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RESUMO

O melhoramento genético de vacas leiteiras esta associado ao declinio do desempenho
reprodutivo. A alta metabolizacdo dos hormonios esteroides traz como consequéncia a
queda de progesterona circulante. Consequentemente, o ambiente uterino e o
reconhecimento materno sdo prejudicados, reduzindo a taxa de concepg¢éo. Diante disso,
objetivou-se avaliar o efeito do incremento de progesterona circulante, através de
implante intravaginal de progesterona, ap0s a inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF) em vacas multiparas holandesas, no periodo de temperaturas elevadas e no
periodo de temperaturas amenas do ano, sobre a taxa de concepcdo aos 30 e 60 dias
apo6s a inseminacdo e a mortalidade embrionaria e fetal. A temperatura ambiente e
umidade relativa do ar foram mensuradas diariamente para calcular o indice de
temperatura e umidade. Em ambos os periodos foi realizada avaliacdo ultrassonografica
apos o parto e as lactantes aptas foram divididas em dois grupos: multiparas tratadas e
multiparas controle. Os animais do grupo tratado receberam um implante de
progesterona (1g) no terceiro dia ap6s a IATF, sendo retirado apds quatro dias.
Amostras de sangue foram coletadas dos grupos controle e tratado no terceiro e sétimo
dia ap6s a IATF para andlise de progesterona sérica atraves da técnica de
radioimunoensaio. No sétimo dia apos a IATF, aferiu-se a temperatura retal dos animais
de ambos os grupos. O diagnéstico de prenhez foi realizado aos 30 e 60 dias apds a
inseminacdo artificial por tempo fixo através de exame de ultrassom. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2. Foram realizadas
analises de variancia, utilizando o teste "t" para avaliacdo das médias. A correlacdo
entre duas varidveis foi realizada pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. Avaliou-se
a taxa de concepcdo e a taxa de mortalidade embrionaria e fetal pelo teste exato de

Fisher. O indice de temperatura e umidade no dia da IATF foi diferente (P<0,05) entre
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o0s periodos avaliados. A taxa de concepcao aos 30 e 60 dias e a taxa de mortalidade
embrionaria e fetal ndo diferiram entre 0s grupos tanto no periodo de temperaturas
elevadas quanto no periodo de temperaturas amenas (P>0,05). Durante o periodo
experimental, a concentracdo de progesterona sérica aumentou no grupo tratado em
relagdo ao grupo controle (P<0,05). Conclui-se que o indice de temperatura e umidade
no dia da IATF ndo influenciou a taxa de concepgdo aos 30 e 60 dias em ambos o0s
grupos avaliados. O implante intravaginal contendo um grama de progesterona, inserido
entre o terceiro e sétimo dia apos inseminacédo artificial em tempo fixo, no intuito de
elevar a concentracdo de progesterona sérica, ndao teve impacto nas taxas de concep¢do
aos 30 e 60 dias e nas taxas de mortalidade embrionaria e fetal de vacas holandesas

multiparas tanto em periodos de temperaturas elevadas e amenas do ano.

Palavras-chave: taxa de concepgéo, raca holandesa, hormdnios esteroides, taxa de

mortalidade embrionéria e fetal.



ABSTRACT

Genetic breeding of dairy cows has been associated with decline in reproductive
performance. Steroid hormone high metabolism brings as a consequence a fall in
circulating progesterone. Consequently, the uterine environment and maternal
recognition are damaged, reducing the conception rate. Thus the objective of the present
study was to assess the effect of increasing the circulating progesterone by intravaginal
progesterone implant after fixed time artificial insemination (FTAI) in multiparous
Holstein cows, in the high temperature period and cool temperature periods of the year,
on the conception rate at 30 and 60 days after insemination and the embryo and fetal
mortality. The environmental temperature and relative air humidity were measured
daily to calculated the temperature and humidity index. In both periods ultrasound
assessment was made after the birth and the suitable nursing cows were divided into
two groups: treated multiparous and control multiparous. The animals in the treated
group received a progesterone implant (1g) on the third day after FTAI that was
removed after four days. Blood samples were collected from the control and treated
groups on the third and seventh day after FTAI to analyze the serum progesterone the
radio immune assay technique. On the seventh day after FTAI, the rectal temperature of
the animals was measured in both groups. The diagnosis of pregnancy was made at 30
and 60 days after the fixed time artificial insemination by ultrasound exam. A
completely randomized block design was used in a 2 x 2 factorial scheme. Analyses of
variance were made using the t test to assess the means. The correlation between two
variables was made by the Pearson correlation coefficient. The conception, embryonic
and fetal mortality rates were assessed by the exact Fisher test. The temperature and
humidity index on the day of the FTAI was different (P<0.05) between the periods

assessed. The conception rate at 30 and 60 days and the embryonic and fetal mortality
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rates did not differ among the groups either in the high temperature period of the or cool
temperature period (P<0.05). During the experimental period, the serum progesterone
concentration increased in the treated group compared to the control group (P<0.05). It
was concluded that the temperature and humidity index on the day of FTAI did not
influence the conception rate at 30 and 60 days in the groups assessed. The vaginal
implant containing 1 g progesterone, inserted between the third and seventh day after
fixed time artificial insemination to raise the serum progesterone concentration, had no
impact on the conception rate at 30 and 60 days and on the embryonic and fetal
mortality rates in Holstein multiparous cow in either high or cool temperature periods of

the year.

Key words: conception rate, Holstein breed, steriod hormones, embryonic and fetal

mortality rate.



1 - INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo, com cerca de 200 milhGes
de cabecas, em continuo crescimento e vem apresentando avangos nos indices de
produtividade (Brasil, 2012a).

Além disso, € o quarto produtor mundial de leite (13,6%) com aproximadamente
31,5 bilhdes de litros anuais (Brasil, 2012b). Exporta 2% da produgdo nacional e
contribui com 0,9% do total da exportacdo mundial de leite em p6 (USDA, 2011).

De acordo com o relatério de Projecdes do Agronegdcio de 2010/11 a 2020/21
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a producdo de leite devera
crescer a uma taxa anual de 1,9% e as exportacdes de leite em p6 indicam aumento
médio anual de 4,6% (Brasil, 2012b).

Nos Gltimos anos, 0s programas sociais estimularam a distribuicdo de renda que
provocou expansao da classe C e consequentemente aumentou a demanda do mercado
interno por produtos de origem animal. No caso do leite, por exemplo, 0 consumo per
capita aumentou de 147 para 170 litros de 2010 para 2011 com proje¢des para alcancar
180 litros em 2012 (FAEMG, 2012).

Dessa forma, para atender a demanda externa e interna é necessario que o
desempenho animal seja otimizado. Uma baixa eficiéncia reprodutiva determina menor
producdo de leite e de bezerros, aumento nas despesas de manutengdo com vacas secas,
maiores taxas de descarte e maior numero de doses de sémen por concepcdo (Leite et
al., 2001).

Os desafios reprodutivos aumentam com o0 estresse caldrico, doengas
reprodutivas, nutricdo desbalanceada e aumento na produtividade animal. Além disso,
estudos relatam que efeitos adversos na mudanca de manejo, salude e condigdo

fisioldgica interferem na fertilidade (Mann, 2001).



O decréscimo da eficiéncia reprodutiva inclui inadequada observacdo de cio,
erro no horario de inseminagdo, ovulacdo retardada, balanco energético negativo,
mortalidade embrionaria e endogamia (Lucy, 2001). Outros fatores relacionados
englobam qualidade do sémen, fertilidade do touro, técnica de inseminagdo, condigédo
corporal, mastite clinica e subclinica, pododermatites e conforto animal (Wiltbank et al.,
2006).

Pesquisas indicam que a taxa de fertilizacdo em vacas € de aproximadamente
90%. Entretanto, a taxa de nascimento medio é de 55%, sendo que a maioria dessa
perda (70% a 80%) ocorre entre o dia oito e o dia 16 apds a inseminacdo (Diskin e
Morris, 2008). Vacas leiteiras de alta producdo tém maior taxa de mortalidade
embrionaria do que novilhas (Diskin et al., 2006).

O efeito negativo da alta producéo de leite na qualidade do odcito, fertilizacdo e
inicio do desenvolvimento embrionério é exacerbado pelo estresse térmico (Hansen e
Arechiga, 1999). Od6citos e embrifes em estagio inicial sdo extremamente sensiveis ao
estresse calorico. Alta temperatura ambiental reduz a taxa de desenvolvimento
embrionario na fase pés-concepcdo (Ealy et al., 1993).

O mecanismo biolégico pelo qual o estresse caldrico afeta a producdo e a
reproducdo é parcialmente explicado pela reducdo na ingestdo alimentar, mas também
inclui alteracBes enddcrinas, reducdo na ruminacao e absorcdo de nutrientes e aumento
das exigéncias para manutencdo (Baumgard e Rhoads, 2012).

A selecdo genética para maior producdo de leite é acompanhada pelo decréscimo
no desempenho reprodutivo, que pode ser explicado pelo aumento do metabolismo em
condicdes de estresse e demanda de alta energia. Pesquisas tém encontrado associacédo
positiva entre ingestdo de matéria seca, fluxo de sangue hepatico e taxa de
metabolizacdo de progesterona (Sangsritavong et al., 2002).

Em vacas leiteiras, insuficiéncia luteal e baixa concentragdo de progesterona séo
causas de mortalidade embrionaria e reducdo da taxa de prenhez durante o inicio do
desenvolvimento embrionario (Villarroel et al., 2004).

Progesterona pode influenciar a secregdo uterina de nutrientes e fatores de
crescimento que sdo essenciais para o inicio do desenvolvimento embrionario. De
acordo com varias pesquisas, suplementacdo de progesterona durante o inicio da
gestacdo, melhora a taxa de concepcéo de vacas leiteiras (Mann e Lamming, 1999).

Altas concentracdes de progesterona circulante imediatamente apds a concepgao

sdo associadas ao alongamento do concepto, juntamente ao aumento da producéo de



interferon-tau e maiores taxas de prenhez em vacas (Stronge et al., 2005) e ovelhas
(Satterfield et al., 2006). Esse melhor desempenho se deve a reducdo da mortalidade
embrionaria na fase critica do embrido (Howard et al., 2006).

Quanto maior for a eficiéncia das vacas, menores serdo 0s custos por bezerro
nascido e maiores os lucros para o produtor. Para tanto, essa demanda crescente por
animais de melhor qualidade, tem alavancado o uso de biotecnologias da reprodugéo
para otimizar o desempenho produtivo e reprodutivo do rebanho, de forma racional e

econdmica.

1.1. Revisao de literatura

1.1.1.Progesterona

A progesterona (Ps) é um hormonio esteroide, lipossolivel e derivada do
colesterol. A maioria dos hormdnios esteroides presentes no sangue esta ligada a
proteinas como a globulina, uma importante proteina transportadora da progesterona
(Swenson e Reece, 1996).

A partir do colesterol circulante, a P4 é sintetizada no ovario pelo corpo luteo
(CL), placenta e cortex da glandula adrenal. Além dos efeitos hormonais, ela atua como
precursora dos estrogénios, androgénios e esteroides do cortex da glandula adrenal
(Katzung, 2003).

Apesar da capacidade de passar facilmente da circulacdo sanguinea pela
membrana celular, algumas células sdo capazes de concentrar e utilizar esteroides por
intermédio da sintese de receptores citoplasmaticos especificos. A P, plasmatica se
prende a globulina para ser transportada até a célula-alvo, convertendo o receptor
inativo para ativo (Leonhardt e Edwards, 2002).

O complexo esteroide-receptor citoplasmatico é transferido ao nucleo, ligando a
sitios especificos da cromatina. A sintese de RNA-polimerase prossegue € 0 RNA
mensageiro é sintetizado. Geralmente em 30 minutos apds a interacéo inicial esteroide-
receptor citoplasmatico, a capacidade celular de sintetizar proteinas é ativada para um
objetivo especifico (Swenson e Reece, 1996).

A P, esta associada com o processo da ovulacdo e o estabelecimento e
manutencdo da prenhez (Leonardt e Eduards, 2002). Atua com frequéncia em

sinergismo com o estrogeno (E») e exerce varias fungdes no crescimento das glandulas



endometriais e lobuloalveolar da glandula mamaria, na atividade secretora do oviduto e
das glandulas endometriais para fornecimento de nutrientes para o desenvolvimento do
zigoto antes da sua implantagdo, na inibicdo da contracdo uterina durante a gestacdo e

na regulacdo da secrecdo de gonadotrofinas (Swenson e Reece, 1996).

1.1.2. Desenvolvimento embrionario

Em ruminantes, diversos estadios do desenvolvimento embrionario inicial séo
importantes para o crescimento e sobrevivéncia do embrido, que se move do oviduto
para o Utero no estadio de oito a 16 células (Grealy et al., 1996). Com cinco a seis dias
de idade atinge 16 a 32 células, formando uma esfera compacta denominada morula. No
dia sete ou oito uma cavidade é formada e as células do blastocisto inicial se diferencia
em massa celular interna (embrioblasto), destinada a formar o feto, e em trofoblasto,
destinado a formar a placenta (Morris et al., 2001).

Entre os dias nove e 10, o blastocisto expandido eclode da zona pellcida e
continua a expandir antes de comecar a alongar por volta do dia 13. O alongamento
embrionario ocorre ao redor do momento do reconhecimento materno da gestacdo e €
acompanhado por um aumento na atividade metabolica. A fixacdo do embrido ao
endométrio comeca aproximadamente no dia 19 e a implantacdo embrionaria esta
completa no dia 42 (Thatcher et al., 2001).

1.1.3.Reconhecimento materno da gestacéo

A expressao “reconhecimento materno da gestacdo” ¢ o processo pelo qual o
concepto sinaliza sua presenca a unidade materna, prolongando a vida do CL e
mantendo a gestacdo por uma intera¢do bioquimica que se estabelece entre o concepto e
o tecido endometrial nas diversas espécies mamiferas (Spencer e Bazer, 2004).

O estabelecimento da gestacdo envolve comunicagdo ativa e passiva entre o
embrido e o Utero. A manutencdo do CL garante a producdo continuada de P4, que é
necessaria para preparar o endométrio para implantacdo e nutricdo embrionaria (Bazer
et al., 2008).

Durante o reconhecimento materno da gestacdo, células mononucelares do
trofoblasto do concepto secretam uma proteina denominada interferon-tau (IFN.;) entre
os dias 10 e 21-25 com méxima producdo nos dias 14-16 (Spencer et al., 2004b). Essa



proteina também apresenta atividade antiviral, inibe a proliferacdo celular, regula as
células do sistema imune (Ealy et al., 1993) e ativa fatores de transcri¢do, induzindo a
expressao de genes (Binelli et al., 2001).

O IFN_; produzido se liga a receptores para interferons nas células endometriais
(Gray et al., 2006), formando o fator de transcricdo que é translocado para o ndcleo
(Binelli et al., 2001). Essa agéo inibe a transcrigdo de receptores de E; e ocitocina no
limen endometrial e na superficie do epitélio glandular (Spencer et al., 2007a) e a
producéo de pulsos de prostaglandina F2 alfa (PGF.,), prevenindo a luteolise, ou seja, a
regressdo funcional e estrutural do CL (Spencer et al., 2007Db).

O efeito antiluteolitico do IFN.; mantém a secrecéo de P4 que € essencial para a
manutencdo do ambiente uterino suportar 0s eventos criticos no sucesso do
desenvolvimento do concepto até o parto (Spencer et al., 2004b).

Aratjo et al. (2005), estudaram o congelamento de embrifes bovinos produzidos
in vitro e concluiram que ap6s sete dias de cultivo dos blastocistos, houve
comprometimento da secrecdo de IFN., dos embrifes descongelados, quando
comparados com frescos. Em estudo anterior, conduzido por Demmers et al. (2001), o
processo de criopreservacdo provocou lesdes no trofoblasto e na massa celular interna, o
que prejudicou a qualidade dos embrides, refletindo na sua capacidade de secretar IFN .
e promover o reconhecimento materno.

Dentre os varios fatores que interferem na comunicacdo materno-fetal, o
principal hormdnio que controla o processo de reconhecimento materno € a P4 (Mann e
Lamming, 1999).

Nas espécies animais, os niveis plasmaticos de P, variam de acordo com o
desenvolvimento, a manutencdo e a regressdo do corpo luteo (Hafez e Hafez, 2004).

Mann e Lamming (2001) detectaram que o desenvolvimento embrionario é
prejudicado quando ha baixa exposi¢do de P, apds a concepcdo. Consequentemente,
ocorre pouca liberagdo de IFN.; e transcricdo de receptores de ocitocina no epitélio
luminal do endométrio, liberando PGF,,. Assim, ndo acontece o reconhecimento
materno e a vaca retorna ao cio.

Estudos realizados em vacas por Stronge et al. (2005) e confirmados por Diskin
e Morris (2008) detectaram correlacéo positiva entre a elevada concentracdo de P4 pOs-
concepgdo ate o dia sete e 0 aumento no alongamento do concepto (Carter et al., 2008).

A suplementacdo de P, durante os dias cinco a nove apds a concep¢do

quadruplicou o comprimento do trofoblasto (P<0,01) e aumentou em seis vezes a



concentracdo uterina de IFN.; (P<0,05) em vacas holandesas ndo lactantes, quando
comparada com a suplementacgéo de P4 entre 0 dia 12 e 16, confirmando a importancia
da P4 no desenvolvimento embrionario antes do dia 14 (Mann et al., 2006).

Lonergan et al. (2007) observaram que embrides produzidos in vivo e in vitro e
transferidos em receptoras, a média da area dos embrides recuperados no dia 13 de
receptoras com alta progesterona tratadas no dia trés do ciclo estral (3,86+0,45 mm?)
aumentou, quando comparados com embriGes recuperados de receptoras com baixa
progesterona (1,66+0,38 mm>).

Estes resultados corroboram com os de Clemente et al. (2009) que, além de
observar aumento na &rea dos embriBes in vitro recuperados de novilhas previamente
tratadas com P, no dia trés do ciclo estral, detectaram aumento significativo no
comprimento no dia 14 (4,27+£0,42 mm versus 15,4+1,61 mm) quando comparados com
0s embrides recuperados dos animais sem tratamento.

Em contraste, embrifes cultivados in vitro na presenga ou auséncia de Py,
transferidos no dia sete e recuperados no dia 14, ndo apresentaram altera¢Ges na taxa de
clivagem ou desenvolvimento embrionario. Similarmente, o nimero de células do
embrioblasto e trofoblasto, assim como as dimensGes dos embribes, ndo foram
alteradas. Entretanto, houve uma variacdo no tamanho dos conceptos recuperados
(Clemente et al., 2009).

1.1.4.Progesterona na regulacdo da expressao génica no Utero

Em todos os modelos animais de implantacdo embrionaria conhecidos, 0s
blastocistos sdo capazes de transmitir e receber sinais do Utero para estabelecer o
contato com a mée (Bazer et al., 2009).

Os fatores primarios que estimulam a receptividade endometrial ao concepto sdo
os hormonios esteroides, E, e/ou P4, que promovem a expressao de seus respectivos
receptores. A receptividade do endométrio € causada pela combinacdo do E; e da P4, na
qual o primeiro causa a proliferacdo das células, enquanto a combinacdo de ambos é
necessaria para a proliferacdo e diferenciacdo do estroma celular uterino no intuito de
promover a implantacdo. Mudancas na expressao dos genes induzidas pelos horménios
ovarianos, especialmente P4, sdo criticos para a implantacdo e manutencao da prenhez
(Lee e DeMayo, 2004).



Estudos com remocdo de genes séo realizados para entender a funcdo do gene
uterino e 0 nimero dos genes implicados na implantagdo (Daikoku et al., 2003).

Os receptores de P, sdo expressados no epitélio e no estroma endometrial
durante o inicio da fase luteal, permitindo direta regulacdo do nimero de genes através
da P4, via ativacdo de seus receptores. Entretanto, a exposi¢ao continua de P4 no Utero
por oito a 10 dias causou um decréscimo na regulacdo da expressdo génica de
receptores de P4 no epitélio luminal e glandular do endométrio apds os dias 11 e 13 da
prenhez de ovelhas, respectivamente. Porém, na maioria dos Uteros das ovelhas do
estudo, foi detectada a expressdo de receptores de P, no estroma e miométrio durante
toda a gestagdo. A perda de receptores de P4 antes da implantacdo € comum em ovelhas
e vacas (Spencer et al, 2004b).

Ha evidéncias que P, e interferons ativam complementarmente as células
endometriais para modular a expressdo de genes para ligacdo do trofoblasto ao limen
uterino e superficie glandular epitelial. Ha modificacdo do fendtipo das células do
estroma, inibicdo de receptores de P, e E,, supressdo de genes para reconhecimento
imune do concepto, alteracdes na permeabilidade de membrana para melhorar a troca de
fatores concepto-maternal, aumento da vascularizacdo endometrial e ativacdo de genes
para transporte de nutrientes no limen uterino (Bazer et al., 2008).

Em um estudo com novilhas, Forde et al. (2009) observaram que alteracdes
temporais na expressao génica endometrial ocorreram em diferentes estadios do inicio
da prenhez, sendo que a maior diferenca ocorreu entre os dias sete e 13 apds a
inseminacdo. A suplementacdo de P, apds a inseminacdo aumentou a expressao de
genes endometriais associados com sintese de triglicerideos e transporte de glicose, que
podem ser utilizados como fonte de energia para o desenvolvimento do embrido.

Forde et al. (2011a) observaram em novilhas ciclicas que as alteragcdes temporais
na transcricdo do endométrio sdo sensiveis as concentragcbes de P, circulante nos
primeiros dias ap0s o estro e que, em condicdes de baixa concentragdo progesteronica, 0
ambiente uterino foi prejudicado, reduzindo a habilidade em suportar o alongamento do
concepto.

Forde et al. (2011b) revelaram que as alteracbes que ocorrem na transcri¢éo
endometrial séo independentes da presenca do concepto até o reconhecimento materno e
que diferentes genes sdo expressados por causa da producgéo de IFN_; pelo concepto.

Clemente et al. (2009) detectaram a presenca de RNA mensageiro para receptor

de P4 nos odcitos e em todos os estadios do desenvolvimento embrionario inicial de



vacas, exceto no estddio de moérula. Maior quantidade estava presente nos odcitos
imaturos e menor quantidade nos embrides de duas, quatro e 16 células.

O mecanismo de acdo pelo qual a progesterona estimula o desenvolvimento
embrionario ndo esta bem elucidado, mas evidéncias indicam que a P4 induz mudancas
na expressdao de genes endometriais na condugdo de alteragcbes na composi¢cdo das
células embrionarias para a sobrevivéncia e desenvolvimento do concepto (Bazer et al.,
2008).

1.1.5. Estratégias para aumentar os niveis de progesterona pos-concep¢ao em vacas

1.1.5.1. Alternativas utilizadas antes da inseminacéo artificial

Mantovani et al. (2005) observaram que 0 uso de progesterona intravaginal com
PGF,, administrado no inicio do protocolo de sincronizacdo de receptoras, induziu a
formacdo de um maior foliculo pré-ovulatorio que resultou em maior corpo luteo com
maior capacidade de producdo de progesterona. Entretanto, reduziu a taxa de concepgao
na transferéncia de embrides.

Vasconcelos et al. (2000) utilizando injecdo de PGF,, dois dias antes da
remocdao do dispositivo de progesterona em protocolo de IATF, conseguiram aumentar
o diametro do foliculo pré-ovulatério e as concentracdes de P, ap6s a ovulacao,
resultando em maiores taxas de prenhez (P<0,05).

De acordo com BO et al. (2007), a administracdo de gonadotrofina coridnica
equina (eCG) na retirada do dispositivo de progesterona durante o protocolo de IATF,
promove o crescimento e diferenciacdo final do foliculo pré-ovulatério, estimulando a
funcdo luteal. B6 et al. (2004) estudaram vacas de corte paridas com baixa condicéo
corporal igual a dois (escala de um a cinco) e detectaram aumento significativo das
taxas de prenhez ap0s tratamento com eCG dois dias antes da remocéo do dispositivo de
progesterona do protocolo de IATF tanto em vacas com CL (55,3% versus 78,8%)
quanto naquelas sem CL mas com presenca de foliculos maiores que oito milimetros de
didmetro (42,6% versus 67,8%). Schneider et al. (2010) ndo observaram aumento na
taxa de prenhez em vacas de corte com boa condicao corporal igual a trés (escala um a
cinco), tratadas ou ndo com eCG no dia da remoc¢éo do dispositivo de progesterona do

protocolo de IATF (70,9% versus 80%). Dessa forma, a eficacia do eCG varia de



acordo com a condicdo corporal, numero de dias pos-parto e associagdo com outras
estratégias como desmama temporaria (Bo et al., 2007).

1.1.5.2. Alternativas utilizadas ap6s a inseminacéo artificial

As alternativas utilizadas para aumentar a concentracdo de P, ap6s a
inseminacdo incluem a indugdo de uma ovulagdo adicional com desenvolvimento de CL
acessorio, suplementacdo direta de P, (Stevenson et al., 2007) ou adicdo de acidos
graxos na dieta (Lopes et al., 2009).

A inducgdo de um CL acessorio pela ovulacdo do foliculo da primeira onda pos-
inseminacdo pode ser conseguida através de injecdes de gonadotrofina coribnica
humana (hCG), hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) ou horménio luteinizante
(LH) apos a ovulacédo (Bridges e Day, 2006).

O tratamento com hCG entre os dias quatro e nove ap6s a inseminacao de vacas
holandesas lactantes, induziu formacdo de CL acessério (P<0,01) e aumentou a
concentracdo de P, do dia do tratamento até sete dias depois em relacdo ao grupo
controle (Stevenson et al., 2007). Esses resultados corroboram com os de Machado et al.
(2008) que trabalharam com vacas nelore tratadas com hCG no dia cinco apds a
ovulagéo (P<0,01).

Estudos em vacas de corte, conduzidos por Corréa et al. (2009) demonstraram
que a aplicacdo de GnRH no dia 5 ap06s a ovulacdo otimizou a funcdo luteinica através
da liberagdo endégena de LH, aumentando a &rea do CL (420+57 mm? versus 382+57
mm?), a concentracdo de P, méaxima (6,76+0,64 ng/mL versus 5,24+0,39 ng/mL) e o
incremento na secrecdo de progesterona entre o dia 5 e o final da fase luteinica
(0,62+0,08 ng/mL/dia versus 0,37+£0,05 ng/mL/dia).

Novilhas Bos taurus x Bos indicus receptoras de embrido tratadas com GnRH,
hCG, LH e implante intravaginal contendo 1,9 gramas de progesterona no dia sete do
ciclo estral apresentaram maiores taxas de concepcdo que o grupo controle (53,5%;
51%; 45,4%; 41,1% versus 28,6%). Entretanto, 0 hCG promoveu maior aumento nas
concentragdes plasmaticas de P, do que os outros tratamentos (Marques et al., 2002).

Mehni et al. (2012) avaliaram os efeitos da administracéo de P, pos-inseminacédo
em vacas Holandesas lactantes e detectaram aumento na concentracdo plasmatica desse
horménio e melhor taxa de prenhez com suplementacdo de progesterona, via dispositivo
intravaginal, nos dias cinco a 19, comparado com inje¢6es de GnRH no dia cinco e 13.
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Vacas suplementadas com P4 nos dias trés a seis e meio ap0s a inseminacgao
tiveram correlacdo positiva com a taxa de sobrevivéncia embrionéria (Beltman et al.,
2009). Entretanto, em estudos anteriores, Mann e Lamming (1999), verificaram que o
aumento na taxa de prenhez somente ocorre, quando se eleva a P4 na primeira semana
apos a inseminacgdo, nao tendo efeito, quando a P, exdgena é suplementada na segunda
ou terceira semana apés a inseminagdo. Além disso, a suplementacdo de P, somente
podera beneficiar a fertilidade quando a progesterona € limitada (B0 et al., 2007).

A suplementacdo de &cidos graxos na dieta de vacas Holandesas lactantes
influenciou a qualidade embrionaria (Cerri et al., 2009) mas ndo influenciou o tamanho
do CL e a concentracdao plasmatica de P, (Childs et al., 2008). Contrastando com estes
resultados, Lopes et al. (2009) observaram concentra¢fes menores de progesterona em
vacas girolandas ndo lactantes ovariectomizadas que nao receberam acidos graxos na
dieta (1,81 versus 1,66 ng/mL).

Lopes et al. (2009) detectaram taxas de prenhez superiores em vacas Nelore
suplementadas com &cidos graxos durante o inicio do protocolo de sincronizacdo até 28
dias apos a IATF (35,5% versus 47,9%). Observaram também um acréscimo de 11,9%
na taxa de concepcao de receptoras de embrido mesticas que receberam é&cidos graxos
ao final do protocolo de sincronizacdo até 21 dias apds a transferéncia de embriGes em

relacdo ao grupo controle.

1.2. Justificativa e relevancia

Diante do exposto, acredita-se que o incremento de progesterona circulante em
vacas multiparas da raca Holandesa, através de implante intravaginal, apdés a
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) no periodo de temperaturas elevadas e no
periodo de temperaturas amenas promova um melhor ambiente uterino para o
alongamento embrionario e estabelecimento da prenhez, melhorando as taxas de

concepgéo.
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2 - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do incremento de progesterona circulante, através de dispositivo
intravaginal de progesterona, apds a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em
vacas multiparas da raca Holandesa, no periodo de temperaturas elevadas e no periodo
de temperaturas amenas do ano, sobre a taxa de concepcdo aos 30 e 60 dias, a taxa de
mortalidade embrionéria e fetal e a concentracdo de progesterona sérica.

Os objetivos especificos sdo:

1. Comparar o indice de temperatura e umidade no dia da IATF entre os periodos
de temperaturas elevadas (janeiro a abril de 2012) e temperaturas amenas do ano (maio
a agosto de 2012);

2. Correlacionar o indice de temperatura e umidade no dia da IATF com a taxa de
concepcao aos 30 e 60 dias durante todo o periodo experimental (janeiro a agosto de
2012);.

3. Auvaliar a taxa de concepc¢do aos 30 e 60 dias apds a IATF, das vacas multiparas
que receberam dispositivo intravaginal de progesterona ap6s a IATF nos periodos de
temperatura elevadas do ano (janeiro, fevereiro, margo e abril de 2012) e nos periodos
de temperatura amenas do ano (maio, junho, julho e agosto de 2012);

4. Comparar as taxas de concepcao aos 30 e 60 dias ap6s a IATF, dos grupos de
multiparas tratado e controle entre as diferentes épocas do ano e durante todo o periodo
avaliado (janeiro a agosto de 2012);

5. Comparar a taxa de mortalidade embrionadria e fetal entre os grupos de
multiparas, tratado e controle em diferentes épocas do ano e durante todo o periodo

avaliado (janeiro a agosto de 2012);
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6. Comparar 0s niveis séricos de progesterona ap6s a IATF entre os grupos de
multiparas tratado e controle nos dois periodos avaliados e durante todo o periodo
experimental (janeiro a agosto de 2012);

7. Correlacionar os niveis séricos de progesterona apos a IATF com a taxa de
concepgdo aos 30 e 60 dias, durante todo o periodo experimental (janeiro a agosto de
2012).



3-TRABALHO CIENTIFICO

PROGESTERONA POS-INSEMINACAO ARTIFICIAL
E DESEMPENHO REPRODUTIVO DE VACAS LEITEIRAS

Resumo

Avaliou-se o efeito do incremento de progesterona circulante, através de implante
intravaginal de progesterona entre o terceiro e sétimo dia ap6s a inseminacdo artificial
em tempo fixo (IATF) em vacas multiparas holandesas, no periodo de temperaturas
elevadas e no periodo de temperaturas amenas do ano sobre a taxa de concepgao aos 30
e 60 dias ap6s a IATF e a taxa de mortalidade embrionéria e fetal. O diagndstico de
prenhez foi realizado aos 30 e 60 dias apds a IATF através de exame de ultrassom. O
indice de temperatura e umidade no dia da IATF foi diferente (P<0,05) entre os
periodos avaliados. A taxa de concepcdo aos 30 e 60 dias e a taxa de mortalidade
embrionaria e fetal ndo diferiram entre os grupos tanto no periodo de temperaturas
elevadas quanto no periodo de temperaturas amenas (P>0,05). Durante todo periodo
experimental, a concentracdo de progesterona sérica foi maior no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle (P<0,05). Conclui-se que o indice de temperatura e umidade
no dia da IATF ndo influenciou a taxa de concepgédo aos 30 e 60 dias em ambos 0s
grupos avaliados. O implante intravaginal contendo um grama de progesterona, inserido
entre o terceiro e setimo dia apos inseminacgéo artificial em tempo fixo, no intuito de
elevar a concentracdo de progesterona sérica, ndo teve impacto nas taxas de concepgéo
aos 30 e 60 dias e nas taxas de mortalidade embrionaria e fetal de vacas holandesas

multiparas, tanto em periodos de temperaturas elevadas e amenas do ano.
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Palavras-chave: Taxa de concepcdo - Raca holandesa - Horménios esteroides - Taxa
de mortalidade embrionéria e fetal

Abreviacoes

°C Graus Celsius

D13  Terceiro dia apos a inseminagdo artificial em tempo fixo
D17  Sétimo dia apds a inseminacdo artificial em tempo fixo
IATF  Inseminacdo artificial em tempo fixo

G Grama

ITU indice de temperatura e umidade

Mg Miligrama

Ng Nanograma

Py Progesterona

PGF,, Prostaglandina F2 alfa

T Temperatura ambiente

TC30 Taxa de concepcdo aos 30 dias

TC60 Taxa de concepcéo aos 60 dias

UR Umidade relativa do ar

Introducéo

A selecdo genética para maior producdo de leite é acompanhada pelo decréscimo
no desempenho reprodutivo, que pode ser explicado pelo aumento do metabolismo em
condicdes de estresse e demanda de alta energia. Pesquisas tém encontrado associacédo
positiva entre ingestdo de matéria seca, fluxo de sangue hepatico e taxa de
metabolizacdo de progesterona (Sangsritavong et al., 2002).

Pesquisas indicam que a taxa de fertilizacdo em vacas é de aproximadamente
90%. Entretanto, a taxa de nascimento médio é de 55%, sendo que a maioria dessa
perda (70% a 80%) ocorre entre o dia oito e o dia 16 ap06s a inseminacdo (Diskin e
Morris, 2008).

O efeito negativo da alta producéo de leite na qualidade do odcito, fertilizagéo e
inicio do desenvolvimento embrionario sdo exacerbados pelo estresse térmico (Hansen

e Arechiga, 1999). Odcitos e embrides em estdgio inicial sdo extremamente sensiveis ao
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estresse caldrico. Alta temperatura ambiente reduz a taxa de desenvolvimento
embrionario na fase pos-concepc¢éo (Ealy et al., 1993).

O mecanismo bioldgico pelo qual o estresse calorico afeta a producdo e a
reproducédo é parcialmente explicado pela reducdo na ingestdo alimentar, mas também
inclui alteracBes enddcrinas, reducdo na ruminacao e absor¢do de nutrientes e aumento
das exigéncias para manutenc¢do (Baumgard e Rhoads, 2012).

Em vacas leiteiras, insuficiéncia luteal e baixa concentracdo de progesterona séo
causas de mortalidade embrionaria e reducdo da taxa de prenhez durante o inicio do
desenvolvimento embrionario (Villarroel et al., 2004).

Progesterona pode influenciar a secregdo uterina de nutrientes e fatores de
crescimento que sdo essenciais para o inicio do desenvolvimento embrionario (Mann e
Lamming, 1999).

Altas concentracOes de progesterona circulante imediatamente apds a concepgao
sdo associadas ao alongamento do concepto juntamente ao aumento da producgédo de
interferon-tau e maiores taxas de prenhez em vacas (Stronge et al., 2005) e ovelhas
(Satterfield et al., 2006). Esse melhor desempenho se deve a reducdo da mortalidade
embrionéria na fase critica do embrido (Howard et al., 2006).

Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito do incremento de progesterona
circulante, através de implante intravaginal de progesterona, apds a inseminacgdo
artificial em tempo fixo (IATF) em vacas multiparas holandesas, no periodo de
temperaturas elevadas e no periodo de temperaturas amenas do ano, sobre a taxa de
concepgdo aos 30 e 60 dias ap6s a inseminacgdo e a mortalidade embrionaria e fetal.

Material e Métodos

Local do experimento

O experimento foi realizado em uma granja leiteira, localizada em Montividiu,
Goias, Brasil (latitude 17°20'5,7" e longitude 51°18'46,7"), constituida por 1058
bovinos, 390 lactantes, peso medio corporal de 510 quilos e producdo media anual de
21,4 litros de leite por vaca por dia. Os animais experimentais ficaram em
confinamentos arborizados e abastecidos por bebedouros de dgua. Receberam dieta total
de 54% de forragem (silagem de milho) e 46% de concentrado (milho, soja e ndcleo

comercial com tragcos minerais e vitaminas) contendo 16,1% de proteina bruta e 70,2%
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de NDT (base na matéria seca) de acordo com as recomendacfes do NRC (1989),

distribuida quatro vezes ao dia através de um vagéo total mix.

Conducéo do experimento

O estudo foi executado com 119 vacas holandesas, categoria multiparas com
producdo média de 28,87+1,30 litros de leite/dia e 58,69+8,80 dias em lactacdo, nos
periodos de temperaturas elevadas e amenas do ano, com inicio em janeiro de 2012 e
término em agosto de 2012.

Durante o periodo experimental, aferiu-se a temperatura ambiente e a umidade
relativa do ar diariamente. No periodo de temperaturas elevadas (janeiro a abril de
2012), a temperatura media foi 22,8+0,7°C, maxima de 25,3+0,6°C, minima de
20,1+0,5°C e umidade relativa média de 78+2%. No periodo de temperaturas amenas do
ano (maio a agosto de 2012), a temperatura média foi 21,2+1,3°C, méxima de
23,6+1,3°C, minima de 18,9+1,5°C e umidade relativa média de 63+£14%.

Para indicar o nivel de estresse térmico dos animais do experimento, calculou-se o
indice de temperatura e umidade (ITU) no dia da IATF, a partir do modelo definido por
Thom (1959) e utilizado por Maturana Filho et al. (2011): ITU = 0,8 x T +
[(UR(%)/100) x (T-14,4)] + 46,4, na qual: T = temperatura ambiente em °C e UR =
umidade relativa do ar, aferidos através de um termo-higrometro digital (Instrutemp®,
Belenzinho, SP, Brasil). Essa formula geral foi utilizada porque os animais ndo eram
homogéneos quanto a pelagem. O ITU médio e desvio padrao foi de 65,14+0,16 para o

periodo de temperaturas elevadas e 63,11+0,25 para o periodo de temperaturas amenas.

Avaliacéao e preparagao dos animais

Quinzenalmente, apd6s o parto, foi realizada avaliacdo ultrassonografica e
somente as lactantes multiparas com escore de condicdo corporal medio de 3 (escala 1 a
5, sendo 1 muito magra e 5 muito gorda, segundo Ferguson et al., 1994) e com 45 a 80
dias de lactacdo que estavam com Utero e ovarios aptos, participaram do experimento.

O protocolo hormonal usado para a IATF foi adaptado ao utilizado por Ranieri
et al. (2011). No dia zero (DO0) as lactantes aptas receberam um dispositivo intravaginal
(Cronipres®, Biogénesis-Bagd, Garin, provincia de Buenos Aires, Argentina) e 2 mg de

benzoato de estradiol (Bioestrogen®, Biogénesis-Bag6, Garin, provincia de Buenos
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Aires, Argentina). Apds oito dias (D8), o dispositivo foi retirado e aplicado 0,15 mg de
cloprostenol sédico (Croniben®, Biogénesis-Bagd, Garin, provincia de Buenos Aires,
Argentina), 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (Folligon®, Intervet International
B.V., Boxmeer, Holland) e 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®, Pfizer, Pharmacia and
Upjohn Company, NY, USA). Decorridas 48 horas (D10), os animais receberam 0,004
mg de acetato de buserelina (Sincroforte®, Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil) e foram
inseminados.

Durante o periodo de temperaturas elevadas foram realizadas 49 inseminacgoes,
sendo 23 do grupo controle (duas em janeiro, sete em fevereiro, nove em margo e cinco
em abril) e 26 do grupo tratado (cinco em janeiro, nove em fevereiro, sete em marco e
cinco em abril). No periodo de temperaturas amenas, foram realizodas 70 inseminacoes,
distribuidas igualmente entre o grupo controle (sete em maio, cinco em junho, 11 em
julho e 12 em agosto) e o grupo tratado (sete em maio, sete em junho, dez em julho e 11
em agosto).

Grupos experimentais

No periodo de temperaturas elevadas, nos meses de janeiro a abril de 2012,
foram trabalhados os seguintes grupos: Grupo de Multiparas Tratadas (n=26) - Vacas
multiparas que receberam um dispositivo intravaginal contendo um grama de
progesterona trés dias apds a IATF (D13) e retirado no sétimo dia ap6s a IATF (D17) e
Grupo de Multiparas Controle (n=23) - Vacas multiparas inseminadas por IATF.

No periodo de temperaturas amenas, nos meses de maio a agosto de 2012, foram
trabalhados os seguintes grupos: Grupo de Multiparas Tratadas (n=35) - Vacas
multiparas que receberam um dispositivo intravaginal contendo um grama de
progesterona trés dias apos a IATF (D13) e retirado no setimo dia apos a IATF (D17) e
Grupo de Multiparas Controle (n=35) - Vacas multiparas inseminadas por IATF.

Nos grupos de vacas multiparas tratadas foram utilizados dispositivos
intravaginais contendo um grama de progesterona, sendo inseridos trés dias apos a
IATF e retirados apoés sete dias da IATF.

Em ambos os grupos de multiparas avaliados, sete dias apos a IATF, aferiu-se a
temperatura retal com termbémetro digital, que de acordo com Ealy et al. (1993), o

estresse térmico pelo calor afeta o desenvolvimento inicial do embrido até o dia 7-8.
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Coleta das amostras de sangue e dosagem de progesterona sérica

No terceiro (D13) e sétimo (D17) dia apos a IATF foram coletadas amostras de
sangue dos grupos tratado e controle, via veia coccigea, utilizando tubos de coleta de
sangue tipo vacutainer de 9 mL e agulhas de vacutainer 25 x 8 mm (21G). As amostras
de sangue foram mantidas refrigeradas por 12 a 24 horas até a centrifugacdo a 2000 rpm
por 20 minutos. O soro foi pipetado, acondicionado em tubos tipo eppendorffs e
armazenado a -20°C. As andlises de concentracdo de progesterona seérica foram
realizadas pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sdo
Paulo, localizado em Piracicaba - SP, por meio da técnica de radioimunoensaio,
utilizando kit comercial (Coat-A-Count, Siemens Healthcare Diagnostics, Los Angeles,
CA, USA) em um unico ensaio com coeficiente de variacdo intraensaio de 5,6% e
sensibilidade de 0,02 ng/mL.

No periodo de temperaturas amenas, houve perda de cinco amostras de soro

sanguineo, sendo trés do grupo controle e dois do grupo tratado.

Diagnostico de gestacéo

O diagnostico de gestacdo foi realizado aos 30 e 60 dias apos a IATF por meio

de exame de ultrassom com transdutor linear de 5.0 MHz (Mindray®, DP3300).

Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2x2, sendo dois tratamentos (tratadas e controle) e duas épocas de tratamento
(temperaturas elevadas e amenas). As informagdes foram trabalhadas de modo a se
obter um conjunto de dados estruturados, que permitisse o inicio das andlises
preliminares.

As analises de critica e consisténcia dos dados foram realizadas por meio do
procedimento UNIVARIATE (SAS, 2000), para determinar se 0s erros experimentais
das variaveis possuiam distribuicdo normal de probabilidade e homogeneidade de
variancia.

Foram realizadas analises de varidncia utilizando o método dos quadrados

minimos por meio do procedimento GLM (SAS, 2000). As médias ajustadas foram
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obtidas através da opcdo LSMEANS do procedimento GLM. Para estas analises usando
0 modelo, cuja equacdo é:
Yij =p+Trit+egj;

na qual:

Yj; € a observacdo do animal j, pertencente ao i-ésimo tratamento;

u € a média geral de todas as observacdes;

Tr; é o efeito fixo do i-ésimo tratamento;

ej € o erro aleatorio associado a cada observagdo ij, pressuposto normalmente

distribuido e independente com média zero e variancia o

A producao de leite na data do inicio do protocolo foi incluida no modelo como
covariavel.

O teste de média “t” também foi obtido por meio da op¢cdo LSMEANS do
procedimento GLM do pacote computacional referido anteriormente. Para o estudo da
intensidade com que se manifesta uma associacao entre duas varidveis, optou-se pelo
uso do coeficiente de correlacdo de Pearson, obtido pelo procedimento CORR (SAS,
2000).

A frequéncia de animais gestantes ou ndo, por grupo experimental, foi submetida
ao estudo de dispersdo de frequéncia com o uso do teste exato de Fisher, por meio do
procedimento FREQ (SAS, 2000).

Resultados e discussao

O ITU calculado no dia da IATF se apresentou maior (P<0,01) no periodo de
temperaturas elevadas do que no periodo de temperaturas amenas, tanto para o0 grupo
controle (64,98+0,79 versus 63,19+1,44) quanto para o grupo tratado (65,31+0,77
versus 63,02+1,48). Entretanto, ndo foi verificada diferenca (P>0,05) entre o grupo
controle e tratado no periodo de temperaturas elevadas (64,98+0,79 versus 65,31+0,77)
e no periodo de temperaturas amenas (63,19+1,44 versus 63,02+1,48), como
apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 Média e desvio padrdo do indice de temperatura e umidade (ITU) no dia da
inseminagdo artificial em tempo fixo entre os periodos de temperaturas elevadas e
amenas.

Grupo Temperaturas elevadas Temperaturas amenas
ITU n ITU
Controle 23 64,98 £ 0,79 aA 35 63,19 + 1,44 bA
Tratado 26 65,31 £ 0,77 aA 35 63,02 £ 1,48 bA

Valores indicados com letras minusculas diferentes nas linhas e diferem entre si entre os
periodos (P<0,01) e aqueles com letras mailsculas iguais nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre os grupos (P>0,05).

A taxa de concepcdo aos 30 dias ndo diferiu entre os grupos controle e tratado no
periodo de temperaturas elevadas (43,48% versus 42,31%, P>0,05) e no periodo de
temperaturas amenas (40,00% versus 34,29%, P>0,05). Também ndo se observou
diferenca entre os periodos de temperaturas elevadas e amenas do grupo controle
(43,48% versus 40,00%, P>0,05) e tratado (42,31% versus 34,29%, P>0,05). A taxa de
concepgdo aos 60 dias ndo diferiu entre os grupos controle e tratado no periodo de
temperaturas elevadas (34,78%% versus 34,62%, P>0,05) e no periodo de temperaturas
amenas (40,00% versus 28,57%, P>0,05). Também nao foi verificada diferenca entre os
periodos de temperaturas elevadas e amenas do grupo controle (34,78% versus 40,00%,
P>0,05) e tratado (34,62% versus 28,57%, P>0,05), como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 Taxa de concepcdo aos 30 dias (TC30) e aos 60 dias (TC60) de vacas
multiparas tratadas ou ndo com progesterona entre o terceiro e sétimo dia apds
inseminacao artificial em tempo fixo nos periodos de temperaturas elevadas e amenas
do ano.

Temperaturas elevadas Temperaturas amenas
TC30 TC60 n TC30 TC60
Controle 23 43,48% aA  34,78% aA 35 40,00% aA  40,00% aA

Tratado 26 42,31% aA  34,62% aA 35 34,29%aA 28,57% aA
Valores indicados com letras minusculas iguais nas linhas ndao diferem entre si entre os periodos
(P<0,01) e aqueles com letras mailsculas iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre
0s grupos (P>0,05).

Grupo

De acordo com Sartori et al. (2002), a taxa de fertilizacdo de vacas holandesas é
menor no verdo do que no inverno (55,3% versus 87,8%). Ryan et al. (1993)
observaram uma taxa de concepcdo superior de vacas inseminadas no inverno quando
comparadas com vacas inseminadas durante o verdo (36% versus 21%). Resultados
semelhantes foram descritos por Villa-Mancera et al. (2011), em um estudo realizado

com vacas leiteiras, em que a taxa de concepcao foi maior (P<0,01) durante o inverno
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(36,9%) do que no veréo (32,1%).

Entretanto, neste estudo, ndo houve influéncia do periodo do ano nas taxas de
concepcao aos 30 e 60 dias apds a IATF em nenhum dos grupos avaliados, mesmo
existindo uma diferenca significativa no ITU calculado no dia da IATF entre o periodo
de temperaturas elevadas e amenas do grupo controle (64,98+0,79 versus 63,19£1,44) e
do grupo tratado (65,31+0,77 versus 63,02+1,48), como pode ser observado na Tabela
1. Este fato pode ser explicado pelos valores de ITU dos dois grupos avaliados, em
ambos os periodos, sendo inferiores ou muito proximos a 65 e de acordo com Wheelock
et al. (2010), estdo dentro do limite de conforto térmico para vacas leiteiras.

Como pode ser observado na Tabela 3, ndo houve correlacdo entre o indice de
temperatura e umidade no dia da IATF e a taxa de concepc¢éo aos 30 e 60 dias durante o

periodo experimental (P>0,05).

Tabela 3 Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre o indice de temperatura e
umidade (ITU) no dia da inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) e a taxa de
concepcao aos 30 e 60 dias dos grupos controle e tratado com progesterona apos a
IATF.

n R Valor de P
Taxa de concepc¢éo aos 30 dias 119 0,0862 0,1754
Taxa de concepc¢do aos 60 dias 119 0,0608 0,2556

Ravagnolo e Misztal (2002) reportaram que a reproducdo de vacas leiteiras
holandesas foi negativamente influenciada quando a média diaria de ITU foi maior que
70 na Gedrgia e Florida. Além disso, verificaram que o ITU no dia da inseminacdo
mostrou maior efeito na reproducdo do que ITU ap6s 10, 20 e 30 dias da inseminacéo.
Porém, neste estudo nao foi observada correlacdo entre ITU no dia da IATF e a taxa de
concepcao aos 30 e 60 dias.

No sétimo dia apo6s a IATF, a temperatura retal média das vacas no periodo de
temperaturas elevadas do grupo controle e tratado foi 38,93+0,61°C e 38,88+0,53°C,
respectivamente. No periodo de temperaturas amenas, foi de 38,25+0,57°C para 0 grupo
controle e 38,39+0,57°C para o grupo tratado.

De acordo com a tabela de ITU revisada para vacas leiteiras em lactacdo
proposta por Smith et al. (2012), o ITU deste estudo foi igual 71, indicando limiar de
estresse, com frequéncia cardiaca acima de 60, temperatura retal acima de 38,5°C,

inicio da reducdo do rendimento leiteiro e deteccdo de problemas reprodutivos.



30

A taxa de mortalidade embrionéaria e fetal entre 30 e 60 dias ap6s a IATF no
periodo de temperaturas elevadas no grupo controle e tratado foi de 8,70% e 7,69%,
respectivamente (P>0,05). No periodo de temperaturas amenas, ndo houve mortalidade
embrionaria e fetal entre 30 e 60 dias para o grupo controle, mas no grupo tratado foi de

5,71% (P>0,05), como pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 4 Taxa de mortalidade embrionaria e fetal entre 30 e 60 dias de vacas multiparas
entre 0s grupos controle e tratado com progesterona entre o terceiro e sétimo dia apds
inseminagdo artificial em tempo fixo nos periodos de temperaturas elevadas e amenas
do ano.

Temperaturas elevadas Temperaturas amenas
Grupo Taxa de mortalidade 0 Taxa de mortalidade
embrionaria e fetal embrionaria e fetal
Controle 23 8,70% A 35 0,00% A
Tratado 26 7,69% A 35 5,71% A

Valores indicados com letras mailsculas iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente
(P>0,05).

Ao analisar os dados entre janeiro a agosto de 2012, ndo foi observada diferenca
significativa na taxa de concepcdo aos 30 dias entre os grupos avaliados (P>0,05).
Porém, a taxa de concepcdo aos 60 dias apresentou tendéncia em ser menor para o
grupo tratado (P=0,0785) em relacdo ao grupo controle, mas ndo houve aumento na

mortalidade embrionéria e fetal entre os 30 e 60 dias (P>0,05), como mostra a Tabela 5.

Tabela 5 Taxa de concepcao aos 30 e 60 dias e taxa de mortalidade embrionaria e fetal
de vacas multiparas entre os grupos controle e tratado com progesterona entre o terceiro
e sétimo dia apds inseminacdo artificial em tempo fixo.

Grupo Taxa de concepgéo Taxa de mortalidade
n 30 dias 60 dias embrionaria e fetal
Controle 58 41,38% A 37,93% A 8,33% A
Tratado 61 37,70% A 31,15% A 17,39% A

Valores indicados com letras mailsculas iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente
(P>0,05).

Semelhante aos resultados obtidos neste trabalho, Pandey et al. (2012) néo
observaram diferenga na taxa de concepcéo de bufalas que foram suplementadas com 3
mg do progestageno norgestomet entre os dias 4 e 10 ap6s a inseminagdo artificial, em
relacdo ao grupo néo tratado (P>0,05). Osman e Erol (2011) ndo observaram melhora na
taxa de concepcdo de vacas repetidoras de cio tratadas com implante intravaginal

contendo 1,55 gramas de progesterona entre o dia 4 e 11 apds a inseminacao, assim



31

como o tratamento entre os dias 11 e 18. Da mesma forma, Arndt et al. (2009), néo
observaram diferenca na taxa de concepcdo, na taxa de mortalidade embrionaria e na
concentracdo de progesterona sérica quando inseriu dispositivo contendo 1,38 gramas
de progesterona entre os dias 4 e 18 ap06s a inseminacdo artificial em vacas leiteiras
lactantes em relacdo a vacas néo tratadas.

Entretanto, em um estudo realizado por Alnimer e Lubbadeh (2008), a utilizacéo
de dispositivo contendo 1,38 gramas de progesterona entre os dias 14 e 21 ap6s a
inseminacdo artificial em vacas leiteiras lactantes, refletiu em maior taxa de concepcéo
aos 45 dias (42,1+5,3% versus 35,5+3,9%) e 90 dias (38,9+5,2% versus 31,9+3,8%) e
tendéncia (P=0,082) a menor taxa de mortalidade embrionaria e fetal entre 28 e 45 dias
(11,943,9% versus 17,5+2,9%) em comparacao as vacas do grupo controle.

Kumar (2004) obteve melhora (P<0,05) na concepcdo de vacas lactantes
repetidoras de cio tratadas com uma injecdo de 500 mg de hidroxiprogesterona, via
intramuscular, no dia trés (43,75%) e no dia cinco (47,73%) apos inseminacdo artificial
qguando comparadas com vacas ndo suplementadas (20%). Mehni et al. (2012) também
observaram aumento na taxa de concep¢do em vacas holandesas suplementadas com
progesterona (1,9 gramas) intravaginal entre os dias 5 e 19 ap0s a inseminacao artificial
quando comparadas com grupo controle (56% versus 25%, P<0,05), provavelmente pela
prevencdo da mortalidade embrionaria por causa do aumento significativo da
progesterona serica provocada pelo tratamento. De acordo Larson et al. (2007), essa
mesma suplementacdo entre os dias 3,5 e 10 apds a inseminacdo, aumentou a
concentracdo de progesterona no leite e taxa de prenhez em relagdo ao grupo controle,
sendo o efeito do tratamento maior para vacas de primeira e segunda lactacao (P=0,03).

Villarroel et al. (2004) observaram tendéncia (P=0,077) de menor mortalidade
embrionaria e fetal em vacas repetidoras de cio tratadas com implante intravaginal com
1,55 gramas de progesterona entre o dia 5 e 19 ap6s a inseminacdo artificial quando
comparadas com vacas ndo tratadas.

No periodo de temperaturas elevadas, ndo houve diferenga (P>0,05) entre a
concentracdo de progesterona sérica no D13 entre o grupo controle (0,83+0,70 ng/mL) e
0 grupo tratado (1,80+1,99 ng/mL). Entretanto, no D17, a concentracdo de progesterona
sérica das vacas do grupo tratado foi maior (P=0,002) quando comparada ao do grupo
controle (3,89+2,18 ng/mL versus 2,38+1,83 ng/mL), como pode ser visualizado na
Tabela 6.
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N&o houve diferenca (P>0,05) entre a concentragdo de progesterona sérica no
D13 entre o grupo controle (2,77+3,26 ng/mL) e o grupo tratado (2,57+2,22 ng/mL). Da
mesma forma, ndo se observou diferenca (P>0,05) na concentracdo de progesterona no
D17 entre as vacas do grupo controle e tratado (2,41+1,74 ng/mL versus 2,76x1,21
ng/mL), como apresentado na Tabela 6.

Durante todo o periodo experimental, as vacas do grupo controle apresentaram
concentracdo média de progesterona no D13 de 1,80+1,98 ng/mL comparadas com as
tratadas que apresentaram 2,19+2,11 ng/mL (P>0,05). No D17, essa concentracdo
passou para 2,40£1,79 ng/mL no grupo controle e 3,33+1,70 ng/mL no grupo tratado
(P<0,05). O incremento de progesterona entre 0 D13 e D17 foi de 0,60£0,20 ng/mL de

progesterona no grupo controle e 1,14+0,41 ng/mL no grupo tratado (Tabela 6).

Tabela 6 Média e desvio padrdo da concentracdo de progesterona sérica (ng/mL) no dia
3 (D13) e dia 7 (D17) do ciclo estral, entre 0os grupos controle e tratado com
progesterona apds a IATF, de vacas multiparas nos periodos de temperaturas elevadas,
temperaturas amenas e durante todo o periodo experimental.

Periodo Grupo n D13 D17
Temperaturas elevadas Controle 23 0,83+£0,70 A 2,38£1,83 A
Tratado 26 1,80+1,99 A 3,89+2,18 B
Temperaturas amenas Controle 32 2,77+£3,26 A 2,41£1, 74 A
Tratado 33 2,57+2,22 A 2,76x1,21 A
Periodo experimental Controle 55 1,80+1,98 A 2,40£1,79 A
Tratado 59 2,19+2 11 A 3,33+1,70 B

Valores indicados com letras maiudsculas diferentes nas colunas diferem entre si dentro de cada
periodo (P<0,05).

A progesterona é fundamental para o estabelecimento e manutencdo da prenhez,
além de ser responsavel por regular a expressdo génica endometrial nos ruminantes
(Forde et al., 2009). Estudos mostram correlagéo entre concentracdo de progesterona
nos primeiros dias apos a concepcdo e sobrevivéncia embrionaria (Mann e Lamming,
2001).

De acordo com o teste de correlacdo de Pearson (Tabela 7), houve fraca
correlagéo linear (r=0,2391, P=0,0394) entre concentragdo de progesterona no D17 do
grupo controle e taxa de concepcdo aos 30 dias. Da mesma forma, a concentragdo de
progesterona de vacas tratadas no D17, obteve moderada correlacdo linear altamente
significativa com a taxa de concepcéo aos 30 (r=0,3616, P=0,0024) e 60 dias (r=0,3683,
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P=0,0020). Nao foi observada correlacdo significativa entre os parametros avaliados
para os demais grupos (P>0,05), sugerindo que o tratamento com progesterona no inicio
da fase luteal, parece ndo melhorar as taxas de concepcao por outros fatores que nédo
foram avaliados neste estudo, como taxa de anovulagcdo do protocolo de IATF,
ambiéncia uterina, teste de termorresisténcia rapido no descongelamento do sémen nos
diferentes periodos, ocorréncia de mastite e pododermatites apos a IATF e perda de

condicéo corporal ap0s o parto.

Tabela 7 Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre taxa de concepcdo aos 30
(TC30) e 60 (TC60) dias apo6s a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e a
dosagem de progesterona (P,) no dia 3 (D13) e dia 7 (D17) do ciclo estral, dos grupos
controle e tratado com progesterona apos a IATF.

TC30 TC60
n r Valor de P R Valor de P

Controle

P,D13 55 -0,0227 0,4346 0,0159 0,4539

P4D17 55 0,2391* 0,0394 0,1591 0,1229
Tratado

P,D13 59 0,1546 0,1211 0,0827 0,2668

P,D17 59 0,3616* 0,0024 0,3683* 0,0020

*Significativo

O tratamento com implante contendo um grama de progesterona entre 0 D13 e 0
D17, foi efetivo em aumentar a concentracdo de progesterona sérica entre as vacas do
grupo tratado em relacéo ao controle (Tabela 6). Esses dados corroboram com Carter et
al. (2010), que suplementaram progesterona através de implante intravaginal contendo
1,55 gramas e observaram aumento de quatro vezes na concentracdo de progesterona
sérica de novilhas da raca Simental tratadas entre o dia 3 e 7 do ciclo estral, comparadas
com as do grupo controle (P<0,05). O mesmo tratamento foi utilizado em novilhas
usadas para cruzamento industrial e foi observado aumento na concentragdo serica de
progesterona quando comparadas com novilhas néo tratadas (Forde et al., 2009).

Pandey et al. (2012) também observaram maiores concentracfes plasmaticas de
progesterona no grupo de bdfalas tratadas com 3 mg do progestageno norgestomet entre
0 dia 4 e 10 apos a inseminacdo (P<0,05), mas sem efeito na taxa de concepgéo
(P>0,05) em relagéo ao grupo controle.

Como as vacas de ambos grupos tinham em média progesterona acima de 1

ng/mL no D13 (Tabela 6), pode ser que o tratamento foi ineficaz em melhorar a taxa de
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concepgdo das vacas tratadas, uma vez que as vacas tratadas e controle ndo possuiam
déficit deste hormonio esteroide. De acordo com B0 et al. (2007), a suplementacdo de
P, somente podera beneficiar a fertilidade quando a progesterona € limitada. Starbuck et
al. (2001) ndo verificaram melhora na taxa de prenhez de vacas tratadas com
progesterona no dia 5 em animais que possuiam niveis de progesterona entre 2 a 3
ng/mL.

Verificou-se, em 14 vacas deste experimento (12,28%), que independente do
nivel sérico de progesterona apresentado no D13, nenhuma vaca ficou prenhe quando a
concentragéo reduziu abaixo de 1 ng/mL no D17. Esses dados associados ao incremento
negativo de progesterona sérica no grupo controle (-0,36+1,52 ng/mL) durante o
periodo de temperaturas amenas, podem indicar lutedlise precoce por falha no protocolo
de IATF. Pode ser que neste estudo, a taxa de ovulacdo possa ter comprometido a
fertilizacdo e/ou sobrevivéncia embrionaria antes da insercdo do dispositivo no dia 3 do
ciclo estral. Villarroel et al. (2004) demonstraram em vacas leiteiras, que insuficiéncia
luteal e baixa concentracdo de progesterona sdo causas de mortalidade embrionaria e
reducdo da taxa de prenhez durante o inicio do desenvolvimento embrionario.

E reconhecido que uma concentragdo plasmatica de progesterona maior que 1
ng/mL é uma indicacdo de um corpo lateo funcional (Mann et al., 2006). Entretanto,
ainda ndo ha uma concentracdo 6tima de progesterona estabelecida para melhorar as
taxas de concepcao em vacas. Sabe-se que, 0 tempo de aumento da progesterona ap6s a
ovulacéo e a producédo continua de progesterona sao importantes para o estabelecimento
e manutencdo da prenhez (Robinson et al., 2005). Um aumento tardio ap6s a ovulagdo
ou baixa secrecdo de progesterona durante a fase luteal resulta em pobre
desenvolvimento embrionario capaz de produzir pequena ou nenhuma quantidade de
interferon-tau no tempo critico para o reconhecimento materno (Mann e Lamming
(1999).

Conclusao

O indice de temperatura e umidade nédo influenciou a taxa de concepcao aos 30 e
60 dias em ambos os grupos avaliados.

O implante intravaginal contendo um grama de progesterona, inserido entre o
terceiro e sétimo dia ap6s inseminagdo artificial em tempo fixo, no intuito de elevar a

concentracdo de progesterona sérica, ndo teve impacto nas taxas de concepc¢édo aos 30 e
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60 dias e nas taxas de mortalidade embrionéria e fetal de vacas holandesas multiparas

tanto em periodos de temperaturas elevadas e amenas do ano.
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