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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de 12 h adicionais de permanéncia
do implante intravaginal no protocolo curto de inducdo de estro sobre os
pardmetros comportamentais, ovarianos e fertiidade em cabras leiteiras
inseminadas artificialmente na estacdo de anestro fisiologico. As cabras
receberam implantes intravaginais de acetato de medroxiprogesterona (MAP)
contendo 60 mg por 6 (G6) ou 6,5 d (G6,5) e 200 Ul de eCG i.m. e 30 ug de d-
cloprostenol foram aplicados i.m. as 24 ou 36 h antes da remocdo do
implantes, respectivamente. No Experimento 1 (n=24), foram registrados dados
relacionados ao comportamento sexual e a ultrassonografia ovariana e, no
Experimento 2 (n=83), a fertilidade foi avaliada apds Inseminacéo Artificial em
Tempo Flexivel (IATFx). As variaveis paramétricas foram analisados utilizando-
se a ANOVA unidirecional e as variaveis ndo paramétricas, por meio do teste
do qui-quadrado ou exato de Fisher, com P<0,05 considerado significativo. No
Experimento 1, a taxa de resposta ao estro foi semelhante (P>0,05) entre G6
(92%) e G6,5 (100%). O intervalo da remocéo do implante ao estro foi menor
(P<0,05) em G6,5 (34,7 £ 1,8 vs. 44,4 = 3,3 h). No momento da remocao do
implante, o status folicular “avangado” (foliculo maior medindo >6 mm) foi
observado em 54% (13/24) das cabras, sendo 31% (4/13) e 69% (9/13) do G6
e G6,5, respectivamente (P=0,057). Em comparacdo com as cabras
apresentando status folicular “avancado”, os animais com status folicular
“‘jovem” apresentaram maior tempo para o surgimento da onda folicular apés
remocao da esponja (78,8 + 4,7 vs. 62,6 £ 3,3 h), intervalo da remocao do
dispositivo ao estro (43,8 + 2,5 vs. 35,9 £ 2,9 h), a ovulacéo (81,1 + 4,8 vs. 67,1
+ 3,4 h), além de taxa de crescimento folicular por dia (0,9 + 0,1 vs. 0,6 + 0,1
mm/dia) (P<0,05). O maior foliculo ovulado, o segundo maior e o intervalo da
remocado do dispositivo a ovulacdo foram semelhantes entre os grupos
(P>0,05). A disfuncdo Iutea (regressdo parcial ou total) aumentou
progressivamente do dia 3 (100 vs. 100%) para 7 (100 vs. 83%), 10 (100 vs.
75%), 13 (100 vs. 67%), 17 (64 vs. 42%) e 21 (50 vs. 33%) nas cabras do G6 e
G6,5, respectivamente. As cabras do G6,5 apresentaram maior sincronia do
estro, mas menor taxa de concepcao (53 vs. 83%) (P<0,05). A associacao de
G6,5 com o status folicular “avancado” afetou negativamente o foliculo
ovulatério e/ou a formacao e manutencdo do corpo luteo, resultando em menor
fertilidade. Portanto, o aumento do tempo de permanéncia do dispositivo
intravaginal de 6 para 6,5 d resultou em maior sincronia do estro, mas menor
fertilidade em cabras leiteiras submetidas ao tratamento de inducdo de estro
durante a estacéo néo reprodutiva.

Palavras-chave: I|A; Anestro; Caprinos; Corpo Luteo; Dinamica folicular;
Ultrassonografia.



ABSTRACT

This study assessed in dairy goats the effect of hormonal induction treatments
varying only 12 h in progestogen device permanence on estrus synchrony and
fertility. In both Experiments, goats received 60 mg of medroxyprogesterone
acetate (MAP) intravaginal devices for 6 (G6) or 6.5 d (G6.5). Both 200 IU of
eCG i.m. and 30 pg of d-cloprostenol were i.m. applied at 24 h or 36 h before
device removal, respectively. In Experiment 1 (n = 24), data related to sexual
behavior and ovarian ultrasonography were recorded and, in Experiment 2, (n =
83) fertility was assessed after Flexible Time Artificial Insemination (FxTAI).
Parametric variables were subjected to one-way ANOVA and nonparametric
variables were analyzed by either chi-square or Fisher exact test; P value <0.05
was considered as significant. Estrus response rate was similar (P>0.05)
between G6 (92%) and G6.5 (100%). The interval from device removal to estrus
was shorter (P<0.05) in G6.5 (34.7 £ 1.8 vs. 44.4 + 3.3 h). At the time of device
removal, “advanced” (largest follicle > 6 mm) follicular status was observed in
54% (13/24) of goats, being 31% (4/13) and 69% (9/13) from G6 and G6.5,
respectively (P=0.057). In comparison with goats presenting “advanced”
follicular status, animals with “young” follicle status had longer (P<0.05):
follicular wave emergence after sponge removal (78.8 + 4.7 vs. 62.6 £ 3.3 h),
interval from device removal to estrus (43.8 = 2.5 vs. 359 + 2.9 h) and to
ovulation (81.1 + 4.8 vs. 67.1 = 3.4 h) and follicular growth rate per day (0.9 +
0.1 vs. 0.6 = 0.1 mm/day). The largest ovulated follicle, the second largest and
the interval from device removal to ovulation were similar (P>0.05) between
groups. Luteal dysfunction (partial or total regression) progressively increased
from day 3 (100 vs. 100%) to 7 (100 vs. 83%), 10 (100 vs. 75%), 13 (100 vs.
67%), 17 (64 vs. 42%) and 21 (50 vs. 33%) to G6 and G6.5 treated goats,
respectively. The G6.5-goats had greater estrus synchrony, but a lower
(P<0.05) conception rate (53 vs. 83%). The association of G6.5 with “advanced”
follicular profile affected the ovulatory follicle and/or the formation and
maintenance of corpus luteum, resulting in lower fertility. In conclusion,
increasing the time of intravaginal device permanence from 6 to 6.5 d resulted
in greater estrus synchrony, but lower fertility in dairy goats subjected to estrus
induction treatment at the non-breeding season.

Keywords: Al; Anestrus; Caprine; Corpora Lutea; Follicular Dynamics;

Ultrasound.
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Percentage of dairy goat does with functional corpora lutea from Day 3 to
21 after ovulation (Experiment 1); Does were previously subjected to
Flexible Time Artificial Insemination (FxTAI) after imposing an estrous
induction treatment regimen with 60 mg of medroxyprogesterone
intravaginal devices for 6 or 6.5 d combined with 200 IU of eCG im and
37.5 pg of d-cloprostenol im both administrated at 24 or 36 h before
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1 INTRODUCAO

No sudeste do Brasil, assim como em outros paises, a espécie caprina
apresenta uma marcada estacionalidade reprodutiva, apresentando anestro na
primavera (BALARO et al., 2019). Isso demanda o desenvolvimento e uso de
técnicas reprodutivas que permitam uma exploracdo sustentavel de carne e leite ao
longo do ano, como a indugdo de estro sincronizado por protocolos hormonais.
Existem grandes variacdes entre os protocolos hormonais de inducdo ao estro,
como a variagdo de doses hormonais (GOMEZ et al., 2006), tempos de
administracdo, vias de administracdo e duracdo do dispositivo de progesterona
(NASCIMENTO-PENIDO et al., 2018).

Em geral, o uso de um dispositivo de progesterona de curto, médio ou longo
prazo resulta em altas taxas de resposta ao estro em cabras em anestro
(PIETROSKI et al.,, 2013). Notavelmente, protocolos curtos mostraram maior
eficiéncia em ovelhas (VINOLES et al., 2001) e em cabras (FONSECA et al., 2005a)
acasaladas naturalmente. A variacdo no intervalo da remocéo do dispositivo ao estro
entre as fémeas continua sendo o principal gargalo que afeta a fertilidade apos a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em caprinos. Por este motivo, a
Inseminacéo Artificial (IA) tem sido recomendada de acordo com o inicio do estro, ou
seja, IA em Tempo Flexivel (IATFx) (MAIA et al., 2017; BONATO et al., 2019).

O inicio do estro estd associado a eventos noturnos (FONSECA et al.,
2005b). Maia et al. (2017) propuseram o intervalo de 11,5d para que a
administragao da segunda dose d-cloprostenol fosse no final da tarde. Este “evento
noturno” associado ao status folicular ovariano no momento da segunda
administracdo poderia explicar a alta concentracdo de estro neste protocolo em
comparacao a outros. Utilizando o intervalo de 7,5 d na aplicacédo de d-cloprostenol,
a maioria das cabras leiteiras ciclicas, apresentaram estro apés a segunda noite,
apresentando tendéncia a maior taxa de prenhez (BONATO et al., 2019). Assim,
formulamos a hipétese que na contra estacdo, prolongando o tempo de uso do
dispositivo de progesterona no protocolo padrdo com insercdo e retirada do
dispositivo de progesterona no final da tarde (FONSECA et al., 2017a) por 12 h (6 d

vs 6,5 d) pode diminuir a ocorréncia de estro precoce (até 24 h apds a retirada do
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dispositivo), permitindo que um maior nimero de animais esteja em estro ao mesmo

tempo.
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2 CAPITULO | - FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 PRODUCAO DE CAPRINOS NO BRASIL

Estima-se que no Brasil o rebanho caprino seja constituido por
aproximadamente 11,3 milhdes de animais (IBGE, 2019). A regido nordeste do pais
€ responséavel por 93% do rebanho, mas € na regido Sudeste que a producdo de
caprinos € mais especializada, apresentando elevados indices de produtividade,
mesmo representando apenas 1,9% do rebanho nacional (IBGE, 2016). Devido ao
cruzamento entre racas e melhoramento genético, a eficiéncia produtiva vem
aumentando cada vez mais, uma vez que esses animais sao melhor adaptados ao
clima e ao sistema de criacdo (FACO; VILLELA, 2005). A selecio e multiplicacdo de
genaotipos apropriados para varios sistemas de producdo encontrados no pais tém
sido importantes para o desenvolvimento do setor (LOBO et al., 2010).

Independente do sistema de criacdo, a eficiéncia reprodutiva é o principal
parametro para se avaliar a eficiéncia produtiva e consequentemente o sucesso na
producdo. Para cada sistema, uma ou mais técnicas de reproducdo podem ou
devem ser aplicadas. Entretanto, a escolha deve ser cautelosa e levada a cabo a
partir de um detalhado diagnostico e estudo das relacdes entre animais, bioma,
instalacbes e manejo em geral onde a atividade é desenvolvida (FONSECA;
SIMPLICIO, 2008; FONSECA et al., 2014).

2.2 PARTICULARIDADES REPRODUTIVAS DOS CAPRINOS

O ciclo estral na espécie caprina consiste em modificagcdes temporais
morfolégicas e fisioldgicas no trato genital feminino, sendo definido como o intervalo
entre duas manifestacbes de estro ou ovulacbes sucessivas. Embora a duracéo
média do ciclo estral na cabra seja de 21 dias, o seu comprimento varia conforme
raca, idade, localidade, nutricdo e época do ano (FATET et al., 2011). As cabras sao
animais poliéstricos estacionais de “dias curtos” ou “fotoperiodo negativo”. A
influéncia do fotoperiodo é marcante tanto nos machos quanto nas fémeas de racas
oriundas do hemisfério norte, que iniciam seu ciclo reprodutivo anual em funcdo da

diminuicdo do namero de horas de luz diario, marcadamente no outono (TRALDI et
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al., 2007; BALARO et al., 2019). Isto significa que os estros estardo concentrados
em um periodo definido durante o ano, quando o fotoperiodo € menor, ocorrendo a
estacdo de acasalamento natural. A duracéo desta estacéo € definida primariamente
pela latitude e secundariamente pela raca (BALARO et al.,, 2019). Assim, racas
caprinas originarias de latitudes altas ou temperadas (superiores a 40°), onde existe
uma variagdo anual muito grande do fotoperiodo, exibem uma estacionalidade
reprodutiva bem evidente em ambos o0s sexos (ORTAVANT et al., 1985;
CHEMINEAU et al., 1992).

Ja em latitudes medianas, a raca terd um efeito importante na presenca ou
auséncia de uma estacionalidade reprodutiva (LOPES JUNIOR et al., 2001). Desta
forma, no sudeste brasileiro, cabras de racas leiteiras de origem europeia iniciam
seu ciclo reprodutivo em funcdo da diminuicdo do numero de horas de luz diaria,
apresentando um padrao estacional de atividade reprodutiva, relacionado as
variacdes anuais do fotoperiodo (FONSECA et al., 2005a). No estado de Minas
Gerais, é descrita uma maior incidéncia do comportamento sexual no més de abril
(MOUCHEREK; MOULIN, 1987).

Recentemente, demonstrou-se que cabras nuliparas da raca Saanen
apresentam a estacdo reprodutiva no periodo do inverno, enquanto as primiparas e
pluriparas mantem-se ciclicas no outono e inverno (BALARO et al., 2019). Estes
mesmos autores observaram que independente da ordem de parto, todos 0s animais
apresentam anestro estacional marcado na primavera, e que as interacdes sociais,
como efeito macho e fémea, também sdo capazes de reestabelecer a ciclicidade nas
cabras.

Quando a luminosidade apresenta baixa variacdo, como ocorre em latitudes
tropicais e subtropicais, eventos ambientais podem ser adotados como complemento
para estimular o ritmo reprodutivo (CHEMINEAU et al., 2006). Além disto, outros
fatores como a nutricdo (DUARTE et al., 2008; GALLEGO-CALVO et al., 2014),
interagbes sociossexuais (PONCE et al., 2015; ORIHUELA et al., 2016), parecem

ser importantes no desencadeamento do ciclo estral.

2.3 FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL DA CABRA
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A fung@o ovariana nos caprinos tem inicio ainda no periodo fetal e estende-se apos
a puberdade, até idades que podem atingir 10 anos. Durante o desenvolvimento
fetal, sob influéncia dos horménios maternais, os ovarios do feto apresentam
crescimento e atresia folicular, mas, do nascimento a puberdade, na auséncia de
funcéo do hipotdlamo e da hipofise, as gbnadas femininas permanecem em repouso.
A puberdade € um evento marcado pelo inicio da liberagdo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e das gonadotrofinas [hormdnio foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH)] pelo sistema nervoso central e hipofise, respectivamente.
Neste momento, os ovarios passam por uma sequéncia de mudancas morfolégicas
(recrutamento e crescimento folicular), bioquimicas (maturagdo folicular) e
fisiologicas (regulacbes enddcrinas), denominadas de ciclo ovariano, ocorrendo a
primeira apresentacdo de estro, seguida por um corpo Idteo (CL) funcional
(GRANADOS et al., 2006; FATET et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

O ciclo estral é dividido em quatro fases, caracterizadas por manifestacdes ou
modificacdes organicas especificas e diferentes periodos de duracdo, sendo elas:
proestro, com duracao de aproximadamente 48 h, estro com duracédo de 24 a 48 h, o
metaestro e o diestro, que juntas perduram por cerca de 17 dias. As duas primeiras
ocorrem na fase de desenvolvimento folicular, quando predominam as acgles
estrogénicas estimuladas pela liberacdo do FSH e do LH, que resultam no evento da
ovulacdo; enquanto as duas Ultimas manifestam-se na fase Iluteinica, com
predominio das acdes da progesterona (P4; GRUNERT et al., 2005; MAGALHAES
et al., 2009). O dia da ocorréncia do estro é definido como o dia 0 do ciclo estral
(intervalo de dois estros consecutivos). Nesse momento, o nivel crescente de 17-
Bestradiol é elevado, acarretando o0s sinais como a inquietacdo, balidos frequentes,
movimentos repetitivos da cauda, podendo ter apetite reduzido e diminuicdo da
producdo de leite, vulva edemaciada e corrimento vaginal (FREITAS; LOPES
JUNIOR, 2001). A quantidade dos ciclos estrais em caprinos depende da duracéo da
estacdo e do fator racial, com duracdo média de 21 dias (FATET et al.,, 2011).
Adicionalmente, os ciclos estrais podem ser caracterizados como curtos (<17 dias),
normais (17-25 dias) e longos (>25 dias) (GORDON, 1997; FREITAS; LOPES
JUNIOR, 2001).
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Do ponto de vista hormonal, sdo relatadas quatro classes de foliculos de
acordo com a dependéncia e sensibilidade as gonadotrofinas: (1) foliculos pré-
antrais, denominados gonadotrofina independente, por ndo possuirem receptores de
FSH e LH; (2) foliculos FSH dependente, apresentando tamanho a partir 2 mm; (3)
FSH - LH dependente, apresentando tamanho a partir 3 mm e (4) foliculos de
crescimento final, LH dependente (GINTHER et al., 1996).

A onda folicular consiste na emergéncia de um grupo de pequenos foliculos
antrais, do qual apenas alguns continuam seu desenvolvimento alcancando um
didmetro maior que 4 mm, sendo entdo selecionados para entrar na fase de
dominancia, enquanto os outros irdo regredir (DRIANCOURT, 2001; FATET et al.,
2011; URIBE-VELASQUEZ et al., 2015). A dominancia folicular ocorre durante o
ciclo estral caprino principalmente na primeira e quarta onda ovulatéria. No entanto,
este fendmeno de dominancia, em pequenos ruminantes, ndo é tdo definido quanto
nos bovinos, sendo dificil de avaliar pela ocorréncia constante de dois foliculos
dominantes por onda, incidindo assim, uma codominancia. Consequentemente, uma
ou mais ovulacdes podem ocorrer, assim, cabras sdo potencialmente prolificas,
frequentemente gerando partos com mais de uma cria (GINTHER; KOT, 1994;
RUBIANES; MENCHACA, 2003; MEDAN et al., 2005; CUETO et al., 2006).

A atrofia dos demais foliculos ocorre em resposta a secre¢éo de inibina, bem
como pela liberacao de estrogénio (E2) que promove uma retroalimentacédo negativa
sobre a hipdfise, reduzindo os niveis de FSH e, de forma menos intensa, a liberacéo
pulsatil do LH, os quais atuam de forma direta no crescimento do foliculo dominante
e maturacdo do odcito, até atingirem o estagio pré-ovulatério e a ovulacdo. Deste
foliculo pré-ovulatério sera formado o CL (FATET et al., 2011; URIBE-VELASQUEZ
et al.,, 2015). Na espécie caprina, existe uma variacdo de dois a cinco
desenvolvimentos foliculares por ciclo estral (de duracdo normal), predominando o
padrdo de quatro ondas. A emergéncia das ondas um, dois, trés e quatro (onda
ovulatéria) geralmente ocorre nos dias: 0, 5-6, 10-11, e 15, respectivamente
(RUBIANES; MENCHACA, 2003; TENORIO FILHO et al., 2007).

Ressalta-se que o desenvolvimento folicular final depende da pulsatilidade do
LH, ou seja, se houver uma falha no estabelecimento da cascata enddcrina que

culmine com o pico de LH, os foliculos sofrerdo atresia. A redu¢édo da pulsatilidade
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do LH, pode ser provocada pelas concentracbes aumentadas de P4, induzindo a
regressdo do foliculo dominante, suspendendo a retroinibicdo que o E2 exercia
sobre a liberagcdo de FSH, dando origem a uma nova onda folicular, os quais,
provavelmente, também entrardo em regressdo. Na fase luteal, a ovulacdo sera
continuamente inibida pela P4 produzida pelo CL formado ap6s a primeira ovulacao,
até que a lutedlise ocorra, caso ndo haja reconhecimento materno da gestacédo e o
pico de LH seja reestabelecido, levando o(s) foliculo(s) dominante(s) ao
desenvolvimento final (ADAMS et al., 1992; MAGALHAES et al., 2009; FATET et al.,
2011).

2.4 LUTEINIZACAO E LUTEOLISE

O CL é uma glandula enddcrina, dindmica e temporaria que se desenvolve
apos a ovulacao a partir de células remanescentes do foliculo (SMITH et al., 1994).

Imediatamente apds a ovulacdo ocorre a luteinizacdo das células foliculares,
iniciando a fase latea e, posteriormente, a formacédo do CL. Para que o mesmo seja
considerado funcional, deve apresentar um minimo de 30% de area vascular e 9 mm
de diametro (GRANADOS et al.,, 2006; ARASHIRO et al., 2010; BALARO et al.,
2017). O CL atua com fonte de P4, fazendo com que concentracdes desse hormonio
aumentem e permanecam em um nivel elevado por aproximadamente 16 dias
(GRANADOS et al., 2006; FATET et al., 2011).

Durante a fase lutea, o crescimento folicular dependente de gonadotropina
continua de uma forma ondulante, mas a P4 inibe uma nova ovulacdo. Esta fase
também € denominada de pds-estro, a qual é dividida em metaestro, quando as
concentracbes periféricas de P4 comecam a subir, e diestro, quando as
concentracOes periféricas de P4 séo altas e constantes, até o inicio da lutedlise.
Caso ocorra gestacao, o CL sera mantido durante todo o periodo. Desta forma, suas
principais fungdes sao a regulacdo do ciclo estral e o0 estabelecimento e manutencao
da gestacdo, através da sintetizacéo e liberacdo de P4 na circulacdo sanguinea, por
suas células luteinicas esteroidogénicas, excepcionalmente nas espécies em que a
gestacdo é estritamente dependente do CL, como a caprina (SMITH et al., 1994;
GORDON, 1997; GRANADOS et al., 2006; FATET et al., 2011).
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Entretanto, em situacées em que n&o ocorre fertilizacdo, no final da fase
lutea, 16-18 dias apoOs o estro, glandulas endometriais secretam de forma pulsatil
prostaglandina F2a (PGF2a), sob a influéncia da oxitocina de origem ovariana. A
sintese de PGF2a é controlada pelo E2 e pela P4, que regulam a concentracdo de
receptores de ocitocina endometrial através de um sistema ciclico de
retroalimentacdo positiva, e sua acdo leva a regressdao do CL (lutedlise) e,
consequentemente, a diminuicdo da secrecdo de P4 (McCRAKEN et al.,, 1999;
FATET et al., 2011). A diminuicdo das concentracdes plasmaticas deste hormonio
acontece de forma abrupta nas primeiras 24 h e esta regressdo remove
gradualmente a inibicdo da secre¢do de horménios gonadotrépicos, iniciando entdo
uma nova fase folicular. O fluxo sanguineo luteal também diminui drasticamente nas
primeiras horas da lutedlise, o que ressalta a importancia de uma boa
suplementacdo sanguinea como uma condi¢do indispensavel para uma adequada
producéo de P4. J4 a biometria luteal apresenta uma redugdo mais tardia. Portanto,
a lutedlise é caracterizada pela perda da capacidade esteroidogénica e posterior
involucéo estrutural e morfolégica (HOMEIDA, 1986; FATET et al., 2011).

2.4.1 Regressao precoce de corpo lateo

A regressdo precoce do corpo Iluteo (RPCL) € caracterizada pelo
desencadeamento da lutedlise previamente a secrecdo de PGF2a pelas glandulas
endometriais. Este é um evento relativamente comum em pequenos ruminantes,
acarretando na ocorréncia de ciclos de curta duracdo, reducdo do desempenho
reprodutivo e das biotécnicas (SA FILHO; VASCONCELOS, 2008; CHRISTENSEN
et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2015). Esse fenbmeno costuma ser observado com
maior frequéncia na puberdade, no pés-parto ou apds o anestro estacional (BAIRD,
1992), a exemplo da regressdo que ocorre apos indugéo e sincronizagao do estro e
ovulagéo provocada pela introducdo de um macho no rebanho durante a estacéo de
anestro (CHEMINEAU, 2006).

Embora as causas da RPCL nao estejam totalmente elucidadas, sabe-se que
diversos fatores podem contribuir para sua manifestacdo, como o estresse, a
deficiéncia na secrecdo de esteroides pelo foliculo pré-ovulatorio e fatores

enddcrinos aos quais o foliculo é exposto antes da ovulagéo, que podem resultar no
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desenvolvimento folicular muito rapido, levando a ovulacao de foliculos nos quais as
células da granulosa ndo tenham adquirido uma maturidade necesséria para uma
luteinizacdo ideal em resposta a onda de LH, interferindo sobre a funcdo adequada
do CL (OKADA et al., 2000; CHEMINEAU, 2006; SA FILHO; VASCONCELOS,
2008). Os CLs inadequados funcionalmente podem ser classificados em dois
grupos. O primeiro seria o CL de curta duragdo e o segundo o CL de duragao
normal, porém com reduzida secrecdo de P4, sendo incapaz de promover o
feedback negativo do LH e consequentemente bloquear a liberacdo de PGF2a
endometrial (GARVERICK et al., 1992; CHEMINEAU, 2006).

2.5 INDUCAO E SINCRONIZACAO DO ESTRO

Entende-se por estro sincronizado a concentracdo de animais em estro em
um curto intervalo de tempo (24 a 72 h) durante a estacdo de acasalamento, quando
em situacdo natural, os animais estdo fisiologicamente aptos a manifestacdo de
estros férteis (FONSECA et al., 2014). Os tratamentos hormonais permitem induzir o
estro sincronizado na fémea em anestro e sincronizar o estro na fémea ciclica,
concentrando partos para periodos especificos, assim como a producao leiteira
distribuida ao longo do ano, evitando, desse modo, perdas econdmicas e déficit no
leite (ZAMBRINI, 2006; AMORIM et al., 2008; PIETROSKI et al., 2013).

A emergéncia e o crescimento folicular podem ser manipulados ou alterados
pelo uso das gonadotrofinas e progestagenos exdgenos e, em virtude disto,
atualmente existem varios protocolos de inducdo de estro com diversas variacdes
nas doses, via de administracdo, duracdo do tempo de permanéncia de
progestageno, momento da aplicacdo das gonadotrofinas e o uso ou nado de
prostaglandinas (FONSECA; SOUZA, 2011).

Uma grande vantagem do uso de protocolos hormonais com implantes de
progestagenos naturais ou sintéticos € o momento do inicio do protocolo, podendo
ser utilizado em qualquer momento do ciclo estral. Esta estratégia induz o estro no
periodo de anestro ou promove a sincronizagdo durante a estacdo reprodutiva,
diferente dos protocolos a base de hormoénios sintéticos de PGF2a, em que os
animais, necessariamente, precisam estar na estacao reprodutiva (com a presenca

de CL) para que ocorra a sincronizacdo do estro. Portanto, este horménio néo é
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capaz de induzir um novo ciclo estral. Por sua vez, a P4 exdgena, semelhante a
enddgena, exerce acdo de bloqueio temporario do ovério, pois inibe a secrecao
pulsatii do GnRH pelo hipotalamo, impedindo o desenvolvimento de foliculos
dominantes. Assim, uma vez retirada sua fonte exdgena, o estro € estimulado em
poucos dias (Revisado por FONSECA et al., 2014).

Os dispositivos intravaginais de liberagéo lenta de P4 sdo os mais utilizados
(SOUZA et al., 2007), como esponjas impregnadas com acetato de fluorogesterona
(GOMEZ et al., 2006) ou acetato de medroxiprogesterona (MAP) (FONSECA;
BRUSCHI, 2009), implantes auriculares de norgestomet (GORDON, 1997), ou,
administracbes orais diarias de melengestrol (SAFRANSKI et al., 1992).
Frequentemente, apoOs utilizacdo destes dispositivos, sdo observados elevados
indices de fémeas em estro, e as taxas de gestacdo variam de 30 a 80% com
acasalamento natural ou IA (GORDON, 1997; FONSECA et al., 2007).

Ressalta-se que para a inducdo do estro durante o periodo do anestro,
somente a utilizacdo de implantes de P4 ndo sado suficientes, sendo necessaria a
associacdo de gonadotropinas aos protocolos (CORTEEL et al., 1982). A mais
comumente utilizada em protocolos hormonais de inducdo do estro na espécie
caprina € a gonadotrofina coribnica equina (eCG). A atividade dupla de FSH e LH,
associada a meia-vida longa e disponibilidade em grandes quantidades faz da eCG
uma substancia muito conveniente neste tipo de protocolo. Entretanto, por ser uma
molécula grande e de espécie distinta, desde o0 seu primeiro uso, estimula a
producéo de anticorpos antieCG em cabras (BARIL et al., 1996).

Apesar da variacdo entre os protocolos, geralmente as gonadotrofinas e as
prostaglandinas sdo administradas 24 a 48 h antes ou ho momento da retirada do
dispositivo. E evidenciado que protocolos utilizando progestagenos por seis dias tém
demonstrado elevada eficiéncia, tanto com relacdo a taxa de animais em estro,
quanto com relacdo a sincronia e fertilidade (SOUZA et al., 2007; FONSECA et al.,
2017). De acordo com Souza et al. (2011), em cabras Toggenburg, utilizando o
protocolo de inducéo/sincronizacao de 6 dias, o intervalo da remocéao do dispositivo
ao estro foi, em meédia, de 33,1 h, sendo que 73% manifestaram estro durante o

periodo da manha, similar as 33 h encontrado por Regueiro et al. (1999).
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2.5.1 Efeito da progesterona por um turno a mais sobre a sincronia

Durante a estacdo reprodutiva, no periodo de acasalamento natural, a
sincronizagao do estro pode ser obtida através de aplicagdes de analogos de PGF2a
(MAIA et al.,, 2017; BONATO et al., 2019). Este protocolo previne os animais de
apresentarem resposta imunoldgica a substancias exdgenas, como ocorre com 0
uso do hormoénio eCG, reduzem o custo do protocolo hormonal (BARIL et al., 1996)
e ocorréncias de patologias ovarianas, como cistos foliculares (SANTIAGO-
MORENO et al., 1999) e uterinas, como a hidrometra (SOUZA et al., 2013; MAIA, et
al., 2017).

Devido aos aspectos ambientais no periodo noturno como temperatura
amena, menor movimentacdo de pessoas, menos ruidos, e menor exposicdo ao
estresse, as cabras normalmente iniciam o estro neste periodo e somente é
observada na manha@ seguinte. Esse evento pode ainda estar relacionado a
secrecdo concentrada da melatonina durante a noite, devido as horas de escuridao
e a caracteristica fisiologica de estacionalidade dos caprinos (NAGY et al., 2000;
FONSECA; SIMPLICIO, 2008).

Bonato et al. (2019), em seus estudos utilizando PGF2a com intervalos de
7,5 dias para sincronizacdo do estro em cabras leiteiras, obtiveram excelentes
resultados, onde mais de 90% das cabras apresentaram estro entre 36 a 48 h apés
a segunda administracdo d-cloprostenol, possibilitando a IA no mesmo dia. Maia et
al. (2017) utilizaram o intervalo de 7 dias entre as aplica¢cfes, ou seja, um turno a
menos e a sincronizacdo foi menor quando comparado ao protocolo de 7,5 dias.
Estes resultados apontam que animais sobre o efeito da P4 por mais uma noite
tendem a manifestarem estro de forma mais sincronica.

Fonseca et al. (2005a) testaram diferentes protocolos de inducdo de estro em
cabras leiteiras utilizando o implante intravaginal por 6 dias e a aplicacdo de eCG e
PGF2a 24 h antes de sua remogéo e observaram 95,7% dos animais em estro. O
intervalo da remocéao da P4 e a manifestacéo do estro foi de 38,6 a 57,4 h, ou seja, a
manifestagdo do estro foi pouco sincrénica. Fonseca et al. 2017b, utilizando o
mesmo protocolo, encontraram resultados semelhantes na resposta ao estro (100%)
e no intervalo ao estro (22,5 a 63,5 h). Em protocolos de inducdo de estro utilizando

progestagenos por 6 dias, observa-se bons resultados de resposta ao estro e
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7

gestacdes, entretanto, o estro é desencadeado de forma pouco sincronica,
necessitando observacédo de estro por mais dias e nao podendo concentrar as IAs

em um Unico momento.

2.5.2 Status foliculares no momento da retirada da fonte de progesterona.

Menchaca e Rubianes (2004), trabalhando com ovelhas nuliparas e
pluriparas, utilizaram um protocolo de sincronizacdo contendo duas doses de
analogo de PGF2a, administradas com intervalo de 7 dias seguido de IATF,
realizada em diferentes horarios (42, 48 ou 54 h). Os autores notaram que 80% dos
animais tratados iniciaram o estro sincronizado entre 25 a 48 h apds a segunda
aplicacdo de PGF2a. Assim, protocolos utilizando duas doses de PGF2a com
intervalo de 10 a 14 dias, ndo sdo viaveis em programas de IATF em rebanhos
populosos. Os autores ressaltaram que apesar da manifestacdo de estro apds a
segunda dose ocorrer em grande parte das fémeas, tem uma grande dispersdo do
estro, podendo chegar em um periodo de até 120 h, trazendo grande empecilho
para a técnica em questao.

A reducdo do intervalo das aplicacbes de PGF2a para 7 dias tem como
objetivo alcancar uma maior sincronia de ovulacbes ap6s a segunda dose. Desta
forma, a primeira dose de PGF2a é realizada sem que se saiba a condi¢gao ovariana
no momento da aplicacdo. Neste caso, a ovulacdo ocorre em um intervalo de 2 a
4 dias, determinando a emergéncia da primeira onda folicular do ciclo seguinte. O
maior foliculo desta onda continuard crescendo por um periodo de 4 a 7 dias e
simultaneamente havera o desenvolvimento de um CL. Sendo assim, se a aplicacao
da segunda PGF2a for feita 7 dias ap0s a primeira, ocorrera entre o terceiro e o
quinto dia depois da ovulagéo, quando o maior foliculo ainda esté crescendo e o CL
ja se encontra responsivo a PGF2a. Em resumo, se um foliculo grande saudavel em
crescimento estiver presente no momento do tratamento, este foliculo continuara o
seu desenvolvimento e o estro e a ovulagédo ocorrerdo logo apds a administracdo de
PGF2a. Contudo, se a lutedlise for induzida quando o maior foliculo da onda estiver
regredindo, um novo foliculo precisa emergir e crescer e, como consequéncia, o
estro e ovulagédo ocorrerdo mais tarde. Portanto, quando a PGF2a é administrada

aleatoriamente, ocorre uma grande dispersdo do estro. A resposta variavel aos
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tratamentos com PGF2a esta relacionado ao status folicular individual de cada
ovelha no momento da aplicacdo da PGF2a (VINOLES; RUBIANES 1998).

2.6 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM CAPRINOS

A IA é uma das técnicas reprodutivas mais difundidas, tendo por objetivo a
utilizacédo do ejaculado de um macho com caracteristicas produtivas superiores, em
um grande numero de fémeas (AISEN, 2008). Esta € a primeira linha de
biotecnologias da reproducdo reprodutiva, destacando-se pelo baixo custo e
seguranca dentre outras biotecnologias, sendo de fundamental importancia para o
progresso genético em ruminantes domésticos. Apesar disto, seu uso em caprinos
leiteiros ainda € limitado, devido as dificuldades e peculiaridades da técnica e
aspectos da reproducdo em pequenos ruminantes, além da deficiéncia da
comprovacdo genética dos reprodutores doadores de sémen (FONSECA et al.,
2017a).

2.6.1 Técnica Embrapa de inseminacdo artificial transcervical com fixacao
cervical em caprinos

A deposicdo de sémen no Utero das cabras pode ser realizada de diferentes
formas, como por exemplo pela utilizacdo da Técnica Embrapa® de IA transcervical,
por meio da fixacdo cervical. A IA pela via laparoscopica € executada
exclusivamente por médicos veterinarios bem treinados e envolve necessariamente
0 uso de sedativo e anestésicos, em virtude da insercdo de dois trocateres no
abdome da fémea, onde por um dos orificios é introduzida uma Gtica para auxiliar a
localizacdo do utero e pelo outro € introduzido o aplicador de sémen (FONSECA,;
SOUZA, 2011). Sendo assim, na espécie caprina, devido a praticidade da
transposicao cervical, esta técnica ndao é recomendada (FONSECA et al., 2017a).

A Técnica Embrapa® tem atingido indices extremamente favoraveis de
deposigao uterina, conforme resultados publicados (MAIA et al., 2017; BONATO, et
al., 2019), mostrando-se similar ou mesmo superior ao método tradicional/francés,
realizado com a fémea em apoio bipedal anterior (FONSECA; SOUZA., 2011). A

técnica deve ser conduzida com a fémea em posicdo quadrupedal, contida em
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tronco individual, ou no proprio canzil da sala de ordenha, sendo este um ambiente
limpo, tranquilo e rotineiramente frequentado pelas cabras. Para a realizagdo da IA é
necessaria a ajuda de um auxiliar que mantenha a cauda da fémea levantada,
enquanto o inseminador faz a limpeza a seco da genitalia externa previamente e
estimulacdo do clitéris com a massagem da parte inferior da vulva apos a IA
(FONSECA; SOUZA, 2011).

Durante o procedimento séo utilizados espéculos do tipo Collin nos tamanhos
0, 1, 2 e 3. Antes que 0 espéculo seja introduzido na vagina da fémea, deve ser
lubrificado com gel para facilitar a penetracdo. Com auxilio de uma fonte de luz,
posiciona-se o0 espéculo até a visualizacdo da cérvix, fixando-a com uma pinc¢a de
Allis, desprovida de serrilhas. Neste momento, 0 muco cervical podera ser
classificado. Com uma mao, o inseminador deve segurar o espéculo, a fonte de luz e
a pinca, sem traciona-los, e com a outra mao o aplicador de sémen previamente
montado, o qual € introduzido no orificio cervical com movimentos para os lados,
para cima e para baixo. A passagem dos aneéis cervicais deve ser feita
delicadamente até a perda da resisténcia, ou até o local mais profundo atingido,
onde o sémen deve ser depositado. Este procedimento n&do deve ultrapassar
60 segundos (FONSECA; SOUZA,2011). Essa técnica, permite elevado percentual
de deposicdo sémen no Utero mesmo em cabritas (FONSECA et al.,, 2017a), e
elevadas taxas de gestacdo (FONSECA et al., 2017a; MAIA et al., 2017), variando
entre 458 a 64,3% em animais com estro induzido com protocolos com
progesterona/progestagenos de curta duracdo mais cloprostenol e eCG (FONSECA
et al., 2019).

2.6.2 Parametros observados para o momento ideal da Inseminagao Artificial

O muco cervical controla e direciona a migracdo espermatica. Desta forma,
durante o estro, o0 muco cervical encontra-se mais aquoso e permeavel, permitindo a
migracdo dos espermatozoides no trajeto até o utero (FATET et al.,, 2011). Os
gametas masculinos s6 sobrevivem no utero e tubas uterinas por aproximadamente
12 a 24 h e a sobrevivéncia dos gametas femininos apds a ovulacdo é de 10 a 12 h.
Desta forma, é fundamental que a IA seja realizada no momento mais proximo a

ovulacdo, que na cabra, ocorre geralmente de 30 a 36 h apds o inicio do estro
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(EVANS; MAXWELL, 1987; FATET et al., 2011). A fertilizac&o ocorre na tuba uterina
algumas horas ap6s a ovulacdo. Desta forma, quanto mais sincrénico for o estro,
menor o tempo gasto na observagcdo do estro e melhores as taxas apos a IATFx
(FATET et al., 2011).

O sémen caprino apos ser coletado pode ser utilizado a fresco, fresco diluido
(ampliando sua capacidade de utilizagéo), fresco diluido resfriado (mantido a 4 °C
por um curto periodo) e congelado (mantido a —196°C por longo tempo). O tipo de
sémen a ser utilizado deve ser avaliado em funcdo do momento da IA referente ao
inicio do estro. Sendo assim, € recomendavel que o sémen fresco seja utilizado para
muco 1 e 2 (até 12 h apds o inicio do estro), devido a necessidade de permanéncia
por um maior periodo no trato genital para que 0s espermatozoides se tornem aptos
para a fecundacéo (capacitacdo espermatica), e sémen congelado para muco 3 e 4
(NUNES, 2002; FONSECA; SIMPLICIO, 2008). Segundo Siqueira et al. (2009), em
estudo utilizando sémen resfriado, 0 melhor momento encontrado para a realizacao
da IA foi quando o muco se apresentava estriado e abundante, correspondendo ao

periodo entre 12 e 18 h apds o inicio do estro.

2.7 GESTACAO

A copula ocorre durante o estro, geralmente antes da ovulacdo, a qual
acontece no terco final do estro. Assim, o espermatozoide vai progredir pelo trato
reprodutivo da fémea e estara presente na tuba uterina no momento da ovulagao.
Parte dos espermatozoides fica retido e vai sendo liberado continuamente no colo do
Gtero. O principal modo de transporte de espermatozoides é a contratilidade do trato
reprodutivo feminino, embora a motilidade do espermatozoide seja importante para a
migracao através do muco no colo do utero (FATET et al., 2011).

O odcito fertilizado se desloca pela tuba uterina, em direcdo ao utero,
enquanto passa por sucessivas divisbes. Em caprinos, o embrido no estagio de
morula, atinge o Utero de quatro a cinco dias ap6s o estro. Em seguida, forma um
blastocisto que contém uma massa celular interna e uma blastocele ou cavidade
central cercado por uma monocamada de trofectoderma. O blastocisto esférico

eclode da zona pellcida entre os dias oito e nove e continua a crescer, mudando de
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uma forma esférica para oval entre os dias 12 e 14, durante uma fase transitoria
precedendo o alongamento, apés o qual € denominado concepto (embrido e
membranas extraembrionarias associadas). A acdo da P4 no endométrio uterino &
fundamental para o crescimento e alongamento do concepto. As principais
mudancas no endométrio necessdrias para estimular o alongamento do concepto
ocorrem entre os dias 7 e 13 em resposta a P4 ovariana (FATET et al., 2011).

O Interferon tau, secretado pelo concepto alongado apos o 15° dia de
gestacao, silencia a expressao do receptor de estrogénio a (ESR1) e do receptor de
ocitocina (OXTR), prevenindo a liberagdo de pulsos luteoliticos do fator de
crescimento placentario induzido pela ocitocina para manutencdo do CL (BAZER,
2009). A implantacdo do embrido € entdo observada entre 18 a 22 dias ap0s 0 inicio
do estro (FATET et al., 2011; SPENCER et al., 2013).

O CL é indispensavel durante a gestacdo em cabras para manutencdo da
producdo de P4, uma vez que a producao de P4 pela placenta € incapaz de manter
a prenhez. A duracdo da gestacdo nesses animais tem uma média de 149 dias,

podendo variar entre as racas (FATET et al., 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do acréscimo de 12 horas em protocolo curto de inducdo de
estro sincronizado em cabras leiteiras inseminadas artificialmente durante a contra-

estacao reprodutiva.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Comparar diferentes tempos de permanéncia do dispositivo intravaginal (6 d

vs. 6,5 d) em/na:
e Sincronizacao do estro;
e Dinamica folicular e ovulacao;
e Dinamica luteal, incluindo regressao precoce do corpo luteo;

e Taxa de concepcéo e gestacao apos IA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ETICA, PERIODO, LOCAL E ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O estudo foi realizado em dois ensaios durante a estacao nao reprodutiva, de
setembro (selecdo de animais e indugéo sincrona de estro e atividades associadas)
a dezembro (deteccdo de gestacdo). O Experimento 1 foi realizado no campus
experimental da Embrapa em Coronel Pacheco (21°35'S e 43°15'W), e o
Experimento 2 foi realizado em uma fazenda comercial de cabras leiteiras em Ouro
Fino (22°16'59"S e 46°22'08"W), ambos no estado de Minas Gerais, Brasil. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
Federal Fluminense (#6405230719) e foi conduzido sob os principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratorio.

As cabras Alpinas (n=65) e Saanen (n=42) com peso corporal médio de 56,8
+ 4,2 kg foram avaliadas em relagdo ao estado clinico / de saude e reprodutivo,
seguido de uma avaliacdo do escore de condicao corporal (BCS; 1= muito magra e
5= muito gorda; VILLAQUIRAN et al., 2007). Estas permaneceram em sistema de
confinamento em currais coletivos, sob fotoperiodo natural e em temperatura
ambiente, alimentados no cocho com capim napier (Pennisetum purpureum v.
Taiwan), concentrados, formulados e misturados no préprio capril, além de agua e
minerais sal (Caprinof6s® Tortuga, Sdo Paulo, Brasil), ad libitum, além do rufido

(n=1) utilizado para deteccéo de estro, que permaneceu em baia individual.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

No Experimento 1, os animais foram distribuidos de acordo com o peso, idade
e a condicdo de escore corporal em dois Grupos: Grupo G6 (n=12), os animais
receberam pela via intravaginal, no DO pelo periodo da tarde, dispositivos comerciais
contendo 60 mg de MAP (Progespon®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) permanecendo por
seis dias. Além disso, 24 h antes da retirada do dispositivo (D5) foram administradas
200 Ul de eCG (Novormon 5000®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) i.m. e 30 ug de d-
cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) pela via latero-vulvar
(FONSECA et al, 2017a).
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No Grupo G6,5 (n=12), os animais receberam o mesmo protocolo hormonal
descrito acima, porém o progestageno permaneceu até a manha do D7, ou seja, por
mais 12 h. A administragdo de 200 Ul de eCG e 30 pg d-cloprostenol foi realizada
36 h antes da retirada do implante, na manhd do D5. Neste experimento foram
coletados dados de comportamento sexual, estro, dinamica folicular, ovulagéo e
crescimento luteal.

No Experimento 2, os animais foram tratados com os mesmos protocolos e
foram coletados dados de estro, IA e taxa de gestacdo. O grupo G6 foi composto por

37 animais e o grupo G 6,5 foi composto por 46 animais, totalizando 83 animais.

4.3 DINAMICA FOLICULAR

A dinamica folicular foi acompanhada por exames ultrassonograficos,
realizados sempre pelo mesmo operador. Os exames foram realizados a cada 24 h
durante o periodo em que os animais estavam com o implante, ap0s a retirada, as
avaliacOes passaram a ser realizadas a cada 12 h até a detec¢do da ovulacao. Foi
considerado como o momento da ovulacdo quando os foliculos dominantes,
anteriormente identificados, ndo estavam mais presentes na imagem
ultrassonogréfica.

Foi utilizado um equipamento ultrassonografico (Mindray M5Vet, Shenzhen,
China) acoplado a um transdutor linear de 7,5 MHz. O transdutor foi adaptado a um
tubo de PVC cortado longitudinalmente para que pudesse ser manipulado pela via
transretal. Para protecdo do transdutor foi utilizada uma camisa sanitaria preenchida
com 5 mL gel de carboximetilcelulose (Carbogel UTL; Carbogel Industria e Comércio
LTDA, Séao Paulo, Brasil), proprio para exame ultrassonogréfico. As cabras foram
colocadas em estacao e contidas em um tronco proprio para pequenos ruminantes.
Apos a remocado das fezes foi introduzido 10 mL de gel de carboximetilcelulose no
reto, por meio de uma seringa de 60 mL. Os procedimentos utilizados para
localizacdo dos ovarios foram os mesmos preconizados por Souza et al. (2013). O
transdutor foi introduzido no reto até a visualizagdo da bexiga e utero, sendo que a
visualizagdo dos ovarios foi obtida rotacionando-se o transdutor lateralmente para

ambos os lados.
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Imagens de modo-B foram salvas para avaliagbes posteriores. O diametro, a
posicdo e as caracteristicas das estruturas ovarianas foram anotadas em fichas
individuais. Nas imagens do modo-B foram calculados o diametro (mm) folicular e
luteal. O didmetro das estruturas ovarianas foi obtido pela média das duas maiores
distancias da cavidade antral dos foliculos a partir de 3 mm (DE CASTRO et al.,
1999).

4.4 IDENTIFICACAO DE ESTRO E INSEMINACAO ARTIFICIAL

ApGs a remocdo da MAP, o estro foi monitorado a cada 12 h com auxilio de
um bode rufido. Eram consideradas em estro as cabras que demonstravam
interesse pelo rufido, vulva edemaciada, movimento de cauda, miccdo e berros,
sendo prioritariamente a aceitacdo da monta. A |IA foi realizada pela técnica
Embrapa® de IA transcervical em caprinos por meio da fixacdo cervical (FONSECA
et al.,, 2017a). O momento da IA foi de acordo com o inicio do estro. A IA foi
realizada 24, 18 e 10 h apds o inicio do estro para cabras com inicio do estro de 24
a 36, 36 a 48 h. O sémen utilizado foi doado pelo CapraGene®, o Plano Nacional de
Reproducdo para testes de progénie de cabras leiteiras (FACO et al., 2011), com
100 a 120 milh&es de espermatozoides viaveis por 0,25 mL, antes do congelamento
e com pelo menos 40% de motilidade linear progressiva (0% variacdo de 100%) e
um escore de vigor 3 (velocidade das células espermaticas viaveis; variacdo de 0 a

5) apds descongelar em banho-maria a 35 °C por 30 segundos.

4.5 AVALIACAO LUTEAL

As avaliacGes dos CLs foram feitas nos dias D3, D7, D10, D13, D17 e D21,
apos a deteccdo da ovulacdo, utilizando o mesmo aparelho ultrassonografico no
modo B e color Doppler, na frequéncia de 5-8 MHz, com probe linear adaptada com
tubo de pvc, por via transretal, protegido por camisinha sanitaria. Os exames eram
feitos sempre pelo mesmo operador. Apds contidas, quando necessario, o reto era
esvaziado e com auxilio de uma seringa, eram introduzidos 10 mL de

carboximetilcelulose gel (Carbogel UTL® Carbogel Indistria e Comércio LTDA, Séo
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Paulo, Brasil), por via retal, para lubrificar e melhorar a superficie de contato entre a
mucosa intestinal e a probe. Apos localizar a vesicular urinaria, o transdutor era
descolado em sentido cranio lateral até a identificacdo do Utero e ovarios, apés
identificados, os CLs eram quantificados e seu diametro calculado pela média do

comprimento e da largura.

4.6 DIAGNOSTICO DE GESTACAO

O diagnéstico de gestacédo foi realizado aos 60 dias apés IA, utilizando o
mesmo aparelho ultrassonogréfico, em modo B. O du(tero era identificado e
inspecionado para localizacdo da vesicula embrionéria, caracterizando a gestacao.

4.7 VARIAVEIS E ANALISE ESTATISTICA

Os seguintes parametros foram calculados: emergéncia da onda folicular
apos insercao ou remocdo do dispositivo (no dia em que um grupo de foliculos
atingiu 3 mm de diametro seguido de um aumento para 4 mm no dia seguinte) (h);
didmetro do maior foliculo no dia da remocédo do dispositivo (mm); diametro do
segundo maior foliculo no dia da remocé&o do dispositivo (mm); taxa de resposta ao
estro (nimero de cabras no estro / nimero de cabras sincronizadas x 100); intervalo
da insercdo ou remocao do dispositivo até o inicio do estro (h); intervalo desde a
insercdo ou remocdao do dispositivo até a ovulacdo (h); intervalo da emergéncia da
onda folicular a partir da insercdo do dispositivo ou sua remocéao (h); diametro do
foliculo ovulatério maior e segundo maior (mm); didmetro médio dos foliculos
ovulatorios (mm); taxa de crescimento folicular por dia (mm/d); intervalo entre onda
folicular ovariana e ovulacdo (h), porcentagem de animais que ovulam (nimero de
repeticbes com ovulacdo confirmada/nimero de repeticbes avaliadas por
ultrassonografia x 100); numero de ovulacdes (numero total de ovulagdes/animais
gue ovularam x 100); numero de CLs no dia 7 apds o inicio do estro; intervalo da
remocdo do dispositivo para FXTAI (h); intervalo do inicio do estro a IATFx (h); taxa

de concepcédo (cabras prenhes/cabras IA x 100); taxa de prenhez (cabras
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prenhes/nimero de animais submetidos ao tratamento de inducdo de estro); cabras
com CL funcional (CL funcional dos animais/total de ovulacdo x 100).

A andlise estatistica foi realizada utilizando todos os testes com P<0,05
considerado significativo. As variaveis paramétricas foram submetidas a ANOVA
unidirecional pelo programa SAEG. As variaveis ndo parameétricas foram analisadas
pelo teste do qui-quadrado ou exato de Fisher. As correlagbes de Pearson foram

calculadas entre as variaveis. Os resultados sdo descritos como média + SEM.
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Abstract

This study was conducted to assess effects of two hormonal treatments on ovarian
follicular status, estrous synchrony and fertility in dairy goats during the non-breeding
season when duration of progestogen device use varied by 12 h. In both
experiments, does were administered 60 mg of medroxyprogesterone acetate via
intravaginal devices, respectively, for 6 and 6.5 d (G6 and G6.5). At 24 or 36 h before
device removal, 200 IU of eCG im and 30 ug d-cloprostenol im were administered. In
Experiment 1 (n = 24), data related to sexual behavior and that were collected using
ovarian ultrasonography were recorded, and in Experiment 2 (n = 83) fertility was
assessed after Flexible Time Artificial Insemination (FXTAI). The interval from device
removal to estrus was shorter (P < 0.05) after imposing the G6.5 treatment regimen.
Diameter of largest and second-largest ovarian follicles and interval from device
removal to ovulation were similar (P> 0.05) between groups. The does treated with
the G6.5 hormonal regimen had greater estrous synchrony, associated with greater
development of largest follicles at the time of device removal, which might have led to
a lesser fertility rate (P > 0.05). Conversely, treatment with the G6 hormonal regimen
resulted in a greater conception rate. In conclusion, increasing time the intravaginal
device is inserted from 6 to 6.5 d resulted in greater estrous synchrony, advanced
ovarian follicular development, abnormal CL function and lesser pregnancy rates in
artificially inseminated dairy goats when there were treatments during the non-
breeding season.

Keywords: Al, Anestrus, Caprine, Corpora Lutea, Follicular Dynamics, Ultrasound

1. Introduction
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In southeast Brazil, as well as in other countries, goats have marked reproductive
seasonality, with a distinct seasonal anestrous period in the spring (Balaro et al.,
2019). Using reproductive techniques to overcome this circumstance, therefore, is
important for improving reproductive efficiency in dairy goats. Certain strategies are
adopted to avoid variation in milk production throughout the year, such as the
induction of synchronized timing of estrus among does with use of hormonal
treatment regimens. There is great variation among studies when there is use of
these treatment regimens, such as in the use of different hormonal doses (Gomez *
et al., 2006), times of administration, sites of administration, and duration in times the
progestogen device is located intravaginally (Nascimento-Penido et al., 2018). In
general, the use of a progestogen device results in a relatively shorter-, medium-, or
longer-period of sustained estrous cycles in a large proportion of the anestrous does
responding to these treatments (Pietroski et al., 2013). Notably, treatment regimens
of a shorter interval result in increased responses in naturally mated ewes (Vinoles ~
et al., 2001) and goats (Fonseca et al., 2005b). The variation in the interval between
onset of behavioral estrus and intravaginal device removal among does continues to
be the main issue adversely affecting fertility after fixed-time artificial insemination
(FTAI) in goats. This is why Artificial Insemination (Al) has been performed based on
time of estrous onset (i.e., Flexible Time Al — FxTAI) in estrous cyclic dairy goats
treated with two doses of d-cloprostenol, with there being conception rates of 85% to
94%) (Maia et al., 2017; Bonato et al., 2019). Nevertheless, the use of FxTAI after
synchronous estrous induction with use of progestogen treatment regimens has not
yet been assessed in dairy goats managed in tropical conditions during the non-

breeding season. Anestrous goats treated with short-term hormonal regimens for
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synchronous estrous induction (6 d progestagen combined with cloprostenol and
eCG) and subjected to FTAI (= 54 h after device removal) had pregnancy rates
ranging from 46% to 64% (Fonseca et al., 2019). The onset of estrus often occurs
during the night hours when there is use of many of the hormonal treatment regimens
for induction of estrus in anestrous does (Fonseca et al., 2005a). Maia et al. (2017)
proposed the 11.5-d interval to allow for the administration of the second d-
cloprostenol, in the late afternoon. The reason for the large incidence of estrous
onset during the night hours is likely associated with the dominant ovarian follicular
status at the time of the second cloprostenol administration. Most estrous cyclic dairy
goats treated with two doses of d-cloprostenol at a 7.5 d interval expressed the initial
symptoms of behavioral estrus during the hours when there was daylight on the
second day after the second cloprostenol administration, with there being a tendency
towards a greater proportion of goats being pregnant when there was imposing of
this treatment regimen before the breeding of does (Bonato et al., 2019). It, therefore,
was hypothesized that in the non-breeding season, when there was a prolonging
time of use of the progestogen device when imposing the standard treatment
regimen (insertion and removal of progesterone device at the end of the afternoon;
Fonseca et al., 2017a) for 12 h (6 d compared with 6.5 d) could prevent the earlier
than desirable estrous onset (i.e., for as long as 24 h after device removal), allowing
for a greater number of does to be in estrus at the same time. If this hypothesis is
confirmed, the strategy of extending the progestogen for 12 h could further support
the greater efficiency of FTAI and should be the subject of future research. The
present study, therefore, was conducted to investigate the effects of extending the

length of time the progestogen device was intravaginal by 12 d. For subjecting dairy
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does to FxTAI, this treatment was imposed during the seasonal anestrous period for
synchronous estrous induction so as to evaluate estrous response, and the ovulatory

and fertility variables.

2. Materials and methods

2.1. Ethics and animal care

This study was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals of
Universidade Federal Fluminense (protocol #6405230719) and was conducted in
ways consistent with the principles of the Brazilian Society of Laboratory Animal
Science.

2.2. Location and experimental conditions

The study comprised two experiments, both undertaken during the non-breeding
season, from September (animal selection and synchronized estrous induction) to
December (pregnancy diagnosis). Experiment 1 was conducted at Embrapa’s
Experimental Campus in Coronel Pacheco (21° 35’ S and 43° 15’ W) and Experiment
2 was conducted at a commercial dairy goat farm in Ouro Fino (22° 16’ S and 46° 22’
W), both in the state of Minas Gerais, Brazil. All does were maintained in an intensive
system, in pens, with there being natural photoperiodic cues and at room
temperature, and fed a corn silage diet. A balanced concentrate was provided
according to the nutritional requirements of the animals (National Research Council-
NRC, 2007). Mineralized salt (Caprinofos® Tortuga, Sao ~ Paulo, Brazil) and drinking
water were available ad libitum.

2.3. Experimental animals and treatments
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In both experiments, Alpine (n = 65) and Saanen (n = 42) goats were assessed for
clinical health and reproductive status, as well as body condition score (BCS; 1 =
very thin and 5 = very fat; Villaquiran et al., 2007). In Experiment 1, goats were
equally distributed according to breed, body weight, age, parity order, and BCS into
two groups to be treated with intravaginal devices containing 60 mg of
medroxyprogesterone acetate (MAP; Progespon®, Zoetis, Sao ~ Paulo, Brazil) for 6
(G6; n = 12, body weight: 56.8 + 4.2 kg and BCS: 3.0 £ 0.1) or 6.5 d (G6.5; n = 12,
body weight: 59.5 + 3.2 kg and BCS: 3.0 £ 0.1). In does of both groups, devices were
inserted at the same time, at the end of the afternoon (1700 to 1800 h), while device
removal occurred at the end of the afternoon (G6: 1700 to 1800 h) or the following
morning (G6.5: 0500 to 0600 h). In addition, all does were administered 200 IU of
eCG (Novormon 5000®, Zoetis, Sao ~ Paulo, Brazil) im, plus 30 pg d-cloprostenol
(Prolise®, Tecnopec, Sao ~ Paulo, Brazil) im at 24 h (G6) or 36 h (G6.5) before
device removal (Fig. 1). In Experiment 2, does assigned to the G6 (n = 37, BCS: 3.2
+ 0.1) and G6.5 (n = 46, BCS: 3.2 + 0.1) groups were administered the same

treatments as in Experiment 1.
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estrus detection (12/12 h) and FxTAI

Fig. 1. Schematic representation of the experimental design to evaluate the use of 60 mg
medroxyprogesterone acetate (MAP) intravaginal devices for 6 d (G6) or 6.5 d (G6.5) in an estrous
induction treatment regimen in dairy goat does during the non-breeding season; eCG: equine
chorionic gonadotrophin; FTAI: Fixed time artificial insemination; FxTAI: Flexible time artificial

insemination

2.4. Ovarian follicular dynamics

Ovarian follicular dynamics were assessed in Experiment 1 every 24 h from the day
of device insertion until removal, and every 12 h from device removal until the time
ovulation was detected to have occurred, by the same operator. Ultrasonic
equipment (Mindray® M5Vet, Shenzhen, China) was used, coupled to a 7.5 MHz
linear transducer. The transducer was adapted to a PVC tube cut longitudinally so
that it could be manipulated when inserted via the transrectal route. The does were
maintained in a quadrupedal position in an enclosure suitable for small ruminants.
After feces were removed, 10 mL of carboxymethylcellulose gel was placed in the

rectum, using a 60 mL syringe. The transducer was placed in the rectum until the
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bladder and uterus were visualized, and the visualization of the ovaries occurred as a
result of rotating the transducer laterally to both sides (De Castro et al., 1999). The
diameter (mm), position, and characteristics of the ovarian structures were recorded
for individual does. Data regarding follicular wave emergence, follicular growth
dynamics, and ovulation were recorded (De Castro et al., 1999). The time of
ovulation was considered to be when the dominant follicle(s), identified previously,
was (were) no longer present at the time of ultrasonic assessment. Ovarian follicular
status at the time immediately preceding device removal was classified as “early
developmental” when the largest follicles were < 6.0 mm diameter and “advanced
development” when = 6.0 mm diameter.

2.5. Estrous behavior and artificial insemination

In both experiments, symptoms of behavioral estrus were monitored twice daily after
device removal to 96 h after removal, aided by use of “teaser” bucks. Goats were
considered to be in estrus when standing to be mounted. The Al was performed
using the Embrapa® transcervical technique in goat does by the cervical
immobilization technique (Fonseca et al., 2017a) at a time that was determined that
was consistent with the time of ovarian follicular emergence so that there were
oocytes released at the time of ovulation that were of a similar developmental stage
in does of both groups. In Experiment 1, the FTAI, therefore, was performed at the
end of the morning (1000 to 1200 h), at 64 to 66 h and 52 to 54 h after device
removal in the does of the G6 and G6.5 groups, respectively. In Experiment 2, the Al
time was adjusted based on time of detection of symptoms of behavioral estrous
onset. The Al was performed as previously described for FXTAI; however, the time of

intravaginal device removal was used to determine time of FXTAI instead of the time
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of the second administration of d-cloprostenol based on results from previous studies
(Maia et al., 2017; Bonato et al.,, 2019). Does initiating estrus earlier, at an
intermediate time, or later were inseminated at 24, 18, or 10 h after estrous onset,
respectively (Table 1). Semen was donated by CapraGene®, the Brazilian Breeding
Plan group for dairy goat progeny testing (Faco et al., 2011). Semen was frozen with
100 to 120 million viable sperm per 0.25 mL straw before freezing and spermatozoa
had been previously evaluated and determined to have at least 40% progressive
linear motility (0% to 100% variation) and a vigor score of 3 (speed of viable sperm

cells; 0 to 5 variation) after thawing in a water bath at 35 °C for 30 s.

Table 1. Regimen for Flexible Time Artificial Insemination (FXTAI) based on estrous
onset in dairy goat does on which there was imposing of estrous induction

treatments” during the non-breeding season

Treatment
Estrous onset after device removal 6d 6.5d
24 h 24 h later (late afternoon) 24 h later (early morning)
36h 24 h later (early morning) 18 h later (late morning)
48h 18 h later (late morning) 10 h later (late afternoon)
60 h 10 h later (late afternoon) -

* Estrous induction treatments: 60mg of medroxyprogesterone acetate intravaginal devices for 6 or 6.5
d; Both 200 IU of eCG im and 37.5 ug of d-cloprostenol im were administrated at 24 h (G6) or 36 h

(G6.5) before intravaginal device removal.

2.6. Luteal evaluation and pregnancy
The corpora lutea (CL) evaluations were performed in Experiment 1 on Days 3, 7, 10,

13, 17, and 21 after the day of detection that ovulation had occurred, using the B-
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mode and color Doppler mode ultrasonic device. The Doppler settings used in the
luteal assessments were the same throughout the experiment, as follows: 75% color
gain, pulse repetition frequency (PRF) of 1.0 kHz, 6 cm of depth, and wall filter (WF)
of 75 MHz. After locating each ovary, the number of CL were quantified with each
image analysis occurring at a later time in a darkroom (Figueira et al., 2015).

Diagnosis for pregnancy status was assessed in all does at 60 d after Al.

2.7. Variables and statistical analysis

The following values for the variables were determined: Follicular wave emergence
after intravaginal device insertion or removal (the day a follicle developed to 3 mm in
diameter followed by an increase to 4 mm the subsequent day) (h); diameter of the
largest follicle on the day of intravaginal device removal (mm); diameter of the
second largest follicle on the day of intravaginal device removal (mm) (De Castro et
al., 1999); estrous response rate (number of does in estrus/number of does on which
estrous synchrony regimens were imposed x 100); interval from intravaginal device
insertion or removal to estrous onset (h); interval from intravaginal device insertion
and removal to ovulation (h); interval from follicular wave emergence from
intravaginal device insertion or removal (h); diameter of the largest and second
largest ovulatory follicle (mm); average diameter of follicles from which there were
ovulations (mm); follicular growth rate per day (mm/d); interval from follicular wave
emergence to time when ovulation was detected to have occurred (h); percentage of
does having ovulations (number of does with confirmed ovulation/number of does
evaluated wusing ultrasonography x 100); ovulations (total number of

ovulations/number of does having ovulations x 100); CL on Day 7 to 21 after estrous
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onset (n); interval from intravaginal device removal to FXTAI (h); interval from estrous
onset to FxTAI (h); conception rate (number of pregnant does/number of does
artificially inseminated x 100); pregnancy rate (pregnant does/number of does on
which the estrous induction treatment regimen was imposed); and goats with
functional CL (animals functional CL/total number of does having ovulations x 100).
There was considered to be a mean difference when there was a P < 0.05. Lilliefors
and Bartlett tests were conducted to determine if there were normality and
homoscedasticity of data for variables, respectively. Parametric variables were
subjected to one-way ANOVA by the SAEG program. Nonparametric variables were
analyzed using the Chi-square test or Fisher exact test. The results are described as

mean = S.E.M, and categorical results are presented as percentages.

3. Results

The values for reproductive variables Experiment 1 are reported in Table 2. Data
related to follicular profile at time of device removal in Experiment 1 are included in
Table 3. There was an “advanced development” follicular status (with the largest
follicles ranging from 6.2 to 8.2 mm in diameter) in 54.2% (13/24) of does, being
30.7% (4/13) and 69.3% (9/13) for the G6 and G6.5 groups, respectively (P =
0.0576). There was the “early developmental” follicular status (with the largest
follicles ranging from 4.8 to 6.0 mm in diameter) in 45.8% (11/24) of does, being
63.6% (7/11) and 36.4% (4/11) from G6 and G6.5 d groups, respectively (P = 0.197).
One doe with an “early developmental” and three does with an “advanced
development” follicular status did not have an ovulation and data from these does

were not included in Table 3. There were two and four pregnant does of the G6 and
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G6.5 groups that had an “advanced development” follicular status at the time these
assessments occurred during the estrous synchrony treatment regimen. Data for
presence of functional CL from Day 3 to 21 after ovulation are depicted in Fig. 2.
Data for reproductive variables in Experiment 2 are reported in Table 4. Considering
both experiments, the does of the G6 and G6.5 groups had overall estrous
responses of 83.7% (41/49) and 89.7% (52/58), respectively (P > 0.05), while the
overall pregnancy rate was greater (P < 0.05) in does of the G6 (63.3% or 31/49)

than G6.5 (43.1% or 25/58) group.
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Table 2. Data for reproductive variables of dairy goats submitted to fixed time
artificial insemination (FTAI) after imposing an estrous induction treatment

regimen” during the non-breeding season (Experiment 1).

Treatments
End points 6d 6.5d P value
Animals (n) 12 12
Follicular wave emergence time after device insertion (h) 76.3+54 74054 ns.
Follicular wave emergence time after device removal (h) 684+39 71352 ns.
Diameter of the largest follicle at device removal (mm) 59+0.3 6.5+0.3 n.s.

Diameter of the second largest follicle at device removal (mm) 50£0.3 54+0.2 n.s.

Estrous response (%) 91.7 100.0 n.s.
Interval from device insertion to estrous onset (h) 188.4+3.3 190.7+1.8 n.s.
Interval from device removal to estrous onset (h) 444+33 34.7+1.8 0.009
Interval from device insertion to ovulation (h) 219.9+3.6 228.8+53 n.s.
Interval from follicular wave emergence to ovulation (h) 112.1+£6.8 117.7+53 n.s.
Interval from device removal to ovulation (h) 76.0x04 720x05 ns.
Interval from estrus onset to ovulation (h) 31.5+40 371153 n.s.
Diameter of the largest ovulatory follicle (mm) 83+3.6 82+4.2 n.s.
Diameter of the second largest ovulatory follicle (mm) 6.7+34 74+3.2 n.s.
Average diameter of the ovulatory follicles (mm) 79140 7.7+34 n.s.
Follicular growth rate per day (mm/d) 0.8+0.1 0.8+0.1 n.s.
Animals ovulating (%) 91.7 100.0 n.s.
Ovulations (n) 1.8+0.2 1.7+£0.2 n.s.
Corpora lutea at Day 7 after estrous onset (n) 1.8+0.2 1.8+0.2 n.s.
Interval from device removal to FTAI (h) 659+05 526+0.2 0.001
Interval from estrous onset to FTAI (h) 215+33 179+17 ns.
Conception (%) 545 (6/11) 33.3(4/12) n.s.
Pregnancy (%) 50.0 (6/12) 33.3(4/12) n.s.

*Estrous induction treatments: 60 mg of medroxyprogesterone acetate intravaginal devices for 6 or 6.5
d. Both 200 IU of eCG im and 37.5 ug of d-cloprostenol im were administrated at 24 h (G6) or 36 h

(G6.5) before intravaginal device removal.
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Table 3. Data for reproductive variables based on the follicular status observed at the
time of intravaginal device removal in dairy goat does submitted to fixed time artificial
insemination (FTAI) after estrous induction treatment regimen® during the non-

breeding season (Experiment 1).

Ovarian follicular status

Early Advanced

End points Developmental™ development Pvalue
Animals (n) 11 13

I(:ho)lllcular wave emergence after device insertion 829+6.7 68.0+2.7 0.04
I(:hc;IhcuIar wave emergence after device removal 78.0+4.7 62.6+3.3 0.01
Diameter of the largest follicle at device removal 5.4+0.1 6.9+0.2 0.001
(mm)

Diameter of the second largest at device 4.6+01 57402 0.001
removal (mm)

Estrous response (%) 100.0 92.3 n.s.
Interval from device removal to estrous onset (h) 438125 35.9+2.9 0.08
Interval from device removal to ovulation (h) 81.1+4.8 67.1+3.4 0.04
Interval from estrous onset to ovulation (h) 38.0+5.7 31.1+£3.7 n.s.
I(?]t)erval from follicular emergence to ovulation 108.9+7.0 120.6+4.6 ns.
Diameter of the largest ovulatory follicle (mm) 83x04 82+04 n.s
Diameter of the second largest ovulatory follicle 6.9+ 0.4 73403 ns
(mm)

Average diameter of the ovulatory follicles (mm) 79104 7.7+0.3 n.s
Follicular growth rate per day (mm/d) 0.9+0.1 0.6+0.1 0.06
Ovulations (n) 1.8+0.2 1.7+£0.2 n.s
Corpora lutea at Day 7 after estrous onset (n) 1.91£0.2 1.71£0.2 n.s
Interval from device removal to FTAI (h) 60.9+2.0 57.2+2.0 n.s
Interval from estrous onset to FTAI (h) 17.8+24 21327 n.s
Conception (%) 36.6 (4/11) 50.0 (6/12) n.s

Pregnancy (%) 36.6 (4/11) 46.2 (6/13) n.s



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432020304437?dgcid=coauthor#tblfn0025
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*Estrous induction treatments: 60 mg of medroxyprogesterone acetate intravaginal devices for 6 or 6.5
d. Both 200 IU of eCG im and 37.5 ug of d-cloprostenol im were administrated at 24 h (G6) or 36 h
(G6.5) before intravaginal device removal.

” Follicle < 6.0 mm diameter.

# Follicles = 6.0 mm diameter
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Table 4. Data for reproductive variables of dairy goat does submitted to flexible time

artificial insemination (FxTAI) after imposing an estrous induction treatment

regimen” during the non-breeding season (Experiment 2).

Variables 6d 6.5d P value
Animals (n) 37 46 -
Estrous response (%) 81.0 (30/37) 86.9 (40/46) n.s
Interval from device removal to estrous onset (h) 46.8+2.1 38.1+x1.4 0.04
Interval from device insertion to FXTAI (h) 213.1+2.5 213.0x1.4 n.s.
Interval from device removal to FXTAI (h) 67.3+1.9 56.1+1.1 0.001
Interval from estrus onset to FXTAI (h) 20.8+1.5 18.1+1.4 n.s.
Conception (%)

Estrous onset 24 h after device removal 100.0 (4/4) 64.3 (9/14) n.s.
Estrous onset 36 h after device removal 88.9 (8/9) 50.0 (2/4) n.s.
Estrous onset 48 h after device removal 60.0 (3/5) 45.4 (10/22) n.s.
Estrous onset 60 h after device removal 83.3 (10/12) - -
Overall 83.3(25/30)  52.5(21/40)  0.01
Pregnancy (%) 67.6 (25/37) 45.6 (21/46) 0.05

* Estrous induction treatments: 60 mg of medroxyprogesterone acetate intravaginal devices for 6 or

6.5 d. Both 200 IU of eCG im and 37.5 ug of d-cloprostenol im were administrated at 24 h (G6) or 36 h

(G6.5) before intravaginal device removal.



52

-y = " " ——G6—8-G6S5
5 T
g - N
8 g4 00 T ;
= “""‘El.._,_
@ g
= g
£ 60 4 b
S
| 4
‘E \\“s
T 40 - .
= -
é B
=
= 20 A
-]
Z
3

U T T T T T

3 7 10 13 17 21

Days after ovulation

Fig. 2. Percentage of dairy goat does with functional corpora lutea from Day 3 to 21 after ovulation
(Experiment 1); Does were previously subjected to Flexible Time Artificial Insemination (FXTAI) after
imposing an estrous induction treatment regimen with 60 mg of medroxyprogesterone intravaginal
devices for 6 or 6.5 d combined with 200 IU of eCG im and 37.5 pg of d-cloprostenol im both
administrated at 24 or 36 h before intravaginal device removal, respectively, during the non-breeding
season; *Two does of the G6.5 group had partial luteal regression between Days 10 and 13 and Days

13 and 17 and were pregnant at the time of pregnancy status assessments.

4. Discussion

Both treatments were effective in inducing a synchronized estrous response during
the non-breeding season in dairy goats, when there were conditions similar to those
reported by Fonseca et al. (2005a, b). Notably, the interval from intravaginal device
removal to estrous onset was less for does of the G6.5 (34.7 h), while that for G6
(44.4 h) group was similar to those described previously (Fonseca et al., 2005a, b;
Fonseca et al., 2017b). Prolonging by 12 h the time the intravaginal device was in
place was directly reflected in the time of estrus, with does of the G6.5-group

initiating symptoms of behavioral estrus approximately 10 h earlier after the device
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was removed. Interestingly, both the interval from device insertion to estrous onset
and from follicular wave emergence to ovulation were similar between does of the
two groups. Even though there was a shorter interval to estrus, the ovulatory follicles
and oocytes released at the time of ovulation probably were of a similar
developmental stage when there was the same relative wave of follicular
development in does of the two groups. In addition, as hypothesized for the present
study, prolonging the length of time the progestogen device was in place
intravaginally by 12 h resulted in an excellent estrous response (~90%) and greater
synchrony in timing of estrus among does (initiating estrus about 24 h after device
removal). The use of the G6.5 hormonal treatment regimen could result in a
reduction in the time required for estrous monitoring when using FxTAI. The diameter
of the largest dominant follicle and follicular growth rate were similar for does when
there was imposing of the G6 and G6.5 treatment regimens (~8.25 mm and 0.8
mm/d), corroborating data previously reported (De Castro et al., 1999). There,
however, were interesting data in the present study related to the ovarian follicular
status at the time of intravaginal device removal that were quite similar to those for
sheep (Menchaca and Rubianes, 2004). The “advanced development” follicular
status associated with shorter period to estrous onset after intravaginal device
removal tended to be more frequent in the does of the G6.5 (69.3%) than in the G6
(30.7%) group and follicular growth rate tended be less in “advanced development”
(0.6 mm/d) than for “early developmental” (0.9 mm/d) status follicles. After subjecting
ewes to short- (6 d) or long- (12 d) term treatment regimens, Vinoles ~ et al. (2001)
reported that there were differences in stage of dominant follicle development with

there being advantages to using the short-term treatment regimen. The prolonged
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lifespan of dominant follicles with use of the long- compared with the short-term
treatment regimen was assumed to be the cause of the lesser pregnancy rate when
there was use of the long-term treatment regimen. In the present study, there was
assessment of the dominant follicle variables when these follicles had developed
during the same wave of follicular dynamics during the hormonal treatment regimens
that were imposed. The additional 12 h of device presence intravaginally tended to
be associated with the “advanced development” status of dominant follicles, which
could be associated with certain conditions affecting follicular growth and,
consequently, follicular viability. Furthermore, the more advanced follicular
development at the time of intravaginal device removal could have adverse effects on
oocyte viability and characteristics of the CL that develops after ovulation from these
follicles. The CL were observed on Day 3 after ovulation, using color Doppler
evaluation to characterize CL viability, as proposed by Figueira et al. (2015). Partial
and total CL regression was identified in does from both groups in the present study.
While precocious and intermediate CL regression was observed in does of the G6.5
group, CL regression was observed only at the expected time of physiological
luteolysis in does of the G6-group, after Day 13 of the estrous cycle (Arashiro et al.,
2010). Partial CL regression, as previously reported in goat does (Souza-Fabjan et
al., 2013) and ewes (Vinoles ~ et al., 2004), was observed from Day 17 to 21 only in
does of the G6.5-group, however, this CL response was not associated with the
pregnancy status of does in the present study. Considered together, these data
indicate that prolonging the time the progestogen device is used could adversely
affect dominant follicle viability and CL formation, which could be reflected as

inadequate uterine milieu conditions for embryo development and pregnancy
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recognition as well as subsequent maintenance of pregnancy. Based on the results
from Experiment 1 for the interval from follicular wave emergence to ovulation, FXTAI
time (213 h after device insertion) was adjusted in Experiment 2 to allow for
spermatozoa and oocytes to be of an optimal developmental stage for fertilization to
occur in the female reproductive tract. Even so, conception rates were greater when
all estrous onset times were evaluated, culminating in a greater proportional
conception rate in does of the G6 (83.3%) than G6.5 (52.5%) group. Although a
similar FXTAI strategy was imposed for does of both groups, there could have been
inadequate conditions imposed on does of the G6.5 group that could affect gamete
and/or CL viability as indicated by results from Experiment 1 and by the lesser
conception rates in Experiment 2. The G6 treatment regimen was previously used in
association with FTAI at 51 to 54 h after intravaginal device removal, resulting in a
62.5% pregnancy rate (Fonseca et al., 2017a). In Experiment 2 of the present study,
only does in estrus were inseminated and the Al time was based on time of estrous
onset. This adjustment probably contributed to the favorable conception rate of
83.3% in does of this treatment group. The pregnancy rate in both experiments
(including animals not detected in estrus) was less being 63.3%, similar to that
reported when there was FTAI in the study of Fonseca et al. (2017a) in which there
was a similar treatment regimen imposed with sponges inserted and removed early in
the morning. In addition, the ease of characterizing estrus in the does and additional
potential increase in conception rates when using an FXTAIl strategy based on
estrous onset, it does not appear reasonable to apply FTAI to dairy goats in tropical

conditions. It should be highlighted that FTAI in these conditions implies less time
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taken for estrous detection, however, more when the Al technique is used and

semen is processed.

5. Conclusion

The increase of the time a device is in place intravaginally from 6 to 6.5 d resulted in
greater estrous synchrony, but lesser fertility in dairy goats subjected to estrous
induction treatment during the non-breeding season. Prolonging the period for the
hormonal treatment regimen led to an advanced development of the follicular status
after intravaginal device removal, affecting the ovulatory follicle and CL, culminating
in lesser conception rates after FXTAI. The G6 treatment regimen is recommended

for FXTAI in dairy goats when these goats are located in tropical conditions.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento do tempo de permanéncia do dispositivo intravaginal de 6 para
6,5 dias resulta em uma maior sincronia do estro, mas menor fertilidade em cabras
leiteiras submetidas ao tratamento de indug&o de estro na estagdo ndo reprodutiva.
O protocolo G6,5 levou a um status folicular avancado ap6s a remocdo do
dispositivo, afetando o foliculo ovulatério e CL, culminando em menores taxas de
concepcao apos FxTAI. Assim, o uso do protocolo G6 é preferivel para dar suporte a

IATFx em cabras leiteiras criadas em condic¢des tropicais.
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Linhagem: Saanen, Toggenburg, Alpina, Anglo N Peso: 40a80kg

Local do experimento: Rebanhos da Associagdo de Criadores de Caprinos de Minas Gerais (CAPRIMA), localizados em Juiz de Fora-
MG.
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8.2. RESUMO SBTE 2020

Resumo apresentado na XXXIV Reunido Anual SBTE, 13 — 15 de agosto de 2020.
Increasing 12 h of intravaginal device permanence allows greater estrus
synchrony but lower pregnancy rates in artificially inseminated acyclic dairy

goats
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Hauschildt3, Maria Emilia Franco Oliveira?*, Jeferson Ferreira Fonseca*

IFaculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Av. Vital Brazil Filho,
64, CEP 24230-340, Niterdi, RJ, Brazil

2Universidade Estadual Paulista, Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n,
CEP 14884-900, Jaboticabal, SP, Brazil.

SUniversidade Federal de Vigosa, Av. Peter Henry Rolfs, s/n, CEP 36570-000,
Vicosa, MG, Brazil

4Embrapa Caprinos e Ovinos, Estrada Sobral/Groairas, km 04, CP 145, CEP 62010-
970, Sobral, CE, Brazil

Abstract

This study assessed in dairy goats the effect of hormonal induction treatments
varying only 12 h in progestogen device permanence on estrus synchrony and
fertility. In both Experiments, goats received 60 mg of medroxyprogesterone acetate
(MAP) intravaginal devices for 6 (G6) or 6.5 d (G6.5), and 200 IU of eCG i.m. and 30
Mg of d-cloprostenol were i.m. applied at 24 h or 36 h before device removal,
respectively. In Experiment 1 (n = 24), data related to sexual behavior and ovarian
ultrasonography were recorded and, in Experiment 2, (n = 83) fertility was assessed
after Flexible Time Artificial Insemination (FxTAIl). Parametric variables were
subjected to one-way ANOVA and nonparametric variables were analyzed by the chi-
square test; P value <0.05 was considered as significant. Estrus response rate was
similar (P>0.05) between G6 (92%) and G6.5 (100%). The interval from device
removal to estrus was shorter (P<0.05) in G6.5 (34.7 + 1.8 vs. 44.4 = 3.3 h). At the
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time of removal of the device, animals with follicles larger than 6 mm represented
54% (13/24) of the goats, being 31% (4/13) and 69% (9/13) from G6 and G6.5,
respectively (P = 0.057). In comparison with goats with follicles larger than 6 mm,
those animals with follicles smaller than 6 mm had longer (P <0.05): follicular wave
emergence after sponge removal (78.8 + 4.7 vs. 62.6 = 3.3 h), interval from device
removal to estrus (43.8 £ 2.5 vs. 35.9 + 2.9 h) and to ovulation (81.1 + 4.8 vs. 67.1
3.4 h) and follicular growth rate per day (0.9 + 0.1 vs. 0.6 £ 0.1 mm / day). The
association of G6.5 with the number of goats presenting follicles larger than 6 mm
affected the ovulatory follicle and/or the formation and maintenance of the corpus
luteum (CL), resulting in lower fertility. The largest ovulated follicle, the second
largest and the interval from device removal to ovulation were similar (P> 0.05)
between groups. According to the doppler ultrasound exams, luteal dysfunction
[partial (only 1 CL) or total regression] increased progressively from day 3 (100.0 vs.
100.0%) to 7 (100.0 vs. 83.3%), 10 (100.0 vs. 75%), 13 (100.0 vs. 66.6%), 17 (63.6
vs. 41.6%) and 21 (50.0 vs. 33.3%) to G6 and G6.5 treated goats, respectively. This
dysfunction was related to the CL presence and blood perfusion. The G6.5-goats had
greater estrus synchrony, but a lower (P<0.05) conception rate (53 vs. 83%). In
conclusion, increasing the time of intravaginal device permanence from 6 to 6.5 d
resulted in greater estrus synchrony, but lower fertility in dairy goats subjected to
estrus induction treatment at the non-breeding season. The G6 treatment resulted in
high conception rate and can be recommended to support FXTAI programs in dairy

goats in the non-breeding season.

Keywords: Al; Anestrus; Caprine; Corpora Lutea; Follicular Dynamics; Ultrasound.



