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“Dois importantes fatos, nesta vida, saltam aos
olhos; primeiro, que cada um de nos sofre
inevitavelmente derrotas tempordrias, de
formas diferentes, nas ocasides mais diversas.
Segundo, que cada adversidade traz consigo a
semente de um beneficio equivalente. Ainda
ndo encontrei homem algum bem-sucedido na
vida que ndo houvesse antes sofrido derrotas
temporarias. Se 'derrotas' acontecerem, que
elas ndo nos abalem. Antes, sejam encaradas
como um aprendizado, na conquista de
vitorias. Sempre ¢ tempo de recomecar. Quem
caminha descal¢o ndo deve semear espinhos”.
(Andrew Carnegie a Napoleon Hill e G.
Hebert).



RESUMO

MOROTTI, Fabio. Dindmica folicular ovariana de vacas Nelore (Bos indicus) sincronizadas com
protocolo de IATF a base de progesterona injetavel. 2013. 67f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal, Area de Concentrag¢do: Producdo Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

Com objetivo de comparar a dindmica folicular ovariana de vacas Nelore (Bos indicus) sincronizadas com
protocolo de IATF a base de progesterona (P4) injetavel versus dispositivo intravaginal, foram conduzidos
dois experimentos. No experimento | foram utilizadas 36 vacas multiparas entre 45 ¢ 60 dias no pos-parto.
Aleatoriamente, 20 animais receberam um dispositivo intravaginal com 1 g de P4 e administracdo de 2 mg
de benzoato de estradiol (BE) por via intramuscular (IM) no DO. No D8 o dispositivo foi retirado e 500 pg
de cloprostenol, 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (¢CG) ¢ 1 mg de cipionato de estradiol (CE)
foram administrados IM. A IATF foi realizada no D10. Outras 16 vacas receberam no DO 350 mg de P4
injetavel (300 mg por via subcutanea e 50 mg IM) e 2 mg de BE IM. No D6, 500 pg de cloprostenol, 300
Ul de eCG e 1 mg de CE foram administradas IM. A IATF foi realizada no D8. No experimento II, 44
vacas (22 com e 22 sem corpo liteo - CL) foram alocadas em um esquema fatorial 2x2 com a P4 injetavel e
o dispositivo intravaginal. Vinte duas vacas (11 com e 11 sem CL) receberam o mesmo protocolo com
dispositivo intravaginal descrito acima, onde o CE foi substituido por 1 mg de BE no D9. Outras 22 vacas
(11 com e 11 sem CL) também foram sincronizadas com o mesmo protocolo injetavel descrito acima e o
CE foi substituido por 1 mg de BE no D7. Ultrassonografias foram realizadas para determinar a dindmica
folicular. No experimento I, 65% (13/20) das vacas que receberam o dispositivo e 75% (12/16) do grupo
injetavel apresentaram foliculos > 5 mm no D4 (p>0,05). A taxa média de crescimento folicular foi de
0,9240,25 e 1,06£0,45 mm/dia para os grupos dispositivo e injetdvel, respectivamente (p>0,05). O
didmetro médio do foliculo dominante (FD) na IATF foi de 11,4+1,4 e 10,8+1,8 mm para os grupos
dispositivo e injetavel, respectivamente (p>0,05). O didmetro médio do foliculo ovulatorio (FO) foi de
12,14+1,4 e 12,3+1,6 mm para as vacas que receberam dispositivo e P4 injetavel, respectivamente (p>0,05).
A ovulagdo ocorreu em 90% (18/20) do grupo com dispositivo intravaginal e 37,5% (6/16) do grupo com
P4 injetavel (p<0,05). O grupo com dispositivo apresentou didmetro médio de CL de 18,7+4,3 mm ¢ o
injetavel 17,7+3,6 mm (p>0,05). No experimento II, vacas com ou sem CL, tratadas com P4 injetavel ou
dispositivo intravaginal apresentaram taxa de foliculos > 5 mm no D4, taxa de crescimento folicular, taxa
de demonstragdo de estro, didmetro do FD na IATF e diametro do CL semelhantes. Animais sincronizados
com dispositivo intravaginal apresentaram maior didmetro do FD na IATF (11,7 £ 2,0 mm) ¢ do FO
(11,8+1,7 mm) comparado com aqueles que receberam P4 injetavel (9,7£1,7 e 10,6=1,8 mm,
respectivamente); (p<0,05). A auséncia ou a presenga de CL em vacas sincronizadas com dispositivo
intravaginal, ¢ a presen¢a de CL em animais tratados com P4 injetavel mostraram maior diametro do FO
(12,4+1,3 ou 12,1£1,2 e 12,1+1,2 mm, respectivamente) em comparacdo com aquelas sem CL tratadas com
P4 injetavel (10+2,0 mm); (p<0,05). A ovulagdo ocorreu em 59% (13/22) das vacas com CL, 77,2%
(17/22) dos animais sem CL, 90,9% (20/22) dos tratados com dispositivo intravaginal e 45,5% (10/22) dos
sincronizado com P4 injetavel (p<0,05). Vacas sem CL sincronizadas com dispositivo intravaginal
apresentaram melhor taxa de ovulagdo (100%, 11/11) comparado com a P4 injetavel, sem CL (54,5%;
6/11) e com CL (36,3%; 4/11); (p<0,05). A taxa de prenhez foi maior no grupo do dispositivo intravaginal
(45,4%; 10/22) em relagdo ao grupo de P4 injetavel (18,1%; 4/22); (p=0,05). Vacas sincronizadas com
protocolo de IATF a base de P4 injetavel apresentaram dindmica folicular ovariana semelhante aquelas que
receberam o dispositivo intravaginal. Entretanto, a taxa de ovulagdo e de prenhez foram inferiores nos
grupos com a P4 injetavel, possivelmente por diferenca individual sobre o metabolismo da P4, resultando
em niveis variaveis de LH.

Palavras-chave: Bos indicus. Ultrassonografia. Crescimento folicular. Ovulagdo e foliculo dominante.



ABSTRACT

MOROTTI, Fabio. Ovarian follicular dynamics of Nelore (Bos indicus) cows synchronized
with injectable progesterone-based FTAI protocol. 2013. 67f. Dissertation (Master’s Degree in
Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

Two experiments were conducted to compare the ovarian follicular dynamics of Nelore (Bos
indicus) synchronized with FTAI protocol with injectable progesterone (P4) versus intravaginal
device. In the experiment I, 36 multiparous cows 45-60 days post-partum were used. Twenty
cows received an intravaginal device with 1 g of P4 and administration of 2 mg estradiol benzoate
(EB) intramuscularly (IM) on D0O. The device was removed on D8, followed by administration of
500 pg of cloprostenol, 300 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) and 1 mg of estradiol
cypionate (EC), IM. FTAI was performed on D10. In the injectable group, 350 mg of P4 (300 mg
subcutaneously and 50 mg IM) and 2 mg of EB IM were administered on DO to 16 cows. On D6,
500 pg of cloprostenol, 300 IU of eCG and 1 mg of EC were administered IM. FTAI was
performed on D8. In the experiment II, 22 cows (11 with and 11 without corpus luteum - CL)
received the same protocol with intravaginal device above, but the EC was replaced by 1 mg of
EB on D9. Other 22 cows (11 with and 11 without CL) were synchronized with same protocol
injectable P4 above, where the EC was replaced by 1 mg EB on D7. Ultrasonography was
performed to determine follicular dynamics. In the experiment II, 65% of cows from the device
group (13/20) and 75% from the injectable group (12/16) showed follicles > 5 mm on D4
(p>0.05). The average rate of follicular growth was 0.92+0.25 and 1.06+0.45 mm/day for the
device group and injectable, respectively (p>0.05). The average diameter of the dominant follicle
(DF) at FTAI was 11.4+1.4 mm for the device group and 10.8+1.8 mm for the injectable group
(p>0.05). The average diameter of the ovulatory follicles (OF) was 12.1+1.4 and 12.3+1.6 mm for
the device group and injectable, respectively (p>0.05). The ovulation occurred in ninety percent of
the device group (18/20) and in 37.5% of the injectable group (6/16); (p<<0.05). The average
diameter of the CL was 18.7+4.3 mm for the device group and 17.7£3.6 mm for the injectable
group. In the experiment II, cows with or without CL, treated with injectable P4 or intravaginal
device showed similar follicles > 5 mm on D4, rate of follicular growth, rate of behavioral estrus
and diameter of CL (p>0.05). Animals synchronized with an intravaginal device showed larger
diameter of the DF at FTAI (11.742.0 mm) and OF (11.8£1.7 mm) than those received injectable
P4 (9.7+1.7 and 10.6+1.8 mm, respectively); (p<0.05). Absence or presence of CL in cows
synchronized with intravaginal device and the presence of CL in animals treated with injectable
P4 showed better diameter of OF (12.4+1.3 or 12.1+1.2 and 12.2+1.4 mm, respectively) compared
with those without CL treated with injectable P4 (10£2.0 mm); (p<0.05). The ovulation occurred
in 59% (13/22) of cows with CL, 77.2% (17/22) of animals without CL, 90.9% (20/22) of treated
with intravaginal device and 45.5% (10/22) of synchronized with injectable P4 (p<0.05). Cows
without CL synchronized with intravaginal device showed better ovulation rate (100%, 11/11)
than those treated with injectable P4, without CL (54.5%, 6/11) and with CL (36.3%, 4/11);
(p<0.05). The pregnancy rate was larger in the intravaginal device group (45.4%, 10/22)
compared to injectable P4 groups (18.1%, 4/22); (p=0.05). Cows synchronized with injectable P4-
based FTAI protocol showed similar ovarian follicular dynamics to those treated with intravaginal
device. However, the ovulation and pregnancy rates were lower in the injectable groups, possibly
due to individual difference on P4 metabolism, resulting in variables levels of LH.

Keywords: Bos indicus. Ultrasonography. Follicular growth. Ovulation. Dominant follicle.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo (FAO,
2010) com um montante superior a 200 milhdes de cabecas (IBGE, 2009) e das quais, 80 a
85% sdo compostas por racas zebuinas e cruzamentos. Considerando o plantel zebuino
brasileiro, 90% correspondem a animais da raga Nelore (ABIEC, 2013), que se encontram
distribuidos por todo territorio nacional e sao considerados altamente adaptados as nossas
condicdes de clima e sob pastejo.

Estima-se que 50% do rebanho bovino brasileiro compreendem fémeas em
fase reprodutiva, e das quais, menos que 12% sdo inseminadas artificialmente (ASBIA, 2011).
Tal cenario ilustra claramente o potencial que o Brasil possui para expansdo desta
biotecnologia da reproducado, tornando evidente a necessidade de investimento em tecnologia,
ciéncia e intensificagdo dos sistemas para proporcionar simplificagio da mao de obra e
maximizar a producdo animal.

As biotecnologias da reproducdo, tais como a inseminagao artificial (IA) e a
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) surgem como instrumento fundamental no
arranque deste setor, favorecendo a sele¢do, a multiplicagdo e a disseminacdo de animais de
alta genética ¢ elevado potencial produtivo. Neste aspecto, a IA se destaca por ser a
biotecnologia mais empregada no mundo. Entretanto, sua aplicagdo, principalmente no
rebanho zebuino, sofre algumas restri¢des devido a particularidades reprodutivas, como por
exemplo, estro de curta duracdo e elevado percentual de manifestacio de estro noturno
(MIZUTA, 2003), o que compromete a deteccdo de estro em tempo habil para IA
(BARUSELLI et al., 2004a).

Com o surgimento dos programas de inseminagdo artificial em tempo fixo
(IATF), a deteccao de estro deixou de ser um problema e a IATF passou a ser amplamente
empregada por controlar o momento da ovulacdo e permitir a inseminacdo de um grande
numero de fémeas em um tempo pré-determinado, dispensando detec¢do do estro, otimizando
tempo, trabalho, recursos financeiros e proporcionando maiores taxas de gestacdo quando
comparada a TA (LAMB, 2004). Desde entdo, uma ampla variedade de protocolos especificos
para cada categoria, tem sido desenvolvido a fim de minimizar cada vez mais o manejo,
custos e proporcionar melhores resultados de prenhez.

Na maioria dos programas de IATF em bovinos, os progestagenos

constituem a principal base hormonal para sincronizagdo do ciclo estral, seja na forma de
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dispositivo intravaginal, implante auricular ou administracdo via oral. Embora resultados
satisfatorios sejam alcangados com protocolos de IATF utilizando estas fontes de
progesterona (P4), todo avanco para facilitar o manejo, minimizar o servico e reduzir os
custos, sdo bem vindos diante dos constantes avangos na biotecnologia da reprodugao.

Neste aspecto, a utilizagdo de uma fonte de P4 injetavel no controle do ciclo
estral dos bovinos, representaria uma significativa evolucdo no campo de desenvolvimento
dos protocolos de IA, IATF e de outras biotecnologias da reprodu¢do. Poucos trabalhos tem
investigado o efeito da P4 injetdvel no controle do ciclo estral de bovinos (CHRISTIAN;
CASIDA, 1948; ULBERG; LINDLEY, 1960; FIKE et al., 1999) ¢ at¢ o momento nao ha
trabalhos que relatam o uso isolado da P4 injetavel nos programas de IATF em bovinos.

Sdo necessarios novos estudo para avaliar os efeitos da P, injetdvel no
controle do ciclo estral de bovinos, principalmente no sentido de comparar com os atuais
dispositivos ou implantes de Ps. O uso da P, injetavel apresenta algumas vantagens em
relagdo aos dispositivos intravaginais ou implantes auriculares, como por exemplo: redugao
na mao de obra, dispensando as praticas de colocar, retirar e lavar os dispositivos/implantes;
facil empregabilidade, com tUnica aplicagdo parenteral no dia 0 do protocolo; beneficios
sanitarios, evitando quadros de vaginites/vulvovaginites € menor custo, por dispensar o uso de
materiais para elaboragdo dos dispositivos/implantes.

A dindmica folicular representa um dos aspectos mais importantes da
fisiologia ovariana. Através da ultrassonografia ¢ possivel conhecer o comportamento das
ondas de crescimento folicular, favorecendo a avaliagdo e execucdo de programas de IA, de
IATF, de superovulagao e transferéncia de embrido (SILVA et al., 2001), além de permitir o
entendimento das particularidades e da fisiologia reprodutiva.

Diante do contexto levantado, o presente trabalho tem investigado os
aspectos da dinamica folicular ovariana de vacas Nelore sincronizadas com protocolo de
IATF a base de P4 injetdvel. Pesquisas como esta sdo importante por proporcionar maior
conhecimento e por contribuir com maior emprego da IA e IATF, beneficiando a pecudria
nacional, favorecendo a competitividade no mercado e a consolidacdo do Brasil no cenario

mundial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FOLICULOGENESE

A foliculogénese ¢ o processo de desenvolvimento folicular caracterizado
pela formacdo, pelo crescimento e pela maturacdo dos foliculos ovarinos, sendo controlada
por fatores enddcrinos, paracrinos e autocrinos (MAGALHAES, 2009). Neste processo, 0s
foliculos primordiais sdo ativados e se desenvolvem até foliculos pré-ovulatorios.
Simultaneamente, ha crescimento ¢ diferenciacdo do oocito, e da camada de células da
granulosa (ADAMS; JAISWAL, 2008).

O ovario ¢ o o6rgao responsavel pela produgdo de odcitos (gametogénese),
capazes de serem fertilizados e pela producdo de hormonios esterdides (esteroidogénese),
necessarios para a fertilizacdo e gestagio (HANSENY, 2007). O foliculo ¢ a estrutura
primordial do ovéario, e € composto por um o6cito envolto por uma ou mais camadas de
células somaticas (SENEDA et al., 2008; AERTS; BOLS, 2010).

Considerando o desenvolvimento folicular, a popula¢do ovariana pode ser
dividida em foliculos pré-antrais (foliculos primordiais, primarios e secundarios) e antrais
(foliculos terciarios e pré-ovulatérios). Os foliculos pré-antrais representam 90% da
populagdo folicular ovariana (SAUMANDE, 1991) sendo responsaveis pela renovacao
continua dos foliculos antrais (GUILBAULT et al., 1986).

Durante o desenvolvimento embrionério, células germinativas migram do
saco vitelinico para as cristas gonadais e por sucessivas mitoses dao origem as oogonias
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Posteriormente, as oogdnias sdo circundadas por células somaticas
do mesonefron e formam estruturas chamadas corddes corticais, precursores dos foliculos
primordiais (SILVA, 2009). As oogonias diferenciam-se em o6citos, os quais, associados com
as células da granulosa, constituem os foliculos primordiais (ADAMS; JAISWAL, 2008;
AERTS; BOLS, 2010). Os obcitos iniciam o processo de divisdo meidtica, o qual ¢
interrompido na profase da meiose . Esta quiescéncia persiste até o recrutamento folicular
(SOTO-SUAZO; ZORN, 2005; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

Embora o mecanismo de recrutamento folicular ndo esteja completamente
elucidado, acredita-se que o numero de foliculos primordiais recrutado ¢ controlado por
fatores intraovarianos (HAFEZ; HAFEZ, 2004) independentemente, da agdo das
gonadotrofinas (ROCHE, 1996). A fase de transicdo do foliculo primordial para foliculo
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primario € caracterizada pelo crescimento ou ativagdo do foliculo primordial. Esta fase ¢
acompanhada pela proliferagdo e diferenciagdo de células da granulosa, cuja forma
anteriormente pavimentosa adquire conformagdo cubdide (ADAMS; JAISWAL, 2008;
AERTS; BOLS, 2010). Nesta fase, também ha o inicio da formagdo da zona pelicida que
permanece por todo o desenvolvimento folicular até a fase inicial de desenvolvimento
embrionario.

Com o aumento do oocito, o foliculo secundario se forma, sendo
caracterizado pela zona pelucida, pela presenca das primeiras células da teca e pelo menos
duas camadas da granulosa. Ao fim deste estagio, a acdo gonadotrofica ja pode ser detectada,
sendo iniciados amplos efeitos do hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio
luteinizante (LH); (VAN DEN HURK et al., 2000).

Com o crescimento folicular, ha a formacdo da cavidade antral (foliculos
antrais); (ADAMS; JAISWAL, 2008; AERTS; BOLS, 2010) constituida por liquido folicular
originado principalmente da transudagdo do plasma periférico, através da membrana folicular
basal (YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). Este evento fisiologico importante precede o
processo de dominancia folicular.

Os foliculos antrais compreendem os foliculos tercidrios (subordinados e
dominantes) e pré-ovulatorios. Estes foliculos sdo constituidos por um odécito circundado pela
corona radiata e pelas células do cumullus que conectam o odcito as células da granulosa,
além das células tecais e uma cavidade contendo o liquido folicular (SANTOS et al., 2008;
AERTS; BOLS, 2010). Nesta fase a proliferacdo celular ¢ dependente da acdo de
gonadotrofinas (SENEDA et al., 2010).

A acdo gonadotrofica intensifica-se durante a fase antral. A presenga do
liquido folicular possibilita estudos ultrassonograficos, permitindo o acompanhamento in vivo
do foliculo até seu destino final, a atresia ou a ovulagdo. O curso constante desses eventos ao
longo da vida pds-natal leva ao declinio progressivo do nimero de oocitos (SENEDA et al.,

2010).
2.2 C1cLo ESTRAL BOVINO
Os bovinos domésticos (Bos indicus e Bos taurus) sao considerados animais

poliéstricos anuais e exibem o comportamento estral aproximadamente a cada 21 dias

(ROCHE, 1996).
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O ciclo estral representa um padrao ciclico de atividade ovariana que
permite as fémeas em periodo reprodutivo mudarem de uma condi¢do de nao receptividade a
receptividade, acasalamento e posterior progresso gestacional (FORDE et al., 2011).
Primariamente, o ciclo estral surge durante a puberdade, em novilhas taurinas ao redor de seis
a 12 meses de idade ou quando a fémea atinge 40 a 50% do peso corporal adulto
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007) e em novilhas zebuinas ao redor de 15 a 18 meses de
idade ou quando atinge de 60 a 70% do peso corporal adulto (NOGUEIRA, 2006).

Durante o ciclo estral, ha duas ou trés ondas de crescimento folicular
ovariana (GINTHER et al., 1989). Cada onda consiste em um periodo de emergéncia de um
grupo de foliculos, selecdo de um foliculo dominante (FD) e atresia ou ovulacdo do FD
(FORDE et al., 2011). Estas ondas de crescimento folicular, inicialmente estabelecida durante
o periodo pré-puberal, ocorrem durante todo o ciclo estral com a matura¢do e a ovulagdo
apenas do FD (YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007).

Em bovinos o ciclo estral possui uma duragdao normal de 18 a 24 dias, sendo
constituido por duas fases: a fase litea ou progesteronica com duragdo de 14 a 18 dias e a fase
folicular ou estrogénica com duragdo de quatro a seis dias. A fase lutea, também denominada
de fases de metaestro e diestro, compreende o periodo seguinte a ovulagdo, ou seja, periodo
em que o corpo luteo (CL) ¢ formado. A fase folicular, também designada de fases de pro-
estro e estro, compreende o periodo apds o desaparecimento do CL (lutedlise) até o momento
da ovulagdo. E nesta fase que ocorre a maturagio final ¢ a ovulagio do foliculo pré-
ovulatoério, promovendo a liberagdo do odcito no oviduto para fertilizagdo (FORDE et al.,

2011).

2.2.1 Regulagdo Enddcrina do Ciclo Estral Bovino

Nos bovinos, as func¢des ovarianas como recrutamento e crescimento
folicular, ovulacdo, luteinizacdo e lutedlise sdo reguladas pelos hormoénios hipotaldmicos
(Hormonio liberador de gonadotrofinas - GnRH), hipofisarios (FSH e LH), ovarianos (Py,
Estradiol - E; e Inibinas) e uterinos (Prostaglandina - PGF,,). Estes hormonios funcionam por
meio de um sistema de feedback positivo ¢ negativo para controlar o ciclo estral (ROCHE,
1996; CROWE, 2008; FORDE et al., 2011).

No controle do ciclo estral, o papel do GnRH estd fundamentado em agdes
sobre a hipofise anterior ou adeno-hipdfise, promovendo a liberacdo de gonadotrofinas

produzidas na hipofise posterior ou neuro-hipofise (FORDE et al., 2011). Apds o transporte
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do GnRH no sistema porta hipotalamico hipofisario, 0 GnRH se liga aos receptores de
superficie celular e sinaliza a liberacdo de FSH e LH (YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007).
O FSH ¢ armazenado em granulos secretores localizados no citoplasma por curtos periodos de
tempo, enquanto o LH ¢ armazenado por periodos mais longos durante o ciclo estral
(FARNWORTH, 1995).

Durante a fase folicular do ciclo estral o CL sofre regressao, resultando em
concentragdes basais de P4. Concomitante a reducdo das concentragdes plasmaticas de P4, ha
um aumento nas concentragdes de E, devido ao rapido desenvolvimento do FD, isso induz um
aumento na liberacdo de GnRH e permite a exibi¢do de comportamento do estro, durante o
qual, vacas / novilhas sdo sexualmente receptivas a monta (FORDE et al., 2011).

A ovulagdo do FD ocorre somente quando as concentragdes séricas de P
sdo basais e as frequéncias de pulsos de LH ocorrem a cada 40 a 70 minutos por dois a trés
dias. Cerca de 10 a 14 horas apds o estro acontece a ovulacdo, posteriormente, inicia a fase de
metaestro com duragdo de trés a quatro dias. Esta fase ¢ caracterizada pela formagdo do CL a
partir do corpo hemorragico, que ¢ resultante do rompimento do foliculo pré-ovulatorio
(ROCHE, 1996).

Apbés a ovulagdo, as células da granulosa e da teca interna sofrem
luteinizagdo e formam o CL, responsavel pela producdo de P; necessaria para manter a
gestacdo ou o diestro. Na fase de diestro, as concentragdes de P4 permanecem elevadas e os
foliculos recrutados continuam o desenvolvimento devido a liberacdo do FSH pela hipofise
anterior. Entretanto, os foliculos que crescem durante esta fase tem a ovulagdo bloqueada
pelos altos niveis de P4 que por meio de feedback negativo, ndo permitem frequéncias ¢/ou
amplitudes adequadas nos pulsos de LH, bloqueando a ovulacdo e induzindo atresia do FD
(CROWE, 2008). Durante a fase de pro-estro, o CL sofre regressao em resposta a secrecao de
PGF,, uterina, as concentragdes de P, diminuem drasticamente ndo ativando o feedback

negativo e permitindo a ovulagdo (FORDE et al., 2011); (Figura 1).
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Figura 1 - Representacao esquematica do padrao de secrecao do FSH (linha azul), LH (linha
verde), P4 (linha laranja) e do crescimento de foliculos ovarianos durante o ciclo
estral em bovinos. Cada onda de crescimento folicular ¢ precedida por um
aumento transitorio das concentragdes de FSH. Foliculos saudaveis em
crescimento (amarelo), foliculos atrésicos (vermelho). Um aumento nos niveis de
LH e FSH ocorrem no inicio do estro e induzem a ovulacdo. O padrao de secre¢ao
de LH durante uma janela de impulsos de oito horas no inicio da fase lutea (maior
frequéncia e menor amplitude), no meio da fase latea (menor frequéncia e maior
amplitude) e na fase folicular (alta frequéncia e amplitude) estd indicado no topo

do esquema.
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Fonte: Adaptado de Forde et al. (2011).

2.2.2 Dinamica Folicular Ovariana

A dindmica folicular representa um dos aspectos mais importantes da
fisiologia ovariana, sendo amplamente estudada nas diversas ragas taurinas ou zebuinas
(FIGUEIREDO et al., 1997, MACKEY et al., 2000; COUTINHO et al., 2007; CUERVO-
ARANGO et al., 2011).

Como mencionado acima, tanto o FSH quanto o LH possuem papel
fundamental no desenvolvimento dos foliculos ovarianos, uma vez que o crescimento
folicular esta envolvido com os mecanismos de feedback positivo e negativo do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal, E; e inibinas.

O crescimento, o desenvolvimento ¢ a maturagdo dos foliculos ovarianos
sdo processos fundamentais para alta eficiéncia reprodutiva em animais de produg¢do. Durante

a vida fetal ¢ estabelecido um numero fixo de foliculos primordiais. Com o desenvolvimento
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fetal, os foliculos ovarianos iniciam um periodo de desenvolvimento de trés a quatro meses
caracterizado por estagios independente e dependente de gonadotrofina (WEBB et al., 2004).

Durante o estdgio gonadotrofina dependente o crescimento folicular ocorre
em ondas, sendo duas a trés ondas de crescimento folicular por ciclo estral (GINTHER et al.,
1989). Frequentemente, duas ondas ocorrem em vacas de leite e trés ondas em vacas e
novilhas de corte (FORDE et al., 2011). Especificamente na raga Nelore, hda um predominio
de duas ondas na vaca (83,3%) e trés ondas na novilha (64,7%); (FIGUEIREDO et al., 1997).
Cada onda de crescimento folicular envolve emergéncia folicular, selecdo, dominancia e
atresia ou ovulagdo do FD (CROWE, 2008).

A emergéncia de uma onda de crescimento folicular ¢ caracterizada pelo
recrutamento de um grupo de foliculos (cinco a 20 foliculos > 5 mm) que coincide com
aumento transitorio nas concentracdes de FSH (SUNDERLAND et al., 1994). Neste periodo,
o desenvolvimento folicular é marcado pela presenga de receptores de FSH localizado nas
células da camada granulosa dos foliculos por um periodo de trés dias, permitindo que o FSH
execute a sinaliza¢do, o crescimento e a proliferacdo celular (GINTHER et al., 2002).

No processo de selegdo folicular, o numero de foliculos recrutados ¢
reduzido para quota ovulatoria da espécie, geralmente um na bovina (SUNDERLAND et al.,
1994). Nesta fase ha um aumento transitorio nas concentragcdoes de FSH, induzindo o aumento
na atividade da enzima aromatase, presente nas células da camada granulosa, que converte
androgeno em estrogeno (HILLIER, 1994).

A medida que o FD emerge do grupo de foliculos recrutados, o didmetro
folicular aumenta e este ¢ reconhecido como o maior foliculo saudavel do grupo. A
divergéncia ou domindncia folicular é estabelecida quando o maior foliculo possui um
diametro médio de 8,5 mm em animais Bos taurus (GINTHER et al., 1999) e 5,7 mm para
novilhas e 6,1 mm para vacas Bos indicus (Nelore); (SARTORELLI et al., 2005). Numa taxa
de crescimento folicular de 0,92 mm/dia (FIGUEIREDO et al., 1997) o FD alarga seu
diametro e promove um aumento nas concentragdes de E2 e inibina no fluido folicular,
suprimindo as concentragcdes de FSH na hipofise anterior por feedback negativo e reduzindo
os niveis de FSH a concentragdes basais (SUNDERLAND et al., 1994).

O FD selecionado torna-se cada vez mais sensivel ao LH e continua o
crescimento frente a concentragdes decrescentes de FSH. Independente da fase do ciclo estral,
o alternar da dependéncia de FSH para dependéncia de LH, acontece pela presenca de
receptores de LH localizados nas células da teca e da granulosa dos foliculos saudaveis em

diferentes estagios de desenvolvimento. A medida que o foliculo cresce os receptores de LH
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da teca e da granulosa aumentam e o foliculo torna-se dominante. Além disso, evidéncias
sugerem aumentos transitorios de LH na circulagdo, proximo do tempo de selecao do foliculo,
permitindo que o FD continue produzindo E; e crescendo, mesmo em um ambiente com
menor concentragdo de FSH (CROWE, 2008; FORDE et al., 2011).

O destino do FD ¢ dependente das frequéncias e amplitudes de pulso do LH
(CROWE, 2008). Durante a fase lutea inicial, a pulsatilidade do LH ¢ de amplitude menor e
de frequéncia maior (20 a 30 pulsos/24 horas), no meio da fase lutea os pulsos do LH passam
a ser de amplitude maior e de frequéncia menor (seis a oito pulsos/24 horas). Esta amplitude e
frequéncia ainda sdo insuficientes para promover a matura¢do final do FD e a ovulagdo.
Portanto, o FD selecionado durante a fase lutea do ciclo estral sofre atresia, e a producao de
E; e inibina diminui, removendo o bloqueio de feedback negativo sobre a secrecdo de FSH no
hipotalamo/hipofise. Com aumento da secre¢cdo de FSH, emerge uma nova onda folicular
(FORDE et al., 2011).

A producdo de E, em elevadas concentragdes ¢ uma caracteristica essencial
do FD, uma vez que antes mesmo das diferencas visiveis no didmetro folicular, o suposto FD
tem maiores concentracdes de E; no fluido folicular quando comparado aos outros foliculos
da onda (SUNDERLAND et al., 1994). A sintese de E, ¢ dependente da produgdo de
androgenos nas células da teca e da transformagdo de androgeno em E, nas células da
granulosa. A produ¢do de E, a partir de foliculos em crescimento depende da frequéncia de
pulso de LH. A liga¢dao do LH aos seus receptores nas células da teca impulsiona a conversao
de colesterol em testosterona por meio de uma série de reagdes cataliticas. Uma vez
produzida, a testosterona difunde-se das células da teca para as células da granulosa, onde ¢
convertida em E, pela enzima aromatase (HILLIER, 1994).

O E; tem um efeito local sobre o desenvolvimento folicular e um papel
sistémico no mecanismo de feedback positivo no hipotalamo ¢ hipofise. Durante a fase
folicular do ciclo estral, quando as concentragdes de P4 sdo altas, o E; produzido pelo FD pré-
ovulatorio induz aumento de GnRH a partir do hipotdlamo, promovendo aumento na
amplitude e na frequéncia dos pulsos de LH, suficiente para estimular a maturag¢do final e
ovulacdo do FD (SUNDERLAND et al., 1994; CROWE, 2008). Tanto em novilhas, quanto
em vacas Bos indicus o didmetro maximo do foliculo pré-ovulatorio é de 10 a 12 mm
(FIGUEIREDO et al., 1997) e em Bos taurus ¢ de 14 a 20 mm (GINTHER et al., 1989).

Fatores intraovarianos também desempenham um papel importante na
regulacdo do ciclo estral, seja de forma indireta através da alteracdo na sintese de E;, ou de

forma direta através do mecanismo de feedback negativo, controlam o hipotalamo e a hipofise
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(FORDE et al., 2011). Embora a aquisi¢ao de receptores de LH pelas células da camada da
granulosa seja considerada o principal mecanismo que favorece o processo de selecdo do
foliculo (LUCY, 2007) outros mecanismos como, a biodisponibilidade do fator de
crescimento insulinico (IGF); (RIVERA; FORTUNE, 2003) e a presenca de outros fatores de
crescimento (KNIGHT; GLISTER, 2006) também favorecem o crescimento, a proliferagdo e

a capacidade esteroidogénica do FD (CANTY et al., 2006).

2.2.3 Fungdo do Corpo Luteo Durante o Ciclo Estral

Apos a ovulagdo, as células da teca e da camada granulosa do foliculo
ovulatério sofrem luteinizacdo por a¢do do LH e formam o CL (YOUNGQUIST;
THRELFALL, 2007). A fun¢do do CL ¢ produzir concentra¢des suficientes de P4 durante
toda a fase lutea do ciclo estral, seja para impedir o comportamento do estro ou para manter a
gestagdo se o concepto estiver presente (LAMB et al., 2010).

Em fémeas da raca Nelore o diametro méaximo do CL ¢ de 15 a 18 mm,
sendo maior em novilhas que em vacas (FIGUEIREDO et al., 1997). Os niveis de P4
aumentam rapidamente entre o 3° e o 12° dia do ciclo estral, permanecendo relativamente
constante até a regressao fisioldgica do CL, no 16° dia para o ciclo com duas ondas de
crescimento folicular e no 19° dia para o ciclo com trés ondas de crescimento folicular,
resultando em uma menor e maior duragdo do ciclo estral, respectivamente (ADAMS;
JAISWAL, 2008).

Em bovinos o reconhecimento materno da gestacao ocorre entre o 15° e o
17° dia do ciclo estral, devido a presenca do interferon-tau (INFt) produzido pelo trofoblasto
do concepto em desenvolvimento (LAMB et al., 2010). Se o INFt ndo for detectado em
quantidade suficiente, a lutedlise ocorre. A lise do CL ¢é desencadeada pela ligagdo de
ocitocina aos seus receptores localizados no Utero que induz a secrecdo de PGF,, no
endométrio uterino. Tal regressdo acontece através do mecanismo luteolitico de
contracorrente entre a veia uterina e a artéria ovariana que permite a transferéncia da PGF;,
da veia para a artéria (Figura 2); (FORDE et al.,, 2011). Isto reduz as concentragdes
circulantes de P4, aumenta as concentragdes de E,, estimula a liberacdo de GnRH no

hipotadlamo e faz o animal entrar na fase folicular do ciclo estral (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
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Figura 2 - Esquema ilustrativo da luteolise. PGF,, liberada pelo endométrio uterino ¢
transferida da veia uterina para artéria ovariana através do mecanismo de
contracorrente.
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Fonte: Forde et al., (2011) (adaptado).

2.2.4 Comportamento de Estro

Nos bovinos o aceite de monta ¢ o principal sinal indicativo de estro. O
aumento nas concentragdes de E, sinaliza o cérebro para induzir o comportamento estral,
necessario para o sucesso no acasalamento. No entanto, este comportamento ocorre
frequentemente quando as concentragdes plasmaticas de P4 sdo baixas (VAILES et. al., 1992).

Em vacas de leite a duracdo média do estro ¢ de oito a nove horas, sendo
que este tempo tende a diminuir a medida que a produgdo de leite aumenta. Em novilhas de
racas leiteiras a duracao do estro pode chegar de 12 a 14 horas. Em vacas de corte, a duracao
média do estro pode chegar a oito horas e trinta minutos (DISKIN, 2008) e em animais Bos
indicus a duragéio média do estro é de 10 horas (BO et al., 2003).

Fémeas Bos indicus sdo mais passiveis de apresentar cio ndo acompanhado
de sinais de estro, estro de menor duracdo e alta percentagem de demonstragdo de estro
noturno, quando comparado as fémeas Bos taurus (BO et al., 2003).

Tanto a duracdo, quanto a intensidade do comportamento estral sdo afetados

por uma série de fatores ambientais, tamanho do grupo sexualmente ativo, presenca de touro
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(DISKIN, 2008), fatores climaticos (chuva e vento fortes) e manejo dos animais nos pastos e
nos currais (GALINA et al., 1996).

A exposi¢do a agentes estressantes elevam as concentragdes sanguineas de
cortisol e alteram a frequéncia e a amplitude de pulsos do GnRH e LH, retardando ou
bloqueando o pico de LH pré-ovulatorio com diminuigdo na expressiao do estro e incidéncia
normal de ovulacao (FORDE et al., 2011).

As informagdes supracitadas ajudam a explicar a pobre eficiéncia na
deteccao de estro e consequentemente, a menor taxa de sucesso relatada em programas de IA,

especialmente, quando se trata de rebanhos Bos indicus.

2.3 ANESTRO NO POS-PARTO

A duragdo do anestro no poés-parto depende de varios fatores, dos quais, a
presenca do bezerro e a condi¢do nutricional no final da gestagdo e inicio da lactagao sdo os
principais (QUINTANS et al., 2004). Em vacas de corte o primeiro FD no pds-parto ndo
ovula e sofre atresia (YAVAS; WALTON, 2000). Se a condi¢do nutricional for boa, a
primeira ovulagdo ocorre ap6s 3,2 = 0,2 ondas de crescimento folicular, cerca de 30 dias no
pos-parto. J4 em vacas com baixa condi¢do nutricional a primeira ovulagdo sé ocorre apds
10,6 = 1,2 ondas, ou seja, cerca de 70 a 100 dias no pds-parto (CROWE, 2008).

No pés-parto, cerca de 70% das vacas de corte possuem a primeira ovulagao
nao acompanhada de sinais de estro, seguida de ciclo estral curto e com apenas uma onda de
crescimento folicular (CROWE, 2008). Esta fase lutea ¢ reduzida por causa da liberagao
prematura de PGF,, a partir do endométrio uterino, a qual ¢ possivelmente intensificada pela
amamentac¢do, que induz liberagdo de ocitocina a partir da hipofise posterior (YAVAS;
WALTON, 2000). Esta regressdo precoce ocorre por volta do 8° ao 10° dia do ciclo. Ja a
segunda ovulagdo ocorre cerca de nove a 11 dias apos a primeira e geralmente estd associada
com a expressao do estro e duracdo normal da fase lutea (CROWE, 2008).

O retorno da atividade ciclica ovariana no pds-parto ¢ amplamente
dependente das frequéncias de pulsos do LH. Em termos de desenvolvimento folicular, dentro
de sete a 10 dias no pos-parto, ja ha foliculos em crescimento (CROWE, 2008). Entretanto,
devido a uma falha no processo de maturacdo final, o FD da primeira onda de crescimento
sofre atresia (YAVAS; WALTON, 2000).

Durante o periodo gestacional, o crescimento folicular continua durante os

dois primeiros trimestre em intervalos regulares de sete a 10 dias. No final da gestacdo, um
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forte feedback negativo de P4 (CL e placentario) e de E, (principalmente de origem
placentéria) suprime o aumento transitorio de FSH, necessario para o crescimento folicular,
cessando o desenvolvimento folicular durante os tltimos 20 a 25 dias de gestacdo (GINTHER
et al., 1996; CROWE et al., 1998).

No parto, os niveis de P, ¢ de E, s3o reduzidos a concentragdes basais,
resultando em aumento recorrente de FSH do 3° ao 5° dia do pos-parto, estimulando a
primeira onda de crescimento folicular que resulta em um FD com sete a 10 dias do parto.
Neste periodo, o destino do FD depende da sua capacidade em secretar niveis suficientes de
E, para induzir um aumento de gonadotrofina (CROWE, 2008). No entanto, a secre¢do de E;
pelo FD ¢ dependente da frequéncia de pulso do LH, do tamanho do FD e da
biodisponibilidade de IGF, que no inicio do puerpério contribuem para o destino do FD
(CANTY et al., 2006; CROWE, 2008).

A auséncia de pulsos de LH no pos-parto precoce ocorre devido ao
esgotamento dos estoques de LH na hipofise anterior. Fatores como presenca do bezerro,
frequéncia de amamentacdo e baixa condi¢do nutricional implicam na supressdo prolongada
dos pulsos de LH e na auséncia de P, (CROWE, 2008).

A amamentacao promove auséncia dos pulsos de GnRH devido ao feedback
negativo induzido pelo 17B-estradiol ovariano (WILLIAMS et al., 1996). Durante a
amamentacdo peptideos endogenos sdo liberados e induzem a produgdo de 17B-estradiol.
Somente 15 a 30 dias nos pos-parto a pulsatilidade de GnRH e LH se normalizam (YAVAS;
WALTON, 2000).

A restrigdo energética na dieta reduz o didmetro maximo e leva a
persisténcia do FD em novilhas pré e pos-pubere e em vacas no pds-parto, promovendo atraso
no desenvolvimento dos foliculos grandes (BO et al., 2003).

Neste periodo, a frequéncia de pulso do LH deve ser de um pulso por hora
para promover a ovulacdo (FORDE et al., 2011). A maioria das vacas de corte retomam a
atividade ovariana e ovulagdo cerca de 30 a 130 dias pos-parto. In Bos indicus (Brahman)
com escore de condi¢do corporal entre 3 e 3,5 a primeira ovula¢do no pds-parto ocorre de 30 a
40 dias para vacas que nao lactantes e 65 a 80 dias para vacas em amamentagdo (HENAO et
al., 2000).

Como ja mencionado acima, a maior causa de ovulacdo tardia no pos-parto
¢ a falha na frequéncia de pulsos de LH, por influéncia da frequéncia de pulsos do GnRH.
Portanto ha maneiras de acelerar o retorno da atividade ovariana no pés-parto. O GnRH pode

ser utilizado com sucesso em vacas em anestro anovulatorio, porém o sucesso depende da fase
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do crescimento folicular, ou seja, somente quando hd FD a aplicagdo do GnRH promove a
ovulagao (CROWE, 2008).

Vacas em anestro expostas ao tratamento com P4 por periodos de cinco a
nove dias, associado a aplicacdo de E; s@o induzidas a ciclicidade encurtando o intervalo entre
poOs-parto e concepgao, isso porque o tratamento com P4 estimula o desenvolvimento e a
maturacdo de foliculos dominantes, por aumentar a secre¢do de LH, estimular o
desenvolvimento de receptores de LH e a sintese de E, (RHODES et al., 2003). Além disso, o
tratamento com P4 garante que a primeira ovulacdo seja acompanhada com a expressdo do
estro e funcionamento normal da fase lutea. A ovulagdo em vacas que estdo em anestro pode
ser assegurada com o uso de gonadotrofina coridnica equina (eCG); (BO et al., 2003).

Como visto anteriormente, a amamentagdo/presenca do bezerro exerce
efeito inibitdrios sobre os pulsos de LH, e consequentemente, sobre a ovulagdo. Portanto, com
o manejo de mamada controlada dos bezerros, 30 dias pos-parto, ¢ possivel antecipar a
ovulacao em vacas de corte. A mamada controlada envolve o acesso dos bezerros as vacas
uma ou duas vezes por dia, o restante do tempo os bezerros devem ficar isolados e fora da
vista das vacas (STAGG et al., 1998).

A remogao temporaria do bezerro (48 a 120h) também ¢ eficaz para induzir
um estro fértil, reduzido o intervalo de tempo entre o parto e a concepcao. Estd pratica ¢ uma
abordagem natural ¢ econdmica para induzir o inicio do cio em vacas Bos indicus com anestro

pos-parto (PEREA et al., 2008).

2.4 CONTROLE DA DINAMICA FOLICULAR OVARIANA EM PROGRAMAS DE IATF

Com o conhecimento da fisiologia do ciclo estral dos bovinos, tornou-se
possivel o controle das fases de desenvolvimento folicular (recrutamento, selecdo e ovulagao),
gracas a utilizacdo de estratégias farmacoldgicas especificas. O controle farmacolégico do
ciclo estral facilita ndo s6 o manejo reprodutivo, como também permite a aplicagdo das
biotecnologias da reprodugdo nos rebanhos de leite e de corte, proporcionado uma produgdo
mais eficiente.

Os primeiros protocolos de sincronizagao do estro focavam na regressao do
CL com uma aplicacdo de PGF,, e na detec¢do do estro, ou envolvia o uso de P4 exdgena que
impedia a ocorréncia do estro. Posteriormente, foram desenvolvidos protocolos que
combinavam a utilizagdo de P4 ex6gena com a aplicagdo de PGF,,. Finalmente, hormonios

liberadores de gonadotrofinas passaram a ser empregado nos protocolos para controlar a onda
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de crescimento folicular, sincronizar a ovulagao ou luteinizar foliculos dominantes (LAMB et
al., 2010).

O emprego de hormonios liberadores de gonadotrofinas nos protocolos de
sincronizagdo do ciclo estral deu origem aos protocolos de IATF. Nestes protocolos, além do
ciclo estral, a ovulagdo também passou a ser sincronizada permitindo a insemina¢do de um
grande numero de fémeas em um momento pré-estabelecido sem a necessidade de observagao
do estro.

Sdo conhecidas trés condigdes fundamentais para o controle da dindmica
folicular e luteinica em programas de IATF de bovinos: a sincronizagdo da emergéncia de
uma onda de crescimento folicular, através de agentes indutores da ovulacdo ou da atresia
folicular; o controle na duracdo da fase progesterdnica, através de agentes luteoliticos ou
fontes exdgena de P4; e a inducdo sincronizada da ovulagdo do FD (BARUSELLI et al.,
2010).

2.4.1 Sincronizagao da Emergéncia da Onda de Crescimento Folicular

A emergéncia da onda de crescimento folicular pode ser sincronizada por
ablacdo mecanica do FD, por indugdo da ovulacao ou por indugdo de atresia folicular.

Os foliculos ovarianos sdo dependentes de FSH no inicio e de LH no final
da onda de crescimento folicular, portanto, para uma eficiente sincronizagdo da emergéncia
folicular é necessario promover inibi¢ao da secre¢do de FSH e LH. Apds esta fase de inibicao,
ocorre um pico de FSH com indugdo sincronica de uma nova onda de crescimento folicular
(BARUSELLI et al., 2010).

O método mecénico consiste na remoc¢ao do FD guiada por ultrassonografia,
promovendo rapida redug¢do dos niveis de E, e inibina e descarga de FSH o que induz a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em aproximadamente 36 horas
(MARTINEZ et al., 2000, BO et al., 2003). Embora este método seja eficiente, sua aplicagdo
¢ muito trabalhosa e acaba inviabilizando o emprego em larga escala.

A ovulagdo pode ser induzida diretamente com a aplicacdo de LH ou hCG
que se ligam aos receptores de LH no FD, ou indiretamente pela aplicagdo de GnRH que
promove secre¢ao pulsatil do LH (BARUSELLI et al., 2010). Apds a ovulagao, hd uma queda
na secrecdo de E; e inibina e desbloqueio da secre¢do de FSH. Com a descarga de FSH, tem-
se emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular dentro de 24 a 48 horas (GINTHER

et al., 1996).
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O uso de E; em associagdo com a P4 enddgena (produzida pelo CL) ou
exodgena (dispositivos/implantes) diminui os niveis circulantes de FSH e LH e promove a
regressao dos foliculos ovarianos dependentes de gonadotrofinas. A medida que o E, vai
sendo metabolizado ocorre elevagdo dos niveis de FSH com subsequente emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular (BARUSELLI et al., 2010).

A associagdo de valerato de estradiol (VE); (BO et al., 1995) ou de
cipionato de estradiol (CE); (COLAZO et al., 2003) com P4 causam a regressao dos foliculos
antrais presentes no ovario. Entretanto, devido a meia vida longa e a baixa solubilidade destes
ésteres, ha uma dispersdo no dia da emergéncia da onda de crescimento folicular (SA FILHO
et al., 2011). O benzoato de estradiol (BE); (SA FILHO et al., 2004) e o 17p-estradiol (BO et
al., 1994) possuem uma meia vida mais curta, logo uma onda sincrénica de crescimento
folicular ¢ induzida entre trés e quatro dias apos o tratamento (BARUSELLI et al., 2010). A
administracdo de 2 mg de BE por via intramuscular (IM) em associagdo com uma fonte P4 ¢
uma das formas mais utilizadas para induzir o aparecimento de uma nova onda de

crescimento folicular em programas de IATF.

2.4.2 Controle da Fase Progesteronica do Ciclo Estral

A fase progesterdnica do ciclo estral pode ser controlada através do uso de
agentes luteoliticos (estrogenos e PGF,,) ou pela administracdo exdgena de Ps ou

progestagenos na forma de dispositivos intravaginais ou implantes auriculares.

2.4.2.1 Estrogenos

Os estrogenos injetaveis sdo capazes de induzir a lutedlise devido sua
capacidade de estimular a secrecdo endogena de PGF,, pelo endométrio uterino. Entretanto
esse efeito luteolitico depende do éster e da dose utilizada (BARUSELLI et al., 2010).

Ester de meia vida mais longa (VE) possuem maior efeito luteolitico. A
administracdo de 5 mg de VE no inicio do protocolo com norgestomet, induz lutedlise em
90% dos animais (PETERSON et al., 2000). E valido ressaltar que o efeito luteolitico do VE ¢é
mais eficiente quando aplicado no inicio do protocolo, onde promover emergéncia folicular e

elimina aplicacdo de PGF;, no protocolo.
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Ester de meia vida mais curta como BE possui menor efeito luteolitico.
Novilhas de corte tratadas com 2 mg de BE no diestro apresentaram 26,7% de manifestacao

de estro e ovulagao (MARTINEZ et al., 2004).

2.4.2.2 Prostaglandina

A PGF2a e seus andlogos sintéticos, como o cloprostenol, constituem os
principais agentes luteoliticos. Uma tUnica aplicagdo de PGF2a normalmente regride o CL
dentro de 24 a 72 horas, sendo que o estro e a ovulagdo ocorrem dentro de dois a trés dias
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). No entanto, o efeito luteolitico da PGF2a s6 ¢
observado durante o periodo de atividade do CL, ou seja, do 5° ao 17° dia do ciclo estral
(LARISON; BALL, 1992). Nesta fase a PGF,, provoca a lutedlise e queda das concentragdes
plasmaticas de P4 que € necessario para manifestacdo do estro ¢ da ovulacdo (NEBEL;
JOBST, 1998).

Nos protocolos de IATF, a aplicacdo da PGF,, no momento da retirada dos
dispositivos ou implantes a base de P4 ou progestdgenos, tem a finalidade de induzir a
lutedlise para promover uma queda abrupta nos niveis endégenos de P4 mimetizando a
condigao fisiologica encontrada no final do diestro (BARUSELLI et al., 2010).

Tratamentos hormonais combinando GnRH e PGF,, foram utilizados com
sucesso em protocolos de sincronizacdo para IA em bovinos de corte e de leite. Esta
combina¢do hormonal tornou-se um protocolo de IATF muito conhecido “Ovsynch”
(PURSLEY et al., 1995). Este protocolo consiste numa aplicagdo de GnRH no dia 0 (Dy),
seguido por uma aplicagdo de PGF,, sete dias mais tarde e outra aplica¢cdo de GnRH 48 horas
apos a PGF,,. A TIATF ¢ realizada 15 horas mais tarde e uma taxa de prenhez de 42 a 48%
podem ser alcangadas (BO et al., 2003).

2.4.2.3 Progesterona ou progestagenos

Atualmente existe uma ampla variedade de produtos (dispositivo, implante
ou produto de uso oral) que liberam P4 ou progestagenos de forma eficiente, com objetivo de
sincronizar o estro e¢/ou a ovulagao.

A funcio da P4 nos protocolos de IATF ¢ bloquear o pico de LH (KINDER
et al.,, 1996) evitando a maturagdo folicular final, o estro ¢ a ovulagdo do FD (STOCK;

FORTUNE, 1993; SAVIO et al., 1993). Quando associada ao tratamento com E, ocorre a
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emergeéncia sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular, regressao do FD, e se
associados a PGF,,, proporcionam sincronizagdo do estro (BARUSELLI et al., 2010).

Os implantes auriculares sdo constituidos por uma fonte de progestagenos,
como por exemplo, o norgestomet. O tratamento com norgestomet envolve a inser¢do de um
implante auricular por via SC contendo de 3 a 6 mg do produto. O implante ¢ deixado no
local por um periodo de nove dias e uma aplicacdo de 5 mg de VE associado a 3 mg de
norgestomet ¢ realizada no momento da implantagdo. Na IA, vacas e novilhas sdo
inseminadas 12 horas ap6s a observag@o do estro, ja na IATF a inseminagdo acontece com 48
horas (novilhas) ou 56 horas (vacas) apos a remogéo do implante (BO et al., 2003).

Os dispositivos intravaginais contém P, natural e atingem concentragdes
plasmaticas em torno de 4 a 5 ng/ml, o suficiente para suprimir a frequéncia e a amplitude dos
pulsos de LH e permitir o crescimento de ondas foliculares durante o tratamento. Simulando a
fase luteinica do ciclo estral e evitando a ovulacdo durante o tratamento, estes produtos sao
utilizados por um periodo de sete a 12 dias, com a finalidade de manter elevados os niveis de
P4 e suprimir o pico enddogeno do LH. Em animais ciclicos, a regressdo do CL ¢ alcangada
pela aplicacdo de E; no inicio do tratamento ou pela administracdo de PGF,, no momento da
retirada do dispositivo ou implante (BARUSELLI et al., 2004b).

Em bovinos de corte, a associacdo do dispositivo de P4 intravaginal e BE
constitui um dos protocolos de IATF mais conhecido no mundo (BO et al., 2002). O
tratamento consiste na inser¢do de um dispositivo de P4 por via intravaginal associado a
administracdo de 2 mg de BE por via IM em vacas e novilhas no Dy. Na remocdo do
dispositivo (D7 ou Dg) aplica-se a PGF,, € 24 horas depois 1 mg de BE por via IM. A IATF ¢
realizada entre 52 e 56 horas apds a remogio do dispositivo (BO et al., 2003).

Atualmente, o protocolo de TATF mais empregado associa a inser¢do do
dispositivo de P4 intravaginal a aplicacdo de 2 mg de BE no D, (SIQUEIRA et al., 2009). No
Dg o dispositivo de P4 ¢ removido e aplicam-se PGF,,, 1 mg de CE e 300 a 400 UI de eCG
por via IM. A IA ¢ realizada entre 48 e 60 horas ap6s a retirada da fonte de P4 (SALES et al.,
2011). Outro protocolo comum consiste na inser¢do de um implante auricular contendo
norgestomet associado a aplicacdo de VE no Dj e eCG no dia Dg. A TA também ¢ realizada
entre 48 e 60 horas ap6s a remogdo do implante (SA FILHO et al., 2010).

Dispositivos de P4 novos podem ser reutilizados mais uma ou duas vezes
nos protocolos de IATF, dependendo da concentracdo de P4. Dependendo da categoria
animal, os resultados de taxa de gestacdo podem ser compativeis ou superiores quando se

emprega dispositivos usados, comparado aos novos. Especula-se que resultados melhores com
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os dispositivos usados estejam relacionados ao fato do foliculo apresentar maior crescimento
em ambiente com menor nivel de P4, permitindo maior frequéncia de pulso de LH e um maior

diametro do foliculo pré-ovulatério (BO et al., 2003).

2.4.2.3.1 Progesterona Injetavel

A agdo da P4 injetavel na sincronizacdo do ciclo estral em bovinos tem sido
relatada ha décadas (CHRISTIAN; CASIDA, 1948; ULBERG; LINDLEY, 1960). Nos
primeiros estudos, os animais eram tratados com aplicagdes diarias de P4 diluida em veiculo
oleoso, sob diferentes doses e por periodos de até 20 dias. Estes tratamentos resultavam em
altas taxas de sincronizacdo do estro, no entanto, apresentavam baixa fertilidade e o
tratamento era pouco pratico devido as aplica¢des parenterais, diarias da P4 (MACMILLAN;
PETERSON, 1993).

Um estudo mais recente com P4 injetavel foi realizado por Fike et al. (1999)
que investigaram a combinagdo de acetado de melengestrol com P4 injetavel e 17p-estradiol
na sincronizagdo do ciclo estral de bovinos de corte. Apesar de haver outro estudo mais
recente (CALLEJAS et al., 2006), nenhum trabalho analisou o efeito da P4 injetavel (aplicada
em dose unica) em substituicdo ao dispositivo/implante de P4 no protocolo de TATF de

bovinos, permanecendo uma grande lacuna a ser investigada.

2.4.3 Indugdo Sincronizada da Ovulacao

A ovulagdo sincronizada do FD pode ser induzida com o uso de
horménios indutores da ovulagdo, ou seja, com GnRH, LH, hCG ou E; (BE ou CE) ao final
do tratamento.

Os farmacos utilizados para indu¢do da ovulagdo agem por feedback
positivo, tanto na liberagdo pulsatil de LH, através dos niveis de E; e GnRH, quanto pela
ligagdo direta do hCG ou LH nos receptores de LH do foliculo pré-ovulatério (BARUSELLI
et al., 2010).

Cada indutor de ovulacao possui um tempo especifico entre a indugdo e o
momento da ovulacdo. O GnRH possui um intervalo de 26 a 30 horas entre a indugdo e a
ovulacao (WILTBANK; HAUGHIN, 2003). O hCG e o LH possuem um intervalo de 24 a 26
horas. A aplicagdo do BE 24 horas apos a remogao da fonte de P4 induz o pico de LH em 22

horas e a ovulacao entre 44 a 45 horas (MAIO et al., 2006). Ja a aplicacdo do CE no momento



34

da retirada do dispositivo de P4, induz o pico de LH em 45 a 49 horas (SALES et al., 2007) e
a ovulagdo entre 67 a 70 horas apos o tratamento (SALES et al., 2008).

2.4.4 Uso do eCG nos Protocolos de IATF

Nesta revisao ja foi discutida a relagdo entre o anestro e a condigdo
nutricional da fémea no pos-parto. O retorno da atividade ovariana tende a ser mais longo em
vacas com balango energético negativo, e esta condicdo ¢ muito comum no periodo final da
gestacdo e inicio da lactagdo.

Na condi¢do de anestro, o tratamento com P, assegura que a primeira
ovulacdo seja acompanhada com a expressdo do estro e funcionamento normal da fase lutea.
O uso do eCG pode acompanhar o tratamento com a P4 para assegurar a ovulagdo em vacas
que estdo em anestro profundo (BO et al., 2003).

O eCG ¢ um farmaco de alto peso molecular com tempo de meia vida longo
de até 72 horas, sendo produzido nos calices endometriais da égua com 40 a 130 dias de
gestagdo (MURPHY; MARTINUK, 1991). O eCG possui capacidade de se ligar aos
receptores foliculares de FSH e LH (SOUMANO et al., 1996) e aos receptores de LH do CL
(STEWART; ALLEN, 1981).

O uso do eCG no momento da remogao dos dispositivos de P, promove um
aumento no crescimento folicular, maior pico de LH pré-ovulatério e melhor sincronia do
estro ¢ da ovulagdo, resultando em melhores taxas de prenhez quando empregado em vacas

com baixo ECC ou que estejam amamentando (BO et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004a).
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3 HIPOTESE

e Vacas Nelore (Bos indicus) submetidas ao protocolo de IATF a base de progesterona
injetavel apresentam dinamica folicular ovariana e taxa de prenhez semelhantes as vacas

sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

e Comparar a dinamica folicular ovariana de vacas Nelore (Bos indicus) sincronizadas
com protocolo de IATF a base de progesterona injetavel versus dispositivo

intravaginal de progesterona.

4.2 ESPECIFICOS

e Verificar o nimero de vacas com foliculos > 5 mm no D4, a taxa de crescimento
folicular, o didmetro do foliculo dominante na IATF e do foliculo pré-ovulatoério, a
taxa de ovulacdo e o didmetro do corpo luteo de vacas Nelore sincronizadas com
protocolos de IATF a base de progesterona injetavel e dispositivo intravaginal; e

e Verificar a dinamica folicular ovariana e a taxa de prenhez de vacas Nelore, com e
sem corpo lateo, sincronizadas com protocolo de IATF a base de progesterona

injetavel e dispositivo intravaginal.
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5 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

ARTIGO I - Original paper

Ovarian follicular dynamics of Nelore (Bos indicus) cows subjected to a fixed-time

artificial insemination protocol with injectable progesterone

Laboratory of Animal Reproduction, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,

Brazil

Abstract: This study aims to evaluate ovarian follicular dynamics of Nelore cows subjected
to fixed-time artificial insemination (FTAI) with injectable progesterone (P4) or intravaginal
device. In the device group, 20 cows received an intravaginal device with 1 g of P4 and
administration of 2 mg estradiol benzoate (EB) intramuscularly (im) on D0. The device was
removed on D8, followed by administration of 500 pg of cloprostenol, 300 IU of equine
chorionic gonadotropin (eCG) and 1 mg of estradiol cypionate (EC), im. The cows were
inseminated on D10. In the injectable group, 350 mg of P4 (300 mg subcutaneously and 50
mg im) and 2 mg of EB im were administered on DO to 16 cows. On D6, 500 pg of
cloprostenol, 300 IU of eCG and 1 mg of EC were administered im. The FTAI was performed
on D8. Ultrasonography was performed to determine follicular parameters. Sixty-five percent
of cows from the device group (13/20) and 75% from the injectable group (12/16) showed
follicles > 5 mm on D4 (p>0.05). The average rate of follicular growth was 0.92+0.25
mm/day for the device group and 1.06+0.45 mm/day for the injectable group (p>0.05). The
average diameter of the dominant follicle at FTAI was 11.4+1.4 mm for the device group and
10.8+1.8 mm for the injectable group (p>0.05). In the device group, ovulatory follicles had an
average diameter of 12.1£1.4 mm, and in the injectable group 12.3+1.6 mm (p>0.05). Ninety
percent of the device group (18/20) and 37.5% of the injectable group (6/16) demonstrated
ovulation (p<0.05). The average diameter of the corpus luteum was 18.7+4.3 mm for the
device group and 17.743.6 mm for the injectable group. The ovarian follicular dynamics was
similarly between groups, but the ovulation rate was higher in the cows synchronized by
intravaginal device.

Keywords: Bos indicus. Ultrasonography. Follicular growth. Ovulation. Dominant follicle.

1. Introduction

Most programs of FTAI in cattle use progesterone (P4) or progestin as the principal
hormonal basis for synchronizing the estrous cycle, treatment may be administered in the
form of an intravaginal device, an ear implant or an oral medication. The purpose of P4 in
FTALI protocols is to promote synchronization of estrus by mimicking a corpus luteum (CL) or
prolonged luteal phase (Baruselli et al. 2004).

The intravaginal device contains natural P4 that exerts negative feedback on estradiol

and inhibits the LH surge during the treatment period (5-10 days), thereby preventing estrus
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and ovulation of the dominant follicle (DF); (Stock and Fortune 1993; Savio et al. 1993).
When associated with estrogen, P4 promotes regression of the DF and the synchronized
emergence of a new follicular wave (Baruselli et al. 2004). If given with PGF2a promotes
synchronization of estrus and when associated with estradiol, GnRH or LH promotes
synchronization of ovulation (B¢ et al. 2002).

Although estradiol/P4-based FTAI protocols are highly efficient in synchronizing Bos
indicus cows (Sa Filho et al. 2010; Sales et al. 2012) many progress to facilitate reproductive
management, minimize service, and reduce costs, are necessary to remain at the forefront of
new advances in reproductive biotechnology. In this respect, the use of an injectable P4
source to control the estrous cycle would improve current FTAI programs and others
reproductive biotechnologies.

The isolated effect of injectable P4 on the estrous cycle of cattle has been investigated
in a few studies (Ulberg and Lindley 1960; Fike et al. 1999), but to date no studies have
investigated the use of injectable P4 to replace another source of P4 in FTAI protocols in
cattle, especially in Bos indicus. One of the major advantages of injectable P4 is the reduction
of labor when it is used on a large scale.

The aim of this study was to evaluate ovarian follicular dynamics of Nelore cows

subjected to FTAI protocols using injectable P4 or an intravaginal device.

2. Materials and Methods

2.1. Site, animals and feed management

The experiment was conducted during the breeding season (November to March) in
South America, latitude 23° 24’ 23" and longitude 57° 26’ 4"”. The climate in this region is
tropical, with an average temperature of 24°C and a rainy season from November to January.

Thirty six multiparous Nelore cows (Bos indicus) between 72 and 84 months of age
were used for the study. These cows with 45 to 60 days postpartum, had a body condition
score (BCS) between 2.5 and 3.5 (2.6+0.2) using a scale of 0 to 5 (Ayres et al. 2009). The
average weight of these cows was 448.9+39.7 kg.

During the experimental period, the cows were maintained by continuous grazing of
Brachiaria brizantha and Brachiaria humindicula. They were given access to mineralized salt

and water ad libitum.
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2.2. Animal selection

The cows were previously selected according to the low ovarian activity. Palpation
and transrectal ultrasonography using an Aloka ultrasound, model SSD-500, equipped with a
5 MHz linear transducer (Aloka, Tokyo, Japan) were performed to select only the cows with

absence of CL and large follicles (< 8 mm); (Baruselli et al. 2004).

2.3. Experimental design

The animals were randomly allocated into two in groups: 20 cows were subjected to
conventional FTAI as outlined in Fig. 1 and another 16 animals received the injectable
protocol as described in Fig. 2. In the injectable group, FTAI was performed on DS, 48 h after
administration of EC. This timing was established according to the results of previous studies.

Only the P4 was different between groups.

Figura 1 - Schema of the FTAI protocol used for cows that received the intravaginal P4
device, including a schedule of ultrasound evaluations.

Removal of P4 device
500ug of cloprostenol/im
Insertion of P4 device with [g ;(g)OIU OIP;DCSG/im
2mg of EB/im Img of EC/im
D, D, Ds D¢ D, Dy Dy Dy Dy Dy Dz
Ao H_J
1 - 1
Follicular dynamics Follicular dynamics Follicular dynamics Diameter of CL

every 24h every L2h

P4 - Progesterone (DIB®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

EB - Estradiol benzoate (Syntex®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

Cloprostenol (Cyclase® DL, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

eCG - Equine chorionic gonadotropin (Novormon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

EC - Estradiol cypionate (Cipiosyn®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).



47

Fig. 2 - Schema of the FTAI protocol used for cows that received the injectable P4, including
a schedule of ultrasound evaluations.

300mg of Pd*/sc 500ug of cloprostenol/im
50mg of P4/**im 300IU of eCG/im
2mg of EB/im Img of EC/im  FTAI
D, D, D D D, Dy Dy Dy D,
g H_J
1 g 1
Follicular dynamics Follicular dynamics Follicular dynamics Diameter of CL

cvery 24h every 12h

*Natural progesterone in vehicle of slow absorption.

**Natural progesterone in vehicle of fast absorption.

EB - Estradiol benzoate (Syntex®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

Cloprostenol (Cyclase® DL, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

eCG - Equine chorionic gonadotropin (Novormon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

EC - Estradiol cypionate (Cipiosyn®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).

2.4. Follicular dynamics

Evaluation of follicular dynamics was performed by transvaginal ultrasonography
using an Aloka® ultrasound, SSD-500, equipped with a 7.5 MHz micro convex transducer
(Aloka, Tokyo, Japan) and coupled to a follicular aspiration guide.

During the evaluation of follicular dynamics, the following parameters were assessed:
the presence of follicles > 5 mm on D4, the diameter of the dominant follicle (DF) at FTAI,
the diameter of the ovulatory follicle (OF), the ovulation rate and the average diameter of the
CL. All data were obtained in both ovaries and recorded individually for further monitoring.

For each evaluation, both ovaries were scanned by ultrasound. Follicles > 5 mm were
identified and measured by ultrasound own resources, taking into account the average of two
cross-sectional linear measurements of the follicular antrum (Ginther et al. 1989).

The DF was defined as the one that grew to at least > 8 mm and exceeded the diameter
of all other follicles (Figueiredo et al. 1997). Ovulation was monitored by ultrasound every 12
h after FTAI detected by the absence of the previously identified DF and confirmed by the
later presence of a CL in the same ovary (Ginther et al. 1989).

On the 12th day after FTAI, the diameter of the CL was measured in the same ovary
that previously contained the DF. The diameter of the CL was determined by the average of

two linear measurements of the cross-sectional surface of the CL (Ginther et al. 1989).
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2.5. Parameters evaluated and statistical analyses

The groups were evaluated for the presence of follicles > 5 mm on D4 (%, mm), the
average rate of follicular growth (mm/day), the diameter of the DF at FTAI (mm), the
diameter of the OF (mm), the ovulation rate (%) and the average diameter of the CL (mm).

Individual information from each cow was collected in a data set for statistical
analysis. The average rate of follicular growth was calculated for each cow of each group
according Figueiredo et al. (1997).

Quantitative variables such as average rate of follicular growth, diameter of the DF at
FTAI and diameter of the OF and CL were assessed by analysis of variance (ANOVA). If the
difference between groups (P4 device vs. P4 injectable) was significant, data were examined
by Student T test. Frequency data such as the presence of follicles > 5 mm on D4 and
ovulation rate were analyzed by Fisher’s exact test.

All data were analyzed using the Statistical Software MNITAB15 program. The
significance level for rejecting the HO (null hypothesis) was 5%; namely, a level of
significance < 0.05 was considered to be the effect of categorical variables and their

interactions. Data are given as the mean +/- one standard deviation (M£SD).

3. Results

The ultrasonography performed on D4 showed that follicles > 5 mm were present in
65% of cows (13/20) from the device group and 75% of cows (12/16) from the injectable
group (p=0.718), with a mean follicular diameter of 5.9+0.6 and 6.5+0.7 mm, respectively
(p=0.086).

The average rate of follicular growth this experiment is shown in Fig. 3.
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Figura 3 - The average rate of follicular growth of Nelore cows synchronized by injectable
P4 (---) or intravaginal P4 device (—), p=0.248.
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The ovulation rate up to 48 h after FTAI was 90% (18/20) for the device group and
37.5% (6/16) for the injectable group (p=0.001). In the device group, ovulation occurred at
the following times: 0 to 12 h, 5% (1/20); 12 to 24 h, 70% (14/20); 24 to 36 h, 15% (3/20);
and no ovulation from 36 to 48 h. There was no ovulation from 0 to 12 h in the injectable
group; however, ovulation was later observed in 18.8% (3/16) between 12 and 24 h, 6.2%
(1/16) between 24 and 36 h and 12.5% (2/16) between 36 and 48 h.

Table 1 shows the diameter of the DF at FTAI, diameter of the OF and the diameter of
the CL as the mean + SD.
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Table 1 - Average diameter of the dominant follicle (DF) at FTAI, ovulatory follicle (OF)
and corpus luteum (CL) of Nelore cows synchronized with protocol-based
injectable P4 or intravaginal P4 device.

Groups
Variables p-value
Device Injectable

Average diameter of the DF at FTAI (mm) 11.4+1.4 10.8+1.8 0.320
% total of follicles 8.5 - 11 mm at FTAI 35 50 -
% total of follicles 11.1 - 14.4 mm at FTAI 65 50 -
Average diameter of the OF (mm) 12.1£1.4 12.3+1.6 0.880
% total of OF from 8.5 - 11 mm 27.7 16.6 -
% total of OF from 11.1 - 14.4 mm 66.6 83.3 -
% total of OF > 14.4 mm 55 - -
Average diameter of CL (mm) 18.7+4.3 17.7£3.6 0.581

4. Discussion

The FTAI protocol with injectable P4 showed similar follicular dynamics compared to
the cows synchronized with an intravaginal device. However, the injectable group showed
lower ovulation rate, possibly due to progesterone metabolism.

In the present study, we evaluated the presence of follicles > 5 mm on D4, when 65%
of cows in the device group showed follicles with a mean diameter of 5.9+0.6 mm and 75% of
cows injectable group had follicles with a mean diameter of 6.5+0.7 mm. The exact time of
follicular emergence was not determined, however, these results from D4 demonstrate that
injectable P4 was effective in producing a follicular wave.

The average rate of follicular growth in our study was 0.9+0.2 mm/day for the device
group and 1.0+0.4 mm/day for the injectable group (p=0.248). During evaluation of the
natural follicular dynamics of multiparous Bos indicus cows, Coutinho et al. (2007) found
similar growth rates with 1.0+£0.1 mm/day in cows with three waves per cycle and 0.8+0.1
mm/day in the cows with two waves per cycle.

To determine a dose of P4 that allows control of ovarian follicular waves, Callejas et
al. (2006) also evaluated the follicular growth rate and diameter of the DF in Bos taurus cows
treated with the following daily doses of P4: 600 mg, 400 mg, 200 mg and no P4 (control
group). P4 was given im and administered daily from days 3 to 9 of the estrous cycle. The

average rate of follicular growth was greater for the control group (1.63+0.30 mm/day) than
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for 200 mg (0.56+0.19 mm/day), 400 mg (0.6+0.23 mm/day) and 600 mg (0.11+£0.13
mm/day). The control group also demonstrated a greater mean DF diameter (14.3+1.3 mm)
than groups treated with P4 doses of 200 mg (8.8+1.1 mm), 400 mg (8.2+0.8 mm) or 600 mg
(6.6+0.6 mm). In our experiment, the dose of injectable P4 used (350 mg P4 only on DO)
induced follicular growth rates similar to the device group. If compared to study Callejas et al.
(2006), was greater than cows given daily P4 and less than those receiving no hormone
treatment.

The average diameter of the DF at FTAI was similar between groups, 11.4+1.4 mm for
the device group and 10.8+1.8 mm for the injectable group. In a study of follicular dynamics
in Bos taurus beef cows, Mackey et al. (2000) investigated the effect of P4 administration
alone or in combination with estradiol. They observed a greater DF diameter than recorded in
the present study, with variation from 12.5+0.6 to 16.0+0.7 mm. Higher average has been
demonstrated in Bos taurus compared to Bos indicus cows (Figueiredo et al. 1997). In Nelore
cows, however, Sales et al. (2012) found an average DF diameter of 13.4+0.4 mm at FTAI
when ovulation was induced by EB. Siqueira et al. (2009) found similar data in Bos taurus
beef cows, which had follicular diameters of 10.5+0.1, 10.7+0.1 and 10.6+0.4 mm when
synchronized with intravaginal devices containing 250 mg of medroxyprogesterone acetate,
devices containing 250 mg of medroxyprogesterone acetate plus 100 mg of P4 given im, or 1
g of P4, respectively.

In our study, 65% of cows from the device group presented with follicles between 11.1
and 14.4 mm and 35% between 8.5 and 11 mm, very close to other results in Bos indicus
females with P4 device (S4 Filho et al. 2010). In the injectable group, 50% of cows presented
with follicles between 11.1 and 14.4 mm and 50% between 8.5 and 11 mm. Fewer cows in the
injectable group had follicles > 11 mm at FTAIL The ultrasonography performed 48 h after
FTAI showed that over half of non-ovulating cows continued with DF growth; thus, it is
possible that the DF of cow receiving injectable P4 requires a longer growth period.

Considering only cows that ovulated, 28% of device group (5/18) ovulated follicles
between 8.5 and 11 mm, 67% (12/18) produced follicles between 11.1 and 14.4 mm and the
remaining 6% (1/18) ovulated follicles > 14.4 mm. In the injectable group, 17% (1/6)
ovulated follicles between 8.5 and 11 mm and 83% (5/6) between 11.1 and 14.4 mm. The
injectable group demonstrated a lower ovulation rate than the device group, with only 37.5%
(6/16) ovulating in comparison to 90% (18/20), respectively (p=0.001). In both groups, most
cows that ovulated did so within 12-24 h of FTAI (18.8% of the injectable and 70% of the

device). In postpartum Nelore cows synchronized with an estradiol/P4-based FTAI protocol,
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Sales et al. (2012) observed a lower ovulation rate to the device group, with 77.8% of cows
(21/27) induced by EB and 82.8% (24/29) by EC. The ovulation rate of the injectable group
was lower than observed in the device group or in the literature.

In the device group we observed ovulatory response similar to that reported by (Sa
Filho et al. 2010). These authors reported that the size of the DF at FTAI has a positive
correlation with the ovulation rate. Gimenes et al. (2008) reported that in Bos indicus cattle,
the ovulatory response rate is 33%, 80% and 90% for follicles of 7 - 8.4 mm, 8.5 - 10 mm and
> 10 mm, respectively.

In the present study, all cows given an intravaginal device responded to the
synchronization protocol, and 90% ovulated. All cows given the injectable P4 also responded
to the protocol, presenting with a wave of follicular growth and follicles > 8.5 mm at FTAI;
however, in this group only 37.5% ovulated. Perhaps it may be influenced by BCS (Rodrigues
et al. 2011), since cows with BCS around 3 had better ovulation rate. Possibly cows with high
or low BCS has a lower rate of P4 injectable metabolism.

The ultrasonography performed 48 h after FTAI also showed that over half of non-
ovulatory cows continued to experience DF growth. A longer period of DF growth may
enhance the ovulation rate and delay P4 metabolism. Another possibility would be to test
other ovulation inducers, such as GnRH or LH. A study of the plasma profile of injectable P4
may result in important information to better direct its use in FTAI protocols.

In the present study, the size of the CL was evaluated 12 days after FTAI. Machado et
al. (2008) reported that the maximum size of the CL occurs between days 13.4 and 14.4 of the
estrous cycle, and a maximum concentration of P4 occurs between days 12.2 and 15.2.

In summary, postpartum Nelore cows subjected to the FTAI protocol with injectable
P4 showed that follicles > 5 mm on D4, follicular growth, diameters of the DF, OF and CL
were all similar to those observed in the cows synchronized with an intravaginal device.
However, the ovulation rate was significantly higher in the device group. It is possible that
injectable P4 undergoes different metabolism, resulting in variable levels of LH. Further
studies are necessary to better inform the use of injectable P4 in FTAI protocols in Bos

indicus females.
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ARTIGO II - Original paper

Fixed-time artificial insemination with injectable progesterone: Ovarian follicular

dynamics and pregnancy rates of Nelore (Bos indicus), with and without corpus luteum

* Laboratory of Animal Reproduction, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,

Brasil.

Abstract: This study aims to evaluate the ovarian follicular dynamics and pregnancy rate of
Nelore cows, with or without corpus luteum (CL), subjected to fixed-time artificial
insemination (FTAI) with injectable progesterone (P4) or intravaginal device. Forty-four
multiparous cows were allocated into a 2x2 factorial. Twenty-two cows (11 with and 11
without CL) received an intravaginal device with 1 g of P4 and 2 mg estradiol benzoate (EB)
intramuscularly (im) on DO. The device was removed on D8, followed by administration of
500 pg of cloprostenol and 300 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG), im. On D9, 1 mg
of EB im was administered and FTAI performed on D10. Other 22 cows (11 with and 11
without CL) received 350 mg of P4 (300 mg subcutaneously and 50 mg im) and 2 mg of EB
im on D0. On D6, 500 pg of cloprostenol and 300 IU of eCG were administered im. On D7, 1
mg of EB, im was administered and FTAI performed on DS8. Ultrasonography was performed
to determine follicular parameters. Cows with or without CL, treated with injectable P4 or
intravaginal device showed similar follicles > 5 mm on D4, rate of follicular growth, of
behavioral estrus and diameter of CL (p>0.05). Animals synchronized with an intravaginal
device showed larger diameter of the dominant follicle (DF); (11.742.0 mm) and ovulatory
follicle (OF); (11.8£1.7 mm) than those received injectable P4 (9.7+1.7 and 10.6£1.8 mm,
respectively); (p<0.05). Absence of CL in cows synchronized with intravaginal device
showed better diameter of OF (12.4+1.3 mm) compared with those treated with injectable P4
(10£2.0 mm); (p<0.05). The ovulation occurred in 59% (13/22) of cows with CL, 77.2%
(17/22) of animals without CL, 90.9% (20/22) of treated with intravaginal device and 45.5%
(10/22) of synchronized with injectable P4 (p<0.05). Cows without CL synchronized with
intravaginal device showed better ovulation rate (100%, 11/11) than those treated with
injectable P4, without CL (54.5%, 6/11) and with CL (36.3%, 4/11); (p<0.05). The pregnancy
rate was larger in the intravaginal device group (45.4%; 10/22) compared to injectable P4
groups (18.1%; 4/22); (p=0.05). Despite the similarity in the follicles > 5 mm on D4, rate of
follicular growth, of behavioral estrus and diameter of CL, cows synchronized with
intravaginal device showed better diameter of the DF at FTAI of the OF, the ovulation and
pregnancy rates.

Keywords: Bos indicus. Ultrasonography. Follicular growth. Ovulation and dominant
follicle.
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1. Introduction

The Brazil holds a privileged position in the scenery of artificial insemination (Al) in
cattle, by has the largest commercial herd (200 million of bovines) and the largest market of
fixed-time artificial insemination (FTAI) in the world. Recently, Al showed expressive
growth and this progress was mainly due to the use of FTAI that in 2002 about 100.000 cows
were inseminated and in 2011 the FTAI reached 6.5 million of females.

The progesterone (P4) or progestin is the principal hormonal basis to synchronization
of estrus in most programs of FTAI in cattle. This hormone may be used in the form
intravaginal device, ear implant or oral administration [1].

During the treatment with intravaginal device (5-10 days), the P4 exerts negative
feedback on estradiol and inhibits the LH surge, preventing estrus and ovulation of the
dominant follicle (DF) [1]. When associated with estrogen on DO promotes regression of the
DF and synchronized emergence of a new follicular wave. The end of treatment, PGF2a can
be given to promote estrus synchronization and estradiol, GnRH or LH to induce ovulation
synchronization [2].

Currently, there are many estradiol/P4-based FTAI, that are efficient in the control
estrus and ovulation of cattle [3, 4], but all progress to facilitate the reproductive management,
minimize service, reduce costs, it is necessary to remain at the forefront of new advances in
reproductive biotechnology. In this respect, the use of an injectable P4 source to control the
estrous cycle would improve current FTAI programs and others reproductive biotechnologies,
because one of the major advantages of injectable P4 is the labor reduction when FTAI it is
used in large scale.

The effects of injectable P4 in control estrous cycle of cattle [5, 6] or in FTAI
protocols (Morotti et al., unpublished) has been poorly studied. Therefore, the aim of this
study was to evaluate ovarian follicular dynamics and pregnancy rate of Nelore cows (Bos

indicus), with or without CL, subjected to FTAI with injectable P4 or intravaginal P4 device.

2. Materials and Methods

2.1. Site, animals and feed management

The experiment was conducted during the breeding season (November to March) in

South America, latitude 23° 24’ 23" and longitude 57° 26’ 4”. The climate in this region is

tropical, with an average temperature of 24°C and a rainy season from November to January.
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Forty-four, multiparous Nelore cows (Bos indicus) between 72 and 84 months of age
and with 45 to 60 days postpartum were used in this study. The animals had a body condition
score (BCS) between 2.5 and 3.5 (2.8+0.1) using a scale of 0 to 5 [7] and average weight of
410.3+47.5 kg.

During the experimental period, the cows were maintained by continuous grazing of
Brachiaria brizantha and Brachiaria humindicula. They were given access to mineralized salt

and water ad libitum.

2.2. Animal selection

The cows were previously selected according to ovarian activity. Palpation and
transrectal ultrasonography using an Aloka ultrasound, model SSD-500, equipped with a 5
MHz linear transducer (Aloka, Tokyo, Japan) were performed to select 22 cows with CL and

22 cows without CL and large follicles <8 mm [1].

2.3. Experimental design and treatments

The selected animals were allocated into a 2x2 factorial. Eleven cows with and 11
without CL were subjected to conventional FTAI using an intravaginal device containing 1 g
of P4 (DIB®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) and intramuscular (im) application of 2 mg
estradiol benzoate (EB); (Syntex®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) on DO. Eight days later
(D8) the device was removed and 500 pg of cloprostenol (DL Cyclase®, Syntex, Buenos
Aires, Argentina) and 300 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG); (Novormon®, Syntex,
Buenos Aires, Argentina) were applied im. On D9, 1 mg of EB (Syntex®, Syntex, Buenos
Aires, Argentina) was applied im and FTAI performed on D10, 48h after device removal.

Other cows (11 with and 11 without CL) received 350 mg of injectable P4 (300 mg
subcutaneously' and 50 mg im?®) and 2 mg of EB (im) on DO. Six days later (D6), 500 pg of
cloprostenol and 300 IU of eCG were applied im. On D7, 1 mg of EB im was administered
and FTAI performed on D8, 24h after the ovulation inductor. This timing was established

according to the results of previous studies.

! Natural progesterone in vehicle sesame and peanut oil (slow absorption).
? Natural progesterone in vehicle sesame and peanut oil (fast absorption).
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2.4. Follicular dynamics

The follicular dynamics was performed by transvaginal ultrasonography using an
Aloka® ultrasound, SSD-500, equipped with a 7.5 MHz micro convex transducer (Aloka,
Tokyo, Japan) and coupled to a follicular aspiration guide.

Evaluations were performed on D0, D4 and every 24 h until FTAIL The ovulation was
monitored every 12 h after insemination and assessment of the CL 12 days after FTAIL All
data were obtained in both ovaries and recorded individually for further monitoring.

For each evaluation, both ovaries were scanned by ultrasound and follicles > 5 mm
were identified and measured by ultrasound own resources, taking into account the average of
two cross-sectional linear measurements of the follicular antrum [8].

Behavioral estrus was observed twice daily during 1 h at 6:00 a.m. and 7:00 p.m.
Observations began at the time of cloprostenol administration (D6 to injectable P4 and D8 to
intravaginal device) until 60 h after. Estrus was considered to have occurred when the cow
stood to be mounted by another cow (standing estrus).

The DF was defined as the one that grew to at least > 8 mm and exceeded the diameter
of all other follicles [9]. Ovulation was detected by the absence of the previously identified
DF and confirmed by the later presence of a CL in the same ovary. On the 12th day after
FTAI the CL was measured in the same ovary that previously contained the DF [8]. The
pregnancy rate was determined by ultrasonography, 35 days after of FTAL

2.5. Parameters evaluated and statistical analyses

The animals were evaluated for the presence of follicles > 5 mm on D4 (%, mm), the
average rate of follicular growth (mm/day), the rate of behavioral estrus (%), the diameter of
the DF at FTAI (mm), the diameter of the ovulatory follicle (OF); (mm), the ovulation rate
(%), the diameter of the CL (mm) and of pregnancy rate (%).

Parametric data were assessed by analysis of variance (ANOVA). If the difference
between groups was significant, data were examined by Tukey’s test. Frequency data and
dichotomous variables were analyzed by Chi-Square test.

All data were analyzed using the Statistical Software MNITAB16 program. The
significance level for rejecting the HO (null hypothesis) was 5%; namely, a level of
significance < 0.05 was considered to be the effect of categorical variables and their

interactions. Parametric data are given as the mean +/- one standard deviation (M+SD).
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3. Results and Discussion

Data of follicles > Smm on D4, follicular growth, estrous behavior rate and diameter
of CL were similar between cows synchronized with intravaginal device or injectable P4.
However, the animals that received injectable P4 showed lower diameter of the DF at FTAI,
diameter of the OF and ovulation and pregnancy rates (Table 1).

The average rate of follicular growth in our study was similar between groups that
received an intravaginal device (1.10+0.3 mm/day) or an injectable P4 (1.19+0.4 mm/day);
(p=0.403). No interaction was observed between the ovarian activity and P4 used, namely, the
cows treated with injectable P4 or intravaginal device, regardless of the presence or absence
of CL, did not influence the rate of follicular growth. This data are similar when compared
with Coutinho et al. [10] (1.0+£0.1 mm/day) in multiparous Bos indicus cows and higher than
found by Callejas et al. [11] in Bos taurus cows treated with the following daily doses of P4:
600 (0.1+£0.1 mm/day), 400 (0.6+0.2 mm/day) and 200 (0.5+0.1 mm/day). In this study, the
dose of injectable P4 (350 mg P4 only on DO) induced similar follicular growth rates with
intravaginal device.

The cows synchronized with intravaginal device showed larger diameter of the DF at
FTAI (11.7+£2.0 mm) compared with those receiving injectable P4 (9.7+1.7 mm); (p=0.003).
However was not interaction observed between the ovarian activity and P4 used. In Bos
indicus beef cows synchronized with an estradiol/P4-based FTAI protocol Sa Filho et al. [3]
found an average diameter of 11.1+0.3 mm at FTAI Siqueira et al. [12] also found similar
data in Bos taurus beef cows, which had follicular diameters of 10.5+0.1, 10.7+0.1 and
10.6£0.4 mm when synchronized with intravaginal device containing 250 mg of
medroxyprogesterone acetate, intravaginal device with 250 mg of medroxyprogesterone
acetate plus 100 mg of P4 given im or intravaginal device with 1 g of P4, respectively.

The cows synchronized with intravaginal device showed larger diameter of OF
(11.8£1.7 mm) than the cows that received injectable P4 (10.6+£1.8 mm); (p=0.005). In this
variable, the association of factors, intravaginal device and absence of CL, provided better
diameter of OF (12.4+1.3 mm) than factors, injectable P4 and absence of CL (10+2.0 mm);
(p=0.033). On the other hand, the presence of CL in cows treated with injectable P4 (12.2+1.4
mm) showed similar results with those that received intravaginal device (12.1£1.2 mm);
(p>0.05); (Table 2). In postpartum beef cows, OF size can vary widely and may be < 11 mm

or > 16 mm [13]. The data of present study (intravaginal and injectable groups) showed lower
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diameter of OF than found by Sales et al. [4] that in Nelore cows undergoing FTAI observed
13.1+£0.4 and 13.9+£0.4mm to ovulation induced by EB and EC, respectively.



Table 1 - Follicular dynamics data and pregnancy of Nelore cows, with or without CL, synchronized with protocol-based injectable P4 or
intravaginal device.

Follicles > Follicular Estrous Diameter of the Diameter Ovulation Diameter Pregnancy

Treatments Smmon D4 growth behavior DF at FTAI  of the OF rate of CL rate

(% / mm) (mm/day) (%) (mm) (mm) (%) (mm) (%)

Present 611’38 1.14+0.3 77.2 10.5+1.8 11.4£1.3 59.0 17.3+3.8 36.3

Corpus luteum  Absent (o LISH04 863 108423 1L.1£22 772 166£32 272
p-value 0.165 0.942 0.434 0.705 0.563 0.195 0.489 0.517

Intravaginal 6218 g 1.10+0.3 81.2 11.742.0° 11.8£1.7*  90.9° 17.6+3.5 45.4°

Progesterone  Injectable ] 55105 o, L19:04 812 907£1.7°  10.6£1.8° 455" 161234  18.1°
p-value 0.376 0.403 1.00 0.003* 0.005* 0.001* 0.211 0.050*

Mean 6.4+0.8 1.14+0.3 81.5.2 10.742.1 11.3£1.8 68.1 17.0+£3.4 31.8

CL vs. P4

Interaction 0.958 0.301 0.748 0.564 0.033*' 0.007** 0.594 0.203

* Statistical difference (p <0.05).
Different letters (a, b) within a column, numbers statistically different (p < 0.05) for interaction between all factors.

(1, 2) To effect of injectable P4 and intravaginal device of cows with or without CL on the diameter of OF and ovulation rate refer to the Table 2.
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Table 2 - Average of diameter of the ovulatory follicle and ovulation rate of Nelore cows, with or without CL, synchronized with protocol-based
injectable P4 or intravaginal device.

Progesterone vs. Corpus luteum Ovulatory follicle' (mm) Ovulation rate” (%)
Injectable P4 with CL 12.2+£1.4° 36.3°
Injectable P4 without CL 10+£2.0° 545"
Intravaginal device with CL 12.141.2° 81.8
Intravaginal device without CL 12.4+1.3° 100 °

Different Ietters (a, b, ¢) within a column, numbers statistically different (p <0.05).
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The ovulation rate was lower in the animals treated with injectable P4 (45.5%, 10/22)
than those synchronized with intravaginal device (90.9%, 20/22); (p=0.001). Furthermore, it
was observed an interaction between ovarian activity and P4 used (p=0.007). Cows without
CL and that received an intravaginal device showed better ovulation rate (100%, 11/11) than
those treated with injectable P4, without CL (54.5%, 6/11) and with CL (36.3%, 4/11).
However, cows without CL synchronized with injectable P4 showed similar ovulation rate
those with CL treated with intravaginal device (81.8%, 9/11); (Table 2). Most cows ovulated
within 12-24 h of FTAI (90% to injectable P4 and 95% to intravaginal device). In Nelore
cows synchronized with an estradiol/P4-based FTAI protocol Sales et al. [4] observed a lower
ovulation rate to the intravaginal device, with 77.8% of cows (21/27) induced by EB. The
ovulation rate of the injectable P4 was lower than observed in the control or in the literature.

Actually, estradiol/P4-based FTAI protocols are highly efficient in synchronizing of
wave of follicular growth and ovulation in Bos indicus cows [4, 14]. In the present study, only
one cow of intravaginal device showed no follicular recruitment and growth, 95% of them
responded to protocol and 90.9% ovulated. All cows given the injectable P4 showed follicular
recruitment and growth, with follicles > 7 mm at FTAI; however, only 45.4% of this group
ovulated.

Beyond individual characteristics on the P4 metabolism, it is possible that the BCS
also has some influence [15] resulting in variable levels of LH and affecting the ovulation. In
the present study, the ovulation rate was better in cows with BCS close to 3.

In the animals of injectable P4, the ultrasonography performed until 48 h after FTAI
also showed that some non-ovulatory cows continued to experience DF growth following by
reduction in the diameter without achieve the ovulation. Maybe, a longer period of DF growth
may enhance the diameter of the OF and ovulation rate. It could also to use others ovulation
inducers, such as GnRH and LH. A study of the plasma profile of injectable P4 may result in
important information to better direct its use in FTAI protocols.

In our study, the small number of animals (n=44) is a limitation to evaluation the
pregnancy rate, nevertheless we consider important to provide this data. The pregnancy rate
was larger in the cows synchronized with intravaginal device (45.4%, 10/22) compared than
those treated with injectable P4 (18.1%, 4/22); (p=0.05). Similar data, was found in beef cows
treated with 50 mg of P4 daily (for 14 days) followed 72 h later by 0.5 mg of EB, with 15%
(4/26) of pregnancy rate. Already the animals that received 25mg of P4 and 1 mg of EB, the
pregnancy rate was 38% (16/42) [5]. The lower fertility in our study was due a lower
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ovulation rate of animals that received injectable P4. Despite the effect of P4 on the
pregnancy rate, it was not observed interaction between ovarian activity and P4 used.

Pregnancy data of intravaginal device were lower than those found by Bader et al.
[16], Schafer et al. [17] but similar found by Colazo et al. [18]. Studying Nelore cows
synchronized with intravaginal P4 device, Silveira et al. [19] reported pregnancy rates of
53%. On the other hand, Baruselli et al. [20] obtained 43% and reported that these variations
are attributed to different management of properties, allowing a diversification in pregnancy
rate of 40 to 60%.

In conclusion, Nelore cows subjected to a FTAI protocol with injectable P4 showed
similarity in the follicles > 5 mm on D4, rate of follicular growth, of behavioral estrus and
diameter of CL compared with intravaginal device. However the diameter of the DF at FTAI,
of the OF, the ovulation and pregnancy rates were larger in the protocol with intravaginal
device. It is possible that injectable P4 is not completely metabolized during the treatment for
FTALI, resulting in variable levels of LH and blocking ovulation. Further studies are necessary

to better clarify the use of injectable P4 at FTAI protocols.
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5. CONCLUSOES

Vacas Nelore sincronizadas com protocolo de IATF a base de progesterona injetavel
apresentam taxa de foliculos > 5 mm no D4, taxa de crescimento folicular diario,
diametro do foliculo dominante na IATF e tamanho de corpo liteo semelhantes as
vacas sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona; e

O didmetro do foliculo pré-ovulatério, a taxa de ovulagdo e a taxa de prenhez de vacas
Nelore sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona sdo superiores aos

animais tratados com progesterona injetavel.



