mg of Long-acting
injectable P4 (Sincrogest® Injectable, Ourofino, Cravinhos/SP), intramuscularly, in a single
dose, on the seventh day after TAI; Control Group: (CG = 59) in which females did not receive
any supplementation after TAlL.Blood samples were collected on days 17 and 30 after TAI to
determine the P4 concentration. Embryonic measurement was performed at 30 days of gestation
with the aid of ultrasonography, by measuring the craniocaudal length (CRL - crown-to-rump
length). For fetal measurement, the thoracic diameter (TOD) was used, evaluated with the aid
of ultrasonography at 45 days of gestation, taking the measure of the maximum distance
between the lateral ends of the rib cage. Postnatal development was assessed by the weight
recorded at birth. Data were submitted to Pearson linear correlation analysis, binary logistic
regression and model adjustment for analysis of variance using the Wald test. The test statistic
for the significance of the coefficients was performed by the z test. Quantitative variables were
compared using Student's t test at 5% probability. There was no difference in P4 dosage between
the group supplemented or not with injectable P4, 17 or 30 days after TAIl (P=0.73 and 0.62,
respectively). There was no significant correlation between P4LA application on D7 and P4
concentration on days 17 and 30, as well as with embryo size (CRL). There was no significant
difference between embryonic, fetal and postnatal development of groups supplemented or not
with P4LA post-TAI (P=0.71; 0.09; 0.64, respectively). It is concluded that supplementation
with injectable progesterone 7 days after TAI did not interfere in the embryonic, fetal and
postnatal development of Nellore cows.

Keywords: Progestin, beef cattle, embryo measurement, fetal development, ultrasound.
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4.1 INTRODUCAO

A busca por melhores indices produtivos dos rebanhos vem se intensificando cada vez
mais, uma vez que a eficiéncia do sistema esta diretamente ligada a sua lucratividade. Para isso
é necessaria alta eficiéncia reprodutiva dos animais. Em busca dessa melhora, a inseminacéao
artificial em tempo fixo (IATF) vem sendo cada vez mais disseminada, principalmente entre os
rebanhos de corte e junto busca-se o aprimoramento continuo desta ferramenta. No Brasil teve
um aumento da utilizacdo dessa biotécinica em 4,1% no ano de 2021, totalizando 16.576.549
matrizes de corte inseminadas nesse ano (ASBIA 2021).

Tratamentos hormonais realizados apds a IATF estdo sendo cada vez mais utilizados, no
intuido de obter melhores taxas de gestacdo e diminuir as perdas gestacionais, porém muitos
estudos ainda se fazem necessarios para avaliar e eficiéncia desses protocolos e suas
consequéncias. A utilizacdo de progesterona apds a IATF vem se intensificando, atendendo
essas premissas (COUTO et al., 2019). No entanto, os resultados ainda sdo bem variados, sendo
encontrados resultados nulos, positivos e até mesmo negativos, correlacionados principalmente
com o0 momento da suplementacédo de P4 (YAN et al., 2016).

O endométrio uterino € o responsavel pela secrecdo e transporte de substancias
denominadas histiotrofo, que auxiliam o processo de alongamento do concepto por meio de
efeitos na proliferacdo e migracdo do trofectoderma, fixacdo e adesdo ao epitélio luminal do
endométrio uterino (SPENCER et al. 2007; BAZER et al. 2011). E bem descrito como a
progesterona tem agdo em modificar o transcriptoma endometrial e os efeitos resultantes sobre
a capacidade do utero de estimular o processo de alongamento (SPENCER et al., 2016;
LONERGAN et al., 2016). O efeito estimulatério indireto da P4 no alongamento do trofoblasto,
via endométrio, é indiscutivel, sendo resultado da expressdo génica em células do endométrio
que levam a mudancas na composicao do fluido luminal uterino (ULF) no qual é exposto o
embrido em desenvolvimento (FORDE et al., 2012; FAULKNER etal.,2013). Assim, a hip6tese
do presente estudo é de que a suplementacdo com P4LA, sete dias ap06s a IATF (diestro inicial),
sera capaz de melhorar o ambiente uterino e estimular ndo s6 o alongamento do concepto, mas
também o desenvolvimento embrionario e fetal.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (n°
6993220319).

4.2.1 Local e periodo

O experimento foi realizado em fazenda comercial de gado de corte (Fazenda Reunidas
Ingaiba), localizada no municipio de Mangaratiba-RJ e teve inicio em novembro de 2018, com
término em janeiro de 2020.

4.2.2 Animais e delineamento experimental

Para esse experimento, foram selecionadas de modo aleatério 119 matrizes gestantes
(vacas e novilhas) provenientes do Experimento I, onde foram realizados 403 protocolos de
sincrominzacdo da ovulacdo. Todos o0s animais haviam sido submetidos ao mesmo protocolo,
para posterior realizagdo da inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), conforme descrito no
item (4.4.3 do Capitulo I). Apos a IATF, os animais foram divididos em dois tratamentos de
acordo com o escore de condigdo corporal, ciclicidade e presenca de bezerro ao pé, de maneira
que cada tratamento apresentasse a mesma proporcao de animais de cada variavel.

o Grupo P4 (GP4; n=60): as fémeas receberam 150 mg de progestageno injetavel de
longa acdo (Sincrogest® Injetavel, Ourofino, Cravinhos/SP), via intramuscular, em dose Unica,
no sétimo dia ap6s a IATF.

o Grupo Controle (GC; n=59): as fémeas ndo receberam nenhuma suplementagéo
hormonal apds a IATF.

_Grupo +P4=~
Protocolos 1¢ coleta Mensuragio Pesagem ao
. - = -
(N:403) - IATF de sangue Embrionaria; ‘20 DG. - Nascimento
CGrltlpol 2° coleta de
. Controle sangue.
DO D 10 D17 D27 D 40 D 55

Figura 12. Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais utilizados para
avaliar o efeito da suplementacdo de progesterona (P4) injetavel de longa agdo, 7 dias apos a
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), sobre o desenvolvimento embrionario e fetal de
fémeas Nelore. IM = intramuscular; DG = Diagndstico de gestacao.

4.2.3 Dosagem de progesterona

Amostras de sangue foram coletadas de 36 fémeas de modo aleatério (novilhas e vacas
com bezerros ao pé) nos dias 27 e 40 ap6s o inicio do protocolo de sincrinizacdo da ovulagéo
(Figura 12), ou seja, 10 dias ap6s a aplicagdo de P4 e no dia da primeira avaliacdo
ultrassonografica para mensuracao embrionaria, respectivamente. As amostras de sangue foram
utilizadas para determinacdo da concentragdo de P4 (MARTINS et al., 2019; STRATMAN et
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al., 2016). Para tanto, 10 ml de sangue foram coletados da artéria coccigea em tubos vaccutainer
heparinizados. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500 x g por 15 minutos, sendo o
plasma separado, armazenado em tubos identificados esterilizados e mantidos a -20°C até o
momento do ensaio. As concentracBes P4 foram determinadas por radioimunoensaio (RIE)
utilizando Kkits comerciais (ImmuChem, MP Biomedicals, Santa Ana, California, EUA)
aproximadamente 60 dias ap0s a coleta. A sensibilidade e o coeficiente intra-ensaio foram de
0,05ng/ml e 11%, respectivamente. Todos os dados estavam dentro do ponto maximo e minimo
da curva.

4.2.4 Avaliacdo ultrassonografica de medida embrionaria, fetal e pesagem ao nascimento

A mensuracdo embrionaria foi realizada aos 30 dias de gestacdo, com o auxilio do
aparelho de ultrassonografia (Mindrey DP200, Frequéncia 7,5Mhz) sendo produzidas medidas
de 119 fémeas gestantes. Como pardmetro de desenvolvimento embrionario, foi mensurado o
comprimento cranio-caudal (CRL - crown-to-rump length), que é a distancia determinada por
uma linha entre a parte anterior do cranio (0sso occipital) até a base da cauda (primeira vértebra
coccigea, conforme ilustrado na Figura 13) em metodologia adaptada de Oosthuizen et al.
(2018).

O diametro toracico (DTO) foi avaliado aos 45 dias de gestacdo tomando-se a medida
da distancia méxima entre as extremidades laterais da caixa toracica (ou seja, entre as vertebras
e o esterno, conforme ilustrado na Figura 14), sequindo a metodologia descrita por Hunnam et
al. (2009). A mensuracdo do DTO foi realizada em apenas 17 fémeas que ja haviam sido
utilizadas para determinacdo do CRL, devido a dificuldade da medida e o tempo
excessivamente longo para realiza¢cdo da mesma, uma vez que o trabalho foi realizado em uma
propriedade comercial.

— E —-ﬁ-s.;. - y
Figura 13. Imagem ultrassonogréfica de feto bovino apresentando o comprimento cranio-
caudal (CRL - crown-to-rump length) definido como a distancia entre a parte anterior do cranio
até a base da cauda. (Fonte: https://www.vetmed.wisc.edu).
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Figura 14. Imagem ultrassonografica de feto bovino apresentando medida relacionada ao
didmetro toracico fetal - DTO (Fonte: Hunnam et al., 2009).

Também foi avaliado o peso ao nascimento dos bezerros. A pesagem ao nascimento foi
realizada com auxilio da fita de pesagem a campo no dia do nascimento do neonato, a mesma
sendo realizada pelos funcionérios da fazenda.

4.2.5 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas (CRL (mm); P4 D17 (mg L); P4 D30 (mg L™?); DTO (mm);
Peso ao nascimento (Kg)) foram comparadas pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade.
Previamente, homocedasticidade das variancias foi avaliada através do teste de Bartlett. Todas
as analises estatisticas foram realizadas no software R.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar na Tabela 4 que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
suplementados ou ndo com P4LA, sete dias apds a IATF, tanto para o desenvolvimento
embrionario, quanto na dosagem de progesterona aos 17 e 30 dias ap6s a IATF.

Tabela 4. Comprimento cranio-caudal (CRL) aos 30 dias; concentracdo de progesterona (P4)
aos 17 e 30 dias pos-1ATF, diametro toracico (DTO) aos 45 dias e peso ao nascimento dos
bezerros em vacas que receberam ou ndo suplementacdo de progesterona (P4), sete dias ap6s
a inseminacao artificial em tempo fixo.

Variaveis Com P4 Sem P4 Valor de P
CRL (mm) 15,96 + 2,57 16,52 + 1,45 0,59
P4 D17 (mg L) 5,81 +1,90 5,43 + 2,46 0,73
P4 D30 (mg L?) 4,60 +1,58 4,05 + 2,53 0,62
DTO (mm) 13,83 +1,85 12,04 + 2,09 0,09
Peso nascimento (Kg) 39,94 + 3,99 40,64 + 4,91 0,64

O fato de ndo ter sido observada diferenca na concentracdo de progesterona no 17° dia,
entre os grupos tratados ou ndo com P4LA, pode estar relacionada a presenca de apenas a
concentracdo residual da P4 exdgena (<1,2 ng / mL) 10 dias apés a sua aplicacdo, uma vez que
0 pico de P4 ocorre 48 horas ap6s sua aplicacao (6,54 ng / mL) e entra em declinio até 96 horas,
e depois se mantem estavel em niveis residuais até 240 horas (MOROTTI et al., 2018). E ainda,
a suplementacdo de PALA, 7 dias ap6s a IATF, provavelmente ndo afetou o desenvolvimento
do CL, e consequentemente ndo interferiu nas concentracdes de P4 até o 30° dia de gestacdo.
Esses resultados podem estar relacionados ao momento da suplementacéo de P4LA (7° dias
apos a IATF), que ndo teria sido suficiente para induzir a lutedlise precoce ou alterar o ambiente
uterino para levar a um maior desenvolvimento embrionario.

Em bovinos, a P4 atua nas células do epitélio luminal uterino fazendo uma regulacéo
negativa de seus proprios receptores. Desta forma, a P4 permite a regulacdo positiva de
receptores de estrogeno (ER) que induzem a expressao de receptores de ocitocina (OXTR) e,
portanto, estimulam da producdo de PGF2 a e consequentemente a ocorréncia da lutedlise
(McCRACKEN et al., 1999). Alguns estudos mostraram que o dia da suplementacdo de P4
pode induzir a lutedlise precoce, devido a aceleracdo da regulacéo negativa dos receptores de
progesterona nas células do epitélio luminal do utero, levando a uma aceleracdo da expressao
de genes endometriais associados a sintese de PGF2a, especificamente RE1 e OXTR (PARR
et al., 2014; PARR et al., 2017; BATISTA et al., 2019). Além de estar relacionado a uma
provavel diminuicéo dos niveis de LH normalmente liberado nessa fase, que € essencial para o
estimulo da esteroidogénese e formagdo de uma massa luteal desenvolvida, sendo assim a P4
por si s6, pode fazer uma inibicdo da sua funcéo e prejudicar o desenvolvimento precoce do CL
(BATISTA et al., 2019).

O’Hara et al. (2013), ao suplementarem novilhas com dispositivo intravaginal de P4, 3-
7 dias apds a IATF, reportaram peso do CL e concentracdo de P4, 16 dias ap6s a IATF, menores
nos animais suplementados, e associaram seus resultados a inducdo da lutedlise precocemente.
Eles relataram ainda, que os animais suplementados com progesterona tiveram embrifes mais
alongados e maior producédo de interferon-T (IFNT) que os animais ndo suplementados. No
entanto, esse aumento da producdo de IFNT, proporcionado pelo maior alongamento do
concepto, ndo foi suficiente para superar a sinalizacdo luteolitica causada pela suplementacao

62


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/upregulation

de P4 no inicio do diestro. Sendo assim, conclui-se que a lutedlise precoce causada pela
suplementacédo de P4 no final do metaestro e inicio do diestro foi prejudicial e comprometeu a
fertilidade das vacas suplementadas (MARTINS et al., 2019).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os reportados por Yan et al.
(2016), no qual os autores observaram que a suplementacdo de progesterona se mostrou
eficiente ao aumenta da taxa de prenhez quando realizada entre os dias 3 e 7 pds-inseminacao,
prejudicial antes do dia 3 por induzir a lute6lise precoce e sem efeito do dia 7 em diante. Essas
variacdes de resultados podem estar diretamente relacionadas a pulsatilidade do LH nessa fase
inicial, uma vez que existe uma relacdo inversa entre a concentragéo de P4 e o pulso de LH,
onde o CL em desenvolvimento primario depende dos receptores de LH nas células da teca e
granulosa, tornando-o assim muito vulneravel a variacdo hormonal (IRELAND & ROCHE,
1982; NISWENDER et al., 1994). Ou seja, quando a suplementacdo com P4 exdgena ocorre
precocemente (entre 3-5 dias), pode ocorrer uma alteracdo na pulsatilidade do LH, afetando
assim o desenvolvimento do CL inicial e consequentemente sua producao de P4.

A suplementacdo mais tardia da P4 (ap6s o 7° dia) pode ser o fator responsavel por néo
haver diferenca no desenvolvimento embrionario entre os grupos tratados ou ndo com P4LA,
como mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Gréfico box plot demonstrando a distribuicdo dos tamanhos embrionérios
(comprimento cranio-caudal) mensurados aos 30 dias de gestagdo nos grupos suplementados
ou ndo com progesterona, 7 dias apds a IATF. N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s
grupos. (N=119)

N&o foi observada diferenca no desenvolvimento embrionario dos animais
suplementados ou ndo com P4LA apds a IATF no presente estudo. Esse fato pode estar
relacionado ao aumento tardio da P4, uma vez que a preparagdo do sistema materno envolve
diretamente as concentracdes circulantes de P4 (FORDE et al., 2011). Para a expressdo de
genes, secrecdo de produtos proteicos, transporte ativo de outras moléculas que proporcionam
o0 alongamento do concepto é necessario que haja uma regulacdo negativa do receptor nuclear
de progesterona (PGR) no epitélio luminal e depois glandular (SPENCER & HANSEN, 2015).
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Segundo Geary et al. (2016), ha evidéncia que em bovinos, a P4 induza a expressao de varios
genes, especificamente no epitélio endometrial, que depois sdo estimulados por fatores do
embrido, por exemplo, interferon-t (IFNT) e prostaglandinas (PGs). O que resulta em uma
mudanca no ambiente e no fluido luminal uterino que promove a sobrevivéncia, alongamento
e implantacdo do embrido para o estabelecimento da prenhez. Sendo assim, baixas
concentracdes de P4 circulante durante a fase luteal precoce podem levar a alteracdo da
expressdo génica nas células endometriais uterinas, crescimento sub6timo do embrido e reducao
nas taxas de prenhez (FORDE et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que o aumento da P4 no diestro inicial alterou a
comunicacdo materno-embrido e mostraram que um ambiente com altas concentracfes de P4
sdo consistentes com o alongamento do concepto. Além disso, foi reportado que a abundéancia
de lipidios no fluido luminal uterino (ULF) no dia 14 pds-inseminacdo, em resposta ao aumento
da P4 onde, 47% dos lipidios identificados estdo ligados a biogénese da membrana do concepto,
sugerindo que as secrecdes ULF auxiliam diretamente no desenvolvimento da membrana do
concepto (VAN MEERet al., 2008; VAN MEER & DE KROON 2011). Essas informagdes
combinadas sugerem que o suprimento de lipidios maternos durante a janela de alongamento é
principalmente voltado para a biogénese da membrana do concepto (SIMINTIRAS et al., 2019).
Shorten et al. (2018) ao companharem a variagcdo na concetracdo de progesterona e crescimento
embrionario do 7° ao 15° de gestacdo, comprovaram por analises morfométricas de embrides,
modelos matematicos e avaliacdes gendmicas que a progesterona é um dos fatores mais
importantes para o crescimento embrionério, pelo estimulo do endométrio no inicio da gestacéo.
E ainda concluiram que ao dobrar as concentracfes de progesterona, obtém-se um aumento de
33% na taxa de crescimento embrionario. Esses mesmos autores definiram ainda, um modelo
para estimar o tempo de variacdoentre 0 aumento da progesterona circulante e 0 aumento da
competéncia uterina (4,75 = 0,16 d). Considerando as informagdes acima, € possivel especular
também que o aumento da progesterona no diestro inicial tenha efeito somente sobre o
alongamento embrionario, ndo estendendo esse efeito até os 30 dias de crescimento do embrido,
explicando o fato de ndo ter sido observada diferenca entre o desenvolvimento embrionario dos
animais tratados ou ndo com P4LA.

Em relacdo ao desenvolvimento fetal (diametro toracico — DTO), a suplementacao de
P4 também ndo teve efeito, quando comparamos 0s grupos suplementados ou ndo com P4LA
(P = 0,09), como demonstrado na tabela 4, pela avaliacdo do didmetro toréacico aos 45 dias de
gestacéo.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com o0s reportados por Stratman et
al. (2020) os quais também ndo encontraram correlacdo significativa entre o desenvolvimento
embrionario, fetal e a progesterona circulante de vacas e novilhas, quando acompanhadas por
mensuracao ultrassonografica entre os dias 33 e 45 de gestacdo. Esses autores afirmaram que
esses resultados ndo invalidam os resultados de estudos anteriores com enfoque semelhante,
que indicam que existe um efeito da progesterona no crescimento embrionario, sendo que a
maioria dos estudos sobre o desenvolvimento embrionario e progesterona foi realizado durante
0 inicio da gestagdo, nas primeiras duas semanas apos a IA (SPENCER et al., 2016; FORDE &
LONERGAN, 2017).

Programacdo fetal é o termo que se refere & acdo que o ambiente uterino causa na
salde e no bem-estar da progénie. Os efeitos dessa programacéo fetal no neonato podem ser
mediados por modificagcdes epigenéticas que regulam a expressao génica na placenta e no feto
(VICKARYOUS & WHITELAW, 2005). Em relacdo aos fatores regulatérios maternos, ja
foram detectados receptores de estrogénio e progesterona nos placentdmios, sugerindo assim
que esses hormodnios tenham um papel de reguladores locais do crescimento caruncular,
diferenciacéo e funcgdes destas estruturas (SCHULER at al., 2008). E ainda, foi detectado RNA
da melanoprotease Trombospondina | (ADAMTS1) altamente responsivo as concentracdes de
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P4, no endométrio e tecidos placentérios, sugerindo que o ADAMTS1 pode atuar como um
regulador chave das funcGes endometriais, regulando os processos de remodelacdo ou de
desenvolvimento da matriz extracelular (MEC) ou ambos, necessarios para a implantagéo e o
desenvolvimento da placenta em bovinos, melhorando o desenvolvimento embrionario e fetal
(MISHRA et al., 2013). No entanto, nenhum outro trabalho foi realizado acompanhando o
desenvolvimento embrionario e fetal de animais suplementados com progesterona no diestro
inicial. Nesse sentido, mais estudos sdo necessarios para avaliar até onde se estende os efeitos
do crescimento embrionario/fetal pela suplementacdo de progesterona e se a variacdo no dia
suplementacdo também interfere nesses resultados.
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4.4 CONCLUSOES

A suplementacdo com progesterona injetavel de longa acdo, 7 dias ap6s a IATF, ndo
interfere no desenvolvimento embrionério, fetal e pds-natal de matrizes Nelore.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que a utilizacdo de progesterona de longa acao 7 dias ap6s a IATF em fémeas
Nelores ndo se mostrou uma estratégia eficaz para melhorar a eficiéncia reprodutiva e diminuir
perdas gestacionais, além de ndo ter efeito sobre o desenvolvimento embrionério, fetal e pos-
natal.
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