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RESUMO

MARTINS, Alice Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024.
Parametros luteais e enddcrinos de cabras aciclicas submetidas a inducao
de estro sincronizado e recebendo ou nao hCG por diferentes vias no
sétimo dia do ciclo estral. Orientador: Jeferson Ferreira da Fonseca.
Coorientadores: Ana Lucia Rosa e Silva Maia, Bruna Waddington de Freitas e
Luiz Gustavo Bruno Siqueira.

Este estudo teve como propdésito avaliar a eficacia da administracao de 300 Ul
de hCG por diferentes vias em parametros luteais e séricos de cabras leiteiras
em anestro fisioldgico. Utilizaram-se 31 animais distribuidos em trés grupos:
hCG-IU (n = 8), que receberam 300 Ul de hCG via intrauterina transcervical (i.u);
hCG-IM (n = 11), que receberam 300 Ul de hCG via intramuscular (i.m); e o grupo
controle (n = 12), que receberam 1 mL de solucéo salina i.m. Todos os grupos
foram submetidos a um protocolo de inducdo de estro sincronizado com
esponjas intravaginais contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona
mantidas por seis dias, seguido por 200 Ul de eCG e 131,5 ug de cloprostenol

i.m. 24:00 horas antes da remoc¢ao da esponja. Realizaram-se ultrassonografias
transretais para avaliacdes luteais nos dias 4, 7, 8, 10, 13, 17 e 21 (DO = inicio
do estro), com coletas de sangue para mensuracao de progesterona e hCG
sérico. No D21, o grupo hCG-IU apresentou uma maior contagem (P < 0,05) de
corpos luteos (CL) em comparacdo com o grupo controle. Corpos lateos
acessorios (CLa) foram detectados nos grupos hCG-IU e hCG-IM (2/8; 25,0% e
7/11; 63,6%, respectivamente) (P < 0,05). A area luteal total (TLA) aumentou no
grupo hCG-IM entre os D13 e D17 (P < 0,05). A area vascular (AV) foi maior (P
< 0,05) no grupo hCG-IU no D13. As concentracbes médias de hCG nao
diferiram entre os grupos (P > 0,05) em D7. No grupo hCG-IM, as concentracdes
médias de hCG aumentaram (P < 0,05) em D7,5 e mantiveram-se assim até o
D8. Nao houve diferengas (P > 0,05) nas concentragées médias de P4 circulante
entre os trés grupos de cabras. As taxas de gestagdo no D30 foram similares (P
> 0,05) entre os grupos hCG-IM e controle (91,0% ou 10/11 e 83,0% ou 10/12,
respectivamente) e ambas foram superiores (P < 0,05) ao hCG-IU (25,0% ou
2/8). Embora todas as vias tenham influenciado na formacgéao de CLa’s, a via
intrauterina acelerou de maneira singular a formacado de CLa e aumentou a

vascularizagdo luteal no D13. No entanto, esses resultados distintos néo



resultaram em maiores taxas de gestagao quando comparados com outras vias

de administragao.

Palavras-chave: Caprino, Corpo Iluteo, Gonadotrofina coribnica humana,
Progesterona, Ultrassonografia ovariana.



ABSTRACT

MARTINS, Alice Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2024.
Luteal and endocrine parameters of synchronous estrus induced acyclic
goats receiving or not hCG by different routes seven days after estrus
onset. Adviser: Jeferson Ferreira da Fonseca. Co-advisers: Ana Lucia Rosa e
Silva Maia, Bruna Waddington de Freitas and Luiz Gustavo Bruno Siqueira.

This study evaluated the effects of hCG administered by different routes on luteal
and serum parameters in acyclic dairy goats. A total of 44 goats were subjected
to synchronous estrus induction with intravaginal sponges containing 60 mg of
medroxyprogesterone acetate for six days plus 200 IU of recombinant eCG and

131.5 g of cloprostenol i.m. 24:00 h before sponge removal. Goats in received
300 hCG via intrauterine transcervical (hCG-IU, n= 8), intramuscular (hCG-IM,
n= 11), or 1 mL saline solution intramuscular (Control group, n= 12). Transrectal
ultrasonography and blood collection were performed on days 4, 7, 8, 10, 13, 17,
and 21 (DO = start of estrus). On D21, the hCG-IU group showed a higher count
(P<0.05) of corpora lutea (CL) compared to the control group. Accessory corpora
lutea (CLa) were detected in the hCG-IU and hCG-IM groups (2/8; 25.0% and
7/11; 63.6%, respectively) (P<0.05). Total luteal area (TLA) increased in the hCG-
IM group between D13 and D17 (P< 0.05). Vascular area (AV) was higher
(P<0.05) in the hCG-IU group on D13. Mean hCG concentrations did not differ
between groups (P>0.05) on D7. In the hCG-IM group, mean hCG concentrations
increased (P<0.05) on D7.5 and remained so until D8. Serum P4 were similar
(P>0.05) among the three goat groups. Pregnancy rates on D30 were similar
(P>0.05) between the hCG-IM and control groups (91.0% or 10/11 and 83.0% or
10/12, respectively) and both were higher (P<0.05) than hCG-IU (25.0% or 2/8).
Administration of hCG intrauterine is not recommended.

Keywords: Goat, Corpus luteum, Human Chorionic Gonadotropin, Progesterone,
Ovarian Ultrasonography.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem uma tradicdo soélida na criagdo de caprinos e ovinos,
atividades que desempenham um papel crucial na sustentacdo econ6mica e
nutricional de muitas familias de baixa renda (Sorio, 2017). O rebanho caprino
brasileiro atinge uma estimativa de aproximadamente 12 milhées de cabecas,
sendo que 95,21% desses caprinos estao localizados na regiao Nordeste (IBGE,
2021). Por outro lado, embora a regido Sudeste que abrigue apenas 1,24% do
rebanho nacional (IBGE, 2021), a regido tem destacada referéncia na producao
de leite de cabra. Tal destaque é atribuido ao sistema intensivo de producéao e
ao perfil genético de animais especializados na producgao de leite nessa regiao
(Lopes et al., 2012; Lobo et al., 2017). Contudo, a marcante estacionalidade
reprodutiva da espécie nessa regido (Balaro et al., 2019) enfraquece a cadeia
produtiva do leite e seus derivados devido a ocorréncia de partos concentrados
em uma unica época do ano. Diante desse cenario, o uso de metodologias para
inducéo de estro sincronizado durante os periodos em que esses animais nao
apresentam atividade reprodutiva (Fonseca et al., 2019) torna-se crucial para
aumentar a rentabilidade produtiva.

A utilizacdo de protocolos hormonais objetiva um grande percentual de
animais em estro e em um curto periodo (Carvalho de Paula et al., 2020).
Entretanto, as concentracoes séricas de progesterona (P4) em animais
submetidos a inducdo de estro sincronizado na estacao nao reprodutiva sao
inferiores aquelas encontradas em fémeas ciclicas de ovinos (Rhind et al., 1978;
Theodosiadou et al., 2004) e caprinos (Btaszczyk et al., 2004). Isso impossibilita
a formag&o de um ambiente apropriado para o estabelecimento e manutencao
da gestacao, prejudicando diretamente o desenvolvimento do concepto
(Lonergan et al., 2016; Forde e Lonergan, 2017).

Isso poderia ser corrigido em parte com a elevacédo da concentracao de
P4 na forma de suplementagédo exdgena ou endégena, com a administragao de
agentes luteotroficos. A gonadotrofina coriénica humana (hCG) é um hormdnio
proteico sintetizado pelo sinciciotrofoblasto da placenta de mulheres (Handschuh
et al., 2007), que apresenta maior afinidade por receptores de LH (80%), rapida
absorcao e meia-vida longa (Khan et al., 2007; Saleh et al., 2012). A hCG pode
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ser utilizada para inducao de corpos luteos acessoérios (CLa; Cértes et al., 2021;
Rodrigues et al., 2022) e promover hipertrofia dos corpos luteos originais por sua
acao luteotrédfica (Rodrigues et al.,, 2022), elevando a concentracdo de P4
circulante (Fonseca et al., 2018; Rodrigues et al., 2022) e aumentando as taxas
de gestagdo em cabras (Cortes et al., 2021; Bustamante-Andrade et al., 2021;
Rodrigues et al., 2022).

Geralmente, a via preferencial para a administracdo de hCG é a
intramuscular. A via intravaginal também foi testada, aproveitando a presenca de
uma densa rede de vasos sanguineos permeaveis na mucosa vaginal (Hussain
e Ahsan, 2005), o que permite uma rapida absorcdo dos medicamentos
aplicados na corrente sanguinea, resultando em um "efeito de primeira
passagem uterina", onde o horménio administrado é diretamente transportado
da vagina para o utero (Bulletti et al., 1997). No entanto, essa via demonstrou ter
um efeito limitado na fertilidade de caprinos quando administrada no momento
da inseminagao artificial (Rodrigues et al., 2023a). Ainda ndo héa relatos na
literatura sobre a administracdo de hCG via intrauterina nessa espécie.
Atualmente, os programas de transferéncia de embrides (TE) em caprinos tém
alcancado sucesso tanto por meio de técnicas nao cirargicas (Morais et al., 2020)
quanto por técnicas cirdrgicas, como a laparoscopia (Fonseca et al., 2018),
resultando em taxas de sobrevivéncia embrionaria satisfatérias. Em ambas as
abordagens, durante o procedimento de TE, é necesséria a utilizacdo de uma
pequena quantidade de liquido para transportar o embrido até o utero,
oferecendo uma oportunidade ideal para a administracao de hCG. Dessa forma,
é hipotetizado que a administracdo intrauterina de hCG possa induzir efeitos
luteais e séricos semelhantes aqueles observados com a administracdo

intramuscular.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ciclo estral e estacionalidade reprodutiva dos caprinos

A maturidade sexual da fémea caprina ocorre quando ela atinge 60 a 70%
do peso de um animal adulto, o que acontece normalmente entre seis e oito

meses de idade (Mobini et al., 2005). As fases do ciclo estral ocorrem devido a
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liberacao e inibicdo de horménios por um processo de retroalimentacado. Esses
hormonios sao liberados pelo hipotalamo, hipofise, ovario e utero e controlam os
processos de crescimento folicular até a formacao do corpo luteo (Hafez e Hafez,
2004).

O ciclo estral compreende uma série de modificagdes morfoldgicas e
fisioldgicas que ocorrem no trato genital feminino culminando com o estro e a
ovulacdo. Sua duragdo € caracterizada como o intervalo entre duas
manifestagbes de estro e, apesar de ser muito variado, em cabras sua duragéo
média é de 21 dias (Ginther e Kot, 1994; De Castro et al., 1999). E dividido em
quatro fases: proestro com aproximadamente dois dias; estro, que pode durar de
um a dois dias; metaestro e diestro que, conjuntamente, duram
aproximadamente 17 dias (Homeida, 1986; Menchaca e Rubianes, 2002;
Magalhées et al., 2009).

As variagbes sazonais na atividade reprodutiva de cabras estao
diretamente ligadas ao horménio melatonina que € produzido em periodos de
escuridao pela glandula pineal (Clarke et al., 2009). As taxas de secregdo e
concentracdo desse horménio sao interpretadas como um sinal enddcrino
influenciando na secrecao do hormdnio liberador de gonadotropina (GnRH), que
por sua vez influencia a liberagdo dos horménios gonadotréficos luteinizante (LH)
e foliculo-estimulante (FSH) (Barrell et al., 1992).

As cabras sao consideradas animais poliéstricos estacionais de dias curtos.
Essa influéncia do fotoperiodo é evidente tanto nos machos quanto nas fémeas
de racgas originarias do hemisfério Norte (latitudes altas ou temperadas), que
iniciam seu ciclo reprodutivo em funcéo da redugéo do numero de horas de luz
ao dia (Chemineau et al., 1992; Traldi et al., 2007; Balaro et al., 2019). No
entanto, o inicio e a duracao da estacao reprodutiva também estao relacionados
a outros fatores como a racga, clima e manejo (Morales et al., 2016; Balaro et al.,
2019).

Na regido Sudeste do Brasil, as cabras apresentam comportamento
reprodutivo tipicamente estacional, com a estacdo de acasalamento natural
ocorrendo do final do verdo ao inicio do inverno (margo a junho). O anestro

profundo ocorre entre 0os meses de setembro e novembro, havendo um periodo
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de transicao entre elas (Fonseca et al., 2005). Esse padrao foi demonstrado em
estudo realizado por Balaro et al. (2019), em que cabras Saanen, primiparas e
multiparas, apresentaram estro durante outono e inverno, enquanto nuliparas
concentraram a manifestagdo de estro durante o inverno e, independente da

ordem de parto, todas apresentaram anestro durante a primavera.

Por outro lado, animais mantidos em regides préximas a linha do Equador,
como na Regido Nordeste do Brasil onde as diferengcas de luminosidade s&o
quase imperceptiveis, tendem a manifestar estacionalidade menos marcante,
com manifestacao de estro ao longo de todo o ano. Nesses locais a raca tem
uma implicacdo importante na ocorréncia ou ndo de estacionalidade reprodutiva
(Lopes Junior et al., 2001; Cruz et al., 2005; Oliveira, 2010).

2.2 Ciclo folicular ovariano

Da-se o nome de ciclo ovariano as alteragdes estruturais e hormonais em
decorréncia do crescimento dos foliculos, ovulacéo, luteinizacdo e lutedlise
(Schillo, 2009). A fase folicular do ciclo ovariano consiste no periodo no qual o
foliculo se desenvolve até o estagio ovulatério, ocorrendo um predominio de
liberacao dos hormdnios estrogénicos estimulados pela acdo do FSH e do LH.
Ja a fase luteal, se caracteriza pela formacao do corpo luteo apés a ovulagao,
estrutura responsavel pela sintese da progesterona (Homeida, 1986; Menchaca
e Rubianes, 2002; Magalhaes et al., 2009; Schillo, 2009).

2.2.1 Dinédmica folicular

Os foliculos ovarianos sdo as unidades funcionais dos ovarios, que
sustentam o crescimento e maturacdo do odcito (Cortvrindt e Smitz, 2001) e
podem ser classificados de acordo com seu grau de desenvolvimento em: pré-

antrais ou ndo cavitarios e antrais ou cavitarios (Figueiredo et al., 2001).

O desenvolvimento folicular em cabras evolui em um padrao ondulatério
ao longo do ciclo (Ginther e Kot, 1994). Uma onda folicular refere-se a uma
sequéncia de trés eventos no crescimento folicular: emergéncia ou
recrutamento, selecdo ou desvio e dominéncia (Ginther et al., 1996). Na
emergéncia somente uma parte dos foliculos antrais irdo continuar se

desenvolvendo até atingirem 4 mm de diametro, sendo selecionados e entrando,
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portanto, na fase de dominancia; estes sob a influéncia do LH, atingem a fase
pré-ovulatéria (6-9 mm) (Rubianes e Menchaca, 2003; Uribe-Velasquez et al.,
2015).

E estimado que cabras desenvolvam de duas a seis ondas foliculares
durante o ciclo estral, com predominio da ocorréncia de trés a quatro ondas
(Ginther e Kot, 1994; Menchaca e Rubianes, 2002; Medan et al., 2003; Simdes
et al., 2006; Nogueira et al., 2015). Cada onda folicular possui um foliculo
dominante e os subordinados. No entanto, em ovinos e caprinos € comum a
ocorréncia de mais de um foliculo dominante, fenbmeno conhecido como
“‘codominancia” (Rubianes e Menchaca, 2003). A ultima onda fornece o foliculo
ovulatério e, na ocorréncia de ovulagdes multiplas, elas sdo geralmente de
foliculos da mesma onda, embora possam derivar de duas ondas foliculares
consecutivas (Ginther e Kot, 1994).

A emergéncia da primeira onda folicular ocorre logo ap6s a ovulagao (dia 0
do ciclo estral) e sua emergéncia ocorre em média no dia 2. A segunda, a terceira
e a quarta ondas geralmente ocorrem nos dias 2-5, 6-9 e 10-15,
respectivamente, demostrando em média um intervalo de trés a quatro dias entre
a emergéncia de cada onda folicular (Ginther e Kot, 1994). A P4 é retratada com
um fator responsavel pela ocorréncia desse padrao de trés ou quatro ondas. Isso
ocorre por que a baixa concentracdo de P4 na fase lutea inicial, durante a
primeira onda, acelera o alcance do didmetro maximo dos foliculos, o que
antecede a segunda onda e permite a ocorréncia de quatro ondas em um mesmo

ciclo (Menchaca e Rubianes, 2002).

Além disso, a P4 também possui uma influéncia sobre o diametro maximo
alcancado pelo foliculo dominante, uma vez que grandes foliculos foram
observados principalmente na primeira e quarta onda folicular, momento no qual
a concentracao plasmatica de P4 encontra-se mais baixa devido a imaturidade
do corpo luteo ou de sua lutedlise (De Castro et al., 1999; Simdes et al., 2006;
Nogueira et al., 2015).

Previamente a cada onda folicular ocorre uma elevagéao transitéria de
FSH, que declina durante o crescimento folicular devido ao aumento na sintese
de estradiol e inibina (Medan et al., 2003). Durante a fase folicular, um pool de
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foliculos antrais (2 a 3 mm de diametro) é recrutado para entrar em seu
crescimento final, de dois a trés desses foliculos sdo selecionados para entrar
na fase de dominancia (4 mm), onde sob a influéncia do LH, alcancam a fase
pré-ovulatéria (6 a 9 mm) (Fatet el al., 2011). Nesse momento a concentragao
de P4 é baixa, o que é fundamental para desencadear os pulsos de LH
(Menchaca e Rubianes, 2002; Nogueira et al., 2015). A atresia dos foliculos
subordinados acontece em resposta a secrecdao de inibina e aumento da
concentragédo de estradiol secretado pelos foliculos maiores. Estes promovem
um feedback negativo sobre a hipdéfise, diminuindo a liberagdo de FSH, e de
forma menos intensa, a liberacdao pulsatil de LH, atuando diretamente no
desenvolvimento do foliculo dominante e maturacao do ovécito até a ocorréncia
da ovulacédo (Fatet et al., 2011; Uribe-Velasquez et al., 2015). Apds a ovulagéo,
durante a fase luteal as altas concentracbes de P4 promovem bloqueio do
crescimento e ovulacao dos foliculos da segunda e terceira onda (Menchaca e
Rubianes, 2002).

2.2.2 Dinamica luteal, corpo luteo e progesterona

A luteinizacao é o processo de diferenciacdo que ocorre imediatamente
apds a ovulacao, onde as células do foliculo ovulatério se transformam em
células luteais para formar o corpo luteo (CL) (Fatet et al., 2011). O CL é uma
glandula enddcrina, temporaria e dindmica (Smith et al., 1994) e suas principais
funcdes sdo a regulacédo do ciclo estral e o estabelecimento e manutengcao da
gestacao através da sintese e secrecao de P4. Sua funcédo e integridade sao
especialmente importantes em espécies como a caprina, em que a gestacao é
estritamente dependente da P4 luteal (Smith et al., 1994; Sangha et al., 2002;
Spencer et al., 2015).

Durante o processo de luteinizagao, as células da granulosa e da teca
interna, remanescentes da parede do foliculo ovulatério, proliferam e se
diferenciam em células luteas grandes e células luteas pequenas,
respectivamente. Esses tipos celulares se diferenciam esteroidogénica,
morfoldgica e bioquimicamente (Smith et al., 1994; Sangha et al., 2002; Stocco
et al., 2007). Tais alteracOes estruturais e funcionais das células foliculares
resultam em uma mudanca de secrecdo, predominantemente, de estradiol para

progesterona e, em pequenas quantidades, também secreta prostaglandinas, e
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uma variedade de hormdnios proteicos como a oxitocina, relaxina, neurofisina-I,
vasopressina e inibina (Sangha et al., 2002). Também sdo observadas células
nao-esteroidogénicas no CL, como células endoteliais, células musculares lisas,
pericitos, fibroblastos, macréfagos, leucécitos e plasmadcitos ocasionais, que
variam muito em namero, estrutura quimica e fungéo durante o desenvolvimento,
diferenciacao e regressao do CL (Sharma e Sharma, 1998; Sangha et al., 2002;
Stocco et al., 2007).

A luteinizacao das células da granulosa € controlada pelo pico de LH e
pela vascularizacdo, que tem funcdo de transporte de oxigénio, nutrientes e
outros fatores (Sangha et al., 2002). O pico de LH primeiramente causa o
bloqueio da proliferacdo celular e, em seguida, a diferenciacdo de enzimas
esteroidogénicas dessas células, que antes tinham como principal produto o
estradiol para produzir progesterona (Stocco et al., 2007; Sugino, 2014).

A biossintese de horménios esteroides é modulada pela disponibilidade
de colesterol e pelo aumento da expressdo de proteinas regulatérias e de
enzimas esteroidogénicas especificas, tais como STARs (proteina regulatéria
aguda esteroidogénica), 3BHSD (3B-hidroxiesteroide desidrogenase), P450scc
(citocromo P-450 de clivagem da cadeia lateral do colesterol) e da reducao da
expressao da enzima P450-aromatase (Stocco et al., 2007; Sugino, 2014). A
conversao do colesterol em pregnenolona é realizada nas mitocondrias pelo P-
450scc. A pregnenolona € o precursor para a producao de P4 pela 3HSD e,
logo apds a onda de pré-ovulatéria de LH, ha um aumento nas concentragdes
de RNAm que codificam essas enzimas, aumentando as taxas de producgéo de
P4 (Smith et al., 1994). A reducdo da P450-aromatase é fundamental para
facilitar a produgcdo de progesterona, visto que essa enzima é uma das
responsaveis pela sintese de estrogénio (Sugino, 2014).

Durante a fase lutea a concentracdo de P4 plasmatica aumenta continua-
mente até o completo desenvolvimento do CL, atingindo valores maximos por
volta do dia 14 (Arashiro et al., 2010; Balaro et al., 2017a). Nessa fase, o cresci-
mento folicular dependente de gonadotropina continua, porém os altos niveis de
P4 inibem a ovulagédo (Fatet et al., 2011). Ao final da fase luteal, que ocorre entre

os dias 15 ao 17 apbs o estro, ocorre a diminuicdo da concentracao de P4,
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retirando a inibicdo da secreg¢ao dos hormonios gonadotréficos, dando inicio a

uma nova fase folicular (Arashiro et al., 2010).

Ao final da fase lutea, em situacbes em que nao ha a presenca do con-
cepto, as células endometriais secretam de forma pulsatil a prostaglandina F2a
(PGF2a), o que induz a lutedlise (Arashiro et al., 2010; Fatet et al., 2011). A
regressao luteal é marcada por uma queda abrupta na perfusdo sanguinea e
producéo de P4 nas primeiras 24 horas (lutedlise funcional), seguida pela regres-
sao morfologica do CL e atingindo niveis basais de P4 (< 1 ng/mL) nas préximas
72 horas (Balaro et al., 2017a).

A presenca de um CL funcional é indispensavel para os processos de
implantagéo, placentacao e crescimento do concepto em ruminantes (Spencer
et al., 2015). Algumas caracteristicas como area vascular de no minimo 30% e
9 mm de didmetro devem ser consideradas para classificar o0 mesmo como
funcional em cabras (Arashiro et al., 2010; Balaro et al., 2017b). Entretanto,
fatores como o numero de ovulagbes e ragca podem ter influéncia na
concentracao plasmatica de P4 (Fonseca e Torres, 2005; Balaro et al., 2017b).
Isso foi demonstrado por Balaro et al. (2017b) em estudo com cabras da raca
Saanen, onde animais apresentando dois ou trés CL alcangcaram maiores
concentragdes de P4 se comparadas com aquelas de ovulagao unica (10,3 £ 5,7
versus 8,8 £ 4,8 ng/mL; respectivamente).

Além disso, estudos recentes observaram uma forte correlacao entre o
tamanho do CL e a concentracao de P4 circulante, demonstrando que a area do
tecido luteo pode ser usada para estimar sua funcao (Arashiro et al., 2010;
Adriyanto et al., 2017; Balaro et al., 2017b). Balaro et al. (2017b)
correlacionaram a avaliacdo da perfusdo sanguinea do CL com a concentracéo
de P4 pelo US Doppler colorido com bons resultados. Cosentino et al. (2018)
também demonstraram uma forma subjetiva em escores Doppler Colorido (1-4)
e modo-B (1-3) para avaliar a funcionalidade luteal relacionada ao diagnostico
de gestacdo e concluiram que € uma ferramenta eficaz para o diagndstico
precoce da gravidez em cabras no 21° e 23° dia p6s acasalamento,

respectivamente.
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A producao ineficiente de progesterona por parte do corpo luteo é uma
das causas de perda gestacional, ja que esse déficit impossibilita a formacéo de
um ambiente apropriado para estabelecer e manter a gestacdo, além de
prejudicar diretamente o desenvolvimento do concepto (Lonergan et al., 2016;
Forde e Lonergan, 2017).

2.3 Estratégias para inducao de estro sincronizado em cabras

Com o intuito de aumentar a oferta de leite e carne ao longo do ano e de
otimizar o melhoramento genético do rebanho, produtores tem utilizado
biotecnologias que permitem a sincronizagéo de estro tanto no anestro sazonal
quando na estacao reprodutiva (Fonseca e Souza, 2011; Balaro et al., 2017a).
Para tais fins, podem ser adotados protocolos com diferentes métodos, naturais
(fotoperiodo artificial e efeito macho), artificiais (protocolos hormonais) e ainda a
associagao dos mesmos (Machado e Simplicio, 2001; Moraes et al, 2016).

A sincronizacao do estro tem como finalidade a concentragdo do maior
namero de fémeas em estro dentro de um intervalo de 24 a 72 horas (Fonseca
e Souza, 2011; Fonseca et al., 2014; Balaro et al., 2017a). Na espécie caprina,
a sincronizacao pode ser obtida através do prolongamento da fase lutea por meio
do uso de progestagenos associados a outros hormonios, ou ainda pela reducao
desta fase, com o uso prostaglandinas (PGF2a) (Fonseca et al., 2014; Maia et
al., 2017). Na estacdo nao reprodutiva (anestro), a utilizacao de um programa de
luz artificial ou administracdo exégena de melatonina é capaz de induzir o estro,
mas nao de forma sincronizada. A sincronizacdo pode ser alcancada através do
uso de progestagenos associados a gonadotrofinas, como o0 eCG, hCG e FSH,
além do efeito macho (Fonseca et al., 2014; Balaro et al., 2017a).

Existem diferentes protocolos de indugdo de estro com variacbes em
doses, via de administracdo, duracdo do tempo de permanéncia de
progestdgeno, momento da aplicacdo das gonadotrofinas e 0 uso ou nao de
prostaglandinas (Fonseca e Souza, 2011). Em meio as diversas vias de
utilizacdo dos progestagenos possiveis, o mais relatado é a utilizacao de
dispositivos intravaginais (Fonseca e Souza, 2011). Apesar das variagbes entre
os protocolos, as gonadotrofinas e prostaglandinas geralmente séao
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administradas 24 a 48 horas antes ou no momento da retirada do dispositivo
(Balaro et al., 2017a).

Protocolos de longa exposicao a progestagenos sao utilizados ha muitos
anos gerando os efeitos desejados independente da fase do ciclo estral ou
estacdo do ano (Oliveira et al., 2013; Moraes et al., 2016). No entanto, os
foliculos pré-ovulatérios acabam sendo estimulados durante muito tempo,
causando uma perda de qualidade dos ovécitos ovulados, além de aumentar a
ocorréncia de vaginites e elevar o custo dos protocolos (Fonseca et al., 2007;
Cosentino, 2022).

Protocolos utilizando progestagenos por seis dias tém demonstrado
elevada eficiéncia, tanto com relagédo a taxa de animais em estro, quanto com
relacédo a sincronia e fertilidade (Fonseca et al., 2017). Carvalho-de-Paula et al.
(2020), em estudo realizado em cabras leiteiras na estagdo de anestro,
obtiveram excelente resposta de estro (~ 90%) e maior sincronia no tempo de
estro entre as fémeas com protocolo de 6,5 dias, recomendando este protocolo
para uso conjunto da técnica de Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF).
Esses autores também concluiram que o protocolo de 6 dias é recomendado
para Inseminacao Artificial em Tempo Flexivel (IATFx) em cabras leiteiras
quando essas cabras estdo localizadas em condi¢bes tropicais (Carvalho-de-
Paula et al., 2020).

2.3.1 Utilizagdo da hCG

O uso de horménios luteotréficos em protocolos de inducao/sincronizacéao
€ uma estratégia usada para elevar a concentracdo de P4. Seu uso pode ser
empregado na fase lutea precoce atuando na inducdo de corpos luteos
acessérios (CLa) e acado luteotréfica sobre o corpo luteo original (ClLo,
proveniente do foliculo ovulado), e na fase lutea tardia agindo no aumento da
funcdo ovariana (crescimento folicular), crescimento do concepto e fixacao

placentaria (Khan et al., 2007; Rodrigues et al., 2022).

O aumento do LH endégeno através da administracdo de GnRH ou
mesmo o suprimento exégeno de pLH ou seus analogos, como o hCG, tem
demostrado elevada eficiéncia em induzir a formacdo de CLa (Fonseca et al.,
2021). No entanto, foi demonstrado que a aplicagdao de GnRH pode induzir a
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formagdo ClLa ndo funcionais, consequentemente nado tendo efeito nas
concentracdes plasmatica de P4 (Fernandez et al., 2019). J& a administracao de
hCG apresenta algumas vantagens como seu maior efeito sobre os receptores
de LH (80% de afinidade), uma rapida absor¢ao e meia vida longa, podendo ser
até seis vezes maior que a do GnRH (Khan et al., 2007; Saleh et al., 2012).

Devido a similaridade com o LH, a hCG age sobre os foliculos antrais
presentes com receptores de LHR e pode induzir a formagdo de Clas, efeito
observado em cabras (Cortes et al., 2020; Rodrigues et al., 2022) e ovelhas
(Farin et al., 1988; Nephew et al., 1991; Fonseca et al., 2018; Vergani et al.,
2020). O mecanismo ocorre por meio da estimulagdo da ruptura folicular e
luteogenese ou pela luteinizacao de foliculos antrais (Driancourt, 2001).

Os CLos atigem seu crescimento final no dia 9 do ciclo estral em cabras
(Balaro et al., 2017c) e no dia 12 em ovelhas (Figueira et al., 2015). Quando a
administracdo de agentes luteotroficos, como a hCG, ocorre antes desse
momento, pode auxiliar no crescimento final desses CLs (Rodrigues et al., 2022).
O mecanismo envolvido no aumento da &rea luteal € a conversédo de células
luteais pequenas em células luteais grandes somado ao aumento de fibroblastos
e células vasculares estimulados pela hCG (Farin et al., 1988). Juntamente a
isso a elevagao da P4 circulante, ocorre inicialmente pelo estimulo da hCG sobre
os receptores de LHR nas células luteia pequenas, que sao as responsaveis por
produzirem mais P4 sob estimulo desse hormoénio (Fitz et al., 1982).
Posteriormente esse aumento de P4 ocorre devido a hipertrofia da area luteal e
maior quantidades de células luteais grandes, que produzem P4 em maior
quantidade que as células luteais pequenas (Fitz et al., 1982).

Para que sejam alcancados os efeitos esperados dos agentes
luteotréficos, com foco na formacao de ClLa, a aplicacdo dos mesmos deve ser
feita no momento mais apropriado, havendo a necessidade da presenca de
foliculos responsivos ao LH, seja da primeira ou da segunda onda folicular
(Driancourt, 2001; Balaro et al., 2017a; Fonseca et al., 2021). Na cabra, o foliculo
dominante atinge seu didmetro maximo no sexto dia apds ovulacao ou sete dias
apos inicio do estro (De Castro et al., 1999), indicando que este é o momento

mais promissor para a administragao da hCG.
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Em estudo realizado em cabras, testando o uso da hCG no quinto dia do
ciclo estral, ndao houve aumento da taxa de gestacdo dos animais tratados. No
entanto, a concentracao plasmatica de P4 foi elevada nos dias 13 e 17 do ciclo
estral (Fonseca et al., 2003), confirmando uma acédo luteotréfica da hCG na
espécie. Vergani et al. (2020), em um estudo avaliando a administragéao 300 Ul
de hCG intramuscular no 7,5 dia pds acasalamento em ovelhas, conseguiram
induzir CLa e obtiveram uma maior taxa de prenhez, além do aumento no

numero de cordeiros nascidos.

Cabras Toggenburg submetidas ao tratamento com 300 Ul de hCG, sete
dias apds o estro, foram capazes de desenvolver CLa e melhorar as taxas de
prenhez, embora sem aumento na concentracdo de P4 (Cortes et al., 2021). Em
outro estudo sobre os efeitos da administracado de hCG no dia sete do ciclo estral
em cabras leiteiras, foi obtido a inducao de CLa em 100% das cabras, além de
aumento significativo na area luteal total e na area transversal média do CLo no
grupo tratado, alcangando também concentragdes circulantes de P4 maiores nos
dias 13 a 21 (Rodrigues et al., 2022).

A hCG ndo apenas compartilha uma estrutura equivalente ao LH, mas
também exibe similaridade com o FSH, promovendo assim a estimulacao
ovariana nos niveis das células da teca e dos receptores de FSH nas células da
granulosa. Ambos os aspectos exercem uma influéncia positiva no periodo
critico do inicio da gestacéao, incluindo a implantacdo do embrido (Giordano et
al., 2012). Em cabras multiparas e anovulatérias, a eficacia de uma dose de 300
Ul foi evidenciada ao aumentar significativamente a taxa de fecundidade, a area
do corpo luteo e a taxa de implantacao embrionéaria (Bustamante-Andrade et al.,
2021). Além disso, a administracdo de hCG demonstra efeitos diretos no
embrido, como o aumento do comprimento e largura do concepto, tanto em

bovinos (Rizos et al., 2011) quanto em ovinos (Khan et al., 2007).
2.3.2 Vias de administracdo da hCG

Diversos estudos ao longo dos anos demonstraram que a administragao
de hCG pela via intramuscular foi capaz de atingir niveis séricos consideraveis.
Em cabras tém se mostrado bastante efetiva, pois foi capaz de atuar no CLo,

comprovando uma acao luteotrofica, que resultou no aumento de P4, da prenhez
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e formacado de ClLa, sendo considerada a via de administracdo mais acertada
(Fonseca et al., 2003; Cortes et al., 2021; Bustamante-Andrade et al., 2021;
Rodrigues et al., 2022). Entretanto a aplicagdo por essa via pode fazer com que
0s niveis séricos de hCG se apresentem inferiores quando comparados aos
niveis teciduais, o que influenciaria no tempo e intensidade da agéo bioldgica do

6rgao alvo.

Outra alternativa para administracdo do hCG é a via intravaginal por
possuir uma vasta rede de vasos sanguineos, que permite a passagem de
proteinas e peptideos (Hussain e Ahsam, 2005). Ela apresenta o que é
conhecido como “primeiro efeito de passagem uterino”, no qual o horménio
administrado passa diretamente da vagina para o Utero. E uma via que possibilita
uma facil administracdo de medicamentos e como ocorre o0 desvio do
metabolismo de primeira passagem do figado, os medicamentos séao
disponibilizados imediatamente na circulacdo sistémica (Bulletti et al., 1997).
Porém, apesar de ter induzido a formacao de CLa essa via apresentou um efeito
limitado na fertilidade de caprinos quando administrado no momento da
inseminacao artificial (Rodrigues et al., 2023a).

A veia UOtero-ovariana e a artéria ovariana em ruminantes estao
localizadas proximas uma da outra, possibilitando a passagem de substancias
como a PGF2a do utero para o ovario. Acredita-se que a proximidade desses
vasos sanguineos em sentido oposto permita uma certa quantidade de troca
devido ao fluxo contrario. Portanto, partindo do principio de que substancias
produzidas no Utero atinjam o ovario por meio desse mecanismo, é possivel que
a hCG siga o0 mesmo processo, transformando a via intrauterina estudada por
Ginther et al. (1967) em uma possibilidade. Mesmo que nao haja literatura
descrevendo a administracdo de hCG por via intrauterina em cabras, essa
abordagem foi testada em humanos e demonstrou ser benéfica para a
manutencado da gestacao nessa espécie (Bienert et al., 2021).

Atualmente, os programas de transferéncia de embrides (TE) em caprinos
tém alcangado sucesso tanto por meio de técnicas nao cirurgicas (Morais et al.,
2020) quanto por técnicas cirurgicas, como a laparoscopia (Fonseca et al., 2018),
resultando em taxas de sobrevivéncia embrionaria satisfatérias. Em ambas as

abordagens, durante o procedimento de TE, € necessario 0 uso de uma pequena
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quantidade de liquido para transportar o embrido até o utero, proporcionando um

momento propicio para a administragao da hCG.
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3. HIPOTESE

A administracdo de hCG pela via intrauterina pode evocar efeitos luteais

e séricos semelhantes aqueles observados pela via intramuscular em cabras.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Viabilizar uma via alternativa para administracdo de hCG em cabras.
4.2. Objetivos especificos

(1) Verificar o efeito da administragéo da hCG por diferentes vias sete dias
apos o inicio do estro em cabras sobre a formacao de corpos luteos acessérios

(CLa) e seu efeito sob os corpos luletos originais (CLo);
(2) Detalhar a dindmica luteal ao longo do estudo nos grupos delineados;

(3) Avaliar o efeito da administracdo da hCG por diferentes vias sobre as
concentracao sérica de hCG e progesterona.
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Abstract

This study evaluated the effects of hCG administered by different routes on luteal and
serum parameters in acyclic dairy goats. A total of ???7 goats were subjected to
synchronous estrus induction with intravaginal sponges containing 60 mg of
medroxyprogesterone acetate for six days plus 200 IU of recombinant eCG and 131.5 pg
of cloprostenol i.m. 24:00 h before sponge removal. Goats in received 300 hCG via
intrauterine transcervical (hCG, n=8), intramuscular (hCG-IM, n = 11), or 1 mL saline
solution intramuscular Control group (n=12),. Transrectal ultrasonography and blood
collection were performed on days 4, 7, 8, 10, 13, 17, and 21 (DO = start of estrus). On
D21, the hCG-IU group showed a higher count (P<0.05) of corpora lutea (CL) compared
to the control group. Accessory corpora lutea (CLa) were detected in the hCG-IU and
hCG-IM groups (2/8; 25.0% and 7/11; 63.6%, respectively) (P<0.05). Total luteal area
(TLA) increased in the hCG-IM group between D13 and D17 (P < 0.05). Vascular area
(AV) was higher (P<0.05) in the hCG-IU group on D13. Mean hCG concentrations did
not differ between groups (P>0.05) on D7. In the hCG-IM group, mean hCG
concentrations increased (P<0.05) on D7.5 and remained so until D8. Serum P4 were
similar (P>0.05) among the three goat groups. Pregnancy rates on D30 were similar
(P>0.05) between the hCG-IM and control groups (91.0% or 10/11 and 83.0% or 10/12,
respectively) and both were higher (P<0.05) than hCG-IU (25.0% or 2/8). Administration

of hCG intrauterine is not recommended.

Keywords: Goat, Corpus luteum, Human Chorionic Gonadotropin, Progesterone,

Ovarian Ultrasonography.
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1. Introduction

Brazil has a well-established tradition in the breeding of goats and sheep, which
are essential activities for the economic and nutritional support of many families in rural
areas, especially those with lower incomes (Sorio, 2017). The Brazilian goat population
is estimated at around 12 million heads, with 95.21% of these goats located in the
Northeast region (IBGE, 2021). Conversely, the Southeast region represents only 1.24%
of the national herd (IBGE, 2021) but is a reference in goat milk production. This
prominence is attributed to the intensive production system and the genetic profile of
animals specialized in milk production in this region (Lopes et al., 2012; Lobo et al.,

2017), where reproduction occurs seasonally (Balaro et al., 2019).

Reproductive seasonality necessitates the application of techniques for
synchronized or non-synchronized estrus induction (Fonseca et al., 2011). However, the
serum concentrations of progesterone (P4) in animals subjected to synchronized estrus
induction during the non-reproductive season are lower than those found in cyclic females
in sheep (Rhind et al., 1978; Theodosiadou et al., 2004) and goats (Btaszczyk et al., 2004).
This prevents the creation of a suitable environment for the establishment and
maintenance of pregnancy, directly affecting conceptus development (Lonergan et al.,

2016; Forde and Lonergan, 2017).

Attempts to address this issue have been shown that the administration of human
chorionic gonadotropin (hCG) by intramuscular injection increased pregnancy rates in
goats subjected to naturally (Cortes et al., 2021) and artificially inseminated synchronized
estrus (Rodrigues et al., 2022). In both studies, the formation of accessory corpora lutea
with a significant increase (Rodrigues et al., 2022) or without (Cortes et al., 2021) an

increase in plasma progesterone was observed. The possibility that this increase in



44
pregnancy rates is not necessarily limited to progesterone prompted the hypothesis that

other mechanisms could contribute to this effect (Cortes et al., 2021).

Typically, the preferred route for hCG administration is intramuscular, although
intravaginal route has also been tested. The administration of hCG by intravaginal route
at the time of artificial insemination (Day 2 after estrus onset) increased plasma
progesterone concentration on Day 17 (Rodrigues et al., 2023a). This strategy also
increased the pregnancy rate in cyclic goats subjected to estrus synchronization and
artificial insemination (Rodrigues et al., 2023a). Another possibility would be the
intrauterine administration of hCG along with the fluid that carries the embryo, something
that could be performed during surgical embryo transfer (Fonseca et al., 2018) or non-
surgical transfer (Morais et al., 2020). It is known that intrauterine hCG administration
had significant effects on endometrial mucosa and endothelial adhesion molecules in
women, this resulting clinical perspectives are that intrauterine administration of hCG
might support aspects of endometrial vascularization (Bienert et al., 2021). However,
there is no literature description of intrauterine hCG administration in ruminants. Thus,
we hypothesized that intrauterine hCG administration may evoke luteal and serum effects
similar to those observed with intramuscular administration, opening a new perspective

for the administration of this gonadotropin in ruminants.

The aim of this study was to evaluate the efficiency of 300 IU of hCG administred
by intramuscular or intrauterine routes at the seventh day of estrous cycle on luteal
parameters and serum hCG and progesterone levels in acyclic dairy goats subjected to

synchronous estrus induction.

2. Materials and methods
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2.1 Ethics, Location, and Experimental Animals

This study was conducted in accordance with the standards of the Ethics
Committee of Embrapa Dairy Cattle (protocol 6789240322). The experiment took place
at the Experimental Farm José Henrique Bruschi of Embrapa Dairy Cattle located in
Coronel Pacheco, MG, Brazil (435 m altitude, 21°35"S latitude, and 43°15"W longitude),

during the months of September and October of 2023.

Forty-four dairy goats [nulliparous (n = 27) and multiparous (n = 17)], over eight
months old, clinically healthy, non-pregnant, non-lactating, with an average body weight
(BW) of 56.5 + 11.5 kg, and a body condition score (BCS) of 3.0 £ 0.2 on a scale of 1 to
5, according to Detweiler et al. (2008), were used. The goats were raised in an intensive
system and fed with corn silage, supplemented with concentrate according to their

nutritional needs (National Research Council, 2007), mineral salt, and water ad libitum.

2.2 Experimental design

For synchronous estrus induction (Fig.1), all goats received intravaginal sponges
containing 60 mg of medroxyprogesterone acetate (MAP; Progespon, Zoetis, Sdao Paulo,
Brazil) inserted in the late afternoon (17:00 - 18:00 h) during six (6) days. Additionally,
200 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG; Foli-rec 7000; Zoovet, Santa Fé,
Argentina), and 131.5 pg of cloprostenol (Sincrocio, Ouro Fino, Cravinhos, Brazil), were
administered i.m. 24:00 h before sponge removal. The estrus was checked twice daily to
determine the onset and duration (hours) of estrus by assessing the female's receptivity to
the male; starting 12:00 h after MAP device removal, with the use of a fertile male placed
in pens with females for 30 minutes, and the onset of estrus manifestation considered as
day 0 (DO) of the estrous cycle. Mating was performed using the preferred natural mating

method according to Fonseca (2020), mating the goats at the beginning of estrus and
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24:00 h later, not exceeding two coverings per goat, with intact males (male/female ratio

of 1:6) previously subjected to breeding soundness evaluation.

Goats that responded to the estrus induction and synchronization protocol (n =
36), were allocated equitably by body weight (BW), body condition score (BCS), parity,
and time elapsed since intravaginal device removal to estrus (IRIE) into three groups: (I)
goats that received 300 IU of intrauterine transcervical hCG (hCG-IU group; n=12; BW:
56.1+£9.6 Kg, BCS: 3.0+ 0.2, ERIE: 40.0 + 18.0 h, and parity order: 1.3 £ 0.5); (II) goats
that received 300 IU of intramuscular hCG (hCG-IM group; n = 12; BW: 57.0 £ 9.4 Kg,
BCS: 2.9 £ 0.3, ERIE: 40.4 + 15.4 h, and parity order: 1.5 £ 0.5), and (III) goats that
received 1 mL intramuscular saline solution (control group; n = 12; BW: 56.6 + 9.6 Kg,
BCS: 3.0 £ 0.6, ERIE: 40.0 = 16.4 h, and parity order: 1.4 £ 0.5) on the seventh day of

the estrous cycle (D7).

In the hCG-1IU and hCG-IM group, 5000 IU of hCG were initially diluted in 16.6

ml of saline solution, to a final concentration of 300 IU/0,2 ml of this solution.

For the transcervical intrauterine administration of hCG (hCG-IU group, n = 12),
an adaptation of embryo collection through the transcervical technique (Fonseca et al.,
2013) was performed, using the semen applicator and sheath for artificial insemination
(AI). Ten minutes before the procedure, goats received a 1% acepromazine solution
(Acepran 1%, Vetnil/Univet, Sdo Paulo, Brazil), at a rate of 1 mL per 100 Kg of body
weight, intramuscularly. Additionally, 2 mL of by 2% lidocaine hydrochloride (Lidovet,
Bravet, Rio de Janeiro, Brazil) per animal was administered by epidural route in the
sacrococcygeal region, and an additional 5 mL was used on the cervical mucosa for pain
prevention. With a Collin speculum (sizes 0—3) and a flashlight, the cervical opening is
positioned. Subsequently, the uterine body was immobilized using two 26 cm Pozzi

forceps, which were cut 0.5 to 1 cm laterally to the cervical opening, and the semen
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applicator was inserted into the cervical canal until it reached the uterine body, depositing

the hCG ipsilaterally to the ovary with a greater number of Cls.

2.3 Transrectal Ultrasonography and Ovarian Dynamics

Transrectal ultrasonography (B-mode and color Doppler) was performed in all
experimental groups using a portable ultrasound device (M5 Vet; Mindray Medical
International Limited, Shenzhen, China) equipped with a 7.5 MHz linear rectal transducer
adapted for use in small ruminants, protected by a sanitary chemise. Ovarian ultrasound
exams were performed one week before estrus induction to ensure seasonal anestrus
(absence of CL and of follicles in advanced stages of development) and on days 4, 7, 8,
10, 13, 17, and 21 for detection and measurement of luteal structures; video clips were
recorded for later analysis. Original corpus luteum (0CL) were those observed up to D7,
while accessory corpus luteum (aCL) were those observed after hCG administration. The
animals were kept station during the entire examination. Feces were manually removed,
and 10 mL of carboxymethyl cellulose gel (Clinical Gel; RMC Clinical Gel, Amparo -
SP, Brazil) was deposited in the rectum using a 60 mL syringe, with approximately 5 mL

applied to the transducer before each ultrasonographic examination.

All exams were performed by the same technician, and equipment settings were
standardized and kept constant throughout the experimental period (frames per second
[FPS]: 23, depth [D]: 6.7 cm, Gain [GN]: 255, CFM frequency: 6.0 MHz, pulse repetition

frequency [PRF]: 1.0 KHz; wall filter [WF]: 75 kHz) (Cosentino et al., 2018).

All ovarian structures detected were outlined in individual ovarian graphs
recording their diameter, position, echogenicity and vascularization. The diameter of all
ovarian structures (follicles, oCLs and aCLs) was calculated by the average of two
perpendicular measurements obtained from B-mode images. The antral follicular

population was classified into four categories according to diameters: Class-1 (< 3 mm);
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Class-2 (3.1 — 4.0 mm); Class-3 (4.1 — 5.0 mm); and Class-4 (> 5.1 mm). Total luteal area
(TLA) was determined by the sum of the cross-sectional areas of all visualized luteal
structures; when present, central cavity areas were subtracted from the total luteal area

(Cortes et al., 2021).

The TIFF images of each ovary obtained by Doppler mode were imported into
Fiji software (ImageJ 1.49a, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) for the
determination of vascular area (VA) of each original corpus luteum (oCL) and accessory
corpus luteum (aCL), according to Caunce et al (2019). The length of the scale bar
embedded in the ultrasound machine was used to define the scale (pixels per cm) in Fiji
software (straight line selection tool, Analyze menu [Set Scale...]). The imported images
were cropped on the X and Y axes (rectangle selection tool [Image menu -> Crop]) to
remove animal identification, and the files were renamed to anonymize the datasets for

further analysis.

The luteal tissue area was determined by drawing an edge representing the outer
margin of the corpus luteum. After removing the outer region (Edit menu -> Clear
Outside) from the region of interest (making the white region solid), the color threshold
feature (Image menu -> Adjust -> Color Threshold...) available within Fiji (Saturation:
65 and Brightness reduced to 40) was used to select and determine the area (Analyze
menu -> Measure) of vascular flow (colored area) of the corpus luteum. The vascular area
(VA) of the luteal region was calculated as the ratio of the colored area to the total luteal

area (TLA). The final number of colored pixels was converted to mm?.

The diagnosis of pregnancy was performed 30 days after mating and confirmed
60 days after mating by means of uterine mode-B ultrasound, confirming the presence of

the embryonic vesicle and fetal heartbeats.
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2.4 Blood Collection and Progesterone and hCG measurement

Blood samples were collected from all goats through jugular vein puncture into
vacutainer tubes containing clot activator to blood serum on each day of the
ultrasonographic examination between 06:00 and 07:00 h (pre-prandial) and also after
12:00 h of hCG administration. After collection, the tubes were immediately placed in an
icebox, transported to the laboratory, and centrifuged in a refrigerated centrifuge for 10
min at 1,500 x g. After centrifugation, the blood serum was aspirated and aliquoted in
triplicate and stored in 1.5 mL microtubes at -20° C until progesterone and hCG assay,
which was performed by solid-phase radioimmunoassay (RIA) using commercial kits
according to the methodology proposed by the manufacturer (ImmuChem, MP
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA and hCG Irma Kit, Immunotech, Prague, Czech
Republic), following the manufacturer’s instructions. The sensitivity were 0.05 ng/mL
and 0.96 IU/L, and the intra-assay coefficient of variation were 8% and 7%, respectivelly
for progesterone and hCG. All data were found to be within the minimum and maximum

points of the curve.

2.5 Statistical analysis

The following data were recorded: estrus response (%); interval to estrus (h);
pregnancy rate (%); serum hCG concentration (ng/mL); serum P4 concentration (ng/mL);

number of oCL (n); number of aCL (n); luteal area (mm?); Vasculary area (mm?).

Statistical analysis was performed using the software BioEstat 5.3 (Belém, Brazil)
and IBM SPSS Statistics software, version 19. The general linear model with repeated
measures over time was applied to the data collected between days. Shapiro Wilk and
Levene tests were used to verify the normality and homogeneity of variances,

respectively. Log-transformation performed to address skewed data. Non-parametric data
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were analyzed by the Mann-Whitney test and the Kruskall Wallis followed by Dunn’s
post hoc; for parametric data, t-test and ANOVA followed by Tukey’s post hoc was
applied. Frequencies were assessed by Chi-square or Fisher’s exact test. Differences were

considered significant when P < 0.05.

3. Results

Thirty-six goats used in the study exhibited estrus (36/44; 81,8%), and there was
no difference in the estrus interval between the groups (P > 0.05). Thirty-five goats
(97.2%) that showed estrus had at least one detectable corpus luteum (CL) by ultrasound
on D7 (hCG-1IU: n=12, hCG-IM: n=11, and control: n=12). Four nulliparous goats from
hCG-IU group were exclused from the study because cervical transposition was not pos-

sible.

The values of antral follicular population present in the ovaries on D7 after estrus
are reported in Table 1. On D7, the percentage of goats with Class 1, Class 2, and Class
3 follicles did not differ (P > 0.05) between the groups in this study. The number of Class-
4 follicles was higher (P < 0.05) in the hCG-IU group compared to the control, but did

not differ (P > 0.05) from the hCG-IM group.

The mean count of CL on D7 was similar (P > 0.05) among the three groups, while
on D21, it was higher (P < 0.05) in hCG-IM group compared to control but did not differ
from hCG-IU group (Fig. 2). Accessory corpora lutea (aCL) were detected in two animals
from hCG-IU group (2/8; 25.0%) and seven from hCG-IM group (7/11; 63.6%), and none
were located in control animals between D7 and D21. In hCG-IU group, one aCL was
visualized in one goat on D8 and another goat on D10. In hCG-IM group, six goats had

aCL on D13, and one on D17. Each of the two treated goats in hCG-IU group developed
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1 aCL each. In hCG-IM group, two animals had two aCLs, and the other four goats
formed only one aCL each. Thus, the final number of all luteal structures (ovulatory CL
+ aCLs) on D21 was higher (P < 0.05) than on D7 in hCG-IU and hCG-IM group (2.6 +

0.4 and 3.3 + 0.3, respectively), compared to control (1.6 + 0.4).

The total luteal area (TLA) did not differ (P > 0.05) among the groups from D4 to
D13; however, it was observed that on D13 and D17, there was an increase (p < 0.05) in
the hCG-IM group compared to the control. A decrease in TLA was observed in control
from D17 to D21, which was different (P < 0.05) from hCG-IM group. Already hCG-1U
group did not differ (P > 0.05) from hCG-IM group and control between D17 to D21 (Fig.

3).

Vascular area (VA) did not differ (P > 0.05) among the groups from D4 to D10.
On D13, VA was higher (P < 0.05) in hCG-IU group compared to control; however, there
was no difference (P > 0.05) between hCG-IU and hCG-IM group. There was a decrease
in VA in groups hCG-IU and control from D13 to D17, leading to a difference (P < 0.05)

between these two groups and hCG-IM group (Fig. 4).

In all studied animal groups, mean circulating hCG concentrations did not differ
(P > 0.05) on D7. In hCG-IM group, mean hCG concentrations increased (P < 0.05) on
D7.5 and remained so until D8. From D8 to D10, there was a decrease in hCG concen-
trations in hCG-IM group, and from then on, there was no difference (P > 0.05) between

the groups (Fig. 5).

There were no differences (P > 0.05) in mean circulating P4 concentrations among
the three goat groups throughout the study period. A peak in P4 in hCG-IM group oc-
curred on D13, but it was not sufficient to generate a significant difference nor trend (Fig.

6).
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Pregnancy rates at D30 were similar (P > 0.05) between hCG-IM (91.0% or 10/11)

and Control (83.0% or 10/12) groups and both groups had superior (P < 0.05) pregnancy
rates when compared to hCG-IU (25.0% or 2/8). The same pattern was confirmed in ex-

aminations performed on D60.

4. Discussion

This study presents, for the first time, results related to the administration of hCG
on the seventh day of the estrous cycle through the intrauterine route in goats induced
into estrus. Previous studies have demonstrated that hCG administered on the seventh day
could promote the formation of accessory CL (corpus luteum) in goats when applied by
intramuscular (i.m) (Rodrigues et al., 2023b; Rodrigues et al., 2023a; Rodrigues et al.,
2022; Cortes et al., 2021) and intravaginal routes (Rodrigues et al., 2023a). In the current
study, hCG administered by the intrauterine route induced CL in two females (25.0%),

accompanied by an increase in luteal vascularization on D13.

The reduction in the number of CLs on D21, observed only in the control group,
resulted from luteolysis in non-pregnant goats of this group (Balaro et al., 2017). The
pregnancy rate in the hCG-IU group was lower than in the control group (25.0% vs.
83.0%, respectively). However, in the hCG-IU group, there was a better maintenance of
luteal vascularization on D21. This increase in vascularization may be attributed to the
angiogenic action of hCG (Sugino et al., 2000; Wulff et al., 2000), as reported by
Rodrigues et al. (2022), where hCG administered intramuscularly on the seventh day of
the estrous cycle in acyclic goats elevated luteal vascularization between D13 and D17 of

the estrous cycle.
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The detection of aCL in the hCG-IM group mainly occurred on D13 (85.7%),
similar to previous findings in goats (Cortes et al., 2021; Rodrigues et al., 2022; Rodrigues
et al., 2023b) and sheep (Fonseca et al., 2018; Vergani et al., 2020), due to the average
time required for the action of hCG on the luteinization/ovulation of antral follicles
responsive to LH (108 h; Alvarado-Espino et al., 2016). In the hCG-IU group, one goat
presented aCL on D8, and another on D10. The early appearance of luteal structures may
have been caused by the faster action of hCG on the ovaries when administered by the
intrauterine route, based on the countercurrent mechanism between the utero-ovarian vein

and the ovarian artery, similar to what happens with PGF2a (Ginther, 1967).

Despite the significant effects of hCG administered by the intrauterine route on
CL function, no differences were observed in the mean concentrations of P4 among
groups throughout the study, similar to the findings of Cortes et al. (2021) using the same
hCG dose administered intramuscularly. The authors suggested an action of hCG in
reducing the number of "proluteolytic" estrogenic follicles, increasing the production of
luteal factors beyond P4, including embryotrophic factors and facilitators of placentation,
such as insulin-like growth factors. This action can occur both directly in the uterine
endometrium and in embryo viability. It is important to note that hCG has receptors
(LHR) in various extragonadal reproductive tissues, such as the oviduct, endometrium,
intact uterus, myometrium, uterine vessels, and cervix, as reviewed by Fields and
Shemesh (2004). This suggests that the benefits of hCG may extend beyond luteotropic

action, as proposed by Cortes et al. (2021).

A notable initial finding in the present study concerns the P4 levels immediately
prior to hCG administration in all groups. As shown in Fig. 6, P4 levels were five times
higher (10 ng/mL) than those reported (2 ng/mL) in a comparable study (Rodrigues et al.,

2022). This discrepancy may have compromised the ability to observe the full effect of



54
hCG on this parameter or may indicate increased P4 synthesis activity by the corpus
luteum (CL) in response to hCG stimulation. This discrepancy may be explained by the
fact that our study represents the first attempt to analyze P4 levels following synchronized
estrus induction in acyclic goats using r-eCG. Whether this modified form of eCG can
induce greater CL activity remains a subject for future investigation, particularly in
comparison to the natural eCG molecule. If confirmed, this finding could advocate for
the use of r-eCG over native eCG, considering ethical considerations (Vilanova et al.,

2019), naturally.

The serum hCG recorded by radioimmunoassay for the first time in goats revealed
two important features. The first one was expected; the intramuscular route showed a
significant and sustained increase in hCG levels over the measured days, as indicated
earlier using the rapid f-hCG human test (Rodrigues et al., 2023a). Thus, the rapid B-hCG
test could be an interesting option for investigating hCG levels in the blood of goats.
However, using the rapid B-hCG test, no goats in the control group were reported as being
positive for hCG (Rodrigues et al., 2023a). The second interesting finding was associated
with the fact that control goats tested positive for hCG. It raises a doubt if it could be
associated with cross-reaction of hCG antibodies from RIA test with LH, r-eCG or

another non-identified molecule associated with early pregnancy in goats.

Finally, it is important to highlight that the hypothesis proposed in the present
study was partially confirmed by the potential beneficial effects of hCG administered by
the intrauterine route as supported by vascular luteal perfusion measured by Doppler.
Although there is another window of study including endometrial and endothelial known
effects by which hCG can potentially provide a uterine environment more suitable for

pregnancy establishment (Bienert et al., 2021), considering the conditions of the present
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study, where no additional and desired effects of using hCG by this route were observed,

this route is not encouraged.

5. Conclusion

This study explored the effects of human chorionic gonadotropin (hCG) admin-
istration different routes in goats, finding that while all routes induced estrus and influ-
enced corpus luteum (CL) formation, the intrauterine route uniquely accelerated CL for-
mation and increased luteal vascularization on D13. However, these distinct outcomes

did not lead to improved pregnancy rates when compared to other administration routes.
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Table 1. Reproductive parameters (% or mean + SEM) of acyclic dairy goats subjected
to synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by trancervical
intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7 estrous cycle (Day

0= day of estrous onset).

hCG-IU hCG-IM Control
Goats forming aCL (%) 250 (2/8)°¢  63.6°(T/11)  0.0° (0/12)
Goats with follicles < 3.0 mm (%) 100.0 (8/8)  100.0 (11/11) 100:0(12/12)

Goats with follicles 3.1 4.0 mm (%)  100.0(8/8)  91.0 (1o/11)  100.0(12/12)
Goats with follicles 4.1 a5.0mm (%)  63.0 (5/8) 73.0@®/11)  200/12)

Goats with follicles > 5.1 mm (%) 100.08/8)  100.0 (11/11) 20 /12)
Class-1 follicles (< 3.0 mm) 16.0 +2.0 147+ 15 192+1.8
Class-2 follicles (3.1 a 4.0 mm) 3.5+04 28405 4307
Class-3 follicles (4.1 a 5.0 mm) 1205 14+03 1404
Class-4 follicles (> 5.1 mm) 212020 19030  09%02°

ab< Values with different superscripts differed (P < 0.05);

() Number of animals



63
Figure captions
Figure 1. Experimental design of the study. Effects of intrauterine administration of hCG
seven days after estrus on luteal and plasma parameters of dairy goats in physiological
anestrus submitted to synchronous estrus induction. Goats received 300 IU hCG or 1 mL
of saline. Females were allocated randomly to the three groups immediately after estrus
detection. Jugular blood samples were drawn, and B-mode and color Doppler the goats
received 300 IU hCG or 1 mL of saline on day 7. US: transrectal ovarian ultrasonography;

MAP: medroxyprogesterone acetate (progestin)-soaked sponges.

Figure 2. Number of corpora lutea (CL; Mean and S.E.M) in of acyclic dairy goats
subjected to synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by
trancervical intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7

estrous cycle (Day 0= day of estrous onset).

® Means with different superscripts among treatments differed (P < 0.05).

AB Means with different superscripts among days differed (P < 0.05).

Figure 3. Luteal area (mm? Mean and S.E.M) in of acyclic dairy goats subjected to
synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by trancervical
intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7 estrous cycle (Day

0= day of estrous onset).

® Means with different superscripts among treatments differed (P < 0.05).

ABCD Means with different superscripts among days differed (P < 0.05).
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Figure 4. Doppler area (mm?, Mean and S.E.M) in in of acyclic dairy goats subjected to
synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by trancervical
intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7 estrous cycle (Day

0= day of estrous onset).

% Means with different superscripts among treatments differed (P < 0.05).

ABCD Means with different superscripts among days differed (P < 0.05).

Figure 5. Serum hCG concentration (ng/mL, Mean and S.E.M) in of acyclic dairy goats
subjected to synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by
trancervical intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7

estrous cycle (Day 0= day of estrous onset).

* Denotes difference among treatments (P < 0.05).

Figure 6. Serum P4 concentration (ng/mL, Mean and S.E.M) in in of acyclic dairy goats
subjected to synchronous estrus induction protocol and receiving 300 IU of hCG by
trancervical intrauterine (IU) or intramuscular (IM) or saline IM (Control) at Day 7

estrous cycle (Day 0= day of estrous onset).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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7. Anexo

E a Embrapa Gado de Leite
(11 DG — 2
Comissao de Etica no

. Uso de Animais
Gado de Leite

CERTIFICADO : EMENDA 080312023

Certificamos que a EMENDA (versdo de 08/03/2023) da proposta intitulada "Estratégias para aumentar a produgdo e
taxa de gestacdo em cabras leiteiras doadoras e receptoras de embrides", CEUA n? 6789240322 (b 047076), SOb a
responsabilidade de Jeferson Ferreira da Fonseca - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizacao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes para sua apresentacao, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite (CEUA/EGL) em 12/07/2023.

Término previsto: 12/2022

Origem:  Campo Experimental José Henrique Bruschi

Espécie:  Caprinos sexo: Machos idade: 2 a 6 anos Quan;idade 10
mantida:

Linhagem: Mesticos Peso: 50 a 80 kg

Origem:  Campo Experimental José Henrique Bruschi

Espécie:  Caprinos sexo: Fémeas idade: 2 a 6 anos g:ar:gitéc;z:ade 90

Linhagem: Mesticos Peso: 40 a 70 kg

ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Caprinos Fémeas 180 0
Caprinos Machos 20 0

Juiz de Fora, 12 de julho de 2023

o

Dr. Rui da Silva Verneque Maria Izabel Carneiro Ferreira
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordanadera daA(rZ‘ciamal?ssao de Ecaiglsode
Embrapa Gado de Leite Embrapa Gado de Leite

Rua Eugénio do Nascimento, 610, Dom Bosco, Juiz de Fora, Minas Gerais, CEP 36038-330 - Sede da Embrapa Gado de Leite - tel: 55 (32)
3311-7575
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8:00h as 12:00h : e-mail: cnpgl.ceua@embrapa.br
CEUA N 6789240322_47076
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