EMMANUEL MARCAL GOMES

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE PROGESTERONA, APOS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO, EM NOVILHAS E
VACAS HOLANDESAS

GARANHUNS
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE E REPRODUCAO DE
RUMINANTES

EMMANUEL MARCAL GOMES

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE PROGESTERONA, APOS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO, EM NOVILHAS E
VACAS HOLANDESAS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Sanidade e Reprodu¢do de Ruminantes
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencao do grau de Mestre em

Sanidade e Reprodu¢do de Ruminantes.

Orientador:

Prof. Dr. Claudio Coutinho Bartolomeu
Coorientadores:

Dr. Sebastido Inocéncio Guido e

Prof. Dr. André Mariano Batista

GARANHUNS
2020



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

G633e

Gomes, Emmanuel Margal

Efeitos da suplementacéo de progesterona, apos ainseminagdo artificial em tempo fixo, em novilhas e vacas holandesas
/ Emmanuel Marcal Gomes. - 2020.

431, :il.

Orientador: Claudio Coutinho Bartolomeu.
Coorientador: Sebastiao Inocencio Guido.
Inclui referéncias.

Dissertagé@o (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pos-Graduac&o em Sanidade e
Reproducéo de Ruminantes, Garanhuns, 2020.

1. progesterona. 2. corpo lGteo. 3. fluxo sanguineo. |. Bartolomeu, Claudio Coutinho, orient. 11. Guido, Sebastiao
Inocencio, coorient. I11. Titulo

CDD 636.2




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE E REPRODUCAO DE
RUMINANTES

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE PROGESTERONA, APOS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO, EM NOVILHAS E
VACAS HOLANDESAS

Dissertagao elaborada por

EMMANUEL MARCAL GOMES

Aprovado em 28/02/2020

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. André Mariano Batista
Presidente da Banca - Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE

Prof. Dr. Gustavo Ferrer Carneiro

Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE

Prof.®. Dr*. Sandra Silva Duarte
Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE



DEDICATORIA

A minha querida prima Bérbara.



AGRADECIMENTOS

A toda minha familia, pelo constante apoio, incentivo e compreensao, principalmente a

minha esposa Samantha e aos meus filhos Lucas e Lais, pela paciéncia e companheirismo.

Aos meus orientadores, Professor Dr. Claudio Bartolomeu Coutinho, Professor Dr.
André Mariano Batista e Dr. Sebastido Inocéncio Guido, pelos conhecimentos compartilhados

e dedicacdo durante todo o periodo da pds-graduacao.

Ao Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), pela liberagao durante a pds-graduacgao

e pelo investimento em minha carreira profissional.

A toda equipe da Estagdo Experimental do IPA em Sao Bento do Una, em especial ao
chefe da Estacdao, Leonardo Fernandes de Alencar, que me recebeu de portas abertas e foi de

fundamental importancia na execu¢do dos experimentos.

Ao meu grande amigo, Dr. Pedro Leopoldo Jeronimo Monteiro Junior, pelos

esclarecimentos e orientagdes de grande ajuda na fase final da dissertacao.

A todos os professores e colegas que fizeram ou fazem parte do Programa de Pos-

Graduagdo em Sanidade e Reproducao de Ruminantes da UFRPE-UAG.



RESUMO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE PROGESTERONA, APOS A
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO, EM NOVILHAS E
VACAS HOLANDESAS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacao de progesterona (P4) no dia 7
ap6s a inseminacao artificial por tempo fixo (IATF) em novilhas e vacas holandesas nos
parametros morfofisioldgicos de area, volume e fluxo sanguineo (FS) do corpo luteo (CL); nas
concentragdes plasmaticas de P4 nos dias 7, 8 e 14 apos a IATF; nas taxas de concepcao (TC)
e perdas embrionarias. Todos os animais foram submetidos a IATF, em seguida distribuidos
em dois experimentos. O primeiro com novilhas, subdivididas em grupos: controle NC (n=7),
sem suplementacao; e tratamento NT300 (n=9), suplementadas com 300 mg de P4. O segundo
experimento foi realizado com vacas em lactagcdo, randomizadas em trés grupos: controle VC
(n=13), sem suplementacdo; e tratamentos, VT300 (n=11) e VT600 (n=10), suplementadas com
300mg e 600mg de P4, respectivamente. Exames ultrassonograficos foram realizados para
avaliar os parametros almejados do CL no dia 14 e para os diagnésticos de prenhez nos dias 28
e 60 apds IATF. Os dados foram analisados através do procedimento GLIMMIX do SAS. Nas
avaliagdes ultrassonograficas obtivemos no experimento 1: areas NC (3,40+0,46cm?) e NT300
(3,41+0,47cm?); volumes NC (5,64+0,98cm?) e NT300 (4,97+0,85cm?); e FS NC (12,3+4,5%)
e NT300 (11,6+3,8%). No experimento 2: areas VC (3,80+0,50cm?), VT300 (3,21+0,37cm?) e
VT600 (3,92+0,86cm?); volumes VC (6,10+1,15cm?), VT300 (5,10+0,85cm?), VT600
(6,19£2,00cm?); ¢ FS VC (13,6+3,7%), VT300 (12,1+2,8%) e VT600 (11,1+6,5%). Nas
analises quantitativas das concentragdes de P4, foram observados aumentos entre os dias 7 € 8
em todos os animais no experimento com as novilhas, NC (6,88 — 7,77+1,01ng/mL), NT300
(6,87 — 9,51£0,67ng/mL), e no experimento com as vacas, VC (4,50 — 3,78+0,67ng/mL),
VT300 (3,77 — 4,85£0,61ng/mL) ¢ VT600 (3,33 — 5,71+0,62ng/mL); diminuicdo nas
concentragdes no dia 14 nos grupos NC (4,64+1,01ng/mL), NT300 (6,24+0,67ng/mL), VT300
(3,70+0,6Ing/mL) e VT600 (5,56+0,62ng/mL); e incremento no grupo VC (5,90+0,67ng/mL).
As TC aos 28 dias foram de: NC (57,1%), NT300 (55,5%), VC (61,5%), VT300 (36,3%) e
VT600 (30%). Foram identificadas perdas embrionarias aos 60 dias, apenas nos grupos VC
(7,7%) e VT600 (10%). A suplementacdo de P4 nao exerceu influéncia na formagao e funcgao
do CL, bem como ndo aumentou a TC aos 28 e 60 dias ap6s a IATF em novilhas e vacas
Holandesas.

Palavras-chave: progesterona, corpo luteo, fluxo sanguineo.



ABSTRACT

EFFECTS OF PROGESTERONE SUPPLEMENTATION AFTER FIXED-TIME
ARTIFICIAL INSEMINATION IN HEALERS AND NETHERLANDS COWS

The aim of this study was to evaluate the effects of progesterone supplementation (P4) on day
7 after fixed-time artificial insemination (IATF) in heifers and Holstein cows on the
morphophysiological parameters of area, volume and blood flow (FS) of the corpus luteum (
CL); plasma P4 concentrations on days 7, 8 and 14 after IATF; conception rates (CT) and
embryonic losses. All animals were submitted to IATF, then distributed in two experiments.
The first with heifers, subdivided into groups: NC control (n = 7), without supplementation;
and NT300 treatment (n = 9), supplemented with 300 mg of P4. The second experiment was
carried out with lactating cows, randomized into three groups: VC control (n = 13), without
supplementation; and treatments, VT300 (n = 11) and VT600 (n = 10), supplemented with
300mg and 600mg of P4, respectively. Ultrasound examinations were performed to assess the
desired parameters of the CL on day 14 and for pregnancy diagnoses on days 28 and 60 after
IATF. The data were analyzed using the SAS GLIMMIX procedure. In the ultrasound
evaluations we obtained in experiment 1: areas NC (3.40 + 0.46cm?) and NT300 (3.41 £
0.47cm?); NC (5.64 + 0.98cm?) and NT300 volumes (4.97 £ 0.85cm?); and FS NC (12.3 £4.5%)
and NT300 (11.6 +3.8%). In experiment 2: areas VC (3.80 + 0.50cm?), VT300 (3.21 £0.37cm?)
and VT600 (3.92 + 0.86cm?); volumes VC (6.10 £ 1.15cm?), VT300 (5.10 + 0.85cm?), VT600
(6.19 = 2.00cm?); and FS VC (13.6 = 3.7%), VT300 (12.1 + 2.8%) and VT600 (11.1 £ 6.5%).
In quantitative analyzes of P4 concentrations, increases were observed between days 7 and 8 in
all animals in the experiment with heifers, NC (6.88 - 7.77 £ 1.01ng / mL), NT300 (6.87 - 9.51
+0.67ng / mL), and in the experiment with cows, VC (4.50 - 3.78 + 0.67ng / mL), VT300 (3.77
-4.85+0.61lng/ mL ) and VT600 (3.33 - 5.71 + 0.62ng / mL); decrease in concentrations on
day 14 in the NC (4.64 + 1.01ng / mL), NT300 (6.24 + 0.67ng / mL), VT300 (3.70 £ 0.61ng /
mL) and VT600 (5 groups) , 56 = 0.62ng / mL); and increase in the VC group (5.90 + 0.67ng /
mL). The CT at 28 days were: NC (57.1%), NT300 (55.5%), VC (61.5%), VT300 (36.3%) and
VT600 (30%). Embryonic losses at 60 days were identified, only in the VC (7.7%) and VT600
(10%) groups. P4 supplementation did not influence the formation and function of CL, nor did
it increase CT at 28 and 60 days after IATF in heifers and Holstein cows.

Keywords: corpus luteum, blood flow, steroids.



LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

Tabela 1. Area, volume e fluxo sanguineo do CL no dia 14 apds a IATF em Novilhas
HOLaNdesas. .......coeuiieiie et 34

Tabela 2. Area, volume e fluxo sanguineo do CL no dia 14 ap6s a IATF em Vacas
HOLANAESAS. ...ttt s 34

Tabela 3. Taxa de concepgao entre os dias 28 e 60 apos IATF, nas Novilhas submetidas aos
ELALAINIETIEOS. ...eeueeeeiteeite ettt ettt st e bttt s bt e ae e st e e b e aees 36

Tabela 4. Taxa de concepc¢ao entre os dias 28 e 60 apos IATF, das Vacas submetidas aos
ETALAINIETIEOS. ...eeuveeiteeieeee ettt ettt ettt ettt et 37

Grifico 1. Concentragdes de P4 em Novilhas Holandesas, grupos controle e tratamento com
300mg, nos dias 7, 8 € 14 apOS IATF ....cceiiiiii e 35

Grifico 2. Concentragdes de P4 em Vacas Holandesas, grupos controle e tratamento com
300mg e 600mg, nos dias 7, 8 € 14 ap0s IATF.......cccovvevoiieriiieieeeeee e 35



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Diagrama do protocolo de sincronizacdo a ser utilizado no experimento................. 31

Figura 2. Imagem ultrassonografica com Doppler de corte transversal de um CL bovino no
14° dia do CICI0 @Stral....cuiiiiiiiiieieeeeeee s 32

Figura 3. Edicdo de imagem ultrassonografica com software IMAGEJ® para mensuragdo da
area do fluX0 SANGUINEO. ......cceeiiieiieeiieiietee ettt ettt et e e e 32



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
BE - Benzoato de estradiol

°C — Graus Celsius

CIDR - Dispositivo intravaginal de progesterona
CL - Corpo Luteo

cm? - Centimetros quadrados

cm?® - Centimetros cubicos

ECC - Escore de Condigao Corporal

eCG - Gonadotrofina Coridnica Equina

hCG - Gonadotrofina Coriénica Humana

FSH - Hormonio Foliculo Estimulante

GnRH - Horménio Liberador de Gonadotrofinas
IA - Inseminagao Artificial

1.m. - Intramuscular

IATF - Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo
LH - Hormoénio Luteinizante

P4- Progesterona

PGF2a - Prostaglandina F2alfa

MHz - Megahertz

mL - Mililitro

ng — Nanograma

UI - Unidade internacional

US —Exame ultrassonografico



SUMARIO

1.

2.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2

3.3.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

8.

9.

10.

INTRODUGAO ...ttt et eeeer e 12
OBJIETIVOS .ttt ettt e et e bt e st e e bt e eabe e beeenbeennes 14
GERAL ... .ottt ettt ettt et e et b e st e e bt e saeeeee 14
ESPECIFICOS ........cooviiiiiiiieeiecie ettt 14
REVISAO DE LITERATURA .........oooviiiiieeeeeeeee e 15
Pro@esterona ............ooouviiiiiiiiiiieiiie ettt et e e e e e abae e e s 15
Ultrassonografia e Perfusio sanguinea do Corpo Luiteo ..............ccccoccviininiininnenne. 17
Perdas embrionarias .............coccoooiiiiiiiii e 18
REFERENCIAS ......cooooouiiiiiiiiieeie ittt 19
ARTIGO CIENTIEFICO ........ooooioiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
INTRODUGAO ...ttt eeeeeresaeee 28
MATERIAL E METODOS ......c.ooooomiimiiieeiiseeieeeisesesessssss s ssssssessssesses 29
Local do @STUAO ..o 29
AIIMALS ...ttt ettt et e s at e et e s bttt st e b e s e eneen 29
Protocolo de Sincronizagao do eStro .................ccceeeiiiiiiiiiiiiiiee e 30
Delineamento experimental .................c.cccoooviiiiiiiiiiiiice e e 30
AMOSEras de SAMBUEC.........coc.eiiiiiiiiiiiiiiit ettt e et e et eeesibee st e esateesaaeesanees 30
Exames ultrassonograficos e processamento das imagens ..................cccecevveeeveeennenn. 31
ANALise eStAtISTICA ..........cociiiiiiiii s 33
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......c.ooiiiiiiiieeineieeieessie s 33
CONCLUSOES .......coovtiiiitieeise ettt 37
REFERENCIAS .....oooovitiiiiiiieiie ittt 38



12

1. INTRODUCAO

Sistemas eficientes de producao de leite requerem alto desempenho reprodutivo de seus
rebanhos. Apesar de vacas Holandesas de alto mérito genético produzirem mais leite em
sistemas intensivos € semi-intensivos, geralmente ¢ relatado comprometimento de sua
fertilidade. Assim, o manejo de animais de alto mérito genético proporciona grandes desafios
nos sistemas de producdo, onde se observam perdas embriondrias superiores a 20% nos

primeiros 7 dias de prenhez (DISKIN et al., 2006).

A progesterona (P4) ¢ um hormdnio esteroide derivado do colesterol, que tem agdo
crucial nos eventos reprodutivos envolvidos com o processo de ovulagao, reconhecimento,
estabelecimento e manutengao da gestagao (FORDE et al., 2009; BAZER et al., 2012). Atuando
em diversas fungdes, promovendo o acréscimo das glandulas endometriais € mamarias,
estimulando a atividade secretora no interior dos ovidutos e das glandulas endometriais, na
regulacdo da liberagcdo de gonadotrofinas e na interrupcao das contragdes uterinas (SWENSON

e REECE, 1996; STRONGE et al., 2005).

Porém, existem evidéncias de que concentragdes de progesterona muito baixas como
muito altas estdo associadas negativamente com a taxa de sobrevivéncia embrionaria (DISKIN

et al., 2006 e 2011; FORDE et al., 2011).

Portanto, concentragdes séricas adequadas de progesterona sdo necessarias, uma vez
que, estao associadas ao desenvolvimento e alongamento do embrido e a consequente produgao
e liberacdo de interferon-Tau em concentra¢des adequadas & manuten¢do do CL, diminuindo a

probabilidade de morte embrionaria (DISKIN e MORRIS e CARTE et al., 2008).

Shelton et al., (1990); Larson et al., (1997); Mann et al., (2001) e Starbuck et al., (2001)
relataram que a duracdo e a concentragdo circulante da P4 podem ser criticas para a
sobrevivéncia embrionaria, € observaram que concentragdes sistémicas baixas de P4 5 dias apos
ovula¢do ou um comprometimento da liberacdo entre os dias 4-5 foram associadas a menor
crescimento embrionario, redu¢do na liberacdo de interferon-Tau com diminui¢do da

capacidade de inibi¢do da lise do CL e diminui¢do das taxas de concepgao.

Analisando seus experimentos, Mann e¢ Lamming (1999) também relataram a
importancia da P4 para a producdo e a liberagdo de nutrientes além de fatores de crescimento

no ambiente uterino, fundamentais para o desenvolvimento embrionario.
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Em outro trabalho, Diskin e Morris (2008) relataram taxas de natalidade em torno de
55%, destacando que a maioria das perdas embriondrias ocorrem entre os dias 8 e 16 apos a

inseminacgao.

Pugliesi et al. (2014) em experimento com vacas de corte observaram efeitos positivos,
com a elevagao nos niveis circulantes de P4 por >3 dias, em animais com baixo escore corporal

suplementados com 300mg de P4 de longa agao, no terceiro dia ap6s a IATF.

Apesar dos efeitos embriotroficos das concentragdes aumentadas de P4, a administra¢ao
de P4 durante o metaestro ou o diestro precoce, 1 a 3 dias apds o cio, podem comprometer o
desenvolvimento do CL (O'Hara et al. 2013). Indo de encontro com os achados de Stronge et.
al. (2004) que identificou uma relagado linear negativa entre a concentracao de progesterona no
leite no dia 4 e a sobrevivéncia dos embrides, € uma correlagdo positiva com a concentracao de

progesterona elevada no leite nos dias 5, 6 ¢ 7.

Diante do exposto, suplementar artificialmente com P4 animais submetidos a protocolos
de inseminagdo, entre a fase inicial do diestro e o periodo critico do reconhecimento materno,
podem eventualmente favorecer uma diminui¢do de perdas embriondrias em vacas de alta

produtividade.
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2. OBJETIVOS
2.1.GERAL

Avaliar os efeitos da suplementagdo exogena de progesterona injetavel no dia 7 apos a

IATF, na fung¢do do corpo luteo e fertilidade em novilhas e vacas Holandesas.

2.2.ESPECIFICOS
e Investigar o efeito da suplementacdo exdgena de progesterona no dia 7, apds a

IATF de novilhas e vacas lactantes Holandesas;

e Avaliar o efeito da suplementagdo de progesterona no dia 7 apos a IATF, na taxa

de concepgao e perda de prenhez, em novilhas e vacas Holandesas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Progesterona

A progesterona (P4) tem papel crucial nos eventos que envolvem o estabelecimento e a
manutengdo da gestagdo, niveis elevados deste esteroide, no plasma sanguineo, durante a fase
de diestro de vacas recém-inseminadas, contribuem para o bloqueio da hipdfise e do ciclo
sexual, antagonizam os efeitos dos estrogenos, proporcionando o relaxamento miometrial, a
recepe¢do, nutricdo, fixacdo e crescimento do embrido, promovendo também o desenvolvimento
alveolar do ubere (FORDE et al., 2009; BAZER et al., 2012). Eventos estes, associados ao
alongamento do embrido e producdo de interferon-Tau favorecendo maiores taxas de prenhez

por IA (P/IA) (DISKIN e MORRIS, 2008; STRONGE et al., 2005).

As concentragdes plasmaticas de P4 apresentam variagdes durante todo ciclo estral,
sendo observadas concentragdes inferiores a Ing/mL durante o estro, elevagdo em seus niveis
séricos durante o diestro (2 a 3ng/mL; racas zebuinas) (ADEYEMO e HEATH, 1980), (até
16ng/mL, racas europeias) (BADINGA et al., 1994), e retornando aos seus niveis basais antes
do inicio de um novo ciclo. Estando bem estabelecido que concentragdes plasmaticas superiores
a Ing/mL sdo tidas como principal critério de avaliacdo da presenca e viabilidade funcional do

corpo luteo (CL) (BATTOCCHIO et al, 1999).

Wiltbank et al. (2006 e 2014) relatam que a P4 primordialmente produzida pelo CL e
posteriormente pela placenta, tem como via de metabolizagdo o figado, com suas concentragdes
séricas intimamente associadas ao consumo de matéria seca pelos animais, desta forma,
observa-se maior catabolismo dos esteroides decorrente do aumento no fluxo sanguineo,

expondo a P4 plasmadtica mais vezes as células hepaticas.

A fase luteal, periodo de formacgao do CL, tem como principal caracteristica a elevagao
nas concentracdes plasmaticas de P4, que se iniciam a partir do terceiro ou quarto dia da
luteogénese, tendo suas concentragdes incrementadas durante o acréscimo do tecido luteal que
se mantem até o 10° ou 14° dia do ciclo estral, assegurando estes niveis no plasma até o processo
de lutedlise concluida por volta do 17° ao 18° dia apods a ovulagdo, compreendendo assim, a

fase mais longa do ciclo estral dos bovinos (HAFEZ et al., 2000).

A manutengao fisiologica do CL além do 16° dia do ciclo, ocorre caso haja sucesso por
parte do concepto em promover o reconhecimento materno da gestacao, garantindo a vida 1til
do CL por mais 200 dias (NISWENDER et al.; HAFEZ et al., 2000). Mesmo ocorrendo o

reconhecimento materno da gestacdo, concentragdes insuficientes de P4, entre as fases de
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moérula e blastocisto comprometem o desenvolvimento embriondrio, minimizando sua
capacidade de produgdo de interferon-Tau e consequentemente o transcorrer da gestacdo

(MANN e LAMMING, 2001).

Embasados na concepgao de que concentragdes circulantes de P4 podem comprometer
a fertilidade, diversos trabalhos foram realizados com o intuito de suplementar os niveis séricos
de P4 e consequentemente procurar aumentar a fertilidade. Os primeiros estudos com essa
finalidade foram realizados ainda na década de 50, com inje¢des de P4 de longa agdo,

administradas logo apods a IA. (WILTBANK et al. 1965 e JOHNSON et al, 1958).

Existem alternativas propostas em varios trabalhos, com o intuito de proporcionar
incremento nas concentragoes plasmaticas de P4 durante o diestro como, aumentar a area do
tecido luteal com a administracdo de gonadotrofina coridnica humana (hCG) entre os dias 2 e
5 subsequentes ao cio (HOWARD et al. 2006; MAILLO et al. 2013); estimular a formagao de
um CL acessorio com a indu¢@o de uma nova ovulacao 5 dias apds a [A, empregando hormonios
como LH, GnRH ou hCG (HOWARD et al. 2006; STEVENSON et al. 2007; MACHADO et
al 2008; ROSSETTI et al. 2011); fazer a suplementacao exdgena de P4, a partir de dispositivos
intravaginais com progestagenos por 3 a 7 dias (CARTER et al. 2008; O'HARA et al. 2013);
ou recorrer a aplicagdo parenteral com férmulas injetdveis de P4 com acdo prolongada

(BELTMAN et al., 2009).

Forde et al. (2011) ao utilizarem dispositivos intravaginais para suplementacio de P4
no 3° dia apos a IA, identificaram concentragdes séricas de P4 significativamente aumentadas
entre os oito primeiros dias apos a [A, ndo influenciando expressoes génicas do endométrio nos
primeiros 5 a 7 dias ap6s a ovulagdo, no entanto, quando comparados a estagios mais avancados,
7 a 13 dias, relatam que o tratamento promoveu aumento nas expressdes, alterando
significativamente o endométrio, ¢ favorecendo um ambiente uterino mais favoravel para o
desenvolvimento embrionario. Porém, ao compararem com animais que apresentavam
concentragdes P4 <1,0ng/mL nos primeiros 7 dias apds a IA, observaram que estes
evidenciaram retardo das expressdes génicas do endométrio, com consequente perda de

receptores de P4 comprometendo o ttero em apoiar o desenvolvimento do concepto.

Ja& Mehni et al. (2012) avaliaram a suplementacdo de P4 por meio de dispositivo
intravaginal de progesterona (CIDR®) entre os dias 5 e 19 pos IA e identificaram um
incremento na concentragdo plasmatica de P4 e elevacao da prenhez/IA em vacas Holandesas.

Em estudos semelhantes outros pesquisadores também obtiveram correlagdes positivas entre a
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taxa de sobrevivéncia embriondria e a elevacdo da concentragdo sérica de P4 quando novilhas
foram suplementadas entre os dias 3 e 6,5 pos IA (BELTMAN et al., 2009; CARTER et al.,
2010). Em contraposi¢ado a esses resultados, Osman e Erol (2011) em seus experimentos nao
conseguiram aumentar a taxa de concep¢do em vacas repetidoras de cio ¢ Arndt et al. (2009)
também nao observaram diferencas nas concentracdes séricas de P4, nas taxas de concepgao e

nas mortes embrionarias em vacas de leite.

Em compilagdes de trabalhos pesquisados Stronge et al. (2005), mencionam
divergéncias nos efeitos quanto aos niveis de P4 no plasma sanguineo, quando comparados o
periodo de suplementagao, as elevagdes e as concentragdes dos niveis plasmaticos de P4 apds
a IA. Foram apresentados em seus delineamentos uma relagdo positiva entre a elevagdo dos
niveis plasmaticos nos dias 5, 6 e 7 ap6és a IA com avaliacdo da taxa de sobrevivéncia
embriondria ao 30° dia ap6s o servigo. Revelando que 75, 72 e 56% das vacas analisadas tinham
concentragdes ideais para concepgao, nestes respectivos dias (STRONGE et al., 2005). Dentro
dos parametros deste mesmo estudo, Stronge e colaboradores (2005), correlacionaram
concentragdes de progesterona no leite de 7,4 ng/mL no dia 5 com a sobrevivéncia maxima do
embrido, enquanto nos dias 6 e 7 foram constatadas concentragdes de 13,2 e 16,8ng/mL
respectivamente, nestes dois dias; concentragdes mais baixas ou mais altas foram associadas a

redugdo da sobrevivéncia embrionaria.

Contudo, valores absolutos nas concentragdes plasmaticas de P4, logo apds a IA,
durante o metaestro ou na fase inicial do diestro, nos trés primeiros dias apos a ovulagdo,
comprometem o desenvolvimento do CL e/ou mesmo promovem sua lutedlise precoce,
atribuindo que concentragdes elevadas de P4 neste periodo, agem de forma inibitoria na
secrecdao de LH pela hipofise (BARATTA et al., 1994; STRONGE et al., 2005 e O’HARA et
al., 2013).

3.2.Ultrassonografia e Perfusido sanguinea do Corpo Luteo

O advento da ultrassonografia em cores com Doppler tornou possivel examinar a
intensidade do fluxo sanguineo em dire¢do ao CL e também no CL, por meio da observacao do
movimento dos globulos vermelhos nos vasos (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004; GINTHER,
2007).

A Ultrassonografia (US) é uma técnica de visualizagdo pouco invasiva que
proporcionou uma compreensdo melhor dos eventos fisioldgicos e suas alteragdes, no ciclo

estral e na gestacdo dos animais domésticos; oferecendo a ginecologia bovina a possibilidade
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de mensurar, quantificar e distinguir melhor foliculos e corpos luteos, fomentando parametros

e status funcionais mais adequados (VERONESI, 2002).

O tecido luteal ¢ composto por varios tipos celulares, como células luteais grandes e

pequenas, células endoteliais vasculares e pericitos, tendo em sua formacdo mais de 50% de

células oriundas do sistema vascular (GINTHER, 2007).

A formacdo de uma rede capilarizada no entorno do CL tem estreita correlacdo entre
seu fluxo sanguineo e sua capacidade de produzir P4, enfatizando que um aporte maior no
suprimento sanguineo luteal representa uma condi¢do prévia importante para a secrecao de P4,
fornecendo oxigénio, nutrientes, precursores de esteroides e gonadotrofinas, promovendo a
sintese de progesterona e a manutencao das fungdes ovarianas (ACOSTA e MYAMOTO,
2004).

Guinter (2007) associou alteragdes na vascularizagao latea com os processos de
luteinizagdo e formacao do CL. A angiogénese ¢ critica para o desenvolvimento do CL, uma
vez que uma vascularizacdo inadequada compromete a funcao lutea. Desta forma, niveis de P4
estdo diretamente envolvidos com o aporte e o fluxo de sangue luteal e podem ser avaliados de
forma confidvel a partir de exames ultrassonograficos com Doppler colorido. O emprego deste
recurso proporcionou aos pesquisadores a possibilidade de avaliagdes mais detalhadas do fluxo
sanguineo dessas estruturas, capazes de refletir indiretamente a funcionalidade da glandula,
permitindo que o profissional realize inferéncias quanto ao estado funcional do tecido (SINGH

et al., 2003; GINTHER, 2007; HERZOG et al., 2010).
3.3.Perdas embrionarias

Com o advento da digitalizacdo por ultrassom, tornou-se relativamente facil estabelecer
com precisao a extensao e o tempo da mortalidade fetal embrionaria tardia. Silke et al. (2001)
quantificaram o periodo e o padrao da perda fetal embrionaria entre os dias 28 a 84 de gestacdo
em 1046 vacas em lactacdo e 162 novilhas leiteiras gerenciadas em sistemas de produgdo de
leite semi-intensivo. As taxas gerais de perda entre os dias 28 e 84 de gestacdo e o padrdo de
perda nesse periodo sdo semelhantes para vacas (7,2%), produzindo em média 7.247 kg de leite
e novilhas (6,1%). Quase metade (47,5%) da perda total registrada ocorreu entre os dias 28 e
42 de gestacao. Estudo semelhante conduzido por Horan et al. (2004), encontraram taxa geral
de perda fetal tardia, em animais avaliados entre os dias 30 ¢ 67 de prenhez, de 7,5% compativel

a obtida nos experimentos realizados por Silke e colaboradores.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacao de progesterona (P4) no dia 7
ap6s a inseminagao artificial por tempo fixo (IATF) em novilhas e vacas holandesas nos
parametros morfofisioldgicos de area, volume e fluxo sanguineo (FS) do corpo luteo (CL); nas
concentragdes plasmaticas de P4 nos dias 7, 8 e 14 apo6s a IATF; nas taxas de concepgdo (TC)
e perdas embriondrias. Todos os animais foram submetidos a IATF, em seguida distribuidos
em dois experimentos. O primeiro com novilhas, subdivididas em grupos: controle NC (n=7),
sem suplementagao; e tratamento NT300 (n=9), suplementadas com 300 mg de P4. O segundo
experimento foi realizado com vacas em lactagdo, randomizadas em trés grupos: controle VC
(n=13), sem suplementacao; e tratamentos, VT300 (n=11) e VT600 (n=10), suplementadas com
300mg e 600mg de P4, respectivamente. Exames ultrassonograficos foram realizados para
avaliar os parametros almejados do CL no dia 14 e para os diagndsticos de prenhez nos dias 28
e 60 ap6s IATF. Os dados foram analisados através do procedimento GLIMMIX do SAS. Nas
avaliagdes ultrassonograficas obtivemos no experimento 1: areas NC (3,40£0,46cm?) e NT300
(3,41+0,47cm?); volumes NC (5,64+0,98cm?) e NT300 (4,97+0,85cm?); e FS NC (12,3+4,5%)
e NT300 (11,6+3,8%). No experimento 2: areas VC (3,80+£0,50cm?), VT300 (3,21+0,37cm?) e
VT600 (3,92+0,86cm?); volumes VC (6,10+1,15cm?®), VT300 (5,10+0,85cm?), VT600
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(6,19£2,00cm?); e FS VC (13,6+3,7%), VT300 (12,1+2,8%) e VT600 (11,1+£6,5%). Nas
analises quantitativas das concentragdes de P4, foram observados aumentos entre os dias 7 ¢ 8
em todos os animais no experimento com as novilhas, NC (6,88 — 7,77+1,01ng/mL), NT300
(6,87 — 9,51+£0,67ng/mL), e no experimento com as vacas, VC (4,50 — 3,78+0,67ng/mL),
VT300 (3,77 — 4,85£0,61ng/mL) e VT600 (3,33 — 5,71+0,62ng/mL); diminuicdo nas
concentragdes no dia 14 nos grupos NC (4,64+1,01ng/mL), NT300 (6,24+0,67ng/mL), VT300
(3,70+0,6 Ing/mL) e VT600 (5,56+0,62ng/mL); e incremento no grupo VC (5,90+0,67ng/mL).
As TC aos 28 dias foram de: NC (57,1%), NT300 (55,5%), VC (61,5%), VT300 (36,3%) e
VT600 (30%). Foram identificadas perdas embrionarias aos 60 dias, apenas nos grupos VC
(7,7%) e VT600 (10%). A suplementacdo de P4 nao exerceu influéncia na formacgao e funcao
do CL, bem como ndo aumentou a TC aos 28 e 60 dias ap6s a IATF em novilhas e vacas
Holandesas.

Palavras-chave: progesterona, corpo ltteo, fluxo sanguineo.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of progesterone supplementation (P4) on day
7 after fixed-time artificial insemination (IATF) in heifers and Holstein cows on the
morphophysiological parameters of area, volume and blood flow (FS) of the corpus luteum (
CL); plasma P4 concentrations on days 7, 8 and 14 after IATF; conception rates (CT) and
embryonic losses. All animals were submitted to IATF, then distributed in two experiments.
The first with heifers, subdivided into groups: NC control (n = 7), without supplementation;
and NT300 treatment (n = 9), supplemented with 300 mg of P4. The second experiment was
carried out with lactating cows, randomized into three groups: VC control (n = 13), without
supplementation; and treatments, VT300 (n = 11) and VT600 (n = 10), supplemented with
300mg and 600mg of P4, respectively. Ultrasound examinations were performed to assess the
desired parameters of the CL on day 14 and for pregnancy diagnoses on days 28 and 60 after
IATF. The data were analyzed using the SAS GLIMMIX procedure. In the ultrasound
evaluations we obtained in experiment 1: areas NC (3.40 = 0.46cm?) and NT300 (3.41 +
0.47cm?); NC (5.64 + 0.98cm?) and NT300 volumes (4.97 £ 0.85cm?); and FS NC (12.3 £4.5%)
and NT300 (11.6 +3.8%). In experiment 2: areas VC (3.80 + 0.50cm?), VT300 (3.21 £0.37cm?)
and VT600 (3.92 £+ 0.86cm?); volumes VC (6.10 = 1.15cm?), VT300 (5.10 + 0.85cm?), VT600
(6.19 = 2.00cm?); and FS VC (13.6 = 3.7%), VT300 (12.1 + 2.8%) and VT600 (11.1 £ 6.5%).
In quantitative analyzes of P4 concentrations, increases were observed between days 7 and 8 in
all animals in the experiment with heifers, NC (6.88 - 7.77 +£ 1.01ng / mL), NT300 (6.87 - 9.51
+0.67ng /mL), and in the experiment with cows, VC (4.50 - 3.78 £ 0.67ng / mL), VT300 (3.77
-4.85+0.61ng/ mL ) and VT600 (3.33 - 5.71 + 0.62ng / mL); decrease in concentrations on
day 14 in the NC (4.64 + 1.01ng / mL), NT300 (6.24 £ 0.67ng / mL), VT300 (3.70 £ 0.61ng /
mL) and VT600 (5 groups) , 56 = 0.62ng / mL); and increase in the VC group (5.90 = 0.67ng /
mL). The CT at 28 days were: NC (57.1%), NT300 (55.5%), VC (61.5%), VT300 (36.3%) and
VT600 (30%). Embryonic losses at 60 days were identified, only in the VC (7.7%) and VT600
(10%) groups. P4 supplementation did not influence the formation and function of CL, nor did
it increase CT at 28 and 60 days after IATF in heifers and Holstein cows.

Keywords: corpus luteum, blood flow, steroids.
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6. INTRODUCAO

Sistemas eficientes de producao de leite requerem alto desempenho reprodutivo de seus
rebanhos. Apesar de vacas Holandesas de alto mérito genético produzirem mais leite em
sistemas intensivos € semi-intensivos, geralmente ¢ relatado comprometimento de sua
fertilidade. Assim, o manejo de animais de alto mérito genético proporciona grandes desafios
nos sistemas de producdo, onde se observam perdas embrionarias superiores a 20% nos

primeiros 7 dias de prenhez (DISKIN et al., 2006).

A progesterona (P4) ¢ um hormdnio esteroide derivado do colesterol, que tem agdo
crucial nos eventos reprodutivos envolvidos com o processo de ovulagdo, reconhecimento,
estabelecimento e manutengdo da gestagdo. Atuando em diversas fungdes, promovendo o
acréscimo das glandulas endometriais e mamarias, estimulando a atividade secretora no interior
dos ovidutos e das glandulas endometriais, na regulacdo da liberagao de gonadotrofinas e na

interrupg¢do das contracdes uterinas (SWENSON e REECE, 1996; STRONGE et al., 2005).

Porém, existem evidéncias de que concentragdes de progesterona muito baixas como
muito altas estdo associadas negativamente com a taxa de sobrevivéncia embriondria (DISKIN

et al., 2006 e 2011; FORDE et al., 2011).

Portanto, concentracdes séricas adequadas de progesterona sdo necessarias, uma vez
que, estao associadas ao desenvolvimento e alongamento do embrido e a consequente produgdo
e liberagdo de interferon-Tau em concentragdes adequadas a manutengdo do CL, diminuindo a

probabilidade de morte embrionéria (DISKIN e MORRIS e CARTE et al., 2008).

Shelton et al., (1990); Larson et al., (1997); Mann et al., (2001) e Starbuck et al., (2001)
relataram que a duracdo e a concentragdo circulante da P4 podem ser criticas para a
sobrevivéncia embrionaria, € observaram que concentragdes sistémicas baixas de P4 5 dias apos
ovulagdo ou um comprometimento da liberacao entre os dias 4-5 foram associadas & menor
crescimento embriondrio, redug¢do na liberagdo de interferon-Tau com diminuicao da

capacidade de inibi¢do da lise do CL e diminui¢do das taxas de concepcao.

Analisando seus experimentos, Mann e Lamming (1999) também relataram a
importancia da P4 para a produgdo e a liberagao de nutrientes além de fatores de crescimento

no ambiente uterino, fundamentais para o desenvolvimento embrionario.
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Em outro trabalho, Diskin e Morris (2008) relataram taxas de natalidade em torno de
55%, destacando que a maioria das perdas embriondrias ocorrem entre os dias 8 e 16 apos a

inseminacgao.

Pugliesi et al. (2014) em experimento com vacas de corte observaram efeitos positivos,
com a elevagao nos niveis circulantes de P4 por >3 dias, em animais com baixo escore corporal

suplementados com 300mg de P4 de longa agao, no terceiro dia ap6s a IATF.

Apesar dos efeitos embriotroficos das concentragdes aumentadas de P4, a administragao
de P4 durante o metaestro ou o diestro precoce, 1 a 3 dias apos o cio, podem comprometer o
desenvolvimento do CL (O'Hara et al. 2013). Indo de encontro com os achados de Stronge et.
al. (2004) que identificou uma relagado linear negativa entre a concentracao de progesterona no
leite no dia 4 e a sobrevivéncia dos embrides, € uma correlagdo positiva com a concentragao de

progesterona elevada no leite nos dias 5, 6 e 7.

Diante do exposto, suplementar artificialmente com P4 animais submetidos a protocolos
de inseminagdo, entre a fase inicial do diestro e o periodo critico do reconhecimento materno,
pode eventualmente promover alteragdes morfofisioldgicas no corpo luteo, com potencial
favorecimento na diminui¢cdo de perdas embrionarias e consequente promog¢ao de melhores

taxas de concep¢do em animais de alta produtividade.

7. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos da pesquisa foram conduzidos de acordo com as diretrizes do
Comité Brasileiro de Etica, Bioética ¢ Cuidado Animal (CEBEA), e foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco,

Licenga de nimero 107/2019.
7.1. Local do estudo

O experimento foi realizado na Estagdo Experimental de Sao Bento do Una, pertencente ao
Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, localizada no municipio de Sao Bento do Una,

estado de Pernambuco, Brasil (8°31°36” S e 36°27°36” O).
7.2. Animais

Foram utilizadas fémeas da raga Holandesa, sendo 16 novilhas, com idade média 17 +

3 meses, pesando 345 £+ 52 kg e 34 vacas em lactacdo, com idade média 65 + 21 meses, pesando
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674 + 76 kg e média 227,8 £ 127,2 dias em lactacdo (DEL). Todas as fémeas apresentavam
escore dentro do intervalo de 2,0 a 3,5, na escala de 1 a 5 proposta por Edmonson et al. (1989).
Os animais foram mantidos sob manejo semi-intensivo, com acesso a pastagem de capim Buffel
(Cenchrus ciliares), suplementadas com volumoso composto por cana de acucar (Saccharum
officinarum) e palma forrageira (Napolea cochenifera) triturados, e concentrado com 24% PB,

além de suplementa¢do mineral e agua ad libitum.
7.3. Protocolo de sincronizacao do estro

Todas as fémeas foram previamente submetidas a exames ginecologicos e
ultrassonograficos. Para a sincronizagao do estro e da ovulagdo foram utilizados implantes
intravaginais contendo 1g de progesterona (P4, Sincrogest® - Ourofino), concomitante com a
administragdo de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol por via intramuscular (i.m.; BE, Gonadiol®
- ZOETIS) no inicio do protocolo, dez dias antes da previsdo da IATF (D-10). Sete dias apos
(D-3), foram administrados via i.m., 0,15 mg (novilhas) ou 0,30 mg (vacas) de PGF2a (D-
cloprostenol, Luteglan® — CEVA) e 200 UI (novilhas) ou 500 UI (vacas) de gonadotrofina
coridnica equina (eCG, FOLLIGON® — MDS Saude Animal). No dia seguinte (D-2), foram
retirados os implantes de P4. No (D-1) foi administrado 1,0 mg i.m. de BE em todos os animais.

No dia seguinte (D0) todos os animais foram submetidos a IATF (Figura 1).
7.4. Delineamento experimental

No experimento 1, sete dias apos a IATF, fémeas nuliparas da raca Holandesa foram
aleatoriamente divididas em dois tratamentos: controle, NC (n = 7) e tratamento, NT300 (n =
9). No grupo tratamento as novilhas receberam 300 mg de progesterona injetavel de longa agao

(P4, P4300® - Botupharma), e no grupo controle foi administrado solug¢ao salina como placebo.

No experimento 2, sete dias apos a IATF, fémeas multiparas foram aleatoriamente
divididas em trés tratamentos: vacas grupo controle, receberam solucdo salina como placebo
(VC; n = 13); vacas grupo tratamento suplementadas com 300 mg de P4300 (VT300; n= 11);
€ vacas grupo tratamento suplementadas com 600 mg de P4300 (VT600; n = 10).

7.5. Amostras de sangue

Todos os animais submetidos ao experimento tiveram amostras de sangue coletadas por
pun¢ao venosa dos vasos coccigeos em tubos de 4,5 mL contendo K3 EDTA (Vacutainer
Systems; Becton Dickinson, Sao Paulo, SP, Brasil), nos dias 7, 8 ¢ 14 apos a IATF (Figura 1).

Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 1.000 x g por 11 min e o soro recuperado,
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transferido para microtubos de 1,5 mL e armazenado a -20°C até a realizagdo dos ensaios

hormonais.

Figura 1 - Diagrama de atividades dos experimentos. Protocolo de sincronizag@o da ovulacdo, iniciado no dia (D-
10) e finalizado no (D0) com a IATF; suplementagdo com progesterona, no 7° dia apods, apenas nos animais dos
grupos tratamentos, NT300, VT300 ¢ VT600. Exames programados, ([ ] P4) coleta de amostra de sangue para
dosagem de P4 nos dias 7, 8 e 14, (US CL) avaliagdo ultrassonografica do Corpo Luteo no dia 14 e (US)
diagnéstico de gestagdo por ultrassonografica nos dias 28 e 60. (BE), benzoato de estradiol; (PGF2a),
prostaglandina; (eCG), gonadotrofina coridnica equina.

PGF2a

BE eCG

N . BE IATF (1p4
[ Progestdgeno | L [IP4 []P4 us cL us us
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As analises hormonais foram realizadas no Laboratério de Quimica Analitica do Centro
de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. No
momento das andlises, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e
homogeneizadas em um vortex. Posteriormente, cada amostra foi introduzida em cubetas
individualizadas de acordo com o funcionamento do aparelho de analise (Access2 - Beckman
Coulter) e analisadas pelo método de eletroquimioluminescéncia, utilizando kit comercial para
analise de P4 (Access Progesterone, Beckman Coulter), conforme recomendado pelo fabricante
e considerando a linearidade do teste de 0,01-100 ng/mL. Foi realizado apenas um Unico ensaio
para o processamento de todas as amostras, ¢ o coeficiente de variagdo obtido intra-ensaio foi

de 3,42%.
7.6. Exames ultrassonograficos e processamento das imagens

Para identificacdo, mensuracao e avaliagdo do fluxo sanguineo do CL no dia 14 (D14),
foram realizados exames ultrassonograficos por via transretal, empregando aparelho portatil de
ultrassom de modo B com transdutor retal e modo de mapeamento Doppler de fluxo colorido,
com arranjo linear ajustado para 6,0 MHz (Mindray® M5). Durante o exame, foram realizadas
varreduras dos ovarios de todos os animais incluidos no estudo, para a obten¢do de imagens
estaticas em modo B e pequenos filmes em modo Doppler do CL. Apds as gravagdes os clipes
foram avaliados por um tnico operador, para selegdo das imagens com as melhores resolugdes
conforme descrito por Guinter (2007). Em seguida todas as imagens foram digitalizadas e salvas
em arquivos para posteriores andlises. Todos os exames foram realizados com as mesmas

configuragdes do ultrassom, de forma padronizada e idéntica, tomando-se o cuidado para
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localizar toda a se¢do do CL dentro da caixa de amostra Doppler para evitar artefatos flash e

avaliar a 4rea maxima de fluxo sanguineo no CL.

Para a analise das imagens e obten¢do das mensuragdes da area do tecido luteo (cm?),
volume (cm?®) e percentual da area do tecido luteal com fluxo sanguineo, utilizou-se como
recurso o software IMAGEJ (versdao 1.51k, 2017), projetado especificamente para analise de
imagens, habilitado a calcular a intensidade de brilho de cada pixel em uma determinada area
da amostra (SCHNEIDER, 2012). O programa foi calibrado na escala de 77.7878 pixels/cm,
tipificadas em RGB Colors, com o Color Thereghod: Hue 170/255 e saturagdo em 1,
possibilitando assim, um parametro semi-quantitativo para avaliagdo da imagem gerada do
fluxo sanguineo do tecido luteal. Em CL’s com cavidade (intracavitarios), a area transversal da

cavidade foi avaliada separadamente e subtraida da area total.

Figura 2 — Imagem ultrassonografica com Doppler Figura 3 — Edicao de imagem ultrassonografica
de corte transversal de um CL bovino no 14° dia do com software IMAGEJ® para mensuragio da area
ciclo estral. do fluxo sanguineo.

Exames ultrassonograficos também foram realizados nos dias 28 e 60 apos a IATF. As
vacas com vesiculas embriondrias no dia 28, foram diagnosticadas como prenhes. E,
posteriormente, todas as vacas foram reexaminadas no dia 60 do tratamento para identificar

possiveis perdas embriondarias durante o periodo.
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7.7. Analise estatistica

Para analise dos dados utilizou-se o procedimento GLIMMIX do SAS versao 9.4
(SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC). Para analise das varidveis continuas, tais como
area, volume e fluxo sanguineo do corpo luteo, foi ajustado para distribui¢do Gaussiana e a
funcdo “identify”. As varidveis foram analisadas por meio de um modelo matematico que
incluiu efeito fixo de tratamento e aleatdrio de réplica. O método Kenward-Roger foi utilizado
para calcular os denominadores graus de liberdade para aproximar os testes F nos modelos
mistos. Para andlise das concentragdes circulantes de progesterona foi utilizado o procedimento
GLIMMIX do SAS ajustando-se para distribuicao Gaussiana e a fungao “identify”. As variaveis
foram analisadas por meio de um modelo matematico que incluiu efeito fixo de tratamento, de
tempo e da interagdo tratamento e tempo, utilizando efeito aleatdrio de réplica. Para os dados
binomiais, taxa de concepgao aos 28 e 60 dias foi utilizado o procedimento GLIMMIX do SAS
ajustando-se para distribui¢do Binomial. Estas variaveis foram analisadas por meio de um
modelo matematico que incluiu efeito fixo de tratamento e o efeito aleatorio de réplica. O
método Residual foi utilizado para calcular os denominadores graus de liberdade para
aproximar os testes F nos modelos mistos. A andlise de correlagio de Pearson entre as
concentragdes circulantes de progesterona nos dias 7, 8 e 14, assim como a area, volume e fluxo

sanguineo do corpo luteo foi realizada através do procedimento CORR do SAS.

Todas as comparagdes estatisticas foram feitas utilizando médias ajustadas pelo método
dos quadrados minimos. Todos os resultados sdo apresentados como médias + erro padrao da

média (SEM). O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram verificadas diferencas significativas (p > 0,05) quanto a area, o volume e o
fluxo sanguineo do CL, entre os grupos de novilhas tratadas (NT; 300 mg/P4) e as novilhas do

grupo controle (NC) (Tabela 1).

Também nao foram verificadas diferengas significativas (p > 0,05) quanto a area, o
volume e o fluxo sanguineo do CL, entre os grupos de vacas submetidas aos tratamentos VT300

e VT600, com os animais do grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 1 - Area, volume e fluxo sanguineo do CL no dia 14 ap6s a IATF em Novilhas Holandesas.

Controle (n=7) 300 mg (n=9) Valor de P
Area (cn?) 3,400 + 0,469 3,416 £ 0,407 0,979
Volume (cm?) 5,642 + 0,98 4,975 + 0,849 0,616
Fluxo sanguineo (%) 12,3+4,5 11,6 +£3,8 0,903

Tabela 2 - Area, volume e fluxo sanguineo do CL no dia 14 apés a IATF em Vacas Holandesas.

Controle (n=13) 300 mg (n=11) 600 mg (n=10) Valor de P
Area (cm?) 3,808 + 0,500 3,214+ 0,370 3,925+ 0,867 0,558
Volume (cm?3) 6,101 + 1,157 5,106 + 0,855 6,193 + 2,005 0,745
Fluxo sanguineo (%) 13,6 £3,7 12,1+2,8 11,1+6,5 0,925

O presente estudo nao foi capaz de identificar e associar os efeitos da suplementacao de
P4 mencionados por Acosta ¢ Myamoto (2004), em nenhum dos experimentos (novilhas e
vacas), quanto a sua area e volume, durante a fase estatica do CL no 14° dia apds a IATF.
Também nao conseguimos obter diferencas estatisticas (P > 0,05) quanto a comparacao das
avaliagdes do fluxo sanguineo entre os animais submetidos aos tratamentos e seus respectivos
grupos controles, independente das concentragdes suplementadas ou categoria, novilhas ou

vacas (Tabelas 1 e 2).

Quanto as concentracdes de P4 médias obtidas pelo método de
eletroquimioluminescéncia, foram identificados eleva¢des nos niveis plasmaticos de todos os
animais entre o 7° ¢ o 8° dia apos a IATF independente do grupo ou tratamento aos quais foram
submetidos, ressaltando os dados obtidos oriundos dos animais submetidos as
suplementagdes propostas pelo trabalho, onde foram observados maiores incrementos nas
concentragdes plasmaticas de P4 neste periodo, quando comparados aos dados obtidos dos seus
respectivos controles. Convergindo com os achados de Beltiman et al., (2009) quanto a

eficiéncia da administracdo exdgena de P4 em elevar suas concentragdes circulantes.

No experimento 1, com as novilhas, foram encontrados incrementos de 12,9% na P4 no
grupo controle (NC: 7,77 — 6,88 = 0,89ng/mL) e de 38,5% no grupo suplementado com 300mg
(NT300: 9,51 — 6,87 =2,64ng/mL) (Grafico 1).
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Grifico 1 - Concentragdes de P4 em Novilhas Holandesas, grupos controle e tratamento com 300mg, nos dias 7,
8 e 14 apos IATF.
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No experimento 2, com as vacas em lactacdo, encontramos elevagdes nas concentragdes
de P4, de 18,9% no grupo controle (VC: 4,50 — 3,78 = 0,71ng/mL), de 28,6% no tratamento
com 300mg (VCT300: 4,85 — 3,77 = 1,08mg/mL) e de 71,3% no tratamento com 600mg
(VCT600: 5,71 — 3,33 = 2,38ng/mL) (Grafico 2).

Griafico 2 - Concentragdes de P4 em Vacas em Lactagdo, grupos controle e tratamento com 300mg e 600mg, nos
dias 7, 8 e 14 apos IATF.
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Tais achados sdo compativeis com o crescimento do CL em sua fase de desenvolvimento
(BADINGA etal., 1994) e com a associagao da P4 exdgena das suplementagdes nos tratamentos

preconizados.

Quando comparadas as analises das concentragdes de P4 entre o 8° ¢ o 14° dia,
encontramos no experimento com as novilhas redugdes nas concentragdes em ambos 0s grupos,
40,3% no controle (NC: 4,64 — 7,77 = -3,13ng/mL) e 34,3% no tratamento (NT300: 6,24 — 9,51

= -3,27ng/mL). No experimento com as vacas, durante o mesmo intervalo, encontramos
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elevagdes nos niveis de P4 no grupo controle de 31,2% (VC: 5,90 - 4,50 = 1,41ng/mL) e
diminui¢des nos grupos tratamentos, de 23,7% (VT300: 3,70 — 4,85 = -1,15ng/mL) e 2,62%
(VT600: 5,56 — 5,71 = -0,15ng/mL) nas vacas suplementadas com 300 e 600mg de P4,
respectivamente. Sugerindo desta forma, que animais suplementados com P4 no experimento
1 (novilhas), tiveram metabolizada a P4 exdgena entre o 8° ¢ 14° dia, mas foram capazes de
assegurar niveis enddgenos suficientes para a manutengdo de suas prenhezes. No entanto, 0s
niveis de P4 apresentados no 14° dia apds a IATF, nos grupos tratamento do experimento 2,
VT300: 3,70+0,6 Ing/mL e VT600: 5,56+0,62ng/mL, foram inferiores a niveis preconizados
como 6timos (>12,0ng/mL) para a sobrevivéncia embriondria, tendo-se em conta o periodo e a
categoria de animais de acordo com Battocchio et al, (1999). Também podemos inferir que a
suplementagdo com 600mg de P4 possa ter promovido uma regressao precoce do CL (O’HARA
et al., 2013). Entretanto, ndo foram verificadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os

grupos, independentemente de suas categorias e tratamentos.

Com os diagndsticos ultrassonograficos para reconhecimento da prenhez, realizados aos
28 e 60 dias, obtivemos taxas de concepcao nos animais dos grupos controle (NC: 57,1+18,7%)
e (VC: 61,5+£13,4%) em ambos experimentos, condizentes com trabalhos publicados na area
(SILVA et al., 2014). A TC obtida com as novilhas submetidas aos tratamentos (NT300:
55,5+16,5%) foi semelhante a encontrada no grupo controle, mas ndo se observou diferencga
estatistica entre elas (P > 0,05). Quando avaliamos o experimento com as vacas, em Seus
tratamentos, observou-se reducdes significativas nas TC (VT300: 36,3+14,5%) e (VT600:
30,0+14,5%), indicando resultados insatisfatorios com esse tratamento em seu indice

reprodutivo.

Tabela 3 — Taxa de concepgdo entre os dias 28 ¢ 60 apos IATF, nas Novilhas submetidas aos tratamentos.

Controle (n=7) 300 mg (n=9) Valor de P
Prenhez/IA
D-28 US* 57,1 £ 18,7 (4/7) 55,5+16,5 (5/9) 0,950
D-60 US* 57,1 £ 18,7 (4/7) 55,5+16,5 (5/9) 0,950

* Diagnosticos de gestagdo realizados através de exame ultrassonografico.
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Tabela 4 - Taxa de concepgao entre os dias 28 ¢ 60 apds IATF, das Vacas submetidas aos tratamentos.

Controle (n=13) 300 mg (n=11) 600 mg (n=10) Valor de P
Prenhez/IA
D-28 US* 61,5+ 13,4(8/13) 36,3 + 14,5 (4/11) 30,0 + 14,5 (3/10) 0,289
D-60 US* 53,8+ 13,8 (7/13) 36,3 + 14,5 (4/11) 20,0 + 12,6 (2/10) 0,285

* Diagnosticos de gestacdo realizados através de exame ultrassonografico.

Na avaliacdo das perdas embrionarias, ocorridas entre os dias 28 e 60 apos a IATF, foi
registrada apenas nos animais do experimento 2, nos grupos controle VC (n=1) e tratamento
com 600mg de P4 VT600 (n=1), com respectivamente 7,7% e 10% de perda embrionéria.

Corroborando com os resultados observados por Silke et al., 2001 e Horan et al., (2004).

A mortalidade embrionaria tardia € numericamente muito menor do que a perda precoce,
mas, no entanto, causa sérias perdas econdOmicas aos produtores, porque muitas vezes

prolongam ainda mais o retorno destes animais a reproducao.

9. CONCLUSOES

A suplementacdo de P4 no dia 7 apos IATF, ndo exerceu influéncia estatistica sobre os
parametros morfofisiologicos de area, volume e fluxo sanguineo do CL. Os animais submetidos
aos tratamentos com P4, apresentaram elevagdes em seus niveis plasmaticos do hormdnio
esteroide, mas nao foram suficientes para que pudéssemos correlacionar a melhorias na taxa de
concepcdo aos 28 e 60 dias apos a IATF em novilhas e vacas Holandesas. Contudo, vale
ressaltar os resultados obtidos com os exames ultrassonograficos entre o 28° e o 60° dia de
gestacdo, onde os animais submetidos aos tratamentos com suplementacao de P4 na dose de
300mg, tanto no experimento com novilhas quanto com o realizado com as vacas em lactacao,
ndo foram detectadas perdas embriondrias em seus diagndsticos, sinalizando um potencial

efeito neste pardmetro quando os animais foram suplementados com esta dose.
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