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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da utilizacdo de implantes de progesterona
(P4) de quarto de uso associados ou ndo a uma aplicacdo de P4 injetavel. Vinte vacas da raca
Nelore foram distribuidas nos grupos controle (GC): Dia (D)0 — coloca¢do do implante
intravaginal de P4 de quarto uso, aplicacdo benzoato de estradiol, D6,5 — aplicacéo
cloprostenol sodico, D8 — retirada implante de P4, aplicacdo eCG e cipionato de estradiol; e
grupo experimento (GE): o mesmo protocolo do GC com a adi¢do da P4 injetavel no DO. No
D8 foi coletado sangue dos animais para dosagem de P4 sérica. A dinamica folicular foi
acompanhada por ultrassonografia (US) na retirada do implante e a cada 12 horas até a
ovulacdo, quando foi realizada a inseminacdo. O diagndstico de gestacdo foi realizado por US
apos 40 dias da inseminacdo. A média da dosagem de P4 foi de 0,63 + 0,23 ng/mL para GC e
de 2,48 £ 0,73 ng/mL para GE, resultados que diferiram significativamente. As médias do
didmetro do foliculo pré-ovulatério (FPO) nao diferiram estatisticamente e foram de 12,52 +
1,50 mm para GC e 12,78 + 3,00 mm para GE. A maioria dos FPO (70%) do GC situou-se
entre 11,1 e 14,4 mm de didmetro, enquanto que no GE 50% deles apresentaram didmetro
maior que 14,4 mm. Apenas um animal do GC apresentou-se gestante. A associagdo de
implantes de quarto uso a progesterona injetavel foi efetiva em evitar as ovulagdes até o
momento adequado do protocolo, entretanto a quantidade excessiva de P4 circulante exerceu
influéncia negativa sobre as taxas de gestacdo do GE.
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ABSTRACT

The aim of this work was verify the efficiency of the use of progesterone implants (P4) of 32
days of use associated or not with an injectable P4 application. Twenty Nelore cows were
distributed in the control group (CG): Day (D)0 - intravaginal P4 implant collocation, estradiol
benzoate application, D6,5 - cloprostenol sodium application, D8 — P4 implant removal, eCG
and estradiol cypionate application; and experiment group (EG): the CG protocol with the
addition of injectable P4 in DO. In D8 blood was collected from the animals for serum P4
dosage. The follicular dynamics was accompanied by ultrasonography (US) in the removal of
the implant and every 12 hours until ovulation, when the insemination was performed. The
diagnosis of gestation was performed by US after 40 days of insemination. The mean P4
dosage was 0.63+0.23 ng/mL for CG and 2.48+0.73 ng/mL for EG, results that differed
significantly. The averages of preovulatory follicle diameter (PFD) did not differ statistically
and were 12.52+1.50 mm for CG and 12.78+3.00 mm for EG. The majority of the PFD (70%)
of the CG was between 11.1 and 14.4 mm in diameter, whereas in the EG 50% of them had a
diameter greater than 14.4 mm. Only one CG animal was pregnant. The association of fourth
use implants with injectable progesterone was effective in avoiding ovulation until the
adequate time of the protocol, however, the excessive amount of circulating P4 exerted a
negative influence on the gestation rates of the EG.

Keywords: artificial insemination; bovine cattle; corpus luteum; reproductive biotechnology

1 INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (I1A) consiste em uma biotecnologia antiga e de facil execugédo
(REICHENBACH et al., 2008), contudo, um dos maiores problemas relacionado ao insucesso
da 1A nos rebanhos brasileiros esta associado as falhas na deteccdo de estro (cio) e, por
consequéncia, baixas taxas de concepcdo. Desta forma, torna-se importante considerar a
utilizacdo de protocolos de sincronizacdo que permitam realizar a 1A sem necessidade de
observacao do cio (CABRAL et al., 2013).

Assim, surgem os programas de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) que séo
amplamente utilizados devido a sua capacidade de aumentar o nimero de fémeas inseminadas
sem a necessidade de deteccdo do estro (SA FILHO et al., 2011a), eliminando os erros
associados ao manejo de deteccgéo do cio.

Em um protocolo de IATF o implante de progesterona (P4) permanece no organismo da
fémea por até oito dias, pois o implante deve liberar lenta e continuamente o principio ativo
na corrente circulatdria, mantendo niveis plasmaticos da P4 acima de 1 ng/mL para que seja
evitada a ovulacdo (ERB et al., 1976).

Os implantes de P4 disponiveis no mercado podem ser utilizados em até trés protocolos
de IATF distintos, a recomendacdo seguinte é de descartar o material j& que a quantidade de

P4 impregnada diminui e ndo e suficiente para manter os niveis plasmaticos satisfatérios para
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evitar ovulacGes do foliculo dominante antes da retirada do implante. Assim, os implantes de
P4 de quarto uso tornam-se um material que, mesmo possuindo quantidades de P4 impregnada,
acaba sendo descartado. Ressalta-se que os hormonios utilizados nos protocolos para a
sincronizagdo do estro em bovinos, principalmente os dispositivos de progesterona,
correspondem ao maior custo, que muitas vezes inviabiliza a utilizacdo do protocolo (PINTO-
NETO et al., 2009).

Existe outra forma de apresentacdo da P4 para ser usada injetavel disponivel no mercado
e Seu uso esta descrito para manutencdo do concepto (BELTMAN et al., 2009) e, portanto,
seria aplicada apos a IA, quando ja houve a formacdo do zigoto. Usar essa fonte de P4 no
inicio do protocolo como substituta do implante esta descrito em poucos trabalhos (ROCHA
etal., 2011; CAMPOS et al., 2016a; 2016b).

O objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia da utilizacdo de implantes de
progesterona de quarto uso (32 dias de uso) associado ou ndo a uma aplicagédo de progesterona

injetavel de liberacdo lenta em fémeas bovinas da raca Nelore.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre os meses de junho e agosto de 2018, utilizando-se
vinte vacas multiparas da raca Nelore de uma propriedade rural do estado de Goias, localizada
no municipio de Santo Anténio do Descoberto. Todos os animais estavam em escore de
condicdo corporal variando de 2 a 3,5 (escala de 1 a 5) e receberam o mesmo tipo de
alimentacdo baseada em pastagem de Brachiaria brizantha, 4gua e sal mineral a vontade. Os
animais selecionados estavam ciclando, o que foi comprovado mediante exame
ultrassonografico (CHISON D 600VET) do aparelho reprodutor interno.

Os animais foram alocados aleatoriamente por meio de sorteio em dois grupos: grupo
controle (GC) e grupo experimento (GE). Os animais do GC foram submetidos ao seguinte
protocolo de IATF:

Dia (D) 0 — colocagdo do implante intravaginal de P4 (o implante novo contém 1 g de
P4) que haviam sido utilizados previamente por 24 dias, ou seja, por trés vezes, sendo usados
pela quarta vez no experimento, totalizando 32 dias de uso; aplicagdo de 2 mg de benzoato de
estradiol via intramuscular (IM);

D 6,5 — aplicacdo de 526 g de cloprostenol sodico;

D 8 — retirada do implante de P4; aplicacdo de 400 Ul de eCG; aplicacdo de 1 mg de
cipionato de estradiol.
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J& os animais do GE foram submetidos ao mesmo protocolo acima descrito com a adi¢do
de uma aplicacdo de 525 mg de P4 injetavel de longa acdo no DO, pela via IM, juntamente

com a colocacgédo do implante de quarto uso (Figura 1).

GRUPO CONTROLE _
Retirada
implante +
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos dois diferentes protocolos de sincronizagdo de vacas Nelore,
baseados em implante de progesterona de quarto uso (controle) e implante de progesterona de

guarto uso associado a progesterona injetavel (experimento).

Ap0s a retirada dos implantes, os mesmos foram higienizados com &gua e detergente
desengordurante a base de quaternario de amonio e acondicionados em embalagens revestidas
internamente com aluminio e posteriormente estocadas em temperatura ambiente.

Em cada grupo, no dia da retirada do implante (D8), foram colhidas amostras de sangue
de cinco animais para realizacdo de dosagem sérica de progesterona. O sangue foi colhido da
veia coccigea média em tubos sem anticoagulante na quantidade de 3 mL. Apds a coagulacéo
da amostra o soro foi enviado imediatamente ao laboratério para dosagem de progesterona por
quimioluminescéncia.

Além disso, no momento da retirada do implante e apos 12, 24 e 36 horas foi feita a
avaliacdo ultrassonografica por via transretal dos ovarios de todas as vacas dos grupos para
acompanhamento da dinamica folicular, onde foram mensurados os diametros dos foliculos

dominantes e determinado 0 momento da ovulagao.
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Os animais foram inseminados com sémen convencional de touro Sindi por ocasido da
ovulacdo. Apo6s 40 dias das inseminacOes foi realizado o diagnostico de gestacdo por
ultrassonografia transretal para determinacdo do indice de gestacdo em cada grupo.

Para comparacdo entre médias, a normalidade dos dados foi testada por meio da
estatistica Shapiro-Wilk, e apds, foi realizado o teste T a um nivel de significancia de 5%

(P<0,05). Todos os testes foram realizados por meio do programa estatistico Prophet 5.0®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de progesterona injetavel associado a implantes de quarto uso em vacas Nelore
resultou em uma dosagem sérica de progesterona muito alta no dia 8 do protocolo, mesmo
assim os animais ovularam entre 24 a 36 horas apoés a retirada dos implantes demonstrando
que essa quantidade de P4 n&o exerceu influéncia negativa sobre a ovulacdo, como verificado
por meio de ultrassonografia. Mesmo sendo observadas ovulacGes em todos 0s animais do
grupo experimento, nenhum deles encontrou-se gestante apd6s o protocolo aplicado. Um
animal do grupo controle apresentou-se gestante, comprovando que a quantidade de P4 neste
implante foi suficiente para manter o protocolo de forma adequada.

A reutilizacdo dos implantes de P4 nos programas de IATF tem como objetivo alcancar
uma melhor relacdo custo/beneficio (CABRAL et al., 2013), especialmente se estes implantes
forem utilizados pela quarta vez, ao invés de serem descartados. PINTO-NETO et al. (2009)
ressaltam que a progesterona utilizada em protocolos de IATF é cara, e muitas vezes
inviabiliza a utilizacdo do protocolo, o que justifica a realizacdo deste trabalho no sentido de
se buscar alternativas que promovam ajustes na relacao custo/beneficio do programa, neste
caso com a reutilizagdo de implantes pela quarta vez.

Diversos autores ja atestaram que os protocolos de IATF baseados na administracdo de
estradiol e P4 sdo altamente eficientes em vacas Bos indicus (SA FILHO et al., 2011b; SALES
et al., 2012). Entretanto, os estudos e possiveis avan¢os no sentido de minimizar o servigo e
reduzir os custos ainda s@o necessarios para que se continue progredindo na biotecnologia
reprodutiva (MOROTTI et al., 2013). Neste sentido, a aplicacdo de uma quantidade menor de
P4 injetavel associado ao implante de quarto uso aparece como alternativa para reduzir os
custos da IATF em propriedades de bovinocultura, ja que o implante iria ser descartado,

mesmo contendo uma pequena quantidade de P4.
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Estudos testando a reutilizacdo de implantes de P4 por até trés vezes sdo consagrados
na literatura (PERES et al.,, 2009; GOTTSCHALL et al.,, 2012; Medalha et al., 2014),
entretanto, ainda sdo escassos aqueles que verificam sua viabilidade de utilizacdo por até
quatro vezes (MENEGHETI et al., 2009).

Os resultados referentes a dosagem de progesterona no momento da retirada do implante

e didmetro do foliculo pré-ovulatorio encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Dosagem de progesterona sérica (ng/mL) e diametro do foliculo
pré-ovulatério (mm) de vacas Nelore sincronizadas com protocolo baseado
em implante de progesterona de quarto uso (controle) e implante de

progesterona de quarto uso associado a progesterona injetavel (experimento).

Grupos Progesterona Foliculo pré-
(ng/mL) ovulatério (mm)

Controle 0,626 + 0,2272 12,523 + 1,498?

Experimento 2,476 +0,727° 12,778 + 2,999°

Nas colunas, letras iguais indicam que nao houve diferenga

significativa (P<0,05).

A Tabela 1 evidencia que a progesterona circulante foi significativamente maior nos
animais do grupo experimento e também, que essa quantidade de progesterona sérica, em
ambos os grupos, foi suficiente para evitar a ovulacéo até o momento adequado do protocolo,
tal qual descrito por SA FILHO et al. (2009) ao trabalhar com implantes de trés usos e
comprovar que a P4 que permaneceu impregnada foi eficaz em induzir o feedback negativo
no eixo hipotalamico-hipofisério.

N&o houve diferenca estatistica no tamanho dos foliculos pré-ovulatérios para ambos 0s
grupos, evidenciando que a quantidade de progesterona ndo exerceu influéncia neste
parametro. O fato de os diametros dos foliculos pré-ovulatérios ndo diferirem entre si pode ser
atribuido ao uso do eCG em ambos os protocolos, pois o0 mesmo foi observado por
MEDALHA et al. (2014) entre seus grupos experimentais e justificado desta forma. Segundo
0s autores a administracdo de eCG em protocolos de sincronizagdo com P4, tem sido
frequentemente testada e recomendada pela sua acdo no desenvolvimento dos foliculos.

A grande quantidade de P4 circulante no grupo experimento ndo exerceu influéncia
negativa sobre a ovulagdo dos foliculos dominantes. A capacidade ovulatdria de um foliculo
maduro parece estar associada ao diametro do mesmo, que deve atingir cerca de 9 a 10 mm,

pois, nessa fase, também h& um aumento nas concentragdes circulantes do E2 (MARTINEZ
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et al., 1999), o que foi observado em ambos os grupos, com diametros de foliculos pré-
ovulatorios que mensuraram em torno de 12 mm.

ERB et al. (1976) relataram que para evitar a ovulacdo em bovinos é necessaria uma
quantidade minima de P4 de 1 ng/mL no plasma sanguineo, mimetizando assim a acao
secretora do corpo lGteo. No GC, mesmo com uma quantidade menor de P4 circulante
(0,626+0,227 ng/mL), a ovulacdo nao foi observada até o dia 8 do protocolo, quando, entéo,
o implante foi retirado. Neste estudo, portanto, uma quantidade menor de P4 foi efetiva em
evitar a ovulagdo.

A alta concentracdo de P4 observada nos animais do GE (2,476+0,727) evidencia que a
aplicacdo de 525mg de P4 no inicio do protocolo pode ter sido excessiva, adicionando-se 0
fato que houve associacdo com um implante de quarto uso. A literatura cita que a utilizacéo
350mg de P4 injetavel em um protocolo de IATF resultou em 18,1% de gestacoes (MOROTTI
etal., 2013), tratando-se do uso de um farmaco preparado em laboratério especificamente para
aquele experimento.

No atual artigo, foi utilizada uma progesterona comercial de longa acdo (Sincrogest
Injetavel, Ourofino Saude Animal) que normalmente é usada para manutencao da gestacdo em
protocolos de IATF. A escolha da dose a ser utilizada foi baseada no experimento de SOUZA
(2015) que tracou a curva de meia vida plasmatica para este produto comercial, porém
utilizando vacas da raca Holandesa (Bos taurus taurus). Ficou evidente, que 0s animais Bos
taurus indicus sdo mais sensiveis a este produto e que mais estudos sdo necessarios para que
se possa chegar a dose exata em associagcdo com os implantes de quarto uso, para utilizacdo
em protocolos de IATF de vacas Nelore.

Observou-se também que grande parte das ovulacdes em ambos 0s grupos ocorreram
apos 36 horas da retirada do implante de P4, sendo 90% para 0 GC e 80% para 0 GE neste
periodo de tempo. As demais ovulagdes aconteceram 24 horas ap0s a retirada do implante.

A Tabela 2 é uma descri¢do pormenorizada dos didmetros dos foliculos pré-ovulatorios

classificados dentro de grupos.
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Tabela 2 - Média do diametro do foliculo pré-ovulatério (FPO) de vacas Nelore sincronizadas com protocolo
baseado em implante de progesterona de quarto uso (controle) e implante de progesterona de

quarto uso associado a progesterona injetavel (experimento).

Variaveis Grupos

Controle Experimento
Média do didmetro do FPO (mm) 12,52 + 1,50 12,78 + 2,30
Taxa de FPO 8,5-11 mm 20% (2/10) 40% (4/10)
Taxa de FPO 11,1-14,4 mm 70% (7/10) 10% (1/10)
Taxa de FPO >14,4 mm 10% (1/10) 50% (5/10)

Ao analisar a Tabela 2 observa-se que a maioria dos foliculos pré-ovulatérios do GC
encontrava-se na faixa de 11,1 a 14,4 mm de diametro. J& para as fémeas do GE a maioria dos
foliculos pré-ovulatorios esteve acima de 14,4 mm.

Embora a literatura cite uma existéncia de relagdo inversamente proporcional entre
concentracdo de progesterona e tamanho do foliculo dominante (CALLEJAS et al., 2006),
neste estudo, uma taxa maior de foliculos pré-ovulatorios acima de 14,4 mm de diametro foi
observada nos animais do GE comparados ao GC. Fato curioso, pois TAYLOR e
RAJAMAHENDRAN (1994) j& haviam relatado que os foliculos dominantes cresceram mais
lentamente em animais que receberam P4 injetavel comparados aos animais que nao
receberam, bem como tiveram o dia do estro e da ovulacdo atrasados, o que também néo foi
observado no atual experimento.

Apenas um animal do GC apresentou-se gestante aos 40 dias ap6s a inseminacao. Esta
fémea foi a que apresentou o menor nivel de progesterona plasmatica (0,31 ng/mL) dentre
todos os animais coletados. Dentre as vacas do GE nenhuma foi detectada gestante ao exame
ultrassonografico.

A grande quantidade de P4 administrada no DO do experimento, associada com a P4
residual dos implantes e a um protocolo mais curto de IATF provavelmente foram fatores que
concorreram para 0 prejuizo na metabolizacdo da progesterona, resultando em nenhuma
gestacdo no GE. CERRI et al. (2011) afirmaram que é importante que a P4 circulante deva ser
reduzida no momento proximo da ovulacéo e da fecundacdo, pois existe uma relacédo inversa
entre os niveis circulantes de P4 proximos a IA e a fertilidade. Sob este aspecto, provavelmente
a grande quantidade de P4 circulante no momento da retirada do implante tenha exercido
influéncia negativa sobre a ovulacdo e a taxa de gestacao.

O tempo de duragdo mais curto do protocolo com progesterona injetavel também pode
ter influenciado negativamente o trabalho de MOROTTI et al. (2013), que teve duragéo de

oito dias e uma taxa de gestacdo de 18%, quando comparado ao experimento de CAMPOS et
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al. (2016b) que obtiveram 48% com um protocolo de dez dias de duragcdo. O fato de o
protocolo ter uma duracdo menor sugere que haja menos tempo para que a P4 seja
metabolizada e, desta forma, continua a exercer feedback negativo sobre o hipotalamo,
afetando negativamente as taxas de gestacéo.

O presente estudo provou ser capaz a reutilizagdo de implantes de progesterona por até
quatro vezes em protocolos de IATF para gado de corte, entretanto ainda sdo necessarios mais
estudos para verificagdo da quantidade adequada de P4 injetavel para que o protocolo seja

viavel economicamente ao mesmo tempo em que traga indices satisfatorios de gestacgéo.

4 CONCLUSAO

Desta forma, é possivel concluir que a aplicacdo de 525 mg de progesterona injetavel
associada a um implante de quarto uso em fémeas bovinas da raca Nelore foi capaz de evitar
a ovulacdo até o dia da retirada do implante, porém a quantidade de progesterona circulante
foi muito alta, o que pode ter tido consequéncia direta na taxa de prenhez, j& que nenhum
animal do grupo experimento encontrou-se gestante ap6s o protocolo de IATF. Estudos
testando quantidades menores de P4 injetavel, bem como com um nlimero experimental maior
sdo necessarios para verificar-se o efeito da P4 sobre os protocolos de IATF, almejando-se

reduzir os gastos despendidos com este horménio.
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