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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar as taxas de gestacdo de novilhas Bos taurus x Bos
indicus ressincronizadas 14 dias apds a primeira IATF com progesterona injetavel de longa
acao (PsInj) associada ao dispositivo intravaginal de Ps aquelas ressincronizadas pela
associacdo de benzoato de estradiol (BE) e dispositivo intravaginal de P4. Foram utilizadas
677 novilhas (Braford e Brangus) submetidas a um ciclo de IATF (D0). No D14, os animais
receberam um dispositivo intravaginal de P4 (1 g, Sincrogest, Ourofino Saude Animal,
Cravinhos, SP) e foram divididos aleatoriamente em dois grupos para receber: BE (1 mg .M.,
Sincrodiol, Ourofino; n=339); ou P4lnj (75 mg I.M., Sincrogest Injetavel, Ourofino; n=338).
No D22, os dispositivos foram retirados e 0 DG realizado pela detecgdo da lutedlise
morfolégica através de avaliagBes ultrassonogréficas em modo Doppler. Nas novilhas
consideradas ndo gestantes (NG) foi mensurado o diametro do maior foliculo (FD), e aplicado
1 mg de cipionato de estradiol (SincroCP, Ourofino), 250 pg de cloprostenol sodico
(Sincrocio, Ourofino) e 200 Ul de eCG (SincroeCG, Ourofino), seguido da segunda IATF no
D24. O modelo estatistico foi ajustado por analise de regressdo logistica (PROC GLIMMIX,
SAS versdo 9.2) considerando as seguintes variaveis: tratamento, raca, idade, fazenda e
interacdes tratamento x fazenda, tratamento x raca, tratamento x idade. O didmetro do FD no
D22 nas novilhas NG né&o diferiu (P>0,05) entre os grupos BE (9,77 + 0,25) e P4lnj (9,92 +
0,22). Nao foi observada diferenca entre os grupos BE e Pslnj para taxa de gestacdo no D22
(56,3%, 191/339 versus 60,1%, 203/338, respectivamente), e no D40 pds-IATF (49,6%,
168/339 versus 53,3%, 180/338, respectivamente). A taxa de perdas gestacionais no DG22 em
relacdo ao DG40 foi similar entre os grupos BE (12%, 23/191) e P4lnj (11,3%, 23/203). A
taxa de gestacdo na ressincronizacdo do grupo Palnj (31,85%, 43/135) foi inferior a taxa do
grupo BE (45,95%, 68/148). Em conclusdo, propbe-se que a suplementacdo com 1 mg de BE
ou 75 mg de P4Inj em associacdo com o dispositivo de P4 aos 14 dias pds-1ATF é igualmente
segura para a gestacdo em curso. Adicionalmente, enquanto a ressincronizacdo da onda
folicular pela associacdo de BE e dispositivo intravaginal de P4 alcanca taxas de gestacédo
satisfatorias a segunda IATF, estudos complementares sd0 necessarios para investigar as

aparentes baixas taxas de gestacdo obtidas pela associacdo de P4lnj e dispositivo de Pa.

Palavras-chave: ressincronizacdo precoce; progesterona injetavel, benzoato de estradiol
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ABSTRACT

The objective of this work was to compare the pregnancy rates of Bos taurus x Bos
indicus heifers resynchronized 14 days after the first TAIl with long-acting injectable
progesterone (iP4) associated with the intravaginal P4 device to those resynchronized by the
association of estradiol benzoate (EB) and intravaginal P4 device. Six hundred and seventy-
seven heifers (Braford and Brangus) submitted to a TAI cycle (D0O) were used. On D14, the
animals received a P4 intravaginal device (1 g, Sincrogest, Ourofino Saude Animal,
Cravinhos, SP) and were randomly divided into two groups to receive: EB (1 mg .M.,
Sincrodiol, Ourofino; n=339); or iP4 (75 mg I.M., Injectable Sincrogest, Ourofino; n=338).
On D22, the P4 devices were removed and the pregnancy diagnosis (PD) performed by
assessing morphological luteolysis through Doppler ultrasound examination. Heifers
considered non-pregnant (NP) had the diameter of the dominant follicle (DF) measured and
received 1 mg of estradiol cypionate (SincroCP, Ourofino), 250 ug of sodium cloprostenol
(Sincrocio, Ourofino) and 200 IU eCG (SincroeCG, Ourofino), followed by the second TAI
no D24. The statistical model was adjusted for each dependent variable by logistic regression
analysis (PROC GLIMMIX, SAS version 9.2) considering the following independent
variables: treatment, race, age, ranch, and interactions treatment x ranch, treatment x race,
treatment x age. The diameter of the DF on D22 in the NP heifers did not differ (P>0.05)
between the EB (9.77 £ 0.25) and iP4 (9.92 + 0.22) groups. No difference was observed
between the EB and iP4 groups for pregnancy rate on D22 (56.3%, 191/339 versus 60.1%,
203/338, respectively), and D40 post-TAl (49.6%, 168/339 versus 53.3%, 180/338,
respectively). The rate of pregnancy losses from PD22 to PD40 was similar between the EB
(12%, 23/191) and iP4 (11.3%, 23/203) groups. The resynchronization pregnancy rate of the
iP4 group (31.85%, 43/135) was lower than that of the EB group (45.95%, 68/148). In
conclusion, it is proposed that supplementation with 1 mg EB or 75 mg of iP4 in combination
with the P4 device at 14 days after TAI is equally safe for the ongoing pregnancy.
Additionally, whereas the resynchronization of the follicular wave by the association of EB
and intravaginal P4 device reaches satisfactory pregnancy rates to the second TAlI,
complementary studies are necessary to investigate the apparent low pregnancy rates

obtained by the association of iP4 and P4 device.

Keywords: early resynchronization; injectable progesterone; estradiol benzoate
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1 INTRODUCAO

Nos proximos 10 anos, segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU, 2017), a
populacdo mundial aumentara em mais de 1 bilhdo de pessoas, alcancando 8,6 bilhGes de
habitantes em 2030, sendo que o maior crescimento devera ser observado nos paises
desenvolvidos. Neste sentido, para atender a demanda por alimentos a produgdo de proteina
animal deverd aumentar em 15% até 2027 (OECD/FAO, 2018). Considerando apenas a
producdo mundial de carne bovina em 2019, que foi de 61.306 toneladas (USDA, 2019), isto
representaria uma necessidade de crescimento de aproximadamente 9.000 toneladas por ano.
No cenério da pecuéria de corte mundial o Brasil encontra-se em posicao de destaque, sendo o
segundo maior produtor de carne bovina, com cerca de 10.000 toneladas/ano (USDA, 2019),
além de possuir o maior rebanho comercial de bovinos, com aproximadamente 232 milhdes
de cabecas (USDA, 2018). A caracteristica de producdo brasileira associada a um perfil de
pecuaria extensiva coloca o Brasil em situacdo privilegiada em um cenério de aumento da
produtividade animal com baixo impacto ambiental (LUCHIARI FILHO, 2006) a fim de
suprir a crescente demanda por proteina animal. Atender a demanda por alimentos de maneira
econbmica e ecologicamente sustentavel significa aumentar os indices reprodutivos do
rebanho, e nesse contexto, mais uma vez, a pecuaria brasileira encontra-se em posi¢do
privilegiada uma vez que seu potencial produtivo pode ser considerado subutilizado. Os atuais
indices reprodutivos médios brasileiros resultam, em uma parcela das propriedades, de
praticas de manejo inapropriadas, como excesso de carga animal e auséncia de separacao das
categorias animais visando manejos especificos (MENEGAZ; LOBATO; PEREIRA, 2008).
Nesse contexto, o cenario almejado no tocante a eficiéncia reprodutiva pode ser definido, de
maneira simplista, pela producdo de um terneiro ao ano por matriz. Porém esta meta esbarra
em alguns entraves como, por exemplo, o prolongamento do anestro pds-parto e deficiéncias
nutricionais, especialmente nas fémeas primiparas, as quais necessitam de manejo estratégico
afim de lhes proporcionar o aporte nutricional suficiente para concluir seu crescimento
corporal, suprir demandas associadas a lactacdo, e tornar-se gestante novamente
(MENEGHETT]I, 2006).

A partir da evolucdo do conhecimento acerca da fisiologia e endocrinologia do ciclo

estral tornou-se possivel controlar o desenvolvimento da onda folicular, regredir o corpo lteo
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de vacas ciclicas, sincronizar e induzir a ovulacdo (BARUSELLI et al., 2017), e
consequentemente, estimular a disseminagdo da inseminacdo artificial. Como consequéncia
dos avancgos do controle farmacoldgico da fisiologia reprodutiva a inseminacéo artificial em
tempo fixo (IATF) tem sido difundida de forma crescente no Brasil afim de otimizar as
praticas de manejo e desvincular a necessidade de deteccdo de cio da utilizacdo da
inseminacdo artificial. Adicionalmente, a IATF proporciona alto percentual de fémeas
gestantes no inicio da estacdo de monta, padronizagdo do rebanho e a concentracdo da mao de
obra (BARUSELLLI et al., 2017). Todavia, tal estratégia pode ser considerada subutilizada no
cenario brasileiro, uma vez que, dados coletados em 2017 mostram que apenas 11,7% do
rebanho bovino nacional foi inseminado (ASBIA, 2017).

Devido a falhas individuais na resposta a manipulacdo farmacologica ou a perdas
embriondrias, fémeas que ndo se tornaram ou mantiveram gestantes necessitam ser
inseminadas novamente 0 mais brevemente possivel, para que ainda sejam capazes de gerar
um produto por ano. Nesse contexto, as investigacdes cientificas no campo do controle
farmacoldgico do ciclo estral e da deteccdo precoce de gestacdo tém potencial de estabelecer
novas estratégias com impacto significativo na eficiéncia dos programas reprodutivos.
Estratégias de ressincronizacdo tém sido desenvolvidas para serem implementadas ap6s o
diagnostico de gestacdo (DG) pds-IATF, usualmente realizado por ultrassonografia transretal,
entre os dias 28 e 40 pds-inseminacdo (BARUSELLLI et al., 2012). Por essa estratégia, fémeas
que nunca estiveram gestantes ou que interromperam precocemente a gestacdo somente serdo
identificadas ap06s transcorrido um ou até dois ciclos estrais. Estrategicamente, uma
abordagem para ser considerada precoce deveria identificar fémeas ndo gestantes antes do
retorno ao estro. Ressalta-se ainda que, tal estratégia deve permitir a manipulacdo
farmacoldgica, visando a ressincronizacdo de forma segura e eficiente e a reducdo do impacto
negativo de fémeas que ndo responderam ao protocolo ou que perderam a gestagdo. Um dos
primeiros passos nessa direcdo foi dado por Lucy; McDougall; Nation (2004), que
propuseram que a ressincronizacdo poderia ser realizada entre os dias 17 e 19 apos a IATF,
uma vez que os metodos de DG fossem aperfeicoados. Os autores sincronizaram vacas de
leite no pds-parto utilizando o protocolo Ovsynch, as quais foram divididas em dois grupos:
inseminadas e ndo inseminadas no dia 0. Ambos os grupos foram ressincronizados com o
mesmo protocolo iniciando 11 dias apds a inseminacdo. Enquanto as fémeas inseminadas
foram consideradas todas gestantes, as ndo inseminadas receberam prostaglandina, seguido de

GnRH dois dias depois, sendo inseminadas no dia 21. Esse trabalho demonstrou que é
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possivel oportunizar uma segunda chance de concepcdo as vacas ndo gestantes dentro do
intervalo de um Uanico ciclo estral. Entretanto, a evolucdo desta estratégia depende do
desenvolvimento de métodos que possibilitem detectar as fémeas ndo gestantes o mais
precocemente possivel, e assim aumentar o nimero de oportunidades de cada fémea se tornar

gestante dentro de uma mesma estagéo reprodutiva.

Estratégias de ressincronizacdo precisam contemplar os seguintes aspectos: capacidade
de sincronizacdo da onda folicular, seguranca para o concepto potencialmente presente, e
auséncia de interferéncia no processo ovulatério subsequente. Alguns autores que testaram
ésteres de estrogeno em diferentes momentos apds a inseminacgdo artificial demonstraram
diferentes resultados. Com relacdo a dinamica folicular os ésteres associados ao implante
intravaginal de progesterona (P4) apresentam resultados semelhantes. A utilizagdo de 5 mg de
estradiol 17p (E17B) em vacas, 1 mg de cipionato de estradiol (CE) e 1 mg de benzoato de
estradiol (BE) em novilhas sincronizam a emergéncia da onda folicular para 3,7 £ 0,6 dias
apos o tratamento (MARTINEZ et al., 2005; ANDRADE; et al., 2012). Entretanto, a respeito
das taxas de gestacdo na ressincronizacao iniciada aos 13 dias, enquanto a utilizacao de 0,5 ou
1,5 mg de E17p reduz as taxas de gestagdo em novilhas (COLAZO et al., 2006) e 0,5 mg de
CE em vacas ¢é insuficiente para melhorar as taxas de gestacdo (STEVENSON et al., 2003), a
utilizacdo de 1 mg de BE em vacas aumenta as taxas de concep¢do (MACMILLAN et al.,
2001). Ao passo que a dose de 1 mg de BE tem sido considerada adequada para sincronizar a
onda folicular e as taxas de gestacdo em novilhas e vacas, o seu potencial luteolitico de acordo

com diferentes categorias animais carece de maior investigacao.

Tendo em vista a existéncia de barreiras legais quanto ao uso de ésteres de estrogeno,
uma alternativa para os protocolos de ressincronizacdo é a utilizacdo de progesterona.
Algumas concentracdes e formulacdes de progesterona ja foram testadas em vacas no pds-
parto. Colazo et al., (2007) relataram que a utilizacdo de 150 mg progesterona dissolvida em
6leo de canola em associagdo com um dispositivo intravaginal de P4 no diestro de vacas ndo
gestantes ndo foi capaz de sincronizar o surgimento de uma nova onda folicular. Por outro
lado, a utilizacdo de 75 mg de P4 injetavel de longa agédo associado ao implante intravaginal
de P4 na ressincronizacgdo iniciada aos 12 dias em vacas primiparas e multiparas aumenta as
taxas de gestacdo da segunda IA com relagdo ao grupo tratado apenas com o implante de Py,
(PUGLIESI et al., 2019a). Apesar de relatos indicando sucesso na utilizacao de P4 na auséncia
de E2 para sincronizar a onda folicular, a literatura sugere que existem diferencas de

resultados de acordo com a formulacdo e doses da fonte de progesterona injetavel. Nesse
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contexto, faz-se necessario mais estudos acerca da formulagéo e dose adequada da fonte de P4
injetavel, bem como da sua adequacdo de acordo com a categoria animal.

O uso de estradiol em programas de sincronizacdo e ressincronizacdo € bem difundido,
porém em alguns paises sua utilizagdo é proibida, especialmente com relacdo a sua agdo como
melhorador de desempenho produtivo, o que acaba impedindo seu uso em programas de
manipulacdo do ciclo estral em bovinos. Adicionalmente, resultados inconsistentes mantém o
receio acerca do impacto negativo do uso do estrogeno em vacas gestantes. Portanto, faz-se
necessario buscar alternativas & sua utilizacdo em programas reprodutivos. A progesterona
injetavel pode ser uma alternativa ao uso do estradiol em tais programas. Apesar dos recentes
avancos acerca da utilizacdo da P4 como agente de sincronizacdo da emergéncia da onda
folicular, algumas questBes necessitam ser mais bem definidas, como por exemplo, sua
utilizacdo em novilhas, uma vez que estas apresentam peso e metabolismo diferentes de vacas
no pds-parto. Por isso, faz-se necessario mais estudos acerca da dose ideal de progesterona
capaz de sincronizar o surgimento da onda folicular e aumentar as taxas de gestacdo na
ressincronizacdo, sem que haja interferéncia negativa na gestacdo em estabelecimento ou no
processo ovulatorio subsequente (PANCARI et al., 2002; CAVALIERI, 2018). Como néo se
tem estudos utilizando a P4 injetavel de longa acdo em protocolos de ressincronizacdo super
precoce em novilhas, optamos por iniciar o protocolo aos 14 dias para diminuir as chances da
P4 interferir na gestacdo em estabelecimento. Visto isso, 0 objetivo deste trabalho foi
comparar a eficiéncia da P4 injetavel (Pslnj) associada ao dispositivo intravaginal de P4 aquela
do benzoato de estradiol (BE) no inicio da ressincronizagdo realizada aos 14 dias em novilhas

Bos taurus x Bos indicus.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo Estral

O ciclo estral das fémeas bovinas ocorre durante todo o ano, sendo elas consideradas
poliéstricas anuais com a atividade ciclica somente interrompida quando a fémea apresenta-se
em gestacdo, lactacdo ou em funcdo de condigdes patologicas (HYTTEL; SINOWATZ;
VEJLSTED;, 2012). As fémeas bovinas apresentam o intervalo entre dois periodos de
receptividade sexual (cio ou estro) de aproximadamente 21 dias, e o ciclo estral pode ser
dividido em fase folicular, que dura de 3 a 6 dias, e fase luteinica, com duracao de 16 a 17
dias (BALL; PETERS, 2006).

A lutedlise marca o inicio da fase folicular a qual envolve a finalizacdo do
desenvolvimento folicular e o consequente aumento das concentragdes de estradiol (E2). A
retroalimentacdo negativa que a progesterona (P4) exerce na producdo de GnRH junto ao
hipotdlamo é removida a partir da lutedlise. Com isso, o hipotalamo aumenta a frequéncia de
liberacdo dos pulsos de GnRH para um pulso a cada 1,5 a 2 horas, 0 que estimula a liberacéo
de pulsos do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH; QUIRK;
FORTUNE, 1986). As gonadotrofinas estimulam o crescimento folicular e com isso a
producdo de E» pelos foliculos. Na fase folicular, apds a lutedlise, ocorre a transi¢cdo da
dominancia entre os hormonios esteroides (diminuicdo de P4 e aumento de E>), 0 aumento de
E> leva a um pico de LH que resultard na ovulagdo (QUIRK; FORTUNE, 1986). O
desenvolvimento folicular em bovinos ocorre na forma de ondas (LUCY et al., 1992). Estudos
realizados em fémeas Bos taurus (raca Holandesa) demonstraram o predominio de duas a trés
ondas de crescimento folicular (WOLFENSON et al., 2004); ja em Bos indicus (raca Nelore)
os relatos indicam a maior incidéncia de trés ondas foliculares, sendo relatadas até quatro
ondas (FIGUEIREDO et al., 1997). Em resumo, na fase folicular ocorrem os seguintes
eventos: a lutedlise que marca o inicio da fase, alternéncia de dominancia entre os horménios
P4 e E», preparacéo do foliculo para a ovulacéo, e a ovulagédo propriamente dita, que marca o
final desta fase.

A fase luteinica inicia com a ovulacdo e desenvolvimento do corpo luteo (CL),
terminando com a lutedlise. O CL ¢ formado logo apos a ovulagédo, quando o espago que antes
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era ocupado por células foliculares da teca e granulosa passa a ser preenchido por células
foliculares luteinizadas (células luteais pequenas e grandes) e células ndo esteroidogénicas
como fibroblastos, células do sistema imune e células endoteliais (WEBB; WOAD;
ARMSTRONG, 2002). O estabelecimento de uma rede vascular robusta representa aspecto de
extrema relevancia para o desenvolvimento e manutencdo do CL e é indispensavel para o
desempenho de suas fungbes (REYNOLDS; GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000). A
vascularizacdo do CL é desenvolvida pelo processo de angiogénese, que consiste na formacéo
de novos vasos sanguineos atraves da migracao e proliferacdo de células endoteliais oriundas
de vasos preexistentes (KAWATE et al., 2003). Uma vez formado, o CL passa a produzir Pa,
hormdnio predominante nesta fase, que no hipotdlamo exerce retroalimentacdo negativa sobre
a frequéncia dos pulsos de GnRH que passam a ocorrer em intervalo de 4 a 8 horas (NETT et
al., 2002). A P4 ainda prepara o Utero para receber o embrido com a estimulagdo de secrecdo
das glandulas endometriais e o efeito inibitorio sobre as contracbes do miométrio (BALL;
PETERS, 2006). A area do corpo liteo, que em fémeas Bos indicus varia de 17 a 21 mm?
(RHODES; DE’ATH; ENTWISTLE, 1995; FIGUEIREDO et al., 1997), e em fémeas Bos
taurus de 20 a 30 mm? (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; KASTELIC; BERGFELT;
GINTHER, 1990), esta diretamente relacionada a sua capacidade de producdo de P4 (D
’OCCHIO et al., 1999). Da mesma forma, o nivel de vascularizagdo e perfusdo sanguinea
estdo intimamente relacionados a funcionalidade do CL (MIYAMOTO et al., 2005). Na fase
luteinica o LH causa a diferenciacdo celular que resulta na alternéncia de dominancia entre os
hormonios esteroides, diminuindo as concentracdes de E> (<2 pg/ml) e aumentando as de P,
até atingir a funcdo plena do CL (plat6 de Pa4), para depois ser finalizada com a lutedlise, para
uma duracdo de 10 a 14 dias. No final da fase luteinica ciclica o CL pode manter sua
funcionalidade, nos casos em que a presenca de um concepto viavel bloqueia 0 mecanismo
luteolitico, ou regredir em resposta a lutedlise na auséncia do reconhecimento materno da

gestagéo.

Em ruminantes, a lutedlise € causada pela liberacdo de ocitocina pelo CL que atua no
endometrio, que na auséncia de embrido produz PGF2a. Com a lutedlise, ha diminuicdo das
concentracdes de P4 removendo o bloqueio da liberacdo de GnRH, conforme mencionado no
inicio desta se¢do. Em fémeas gestantes € necessario que o embrido sinalize sua presenca para
evitar a lutedlise visando & manutencdo da gestacdo. Esse processo é conhecido como
reconhecimento materno de gestacdo. Em bovinos as células trofoblasticas do blastocisto

sintetizam o IFN-tau que atua no reconhecimento de gestacao, o qual ocorre entre 0 16° ao 19°
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dia de gestacdo (FORDE; LONERGAN, 2017). O IFN-tau atua no endométrio inibindo a
sintese dos receptores de ocitocina, hormonio responsavel por estimular a producéo de PGF2a
pelo endométrio. Nesse contexto, sem a PGF2a ndo ha lutedlise (SPENCER et al., 2004). O
IFN-tau juntamente com a P4, atua aumentando a producdo de histotrofo pelas glandulas
uterinas (O’HARA et al., 2014). Dada a importancia da atividade do CL, manipulacdes
farmacoldgicas que possam comprometer sua funcionalidade ou induzir a lutedlise podem

também impactar negativamente a fertilidade.

2.1.1 Esteres de estradiol na manipulacéo do ciclo estral

O estradiol atua de maneira distinta na presenca ou auséncia de progesterona. Na
auséncia de progesterona o estradiol induz a ovulacdo e na presenca induz o crescimento
folicular. O estradiol atua realizando a retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de FSH,
uma vez que o aumento da frequéncia de pulsos de GnRH induzidos por estradiol favorece a
liberagdo de LH em detrimento do FSH (DOCKE; DORNER, 1965; MOENTER et al., 1991).
As concentraces séricas de FSH que flutuam entre 50 e 80 ng/ml, sdo reduzidas a < 25 ng/ml
24 horas ap6s o pico de estradiol (NETT et al., 2002; FERRAZ et al., 2008). O estradiol age
aumentando a sensibilidade da glandula hip6fise ao GnRH, e apds a sensibilizacdo causa um
aumento dréstico na liberacdo GnRH, e as concentracfes desse horménio na hipofise passam
de < 5 pg/min a 35 pg/min 12 horas apds o pico de estradiol (NETT et al., 2002).
Consequentemente, na auséncia de P4+ 0 GnRH estimula a liberagdo macica de LH e induz a
ovulacdo, na presenca de um foliculo dominante, através do pico pré-ovulatorio que alcanca
100 a 150 ng/ml (NETT et al., 2002). Price; Webb, (1988) utilizaram estradiol em um
protocolo de sincronizacdo da ovulagdo, e observaram que o efeito do estradiol exdgeno é
semelhante ao enddgeno, causando a diminui¢cdo das concentracGes séricas de FSH e

aumentando a amplitude do pulso de LH.

A escolha do éster de estradiol a ser utilizado varia de acordo com a necessidade do
protocolo. Uma vez que os esteres possuem caracteristicas farmacocinéticas distintas, como a
meia vida, o éster utilizado ird determinar 0 momento da sua aplicacdo visando a inducdo de
uma nova onda folicular ou a ovulacdo. O estradiol 178 (E17B) atinge um pico nas
concentragOes de estradiol em duas horas apds sua aplicacdo, retornando as concentracfes
basais em 6 horas (LARSON; BALL, 1992); para o benzoato de estradiol (BE) o pico ocorre
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em 4 horas, permanecendo elevado por 24 horas (DRIOWO et al., 1980; BURKE et al.,
2000). J& o cipionato de estradiol (CE) possui meia vida maior, uma vez que 0 pico das
concentracdes de estradiol ocorrem 36 horas apds sua aplicacdo e permanece elevado por
mais 96 horas (DRIOWO et al., 1980; SALES et al., 2012). Quando considerado 0 momento
da emergéncia da onda folicular, a utilizacdo de 1 mg de BE associado ao dispositivo
intravaginal de P4 em vacas (raga Hereford) sincroniza o surgimento de uma nova onda
folicular para 3,6 = 0,5 dias apds o tratamento (PRICE; WEBB, 1988). Esse resultado é
semelhante quando em novilhas € utilizado o dispositivo de P4 associado a 100 mg de P4
injetavel e 1 mg de BE, que induz o surgimento da onda folicular 3,7 + 0,6 dias apds o
tratamento (MARTINEZ et al., 2005). Com relagio a utilizacdo de ésteres de estradiol na
inducdo da ovulacdo os mais utilizados atualmente sdo o BE e o CE, sendo que possuem
momento da inducdo da ovulacdo diferentes. Quando utilizados junto a remocdo do
dispositivo intravaginal de P4 0 BE induz a ovulacdo para 60,6 + 1,7 horas e o CE para 72,9 =
1,6 horas apos a remocdo da P4+ (CREPALDI et al., 2019). Com base no exposto, conclui-se
que o estradiol pode ser utilizado em protocolos de sincronizacdo da onda folicular ou
ovulacdo (MARTINEZ et al., 2000; MAPLETOFT et al., 2003; FERRAZ et al., 2008).

O estradiol é capaz de sincronizar a emergéncia da onda folicular, porém um aspecto
potencialmente negativo da sua utilizacdo diz respeito a sua capacidade de induzir o
mecanismo luteolitico. A lutedlise tem inicio por volta de 15 dias ap6s a ovulacdo em vacas,
periodo que coincide com o aumento da expressao dos receptores de ocitocina endometriais,
que se da entre 15 a 17 dias pds-ovulacdo (ROBINSON et al., 2001; ARAUJO et al., 2009). A
ligacdo da ocitocina com seus receptores desencadeia a secrecdo pulsatil de prostaglandina
F2a (PGF2a) e resultara em luteolise (FLINT; SHELDRICK, 1983). Experimento realizado
utilizando 5 mg de BE associado ao implante de liberagdo intravaginal de P4 em novilhas
(raca Hereford), observou que o BE diminui as concentragdes séricas de P4, sugerindo que o
estradiol esta envolvido na cascata de liberacdo de prostaglandina a fim de induzir a lutedlise
(MUNRO; MOORE, 1985). Thatcher et al., (1986) realizaram experimento em novilhas com
0 objetivo de determinar se o estradiol tem efeito luteolitico, através da mensuracdo do
metabdlito da PGF2a (PGFM) na circulagdo periférica. Para isso, foi sincronizada a
emergéncia da onda folicular de novilhas com um implante auricular de progesterona por 9
dias, 13 dias ap6s o inicio da sincronizagdo os animais receberam 3 mg de estradiol 17 ou 6
ml de placebo. Os autores observaram que o estradiol aumenta as concentracdes séricas de

PGFM entre 5 e 6 horas ap0s o tratamento, antecipando a lute6lise em 2,5 dias em relagéo ao
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grupo controle (THATCHER et al., 1986). O mesmo foi observado por Araujo et al., (2009),
que realizaram experimento em novilhas da raca Holandesa, as quais tiveram os foliculos
maiores de 4 mm aspirados entre os dias 9 e 15 po6s ovulacdo, e receberam 1 mg de BE ou
placebo no dia 13. Os autores observaram que o estradiol causa aumento nas concentragdes de
PGFM 2 horas apés o tratamento e induz um pico as 12 horas (700 pg/ml), confirmando a sua
importancia como regulador da liberagao de PGF2a pelo utero (ARAUJO et al., 2009). A fim
de comparar o padrdo de expressdao do receptor de ocitocina, receptor alfa de estradiol e
receptor de progesterona, foi acompanhado o ciclo estral de quatro vacas nao lactantes e
coletadas amostras de sangue diariamente e biopsias uterinas dos dias 2 ao 14 a cada 48 horas
e diariamente dos dias 15 ao 21 (DO — ovulagdo). Os autores observaram que o estradiol
estimula a expressao dos receptores e a progesterona inibe a expressdo, sendo que o0 aumento
na expressdao dos receptores de ocitocina ocorre concomitantemente ao aumento dos
receptores alfa de estradiol (ROBINSON et al., 2001). O potencial luteolitico do estradiol
enseja estudos acerca da identificacdo de doses e/ou momentos de aplicacdo que néo

desencadeiem o mecanismo luteolitico em animais potencialmente gestantes.

2.1.2 Progesterona na manipulacao do ciclo estral

O mecanismo pelo qual a progesterona, produzida pelo corpo liteo, induz a emergéncia
de nova onda folicular parece estar relacionado com a supressdo da liberacdo pulsatil de LH
em bovinos (BERGFELD et al., 1996). A frequéncia elevada de liberacdo o LH pode
prolongar a vida util do foliculo. Por outro lado, a frequéncia reduzida, encurta a vida util do
foliculo dominante pela inducdo da sua atresia, levando ao surgimento de nova onda folicular
(STOCK; FORTUNE, 1993). Conforme os foliculos se desenvolvem aumentam o nimero de
receptores de LH, tornando-se menos dependentes do FSH e mais responsivos ao LH
(SIROIS; FORTUNE, 1990). Portanto, reducdes na secrecdo de LH podem induzir atresia de
foliculos dominantes, uma vez que a demanda por LH n&o é atendida (CAVALIERI, 2018).
Associado a atresia do foliculo dominante h4 uma diminuigdo na sintese de inibina, 0 que
permite um aumento nas concentracdes de FSH, induzindo a emergéncia de uma nova onda
folicular (CAVALIERI et al., 2003).

Outro mecanismo que parece estar associado & agdo da progesterona em modificar o

padrdo de desenvolvimento folicular é a inibicdo da inducdo da aromatase pelo FSH nas
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células da granulosa. Uma vez que o estradiol estimula a proliferagdo destas células e
expressdo dos receptores de LH, a reducdo nas concentracOes de estradiol a partir de uma
reducdo da atividade de aromatase pode levar o foliculo a atresia (FORTUNE; VINCENT,
1983). Experimento realizado in vitro, demonstrou que a P4 inibe diretamente o complexo
enzimético da aromatase e a habilidade da célula em converter andrégeno em estradiol
(HUNTER; SOUTHEE, 1987). Baixas concentragbes de P4 (<1-2 ng/ml) ap6s a lutedlise,
geram um aumento da frequéncia dos pulsos de LH e maior sintese de estradiol pela
granulosa, levando o foliculo dominante a ovulacdo (SIROIS; FORTUNE, 1990).

Em vacas 0 sucesso da gestacdo depende do desenvolvimento adequado do embriédo e
producdo da proteina antiluteolitica, interferon tau para prevenir a secre¢do de PGF2a pelo
endométrio (YAN et al., 2016). O principal horménio que controla o estabelecimento da
gestacdo é a P4, e concentracBes insuficientes do mesmo resultam em desenvolvimento
embrionario deficiente e falha em impedir a lutedlise (YAN et al., 2016). ConcentracGes
adequadas de progesterona estimulam a producdo de histotrofo que facilita a implantacéo e o
desenvolvimento inicial do embrido, e auxiliam na manutencdo da gestacdo estimulando o
crescimento uterino e opondo-se as ac¢les de fatores envolvidos na contracdo do miométrio
(DINNY GRAHAM; CLARKE, 1997). Por outro lado, o0 momento do inicio e o tempo de
exposicdo a progesterona tem efeito na funcionalidade do CL e no desenvolvimento
embrionario inicial (PARR et al., 2017). Garret et al., (1988) observaram que a suplementacéo
com 100 mg de progesterona no inicio do ciclo estral (de 1 a 4 dias) antecipa a liberacdo do
metabdlico da PGF2a, causando lutedlise. Os autores concluiram que a P4 causa a lutedlise de
maneira indireta, através da alteracdo do ambiente uterino (GARRETT et al., 1988). O mesmo
foi observado quando utilizado 150 mg ou 300 mg de progesterona de longa acdo trés dias
apos a ovulacdo ou implante intravaginal com 1,55 g P4 entre 3 e 7 dias p6s-ovulacdo em
vacas multiparas, no qual a vida util do corpo lGteo foi reduzida (BILBY et al., 2013;
O’HARA et al., 2014; PUGLIESI et al., 2014a), antecipando a lute6lise em aproximadamente
trés dias. As concentracBes de P4 entre os dias 3 e 8 alteram o ambiente uterino através da
aceleracdo ou reducdo da transcricdo endometrial e producao do histotrofo (O’HARA et al.,
2014; BATISTA et al., 2019).

A progesterona € utilizada em protocolos de sincronizacdo da emergéncia da onda
folicular pois induz a atresia do foliculo dominante e de foliculos persistentes culminando em
uma boa sincronia da onda folicular (ANDERSON; DAY, 1994; CAVALIERI et al., 1998), e
reduz a variabilidade do didametro dos foliculos (KINDER et al., 1996; CAVALIERI et al.,
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1998). Além disso, concentracBes altas de P4 podem geram embrifes maiores (CARTER et
al., 2008), além de aumentarem as taxas de concep¢do em novilhas (DISKIN; MORRIS,
2008). Neste contexto, os efeitos da suplementacdo com P4 na melhoria das taxas de gestacao
foram avaliados por meio de meta analise (YAN et al., 2016) e de acordo com as seguintes
categorias: programa de acasalamento (estro natural, sincronizacdo do estro, sincronizagao da
ovulacdo); momento da suplementacdo em relacdo ao aumento da P4 pds-ovulatéria (<D3,
entre D3 e D7, >D7); taxas de concepcdo no grupo controle (<30%; 30-45%; 45,1-60%;
>60%). Os resultados demostraram que a suplementacdo com Pa, independente da forma e via
de administracdo, aumenta as chances de gestacdo nos animais com baixa fertilidade, (<45%
de gestagdo no controle), suplementados entre os dias 3 e 7 do ciclo estral em programas de
estro natural (YAN et al., 2016).

2.2 Programas de ressincronizacao

A ressincronizacdo € a abordagem farmacoldgica utilizada para sincronizar a
emergéncia de uma nova onda folicular e/ou ovulacdo de fémeas que foram previamente
submetidas a sincronizacdo e inseminacdo artificial (BARUSELLI et al., 2017). Na busca
continua pela intensificacdo dos programas reprodutivos, os protocolos de ressincronizagdo da
ovulagéo objetivam aumentar a eficiéncia do programa reprodutivo por meio da redugdo no
intervalo entre inseminacgdes. Considerando que o ciclo estral de vacas inseminadas por IATF
gue ndo se tornaram gestantes é sincronizado, a ressincronizacdo para uma segunda IA é

viavel e representa uma etapa subsequente Idgica.

A ressincronizacdo € comumente iniciada apés o diagnostico de gestacdo. Considerando
que o método de diagndstico de gestacdo mais utilizado € a ultrassonografia transretal aos 30
dias p6s-1ATF, o intervalo entre duas inseminacdes seria de aproximadamente 40 dias (Figura
1A). Alternativas para diminuir o intervalo entre inseminagdes vém sendo estudadas. Sabe-se,
por exemplo, que a utilizacdo de prostaglandina é incompativel com a manutencdo da
gestacdo, portanto sua utilizagdo nédo é indicada em programas de ressincronizacéo, antes da
identificacdo acurada do status gestacional. Neste contexto, 0 programa de ressincronizacao
precoce propde iniciar a manipulagdo farmacologica antes do DG, de maneira que a ultima
etapa, a qual envolve um agente luteolitico, coincida com o dia do DG (Figura 1B). A

utilizacdo do modo Doppler como ferramenta para o DG precoce, permite antecipar o inicio
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da ressincronizagdo para 12 ou 14 dias pos-IATF, encurtando o intervalo entre inseminagdes
para 24 dias (Figura 1C).

Figura 1. Modelo de programas de ressincronizacao, considerando os protocolos de IATF e ressincronizacao de
10 dias.

A- Convencional 1A DG 22| A
| | |
|ATF | Ressincronizacdo
b-10 &0 02832 D38-42
B- Precoce 1A DG 2314
] I
IATF Ressincronizacdo
0-10 oo 018-22 028-327  D30-34
C- Super Precoce |A DG 234
| | J
|ATF r Ressincronizacdo
0-10 (81] 012-14 D20-22 D22-24

A realizacdo de protocolos de sincronizacdo para IATF, seguidos de protocolos de
ressincronizacdo e métodos de DG precoce permitem a reducdo do intervalo entre o parto e a
nova concepg¢do, aumentando consequentemente a produtividade animal. A utilizacdo de
estradiol como agente de sincronizacao da onda folicular é bem difundida e tem demonstrado
potencial para melhorar as taxas de gestacdo da ressincronizacdo. Alternativamente, a
progesterona injetavel, que atua por mecanismo distinto do estradiol para sincronizar a onda
folicular, tem sido proposta como alternativa. Alguns programas de ressincronizagdo tém
empregado a progesterona injetavel (CAVALIERI et al., 1998, 2003; PUGLIESI et al.,
2019a), contudo, sua utilizagdo em programas chamados “super precoce” é relativamente
nova e carece de melhor caracterizagdo acerca de aspectos como dose por categoria (ex.:

novilhas).

2.2.1 Esteres de estradiol na ressincronizacéo



22

A utilizacdo de estradiol em protocolos de ressincronizagdo tem sido alvo de
investigacdo. Em estudo realizado comparando as taxas de gestacdo entre novilhas, primiparas
e multiparas ndo gestantes que utilizou 1 mg de BE na ressincronizagéo iniciada aos 30 dias
apos a primeira inseminacéao, observou-se que as novilhas responderam melhor ao tratamento
atingindo taxas de concepgdo a 2% inseminagdo (66%) maiores que aquelas de outras
categorias animais (MARQUES et al., 2015). Com isso, concluiu-se que a ressincronizagéo
aos 30 dias com BE proporciona taxas concepcao dentro do limite esperado em novilhas nédo

gestantes.

Bartolome et al., (2005) avaliaram as taxas de gestacdo e perdas gestacionais de vacas
de leite que iniciaram a ressincronizacdo aos 23 dias ap6s a primeira IATF com 100 g de
GnRH. No dia 30 foi realizado o DG e as vacas ndo gestantes foram divididas em dois
grupos: 100 pg de GnRH no dia 32, ou 25 mg de cipionato de estradiol (CE) no dia 31, ambos
0s grupos foram inseminados no dia 33. Os autores relataram que as taxas de gestacdo e
perdas gestacionais nao diferiram significativamente entre os grupos (BARTOLOME et al.,
2005). Sa Filho et al., (2014) descreveram que a ressincronizacdo pode ser realizada com
sucesso e sem prejuizos as fémeas gestantes aos 22 dias ap6s a primeira 1A com a utilizacéo
de 1 mg de BE associado ao implante auricular de Ps. Sua conclusdo foi baseada na
compara¢do entre um grupo em que ndo foi realizado nenhum tratamento e as
ressincronizacdes iniciadas aos 22 dias com BE ou 100 pg de GnRH, sendo que o grupo BE
apresentou maior taxa de gestacdo (SA FILHO et al., 2014). Em face aos resultados positivos
oriundos do BE na sincronizagdo da emergéncia da onda folicular (ALMEIDA et al., 2015) e
nas taxas de gestacdo (SA FILHO et al., 2014), é possivel afirmar que o BE tem se

consolidado como agente de ressincronizagao precoce.

A utilizacdo de estradiol em protocolos de ressincronizacao iniciados nos dias 12 e 14
apos a IA pode comprometer a habilidade do corpo luteo em produzir progesterona e
consequentemente a manutencdo da gestagdo (MUNRO; MOORE, 1985; EL-ZARKOUNY;
STEVENSON, 2004). Macmillan et al., (2001) indicam que a utilizacdo de uma dose baixa (1
mg) de BE associado ao implante intravaginal de P4 na ressincronizagéo realizada entre 12 e
14 dias apos a primeira inseminacao, é capaz de sincronizar a manifestacdo do estro para 9-10
dias ap6s sua aplicagdo, e ainda aumenta as taxas de concepg¢do da segunda IA em vacas de
leite. Estudos realizados utilizando a associa¢do de 1 mg de BE com implante intravaginal de
P, aos 13 dias apés a inseminacdo em vacas relatam que o tratamento sincroniza o

desenvolvimento do foliculo ovulatério (BURKE et al., 2000), aumenta a manifestagdo do
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estro em fémeas ndo gestantes (STEVENSON et al., 2003), e aumenta as taxas de gestagéo
(EL-ZARKOUNY; STEVENSON, 2004), comparados as fémeas que ndo receberam
estradiol. Considerando a consolidacdo do BE como agente sincronizador de onda folicular
em programas de ressincronizagao super precoce em vacas, propomos a verificacdo da sua
capacidade sincronizadora e seguranga em relacdo a gestagdo em curso em comparagdo a um

agente alternativo, a progesterona injetavel de longa acéo, em novilhas.

2.2.2 Progesterona na ressincronizagao

A progesterona em protocolos de ressincronizagdo tem sido alvo de investigagdo. A
utilizacdo de implante intravaginal com 1,38 g de P4 associado a 100 pg de GnRH na
ressincronizacao aos 34 dias resulta em aumento nas taxas de gestacdo em compara¢do com a
utilizacdo apenas do GnRH (BISINOTTO et al., 2010). Bilby et al., (2013) avaliaram a
utilizacdo de implante intravaginal com 1,38 g de progesterona em protocolos de
ressincronizacdo iniciados aos 32 e 39 dias apds a primeira inseminacdo e concluiram que a P4
reduz a incidéncia de ovulacdo precoce e aumenta a sincronizacao da manifestacdo do estro.
Contudo, sé aumentou as taxas de gestacdo nas fémeas que ndo apresentaram corpo luteo,
com concentracdes séricas de P4 inferiores a 1 ng/ml no inicio da ressincronizacao. Devido a
inconsisténcia dos dados acerca da ac¢do da suplementacdo exclusiva por implante de P4 sobre
a fertilidade, Bisinotto et al., (2015) realizaram uma meta andlise para avaliar os efeitos da
suplementacdo com P4 durante programas de IATF (sincronizacao e ressincronizagdo aos 32
dias) em diferentes condi¢des fisioldgicas e de gerenciamento de propriedades. Os resultados
demonstram que as chances de gestacdo aos 60 dias po6s-inseminacdo é 10% maior com o
implante intravaginal, significando no geral um aumento de 3,8% nas taxas de gestacdo de
vacas de leite, de 31,5 para 35,3% (BISINOTTO et al., 2015). Apesar desta meta analise
concluir que o implante de P4 é suficiente para aumentar as taxas de gestacdo, alguns autores
realizaram estudos testando outras vias de administracdo e concentragfes de P4 a fim de
incrementar a eficiéncia de protocolos de ressincronizagdo da emergéncia da onda folicular,

conforme descrito a seguir.

Em protocolos de ressincronizacdo super precoce foram testadas a associacdo do
implante de P4 com uma dose de P4 injetdvel em vacas de corte Bos taurus e Bos indicus (raca

Nelore), com status reprodutivo (gestante ou ndo gestante) desconhecido. Colazo et al., (2007)
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descreveram o efeito do uso de 150 mg de progesterona injetavel na ressincronizacgdo iniciada
aos 13 dias apos a primeira inseminagdo em vacas ndo lactantes (raca Angus). Os autores
concluiram que a P4 ndo sincroniza o surgimento de uma nova onda folicular e ainda reduz o
numero de foliculos pequenos, sugerindo que ndo houve recrutamento folicular (COLAZO et
al., 2007). Estudo mais recente realizado em vacas no pds-parto (raca Nelore, 53,7 + 4,3 dias
pos-parto), utilizando 75 mg de progesterona de longa acéo na ressincronizagdo iniciada aos
12 dias, concluiu que as taxas de gestacdo e de manifestacdo de estro foram superiores no
grupo tratado com a associacdo do implante intravaginal de P4 e a P4 injetavel em relacdo ao
grupo s6 com o implante (PUGLIESI et al., 2019a). Penteado et al., (2016) realizaram
experimento em vacas lactantes (raca Nelore) no qual avaliaram a utilizacdo de 100 mg de P4
de curta agdo em associa¢do com o implante de P4 em protocolo de ressincronizagéo iniciado
aos 14 dias apos a primeira inseminacdo e concluiram que a P4 apresenta taxas de gestacao na
ressincronizacao satisfatérias. Com base no exposto, sugere-se que a utilizagdo da associacdo
do implante intravaginal de P4+ com uma aplicacdo de Ps injetavel pode ser utilizada em
programas de ressincronizacgao super precoce em vacas lactantes e ndo lactantes, apresentando

taxas de gestacdo satisfatdrias.

Um dos primeiros estudos utilizando o implante intravaginal de P4 foi descrito por
Mcmillan e Macmillan, (1989) em que sugeriram que o tratamento com o implante de
progesterona (1,9 g de P4) por 14 dias em novilhas seria 0 recomendado para que se obtivesse
sincronia da manifestacdo do estro e taxas de gestacdao dentro do limite esperado. Utilizando
um periodo de tratamento mais curto, Van Cleeff et al., (1996) obtiveram resultados positivos
qguando utilizaram o implante intravaginal com 1,38 g de P4 por 5 dias na ressincronizagédo
iniciada aos 17 dias ap06s a primeira inseminacdo em novilhas de leite (raca Holandesa). Os
autores observaram que a P4 sincroniza a manifestacdo do estro nas novilhas ndo gestantes,
sem prejudicar as taxas de concepgéo da primeira inseminagéo, quando comparadas ao grupo
controle (VAN CLEEFF et al., 1996). Na ressincronizacdo aos 13 dias a utilizacdo do
implante de P4 por 7 dias em vacas de leite, sincronizou a manifestacdo do estro para dois dias
apos a remocdo do implante enquanto no grupo controle (sem tratamento) a manifestacéo foi
distribuida ao longo de 7 dias (EL-ZARKOUNY; STEVENSON, 2004). Quanto a taxa de
sobrevivéncia embrionaria entre o DG realizado aos 29 e 57 dias ap06s a |A, a taxa foi superior
no grupo tratado com P4 (65,5%) que no grupo controle (44,3%) (EL-ZARKOUNY;
STEVENSON, 2004). Resultado semelhante foi descrito em estudo por Colazo et al., (2006)

em novilhas (raga Angus), no qual concluiram que a utilizacéo de implante de P4 por 7 dias na
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ressincronizacdo aos 13 dias aumenta as taxas de concepgdo em comparagdo ao grupo sem
tratamento (COLAZO et al., 2006). Portanto, a utilizagdo do implante intravaginal de P4 na
ressincronizacdo super precoce € segura para fémeas gestantes e aumenta as taxas de
concepcao nas novilhas ndo gestantes, contudo o potencial da progesterona para aumentar as
taxas de concepgéo ainda néo foi totalmente explorado. A utilizagdo de progesterona seja via
dispositivo intravaginal ou injetavel, sem a administracdo de estr6genos, em protocolos de
sincronizacdo (CAVALIERI et al., 2003) e ressincronizacdo (CAVALIERI et al., 2008) da
onda folicular em vacas de leite apresenta capacidade de sincronizacéo variavel de inducéo da
onda folicular. Isto sugere que as doses de P4 comumente utilizadas podem ndo ser altas o
suficiente por tempo suficiente de exposi¢do para induzir o recrutamento de novas ondas
foliculares em todos os animais tratados (CAVALIERI, 2018). Por outro lado, Cavalieri,
(2018) observou que o tratamento com 6,24 g de P4 na forma de implante intravaginal por 3
dias, induz a sincronizacdo da emergéncia de nova onda folicular para 2 a 3 dias apds o
tratamento. Sendo que, para o tratamento foram utilizados dois dispositivos intravaginais por
animal, que eram compostos por um suporte livre de P4 em formato de “Y” no qual eram
encaixados quatro insertos de silicone impregnados com 0,78 g de Ps. Sabe-se que a
progesterona é capaz de induzir a sincronizacdo da onda folicular, contudo faz-se necessario
mais estudos acerca da dose de P4 ideal para utilizar em protocolos de ressincronizagao super

precoce em novilhas de corte.

2.3 Doppler

No ambito da fisiopatologia da reproducdo, a ultrassonografia € uma ferramenta usada
para investigar o trato reprodutivo feminino das espécies domésticas (GINTHER, 2014). Mais
especificamente, esta técnica tem sido utilizada para avaliacdo uterina, diagnostico de
gestacdo, determinacdo do sexo fetal e deteccdo da ovulagdo (MATSUI; MIYAMOTO, 2009)
e, em conjunto com a manipulacéo do ciclo estral, facilitou a disseminacdo da inseminagéo
artificial (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995).

O Color Doppler € o0 modo de avaliagdo ultrassonografica através do qual se cria um
mapa de cor baseado na velocidade e direcdo do fluxo sanguineo (GINTHER, 2014), onde
normalmente tons de vermelho indicam fluxo em direcéo ao transdutor e tons de azul fluxo na
direcdo oposta (MCDICKEN; ANDERSON, 2002). Apés o significativo avango da utilizagéo
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nas avaliagBes ginecoldgicas humanas (BHAL et al., 1999), o Color Doppler foi introduzido
as biotécnicas da reproducdo bovina, com o objetivo especifico de avaliar a vascularizagdo
das estruturas ovarianas, foliculos e corpo luteo (ACOSTA et al., 2002; HERZOG;
BOLLWEIN, 2007; MATSUI; MIYAMOTO, 2009; GINTHER, 2014). O uso do Color
Doppler na reproducédo bovina iniciou no Japdo com trabalhos que avaliavam as alteracdes na
vascularizagdo do corpo luteo e foliculos (ACOSTA et al., 2002; MIYAMOTO et al., 2006).
Foi demonstrado, por exemplo, que antes da ovula¢do ha um aumento da perfusdo sanguinea
do foliculo pré-ovulatorio (ACOSTA et al., 2003). Adicionalmente, o0 uso do Color Doppler
possibilitou identificar que foliculos pré-ovulatérios com maior vascularizagdo apresentam
maiores concentragdes de estradiol intrafolicular (VARUGHESE et al., 2014) e estdo
associados a maiores taxas de gestacdo (SIDDIQUI; ALMAMUN; GINTHER, 2009).

O corpo lateo é a principal glandula produtora de progesterona, e tem sua
funcionalidade associada as flutua¢fes enddcrinas do ciclo estral de bovinos (NISWENDER
et al., 2000). Tanto a area (D ’OCCHIO et al., 1999) quanto o fluxo sanguineo (MIYAMOTO
et al., 2005; LUTTGENAU et al., 2011) e a ecogenicidade (MIYAMOTO et al., 2005) do CL
estdo fortemente correlacionados as concentracdes plasmaticas de P4 durante a gestacdo
(HERZOG et al.,, 2011; KAYA et al., 2017). Neste sentido, o Color Doppler tem sido
utilizado para selecionar receptoras de embrido com base na avaliacdo da vascularizacdo do
corpo luteo e endométrio bovino e sua relacdo com o potencial de sucesso gestacional
(KANAZAWA et al., 2016). Ainda, ha relatos em bovinos de corte (Bos indicus e Bos taurus)
que estabeleceram um método diagnostico para deteccdo de fémeas ndo gestantes a partir da
reducdo da perfusdo sanguinea e area do CL em vacas medida por ultrassonografia em modo
Doppler (PUGLIESI et al., 2014b; KANAZAWA et al., 2016).

A avaliacdo da vascularizacgdo por ultrassonografia em modo Doppler pode ser realizada
de forma subjetiva ou objetiva (GHETTI et al., 2012; ARASHIRO et al., 2013; VIANA et al.,
2013; TARSO et al., 2016). Existem varia¢cdes metodologicas quanto a forma para estabelecer
0 grau de vascularizacdo que nédo serdo exploradas neste documento. No método subjetivo o
operador treinado estima a percentagem das regides coloridas, em torno da regido de
interesse, foliculo ou corpo lateo (TARSO et al., 2016). A vantagem desse método é o fato de
estimar a vascularizagdo em tempo real. Entretanto, analises comparativas entre diferentes
grupos experimentais podem ser prejudicadas pela incapacidade de avaliar com precisao
pequenas alteragdes no fluxo sanguineo ao longo do tempo (CAUNCE, 2017).

Adicionalmente, caracterizar estruturas tridimensionais por meio de uma imagem
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bidimensional em movimento na tela do ultrassom torna-se um processo desafiador
(CAUNCE, 2017). O método objetivo para avaliar a vascularizagdo consiste em exportar as
imagens do ultrassom para que as mesmas sejam analisadas em um computador através de um
software (Imagel, Adobe Photoshop, VOCAL, etc.), a fim de quantificar a area das regides
coloridas em nimero de pixels ou na escala métrica (mm?, VARUGHESE et al., 2014; KAYA
et al., 2017). Para a utilizacdo deste método faz-se necessério capturar imagens obtidas a
partir de diferentes cortes da regido de interesse para permitir melhor representacdo da
estrutura investigada (KAYA et al., 2017). Ao comparar 0 método subjetivo de avaliacdo da
vascularizagdo com o método objetivo, quando realizado por pessoal treinado, ndo houve
diferenga entre os métodos (KAYA et al., 2017).

Com base no exposto, Pugliesi et al., (2014a) propuseram a utilizacdo do Color Doppler
como ferramenta de diagnostico de gestacdo em fémeas bovinas. A partir da avaliacdo da
vascularizagdo e area do corpo luteo é possivel identificar as fémeas ndo gestantes com 100%
de sensibilidade e 80-91% de acuracia a partir de 20 dias pés-IATF (PUGLIESI et al., 2014b).
Por este método, sdo consideradas ndo gestantes as fémeas que apresentarem durante a
avaliacdo ultrassonogréfica ovariana, corpo luteo com érea inferior a 2 cm? e perfusdo
sanguinea menor de 25%. A percentagem da perfusdo sanguinea é avaliada subjetivamente
através da divisdo da area do CL em duas, central e periférica, sendo cada area responsavel
por 50% da perfusdo total (PUGLIESI et al., 2014b). Estudo mais recente, realizado em
ovelhas descreve o Color Doppler como um método eficaz de diagndstico de gestacéo a partir
dos 17 dias pds-cobertura (ARASHIRO et al., 2018). Devido a possibilidade de utilizagdo do
Color Doppler como método precoce de diagnostico de gestagdo em bovinos (MATSUI;
MIYAMOTO, 2009; PUGLIESI et al., 2017), a implementacdo de um protocolo de
ressincronizacdo da ovulagdo, visando oportunidades precoces adicionais de inseminacao

artificial em tempo fixo, torna-se viavel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar a eficiéncia de um protocolo de ressincronizacéo utilizando P4 injetavel
(P4lnj) associada ao dispositivo intravaginal de P4 no inicio da ressincronizacéo realizada aos
14 dias aquela do benzoato de estradiol (BE) associado ao dispositivo intravaginal de P4 em

novilhas Bos taurus x Bos indicus.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar o efeito da suplementacdo com 75 mg de P4Inj ao da suplementacdo com 1
mg de BE no inicio da ressincronizacdo aos 14 dias pos-inseminagdo em novilhas Bos taurus

X Bos indicus, sobre:

¢ O diametro do foliculo dominante no dia 22;

¢ As taxas de gestacdo do D22 e D40 (primeira IATF) e as perdas gestacionais ocorridas
entre os dias 22 e 40;

¢ As taxas de gestacdo da segunda IATF, medidas no dia 54.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secGes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito, que esta apresentado da mesma forma

que serad submetido para publicacdo no periddico Theriogenology.
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Fertility in response to resynchronization using long-acting injectable progesterone or
estradiol benzoate at 14 days post-TAIl in Bos taurus x Bos indicus beef heifers

ABSTRACT

The objective of this work was to compare the pregnancy rates of Bos taurus x Bos
indicus heifers resynchronized 14 days after the first TAIl with long-acting injectable
progesterone (iP4) associated with the intravaginal P4 device to those resynchronized by the
association of estradiol benzoate (EB) and intravaginal P4 device. Six hundred and seventy-
seven heifers (Braford and Brangus) submitted to a TAI cycle (D0O) were used. On D14, the
animals received a P4 intravaginal device (1 g, Sincrogest, Ourofino Salde Animal,
Cravinhos, SP) and were randomly divided into two groups to receive: EB (1 mg .M.,
Sincrodiol, Ourofino; n=339); or iP4 (75 mg I.M., Injectable Sincrogest, Ourofino; n=338).
On D22, the P4 devices were removed and the pregnancy diagnosis (PD) performed by
assessing morphological luteolysis through Doppler ultrasound examination. Heifers
considered non-pregnant (NP) had the diameter of the dominant follicle (DF) measured and
received 1 mg of estradiol cypionate (SincroCP, Ourofino), 250 ug of sodium cloprostenol
(Sincrocio, Ourofino) and 200 IU eCG (SincroeCG, Ourofino), followed by the second TAI
no D24. The statistical model was adjusted for each dependent variable by logistic regression
analysis (PROC GLIMMIX, SAS version 9.2) considering the following independent
variables: treatment, race, age, ranch, and interactions treatment x ranch, treatment x race,
treatment x age. The diameter of the DF on D22 in the NP heifers did not differ (P>0.05)
between the EB (9.77 £ 0.25) and iP4 (9.92 + 0.22) groups. No difference was observed
between the EB and iP4 groups for pregnancy rate on D22 (56.3%, 191/339 versus 60.1%,
203/338, respectively), and D40 post-TAI (49.6%, 168/339 versus 53.3%, 180/338,
respectively). The rate of pregnancy losses from PD22 to PD40 was similar between the EB
(12%, 23/191) and iP4 (11.3%, 23/203) groups. The resynchronization pregnancy rate of the
iP4 group (31.85%, 43/135) was lower than that of the EB group (45.95%, 68/148). In
conclusion, it is proposed that supplementation with 1 mg EB or 75 mg of iP4 in combination
with the P4 device at 14 days after TAI is equally safe for the ongoing pregnancy.

Additionally, whereas the resynchronization of the follicular wave by the association of EB
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and intravaginal P4 device reaches satisfactory pregnancy rates to the second TAI,
complementary studies are necessary to investigate the apparent low pregnancy rates obtained

by the association of iP4 and P4 device.

Keywords: early resynchronization; injectable progesterone; estradiol benzoate

1. Introduction

In the continuous search for the intensification of reproductive programs, resynchronization
protocols seek to increase reproductive efficiency by reducing the interval between
inseminations. Considering that the estrous cycle of females submitted to timed-artificial
insemination (TAI) programs is synchronized, the resynchronization of the non-pregnant ones
for a second Al represents an opportunity to improve reproductive efficiency. Therefore, it is
possible to implement super-early resynchronization protocols in heifers at the beginning of
the reproductive season, so that they will be among the first females calving, and will have an
adequate amount of time for uterine involution and preparation for a new pregnancy on the

following season [1,2].

Pharmacological manipulation of resynchronization protocols, when performed prior to the
pregnancy diagnosis, may interfere with processes associated with maternal recognition of
pregnancy and cause reabsorption of the conceptus in pregnant females. For example, the use
of estradiol in resynchronization protocols initiated on days 13 and 14 after insemination
(TAI) in beef and dairy heifers increased the concentrations of circulating prostaglandin F2
alpha metabolite and reduced progesterone (P4) concentrations, suggesting a negative impact
on pregnancy due to compromised CL functionality [3,4]. Macmillan et al., [5] have
demonstrated that the use of a low dose of estradiol benzoate (EB) on resynchronization
performed between 12 and 14 days after TAI synchronizes the manifestation of estrus to 9-10
days after the EB application without interfering with the pre-existing pregnancy. The use of 1
mg of EB with a P4 intravaginal device at 13 days after TAI has been demonstrated to
synchronize the development of the ovulatory follicle [6], increase the rates of return to estrus
[7], and the rates of pregnancy [4] in cows. However, scarce information is available on the

use of EB on super early resynchronization of beef heifers.
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Although estradiol has been widely and successfully employed in synchronization and
resynchronization programs, limitations of its use in countries such as the USA impair further
advancement of such programs that optimize the use of TAI. Therefore, alternative

approaches are necessary to the use of estradiol in reproductive programs.

It has been known that different progesterone formulations and concentrations have been used
to synchronize and resynchronize the emergence of the a follicular wave [8-10]. Colazo et al.,
[11] reported that the use of 150 mg of injectable progesterone on resynchronization of cows
at 13 days post-Al does not synchronize the emergence of a new follicular wave, whereas
more recent studies indicated that the use of 75 mg of long-acting, or 100 mg of short-acting
injectable progesterone 12 to 14 days post-Al improved estrus manifestation and pregnancy
rates in cows [12]. Despite existing data supporting P4 alone as a follicular wave emergency
synchronization agent in cows, particularities regarding its use in different animal categories,
and pharmacokinetic properties according to specific formulations have not been widely
explored. Current information suggests that additional studies are essential for optimizing the
use of long-acting progesterone and estradiol benzoate towards the successful synchronization
of the follicular wave emergence, without negatively interfering neither with the established
pregnancy, nor with the subsequent ovulatory process [8, 13]. Based on this, the objective of
the present study was to compare the efficiency of P4 long-acting injectable (iP4) associated
with the intravaginal device of P4 to that of estradiol benzoate (EB), at the beginning of

resynchronization performed at 14 days in Bos taurus x Bos indicus heifers.

2. Material and methods

2.1. Animals

This experiment was conducted on seven commercial beef ranches located in Southwest
Brazil, from October of 2018 to February of 2019. The study was carried out on 677
crossbred Bos taurus x Bos indicus beef heifers (Braford and Brangus), between 24 and 26
months old. The study was approved by the Committee for Ethics in Animal Use of the

Federal University of Pampa (protocol 029/2018).
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2.2. Experimental design and animal handling

The heifers had the ovulation synchronized based on EB and P4 treatments for TAI, according
to the conventional protocol used in each farm. The day of the first TAI was considered as
DO. Fourteen days after TAI, the animals received a new intravaginal P4-releasing device (1 g
of P4, Sincrogest, Ourofino Satude Animal, Cravinhos, SP, Brazil) for eight days, and were
randomly divided to receive one of the following two treatments: estradiol benzoate (EB), or
long-acting injectable progesterone (iP4), the protocol illustrated on Figure 1. The EB group
(n = 339) received an im injection of 1 mg estradiol benzoate (Sincrodiol, Ourofino Salde
Animal) and the iPs group (n = 338) received an im injection of 75 mg long-acting Ps

(Sincrogest Injetavel, Ourofino Saude Animal).

On Day 22, the P4 device was removed and the pregnancy diagnosis (PD) was performed by
assessment of the CL function by measuring CL blood flow through Doppler ultrasound
examination. Females determined as non-pregnant received im doses of 250 pg of
prostaglandin F2 alpha (PGF) analogue (Sincrocio, Ourofino Saiude Animal), 200 IU of
equine chorionic gonadotropin (eCG, SincroeCG, Ourofino Saide Animal; im) and 1 mg of
estradiol cypionate (EC, SincroCP, Ourofino Saude Animal; im), and were submitted to a
second insemination on D24. The females detected with a functional CL on D22 were
considered pregnant, removed from the study, and later submitted to a confirmatory PD 40

days after first insemination.

2.3. Ultrasound scanning

As shown on Figure 1, the ovarian ultrasound examinations were performed using a duplex
B-mode and pulse-wave color Doppler ultrasound instrument (MyLab30 Vet Gold; Esaote
Healthcare) and multifrequency linear transducer. On Day 22, the ultrasound examination on
B-mode was used to measure the diameter of the largest follicle observed (dominant follicle,
DF) by sampling in non-pregnant heifers. Blood perfusion of the CL was assessed, by
estimating the proportion of the CL area with colored signs of active blood flow in relation to
its total area, as previously described [12,13]. Females were considered non-pregnant when

CL blood perfusion was lower than 25% [12]. Confirmatory PD was performed on days 40
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and 54 after the first Al by B-mode ultrasound examination. Females were considered

pregnant when uterine fluid accumulation and presence of the embryo were detected.

2.4. Statistical analyses

The data of the 195 DF diameters on D22 were analyzed by the Shapiro-Wilk test for
normality and compared between groups (EB, n= 98 and iPs n= 97) by the Student’s t test for
independent samples (IBM SPSS Statistic 20). Pregnancy rate data for days 22, 40 and 54
were analyzed by logistic regression analysis, and the statistical model was adjusted for each
dependent variable (PROC GLIMMIX, SAS Institute Inc. Version 9.2). The following
independent variables were considered to the final statistical models: treatment, breed, age,
ranch and treatment x ranch, treatment x breed, treatment x age interactions. Non-significant
independent variables were removed to increase the statistical power of the analysis.

Probabilities values < 0.05 for comparisons of means were considered statistically significant.

3. Results

For each dependent variable, an initial statistical model was performed containing all the
independent variables analyzed (Table 1). For the final statistical model a new analysis was
performed containing only the variables that presented significant impact in the initial model,
with the aim of increasing the statistical power of the analysis. For pregnancy rate at 22 days
the final model included the effect of treatment and ranch; for the pregnancy rate at 40 days
the effects of treatment, ranch, and interaction between treatment x ranch were considered; for
the resynchronization pregnancy rate (54 days) only the effect of treatment composed the

model.

The diameters of 195 dominant follicles of non-pregnant heifers on D22 were measured. On
group EB (n = 98), the average dominant follicle diameter was 9.77 + 0.25, whereas on group
iP4 (n = 97) the average dominant follicle diameter was 9.92 + 0.22, with no significant

difference observed between the two groups (P = 0.068).
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Pregnancy rates on days 22, 40 and 54 according to ranches are described on Table 2. No
significant differences were observed between the groups for pregnancy rates on D22 (Figure
2A); the EB group presented pregnancy rates on D22 of 56.3% (191/339) and the iP4 group
60.1% (203/338). Pregnancy rates on D40 did not differ significantly between groups (Figure
2A); in the EB group the rates were 49.6% (168/339) and in the iP4 group 53.3% (180/338).
The rate of pregnancy loss was determined by the difference between the pregnancy rate on
D22 and that on D40 (Figure 2B), and no significant differences were observed between
groups (P>0.05); in the EB group, the rate of pregnancy loss was 12% (23/191) and in the iP4
group 11.3% (23/203).

The pregnancy rate on D54 (i.e. resynchronization pregnancy rate; Figure 3A) was higher (P
= 0.01) on the EB group (45.9%; 68/148) in comparison to the iP4 group (31.8%; 43/135).
There was no significant difference (P>0.05) between the groups regarding cumulative
pregnancy rates (i.e. PD40 plus PD54 pregnancy rates; Figure 3B), with the EB group
reaching 69.6% (236/339) and the iP4 group reaching 65.9% (223/338).

4. Discussion

Whereas the use of estradiol as a synchronizing agent is well-established in specific
conditions, its use, as well as that of injectable progesterone in super-early resynchronization
has been the focus of investigations to identify optimal doses, according to the animal
category, that neither interfere with pre-established pregnancy nor impair the subsequent
ovulation. Our work aimed to compare pregnancy rates of resynchronization protocols
initiated at 14 days post-Al using long-acting injectable progesterone (iP4) associated with
intravaginal P4 device to those of estradiol benzoate (EB)-based protocols in crossbred beef
heifers. We identified that iP4 and EB differed as to the resynchronization pregnancy rates
(D54), whereas no impact was observed on pregnancy rates of the first TAI (D22 and D40).
In addition, our dominant follicle diameter data did not differ between groups. Dominant
follicle diameter was measured on a subset of the animals (n = 195) and the borderline non-
significant p-value (0.068), although the sample size cannot be considered small, might
denote a difference in DF diameter in an expanded sample size.

One of the caveats of exposing pregnant females to EB or P4 during early pregnancy is the
possible interference with maternal recognition of pregnancy. In general, pregnancy rates of
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the first insemination range from 40 to 60% [7,14,15] according to the animal category and
the hormonal protocol used. Considering the potentially detrimental effects of the
resynchronization protocol on ongoing pregnancies, pregnancy rates reported in the current
study are within the expected range for the first timed Al (TAI). In super-early
resynchronization protocols, pregnancy rates of the first TAI with the influence of the use of
EB range from 40 to 45% [4,7], thus our data on pregnancy rates on D22 (56.3%; 191/339)
and on D40 (49.6%; 168/339) are above the limit cited in the literature. In super-early
resynchronization protocols in which progesterone is used, there is a wide variation in
pregnancy rates, according to the dose and formulation of P4 used. Overall, the pregnancy rate
ranges from 28 to 67% [16,17], thus considering that our pregnancy rates in D22 (60.1%;
203/338) and D40 (53.3%; 180/338) are within the mentioned limit. Our data from pregnancy
rates of the first TAI in resynchronization protocol using P4 intravaginal device associated
with EB or injectable progesterone suggest that the treatments do not affect negatively the
ongoing pregnancy in beef heifers. It is known that the increase in P4 concentration between
days 3 and 8 after ovulation increases conception rates in heifers [18], assists in embryo
elongation [19] and accelerates histotroph production [20,21]. An indirect uterine effect from
the iP4 treatment may partially support the numerically different pregnancy rates between the
EB and iP4 groups to the first TAl. However, based on the lack of statistical difference
between EB and iPs groups, our data suggest that both agents used in resynchronization

protocols starting at 14 days post-TAI have no significant impact on the ongoing pregnancy.

Pregnancy loss was assessed by calculating the difference between the pregnancy rate on D22
(Doppler) and pregnancy rate on D40 (mode B) after the first TAL Identifying not pregnant
females by assessing morphological CL regression through the Doppler ultrasound
examination has been widely accepted [12,22]; however it is acknowledged that this
pregnancy loss variable may be partially confounded with false positive pregnancy diagnosis
on D22. In the context of the current study we are concerned about a potential negative impact
of either treatment on the ongoing pregnancies. From 19 to 32 days after TAI, gestational
losses range from 19.8% to 31.5% [23,24]. Based on this, our data suggest that the exposure
of pregnant beef heifers to both iP4 and EB had a similar impact on pregnancy loss, and are
within acceptable ranges. Additionally, the overall pregnancy loss of 11.7% in our study,
which is also within the expected range of losses, further supports the conclusion that neither

protocol affected negatively the ongoing pregnancy.
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Previous studies using 1 mg of EB on resynchronization protocols beginning at 13 days post-
TAI reached pregnancy rates from 33.1% to 52.1% [4,7]. Our pregnancy rates of 45.95%
(68/148) have been compatible with those reported on the literature. It is known that he EB is
linked to the mechanism of luteolysis [25,26], therefore its use in super early
resynchronization protocols could be harmful to pregnant females of the first TAI. Pregnancy
rates reported herein indicate that the use of EB in resynchronization at 14 days post-TAI in
beef heifers reaches pregnancy rates within acceptable rates. The results of this work plus
other data from our research group [27] contribute to the consolidation of the EB as a

follicular wave resynchronize agent in heifers.

In super early resynchronization protocols, the pregnancy rates of the second TAIl vary
according to the dose and formulation of P4 used, ranging between 35 and 60.9% [16,17].
Pregnancy rates in the resynchronization of the iPs group were at the lower limit of the
aforementioned range. The possibility of high progesterone concentrations blocking the
emergence of the new follicular wave was discarded based on a number of studies that have
proven the efficiency of P4 in inducing follicular emergence [4,8,16], reaching higher
pregnancy rates in other animal categories. Also, similar diameter of the DFs at day of P4
removal suggest both groups had a similar follicular growth dynamics. On the other hand,
long-acting P4 used in the current study may have not been fully metabolized to the point of
leaving residues that interfered with the subsequent ovulation process of heifers. In that
regard, additional experiments will be performed to verify the potential negative effect of
injectable P4 on ovulation.

Although cumulative pregnancy rates were not different between both groups (EB, 69.62%
vs. iP4, 65.98%), pregnancy rates to the second TAI (i.e. resynchronization rates) were greater
in the EB group. Our data indicate that in super-early resynchronization starting at 14 days
after the first TAI in beef heifers, the association of 1 mg of EB and P4 device intravaginal
provides pregnancy results as expected, possibly due to adequate synchronization of the
follicular wave, without negatively impacting the pregnancy in the establishment of the first
TAI On the other hand, whereas the use of 75 mg of long-acting injectable progesterone
associated with intravaginal P4 device does not negatively impact the ongoing pregnancy, a
negative impact on the resynchronization pregnancy rates was observed. We hypothesize that
the dose of long-acting P4 used may be interfering with the subsequent ovulation and thus
impacting the results of the second TAI. Such results warrant further experiments to test this
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hypothesis by measuring circulating P4 and monitoring the follicular dynamics of the heifers

during the resynchronization protocol.
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Table 1. P values of independent variables used in the statistical model for each dependent variable.

PD 22 PD 40 PD 54

Treatment 0.2382* 0.3543* 0.0152*

Breed 0.4852 0.4932 0.5309

Age 0.8741 0.9245 0.8833

Ranch 0.0022* 0.0001* 0.9796
Treatment x Ranch 0.1863 0.0454*

Treatment x Breed 0.9766 0.7108 0.6788

Treatment x Age 0.3568 0.8106 0.9959

*Variables maintained in the final statistical model.

Table 2. Descriptive analyses according to ranch location

Pregnancy rates (%0)

N° of
Ranch ) D22 D40 D54
heifers
EB iP4 EB iPs4 EB iP4
A 82 51.22 68.29 36.58 60.97 50 30.77
B 119 62.71 78.33 61.02 76.67 45.45 38.46
C 119 61.02 56.67 55.93 51.67 47.83 30.77
D 39 35 36.84 35 21.05 53.85 33.33
E 77 52.50 70.27 40 59.46 42.11 27.27
F 144 61.11 55.56 54.17 45.83 39.29 31.25
G 97 52.08 42.86 45.83 38.78 47.83 32.14
Nou-preguancy
EC 4+eCG +
1mg EB PGF20
‘ P, device ¢ |
DO D14 D22 D24 D40 D54
1" TAI Doppler 24TAl US of 1" TAI US of 24 TAI

Figure 2. Experimental Design. Six hundred and seventy-seven heifers submitted to TAI were randomly
divided into two treatment groups on D14 post Al: EB group (device P4 plus 1 mg of estradiol benzoate, n =
339), and iP4 group (device P4 plus the application of 75 mg of long-acting injectable progesterone, n = 338).
The pregnancy diagnosis was performed on the D22 along with the removal of the P4 device, pregnant heifers
were removed from the study and pregnancy status verified on D40. Whereas non-pregnant heifers received
doses of 1 mg of estradiol cypionate (EC), 200 1U of equine chorionic gonadotropin (eCG) and 250 ug of
prostaglandin F2 alpha analogue (PGF2a), were inseminated a second time on D24, and their pregnancy was
verified on D54. TAI - fixed-time artificial insemination; Doppler - doppler ultrasound examination; US -
ultrasound examination on B-mode
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5 CONCLUSOES

Ambos os tratamentos, benzoato de estradiol e progesterona injetavel de longa acéo,

quando utilizados na ressincronizagao iniciada as 14 dias ap0s a inseminacao:

e Impactam de maneira semelhante a gestagdo em curso;
e Apresentam taxas de perdas gestacionais no diagnostico de gestacdo com o Doppler
abaixo do limite inferior esperado, que n&o séo diferentes entre os grupos;

e E, apresentaram taxas de gestacdo cumulativas maior que a média nacional.

Quanto as taxas de gestacdo da ressincronizacdo, enquanto o benzoato de estradiol
apresenta taxas dentro do limite esperado, contribuindo para sua consolidagcdo como agente de
ressincronizacao super precoce, a progesterona injetavel de longa acdo, na dose utilizada e

categoria animal testada, apresenta uma limitacdo quando utilizada na ressincronizacéo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, as perspectivas futuras envolvem avaliar os

efeitos do tratamento com 75 mg de Pa4lnj:

¢ Nas concentragdes séricas de progesterona;

e E nadindmica folicular durante a ressincronizacao super precoce (D14 — D24).
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