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Capitulo 1

Consideracoes Iniciais



INTRODUCAO

A producéo de leite no Brasil desempenha importante papel econémico, o pais é o quinto
maior produtor de leite no mundo produzindo em 2018 um total de 22.659 toneladas de leite
(USDA, 2019). O desempenho reprodutivo é diretamente responsavel pela producéo de leite,
numero de animais de reposicdo, melhoramento genético e taxa de descarte. Esses fatores
justificam o investimento no desenvolvimento de tecnologias para aumentar a capacidade de
obter maior nimero de vacas prenhes por IA. Devido a combinacdo de fatores como manejo,
nutricdo e selecdo genética, ocorreu grande aumento na producdo leiteira. Essa mudanca para
vacas mais produtivas esta associada a diminuicao na eficiéncia reprodutiva, pois animais com
alta producdo de leite apresentam maior incidéncia de infertilidade nos rebanhos, entretanto
estudos epidemioldgicos sugerem que além da producdo de leite, outros fatores provavelmente
estdo diminuindo a eficiéncia reprodutiva em rebanhos leiteiros (LUCY,2001). Portanto, muito
cuidado deve- se ao concluir a relacdo de causa e efeito, entre 0 aumento da producéo de leite
e a reducdo no desempenho reprodutivo (LE BLANC, 2010).

A fisiologia reprodutiva das vacas leiteiras mudou nos ultimos 50 anos, e adaptacoes
fisiologicas a alta producdo de leite podem explicar parte do declinio reprodutivo. As areas
criticas para novas pesquisas incluem o controle do ciclo estral, os efeitos metabdlicos da
lactacdo na reproducdo, os mecanismos que ligam a doenca a reproducdo e a mortalidade
embrionaria precoce (LUCY, 2001)

O ciclo estral da vaca, dura em média, 21 dias, e esse ciclo é dividido em duas fases,
uma marcada pela alta concentracdo de estrogeno (fase estrogénica) e outra pela progesterona
(fase lutea). A fase lGtea ocorre entre a ovulacdo e a luteolise, durando em média 17 dias. O
corpo lateo (CL) é uma glandula endocrina temporaria que tem como principal fungédo a
secrecdo de progesterona (P4), responsavel pela preparacdo do uUtero para o inicio e a
manutencdo da gestacdo (SIQUEIRA et al., 2009). Na auséncia de um embrido viavel, a
prostaglandina (PGF2a) ¢ secretada pelo endométrio e desencadeia a luteolise.

Quando néo ocorre devidamente o processo de lutedlise, 0 animal pode vir a apresentar
problemas em sua eficiéncia reprodutiva. A lutedlise é desencadeada pela ocorréncia de cinco
a oito pulsos de PGF2a. liberados pelo endométrio durante um periodo de dois a trés dias. No
entanto, ainda ndo esta totalmente esclarecida a maneira como se dé o controle da secrecdo de
PGF2a no inicio da luteolise; a hipdtese mais provavel € a de que a progesterona seja o principal

estimulo para o aumento da secre¢do de PGF2a. Sendo assim, os niveis de progesterona nos



primeiros dias do ciclo "programariam" o utero para a liberacdo PGF2a. (REYNOLDS et al.,
2000).

Os niveis de progesterona podem aumentar ou diminuir, de acordo com o nivel de
estresse térmico (agudo ou cronico) e do estado metabolico do animal. Estas alteracbes
endocrinas reduzem a atividade folicular e alteram o mecanismo ovulatorio, levando ao
decréscimo na qualidade do odcito e do embrido, além de serem responsaveis pela manutencgéo
da gestacdo (HANSEN, 2005). Dessa forma, baixas concentracbes de progesterona na
circulacdo de vacas podem comprometer a funcdo reprodutiva e causar baixa fertilidade
(THATCHER et al., 2001). Isso tem sido reportado pelo fato de se alterar a dindmica folicular
ovariana pela persisténcia do foliculo dominante (WOLFENSON et al., 2002), o que induz
mudangas na morfologia uterina e na secrecdo de PGF2a (SHAHAM-ALBALANCY et al.,
2001), reduzindo, a probabilidade de implantacdo do embrido (RENSIS E SCARAMUZZI,
2003). Vacas submetidas ao estresse caldrico apresentaram aumento da duracdo da fase luteal,
sendo esta, em média, nove dias maior que a observada em vacas alocadas em ambiente
termoneutro, relacionando esse atraso da lutedlise a uma possivel relagdo negativa entre o
estresse caldrico e os mecanismos luteoliticos (WILSON et al. 1998).

Segundo JACKSON et al. (1997) A persisténcia de corpo lateo também pode ocorrer
devido a infeccdo que pode se instalar apds a inseminacdo mal conduzida, na monta com touros
infectados ou em vacas gestantes, nos casos de morte embrionaria ou fetal. O corpo luteo
persistente perpetua a condigdo patoldgica, provavelmente por manter o Gtero sob a influéncia
da progesterona, favorecendo a multiplicacdo de microrganismos ao reduzir a resisténcia do
endométrio a infecgdo, o corpo liteo torna-se persistente em virtude de o Gtero infectado ndo
ter habilidade para produzir PGF2aq, fator luteolitico natural (revisado por FERREIRA et al.,
2000).

O presente estudo teve por objetivo comparar a duracdo da fase lutea em vacas
Holandesas em lactacdo e avaliar a regressdo do corpo luteo durante o periodo pos IA até o
diagnostico de gestacdo aos 31 dias, e com a hipotese de que, existe atraso de lutedlise,
independente da presenca do embri&o.



REVISAO DE LITERATURA:

1. Fisiologia do ciclo estral:

Bovinos sdo poliestrais e exibem comportamento estral aproximadamente a cada 21 dias
(FORDE et al., 2011). Este ciclo é dividido em duas fases, uma marcada pela alta concentracéao
de estrogeno (fase estrogénica) e outra pela progesterona (fase latea). A fase lUtea ocorre entre
a ovulacdo e a lutedlise, durando em média 17 dias (SIQUEIRA et al., 2009).

Hormdnios sdo produzidos para regular o ciclo estral através de um sistema de feedback
positivo e negativo, sendo eles: do hipotalamo (hormonio liberador de gonadotrofina; GnRH),
na hipdfise anterior (horménio foliculo estimulante; FSH e horménio luteinizante; LH), nos
ovarios (progesterona; P4, estradiol; E2 e inibinas) e no tutero (prostaglandina F2a; PGF2a)
(FORDE, 2011). O aumento do FSH, que promove o crescimento e proliferacdo das células
foliculares, inicia duas ou trés ondas de crescimento folicular por ciclo estral (ADAMS et al.,
1992; SUNDERLAND et al., 1994) e cada onda é composta por: emergéncia de um grupo de
foliculos, selecdo, dominancia, atresia ou a ovulacdo do foliculo dominante (FORDE et al.,
2011).

A ovulacdo ocorre por volta de 30 horas (ROELOFS et al.,2005a) apds o inicio do
comportamento de estro, quando E2 promove feedback positivo no hipotalamo e na pituitaria
anterior, estimulando a liberacdo de GnRH e LH, e na maturacdo e ovulacdo do foliculo
dominante (ROCHE, 1996; WALKER et al., 1996). Apo6s a ovulacdo, o LH intercede na
formacdo do CL a partir das células da teca e da granulosa do foliculo dominante ovulado
(FORDE et al., 2011). O CL produz P4, que impede a ocorréncia de pulsos frequentes de LH
que resultariam na ovulacdo de um foliculo dominante (SENGER et al., 2005).

O reconhecimento embrionario é sinalizado pela producdo de interferon tau (IFNT)
pelo concepto, o IFNT age inibindo a expressado de receptores de estrégeno e ocitocina evitando
assim a libera¢do de pulsos de PGF2a e consequentemente evitando a lutedlise (ANTONIAZZI
etal., 2011). Se o reconhecimento materno néo for sinalizado, o que ocorre por volta do dia 16
do ciclo, ocorre a luteolise do CL (SENGER, 2005; FORDE et al., 2011). Com a regressao do
CL, ocorre uma diminuicdo na concentracdo de P4, que resulta no aumento de GnRH
permitindo assim, que o animal retome a uma nova emergéncia de onda folicular (SENGER,
2005; FORDE et al., 2011).



2. Lutedlise

A luteélise € o processo em que o corpo lateo (CL) sofre regressdo, caracterizada
inicialmente por diminuicdo na concentracdo plasmatica de progesterona (P4). A fase lutea
ocorre entre a ovulacdo e a luteolise, durando em média 17 dias. O CL é uma glandula enddcrina
temporaria que tem como principal funcdo a secrecdo de P4, responsavel pela preparacdo do
Utero para o inicio e a manutencéo da gestacao (SIQUEIRA et al., 2009).

O CL € um 6rgéo altamente vascularizado, o qual produz varios fatores angiogénicos.
A angiogénese é definida como a formacao de novos vasos sanguineos por meio da migracao e
proliferacdo de células endoteliais oriundas de vasos preexistentes, e também esta relacionada
com o fluxo sanguineo e a producdo hormonal (revisado por MARTIN & FERREIRA, 2009).
Entre os fatores angiogénicos, pode-se citar: fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
fator de crescimento fibroblastico (FGF), angiopoetina (ANPT-1 e -2) e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), responsaveis pela formacao de novos vasos sanguineos e dispersdo
de P4; e entre os fatores vasoativos: endotelina-1 (EDNL1), angiotensina Il (Ang Il) e o 6xido
nitrico (NO), responsaveis pelo fluxo sanguineo (MIYAMOTO et al., 2009).

A PGF2a produzida no endométrio, alcanga a circulagdo venosa uterina e, por meio de
mecanismo contracorrente (que envolve transporte ativo), passa ao sistema arterial ovariano,
onde produz vasoconstricdo e, consequentemente, lutedlise (revisado por TREVISOL et al.,
2013).

Estudos realizados utilizando bovinos, tragando a relagdo entre a concentragédo
plasmatica de P4 e a secrecdo de PGF2a pelo endométrio no ciclo estral seguinte, foi constatado
que uma baixa concentracdo de P4 resulta em alta secre¢édo de PGF2o (SMITH et al. 2000). A
luteolise ¢ desencadeada pela ocorréncia pulsos de PGF2a liberados pelo endométrio durante
um periodo de 2 a 3 dias. A secrecao de PGF2a ¢ pulsatil, na razdo de 3 a 4 pulsos por dia,
tendo sido estabelecido que sdo necessarios cerca de 5 pulsos para que ocorra lutedlise
completa. (NANCARROW et al., 1973; PETERSON et al, 1975; SMITH et al. 2000).

O corpo luteo de bovinos possui receptores especificos para PGF2a. A administragao
de PGF20 em novilhas na fase média do ciclo estral causa, de 4 a 12 horas apds sua
administracdo, diminuicdo significativa no mRNA luteinico da proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StAR), responsavel pelo transporte de colesterol citoplasmatico para o interior
da mitocéndria (WAITE et al., 2005). A ligacdo da PGF2a a seus receptores na membrana das
células luteais esteroidogénicas também estimula a atividade da proteina quinase C, que

interrompe a producdo de P4 de diversas maneiras: diminuindo a captacdo e o transporte de



colesterol para o citoplasma e para a mitocondria, promovendo retroalimentacao negativa dos
receptores de LH e, possivelmente, aumentando a expressdo e a ativacdo das proteinas
envolvidas nos processos de apoptose (BERTAN et al., 2006).

A ocitocina constitui um dos hormdnios que determinam a lutedlise em ruminantes.
Estudos posteriores realizados em ovelhas e vacas mostraram que 0 gene para ocitocina era
totalmente expresso no CL em desenvolvimento logo apds a ovulacdo, confirmando, desse
modo, que a sintese de ocitocina ocorria no CL de ruminantes (revisado por MCCRACKEN,
1999). Assim, a PGF2a estimula a secregdo de ocitocina (OT) pelo CL e a ocitocina, por sua
vez, estimula a secre¢do de PGF2a no tutero. Esses dois hormdnios compreendem um
mecanismo de retroalimentacdo positiva que atua entre o Utero e o CL para reforgar a regressdo
luteal. Contudo, existem evidéncias de que, no inicio da fase lutea, a ocitocina pode ser um
importante fator luteotropico (SHIRASUNA et al., 2007).

Proximo ao final da fase luteal, ocorre a inibi¢cdo dos receptores de P4 na hipdfise e
endométrio permitindo a acdo do E2, a lute6lise tem inicio como resultado da elevacdo e
ativacdo de receptores de estradiol, que induzem um aumento no nimero de receptores de
ocitocina no endométrio. A participacdo do E2 na lute6lise ocorre por duas maneiras: a
primeira, por meio de estimulo hipotalamico, que ira aumentar a frequéncia de pulsos de OT; a
segunda, por estimulos endometriais, que irdo aumentar a expressdo de receptores para OT no
E2 (MCCRACKEN et al., 1999).

A importancia do E2 na regulacdo da lutedlise foi considerada quando se observou que
a remoc¢do dos foliculos ovarianos resultou em maior duracdo do ciclo estral e que a
administracdo do E2 na metade da fase luteal eleva as concentragdes plasmaticas de PGFM,
dando inicio a lutedlise, possivelmente pela elevacao das concentragdes de OTR endometriais.
Esse efeito do E2 € dependente da P4, pois € observado somente ap6s o endométrio ter sido
previamente exposto & P4 (revisado por SA FILHO e VASCONCELOS, 2008).

A progesterona promove o acumulo de acido araquiddnico (AA) e ciclooxigenase
(COX) nas células endometriais, elementos essenciais a sintese de PGF2a, porém a P4 exerce
efeito supressivo a secre¢ao de PGF2a até a segunda metade do ciclo estral, devido a agdo
inibitdria da P4 na expressao do gene dos receptores de ocitocinas (SILVIA, 1991). Com a
exposicao continua a P4, h4d uma reducdo nas concentragfes dos receptores de P4, o bloqueio
da P4 nos OTR se reduz e o endométrio passa a responder a OT secretando PGF2a

(MCCRACKEN et al., 1999).



2.1  Doengas uterinas no atraso de lutedlise

Mesmo quando expostos a semelhantes condi¢fes ambientais durante o periparto,
alguns animais séo capazes de combater a contaminacéo uterina rapidamente, enquanto outros
desenvolvem diferentes graus de infeccdo uterina (WILLIAMS, 2005; HERATH, 2009;
CHAPWANYA et al., 2009).

Cerca de 50% das vacas leiteiras tém ciclos ovarianos irregulares durante o periodo pés-
parto, e animais com corrimento vaginal anormal sdo mais propensos do que 0s animais normais
a atrasar a retomada dos ciclos ovarianos apds o parto ou prolongar a fase luteinica no pés-
parto. Em média, 40% das vacas mantidas em sistemas intensivos de producdo de leite podem
apresentar quadros de metrite nas trés primeiras semanas ap0s o parto, sendo que a doenca
uterina pode persistir na forma de endometrite em até 20% desses animais (SHELDON et al.,
2009).

O inicio precoce da atividade ovariana facilita a involucdo uterina, no entanto, se a
primeira ovulacdo ocorre na presenca de um Utero contaminado, isso pode levar ao
desenvolvimento de uma piometra associada a um corpo luteo persistente (OLSON, 1984;
MARQUES E HORTA,1987a; MATEUS et al., 2002), portanto ocorre a resolucdo dos
processos infecciosos somente apds a lutedlise (LEWIS, 1997; SHELDON et al., 2006).

WILLIAMS et al., 2007 realizou um estudo em vacas Holandesas com infec¢do uterina
aguda associada a presenca de E. coli e Trueperella pyogenes aos sete dias apds o parto, esses
animais apresentam alteracdes nas fun¢bes ovarianas e menor crescimento folicular devido a
diminuicdo da sensibilidade dos ovarios ao FSH. O CL formado ap6s a primeira ovulacdo em
vacas com infeccdo uterina apresentam menor didmetro e baixa capacidade de produzir
progesterona devido a alteracdo das funcGes das células luteais promovida pelo LPS e outros
componentes. (SHELDON et al., 2009). A endotoxina LPS é um lipopolissacarideo presente na
membrana externa de bactérias Gram-negativas, € responsavel pela patogenicidade de
determinados patotipos. Outros estudos, relatam que o LPS e citocinas pré-inflamatorias podem
atingir a circulagdo sanguinea e suprimir a liberagdo de GnRH pelo hipotalamo e a secregéo de
LH pela hipofise. As consequéncias implicam em atraso no retorno da atividade ovariana luteal,
maiores incidéncias de cistos ovarianos e prolongamento do periodo de anestro pds- parto
(SHELDON et al., 2002a, 2009).



2.2  Piometra

A piometra ocorre quando o endométrio uterino contaminado por alta densidade de
bactérias patogénicas (LEWIS et al., 2006), faz com que ocorra uma baixa na producéo de
prostaglandina (PGF2a) que ¢ um fator luteolitico natural, portanto ndo ocorrendo a lutedlise
do corpo lateo (QUINN et al., 2005). Além disso, ha liberacdo de prostaglandina E, ao qual
auxiliara na inflamacao, mantendo o CL persistente (SANTOS, NASCIMENTO e EDWARDS,
2010). Essa persisténcia do CL ocorre pela continua producéo de P4 ao qual ocasionara infeccéo
intrauterina, levando a uma diminuicdo da contratilidade do miométrio, causando uma oclusédo
da cérvix e gerando um acumulo de secrecdo endometrial (JONES, HUNT e KING, 2003).
Segundo Foster et al., (2009) a oclusao da cérvix pode ou ndo ser completa.

Em quadros de piometra, a PGF2a deve ser utilizada como tratamento, com o objetivo
de promover a lutedlise, induzir o estro, possibilitar 0 aumento natural da concentracdo de
estrdgeno e regular a funcdo imunoldgica, resultando no aumento da capacidade do Utero de
combater a infec¢do (LEWIS, 1997; SHELDON, 2007).

3. PAG

As glicoproteinas associadas a gestacdo (PAGs) foram identificadas por trés grupos de
pesquisas independentes, explicando o processo de purificacdo dos extratos placentérios
bovinos e seu acumulo no sangue materno (BUTLER, 1982; SASSER, 1986; ZOLI et al.,1992).
Exibem uma série de padrbes de expressao temporal e espacial pelos trofoblastos placentarios
e provavelmente representam um grupo de proteinas relacionadas que desempenham uma série
de funcdes distintas nas formas sinepiteliocorial e epiteliocorial (WALLACE et al., 2015). S&o
secretadas na circulacdo materna a partir de cerca de 24 dias de gestagédo, tém sido usada para
diagnosticar prenhez em bovinos (SASSER et al., 1986; ZOLI etal., 1992; GREEN et al., 2005)
e podem servir como um marcador da fungdo placentdria (PERRY et al., 2005;
BREUKELMAN et al., 2012; POHLER et al., 2013).

As PAGs demonstraram ser uma ferramenta precisa para o diagnostico da gestacéo em
bovinos (POHLER et al., 2015) e varios ensaios comerciais estdo disponiveis para a detec¢do
de PAG no sangue e leite, por volta do dia 28 da gestacdo (LEBLANC et al.,2013; SILVA et
al., 2007). Essas glicoproteinas podem ser utilizadas como biomarcadores da gestacdo e
viabilidade embrionaria, com uma preciséo de 95 a 98% no diagnostico de gestacdes entre 0s
dias 28 e 30 de gestagéo, em vacas de leite e corte (SILVA et al., 2007; POHLER et al., 2013;
OLIVEIRA FILHO et. al., 2020).



Ambas as evidéncias experimentais e circunstanciais sugerem que PAGs podem afetar
a funcdo imunologica em bovinos. Por exemplo, o tratamento de PAG1 / PSPB bovino pode
diminuir a proliferacdo de células hematopoiéticas (HOEBEN et al., 1999) e aumentar a
liberagdo de proteina quimiotatica de granulécitos 2 (GCP2) de células endometriais de bovino
(AUSTIN et al., 1999). Se as PAGs possuem atividades imunomoduladoras ou
imunossupressoras (DUNBAR et al.,1990, HOEBEN et al., 1999, 2000), elas podem estar
contribuindo direta ou indiretamente para a supressdo observada da fungdo imune na época do
parto.

Além das possiveis acdes imunomoduladoras da PAG / PSPB, existem resultados
experimentais que sugerem que a PAG / PSPB pode ter um papel luteotr6fico em bovinos e
ovinos. Por exemplo, o tratamento com PSPB de células luteais resultou num aumento de
prostaglandina E2 mensuravel (DEL VECCHIO et al. 1996, WEEMS et al., 1998a). A PGE2
possui agdes luteotroficas e anti-luteoliticas em ruminantes. Pode-se esperar que uma proteina
atuando como um composto luteotréfico cause um aumento na producdo de progesterona a

partir das células luteais.

4, Estresse Térmico

Cerca de dois tercos do territorio brasileiro esta localizada na regido tropical onde ha
aumento na temperatura e na incidéncia de raios solares (AZEVEDO et al., 2005). Com isso,
0s animais desencadeiam respostas ao ambiente de estresse, adotando modifica¢des fisioldgicas
e comportamentais no intuito de reduzir o efeito do calor (FERRO, 2011), como a diminuicéo
da producéo de calor metabdlico ao reduzir a ingestdo de alimentos (CHEN et al., 2013),
dissipacdo do calor atraves da evaporacdo por meio do suor (OMINSKI et al., 2002;
GEBREMEDHIN et al., 2008; TUCKER et al., 2008; SCHUTZ et al., 2011) e aumento da
frequéncia respiratéria (MORALIS et al., 2008).

As respostas dos animais ao estresse térmico sdo fisiologicas e comportamentais,
variando de espécie para espécie. A primeira resposta do animal € o aumento da atividade dos
mecanismos para perda de calor (temperatura retal, frequéncia respiratoria, temperatura do
pelame), enquanto simultaneamente ha reducédo nas funcées de producgéo de calor (ingestdo de
alimentos e producéo de leite) (BAETA e SOUZA, 1997). Esse redirecionamento funcional
determina varios prejuizos para as atividades produtivas dos animais, ja que a manutencdo da

homeotermia é prioritaria em relacdo as atividades como producdo de leite e reproducédo



10

(MARTELLDO et al., 2004). MORRISON et al. (2000) relataram que a vaca leiteira comeca a
responder fisiologicamente a elevacdo da temperatura ambiente quando esta acima de 22°C.

Os niveis de progesterona podem aumentar ou diminuir, de acordo com o nivel de
estresse térmico (agudo ou cronico) e do estado metabolico do animal. Estas alteracGes
endocrinas reduzem a atividade folicular e alteram o mecanismo ovulatorio, levando ao
decréscimo na qualidade do odcito e do embrido, além de serem responsaveis pela manutengéo
da gestacdo (HANSEN, 2005). Dessa forma, baixas concentracbes de progesterona na
circulacdo de vacas podem comprometer a funcdo reprodutiva e causar baixa fertilidade
(THATCHER et al., 2001). Isso tem sido reportado pelo fato de se alterar a dindmica folicular
ovariana pela persisténcia do foliculo dominante (WOLFENSON et al., 2002), o que induz
mudancas na morfologia uterina e na secrecdo de prostaglandina (PGF2a) (SHAHAM-
ALBALANCY et al., 2001), reduzindo, assim, a probabilidade de implantacdo do embriédo
(RENSIS E SCARAMUZZI, 2003). Portanto, alteracfes na taxa do metabolismo associadas ao
estresse calorico podem afetar o metabolismo da P4.

Vacas submetidas ao estresse calorico apresentaram aumento da duragdo da fase luteal,
sendo esta, em média, nove dias maior que a observada em vacas alocadas em ambiente
termoneutro, relacionando esse atraso da lutedlise a uma possivel relacdo negativa entre o

estresse calorico e os mecanismos luteoliticos (WILSON et al. 1998).

5. Monitores de Atividade

Os sistemas de monitores de atividade sdo uma das principais ferramentas de deteccao
de estro utilizadas no mundo. Em algumas fazendas no Brasil, esse sistema de monitoramento
jaé o unico meio de deteccéo de estro.

KIDDY et al., (1977) avaliou a média de variacdo na atividade fisica em vacas de leite
utilizando pedémetros para humanos e descreveu que durante o estro ocorria um aumento de
passos quatro vezes maior quando comparado ao periodo de ndo estro. Esse foi um dos
primeiros estudos para o desenvolvimento dos sistemas de monitoramento de atividade para a
deteccdo de estro.

Atualmente, estdo disponiveis dois tipos de monitores: os pedémetros e acelerémetros.
Os peddmetros medem o numero de passos e acelerdbmetros medem a movimentacao
tridimensional, estimando a atividade geral do animal (FRICKE et al., 2014b). O Afimilk ®,
um peddmetro que é colocado nas pernas dos animais, mensura 0 nimero de passos por hora

para a sessdao de tempo mais recente, comparando com o valor médio dos 10 dias precedentes
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ao periodo de referéncia (GALON, 2010). Este periodo de referéncia ¢é incluido em um calculo
para a deteccdo do alarme de estro, definindo 0 aumento de atividade fisica associado com estro,
é preciso um periodo basal de referéncia, para usa-lo como padrao na deteccao do desvio padrdo
e 0 aumento relativo da atividade fisica do animal. Outros exemplos de monitores de atividade
sdo: Heatime® (SCR Engineers, Natanya, Israel), ALPRO (DeLaval; Sweden), SmartDairy
Activity (Boumatic, USA), IceTag (IceRobotics, UK).

Estudos mostram a eficiéncia dos monitores de atividade em detectar estro. A
porcentagem detectada pelos monitores de atividade varia entre 51 e 90% tanto em sistema de
confinamento quanto em sistema a pasto (LEWIS e NEWMAN, 1984; REDDEN et al., 1993;
ROELOFS et al., 2005a; HOCKEY et al., 2009; KAMPHUIS et al., 2012; VALENZA et al.,
2012; AUNGIER et al., 2015). MADUREIRA (2015) realizou um estudo com o objetivo de
determinar os fatores de risco que afetam o aumento da atividade fisica durante o estro e a
prenhez por inseminacdo de vacas leiteiras em lactacdo. Os animais foram monitorados
continuamente por dois monitores automaticos de atividade (um acelerdmetro montado em um
colar [Heatime, SCR Engineers; HT] e um pedémetro colocado na perna [Boumatic Heat-
seeker-TX; BQ]). O valor preditivo positivo dos episodios de estro detectados pelos sistemas

foram de 89,6% e 85,5%, respectivamente.
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RESUMO

Incidéncia de atraso de lutedlise em vacas holandesas lactantes de alta producéo

O objetivo deste estudo foi comparar a duracéo da fase lGtea em vacas Holandesas em
lactacdo, que receberam inseminacdo artificial (1A) ou néo (Controle). Vacas ndo gestantes (n=
1322) foram submetidas ap0s o periodo de espera voluntario ao protocolo de sincronizacéo de
ovulagdo: um dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR), 100 ug de GnRH e 2,0 mg de
benzoato de estradiol em d-11, 25 mg de PGF em d -4, remocéo do CIDR, 1,0 mg de cipionato
de estradiol e PGF em d -2. As vacas foram aleatoriamente distribuidas no d 0 do protocolo
para os tratamentos IA ou Controle. Somente vacas observadas em estro (n= 1124), detectadas
por monitores de atividade foram incluidas no estudo. Para a analise de duracéo da fase lUtea,
apenas as vacas detectadas com corpo Iuteo (CL) no d 17 e, posteriormente, ndo diagnosticadas
gestantes foram incluidas na andlise. Um mapa de cada vaca foi realizado para avaliar a
presenca de CL no d 17, 24 e 31. Foram coletadas amostras de sangue para 0S animais
identificados com presenca de CL nos dias 17, 24 e 31. Foi considerado como regressdo do CL
0S animais que retornaram ao estro, os com auséncia de CL ao exame de US, e 0s que
apresentarem concentracfes de P4 <1 ng/ml. Vacas que foram reinseminadas entre os dias 17
e 24 foram consideradas como tendo regressado luteal normal. Vacas que foram reinseminadas
entre os dias 24 e 31 foram consideradas como regressao luteal tardia.\Vacas com o mesmo CL
nos respectivos dias (d 17, 24, 31) que ndo foram reinseminadas durante o periodo e ndo foram
diagnosticadas como gestantes no dia 31 foram classificadas como tendo fase luteal longa. As
concentracdes séricas de PAG foram analisadas e utilizadas como marcadores de gestacdo e
perda embrionéria. O escore de condigdo corporal (ECC) e o escore de tamanho e posi¢éo do
utero (SPS) foram determinados no d 0 e incluidos nas analises dos fatores de riscos associados
a prenhez e a dindmica do CL. Os dados binomiais foram analisados usando Proc Glimmix
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) com vaca como unidade de medida aleatéria. Os modelos
estatisticos incluiram tratamento, paridade, ECC, SPS e interacGes. As vacas em ambos 0S
tratamentos foram distribuidas de maneira similar pela paridade (P=0,78). A prenhez por IA
aos 31 e 60 dias no grupo IA foi de 21,0% e 17,2%, respectivamente. A porcentagem de
deteccdo de estro foi de 48%. O tratamento ndo afetou a proporgéo de vacas com regressao de
CL e nenhuma das variaveis explicativas foi significativa como fatores de risco para explicar a
presenca de fases luteinicas longas. Em conclusdo, este estudo demonstrou que grande

proporcéo (~ 60%) de vacas Holandesas em lactacdo ndo regrediram adequadamente o CL,
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independente de ter recebido IA ou ndo e a estimativa de perda de gestacdo entre 24 e 31 dias
foi de 18%.

Palavras- chave: Lutedlise, corpo luteo, bovinos de leite



26

ABSTRACT

Incidence of luteolysis delay in high-yielding lactating Holstein cows

The aim of this study was to compare the length of the luteal phase in lactating Holstein
cows that which received to artificial insemination (Al) or not (Control). Non-pregnant cows
(n=1322) were submitted after the voluntary waiting period to a synchronization protocol: An
intravaginal progesterone device (CIDR), 100 ug of GnRH and 2.0 mg of estradiol benzoate on
d -11, 25 mg of PGF on d -4, CIDR removal, 1.0 mg of estradiol cypionate and PGF on d -2.
Cows were then randomly assigned at estrus (d 0) to the Al or the Control (sham) treatments.
Only cows observed in estrus (n= 1124), detected by activity monitors were included in the
study. For the analysis of length of luteal phase, only cows detected with a corpus luteum (CL)
ond 17 and later not diagnosed pregnant were included in the analysis. A map of each individual
cow was performance to evaluate the CL presence on d 17, 24 and 31. Blood samples were
collect for animals identified with the presence of CL on the days 17, 24 and 31. It was
considered as regression of CL, them returned to estrus, animals without CL on US
examination, and those with P4 concentrations <1 ng / ml. Cows that were re-inseminated
between days 17 and 24 were considered to have normal luteal regression. Cows that were
rebreed between days 24 and 31 were considere as late luteal regression. Cows with the same
CL on the respective days (d 17, 24 and 31) that were not rebreed during the period and were
not diagnosed as pregnant on day 31 were classified as having a long luteal phase. Serum PAG
concentrations were analyze and used as markers of pregnancy and embryonic loss. The body
condition score (BCS) and a size and position score of the uterus (SPS) were measured at d 0
and included in the analyses of risk factors associated with pregnancy and CL dynamics.
Binomial data was analyzed using proc glimmix of SAS with a cow how unit of aleatory
measure. Statistical models included treatment, parity, BCS, SPS and interactions. Cows on
both treatments were similarly distributed by parity (P=0.78). Pregnancy per Al at d 31 and 60
in the Al group was 21.0% and 17.2%, respectively. The frequency of estrus detected was 48%.
Treatment did not affect the proportion of cows with a total regression of CL and none of the
explanatory variables was significant as risk factors to explain the presence of long luteal
phases. In conclusion, this study demonstrated that a large proportion (~ 60%) of lactating
Holstein cows were failed to regression of the CL, regardless of whether they received Al or

not and the estimated pregnancy loss betwenn 24 and 31 days was 18%.

Key words: Luteolysis, corpus luteum, dairy cow
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INTRODUCAO

A fisiologia reprodutiva das vacas leiteiras mudou nos ultimos 50 anos, com adaptagdes
fisiologicas a maior producéo de leite. As areas criticas para novas pesquisas incluem o controle
do ciclo estral, os efeitos metabolicos da lactacdo na reproducéo, os mecanismos que ligam a
doenca a reproducdo e a mortalidade embrionéria precoce (LUCY, 2001).

O foliculo pré-ovulatério no ovario € responsavel pelas concentracdes plasmaéticas de
estrogenos, condi¢do determinante para a ocorréncia de um pico pré-ovulatério de LH e a
ovulacdo (BERTAN et al., 2006). Apds a ovulacdo, as células da teca e as células da granulosa,
gue até entdo sintetizavam estrégenos, sdo reorganizadas para formarem o CL. O CL é uma
glandula enddcrina temporéria, responsavel pela producdo de progesterona (DAVIS et al.
2003), com répido crescimento, diferenciacdo e luteinizacdo (LUIS E QUINTERO, 1998).
Depois do desenvolvimento, o CL chega a fase estatica de crescimento, no entanto, nesse
periodo a concentracdo plasmatica de P4 continua aumentando assim como o fluxo sanguineo
parao CL (BOLLWEIN et al. 2012). A P4 realiza diversas func¢fes no sistema reprodutivo das
fémeas tais como: regular a duracdo do ciclo estral, promover o relaxamento do miométrio,
estimular a proliferacdo de células endometriais e manter no Utero as condi¢@es necessarias para
0 desenvolvimento do concepto (BERTAN et al., 2006). Na auséncia de um embrido viavel, a
prostaglandina (PGF2a) ¢ secretada pelo endométrio e desencadeia a lutedlise (SIQUEIRA et
al., 2009).

Baixas concentracfes de progesterona na circulacdo de vacas podem comprometer a
funcdo reprodutiva, alterando a dindmica folicular ovariana pela persisténcia do foliculo
dominante (WOLFENSON et al., 2002), o que induz mudancas na morfologia uterina e na
secrecdo de prostaglandina (PGF2a) (SHAHAM-ALBALANCY et al., 2001), reduzindo,
assim, a probabilidade de implantacdo do embrido (RENSIS e SCARAMUZZI et al., 2003).
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos envolvendo animais neste experimento foram aprovados pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/FMVZ da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho. (NUmero do protocolo: CEUA 0024/2018).

1. Animais e Instalactes

Este experimento foi conduzido em uma fazenda comercial no estado de Sé&o
Paulo/Brasil, no periodo de marco a dezembro de 2017. Durante o periodo experimental todas
vacas estavam alojadas em galpdes free-stall em sistema de cross ventilation. Os animais
possuiam livre acesso a agua e eram alimentadas ad libitum com uma dieta a base de silagem
de milho e feno de tifton como forragem, com concentrado a base de milho, farelo de soja,
minerais e vitaminas também foram adicionados e balanceados para atender ou exceder as
exigéncias nutricionais de vacas leiteiras segundo o NRC (2001).

Os animais foram alimentados e ordenhados trés vezes ao dia, e todos o0s procedimentos
relacionados ao estudo foram realizados com os animais contidos em canzis na linha de

alimentacao.

2. Delineamento Experimental

Foram utilizadas 1322 vacas da raca Holandesa lactantes, apds o periodo de espera
voluntario e sincronizadas com o seguinte protocolo de sincronizagdo da ovulagdo: dispositivo
de progesterona intravaginal contendo 1,9 g de progesterona (CIDR, Zoetis, S&o Paulo, Brasil),
100 pg de GnRH (Diacetato de gonadorelina, 2,0 mL de Cystorelin, Merial, SP, Brasil) e 2,0
mg (im) de benzoato de estradiol (BE, 2,0 ml de Gonadiol, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) no dia -
11, 25 mg de prostaglandina F2a (PGF, dinoprost trometamina, 5,0 ml de Lutalyse, Zoetis,
Brasil) no dia -4, remoc¢édo de CIDR, 1,0 mg (im) de cipionato de estradiol (ECP, 0,5 mL de
ECP, Zoetis, Brasil) e PGF no dia -2 conforme descrito por (Pereira et al., 2015).

Apenas vacas detectadas em estro pelos monitores de atividade (n= 1124) e com
presenca de CL no d17 (n= 1026) foram utilizadas neste estudo. A intensidade do estro foi
avaliada com um acelerémetro (Afimilk Pedometer Plus Tag, AfiMilk, Kibbutz Afikim, Israel)
anexado a um dos membros posteriores na primeira semana pods-parto. Os dados foram
transferidos para um banco de dados a cada 8 h em blocos de 2 h e mais tarde recuperados do

AfiFarm Dairy Farm Management Software (AfiMilk, Kibbutz Afikim, Israel) e compilados
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usando Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA). O comportamento de caminhada é
registrado em uma base de 24 h e medida em trés sessdes de 8 h / d (00:00h a 07:59h, 08:00 a
15:59h, e 16:00h a 23:59h). Os passos de cio induzidos séo calculados a partir dos passos
médios / h da sesséo de 8h com o maior valor das sessfes de d 10 d 11, d 12. Os passos de linha
de base / h foram os passos médios das sesses de d 0, d 1, d 2. Sendo assim, o sistema gera um
alerta de alta atividade ao sistema quando evidenciado a varia¢do na unidade de passos médios
basais do animal.

No dia 0, os animais foram distribuidos aleatoriamente em um dos dois grupos:

* Nao IA (n=225) — as vacas ndo foram inseminadas no d 0

« IA (n=801) - as vacas foram inseminadas no d 0

No inicio do protocolo para sincronizacéo de estro foram realizadas as classificacdes
dos animais para escore de condicdo corporal (escala de 1 a 5 em incrementos de 0,25)
(WILDMAN et. al, 1982), os tratos uterinos foram classificados em uma escala de 1 a 3, de
acordo com tamanho e posicdo (YOUNG, et. al., 2017). Foram coletadas as informacdes
individuais dos animais em relagdo a lactacdo, producdo de leite dos ultimos 10 dias, dias do
ultimo cio, e nimero de inseminacdes anteriores (Afimilk Pedometer Plus Tag, AfiMilk,

Kibbutz Afikim, Israel) que foram registrados no inicio do protocolo de sincronizacéo.

Expressdo e
intensidade de estro

PAGs |
BE ECP
GnRH  PGF  PGF | P4 |
CIDR + ibutton | | 1A | [ Ultrassom
d-11 4 P 0 17 24 31 60

Figura 1. Diagrama de representacdo do experimento

3. Temperatura vaginal

A temperatura vaginal das vacas foi monitorada utilizando termémetros (Thermochron
iButton - 40 °C a + 85 °C), acoplados ao CIDR do protocolo de 1A, de forma a que o sensor
tivesse contato com a mucosa da parede vaginal. A temperatura foi aferida a cada 10 minutos.
Apos a retirada dos termdmetros a coleta e exportacdo dos dados foram feitas pelo dispositivo
One wire Viewer x64 DS9490.
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Segundo VASCONCELOS et al., 2011 animais submetidos ao estresse térmico
apresentam temperatura corporal acima de 39,1°C, portanto, foi avaliado a porcentagem de

tempo em que 0s animais estiveram com a temperatura >=39,1°C.

4. Ultrassonografia

Os ovérios foram examinados por ultrassonografia transretal utilizando um aparelho de
ultrassom (Honda HS-101V + Transdutor Linear Retal) para determinar a presenca de CL. As
vacas foram avaliadas no inicio do protocolo e nos dias 17, 24 e 31. O corpo luteo foi avaliado
para determinar a regressdo do CL e os diagndsticos de prenhez foram realizados nos dias 31 e
60.

5. Escore Uterino
Os tratos uterinos foram avaliados durante o inicio do protocolo de IA, os tratos uterinos
foram examinados durante a palpacéo retal (e atribuidas em uma escala SPS de 1 a 3, de acordo

com tamanho e posicao).

SPS1 SPS2 SPS3

Figura 2. Representacéo da influéncia da posi¢éo do trato reprodutivo no Tamanho e Posi¢do Pontuacdo.
Abreviaturas: colo do utero (C), pelve (P), trato reprodutivo (RT), aba pélvica (PB), tamanho e escore de posicao
(SPS).

Os tratos reprodutivos posicionados inteiramente dentro da cavidade pélvica
representam um SPS 1. Tragos reprodutivos em que o colo do Utero esta dentro da cavidade
pélvica, mas 0s cornos uterinos estdo fora da cavidade pélvica representam um SPS 2. Os tragos
reprodutivos em que o colo do Utero e 0s cornos uterinos se encontram fora da cavidade pélvica
representam SPS 3 (YOUNG et. al., 2017)

6. Coletas de Sangue
As amostras de sangue foram coletadas em d 17, 24 e 31, pela veia coccigea em tubos

de coleta de sangue comerciais de 10 mL (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
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EUA). Apds as colheitas, os tubos foram colocados em gelo imediatamente, mantidos a4 ° C
durante 12 h, e centrifugados a 1.500 g durante 15 minutos a temperatura ambiente (20 - 25°C)
para a coleta de soro. O plasma armazenado a -20 ° C para as analises de P4 e PAGs.

As concentragdes séricas de P4 foram analisadas utilizando o kit de fase sélida Coat-A-
Count radioimunoensaio 1251 (DPC Diagnostic Products Inc., Los Angeles, CA).

A concentracdo sérica de PAG foram analisadas usando um kit de ensaio ELISA
protocolo “in house” estabelecido por (GREEN et al.,2005) e modificado usando um anticorpo
policlonal (Ab 63) como descrito anteriormente por (REESE et al., 2018; REESE et al.,2019).

Os coeficientes de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio foram inferiores a 10% para todos

0S ensaios.

7. Regressédo do CL

Na analise de duracdo da fase lutea, apenas as vacas detectadas com CL no d 17 e ndo
diagnosticadas gestantes foram incluidas na analise. Foi considerado como regressao do CL 0s
animais que retornaram ao estro, os com auséncia de CL e 0s que apresentarem concentragoes
de P4 <1 ng/ml. Segundo GINTHER et al., (2010) lutedlise é definida pela diminuicdo da
concentracdo de P4 abaixo de 1ng/ml.

Um mapa de cada vaca foi realizado para avaliar a presenca de CLnod 17,24e 31 e
determinar o momento da regressao do CL. Vacas que foram reinseminadas entre os dias 17 e
24 foram classificadas como tendo regressdo luteal normal. Vacas que foram reinseminadas
entre os dias 24 e 31 foram consideradas como regressdo luteal tardia. Vacas com o mesmo CL
nos respectivos dias (d 17, 24, 31), que ndo foram reinseminadas durante o periodo e ndo foram
diagnosticadas como gestantes no dia 31 foram classificadas como tendo fase luteal longa.

8. Anélise Estatistica

Variaveis binomias (presencga ou auséncia de CL no dias -11, 17, 24 e 31, prenhez por
IA, % de regressdo de CL e expressdo de estro) foram analizadas com o procedimento
GLIMMIX do SAS (SAS ver. 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC). O modelo incial contém as
seguintes variaveis como efeitos fixos: tratamento (IA ou ndo IA), paridade (primipara X
multipara), producdo de leite, ECC, presenca de CL no d -11, escore de Utero e dias em
lactacdo), bem como interacdo com estas variaveis. Efeitos fixos com P >0,15 foram removidos

por processo de eliminagéo stepwise backward, onde apenas P <0,15 foi mantido no modelo.
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Diferencas na circulacdo de P4 e PAG nos dias 17, 24 e 31 foram analisados utilizando
o0 procedimento MIXED do SAS. O modelo continha tratamento, paridade e o resultado da
interecdo.

Diferencas significativas foram consideradas quando P <0,05 e tendéncias quando P
>0,05e P <0,10.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliada a duracdo da fase lutea. O numero total de animais
avaliados foi de 1322, sendo removidos 198 animais que ndo apresentaram estro no monitor de
atividades apos o protocolo e 98 animais que ndo apresentaram CL no dia 17 totalizando 1026

animais.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais que apresentaram estro no protocolo entre 0s

tratamentos
Tratamento
Controle 1A P=
ECC 3,06 0,02 3,03 = 0,01 0,38
SPS 1,74 +£0,04 1,75 +=0,02 0,87
PLS 43,2 £ 0,65 4,1 = 0,36 0,14
DEL 124 = 44 124 = 24 0,92
Paridade 2,08 = 0,07 2,04=% 0,04 0,57
Primiparas 39,4% (97/246) 40,4% (350/866) 0,78
Multiparas 60,6% (149/246) 59,6% (516/866) 0,78
Presenca de CL

CLd-11 57,8 (141/246) 57,5 (504/878) 0,94
CcLd17 91,5 (225/246) 91,2 (801/866) 0,91

% T em estresse
300 34,7 (79/85) 33,9 (298/310) 0,79

% T em estresse
(>39.5) 12,8 (61/85) 12,3(107/310) 0,84

Controle: Animais protocolados, porém ndo inseminados; 1A: Animais procotolados e inseminados; ECC: Escore
de condicdo corporal; SPS: Escore de Utero; PLS: Producdo média de leite; DEL: Dias em lactagdo; % T em
estresse >39,1: Porcentagem de tempo em que 0s animais estiveram com a temperatura superior a 39,1 °C; % T
em estresse >39,5: Porcentagem de tempo em que 0s animais estiveram com a temperatura superior a 39,5 ° C.

Né&o houve diferenca na distribuigdo dos animais entre os tratamentos de acordo com as
variaveis analisadas EEC, SPS, PLS, DEL, paridade, presenca de CL d-11, presenca de CL no
d17 e a porcentagem de tempo a cima das temperaturas de 39,1 °C e 39,5°C.

No presente estudo aproximadamente 43% dos animais ndo possuiam CL no d-11.

Segundo STEVENSON et al. (2008) aproximadamente 30% das vacas pés-parto ndo possuem
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CL quando o protocolo de sincronizacéo é iniciado. Esses animais quando submetidos aos
protocolos de IATF, reduzem a concentracdo de P4 circulante durante o desenvolvimento
folicular (SOUZA etal., 2008, BISINOTTO et al., 2010a, BISINOTTO et al., 2013), resultando
em reducédo na P/IA (BISINOTTO et al., 2010a, BISINOTTO et al., 2010b).

Em média os animais passaram 34% do tempo com a temperatura igual ou superior 39,1
°C, e ndo houve diferenca entre os tratamentos. Os efeitos negativos do estresse térmico na P/IA
estdo associados a efeitos negativos na competéncia oocitaria (RISPOLI et al., 2013)
fertilizacdo (HACKBART et al., 2010), desenvolvimento embrionario precoce (WOLFENSON
et al., 2000, HANSEN et al., 2001) e desenvolvimento embrionario apos d7 (DEMETRIO et
al., 2007). Esta bem estabelecido que o estresse térmico pode reduzir a P/IA em vacas em
lactagdo (VASCONCELOS et al., 2006, VASCONCELOS et al., 2011a, VASCONCELOS et
al., 2011c).

A distribuicdo do momento da regressdao do CL entre o0 d17 a d31 e a proporcao de
deteccdo de estro até o d31 estao descritos na tabela 02. Ndo houve diferenca entre os
tratamentos no momento da regressdo do CL total (d17 a d31) (P=0,99). A porcentagem de
vacas detectadas em estro ou inseminadas até o d 31 também ndo foi diferente entre os grupos
(P=0,25).

Tabela 2. Momento da regressdo do corpo luteo no grupo controle vs animais
inseminados e diagnosticados como vazios, e a proporcao de deteccdo de estro até o d31.

Tratamento
Controle IA P- P=
Momento regressao
d17 ad24 38% (85/225) 40% (215/535) 0,54
d24 a d31 16% (37/225) 16% (84/535) 0,80
>31 46% (103/225) 44% (236/535) 0,67
Deteccao de estro
d17 ad24 34% (29/85) 43% (93/215) 0,14
d24 ad31 70% (26/37) 44% (37/84) <0,01

* somente vacas que ndo foram inseminadas e vacas inseminadas mas ndo gestantes foram incluidas nesta analise.

O tratamento nédo afetou a proporcao de vacas com regressdo de CL, independente do
momento avaliado. De forma surpreendente, aproximadamente 40% dos animais apresentaram,

regressdo do CL dentro do momento adequado, entre 17 e 24 dias. O atraso da regressao do CL
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afeta de maneira negativa os indices reprodutivos do rebanho, pois menos animais tem chance
de apresentarem estro e serem novamente inseminados. Além disso, ao avaliar a taxa de
deteccdo de estro, observa-se que foi menor no grupo que recebeu IA, 0 que pode ser devido a
perda de gestacao.

Na tabela 3 os animais foram divididos entre animais gestantes, animais inseminados
(mas diagnosticados como ndo gestantes pelo US) e os animais do grupo controle, todos com
presenca de CL no dia 31. Foi realizada a proporcdo de animais com concentra¢ées <lng/mL
ou >1 ng/mL de P4 e PAGs.

Tabela 3. Resultado da propor¢do de animais de acordo com a classificacdo das

concentragdes <1 ng/mL ou >1 ng/mL de P4 e PAGs.

Tratamento
IA P+ IAP - Controle
P4
<1 ng/mL 2,3% (6/264) 13,4% (31/232) 16,7% (17/102)
>1 ng/mL 97,7% (258/264)  90,5% (201/232)  83,3% (85/102)
p= <0,01 <0,01 <0,01
PAGs

<1 ng/mL 7,60% (20/263) 73,3% (165/225)  94,8% (92/97)
>1 ng/mL 92,4% (243/263)  26,7% (60/225)  5,2% (5/97)
p= <0,01 <0,01 <0,01

* somente animais com presenca de CL no d31; IA P+: animais diagnosticados como gestante
no US; IA P-: animais diagnosticados como vazios no US; Controle: animais que ndo
receberam inseminacéo.

Os resultados da proporcdo de vacas de acordo com as classificacGes de P4, sugerem
que as concentracdes de P4 ndo devem ser utilizadas como indicadores de gestacdo ou perda
embrionaria. No grupo de animais gestantes, ao analizar apenas a concentracdo de P4 observa-
se 2,3% de falso negativo. Se considerarmos animais com P4 > que 1 ng/mL, observa- se entre
83 e 90% de falso positivos. Com relacdo as concentracfes de PAGs, observa- se 7,6% de falso
negativos em animais gestantes e 26,7% de falso positivos em animais inseminados e nao
gestantes, e em animais ndo inseminados 5,2%. A diferenca nestes dois grupos pode ser devido
a perda de gestacdo entre os dias 24 e 31. A estimativa de perda de gestacdo entre 24 e 31 dias

considerando as vacas com PAGs acima de ng/mL como gestantes foi de 18,6% (60/263+60)
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Segundo Pohler et al., (2016) vacas gestantes no dia 31 aumentam a PAG circulante a
partir do dia 24 de gestacdo em comparacdo com vacas ndo gestantes. No d31 vacas gestantes
tem o valor preditivo de 1 ng/ml comparadas a vacas ndo gestantes (POHLER et al., 2013;
POHLER et al.,2016; REESE et al.,2018; REESE et al.,2019).

Na tabela 04 estdo as médias das concentracOes de P4 e PAGs, referente ao resultado da
proporcéo de animais de acordo com as classificacfes da tabela 03. Essa analise foi realizada

apenas em vacas com CL no momento da coleta de sangue.

Tabela 4. Concentracdo média de P4 e PAG no d31, referente a propor¢éo de animais

classificados com P4 e PAG <1 ng/mL e >1ng/mL no d31, por tratamento.

Tratamento
IAP+ IA P- Controle P=
Média P4 d31
P4 <1 ng/mL 0,42 £ 0,14 (n=6) 0,35 £ 0,06 (n=31) 0,36 £ 0,08 (n=17) 0,89
P4 >1 ng/mL 5,55+ 0,14a (n=258) 4,88 £0,15b (n=201) 4,28 £ 0,24c (n=85) <0,01
P= <0,01 <0,01 <0,01

Média PAG d31
P4 <1 ng/mL 0,91 + 0,29xa (n=6) 0,32+0,12y (n=31) 0,06 £0,16b (n=17) 0,05
P4>1ng/mL 5,43+0,18a(n=258) 1,65+0,21b (n=201) 0,19 £0,33c (n=85) <0,01

pP= <0,01 <0,01 0,19
IAP+ IA P- CONTROLE P=
Média P4 d31
PAG _ ) )
<ingmL 460%052(n=20)  372+0,18(n=165) 357:025(n=92) 021
PAG _ B )
>ingmL >°1%015(n=243) 556 0,29 (n=60) 4,65 + 1,0 (n=5) 0,52

P= 0,09 <0,01 0,42

Media PAG d31

PAG ) i )
AngmL 0500052 (n=20) 0,16+0018b (n=165) 0,100,02¢(n=92)  <0,01
PAG ) ) ]
SingmL D74%021a(n=243) 508043 (n=60) 143%148b(n=5) <001

p= <0,01 <0,01 <0,01

* somente animais com presenca de CL no d31; IA P+: animais diagnosticados como gestante no US; 1A P-:
animais diagnosticados como vazios no US; Controle: animais que ndo receberam inseminagéo.

Houve diferenca nas medias das concentragdes de P4 >1 ng/mL no d31 entre os
tratamentos, vacas gestantes apresentaram concentra¢des de P4 superiores quando comparadas
a vacas vazias e ao grupo controle, esses resultados sugerem que ocorreu morte embrionaria
precoce no grupo de vacas inseminadas e vazias. A P4 pode influenciar a secrecéo uterina de

nutrientes e fatores de crescimento que sdo essenciais para o inicio do desenvolvimento
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embrionario (MANN e LAMMING et al., 2001), pois a P4 controla o ambiente uterino e
influencia o desenvolvimento embrionario (MANN e LAMMING, 2001; GREEN, 2005;
MANN et al., 2006), portanto concentracdes mais baixas de P4 apds a IA podem reduzir o
desenvolvimento embrionério e a taxa de sobrevivéncia (MANN e LAMMING, 2001; GREEN
et al., 2005). Também pode-se criar a hipotese de que o embrido pode estar associado a este
aumento nas concentracdes de progesterona, ao sinalizar a sua presenca prolongando a vida do
CL, garantindo a produgdo continuada de P4 (BAZER et al., 2008). As médias das
concentragOes de PAG no d 31 foram distintas em ambos 0s tratamentos, 0s animais gestantes
apresentaram maiores concentracdes circulantes de PAGs no d31 do que as vacas inseminadas
mas diagnosticadas como ndo gestantes (1A P-) e o grupo controle. Entretanto, o grupo 1A P-
apresentou média de concentracdo superior ao grupo controle, isso se deve a hipétese de que
estaria ocorrendo perda embriondria neste grupo, e estes resultados sugerem que as
concentracdes de PAG no d31 podem predizer gestacdo e perdas embrionarias entre 0 d24 e
d31.

CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo mostraram que existe atraso na lutedlise (~60%) e que

a estimativa de perda de gestacdo entre 24 e 31 dias foi de 18%.

IMPLICACOES
Os resultados desta pesquisa mostraram que existe atraso na luteolise e que isto pode

interferir na eficiéncia reprodutiva por diminuir a taxa de deteccéo de cio de retorno.
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