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RESUMO

A inseminac&o artificial em tempo fixo (IATF) é utilizada com o intuito de aumentar a
eficiéncia reprodutiva do rebanho, facilitar o manejo dos animais e concentrar a estacdo de
reproducdo em um periodo determinado. Com o objetivo de se obter maior nimero de
prenhez por 1A, a ultrassonografia modo Doppler surgiu como ferramenta para a
ressincronizacdo precoce de vacas ndo gestantes, em que é possivel encurtar ainda mais o
periodo da estacdo reprodutiva. Além disso, também permitiu uma melhor avalia¢do do corpo
luteo (CL), glandula produtora de progesterona (P4), o qual € um hormdénio importante e
responsavel pelos acontecimentos reprodutivos. No entanto, os indices elevados de perdas
embrionérias, por decorréncia de diversos fatores, podem estar relacionados aos niveis baixos
de P4 durante a fase inicial da gestacdo. O objetivo desse estudo foi realizar uma reviséo de
literatura sobre os principais aspectos relacionados a prenhez inicial de bovinos. Essa revisao
serviu de base para realizacdo de um estudo in vivo apresentado em forma de artigo. No
estudo foram realizadas as correlagBes entre a concentracdo sanguinea de P4, didmetro do CL
e fluxo sanguineo luteal e taxa de prenhez cinco dias ap6s a IATF. Este estudo buscou
estabelecer uma relacdo entre trés métodos diferentes de avaliacdo da producdo de P4 pelo
CL, que poderéa servir de base para outros estudos que visem a suplementacdo de P4 apés a
IATF. Os resultados obtidos mostram que ha um efeito positivo do didametro do CL na
concentracdo de P4, em que quanto maior o CL, maior a P4 sérica (p<0,001). Além disso, 0
fluxo sanguineo luteal tem correlacdo positiva tanto em relacdo a P4 sérica quanto ao
didmetro do CL (p<0,001) e que o didmetro do CL (>14,95mm) determina efeito positivo
sobre a taxa de prenhez (p<0,001). Portanto, este estudo pode servir de base para protocolos
que visem a suplementacédo de P4 apds a IATF e também em avaliacGes do CL em receptoras

de embrido.

Palavras-chave: Doppler, fluxo sanguineo, taxa de prenhez e diametro luteal.



ABSTRACT

Fixed-time artificial insemination (FTAI) is used to increase the herd reproductive
efficiency, to facilitate animal management and to concentrate the breeding season. A
Doppler mode ultrasound has emerged as tool for early resynchronization of nonpregnant
cows to achieve the highest number of pregnancies per Al, , allowing a shorter reproductive
season. In addition, a better evaluation of the corpus luteum (CL), which is the gland
producing progesterone (P4), an important hormone responsible for reproductive outcomes.
However, high rates of embryonic losses due to several factors may be related to low P4
levels during an early pregnancy phase. The aim of this study was to perform a literature
review on the main aspects related to the early pregnancy development of cattle. This review
provided an insight to the in vivo study performed and presented as a scientific article. Our
study was performed to correlate blood P4 concentration, CL diameter and luteal blood flow
five days after FTAI. This study established a relationship between three evaluation methods
of P4 production by CL, that could be useful for other studies aiming P4 supplementation
after FTAI. The results shown that there is a positive effect on CL diameter on P4
concentration, as the higher the CL the higher serum P4 (p<0,001). In addition, luteal blood
flow has a positive correlation to P4 ratio and CL diameter (p<0,001) and CL diameter

(>14.95 mm) determines a positive effect on pregnancy rate (p<0,001).

Keywords: Doppler, blood flow, pregnancy rate and luteal diameter.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € 0 segundo maior produtor de bovinos do mundo, considerado um dos paises
mais importantes no seu comércio e producdo, contando com um rebanho de 214 milhdes de
bovinos, o que o coloca atras apenas do rebanho da india. Além disso, é o maior exportador
de carne bovina do mundo, sendo que no ano de 2017 exportou o equivalente a 1,5 mil
toneladas de carne (FAO, 2017) para mais de 150 paises (ABIEC, 2017).

O acelerado crescimento da populacdo mundial gera um significativo aumento da
demanda por alimentos, originando preocupacdo com a producdo de proteinas de origem
animal para atender o crescente nimero de habitantes do planeta (FAO, 2017). Desta forma,
se torna imprescindivel desenvolver e aprimorar tecnologias para colaborarem com o aumento
da produtividade, e otimizar os sistemas de criacdo de bovinos para aumentar a rentabilidade
dos rebanhos (BARUSELLI et al., 2019).

Para aumentar a qualidade, produtividade e quantidade da producéo de carne bovina,
sd0 necessarios muitos fatores, dentre eles, o incremento de biotecnologias associadas a
reproducdo. A biotecnologia mais empregada atualmente é a inseminacdo artificial (I1A), que
permite a utilizacdo do sémen de touros geneticamente superiores e acelera 0 ganho genético,
resultando em bezerros mais produtivos (BARUSELLI et al., 2019). Além disso, com o
objetivo de facilitar a utilizacdo da IA, foi desenvolvida uma tecnologia de inseminagéo
artificial em tempo fixo (IATF), dispensando a necessidade de deteccdo de estro (BO et al.,
2007). A IATF antecipa e concentra a concepcao no inicio da estacdo de reproducéo, além de
aumentar a eficiéncia reprodutiva e produtiva das propriedades (BARUSELLI et al., 2018).

O uso da IATF permitiu a adocdo de outras tecnologias associadas a reproducdo, pois
houve uma concentracdo do manejo reprodutivo dos animais, o que facilitou o incremento
dessas técnicas. A ultrassonografia Doppler pode ser utilizada para ressincronizar
precocemente a ovulagdo nos programas de IATF, e tem alta acuracia na deteccdo de vacas
ndo gestantes (90-95%). Isso permite a reducdo do intervalo entre inseminacfes dentro de
uma estacgéo reprodutiva (PUGLIESI et al., 2017).

Uma vez que as maiores taxas de perdas embrionarias ocorrem antes dos 45 dias de
gestacéo, e sdo consideradas a principal causa do aumento no intervalo entre partos, tanto em
bovinos de corte quanto de leite (THATCHER et al., 1994). No presente estudo o objetivo
foi revisar os principais aspectos relacionados a prenhez inicial de bovinos, que serviram de
base para o estudo realizado in vivo e apresentado em forma de artigo. Foi realizada a
correlacdo entre a concentracdo sanguinea de progesterona (P4), didmetro de corpo liteo (CL)



e fluxo sanguineo luteal, cinco dias apds a IATF, visto que a P4 é um hormonio determinante
para que 0s eventos associados & prenhez ocorram, e a concentragdo sanguinea pode
influenciar nas taxas de concepc¢éo. Este estudo avaliou de trés formas diferentes a producéo
de P4 pelo CL, a fim de estabelecer uma relacdo entre estes métodos de avaliacdo e
correlacionar com as taxas de prenhez.. Além disso, servir de base para outros estudos que
visem a suplementacdo de P4 ap6s a IATF.



2 A FASE INICIAL DA GESTACAO DE BOVINOS E SUA RELACAO COM A
PROGESTERONA

Este topico tem como objetivo revisar os principais assuntos referentes as mudancas
hormonais e fisioldgicas do inicio da gestacao de bovinos, contextualizar a importancia da P4
nos diferentes momentos apds a concepcdo e explicar brevemente a utilizacdo da

ultrassonografia na reproducédo de bovinos.

2.1 Inicio da Embriogénese

Apo6s a fecundacdo, hd a juncdo dos pronucleos feminino e masculino, 0s quais
formam a estrutura denominada zigoto. O zigoto, que por sua vez se divide em duas células, é
chamado de embrido e cada uma dessas duas células sdo denominados blastdmeros
(HYTTEL, SINOWATZ, VEJLSTED, 2012). Os blastdmeros sofrem divisdes subsequentes
em 4 e 8 células, que continuam até o estagio de 16 células, sendo entdo chamado de moérula
(SENGER, 2003). As divisdes ou clivagens prosseguem até o momento que se inicia o
desenvolvimento do blastocisto, fase em que ha formacdo de uma cavidade repleta de liquido
no centro do embrido, a blastocele. Nesse periodo, sdo observados dois grupos de células: a
massa celular interna, que dard origem ao embrido, e o outro grupo denominado
trofectoderma, que dara origem a parte embrionaria da placenta (HYTTEL, SINOWATZ,
VEJLSTED, 2012).

O blastocisto, que tem um crescimento muito acelerado, devido a pressdo osmética no
interior da sua cavidade, eclode da zona peltcida e forma um blastocisto eclodido, o qual
flutua livremente dentro do Iimen uterino e é totalmente dependente do ambiente uterino para
sua sobrevivéncia (SENGER, 2003; HYTTEL, SINOWATZ, VEJLSTED, 2012). Além disso,
a sobrevivéncia precoce do embrido depende da fungdo luteal, sintese adequada da P4 e
capacidade de resposta do Utero a P4 (SENGER, 2003).

2.2 Desenvolvimento das membranas extraembrionarias

A formacédo das membranas extraembrionarias € uma etapa obrigatdria na capacidade
do embrido de se fixar no Gtero. Esses anexos embrionarios sdo um conjunto de quatro
membranas anatomicamente distintas que se originam do trofoblasto, endoderme, mesoderme
e embrido (SENGER, 2003).
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O blastocisto eclodido comeca a crescer e desenvolve uma camada de células
denominada endoderme primitivo, o qual reveste o trofoblasto. A medida que ocorre o
crescimento do endoderme, ocorre também uma evaginacdo da por¢do ventral da massa de
células internas. Esta evaginacdo nos embrides dos animais domésticos € uma membrana
extra-embrionaria transitéria que regride a medida que o concepto se desenvolve. O
blastocisto se expande e o trofoblasto e mesoderme se tornam o cérion. O cérion se funde
com a parte dorsal do embrido e forma por sua vez o @mnion (SENGER, 2003). O amnion é
preenchido por liquido e serve para proteger o embrido e fornecer protecdo para o
desenvolvimento embrionério (BALL; PETERS, 2004). Durante 0 mesmo periodo em que 0
amnion esta em desenvolvimento, ocorre uma evaginacdo da regido posterior do intestino
primitivo do embrido. Esta evaginacdo ¢ chamada alantoide, que tem como principal funcéo
coletar residuos fluidos do embrido. O alantoide entra em contato com o trofoblasto para
formar o corion, e a partir do momento que o alantoide tem um determinado volume, se funde
com o corion e as membranas sdo chamadas de corioalantoide. A membrana alantocorinica é
a contribuicdo fetal para a placenta e fornecera a superficie para anexos ao endométrio
(SENGER, 2003). Essa membrana geralmente é bem desenvolvida e eventualmente envolve o
embrido, o &mnion e cavidade alantoica, tornando-se muito vascularizada, com vasos que se
ramificam até o corddo umbilical (Figura 1) (BALL; PETERS, 2004).

Figura 1 — Evolucdo das membranas extraembrionarias.

O e -will
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Fonte: SENGER, 2003. ICM = massa celular interna; blastocoel =
blastocele; mesoderm = mesoderme; primitive = primitivo;
endoderm = endoderme; trophoblast = trofoblasto; embryo
embrido; primitive endoderm = endoderme primitivo; yolk sac
saco vitelinico; trophectoderm = trofectoderm; amnionic folds
dobras amnidticas; primitive gut = intestino primitivo; allantois
alantoide; chorion = cérion; allantochorion = alantocorifnica;
amnionic cavity = cavidade amnidtica; amnion = amnion.




11

A fixacdo do concepto, para formar uma relacdo temporaria com o Utero, € um passo
evolutivo que fornece vantagens para o embrido. O desenvolvimento intrauterino garante que
0 embrido receba nutricdo e protecdo durante o seu desenvolvimento, ao contrario de animais
que sdo oviparos, em que as fémeas nem sempre terminam de cuidar dos ovos até o
nascimento, e ficam sujeitos & predacdo. Entretanto, mamiferos eutérios (animais com
placenta) ttm uma vantagem em relagdo as outras classes (SENGER, 2003).

As membranas extraembrionarias irdo formar um anexo com o endométrio para
fornecer um elo entre a mée e o feto. Esta ligacdo semipermanente € o que conhecemos como
placenta. A placenta é um 6rgao transitorio muito importante para a manutencdo da gestacéao e
é formada pelo coérion e o endométrio (SENGER, 2003). Este 6rgdo também € responsavel
pela troca de oxigénio, dioxido de carbono e nutrientes entre a méae e o feto, essas trocas
ocorrem por meio dos cotilédones (BALL; PETERS, 2004). O cotilédone ¢é definido como
uma unidade placentaria originada do trofoblasto, composta por vasos sanguineos e tecido
conjuntivo. Entretanto, a placenta produz os horménios que sdo responsaveis pelo
desenvolvimento embrionario e manutencéo da prenhez (SENGER, 2003).

As placentas podem ser classificadas de acordo com a distribuicdo das vilosidades
coridnicas, as quais ddo a cada tipo de placenta uma aparéncia anatbmica distinta. Estas
vilosidades sdo pequenas projecGes em formas alongadas, que estdo na superficie do corion
até o endométrio. Em relacéo a classificacdo das vilosidades coridnicas, as placentas podem
ser difusas, discoidais, zonarias e cotiledonarias (SENGER, 2003). Em ruminantes, a placenta
é descrita como cotiledonaria, uma vez que a sua fixacdo ocorre nas areas endometriais
denominadas carunculas (BALL; PETERS, 2004). O placentoma é o ponto de ligagdo entre o
cotiléedone fetal e carincula materna (oriundo das regies carunculares do Gtero) (SENGER,
2003).

A classificacdo das placentas também pode ser feita pela sua aparéncia microscopica,
em que é classificada pelo nimero de camadas placentarias que separam o sangue fetal do
materno. Os ruminantes tém a placenta epiteliocorial pela classificacdo microscépica e, além
desse fato, é encontrado um tipo unico de células na placenta dos ruminantes: as células
binucleadas gigantes. Essas células aparecem por volta dos 14 dias em ovelhas e entre 0s 18 e
20 dias de gestacdo em vacas, originadas das células trofoblasticas. Durante o
desenvolvimento, essas células migram para o epitélio coridnico e invadem o epitélio
endometrial, transportando moléculas do feto para a placenta materna (Figura 2). Além disso,

essas células secretam uma proteina B especifica da prenhez, denominadas glicoproteinas
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associadas a prenhez (bPAGS), as quais sdo exclusivas de ruminantes, e também s&o locais
importantes de esteroidogénese, produzindo P4 e E2 (SENGER, 2003).

Figura 2 - Migracdo das células gigantes binucleadas na placenta de

ruminantes.

Basement membrane

P—
i

Fetal
(chorion)

Maternal
(endometrial
epithelium)

Maternal circulation

Fonte: SENGER, 2003. Fetal (chorion) = corion fetal; maternal (endometrial
epithelium) = materno (epitélio endometrial); basement membrane = membrana basal;
maternal circulation = circulagdo materna; BNGC = células binucleadas gigantes.
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3 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTACAO

O reconhecimento materno da gestacdo € o0 momento que o embrido sinaliza para a
mée que ele esta presente no Iimen uterino (ANTONIAZZI et al., 2001). Durante esse
periodo, as células do trofoblasto do embrido secretam uma proteina denominada interferon-
tau (IFNT) (SPENCER et al., 2004). Essa proteina constitui uma classe de glicoproteinas ndo
especificas produzidas por leucdcitos, fibroblastos, linfocitos e células trofoblasticas, e
contém ac0es antivirais que alteram a funcdo da célula alvo (SENGER, 2003). O IFNT é
produzido pelo concepto e age de forma paracrina no Utero, inibindo a produgdo de ocitocina
no limen uterino, e evitando, desta forma a liberagdo de prostaglandina F2 alfa (PGF2a),
horménio responsavel pela lutedlise (Figura 3) (ANTONIAZZI et al., 2001).

Figura 3 - Inibicdo da producéo de ocitocina pelo IFNT.

Blastocyst Blastocyst

Uterine tissue

(uterus) Uterine gland

Fonte: SENGER, 2003. Blastocyst = blastocisto; IFN-T =
interferon-tau; endometrium = endométrio; mucosa = mucosa;
submucosa = submucosa; protein = proteina; OTr = receptor de
ocitocina; uterine gland = glandula uterina; uterine tissue = tecido
uterino; blood vessels = vasos sanguineos.
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Na fémea bovina, o IFNT é sintetizado entre os dias 10 e 15 apds a fecundacéo e
alcanca seus niveis maximos entre os dias 16 e 18, quando fisiologicamente comecaria a
liberacao pulsatil de PGF2a, e ¢ nesse periodo que ocorre o alongamento do embrido
(ANTONIAZZI et al., 2001). Em bovinos, ovinos e caprinos, para que ocorra o
reconhecimento materno da gestacdo, é necessario que o concepto esteja alongado de forma
tubular e filamentosa para a producdo do IFNT. A presenca do embrido resulta no efeito
antiluteolitico que atua na manutencédo do corpo luteo (CL) funcional e, consequentemente na
secrecdo de P4, hormdnio essencial para o desenvolvimento embrionario (SPENCER et al.,
2004).
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4 IMPORTANCIA DA PROGESTERONA NA REPRODUCAO DE BOVINOS

H& muito tempo tem sido atribuida & progesterona fungdes importantes da reproducé&o.
Dentre elas a expressdo de estro, funcdo ciclica normal, relacdo do eixo hipofise-gbnadas e
manutencdo da gestacdo (GOMES; ERB, 1965). Visto que a maioria das perdas embrionarias
em bovinos ocorrem precocemente durante a gestagdo, em torno ou antes do reconhecimento
materno da gestacdo. Além disso, grande parte das perdas embrionarias podem ser atribuidas
a concentracfes plasmaticas de P4 inadequadas. O crescimento e o desenvolvimento do
embrido exige a acdo da P4 no Utero para regular a fungdo endometrial, incluindo interacGes
concepto-maternas, reconhecimento materno da gestacdo e receptividade uterina para
implantacdo do embrido (LONERGAN, 2011).

4.1 A progesterona na puberdade

O inicio da puberdade coincide com 0 momento em que uma novilha se encontra apta
a conceber. E definida a partir do primeiro estro seguido de ovulagio e uma fase lGtea normal.
Porém, a deteccdo do estro ndo pode ser definida como Unico critério para o estabelecimento
do inicio da puberdade, j& que ndo € incomum que novilhas manifestem estro quando ainda
ndo sdo consideradas puberes. Novilhas ndo puberes podem ter estro sem uma funcdo ldtea
normal subsequente. Além disso, a expressdo de estro em novilhas ndo puberes pode ser
afetada por varios fatores, incluindo raca, idade ou fotoperiodo (ATKINS; POHLER; SMITH,
2013).

O hipotalamo é o principal local de alteracdo durante a transi¢cdo para a maturidade
sexual. A maturacdo do hipotalamo resulta da diminuigdo do feedback negativo do estradiol
(E2), que leva ao aumento da frequéncia dos pulsos de LH (hormonio luteinizante). O
aumento da liberagdo dos pulsos de LH durante a maturacdo sexual é o principal fator que
regula o inicio da puberdade em ovelhas e novilhas. Esse aumento da frequéncia dos pulsos
de LH melhora o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, os quais produzem E2 suficiente
para induzir um estro comportamental. No periodo que antecede a puberdade, a luteinizagdo
dos foliculos resulta em aumentos transitérios de P4, por periodos mais curtos que as fases
luteas tipicas, as quais ocorrem em vacas maduras. Quando ha o desaparecimento das
estruturas luteais transitorias, a puberdade é atingida com a ocorréncia do primeiro estro
comportamental, o qual é acompanhado por ovulacao e desenvolvimento de um CL funcional.

No entanto, as novilhas geralmente apresentam uma fase lutea curta antes do inicio da
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puberdade, semelhante a fases luteas curtas observadas em vacas no pés-parto (KINDER et
al., 1995). Os mecanismos associados a essa funcéo Iutea anormal podem incluir: inadequado
desenvolvimento folicular pré-ovulatorio; diminuicdo da funcdo luteotréfica e prematura
secrec¢do luteolitica em novilhas (GARVERICK; SMITH, 1986).

A fase lutea curta que antecede a puberdade tem um papel importante na regressao
lutea para o proximo ciclo. Durante essa fase curta, ha uma liberagcdo prematura do horménio
luteolitico PGF2a, que causa uma regressao lutea prematura (ATKINS; POHLER; SMITH,
2013). Se uma novilha conceber e houver liberacdo precoce de PGF2a, o sinal de
reconhecimento materno (IFNT) néo seré capaz de impedir a lutedlise e ocorre uma falha na
concepgdo. No entanto, é necessario um periodo de P4, seguido de um aumento de E2, para
que a liberacdo de PGF2a no utero ocorra no momento apropriado e, consequentemente, uma
fase lutea normal durante o ciclo subsequente (KIEBORZ-LOOS et al., 2003).

Protocolos hormonais sdo utilizados para reduzir a idade a puberdade em novilhas.
Desta forma, € esperado que aumente a eficiéncia reprodutiva do rebanho, reduzindo a idade
ao primeiro parto. Estes protocolos podem ter associacdo de hormdénios como: P4, hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH), gonadotrofinas coridnicas humanas (hCG), gonadotrofina
coribnicas equina (eCG), E2 e PGF2a (SILVA et al., 2018). Os progestagenos sdo compostos
similares & P4, que podem ser administrados por via oral, implantes subcutaneos ou
dispositivos intravaginais. O uso destes compostos diminui a quantidade de receptores de
estradiol no hipotalamo, o que reduz o feedback negativo desse hormdnio sobre a liberacdo de
GnRH, ocasionando aumento na liberacdo de LH. Este € o mecanismo responsavel pela
inducdo da puberdade nos tratamentos com progestagenos (DAY; ANDERSON, 1998).

Estudos realizados por Anderson, Mcdowell e Day (1996) investigaram 0s motivos
pelos quais a administracdo de progestdgenos induzem a puberdade em novilhas. Num
primeiro experimento, novilhas pré-paberes receberam um implante auricular de P4
(Norgestomet - Crestar® 6 mg) por um periodo de 10 dias (n = 15) e 14 novilhas ficaram sem
o0 implante. As taxas de animais puberes, consideradas quando excederam 1ng/mL de
concentragao de P4 em duas amostras consecutivas (85,7%) e a frequéncia dos pulsos de LH
foram superiores nas novilhas tratadas em relacdo as novilhas controle (0%). Num segundo
momento, a puberdade foi induzida em 75% de novilhas tratadas com um implante e 81% das
tratadas com trés implantes. A frequéncia dos pulsos de LH foi suprimida durante o
tratamento das novilhas com trés implantes. Os resultados concluem que o mecanismo pelo
qual os progestagenos induziram a puberdade foi por diminuir os receptores de estradiol no

hipotalamo, reduzindo o feedback negativo do estradiol sobre a liberacdo de GnRH, que por
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sua vez aumentou a pulsatilidade de LH, e ocasionou um crescimento folicular. Promoveu
uma maior producdo de estradiol pelos foliculos ovarianos e o pico pré-ovulatério de LH,
resultando na ovulacao.

RASBY et al. (1998) realizaram um experimento com o objetivo de determinar se o
tratamento de novilhas de corte peri-puberes com P4 (n = 311), utilizando um dispositivo
intravaginal com ou sem combinagéo de benzoato de estradiol, induziria o estro e causaria o
desenvolvimento de CL funcional. As novilhas foram designadas para seguir 0s seguintes
tratamentos: Tratamento 1 (placebo por 7 dias), tratamento 2 (dispositivo intravaginal de P4
por 7 dias), tratamento 3 (dispositivo intravaginal de P4 por 7 dias e 1 mg de benzoato de
estradiol 24-30h ap6s a remocdo do dispositivo). Uma proporcdo maior de novilhas do
tratamento 3 estavam em estro (81%) em relacdo as novilhas do tratamento 2 (37%), e
formaram CL normal (68% vs 44%, respectivamente) ap0s a remocao do dispositivo. Além
disso, a concentracdo plasmatica de P4 mostrou que novilhas com aumento de P4 (>0,5
ng/mL) no dia 15 (DO = inser¢do do dispositivo intravaginal) desenvolveram um CL
funcional, quatro dias apds a remocao do dispositivo. As novilhas que no dia 15 tinham P4
(>0,5 ng/mL), mas no dia 22 tiveram uma redugdo para (<0,5 ng/mL) indicaram que um ciclo
estral curto ocorreu e por fim, novilhas que aumentaram as concentracdes em (=0,5 ng/mL)
no dia 22, formaram um CL funcional. Portanto, o tratamento com P4 aumentou a proporcéo
de novilhas no estro. Além disso, a adicdo de benzoato de estradiol aumentou ainda mais

essas respostas.

4.2 Papel da progesterona no ciclo estral

Apbs a puberdade, a fémea entra no periodo de ciclicidade reprodutiva, que perdura
durante grande parte de sua vida. O ciclo estral compreende uma série de eventos previstos
antes do estro. Em geral, o ciclo estral é categorizado conforme a frequéncia de ocorréncia no
ano, e essa classificacdo pode ser dividida da seguinte forma: poliéstricas, poliéstricas
estacionais e monoéstricas. Poliéstricas sdo as vacas, ratas e porcas, as quais tém uma
distribuicdo de ciclos estrais que ocorrem regularmente durante o ano todo. No entanto, as
éguas e ovelhas, sdo classificadas como poliéstricas estacionais, ou seja, 0s ciclos estrais
ocorrem somente durante uma estacdo do ano (SENGER, 2003).

O estro nas fémeas bovinas é observado a cada 21 dias, podendo variar entre 18 a 24
dias. E considerado o dia zero do ciclo estral, com duragdo média de 18 horas. A ovulagéo
ocorre em geral, 30 horas ap6s o inicio do estro, quando ja ndo ha mais sinais de estro
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(GORDON, 1996). O ciclo estral é dividido em duas grandes fases, a folicular e a luteal. A

fase folicular é relativamente curta, correspondendo a 20% do periodo do ciclo estral, sendo

marcada pela regressdo do CL para que ocorra a ovulacdo. Durante essa fase, as estruturas

ovarianas primarias se desenvolvem e ha o crescimento do foliculo dominante, que produz
estradiol, hormonio esteroide. A fase luteal, ocupa cerca de 80% do ciclo estral, e corresponde
ao periodo que ocorre a ovulacdo até a regressdo do CL. Nessa fase, a estrutura ovariana
dominante é o CL, o qual produz P4 (SENGER, 2003). O ciclo estral na vaca pode ser
dividido em quatro estagios: proestro, estro, metaestro e diestro e essas divisdes
compreendem as fases folicular (proestro e estro) e luteal (metaestro e diestro) (Figura 4).

Figura 4 - Ciclo estral da fémea bovina representado
pelos diferentes estagios.
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Durante a ovulagdo, ocorre 0 rompimento de vasos sanguineos. Essa ruptura vascular
resulta em uma estrutura denominada corpo hemorrégico, devido a sua aparéncia. Essa
estrutura se forma logo apos a ovulacéo e, por volta de 3 a 5 dias, 0 CL comeca a aumentar de
tamanho e perde sua aparéncia hemorragica (SENGER, 2003). Ocorre uma diferenciacdo das
células foliculares, pois as células que antes secretavam E2 passam a produzir P4, devido ao
aumento do LH (BALL; PETTERS, 2004). Durante a fase lutea média (diestro), o CL ¢
totalmente funcional e produz P4 em altas concentracdes (SENGER, 2003). Essas
concentragOes plasmaticas de P4 comecam aumentar a partir do dia 4 do ciclo, atingindo um
pico em torno do dia 8 e permanecem altas até o dia 17. Ocorrem alteragdes pulsateis na

concentracdo plasmatica de P4 durante a fase lutea e estdo diretamente relacionadas aos
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pulsos de FSH da hipdfise anterior. Além disso, os pulsos de LH s&o de alta amplitude e baixa
frequéncia, embora a frequéncia de LH seja relativamente baixa, é suficiente para a
manutencdo da funcdo lutea, considerado o principal hormdnio luteotrofico na vaca nédo
gestante (BALL; PETTERS, 2004).

O papel da alta concentragdo de P4 durante a fase lUtea é preparar o Gtero para a
recepcdo do embrido e, além disso, promove feedback negativo na liberacdo de GnRH e LH.
No entanto, as ondas foliculares continuam a crescer e regredir, sendo que em cada ciclo
podem ocorrer de 2 a 3 ondas foliculares (BALL; PETTERS, 2004). As duas primeiras ondas
foliculares ocorrem durante a elevacéo da P4, no metaestro, ou durante o pico de produgdo no
diestro. Os foliculos recrutados e selecionados durante essas fases do ciclo entrardo em
atresia. Entretanto, a Ultima onda folicular, que ocorre quando ainda ha progesterona
circulante, resulta em um foliculo dominante que ird ovular quando ocorre a lutedlise
(SENGER, 2003).

4.3 Efeito da progesterona na gestacao

Os hormonios das gdnadas induzem modificacbes ciclicas no endométrio uterino. O
E2 influencia na congestdo e edema da mucosa uterina, que tem o predominio de células
epiteliais colunares, e sdo preenchidas com mucina. Além disso, o E2 durante o periodo de
proestro e estro, influencia também no crescimento das glandulas endometriais, e esta fase
frequentemente é chamada de proliferativa. O desenvolvimento glandular uterino é associado
ao estro, e entre 3 a 5 dias apds o estro, a P4 aumenta e estimula o desenvolvimento e
secrecdo das glandulas endometriais, chamada de fase secretora (HOPKINS, 2003).

Apos a ovulacdo, ocorre um aumento da P4 circulante, e isso esta associado ao sucesso
da prenhez em rebanhos de corte ou leite (FORDE et al., 2009). Estes mesmos autores
estudaram como a concentracdo alta de P4 altera a expressdo génica endometrial para que
ocorra o desenvolvimento do concepto. Observaram que P4 elevada altera a expressdo génica
no endométrio, e que normalmente essas alteracdes ocorrem durante a prenhez, resultando em
maior alongamento do concepto. Porém, tanto em fémeas ciclicas como em gestantes,
ocorrem alteracBes na expressdo génica do endometrio até o inicio do alongamento do
concepto, sugerindo que o Utero se prepara para uma gestacdo independente da concepgao.
Esse fato condiz com a possibilidade de transferir um embrido para um Gtero sincrono no dia
7 apl0s 0 estro e estabelecer uma maior taxa de concepcdo. Isso esta associado ao

reconhecimento materno da gestacdo, que ocorre aproximadamente no dia 16 em bovinos, e
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mudancgas significativas no perfil transcriptdmico sdo detectaveis entre o endométrio de uma
fémea ciclica e uma gestante, quando o endométrio responde a concentracdes crescentes de
IFNT secretado pelo concepto (CLEMENTE et al., 2009).

A P4 desempenha um papel fundamental nos eventos reprodutivos associados ao
estabelecimento e manutencdo da prenhez (LONERGAN, 2011) e em vérias espécies €
secretado pelo CL, pela placenta ou pelos dois (PINEDA, 2003). Em bovinos, a producéo de
P4 pela placenta ocorre a partir dos 6 meses de gestacdo, antes deste periodo a producédo de P4
é totalmente pelo CL, este por sua vez comeca a se desenvolver apds a ovulacéo e secreta P4,
promovendo o aumento e multiplicacdo das células superficiais do endométrio (SENGER,
2003).

Para o crescimento e desenvolvimento do concepto, € necessaria a acdo de P4 no
utero, responsavel por regular a funcdo endometrial, incluindo interacdes concepto-maternas,
reconhecimento materno da prenhez e receptividade uterina para implantacdo do embrido.Os
efeitos da P4 elevada logo ap6s a concep¢do no alongamento do concepto foram
demonstrados em bovinos e ovinos (LONERGAN, 2011). Segundo Garrett (1988), vacas que
receberam 100 mg de P4 nos dias 1, 2, 3 e 4 de prenhez, tiveram aumento na concentracao
plasmaética de P4 nos dias 2 e 5, e, consequentemente, resultou em conceptos maiores no dia
14. Sendo assim, os resultados da suplementacdo de P4 indicam um papel importante desse
horménio na regulacdo materna com o concepto e o desenvolvimento inicial da prenhez em
bovinos. Esse estudo demonstra a importancia da P4, sugerindo que ela estimula a secrecéo

endometrial e favorece o crescimento do concepto no inicio do desenvolvimento embrionario.
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5 METODOS DE AVALIACAO DE PRENHEZ

Muitos métodos diretos e indiretos estdo disponiveis para auxiliar no diagnéstico
precoce de prenhez. Incluem-se nesses métodos a palpacéo retal, o uso da ultrassonografia,
quantificacdo de IFNT (HAQ et al., 2016) e presenca de glicoproteinas associadas a prenhez
(bPAGs) (FRIEDRICH; HOLTZ, 2010).

5.1 Palpacéo retal

A palpacao retal ¢ um método préatico de diagnostico dos 6rgdos genitais, utilizada em
bovinos, bufalos e equinos. Em pequenos animais, esse exame é substituido por palpacéao
abdominal. Para fins de diagndstico de gestacdo, nas fémeas bovinas, a vesicula amniotica
pode ser detectada dentro do limen uterino a partir dos 30 dias de prenhez (KUMAR, 2009).

5.2 Ultrassonografia modo B

A ultrassonografia modo brilho (B; escala de cinza) proporciona uma imagem
bidimensional dos tecidos avaliados. E muito utilizada para avaliacdes de matrizes no inicio
dos protocolos de IATF e também na avaliacdo de receptoras de embrides (PUGLIESI et al.,
2017). Além disso, o diagndstico da gestacdo por ultrassonografia é realizado a partir de 28
dias apds a inseminacdo, com o objetivo de identificar as vacas prenhes precocemente e
propiciar a segunda inseminacdo das vazias, reduzir o intervalo entre as inseminacées e, desse
modo, o intervalo do parto a concepcao (VASCONCENLOS; GARCIA, 2006).

5.3 Glicoproteinas associadas a prenhez

Foi demonstrado em vérias espécies de mamiferos que, durante a prenhez, as células
trofoblasticas expressam uma série de glicoproteinas associadas a prenhez (bPAG). A
presenca da bPAG no soro de vacas gestantes pode servir como um indicador de prenhez a
partir do dia 28 ap6s a concepcdo (FRIEDRICH; HOLTZ, 2010).

Friedrich e Holtz (2010) observaram a concentracdo sérica das bPAG de 397 vacas,
entre 20 e 50 dias apo6s a inseminacdo (Figura 5). Observaram que a prenhez pode ser
diagnosticada com 28 dias no soro e 150 dias no leite, e afirmaram que o teste de ELISA é um
meio eficiente e confiavel para mensurar bPAG para o estabelecimento do diagnéstico de
gestacdo em bovinos. Entretanto, houve uma concentracdo elevada de bPAG em fémeas nao

gestantes durante esse estudo, e este fato pode ser explicado pela bPAG residual em vacas
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inseminadas antes dos 50 dias pds-parto. Segundo Zoli et al (1992), as concentracbes séricas
de bPAG aumentam & medida que a gestacdo avanca, principalmente durante o pré-parto e
atingem o pico de producdo de 1 a 5 dias antes do parto. Logo apds o parto, as concentracdes
séricas de bPAG reduzem de maneira constante, porém sao indetectaveis somente a partir do
dia 100 pos-parto. Portanto, os resultados falsos positivos podem ocorrem em 6,90% dos
casos, quando comparada a detec¢do de bPAG a palpacéo retal.

Figura 5 - Concentracdo sérica de glicoproteinas
associadas a prenhez (bPAG) entre 20 e
50 dias apos a lA.
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Fonte: Friedrich e Holtz (2010). Pregnant = prenhe; non-pregnant
=ndo prenhe; serum PAG = glicoproteina sérica; days after Al = dias
apos IA.

5.4 Ultrassonografia modo Doppler

Este modo de ultrassonografia é utilizado para a avaliacdo da perfusdo sanguinea. Na
analise da funcionalidade do CL, utiliza-se a ultrassonografia no modo Color-Doppler, uma
técnica pouco invasiva, utilizada para diagnostico precoce de gestagdo com 20-22 dias. Além
disso, tem uma acurécia de 90-95% em vacas ndo gestantes (PUGLIESI et al., 2017). Pode ser
utilizado para avaliagdo uterina em vacas. Honnens et al (2008) compararam o fluxo
sanguineo entre vacas, 14 ciclicas e 39 ap0s a inseminagdo. O fluxo sanguineo foi avaliado
pelo indice de pulsatilidade da artéria uterina ipsilateral ao CL. Encontraram diferencgas no
fluxo sanguineo de vacas ciclicas e prenhes somente no dia 18 (dia 0 = estro). Os resultados
mostraram que as alteragdes no fluxo sanguineo em vacas gestantes podem ser detectadas na
segunda semana ap0s inseminacgdo, ja que essas mudancgas ndo ocorrem na segunda semana

do ciclo estral em vacas ndo gestantes. Este topico sera abordado melhor no item 6.
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6 USO DA ULTRASSONOGRAFIA MODO DOPPLER

O uso intensivo da ultrassonografia Doppler em Vvérios estudos nos Ultimos dez anos
possibilitou a caracterizacdo do fluxo sanguineo e, estimativa da funcionalidade de alguns
Orgdos reprodutivos em bovinos. Durante esse periodo de estudos, a ultrassonografia alcangou
grandes dimensfes, tanto nos centros de pesquisas como também no campo em atividades
pecuarias. Isso possibilitou melhoras de diagnostico clinico e também na eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos de corte e leite (PUGLIESI et al., 2017).

Os equipamentos de ultrassonografia Doppler usam como base a diferenca entre a
frequéncia das ondas refletidas em estruturas que estdo se movimentando com a frequéncia
emitida pelo transdutor, resultando assim no deslocamento de frequéncia Doppler. Na
circulacdo sanguinea essas diferencas ocorrem devido a movimentacao das células vermelhas,
gue fazem uma diferenca positiva, ou seja, de maior frequéncia ou entdo negativa, de menor
frequéncia. Isso varia de acordo com a movimentacdo em sentido favorével ou ndo ao
transdutor (SZATIMARI; SOTONYI; VOROSS, 2000).

A ultrassonografia modo Doppler pode ser usada em 3 modos de avaliacdo da
perfusdo sanguinea: Color-Doppler, Espectral e Power-Doppler (PUGLIESI et al., 2017). No
modo Color-Doppler, sdo exibidas as informagdes bidimensionais do fluxo em cores
sobrepostas a uma imagem do modo B de um vaso ou tecido. Dentro da caixa de cores
(volume de amostra dentro de uma regido), cada ponto mével € vermelho ou azul ao invés de
um tom de cinza observado no modo B. O fluxo em direcdo ao transdutor é vermelho e o
fluxo ao contrério do sentido do transdutor € azul. Essa técnica fornece informacbes de
movimento sobre uma parte maior da imagem, como se fosse um mapa. A imagem em cores
permite avaliar a presenca, direcdo e qualidade do fluxo sanguineo, sendo uma técnica mais
rapida que qualquer outra técnica ndo invasiva (SZATIMARI; SOTONYI; VOROSS, 2000).

O modo Espectral permite com que a frequéncia detectada pelo ultrassom seja
projetada em um gréafico, e a onda do Doppler é formada durante o ciclo cardiaco na avaliacéo
da perfus@o sanguinea das artérias. Neste modo, os indices de resisténcia e pulsatilidade sdo
calculados automaticamente pelo software do préprio equipamento (PUGLIESI et al., 2017).

Por fim, o Power-Doppler é semelhante ao Color-Doppler; no entanto, utiliza-se
apenas a cor laranja e 0s seus tons podem ser vistos dentro de uma caixa de cores. Os tons
mais claros indicam um fluxo maior, ou seja, mais células sanguineas fluiram nessa regido.

Porém, essa técnica ndo fornece nenhuma informag&o sobre a dire¢do e velocidade do fluxo.
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Esta técnica é utilizada para detectar vasos sanguineos pequenos ou que tenham um fluxo
muito lento (SZATIMARI; SOTONYI; VOROSS, 2000).

6.1 Uso da ultrassonografia Doppler na reproducéo

Os primeiros estudos com a ultrassonografia em modo Doppler na reproducao
baseavam-se nas informacdes obtidas nas grandes artérias (ovariana, uterina e vaginal), as
quais sdo responsaveis pela irrigacdo sanguinea do trato reprodutivo (BOLLWEIN et al.,
1998). No entanto, estudos mais recentes tendem a realizar exames diretamente no tecido
desejado, como os ovarios (foliculo e CL) e endométrio (SILVA; GINTHER, 2006).
Entretanto, pode ser utilizada na avaliacdo da perfusdo sanguinea uterina, para observacdo da
gestacdo e também para diagnostico de infeccBes uterinas; avaliagdo da funcionalidade do
foliculo dominante e do CL; deteccdo da lutedlise para diagnostico de gestacdo; utilizagcdo em
programas de ressincronizacdo precoce da ovulacdo apds programas de IATF; diagndstico

precoce de gestacdo e selecdo de receptoras em programas de TETF (PUGLIESI et al., 2017).

6.2 Uso da ultrassonografia Doppler na avaliagéo ovariana

No manejo reprodutivo de equinos, a deteccdo precoce do inicio da atividade ciclica é
um ponto muito importante para a avaliacdo reprodutiva. Com essa avaliacdo € possivel
realizar uma maior producdo de embrifes na estacdo de reproducdo, e reduz o custo
desnecessario com tratamentos para a inducao da ovulacdo. Com o uso do Doppler, € possivel
determinar o potencial ovulatdrio do foliculo dominante (ACOSTA et al., 2004).

A avaliacdo da funcdo do CL em bovinos é um aspecto importante para 0 manejo
reprodutivo, sendo desenvolvida como ferramenta de diagndstico junto a palpacao retal em
vacas. Além disso, a avaliagcdo do tamanho de tecido luteal é positivamente correlacionada
com as concentracdes circulantes de P4 e serve como um indicativo da atividade luteal
durante o periodo de regressdo do CL. Porém, esta correlagdo € menor devido as taxas de
decréscimo de P4 serem mais rapidas que do tamanho do CL (ASSEY et al., 1993).

No estudo de Herzog et al. (2010) foi avaliada a confiabilidade do fluxo sanguineo
luteal, com a ultrassonografia modo Color-Doppler, comparado aos resultados estabelecidos
pelo tamanho do CL, determinado pela ultrassonografia modo B e com a concentragdo
plasmatica de P4. No total foram realizados 14 exames ultrassonograficos em 10 vacas
Holandesas (Bos taurus) lactantes. A ovulagdo foi considerada o dia 1 e os exames foram
realizados nos dias 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, -5, -4, -3, -2, -1 do ciclo estral. O tamanho
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luteal dobrou durante a fase de crescimento do CL (até o dia 7) e permaneceu desse tamanho
durante os dias 8 a 16 (fase de estatica luteal), depois reduziu de tamanho durante a fase de
regressao luteal (dias -5 a -1). Na avaliacdo do fluxo sanguineo luteal, o grau de fluxo dobrou
durante a fase de crescimento do CL, aumentou ainda mais durante os dias 8 a 16 e reduziu
rapidamente durante a regresséo luteal, o que mostra uma alta correlagdo com a concentracéo
plasmética de P4, que aumentou durante a fase de crescimento luteal de 1,7 ng/mL (dia 4)
para 4 ng/mL (dia 7). Além disso, durante a fase de estatica luteal (dia 14) a P4 chegou na sua
maxima concentracdo, apresentando 7,3 ng/mL, e durante a regressao luteal diminuiu
rapidamente, atingindo concentracdo de 0,8 ng/mL (dia -3). Portanto, o fluxo sanguineo €
altamente confidvel para definir a atividade luteal, refletindo melhor a funcdo lutea do que o

tamanho do CL, especificamente durante a fase de regressao luteal (Figura 6).

Figura 6 - Relacdo entre a concentracdo plasmatica de
progesterona (P4), fluxo sanguineo luteal
(LBF) e éarea de CL (LS), durante o ciclo

estral.
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Fonte: Herzog et al (2010). Relative changes = mudancas relativas; days
of estrous cycle = dias do ciclo estral; lutreal growth phase = fase de
crescimento luteal; lutreal static phase = fase de estatica luteal; lutreal
regression phase = fase de regresséo luteal.

A ultrassonografia € amplamente utilizada em varias espécies. Em um estudo
conduzido em humanos, foi avaliada a capacidade da ultrassonografia Doppler por via
transvaginal para avaliacdo da vascularizacao folicular em mulheres submetidas a fertilizagdo
in vitro (FIV). Um total de 188 foliculos foram estudados provenientes de 38 mulheres e
verificou-se que houve uma tendéncia de que foliculos com maior vascularizagdo

apresentavam maiores taxas de fertilizacdo. Portanto, este estudo preliminar sugeriu que a
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vascularizagdo folicular pode estar associada a maior taxa de gravidez e que h& uma possivel
ligacdo entre a vascularizacgdo folicular e o potencial da implantagdo do embrido (CHUI et al.,
1997). Em vacas, também é estudada a funcéo ovariana através do Doppler, segundo Pugliesi
et al (2016) um foliculo pré-ovulatério menor e menos vascularizado resulta em um CL
menor e menos funcional, e isso reduz as taxas de prenhez em relagdo a IA em vacas de corte

ciclicas.

6.3 Uso da ultrassonografia Doppler em programas de ressincronizacdo

Com a ultrassonografia Doppler, existe a possibilidade de diagnosticar com acuracia
90-95% das vacas ndo gestantes entre 20 e 22 dias pos-lIA. Isso permitiu que as
implementacGes de algumas estratégias reduzissem o intervalo entre IAs numa estacdo de
reproducdo em bovinos de corte. Uma dessas estratégias foi a antecipacdo de 8 dias para a
realizacdo da segunda IATF, o que possibilitou ressincronizar as vacas no dia 22 e realizar o
diagnostico de gestacdo convencional aos 30 dias. Portanto, isso s6 & possivel com o
diagndstico precoce da gestacdo pela ultrassonografia Doppler aos 22 dias (PUGLIESI et al.,
2017).

Em um estudo realizado por Penteado et al. (2016) foi comparado o uso da
ressincronizacdo precoce (22 dias) e super-precoce (14 dias) em 244 vacas Nelore lactantes.
As vacas receberam a primeira IATF e foram distribuidas nos dois grupos: 22 e 14 dias. As
vacas do grupo de ressincronizagdo super-precoce receberam a aplicagdo de 100 mg de P4
injetavel associado ao dispositivo intravaginal de P4 (ap6s 14 dias da IATF). No dia 22 pds-
IA, foi realizada a ultrassonografia no modo Color-Doppler para realiza¢do do diagnéstico de
gestacdo pela funcionalidade do CL. As vacas com baixa ou auséncia de perfusdo sanguinea
foram consideradas ndo prenhes e seguiram o protocolo estabelecido de IATF. Ja as vacas
consideradas gestantes, passaram por remogéo do dispositivo intravaginal de P4, sem nenhum
tratamento adicional. A taxa de concepcao ndo diferiu entre os grupos: 51% (super-precoces)
vs 56% (precoces). Entretanto, a ressincronizacdo super-precoce aumentou a taxa de servico
(realizada a cada 21 dias) de 66% para 87,5% em relacdo a ressincronizagdo precoce de 22
dias. Este estudo sugere que a ressincronizagdo com o uso do Doppler pode ser utilizada de
forma ampla e eficaz no diagnostico precoce de gestagdo, ja que é uma ferramenta

interessante para aumentar a eficiéncia reprodutiva em uma estacéo de reproducéo.
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7 CONCLUSAO

A fase inicial da gestacdo de bovinos € um momento muito importante para a
manutencdo da gestacdo. O sucesso neste periodo depende de muitos fatores, dentre eles a
concentracdo de P4. Entretanto, esse hormdnio atua em diversas fases da vida reprodutiva de
um animal, ou seja, no ciclo estral, na inducdo da puberdade, no endométrio e na manutencéo
da gestacdo. A partir disso, a glandula produtora desse horménio (CL) pode ser avaliada de
varias formas, seja no leite, soro, ultrassonografia. Com base nisso, a ultrassonografia Doppler
é uma ferramenta que pode avaliar a funcionalidade dessa estrutura, auxiliando na estacéo
reprodutiva e reduzindo o intervalo entre partos, e, além disso, pode ser utilizada para a
avaliacdo do CL em momentos diferentes do ciclo estral. Portanto, € uma ferramenta utilizada

para aumentar ainda mais a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos.
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8 ARTIGO

Neste item sera apresentado o artigo intitulado “Relagdo do fluxo sanguineo luteal,
concentracdo plasmatica de progesterona, diametro de CL e taxa de prenhez em novilhas

taurinas de corte”.
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Relacdo do fluxo sanguineo luteal, concentracéo plasmatica de progesterona, diametro
de corpo luteo e taxa de prenhez em novilhas taurinas de corte

Gabriella dos Santos Velho!, Monique Tomazele Rovani', André Gustavo Cabrera Dalto!

Setor de Grandes Ruminantes — SGR

Resumo

O aumento das concentracGes de progesterona (P4) no periodo po6s-ovulatério estdo
associadas ao sucesso nas taxas de prenhez em bovinos de corte. O objetivo desse estudo foi
determinar a correlagdo entre trés métodos de avaliacdo de P4: fluxo sanguineo luteal,
didmetro do corpo lateo (CL) e concentracdo sanguinea no dia 5 apds a inseminacéo artificial
em tempo fixo (IATF). Novilhas Bos taurus foram sincronizadas por meio de um protocolo
de IATF, e inseminadas no dia 0 (D0). No dia 5 (D5) foi realizada a ultrassonografia Color-
Doppler no ovéario com CL, sendo utilizada uma escala de 0 — 3 de fluxo sanguineo (0 = sem
fluxo e 3 = muito fluxo). Além disso, foi medido o didmetro do CL (mm) por ultrassonografia
modo B e coletado sangue para mensuracdo de P4 sérica pelo método de
eletroquimioluminescéncia. As variaveis continuas e residuos das analises paramétricas foram
testados para normalidade através do teste Shapiro-Wilk. Foram utilizados testes de regresséo,
regressdo logistica binomial, curva Receiver Operating Characteristic, qui-quadrado e teste
de comparacdo de médias seguido do teste T de Student para detectar as diferencas entre 0s
grupos e foi considerada significancia de 5% para as compara¢des estabelecidas. O didametro
do CL (mm) demonstrou um efeito significativo (p<0,001) sobre o fluxo sanguineo e
determinou um efeito linear positivo sobre a concentragdo plasmética de P4 (p<0,001). Além
disso, quando comparados fluxo sanguineo e P4, verificou-se que vacas com fluxo de graus 1,
2 e 3 tém maior concentracao de P4 sérica (p<0,001) e o didmetro do CL tem efeito sobre a
taxa de prenhez (p<0,001). Portanto, o tamanho do CL influenciou o fluxo sanguineo luteal e
a concentracdo de P4. Alem disso, a escala de fluxo sanguineo afetou P4 sérica, e o didmetro
do CL teve efeito sobre a taxa de prenhez.

Palavras-chave: Diametro do CL; fluxo sanguineo; prenhez; progesterona; ultrassonografia
Doppler.
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Abstract

The increase in progesterone (P4) concentration in the postovulatory period is related
to the success in pregnancy rate in beef cattle. The aim of this study was to determine the
correlation between P4 assessment methods: lutel blood flow, corpus luteum diameter (CL),
and blood concentration on day 5 following a fixed-artificial insemination (FTAI). Bos taurus
heifers were synchronized and inseminated on day 0 (D0). On day 5 (D5) a Color-Doppler
ultrasonography was performed on the ovarian with the CL, using a 0 to 3 blood flow scale
(0= no flow and 3= high blood flow). In addition, the CL diameter was measured by mode B
ultrasound and blood was collected for measurement of serum P4 by
electrochemiluminescence method. The continuous variables and residuals of the parametric
analyzes were tested for normality using Shapiro-Wilk test. Regression tests, binomial logistic
regression, Receiver Operating Characteristic curve, chi-square and means comparison test
followed by T student were used to detect differences between groups, and 5% significance
was considered for the established comparisons. Diameter of CL showed a significant effect
(p<0,001) on blood flow and determined a positive linear effect on P4 serum concentration
(p<0,001). In addition, when blood flow and P4 were compared, it was observed that cows
with blood flow grades 1, 2 and 3 had higher serum P4 concentration (p<0,001), and CL
diameter had an effect on pregnancy rate (p<0,001). Therefore, CL size influenced luteal
blood flow and P4 concentration. In addition, blood flow grade affected P4 concentration, and

CL diameter had an effect on pregnancy rate.

Keywords: CL diameter, blood flow, pregnancy, progesterone, Doppler ultrasound.
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Introducéo

Um dos fatores limitantes para aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho, em
bovinos de corte, é a prenhez por inseminacdo artificial (1A). A taxa de prenhez obtida em
programas de IA geralmente varia de 40 a 55% em vacas Bos indicus, o0 que indica que uma
grande proporgdo de vacas inseminadas ndo concebe (MENEGHETTI et al., 2009).
Entretanto, as taxas de fertilizacdo sdo elevadas (85-90%) (BEARDEN, HANSEL E
BRATTON, 1956; KIDDER et al., 1954), o que mostra que as perdas embrionarias séo
responsaveis pela maioria das falhas na concepcédo e ocorrem principalmente entre os dias 8 e
16 apds a IA (DISKIN; SREENAN, 1980; RIZZONI, 2012; JAINUDEN, HAFEZ, 2004).
Essas perdas embrionarias podem estar relacionadas a baixa concentragdo de progesterona
(P4) no periodo pos-ovulatério, pois esse horménio tem grande influéncia no
desenvolvimento embrionario e na producdo de interferon-tau (IFNT) (MANN; FRAY;
LAMMING, 2006). Assim, a suplementacdo de P4 pode ser realizada logo apos a IA para
obtencdo de conceptos maiores no dia 14, visto que esse hormonio indica um papel
importante desse na regulacdo materna com o concepto e o desenvolvimento inicial da
prenhez em bovinos (GARRET et al., 1998).

Existem vérios métodos para avaliacdo da P4 em vacas ciclicas. A analise da
concentracdo de P4 no plasma sanguineo € padrdo ouro para avaliacdo da funcdo luteal, e sua
concentracdo excede 1,0 ng/mL na presenca de corpo lateo (CL) funcional (BICALHO et al.,
2008). No entanto, o diagnostico baseado nesse tipo de exame tem como desvantagem o
intervalo entre a coleta do sangue e a disponibilidade do resultado ser longo e, além disso, o
custo ser relativamente elevado (HERZOG et al., 2010). Em condic¢Bes de campo, o CL é
determinado por palpacdo retal, a qual tem uma baixa sensibilidade e alta especificidade
(BICALHO et al., 2008). Portanto, mesmo com veterinarios experientes, a sensibilidade para
a palpacéo do CL ndo é superior a 85% (RIBADU; WARD; DOBSON, 1994).

Com o avanco da tecnologia, o uso da ultrassonografia na reproducéo facilitou alguns
diagndsticos. A ultrassonografia no modo B permite avaliar o tamanho do CL, embora ndo
seja possivel avaliar sua funcionalidade. Apesar de haver uma alta correlacdo entre o didmetro
do CL e a concentragdo de P4, o CL reduz seu tamanho mais lentamente que a P4 circulante
durante a regresséo luteal (RIBADU; WARD; DOBSON, 1994). Os niveis de P4 dependem
da vascularizagdo do CL, que pode ser quantificado através da ultrassonografia no modo
Doppler, a qual mostra de forma mais confidvel o nivel do fluxo sanguineo no CL (ACOSTA
et al., 2002). O objetivo deste estudo foi correlacionar as diferentes formas de avaliacdo do



37

CL (P4 sérica, diametro do CL e vascularizagdo em tempo real) em novilhas taurinas de corte
no dia 5 apds a IA com a taxa de prenhez aos 34 dias.

Material e Métodos
Animais

O estudo foi realizado em uma propriedade de bovinos de corte localizada no
municipio de Charqueadas, Rio Grande do Sul. A fazenda contém 2800 hectares, sendo que
1750 sdo destinados a producédo de bovinos de corte. Os animais sdo criados a pasto, de forma
extensiva, em campo nativo e a fazenda € composta principalmente de animais da raca
Aberdeen Angus. Foram utilizadas 89 novilhas taurinas, as quais foram selecionadas
previamente ao inicio do protocolo de IATF pelo ECC (Escore de Condicdo Corporal) e peso
(Kg). As novilhas selecionadas tiveram peso médio de 357,85 kg + 25,4, ECC médio 2,95+
0,3(escala 1 a5).

Delineamento experimental

Apbs a selecdo dos animais, foi aplicado 2 mg (i.m.) de benzoato de estradiol
(Sincroben®, Bimeda) e inserido um dispositivo intravaginal de P4 de 1,25 g (Biprogest®,
Bimeda) no Dia -10 em relacdo a IATF (D-10). Retirou-se o dispositivo no D-2, e foi aplicado
0,526 mg (i.m.) de cloprostenol sédio (Clocio®, Bimeda). No D-10 aplicou-se 1 mg (i.m.) de
benzoato de estradiol (Sincroben®, Bimeda) e no Dia 0 (DO) foi realizada a IATF. Cinco dias
apos a IATF (D5), avaliou-se o fluxo sanguineo com o auxilio de Color Doppler e foi
coletado sangue da veia coccigea caudal para analise sérica de P4. No D34, realizou-se o
diagndstico de gestacdo (DG) através de ultrassonografia (Figura 1). Além disso, as novilhas
foram marcadas na linha média da regido dorsal do sacro com bast&o marcador (WALMUR®)

para auxiliar na verificagdo da manifestacéo de estro.

Doppler
BE PGF e coleta de
BE IATF sangue DG
ek || | |
] | |
D-10 D2 D1 D0 D5 D34

Figura 1 — Protocolo de IATF e delineamento do experimento.
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Amostras de sangue

Cinco dias ap0s a realizagdo da IATF (D5), foi realizada a coleta de sangue da veia
coccigea caudal em tubo vacutainer com ativador de codgulo e agulha 25 x 0,70 mm
(Vacuplast®). As amostras de sangue foram processadas em laboratério para separacdo do
soro, centrifugadas a 1600 x g por 10 minutos. O soro foi colocado em microtubos de 1,5 mL
e congeladas a -18 °C para mensurar a concentracdo de P4 pelo método de
eletroquimioluminescéncia em laboratério comercial (Elecsys Progesterone Il kit; Roche,
Brazil).

Ultrassonografia

No dia 5 (D5) apds a IATF, foi realizada a ultrassonografia via transretal modo Color-
Doppler no ovério contendo CL para mensurar o fluxo sanguineo, e o didmetro do CL foi
avaliado através de ultrassonografia pelo modo B. Considerou-se uma escala de 0 — 3 de fluxo
sanguineo, adaptada de Pugliesi et al. (2017), em que 0 = sem fluxo; 1 = pouco fluxo; 2 =
moderado fluxo; 3 = muito fluxo (Figura 2). O diagnostico de gestacdo foi realizado 34 dias
apos a IATF por ultrassonografia modo B. Os exames ultrassonograficos foram realizados
através do aparelho de ultrassom KAIXIN DCU 12VET®, com frequéncia de 6,5 MHz.

Figura 2 — Variacdo do fluxo sanguineo no corpo ldteo dia
5 apos a IATF. Baseado em Pugliesi et al. (2017).
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Andlise estatistica

Todos os dados foram anotados em planilha de campo e posteriormente tabulados em
planilhas eletronicas no programa Microsoft Excel®. Posteriormente, as variaveis continuas e
residuos das anélises paramétricas foram testados para normalidade através do teste Shapiro-
Wilk.

O efeito do fluxo sanguineo, concentracdo de progesterona e didametro do CL sobre a
prenhez foi realizada por regressao logistica binomial. Apos identificado efeito, a variavel foi
testada isoladamente pelo mesmo teste. Para as varidveis independentes que foi observado
efeito sobre a prenhez, utilizou-se a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para
determinar o ponto de corte (quando sensibilidade igual a especificidade) em que a variavel
determina uma maior taxa de prenhez. A area sob a curva (AUC) foi obtida objetivando
avaliar a acurécia do teste, sendo classificada em baixa (0,51-0,61), média (0,62-0,81) e alta
(0,82-0,99). Com base no resultado da analise ROC, as variaveis independentes foram
transformadas em classes (abaixo ou acima do ponto de corte) e foi confirmado o efeito na
taxa de prenhez por qui-quadrado.

O efeito do didametro do CL sobre a concentracdo de P4 foi analisado por anélise de
regressao, sendo testados os efeitos linear, quadratico e cubico. Utilizou-se regressdo ordinal
logistica para avaliar o efeito do tamanho do CL e concentracdo de P4 no fluxo sanguineo e o
efeito do fluxo sobre a P4. Utilizou-se a curva ROC para determinar o tamanho de CL e
concentracdo de P4 que causa um aumento na escala de fluxo sanguineo do CL. As médias de
tamanho de CL e concentracdo de P4 em cada classe de fluxo sanguineo foram comparadas
pelo Teste F-Snedecor seguido do teste T de Student para detectar as diferencas entre os
grupos. As andlises foram realizadas com o software estatistico JMP v. 8.0.2® (SAS Institute
Inc., Cary, USA) e considerado um nivel minimo de significancia de 5% para as comparagoes
estabelecidas.

Resultados

Observou-se um efeito altamente significativo do tamanho do CL sobre o fluxo
sanguineo (p<0,001). Alem disso, com base na analise ROC, animais com fluxo de grau 2 ou
3 apresentam tamanho de CL superior (p<0,001). As médias de tamanho do CL nos graus 2 e
3 de fluxo sanguineo é maior quando comparadas aos graus de fluxo 0 e 1 (p<0,001; Figura
3).
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Figura 3 - Diametro do corpo lateo do corpo luteo (CL) distribuido
nos diferentes graus de fluxo sanguineo avaliado por Color-Doppler.
Letras distintas indicam p<0,001.

O didmetro do CL (mm) determina um efeito linear positivo sobre a concentragdo

plasmaética de P4 (p<0,001; Figura 4).
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Figura 4 - Efeito do diametro do corpo luteo (CL em mm) do corpo
luteo (CL em mm) sobre a concentracdo plasmética de P4 (p<0,001).
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Quando comparados fluxo sanguineo e P4, observou-se que vacas com fluxo de graus

1, 2 e 3 tém maior concentracao de P4 sérica (p=0,001; Figura 5).
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Figura 5 - Concentracdo de progesterona sérica (P4) de acordo com 0s
diferentes graus de fluxo sanguineo no corpo lateo (CL). Letras distintas
indicam p<0,001.

A escala de fluxo sanguineo e P4 ndo teve efeito sobre a taxa de prenhez. No entanto,
o diametro do CL tem efeito sobre a taxa de prenhez (p<0,001). A anélise de ROC determinou
um ponto de corte de 14,95 mm (AUC de 0,62) no diametro do CL para uma maior taxa de
prenhez. Além disso, quando os animais foram estratificados de acordo com o diametro do
CL (menor ou igual a 14,95 mm ou superior), observou-se que vacas com CL maior que

14,95 mm tiveram uma maior taxa de prenhez (p<0,05; Figura 6).
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Figura 6 - Efeito do tamanho do corpo Iuteo (CL) na taxa
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de prenhez (n = 89). Numero nas barras indicam o “n
em cada categoria (< ou > que 14,95 mm). * indica
p<0,05.

Discussao

Neste estudo, observou-se que didmetro do CL teve um efeito linear positivo sobre a
concentracdo plasmatica de P4 (p<0,001; Figura 4). Esse resultado também foi encontrado em
vacas durante o ciclo estral, tendo alta correlacdo entre o diametro do CL e a concentracdo
plasmatica de P4 (RIBADU; WARD; DOBSON, 1994). Em outro estudo, resultados similares
também foram encontrados em vacas e novilhas Bos taurus receptoras de embrido. Observou-
se uma correlagdo positiva entre o didmetro do CL, volume de tecido luteal e concentracdo de
P4 (SPELL et al., 2001). No entanto, quando estudaram a dindmica folicular e o crescimento
do CL em vacas leiteiras 90 dias pos-parto ndo encontraram diferencas no diametro do CL
entre vacas prenhes e ndo prenhes. Além disso, ndo houve diferenga na concentracdo
plasmatica de P4 dessas vacas (TAYLOR; RAJAMAHENDRAN, 1991). Esse resultado
difere do encontrado em nosso estudo, em que as novilhas com diametro maior também
tiveram maior concentracdo de P4 e maior taxa de prenhez. Essas diferencas podem estar

relacionadas ao dia da avaliagdo do CL. Em nosso estudo o CL foi avaliado no dia 5 apés a
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IATF e no estudo de Taylor e Rajamahendran (1991) foi avaliado 90 dias apds o parto. Além
disso, ha uma diferenca nas categorias avaliadas (novilhas de corte e vacas de leite).

Foi observado que o tamanho do CL em relacdo aos fluxos sanguineos de graus 2 e 3
foram maiores que CLs com fluxo 0 ou 1 (p<0,001; Figura 3). Esse resultado também foi
encontrado em vacas ciclicas quando analisaram o tamanho e o fluxo sanguineo do foliculo
pré-ovulatério e do CL. Foliculos pré-ovulatérios menores e menos vascularizados resultaram
em um CL menor e menos funcional. No entanto, a injecdo de uma P4 de longa acéo no dia 4
apos a IA atenuou os efeitos negativos causados por um foliculo pré-ovulatério pequeno, que
consequentemente tem um CL menor. Além disso, a prenhez por IA foi menor nessas vacas
com foliculos pequenos, porém, se suplementados com P4, poderiam melhorar a fertilidade
(PUGLIESI et al., 2016). Em nosso estudo, novilhas com diametro de CL maior no dia 5 ap6s
a IATF também tiveram maior taxa de prenhez, o que pode sugerir que novilhas com CL de
menor didmetro se fossem suplementadas com P4, poderiam ter uma maior chance de
conceber. No entanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese.

Em bafalas Bubalus bubalis, foi determinada a taxa de prenhez e os fatores que afetam
0 sucesso da transferéncia de embrides (TE). O CL era palpado via transretal antes da TE e
classificado em pequeno (< 5mm), médio (6 a 10 mm) e grande (>10 mm). Observou-se uma
tendéncia do aumento da taxa de prenhez com o incremento do tamanho do CL das
receptoras. Receptoras com CL pequeno, médio e grande apresentaram 15,8% (3/19), 25%
(7/28) e (14/44) 31,8% de taxa de prenhez, respectivamente (MISRA et al., 1999). Apesar dos
resultados similares ao nosso estudo, em que novilhas com didmetro de CL maior (>14,95
mm) também tem maior taxa de prenhez, as bufalas foram avaliadas sem o auxilio de
ultrassom.

Nos programas de TE, a presenga e a qualidade do CL em receptoras é um dos fatores
importantes para o sucesso nas taxas de prenhez. O CL da receptora geralmente € avaliado por
palpacéo retal ou ultrassonografia modo B, para determinacdo do seu tamanho. Entretanto,
com a ultrassonografia modo B ndo é possivel avaliar a funcionalidade do CL, a qual é
importante nestes programas, visto que esta relacionada com a secrecdo de P4 (PUGLIESI et
al., 2017). A partir disso, programas de TE podem avaliar receptoras com ultrassonografia
Doppler e estimar a funcionalidade do CL. Nesse sentido, um estudo foi realizado em
novilhas e vacas Bos indicus ap6s 11 dias da IA, sendo identificados area e vascularizacdo do
CL através de ultrassonografia (PINAFFI et al., 2015). Os animais foram alocados em dois
grupos no momento da TE de acordo com a porcentagem de vascularizagcdo do CL: baixa

vascularizagdo (<40%) e alta vascularizacdo (>40%). No grupo de baixa vascularizagdo
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(n=12) nenhuma receptora foi diagnosticada como gestante, mas o didmetro do CL ndo diferiu
entre os grupos (alta e baixa vascularizagdo). Esse resultado difere dos achados em nosso
estudo, em que as novilhas (n=50/89) que apresentaram CL maior que 14,95 mm de diametro
tiveram uma alta acuracia em predizer a taxa de prenhez (p<0,05). Essas discrepancias nos
resultados podem estar relacionadas tanto pelo nimero de animais incluidos nos experimentos
quanto pela eficiéncia das técnicas utilizadas (TE vs I1A). Além disso, a avaliagdo do nosso
estudo foi no dia 5 apos a IATF e foram analisadas somente novilhas Bos taurus, ao contrario
do estudo de Pinaffi et al. (2015), que avaliou novilhas e vacas 11 dias apos a IA.

Recentemente, foi estudado o impacto da perfusdo sanguinea do CL avaliado por
ultrassonografia Color-Doppler no momento da TE em bovinos. Utilizaram receptoras
(n=329) com ciclo estral sincronizado, as quais foram distribuidas em grupos conforme o
tamanho do CL: pequeno (<3cm?) ou grande (>3cm?). Foram também categorizadas de
acordo com a perfusdo luteal: baixa (<40%), média (45-50%) e alta (>50%). Nesse estudo
somente a perfusdo sanguinea do CL refletiu no aumento da taxa de prenhez, em que vacas
com baixa, média e alta perfusdo tiveram 45%, 55,9% e 62,3% de prenhez, respectivamente
(PUGLIESI et al., 2016b). No nosso estudo, o diametro do CL, mas ndo a perfusdo sanguinea,
teve correlacdo positiva com a taxa de prenhez, permitindo predizer prenhez com base no
didmetro do CL.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o tamanho do CL influencia o
fluxo sanguineo luteal e a concentracdo de P4. Além disso, a escala de fluxo sanguineo afeta
P4 sérica, e o diametro do CL tem efeito sobre a taxa de prenhez. Este estudo pode servir de
base para 0 uso da suplementacdo de P4 apds a IA em bovinos, visto que quanto maior
concentracdo plasmatica de P4, maior o crescimento do concepto no inicio do
desenvolvimento embrionério. A avaliagdo do CL no momento transferéncia de embrides,
assim como usado em equinos, poderd ser um instrumento na selecdo de receptoras. Da
mesma forma, a ultrassonografia modo Doppler pode ser utilizada nesse momento para
avaliar a funcionalidade do CL e, dessa forma, selecionar a receptora com perfil sérico de

progesterona adequado e com ambiente uterino propicio para a sobrevivéncia do embrido.
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