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RESUMO

O objetivo deste estudo foi demonstrar as caracteristicas morfologicas e funcionais do corpo
luteo (CL) em fémeas bovinas submetidas a transferéncia de embrides (TE), avaliando a
relacdo destas varidveis com o estabelecimento e a manutencdo da gestacao até o final do
segundo trimestre. A pesquisa foi realizada com um rebanho de gado leiteiro, composto por
113 vacas e novilhas da raca Girolando utilizadas como receptoras. Para a producao in vitro
de embrides (PIV), utilizou-se ovocitos de fémeas Nelore abatidas. A TE foi realizada em
receptoras previamente sincronizadas com um protocolo padrao para TE em tempo fixo
(TETF), sendo transferido um blastocisto expandido 7° dia (D7) apds o cio arbitrario do
protocolo. A area do CL foi mensurada, sua vascularizagdo quantificada e amostras de sangue
foram coletadas para dosagem de progesterona (P4) no dia da TE. Os mesmos procedimentos,
exceto a coleta da sangue para dosagem de P4, foram realizados no dia do diagndstico de
gestacao (D33) e, naquelas fémeas gestantes, semanalmente até o 4° més e mensal no 5° e 6°
més. Os dados foram analisados com o software SAS (versao 9.4), verificando previamente a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Caso a normalidade ndo fosse
alcancada, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foram submetidos a
ANOVA, com diferencgas significativas analisadas pelo teste t de Student ou Tukey-Kramer.
O nivel de significAncia adotado foi P<0,05. A concentrac¢do plasmatica de P4 no dia da TE
ndo apresentou diferenca (p=0,14) entre vacas futuramente prenhes (4.14 +1.57ng/mL) e
vazias (3.7 £1.44 ng/mL). Ao analisar a relagdo entre as variaveis medidas no D7 e a
probabilidade de gestacdo, houve diferenca no escore de fluxo sanguineo das receptoras que
posteriormente foram diagnosticadas como prenhas (2.33+0.82; escala 1 a 4 ) em relagdo
aquelas futuramente diagnosticadas como vazias (2.66 +0.76; p=0,05). A area do CL

apresentou tendéncia (p=0,08) de superioridade nos animais prenhes (3.25 £0.85 cm? vs 3.18



+1.09cm?; prenhes e vazias, respectivamente) enquanto o fluxo sanguineo do CL (CLBF) nao
diferiu  entre prenhes e vazias (18.09 £10.11% vs 20.77 £8.57%; prenhes e vazias,
respectivamente; p=0,12). Ao avaliar as alteracdes temporais de area e fluxo sanguineo do CL
nos animais gestantes até 6° més (D181), foi observado efeito de tempo sobre a area do CL
(P=0,0004), escore (p<0,0001) e CLBF (p<0,0001), aumentando no ter¢o inicial da gestacdo e
com posterior declinio. Em conclusdo, caracteristicas morfologicas e vasculares no D7 nao
influenciaram a chance de estabelecimento da gestacdo, porém foram observadas alteragdes
importantes no CL durante os dois primeiros trimestres da gestagdo em receptoras de

embrides bovinos.

Palavras-chave: bovinos; corpo luteo; receptoras de embrides; reprodugao; ultrassonografia

doppler.



ABSTRACT

The objective of this study was to demonstrate the morphological and functional
characteristics of the corpus luteum (CL) in female cattle subjected to embryo transfer (ET),
evaluating the relationship between these variables and the establishment and maintenance of
pregnancy until the end of the second trimester. The research was conducted with a dairy
cattle herd consisting of 113 cows and heifers of the Girolando breed used as recipients. For
in vitro embryo production (IVP), oocytes from slaughtered Nelore females were used. ET
was performed in recipients previously synchronized with a standard protocol for timed
artificial insemination (TAI), with an expanded blastocyst transferred on the 7th day (D7)
after the arbitrary estrus of the protocol. The CL area was measured, its vascularization
quantified, and blood samples were collected to measure progesterone (P4) on the day of ET.
The same procedures, except for the blood collection for P4 measurement, were performed on
the pregnancy diagnosis day (D33) and, for those pregnant females, weekly until the 4th
month and monthly during the 5th and 6th months. The data were analyzed using SAS
software (version 9.4), first checking the normality of the residuals with the Shapiro-Wilk
test. If normality was not achieved, the non-parametric Kruskal-Wallis test was used. The data
were subjected to ANOVA, with significant differences analyzed using the Student's t-test or
Tukey-Kramer test. The significance level was set at P<0.05. The plasma concentration of P4
on the day of ET did not differ (p=0.14) between cows that became pregnant (4.14 +1.57
ng/mL) and those that remained non-pregnant (3.7 +1.44 ng/mL). When analyzing the
relationship between the measured variables on D7 and the probability of pregnancy, there
was a difference in the blood flow score of recipients later diagnosed as pregnant (2.33+0.82;
scale 1 to 4) compared to those diagnosed as non-pregnant (2.66 +0.76; p=0.05). The CL area
showed a trend (p=0.08) of being larger in pregnant animals (3.25 £0.85 cm? vs 3.18 +1.09
cm?; pregnant and non-pregnant, respectively), while the CL blood flow (CLBF) did not differ
between pregnant and non-pregnant cows (18.09 £10.11% vs 20.77 +8.57%; pregnant and
non-pregnant, respectively; p=0.12). When evaluating the temporal changes in CL area and
blood flow in pregnant animals until the 6th month (D181), a time effect was observed for the
CL area (P=0.0004), score (p<0.0001), and CLBF (p<0.0001), with an increase in the early
third of pregnancy followed by a decline. In conclusion, morphological and vascular
characteristics on D7 did not influence the likelihood of pregnancy establishment; however,

significant changes in the CL were observed during the first two trimesters of pregnancy in



embryo transfer recipients.

Keywords: cattle; corpus luteum; doppler ultrasonography; embryo recipients; reproduction.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se globalmente na pecuaria, sendo um dos lideres mundiais tanto
na exportacao de carne, quanto no desenvolvimento e aplicacdo comercial de biotecnologias
reprodutivas (Baruselli et al., 2017). Significativas melhorias na produtividade pecuéria foram
alcangadas por meio das tecnologias de embrides, forma eficaz de produzir bezerros,
contribuindo com o melhoramento genético do rebanho (Choi et al., 2023).

A multiplicagdo de animais de mérito genético superior, seja por producao de
embrides in vivo ou in vitro, € especialmente relevante devido aos longos intervalos entre as
geracdes dos bovinos (Lamb et al., 2021). Na ultima década, a producao in vitro de embrides
bovinos tornou-se essencial para o melhoramento genético leiteiro, gragas a combinacdo de
selecdo gendmica, estimulacdo ovariana e técnicas avancadas, como coleta de odcitos guiada
por ultrassom, maturagdo e fertilizagdo in vitro, e cultivo de embrides até o estagio de
blastocisto (Sirard et al., 2019). Essas tecnologias tanto in vivo, que permitem que fémeas
tenham multiplos descendentes em poucos meses, com a transferéncia de embrides ocorrendo
a cada 6 a 8 semanas ou in vitro, onde a coleta de o6citos podendo ser feita a cada 2 semanas,
maximizam a produc¢do de embrides (Sirard et al., 2019).

O sucesso no uso das tecnologias de embrides depende de fatores associados a
doadora, a qualidade do embrido e a receptora (Phillips; Jahnke, 2016). Apds a colheita dos
embrides transferiveis de uma fémea doadora ou a producdo de embrides in vitro (PIV), ¢
crucial realizar a selecdo criteriosa das receptoras afim de otimizar as taxas de gestagdo,
envolvendo cuidados com manejo, nutricdo e controle do ciclo estral desses animais, para
garantir a presenca de um corpo luteo (CL) funcional durante a gestagdao (Lamb et al., 2021;
Thomson et al., 2021). A presenga de um CL de boa qualidade ¢ fundamental para a selecao
de receptoras aptas, sendo um dos principais fatores determinantes para que se alcance altas
taxas de prenhez (Pugliesi et al., 2023).

A ultrassonografia como ferramenta de analise do CL tem sido realizada para
identificar o estdgio do ciclo estral e o estado funcional do CL (Pugliesi et al., 2019). Com o
advento da ultrassonografia Doppler colorido tornou possivel avaliar além da area do CL, a
intensidade do fluxo sanguineo nos foliculos ovarianos e no CL (Pugliesi et al., 2023). Esse
modo ultrassonografico fornece imagens que percebem as vascularizacoes do CL, tanto no
seu desenvolvimento quanto na lutedlise funcional e estrutural, proporcionando a estimativa

do estado fisioloégico do CL (Pugliesi et al., 2019). Sendo assim, ao determinar a perfusao

14



sanguinea lutea, ¢ possivel estimar a fungdo litea em diferentes fases do ciclo estral, bem
como no inicio da gestacdo, e sua associagdo com o perfil de progesterona circulante (Pugliesi
et al., 2019). Dessa forma, a associacdo do modo B e Doppler colorido disponibilizam
estratégias para avaliar o estado funcional do CL fornecendo dados para o preparo no manejo
reprodutivo das vacas receptoras de embrido (Siqueira et al., 2019).

Sendo assim, objetivou-se investigar as caracteristicas morfoldgicas e funcionais do
CL em receptoras bovinas submetidas a TE de embrides e sua relagdo com a situagdo
gestacional, demonstrando as caracteristicas do CL até o final do segundo trimestre
gestacional, e as alteracdes na dindmica da perfusdo vascular do CL durante esse periodo.
Uma vez que, em bovinos por mais que o CL permane¢a ao longo de toda a gestagdo o
nimero de células luteas sofre uma redugdo significativa no tergo final da gestacdo (Shemesh
et al., 1988). Além disso, a fun¢do secretora de P4 do CL bovino na gesta¢do apresenta uma
queda acentuada a partir dos dias 190 e 275 (Shemesh, 1990). Essa diminui¢do na secregdo ¢
atribuida a redu¢do tanto no numero de células liteas, quanto na atividade secretora ¢ na
responsividade das células (Shemesh, 1990). Uma vez que a placenta bovina apresenta
atividade esteroidogénica nos primeiros estdgios da gestacdo, ela s consegue substituir
totalmente o CL na producdo de P4 em quantidade suficiente para manter a gestagdo nos
estagios finais, a partir de cerca de 180 a 200 dias de gestacdo (Nguyen et al., 2012). Sendo
assim a principal hipdtese ¢ que associagdo das caracteristicas morfoldgicas e vasculares do
CL de fémeas submetidas a TE de podem afetar a probabilidade do estabelecimento da
gestacdo e a manutencdo da mesma, havendo alteragdes morfologicas do CL durante a

gestacao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Luteolise: mecanismos envolvidos na lutéolise funcional e fisica

O funcionamento ideal do CL requer o desenvolvimento de uma extensa rede
capilar, uma vez que a maior parte do fluxo sanguineo ovariano flui para o ovario que contém
o CL (Pohler et al., 2019). Essa variagdo no fluxo sanguineo durante o ciclo estral causa
alteragdes no transporte de nutrientes, hormonios e gases, a fim de fornecer nutrientes para a
producao e secre¢ao de P4 (Yamei Luo, 2020). A lutedlise e a luteostase sdo processos que

determinam a vida util do CL dentro do espago anatdmico do ovario, bem como o periodo
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fisiologico de duragdo do ciclo estral ndo gestacional ou do periodo do estro ao parto, em um
ciclo gestacional (Meidanl et al., 1996). A lutedlise € o processo que refere-se a quando o CL
sofre degradagao e, portanto, perda da capacidade de sintese de P4, para que haja o retorno ao
estro, apés a queda da P4 e da inibicdo que ela exerce sobre a liberagdo de gonadotrofinas
(pico pré-ovulatorio de LH), possibilitando uma nova ovulagdo (Davis; Lavoie, 2019) .

Duas das caracteristicas marcantes da lutedlise sdo a rapida diminuigdo na producao
de progesterona pelo CL e a morte programada (apoptose) das células luteais (Diaz; Wiltbank,
2005). A luteolise € caracterizada pela regressao funcional, na qual a producao de P4 diminui;
e pela regressdo estrutural, na qual o CL fisicamente se dissipa, formando uma estrutura
dentro do estroma ovariano chamada de corpo albicans (Monaco; Davis, 2023). A regressao
estrutural envolve varias vias de remodelagdo tecidual, incluindo infiltracio de células
imunes, quebra e acimulo de matriz extracelular e regressdo da microvasculatura (Monaco;
Davis, 2023). Portanto, os sinais iniciais da regressdo lutea sdo a ruptura na vascularizagao e o
declinio na secre¢do de P4, seguidos pela regressdo estrutural do CL através de apoptose e
reabsor¢ao do tecido (Davis; Lavoie, 2019).

A lutedlise ¢ iniciada pelos efeitos da producdo de prostaglandina F2 alfa (PGF2a)
pelas células endometriais, que atinge o ovario pela via unilateral em rota direta de um corno
uterino ipsilateral ao contendo o CL na maioria das espécies (por exemplo, bovinos e ovinos).
O mecanismo de contracorrente entre a veia uterina e a artéria ovariana faz com que a artéria
fique enovelada a superficie da veia utero-ovariana, facilitando o transporte de muitas
substancias, permitindo assim que a PGF2a chegue diretamente ao ovario sem entrar na
circulacao sistémica, onde seria metabolizada 80% nos pulmdes e inativada (Silva et al.,
2010).

Na circulagdo sist€émica, a PGF2a ¢ inativada em 13, 14-diidro-15-ceto
prostaglandina F2-alfa (PGFM) (Martin et al., 2015). Devido ao rapido metabolismo nos
pulmdes e a meia vida-vida curta da PGF2a, logo grande parte ¢ metabolizada na primeira
passagem pelos pulmdes, fazendo com que a concentracdo pldsmatica de PGFM seja
frequentemente utilizada para representar padrao de liberagdo de PGF2a, uma vez que o
metabolito PGFM apresenta uma meia vida mais longa na circulagdo periférica, cerca de 8
min, em comparacao com <l min da PGF2a, possibilitando sua mensuragao (Pugliesi ef al.,
2011). Durante a luteodlise sdo observados valores de pulsos de PGFM variando entre 150 a
570 pg/ml, o que indica a ocorréncia de cinco a oito pulsos de PGF2a com duracdo de 1 a 5

horas em um periodo de dois a trés dias (Martin et al., 2015). Esses pulsos sequenciais de
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PGF2a, conforme determinado pelas concentragdes de PGFM, sdo necessarios para induzir a
lutedlise completa em bovinos (Pugliesi et al., 2011). Essa PGF2a chegando no CL se
associara a receptores presentes na membrana plasmatica das células luteais, iniciando as
cascatas intracelulares que resultam na luteolise (Silva et al., 2010).

Em relacdo a estrutura vascular, a extensdo da angiogénese dentro do CL atinge o
seu maximo dentro de 2 a 5 dias apds a ovulacdo, na medida em que o CL se torna maduro e a
maioria das células esteroidogénicas estabelece contato com os capilares, tornando-se
altamente vascularizado (Acosta; Miyamoto, 2004). Nesse momento o CL se torna responsivo
aos efeitos da PGF2a, sendo agora capaz de sofrer lutedlise, pois essas alteragdes vasculares
resultam na diminui¢do do didmetro vascular e estdo intimamente relacionadas a
hemodindmica do CL, evidenciando que a rapida diminui¢do do fluxo sanguineo ¢ uma das
principais acdes luteoliticas da PGF2a (Miyamoto et al., 2005).

Para que se inicie o processo de lutedlise, proximo ao final da fase luteal, receptores
endometriais de P4 s3o reduzidos ao final do diestro, permitindo a acdo do E2, com a
elevacdo de receptores ativos de estradiol, os quais induzem o aumento de receptores de
ocitocina no endométrio (Ivell, 1999). A ocitocina ¢ um hormonio neurohipofisario,
inicialmente secretada pelas células neurossecretoras do hipotdlamo (Billhaq; Lee, 2023),
sendo esse hormodnio armazenado na hipdfise posterior até sua liberagdo na corrente
sanguinea (Billhaq; Lee, 2023). Além disso, a ocitocina também € produzida por fontes nado
neurais e ja foram observados transcritos (RNAm) da ocitocina e de seus receptores em locais
de sintese local no trato reprodutivo, incluindo o proprio CL (Arrowsmith; Wray, 2014).

Assim, com a subsequente ativacdo dos receptores de ocitocina no endométrio,
ocorre o estimulo da atividade da fosfolipase C, proteina quinase C e fosfolipase A2, que cliva
o 4cido araquidonico, convertendo-o em prostaglandina H2 pela ciclooxigenase 2, a qual ¢
convertida em PGF2a pelos membros da familia 1 da aldo-ceto redutase Bl (AKR1B1) e C4
(AKR1C4) (Cracken; Custer; Lamsa, 1999). A secre¢do de PGF2a induz a secrecdo de
ocitocina estocada no CL e, consequentemente, amplia a produ¢dao de PGF2a endometrial em
resposta a essa suplementagdo auxiliar de ocitocina; ou seja, hd uma retroalimentagdo positiva
entre a ocitocina e PGF2a, causando a regressdao do CL (Ivell, 1999).

Segundo Yamei et al. (2012) ha uma diminuicdo do fluxo sanguineo ovariano
durante a regressdo lutea e niveis baixos durante a formacdo lutea inicial apos ovulagao,
caracterizado por baixo oxigénio no ambiente do CL. Respostas celulares a condi¢des de

hipoxia sdo reguladas através de fatores induziveis (HIFs), fatores esses especificos de
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condi¢des de hipdxia e reguladores de muitos processos, incluindo angiogénese, glicolise,
apoptose, autofagia e funcdo ovariana, demostrando que os vasos sanguineos e as células
endoteliais do CL tem papel essencial na funcao lutea, com grande importancia nos sistemas
que regulam a lutedlise.

O fluxo sanguineo tem papel crucial na fisiologia do CL. A rapida diminui¢do do
fluxo sanguineo luteo causa impacto no nivel de resposta a PGF2a, de modo que a
administracao exogena de PGF2a durante a fase latea média (entre 8 e 12 dias do ciclo estral)
reduz drasticamente o volume e a concentragdo de P4 produzidos pelo CL. Contudo, o mesmo
tratamento se realizado durante a fase litea inicial (até 5 dias apos o estro), ndo ¢ capaz de
induzir luteolise, o que evidencia a estreita relagdo da rede vascular do CL e a agdo da PGF2a
para promover a regressao latea (Miyamoto; Shirasuna, 2009).

A PGF2a exerce a fun¢do luteolitica mediada por receptores da via fosfolipase C-
calcio intracelular-PKC e ativagdo de proteinas quinases, dependente de célcio, calmodulina,
proteina quinase 2 e proteina quinase ativada por 59- adenosina monofosfato (Plewes et al.,
2023), as quais exercem a regulagdo da biossintese de progesterona (Billhaq; Lee, 2023), por
meio da inibicdo da via estimuladora do hormoénio luteinizante (LH), das enzimas
esteroidogénicas e do transporte de colesterol (Diaz; Wiltbank, 2005). Ja durante a luteolise, a
inibi¢do do LH altera a produgao de P4 (Billhaq; Lee, 2023). Sua maxima produgdo pelo CL
depende da absor¢do de colesterol exdgeno das lipoproteinas, sendo o LDL a principal
lipoproteina circulante e a mais estimuladora para essa produgdo (Diaz; Wiltbank, 2005).
Além disso, o transporte do colesterol do citoplasma para a membrana mitocondrial interna,
mediado em parte pela proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), também
desempenha um papel importante nesse sistema (Lavoie et al., 1997).

Neste contexto, a PGF2a inibe tanto a expressdo do RNAm quanto a sintese da
proteina StAR no CL (Davis; Lavoie, 2019). Portanto, a regulacdo induzida pela PGF2a das
vias de transporte de colesterol, como o receptor de LDL e StAR, além da regulacdao por
fatores de transcricdo que controlam essas vias, podem ser aspectos mecanisticos criticos no

processo de aquisi¢ao da capacidade luteolitica (Lavoie ef al., 1997).

2.2 Mecanismos de prevenciao da luteolise e reconhecimento materno da gestacio

A luteostase ¢ o processo pela qual o CL se mantém durante a prenhez, sustentando
a producdo de P4 para o estabelecimento e manuten¢do da gestacdo. Assim, a lutedlise ¢é
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impedida de ocorrer por meio de mecanismos coletivamente conhecidos como
‘reconhecimento materno da gestacao (Meidanl et al., 1996; Davis; Lavoie, 2019) processo
que ¢ majoritariamente coordenado pelo concepto em desenvolvimento (Davis; Lavoie,
2019). Apo6s o periodo pré-implantagdao, o embrido em desenvolvimento sofre uma mudanca
significativa na morfologia apos a eclosdo da zona pelucida, cerca de 8 dias apos a fertilizagao
(Wang; Guillomot; Hue, 2009). Por volta do 12° dia ap6s a fecundagdo, inicia-se a
proliferagdo do trofoblasto (Berg et al., 2010). O concepto assume uma forma ovoide antes de
se alongar para uma forma tubular e depois filamentosa nos dias 16-17. O comprimento do
embrido dobra a cada dia entre os dias 9 e 16, com um aumento acentuado entre os dias 13 e
14 (Wang; Guillomot; Hue, 2009; Berg et al., 2010). Este aumento no tamanho do concepto
coincide com o aumento do fator de reconhecimento materno da gestacdo, o interferon-tau
(IFN-tau) (Berg et al., 2010).

Mecanismo esse onde o embrido em desenvolvimento produz sinais que impedem a
regressdo do CL, produzindo sinais que mantém o CL ativo e produzindo P4, mantendo seus
niveis adequados para a manutencdo da gesta¢do, onde inadequados niveis de P4 contrui para
a perda precoce da prenhez (Lemley; Camacho; Vonnahme, 2014). Uma vez que a secre¢ao
de P4 tem influéncia no ambiente uterino, inibindo a divisao mitética do endométrio, indugao
da diferenciacao do estroma, estimulo de secre¢des glandulares uterinas de nutrientes e fatores
de crescimento, esses essenciais para o desenvolvimento inicial do concepto (Niswender et
al., 2000).

Além dos efeitos sobre o ambiente uterino, um sinal bioquimico ¢ gerado para
prevenir a luteodlise, permitindo que o CL persista funcional e permaneca secretando P4, ou
seja, a fémea deve reconhecer rapidamente a presenga do concepto para que a atividade do CL
exceda a duragdo do ciclo estral (Niwesnder et al., 2000). Esse reconhecimento ocorre através
da secrecdo de interferon-tau (IFN-tau) produzido pelas celulas trofobléasticas embrionarias,
durante os dias 15 e 17 apos o estro. Uma eventual resposta inadequada do endometrio ao
IFN-tau ¢ uma das principais razdes para a producdo e acao indesejada de PGF2a pelas célula
endometriais, levando a uma falha no estabelecimento da prenhez (Lemley; Camacho;
Vonnahme, 2014). O IFN-tau ¢ uma proteina secretada pelas células monoculeares do
trofoectoderma de conceptos (embrides € membranas extraembrionarias) de ruminantes. Seu
efeito antiluteolitico ocorre através da do bloqueio da expressdao de receptores alfa de E2, o

que por sua vez impedira o surgimento de receptores de ocitocina no epitélio uterino. Desta
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forma, anula-se a liberagdo pulsatil de PGF20, impedindo a regressao do CL, previnindo a

supressao da producdo de P4 (Bazer et al., 2020).

2.3 Importancia do corpo luteo na gestaciao e desenvolvimento embrionario inicial.

O sucesso da fertilizagdo em bovinos ¢ tipicamente elevado (>85%); contudo, muitos
dos embrides resultantes ndo conseguem desenvolver-se de forma adequada. Assim, uma
propor¢ao significativa de perdas gestacionais ocorre entre a fertilizacdo e o periodo de
reconhecimento materno da gestacdo (Berg et al., 2010; Lonergan; Sanchez, 2020). Até o
reconhecimento materno da gestagdo, varias etapas ocorrem e sdo necessdrias para o
estabelecimento da prenhez. Primeiramente, a ovulacdo de um ovoécito competente, em
seguida esse ovdcito precisa ser fertilizado por um espermatozoide, apds a fertilizagdo no
oviduto, o embrido bovino entra no utero, aproximadamente no 4° dia de de desenvolvimento
e no estagio de 16 células (Berg et al., 2010). Por volta do 7° dia, o embrido forma um
blastocisto, que consiste em uma massa celular interna, responsavel pela formagdo do
embrido, e um trofectoderma, que eventualmente formara a placenta (Pohler et al., 2019).

Entre os dias 9° e 10° dia, ocorre a eclosdo da zona pelicida do blastocisto (Lonergan;
Sanchez, 2020). Apds isso, o blastocisto passa por mudangas morfologicas, transitando de
uma forma esférica para uma forma ovoide (Pohler et al., 2019). Esse periodo precede o
alongamento do trofectoderma, que se transforma de uma forma inicialmente esférica para
uma forma filamentosa, geralmente comecando por volta do 12° ao 14° dia de
desenvolvimento. Essas mudangas sdo necessarias para o desenvolvimento inicial do embrido
bovino dentro do tutero (Lonergan; Séanchez, 2020). Quantidade consideravel de perdas
gestacionais em bovinos ocorrem durante o primeiro més de gestagdo (Pohler ef al., 2019).
Contudo, o percentual mais significativo de perdas ocorre durante a fase inicial de
alongamento do embrido, especialmente entre os dias 7 e 14 (Pohler et al, 2019). Esse
periodo € critico devido a eclosdo do blastocisto e ao inicio do desenvolvimento do embrido,
representando um momento de vulnerabilidade para a gestacao (Alkan ef al., 2020; Lonergan;
Sanchez, 2020; Agarwal et al., 2023).

O tamanho do CL e sua relagdo com a producdo de P4 circulante sdo parametros
frequentemente utilizados em pesquisas (Alkan ef al, 2020). Uma vez que existe forte
associagdo positiva entre a concentragdo de P4 e o desenvolvimento embrionario em bovinos,
as perdas embriondrias que ocorrem principalmente antes de 16 dias apds a concepgao estdo
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associadas a um tamanho menor do CL, com consequentes baixos niveis de P4 circulante
(Nogueira et al., 2012; Madoz et al., 2021; Pugliesi et al., 2023). Essa P4 ¢ fundamental para
o estabelecimento e manutengdo da gestagdo, devido a fatores essenciais para estimular e
sustentar as fungdes endometrias, que estdo relacionadas a sobrevivéncia, implantacdo e
crescimento embriondrio (Madoz et al., 2021). Concentracdes reduzidas de P4 apds a
ovulagdo tém sido associadas a redugdo do crescimento e alongamento do concepto,
consequentemente havendo redug¢do da producdo de IFN-tau, reduzindo assim a taxa de
concepg¢ao em bovinos (Lonergan; Sanchez, 2020). Por sua vez, elevadas concentragdes de P4
tem sido associadas ao avanco do alongamento do concepto, assim, aumentando a produgao
de IFN-tau, elevando a taxa de comcepg¢ao (Alkan et al., 2020; Lonergan; Sanchez, 2020).

Como demonstrado por Rotheneder er al. (2022), altas concentracdes de P4 na
primeira semana ap6s a ovulagdo levaram a formag¢do de conceptos mais longos e com maior
produgdo de IFN-tau. Além disso, foi observado que as baixas concentra¢des de P4 no inicio
da gestagdo prejudicam o desenvolvimento do concepto. J& no trabalho realizado por Alkan et
al., (2020), constatou-se que a medida em que o didmetro do CL aumentava, as taxas de
concepcdo aumentavam, havendo um efeito significativo do didmetro do CL sobre a taxa de
prenhez apoés a transferéncia de embrides em novilhas de corte.

Por fim, Choi et al. (2023), ao avaliar os efeitos do tamanho do CL, niveis de P4 e taxa
de prenhez apos a transferéncia de embrides (TE), observaram que as vacas receptoras com
CL maior do que 1,5 cm apresentaram taxas de prenhez estatisticamente mais altas
comparadas as com CL de tamanho inferior, além de apresentarem niveis plasmaticos de P4
considerados adequados, entre 2,0 e 4,0 ng/mL. Desta forma, a selecdo pelo tamanho do CL
no momento da transferéncia de embrides foi um fator importante para aumentar a taxa de

prenhez.

2.4 Receptividade uterina ao embrilo e perdas gestacionais

A regulagdo da funcdo uterina em relacdo a receptividade ao embrido ¢
principalmente regulada pelos esterdides sexuais: E2, proveniente do foliculo dominante
durante o estro, e P4, derivada do CL no diestro (Pohler et al., 2019). A P4 ¢ necessaria para
criar um ambiente intrauterino propicio para suportar a implantagdo, placentagdo, crescimento

e desenvolvimento embriondrio e fetal (Madoz ef al., 2021). O hormdnio P4 desempenha um
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papel no processo de remodelacdo endometrial. Essa remodelagdo envolve a transformagao
endométrio de uma fase proliferativa para uma fase secretora (Billhaq; Lee, 2023).

Durante a fase proliferativa, estimulada principalmente pelo E2, o endométrio cresce
e se prepara para receber um possivel embrido, ja na fase secretora as glandulas endometriais
aumentam em tamanho e comegam a secretar substancias nutritivas que sao essenciais para a
possivel implantacdo do embrido (Billhaq; Lee, 2023). A desregulagdo da comunicagdo entre
o desenvolvimento do blastocisto ¢ a modula¢ao da funcao endometrial, através da sintese
inadequada de P4 ou resposta uterina indevida, pode resultar em mortalidade embrionaria
precoce, com taxas variando de 25% a 30% em bovinos (Pohler et al., 2019).

O blastocisto depende exclusivamente das secrecdes uterinas para seu
desenvolvimento, o epitélio das glandulas uterinas secretam um conjunto complexo de
moléculas essenciais para a sobrevivéncia e alongamento do blastocisto, incluindo moléculas
sinalizadoras e reguladores da sobrevivéncia do concepto, seu desenvolvimento, implantagado
e placentacdao (Pohler et al., 2019). Portanto, as glandulas uterinas sdo fundamentais para o
desenvolvimento embrionario pré-implantacional (Gray ef al., 2001).

Durante a gestagdo inicial, o desenvolvimento do concepto ¢ coordenado por
interagdes complexas entre o concepto (embrido/feto) e as células uterinas, como o epitélio
glandular superficial, os epitélios glandulares e as células do estroma (Bazer ef al., 2015). A
funcdo uterina ideal para receber o embrido consiste em proporcionar um ambiente adequado
de nutrientes e fatores de crescimento no fluido luminal uterino. Esse fluido ¢ enriquecido
com secregdes das células epiteliais luminais e glandulares do endométrio, as quais apoiam o
desenvolvimento embrionario durante as primeiras 3 semanas de gestacdo (Pohler et al.,
2019). Essas interagdes sdao essenciais para o desenvolvimento do concepto, para o
suprimento sanguineo que garante a oxigenacao e nutri¢do do concepto, o transporte de dgua e
eletrolitos, o transporte seletivo de nutrientes como glicose € aminoacidos para o limen
uterino, os quais sdo fundamentais para o crescimento fetal (Billhaq; Lee, 2023). Além disso,
a secrecdao ou transporte de componentes do histotréfo para o limen uterino atende as
demandas especificas do concepto, além de ajudar no reconhecimento materno da gestagdo
(Bazer et al., 2015).

Falhas no estabelecimento da gestacdo em bovinos sdo fatores importantes que
prejudicam a lucratividade da pecuaria (Pohler et al., 2019). Em bovinos, a perda gestacional
tem sido caracterizada como mortalidade embriondria precoce (até 28 dias de gestacdo) e

perda embriondria tardia/mortalidade fetal (apos o 28° dia de gestacdao) (Pohler et al., 2019).
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A perda precoce da gestacdo em bovinos apresenta incidéncia em torno de 25 a 30% e ¢
influenciada por mecanismos como anormalidades genéticas, assincronia entre o Utero € o
embrido, o que pode resultar em falha no reconhecimento materno da gestagdo, além de
regressao luteal prematura (Pereira; Wiltbank; Vasconcelos, 2016). Ja mortalidade
embriondria tardia ocorre em torno de 8% das gestagdes e ¢ geralmente agrupada com a
mortalidade fetal precoce para definir a perda gestacional a partir dos 28° de gestagdo, periodo
que inclui mudancas fisioldgicas essenciais como a placentagdo, organogénese ¢ a transicao
de embrido para feto (Pereira; Wiltbank; Vasconcelos, 2016). Embora a incidéncia de
mortalidade embrionaria tardia seja menor do que a precoce, as consequéncias econdomicas
podem ser significativas, devido ao atraso prolongado da concepgao (Pohler et al., 2019).

Em bovinos, existem momentos especificos durante o ciclo estral ou prenhez que o
CL pode sofrer regressdo, como citado anteriormente. Ao classificar a lutedlise em quatro
periodos distintos, identificamos o primeiro periodo potencial de luteodlise, que ocorre por
volta do dia 7 (Wiltbank et al., 2016). Durante esse periodo, fémeas bovinas no seu primeiro
ciclo estral pés-parto podem apresentar uma duracao curta, de aproximadamente apenas 10
dias, devido a uma regressdo precoce do CL. A lutedlise nesse estagio ndo ¢ evitada pela
eventual presenca de um embrido, mas existem mecanismos especificos que previnem essa
regressdo precoce(Wiltbank et al,, 2016). Ja no segundo periodo, que ocorre
aproximadamente entre os dias 18 e 25, € o momento classico para a lutedlise em vacas nao
gestantes. Nesse intervalo, caso a vaca esteja prenhe, ocorre a manutencdo do CL, em um
fendmeno chamado "reconhecimento materno da gestacdo"(Diaz; Wiltbank, 2005).

Ja no terceiro periodo, que ocorre aproximadamente entre os dias 30 e 60 de
gestagdo, uma eventual regressdo do CL pode acontecer, mas ¢ geralmente evitada por
mecanismos que ainda ndo estdo completamente definidos (Wiltbank et al., 2016).
Curiosamente, o CL persiste nessa fase mesmo quando os pulsos de PGF2a induzidos por
ocitocina estao em ascensao (Wiltbank ef al., 2023). Contudo, ¢ provavel que o [FN-tau ja ndo
desempenhe um papel significativo na manutencdo do CL nesse estagio, uma vez que sua
secrecdo pelo concepto em desenvolvimento atinge seu pico por volta do 23° dia de gestagdo e
depois diminui drasticamente nas semanas subsequentes (Wiltbank et al., 2016). A principal
questdo a entender ¢, como mecanicamente o CL da gestacdo ¢ protegido desses pulsos de
PGF2a, que estao claramente presentes apds o periodo IFN-tau em ruminantes (Wiltbank et
al., 2023). Desta forma, a principal causa de perda gestacional nesse periodo pode ser a morte

embriondria precoce, ocasionadas por atrasos ou defeitos no desenvolvimento dos
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placentomas corioalantéides ou do embrido em si, resultando na morte do embrido durante
este periodo crucial, seguida de luteolise e regressdao do CL, ou alternativamente, uma
luteolise indevida pode resultar na perda da prenhez (Giordano et al., 2012).

O quarto periodo de luteodlise ocorre proximo ao término da gestacdo, quando a
sinalizacdo do feto ¢ necessaria para iniciar o parto em ruminantes, sendo identificado como
principal responsavel o cortisol produzido pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal fetal durante
a sua maturagao (Jenkin; Young, 2004). As concentragdes circulantes de cortisol aumentam
exponencialmente nas ultimas semanas de gestacdo, acarretando em um aumento nos niveis
circulantes de E2, queda abrupta na P4, aumento dos receptores de ocitocina no endometrio e
seguido por um aumento da PGF2a, o que leva a regressao do CL (Jenkin; Young, 2004). A
regressdao do CL nesse momento ¢ essencial para a fisiologia do processo normal de parto
(Wiltbank et al., 2016). Em todos os mamiferos, o CL ¢ a principal fonte de P4 no inicio da
gestacdo (Nguyen ef al., 2012). Diferentemente dos seres humanos e ovinos, onde a placenta
assume a producdo de P4 como principal fonte relativamente cedo na gestagdo, o CL mantém
esse papel por mais tempo (Nguyen et al., 2012). Embora, nas fases intermediaria e final da
prenhes, a placenta também contribua com quantidades variaveis de P4 em vacas prenhas
(Wiltbank et al., 2016).

O CL em bovinos prenhes continua produzindo P4 ¢ permanece como uma fonte
importante desse hormonio durante toda a gestacdo, embora haja um declinio na produgdo ao
decorrer da mesma (Nguyen et al., 2012). Embora a placenta bovina apresente atividade
esteroidogénica nos estagios iniciais da gestacdo, sua capacidade de substituir completamente
o CL na produgdo de P4 suficiente para sustentar a gestagdo ocorre apenas nos estagios finais,

a partir de aproximadamente 180 a 200 dias de gestacao (Nguyen ef al., 2012).

2.5. Ultrassografia na avalia¢do do ciclo estral e gestaciao

A ultrassonografia transretal em tempo real € uma importante ferramenta para avaliar e
diagnosticar o sistema reprodutivo de fémeas bovinas. Com o auxilio da tecnologia do
ultrassom ¢ possivel visualizar todo o sistema reprodutivo de forma ndo invasiva (Durocher,
2006). Tornando possivel visualizar 6rgdos e tecidos em tempo-real, que antes eram apenas
detectaveis no estado estatico durante a necropsia ou remog¢do cirurgica, proporcionando a
investigacdo das alteracdes dindmicas nas estruturas biologicas como: padrdes de ondas
foliculares ovarianas durante o ciclo estral, o processo de ovulagdo, dindmica da fase luteinica
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e as interacdes entre o concepto e utero (Pierson; Kastelic; Ginther, 1988). A ultrassonografia
permite maior precisdo em comparacdo a palpacdo transretal na avaliagdo e manejo
reprodutivo, se tornando uma ferramenta para auxiliar na clinica e pesquisa na area da
reproducao bovina. Utilizada na maioria dos estudos em que a morfologia e fungdo sao
relacionadas e como ferramenta clinica para diagnosticar de forma precoce a gestacdo,
identificar o feto, patologias ovarianas e uterinas, juntamente com a determina¢do do sexo
fetal (Ribadu; Nakao, 1999; Matsui; Miyamoto, 2009).

A ultrassonografia na avaliacdo do CL tem sido realizada para prever o estagio do
ciclo estral e seu estado funcional. No periodo do diestro, o CL apresenta uma ecotextura mais
homogénea do que durante o metaestro e proestro (Torres et al., 2022). Gomes et al. (2017),
validaram o uso da ultrassonografia para avaliar a presenga de um CL funcional e
consideraram um método facil e confiavel para avaliacdo do CL em vacas.

A utilizacdo de exames ultrassonograficos possibilita a avaliacdo continua do tamanho
(area), forma e consisténcia do corpo liteo (CL), permitindo o monitoramento do seu
desenvolvimento ao longo de sua vida 1util (Siqueira et al, 2009). No entanto, a
ultrassonografia ndao conseguiu distinguir entre um CL em desenvolvimento e um em
regressdo (Siqueira et al., 2009). Dessa forma, a avaliagdo funcional do CL ¢ de dificil
determinagdo devido as suas semelhancas morfoldgicas (Torres et al., 2022). Portanto, para
estabelecer o estado funcional do CL, € necessario realizar multiplas analises de concentracao
de progesterona, associada a avaliacdo continua e medi¢cdo do CL no intervalo méximo de
dois dias, devido a correlacdo existente entre a area do CL e concentracao de P4 (Torres et
al., 2022).

Com o advento da ultrassonografia Doppler colorido tornou-se possivel avaliar a
intensidade do fluxo sanguineo nos foliculos ovarianos e no CL, através da visualiza¢do da
movimentagdo dos globulos vermelhos dentro dos vasos sanguineos, permitindo assim a
avaliacdo em tempo real do aporte sanguineo de foliculos e CL em diferentes fases do ciclo
estral, pois o a perfusdo sanguinea estd relacionada ao crescimento folicular, atresia e
ovulacdo, desenvolvimento e manutengdo do CL (Matsui; Miyamoto, 2009).

A ultrassonografia Doppler pode ser utilizada para avaliar estruturas e Orgaos
reprodutivos (Fontes; Oosthuizen, 2022). Esses parametros sanguineos sdo estimados
utilizando os principios do efeito Doppler, que indentifica alteragdes na frequéncia das ondas
sonoras enviadas pelo transdutor e refletidas pelas hemacias em movimento, e sua constante

mudanga de posicdo em relacdo ao transdutor € observada (Fontes; Oosthuizen, 2022).
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Quando as hemécias se movem em dire¢do ao transdutor, a frequéncia das ondas ultrassonicas
refletidas sdo maiores do que as ondas emitidas, resultando em um desvio (shiff) positivo, ja
quando a frequéncia das ondas refletidas ¢ menor que das ondas emitidas, ou seja quando as
hemacias estao afastando do transdutor, ocorre um shift negativo (Ginther; Utt, 2004).

Este modo ultrassonografico fornece imagens em tempo real que sdo de facil
interpretagdo para a perfusdo sanguinea, ilustrando a vascularizagdo do CL (Siqueira et al.,
2013; Pinaffi et al., 2015). Os atributos morfologicos e a ecotextura foram associados a
funcdo do CL segundo Siqueira et al. (2009), apresentando alteragdes semelhantes ao longo
do ciclo estral, sendo a heterogeneidade do tecido luteal, analisada por ultrassonografia,
identificada como um indicador promissor do estado funcional do CL, uma vez que se
correlaciona negativamente com as concentragdes circulantes de P4. Para utilizar esses dados
de forma eficaz, é necessario realizar uma analise comparativa que leve em conta variagdes ao
longo do tempo, diferencas entre os animais e valores de referéncia (Pugliesi et al., 2023).
Ap6s a avaliagdo visual, o fluxo sanguineo do CL (CLBF) deve ser quantificada (Siqueira et
al.,2013).

Diversas abordagens foram propostas para a avaliagdo do CLBF, considerando a
precisdo, a magnitude das diferencas esperadas, a tomada de decisdes em tempo real e a
aplicabilidade em condig¢des de campo (Siqueira et al., 2019; Pugliesi et al., 2023). O sinal
Doppler no ultrassom pode ser exibido como graficos espectrais ou imagens de fluxo colorido
(Herzog; Bollwein, 2007). No modo espectral, ele mostra a velocidade do fluxo sanguineo ao
longo do tempo, Util para avaliar grandes vasos que suprem tecidos especificos, como a artéria
uterina. No entanto, essa técnica requer imobilidade, o que pode ser invidvel em animais
grandes. Por isso, a maioria dos estudos sobre CLBF em bovinos usa a analise da area
colorida na imagem de Doppler de fluxo colorido (Herzog; Bollwein, 2007).

A caracterizagdo direta do CLBF pode ser feita por meio da andlise subjetiva da
extensdo da area colorida nas imagens Doppler (Siqueira ef al., 2019). Esse método leva em
conta todo o escaneamento do tecido e se baseia em uma reconstru¢cao mental tridimensional
do orgdo, permitindo diagndsticos em tempo real e decisdes rapidas (Siqueira et al., 2013;
Siqueira et al., 2019). Embora a precisdo dependa da experiéncia do avaliador e possa
melhorar com o tempo, a concordancia entre avaliadores com conhecimentos semelhantes ¢
alta e ha uma boa correlacdo com avaliagdes objetivas/quantitativas (Siqueira et al., 2013). A
area colorida ou o niimero de pixels coloridos em uma imagem podem ser quantificados

objetivamente através do ultrassom utilizando paquimetros internos ou utilizando softwares
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de andlises de imagem (Herzog et al., 2010; Siqueira et al, 2019). Os resultados sdo
apresentados como uma varidvel continua, expressa em valores absolutos (ex., mm?) ou
relativos (% do tecido). Indices que consideram o volume total do tecido em relagdo ao
suprimento sanguineo proporcionaram uma avaliacdo mais precisa do estado fisiologico do
CL (Siqueira et al., 2019).

De qualquer forma, a avaliagdo do fluxo sanguineo esta correlacionada positivamente
com a angiogénese € o desenvolvimento do CL, tanto durante o seu desenvolvimento como na
luteolise funcional e estrutural. O suprimento de sangue ao CL aumenta paralelamente ao seu
crescimento, quando hd um aumento agudo de fluxo sanguineo no CL maduro antes da
regressdo luteal, fornecendo uma estimativa do estado fisiolégico do CL (Siqueira et al.,
2019). Herzog et al. (2010) observaram um aumento do tamanho do CL durante a fase de
crescimento, mantendo-se estdvel na fase estitica, antes de diminuir na regressdo luteal. O
fluxo sanguineo luteal também apresentou um aumento significativo, demonstrando ser um
indicador confiavel do status do CL. Com apenas 35% dos valores maximos, o fluxo
sanguineo previu niveis de progesterona superiores a 1,0 ng/mL, enquanto o tamanho do CL
precisou ultrapassar 60% para indicar um CL funcional (Herzog ef al., 2010). Assim, o fluxo
sanguineo foi um reflexo mais preciso da funcdo luteal, especialmente durante a regressdo
(Herzog et al., 2010).

Sendo assim, ao determinar a perfusdo sanguinea luteal, € possivel estimar a fun¢do do
CL em diferentes fases do ciclo estral, bem como no inicio da gestacdo e sua associacdo com
o perfil de P4 circulante (Pugliesi et al., 2023). A ultrassonografia Doppler colorida também
tem sido utilizada para identificar a perda de vascularizagdo do CL, um fator que
tradicionalmente esta associado a perda da funcdo do CL. Essa avaliacao do fluxo sanguineo
no CL foi um indicador mais precoce de luteolise fisioldgica em bovinos do que a andlise da
morfologia do CL, da ecotextura ou dos testes laboratoriais para P4 (Siqueira et al., 2019).
Desta forma, a associacdo do modo B e Doppler colorido fornecem novas estratégias para
avaliar o estado funcional das estruturas ovarianas e fornecem dados para o manejo
reprodutivo em bovinos (Siqueira et al., 2013). As alternativas atuais para avaliar a fun¢do do
CL por meio de ultrassom Doppler colorido propiciam novas ferramentas que poderiam
melhorar o desempenho reprodutivo e a lucratividade na pecuéria leiteira e de corte (Pugliesi

et al.,2023).
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2.6 Selecao de receptoras para transferéncia de embrides

O sucesso da TE depende de fatores relacionados ao embrido, a receptora, ou a
interacao entre eles (Thomson et al., 2021), Varios aspectos do trato reprodutivo (como
estruturas ovarianas, formato da cérvix, tamanho uterino, tonus e presenca de fluido),
condigdes de saude, nutrigdo e sincronizagdo do estro sdo considerados na selecdo de
receptoras para alcancar uma alta probabilidade de prenhez (Pugliesi et al., 2019).

As tecnologias de embrides sdo técnicas avancadas utilizadas tanto na disseminagao de
genética de alto mérito em operagdes pecuarias quanto como um modelo de pesquisa valioso
para investigar perdas embrionarias e fetais (Phillips; Jahnke, 2016). Fémeas receptoras que
recebem um embrido viavel apds indugdo da ovulagdo, mas que sdo diagnosticadas como nao
prenhes em qualquer momento até o parto, sdo consideradas como tendo sofrido perda
gestacional (Phillips; Jahnke, 2016). A TE convencional ¢ o processo de coleta de embrides
de fémeas doadoras apds superovulacao e a transferéncia para outras fémeas receptoras, para
que assim completem o periodo gestacional (Mebratu, 2020), essa técnica envolve a selegdo e
o manejo dos animais doadores e receptores, bem como a coleta e transferéncia dos embrides
em uma janela curta de tempo apds o cio (7 dias apos o cio/ovula¢do) (Mebratu, 2020). J4 na
producao in vitro de embrides, o mesmo ¢ fertilizado e cultivado em laboratorio, ¢ sua
transferéncia se d4 na receptora 7 dias ap6s o cio/ ovulagdao (Mebratu, 2020).

A selecdo da doadora deve ser fundamentada em trés critérios principais:
superioridade genética, capacidade reprodutiva e valor de mercado da progénie (Mebratu,
2020). Aspecto ainda subestimado para o sucesso de um programa TE ¢ a selecdo das
receptoras. Estas devem ser saudaveis reprodutivamente, ter facilidade de parto, e produgao
de leite para a prole, além de otimo instinto materno. Elas devem estar em um plano de
nutricdo adequado e também manter boa saide conforme o programa do rebanho (Phillips;
Jahnke, 2016). Portanto, o manejo ideal das receptoras de embrides bovinos ¢ essencial para o
sucesso de um programa de TMGE. (Thomson ef al., 2021).

Entre esses fatores, a presenca de um CL de “boa qualidade” ¢ o mais importante para
determinar se uma receptora saudavel deve ser selecionada para uso (Pugliesi et al., 2019).
Programas extensivos de TE geralmente tomam a simples presenca de um CL palpavel como
o critério principal para determinar a elegibilidade de uma receptora para receber um embrido
(Kanazawa et al., 2016). A qualidade CL ¢ tradicionalmente avaliada por palpagdo retal ou

por ultrassonografia pela mensuragdo da area ou diametro do CL. Geralmente, um CL maior €
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considerado de melhor qualidade do que um CL menor (Pugliesi et al., 2019). Alkan et al.
(2020) ao avaliar o didmetro do CL no dia da TE, constatou efeitos positivos na taxa de
prenhes apos a TE em novilhas de corte. Assim como demonstrado por Choi et al. (2023),
que, ao selecionar receptoras de embrido com base na mensuragdo do tamanho do CL,
observou que a taxa de prenhez ¢ maior em animais com CL superior a 1,5 cm.

Virios estudos tém utilizado a ultrassonografia Doppler para avaliar a atividade
lutea através da visualizagao da perfusdo sanguinea do CL no dia da TE, para melhorar a
predi¢ao do sucesso gestacional (Dubuc et al., 2020; Pugliesi et al., 2023). Alguns estudos
indicaram que fémeas bovinas que apresentam maior perfusdo sanguinea no CL no dia da TE
tendem a ter concentragdes séricas mais elevadas de P4 e alcangam maior sucesso reprodutivo
em comparacdo com fémeas que t€ém menor perfusido sanguinea no CL (Pugliesi ef al., 2023).
Fisiologicamente, ja foi demonstrado que ¢ possivel a identificacdo de padrdes distintos de
CLBF tao cedo quanto 16 dias apés a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e
confirmar que a perda da fun¢do do CL ocorre devido a reducdo no fluxo sanguineo, o que
antecede a regressao fisica do CL (Siqueira et al., 2019). Kanazawa ef al. (2016), ao avaliar a
area de fluxo sanguineo das receptoras de embrido no dia 7 e as avaliacdes da area de fluxo
sanguineo pareadas no dia 14, demonstram que esses sdo dados preditores confidveis de
gestacdo em vacas. De acordo com Pinaffi ef al. (2015), a classificagdo de vacas receptoras
com base no CLBF como baixo (<40%) ou alto (>40%) no momento da inovulacao (no dia 7)
indicou uma taxa de prenhez maior nas vacas com CLBF alto em comparacdo com aquelas
com CLBF baixo.

Contudo, também foi observado por Herzog ef al. (2007) aumento quase idéntico
nos niveis de progesterona, no tamanho do corpo luteo e no fluxo sanguineo luteo. No
entanto, foram observadas diferencas importantes na fase estatica, onde o tamanho do corpo
liteo teve um aumento mais modesto, enquanto tanto o fluxo sanguineo quanto as
concentragoes de P4 apresentaram um crescimento bastante semelhante. Assim, no D7 da TE,
o CL ainda estd em fase de crescimento, e seu fluxo sanguineo ndo apresentou diferengas
significativas em relacdo aos animais ndo gestantes, mas aumentou com o tempo nos animais
gestantes. Por outro lado, Couto et al. (2023), ao investigarem a relacdo entre o didmetro do
CL e a perfusao vascular em vacas Nelore submetidas a inseminagao artificial em tempo fixo
(IATF) no D7, ndo encontraram uma associa¢ao entre o fluxo sanguineo do corpo liteo e a

probabilidade de sucesso na gestagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
Investigar caracteristicas morfologicas e funcionais do corpo luteo de receptoras de

embrides bovinos no dia da TE (D7) e, posteriormente, até¢ o 6° més de gestagao.

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a area, vascularizagdo e funcdo (P4 circulante) do CL no D7 em receptoras
que eventualmente se tornardo gestantes ou ndo-gestantes;

e Determinar a dindmica morfologica e vascular do CL desde o dia da TE (D7) ao
segundo trimestre da gestacao (D181);

e Determinar eficécia das diferentes caracteristicas do CL no dia da TE (D7) para a
selecdo de receptoras com maiores chances de prenhez;

e Avaliar a ocorréncia de perdas gestacionais apds o primeiro diagnostico de gestacao

(D33) até o final de segundo trimestre da gestacao (6° més).

4 HIPOTESES

A érea e percentual de vascularizacao do CL € maior no dia da TE em receptoras que
eventualmente serdo diagnosticadas como gestantes em comparagdo com aquelas que nao se
tornarao gestantes.

Em fémeas gestantes, a area e vascularizacdo do CL flutuam em fun¢do do tempo a

medida em que a gestagdo avanga.
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CAPITULO 1I: Caracteristicas morfologicas e vasculares do corpo liteo em receptoras

de embrioes bovinos

Resumo

Este estudo teve como objetivo demonstrar as caracteristicas morfologicas e funcionais do
corpo luteo (CL) em bovinas submetidas a transferéncia de embrides (TE) e sua relagdo com o
estabelecimento e manutengdo da gestacdao. Foram utilizadas 113 vacas e novilhas Girolando,
que receberam embrides oriundos da produgdo in vitro. As receptoras foram sincronizadas
com um protocolo de estradiol e progesterona e, no dia 7 ap6s a ovulagdo, um blastocisto
expandido foi transferido. A concentragdo plasmatica de progesterona foi mensurada no D7 e
a area e vascularizagao do CL foram mensuradas do D7 ao D181. Os dados foram analisados
com o software SAS (versdo 9.4), verificando previamente a normalidade dos residuos pelo
teste de Shapiro-Wilk. Caso a normalidade ndo fosse alcancada, utilizou-se o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Varidveis foram submetidos 8 ANOVA, com diferencgas
significativas analisadas pelo teste t de Student ou Tukey-Kramer. O nivel de significancia
adotado foi p<0,05, e tendéncias estatisticas foram consideradas para 0,05<p<0,1. A
concentragdo de P4 no D7 ndo apresentou diferenca significativa (p=0,14) entre vacas
futuramente prenhes (4,14+1,57 ng/ml) ou vazias (3,7+1,44 ng/ml). Ao analisar a relagdo
entre as variaveis medidas no D7 e a probabilidade de gestacao, verificou-se uma diferenca no
escore de fluxo sanguineo prenhas (2,33+0,82; escala 1 a 4) x vazias (2,66+0,76; p=0,05). A
area do CL apresentou uma tendéncia de ser maior em receptoras prenhes em comparagao
com vazias (3,25 £0,85cm vs 3,18 +1,09cm, respectivamente; p=0,08) enquanto o fluxo
sanguineo do CL (CLBF) nao diferiu entre prenhes e vazias (18,09£10,11% vs 20,77+8,57%,
respectivamente; p=0,12). As andlises de medidas repetidas em fun¢do do tempo indicaram
que alteragdes morfoldgicas e vasculares no CL ocorreram durante a gestagdo, com diferencas
significativas na area do CL, no escore do fluxo sanguineo e no CLBF (p<0,0001). Em
conclusao, alteracdes morfologicas e vasculares do CL no D7 ndo influenciaram a chance de
estabelecimento da gestagdo. Flutuacdes foram observadas em caracteristicas do CL durante

os 6 primeiros meses de gestagdo em receptoras de embrides bovinos.

Palavras-chave: bovinos; corpo luteo; receptoras de embrides; reproducdo; ultrassonografia

doppler.
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Abstract

This study aimed to demonstrate the morphological and functional characteristics of the
corpus luteum (CL) in cows subjected to embryo transfer (ET) and its relationship with the
establishment and maintenance of pregnancy. A total of 113 Girolando cows and heifers were
used, which received embryos from in vitro production. The recipients were synchronized
with an estradiol and progesterone protocol, and on day 7 after ovulation, an expanded
blastocyst was transferred. The plasma progesterone concentration was measured on D7, and
the CL area and vascularization were measured from D7 to D181. The data were analyzed
using SAS software (version 9.4), with the normality of the residuals checked using the
Shapiro-Wilk test. If normality was not achieved, the non-parametric Kruskal-Wallis test was
used. Variables were submitted to ANOVA, with significant differences analyzed using the
Student's t-test or Tukey-Kramer test. The significance level was set at p<0.05, and statistical
trends were considered for 0.05<p<0.1. The P4 concentration on D7 did not show a
significant difference (p=0.14) between cows that would later become pregnant (4.14+1.57
ng/ml) or remain non-pregnant (3.7+1.44 ng/ml). When analyzing the relationship between
the variables measured on D7 and the probability of pregnancy, a difference was observed in
the blood flow score between pregnant (2.33+0.82; scale 1 to 4) and non-pregnant (2.66+0.76;
p=0.05) cows. The CL area showed a trend of being larger in pregnant recipients compared to
non-pregnant ones (3.25 £0.85 cm vs 3.18 £1.09 cm, respectively; p=0.08), while the CL
blood flow (CLBF) did not differ between pregnant and non-pregnant cows (18.09+£10.11%
vs 20.77+8.57%, respectively; p=0.12). Repeated measures analyses over time indicated that
morphological and vascular changes in the CL occurred during pregnancy, with significant
differences in CL area, blood flow score, and CLBF (p<0.0001). In conclusion,
morphological and vascular changes in the CL on D7 did not influence the chance of
pregnancy establishment. Fluctuations were observed in CL characteristics during the first 6

months of pregnancy in embryo transfer recipients.

Keywords: cattle; corpus luteum; doppler ultrasonography; embryo recipients; reproduction
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Introduciao

A busca de descendentes de fémeas bovinas geneticamente superiores vem sendo
alcangado pelo do uso das biotécnicas de reproducdo para a multiplicagdo de animais de
mérito genético superior, com destaque para tecnologias de produgdo de embrides, tanto in
vivo quanto in vitro (Lima et al., 2023). O Comité de Recuperacao de Dados da Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS) demonstrou aumento da producdo de
embrides bovinos ao longo dos ultimos 20 anos, de 2003 a 2022. Desde 2012, o numero de
embrides obtidos por produgdo in vitro (PIV) tem crescido de forma consistente, contribuindo
para um aumento acumulado de 76,0% no total de embrides produzidos nesse periodo (Viana,
2022).

O sucesso das tecnologias de embrides estd ligado a fatores que envolvem a
doadora, a qualidade do embrido e a receptora (Phillips; Jahnke, 2016). Apds a colheita dos
embrides transferiveis de uma vaca doadora superovulada ou a producao de embrides in vitro,
¢ necessario realizar uma selecdo cuidadosa das receptoras para otimizar as taxas de gestacao
(Thomson et al., 2021). Isso requer atengdo ao manejo, a nutricao e ao controle do ciclo estral,
garantindo a presenga de um corpo luteo (CL) funcional que perdure por toda a gestacdo,
sendo fundamental a presenca de um CL de boa qualidade no dia da transferéncia de embrides
(TE) para determinar a adequagdo da receptora como um dos principais fatores para se
alcancar altas taxas de prenhez (Siqueira et al., 2009; Pugliesi et al., 2023).

O CL ¢ uma glandula endocrina tempordria que produz progesterona (P4) e
desempenha um papel fundamental no preparo e na manutencdo da prenhez em mamiferos
domésticos (Pate; Hughes, 2023). Em bovinos, a duracdo da fun¢do do CL ¢ principalmente
regulada pelo hormdnio luteolitico uterino prostaglandina F2 alfa (PGF2a), que influencia a
duracdo do ciclo estral (Weems et al., 2006; Siqueira et al., 2009).A ultrassonografia tem sido
amplamente utilizada em pesquisas sobre reproducdo animal para investigar eventos
fisiologicos baésicos e alteracdes morfoldgicas em 6rgdos e tecidos (Ginther et al., 2004).
Utilizada como ferramenta para analise do CL, ¢ possivel avaliar o seu estado funcional por
avaliagdes sequenciais, em tempo-real, do tamanho (area), forma e ecotextura do CL,
propiciando o monitoramento do desenvolvimento ao longo de sua vida util (Siqueira et al.,
2009). Por sua vez, a introducdo da ultrassonografia modo Doppler colorido tornou viavel
avaliar a area e a intensidade do fluxo sanguineo no CL, fornecendo imagens que mostram a

vascularizagdo do CL, tanto durante o seu desenvolvimento quanto na lutedlise funcional e
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morfoldgica, oferecendo assim uma estimativa com maior precisdo do estado fisioldgico desta
estrutura (Pugliesi et al., 2019). Este tipo de avaliagdo disponibilizou novas estratégias,
fornecendo dados para o preparo no manejo reprodutivo das vacas receptoras de embrido
(Siqueira et al., 2019).

Sendo assim, este estudo objetivou investigar as caracteristicas morfologicas,
vasculares e funcionais do CL em receptoras submetidas a TE e sua relagio com o
estabelecimento da gestagdo, bem como a manutencao destas caracteristicas até o final do

segundo trimestre gestacional.

Metodologias
Animais e Manejo

Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando dados (area e fluxo sanguineo do
CL) coletados de um unico rebanho de gado de leite, localizado na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), no Campo Experimental José Henrique Bruschi, Coronel
Pacheco — MG. Foram utilizados dados de 113 vacas e novilhas Girolando (1/2 a 7/8 HZ),
secas ou em lactacao, com no minimo 45 dias em lactacgao, ciclicas, e com escore de condicao
corporal entre 2,5 a 3,5 (escala de 1 a 5, Edmonson et al., 1989). As receptoras foram
mantidas em um sistema semi-intensivo de producdo, com alimentagdo a base de volumoso
(silagem de milho) e pastagem de Brachiaria sp, acesso a agua e sal mineral ad libitum. Os
dados foram coletados no periodo de 22 de dezembro de 2022 a 14 de junho de 2023. O
estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

EMBRAPA Gado de Leite sob o niimero: 4161140421.
Producao in vitro de embrides

A produgdo in vitro de embrides (PIV) foi conduzida conforme os procedimentos
padrdes de um laboratério comercial (Apoyar Biotech, Alta Floresta, MT). Resumidamente,
complexos cumulus-o6citos (COCs) foram obtidos de ovarios de matadouro de fémeas Nelore
ou mesticas predominantemente Nelore, selecionados e submetidos a maturagdo in vitro por
um periodo de 22 a 24 horas. Apds a matura¢do, os COCs foram fecundados in vitro
utilizando doses de sémen sexado de macho de um unico touro de fertilidade comprovada da
raca Nelore. Apds a fecundagdo in vitro, o cultivo de zigotos/embrides foi realizado em meio
SOF suplementado com 3% de soro fetal bovino (SFB), em atmosfera umidificada com 5%

de dioxido de carbono (CO2) e 5,5% de oxigénio (O2). Blastocistos grau 1 de qualidade
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(IETS) foram coletados no 6° dia de cultivo e envasados em palhetas de 0,25 mL para

posterior TE.
Sincronizacao de receptoras e transferéncia de embrioes.

Vacas e novilhas receptoras foram sincronizadas para transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) utilizando um protocolo conforme a seguir: no dia -10, receberam uma
injecdo intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Farmavet, Brasil) e a
insercdo de um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (Primer®, Tecnopec,
Brasil). No dia -2, o dispositivo intravaginal foi removido e foram administrados 500 pg de
cloprostenol sodico (Ciosin®, MSD, Brasil), 1 mg de cipionato de estradiol (SincroCP®,
OuroFino, Brasil) e 300 UI de eCG (Novormon®, Zoetis, Brasil) por via intramuscular. O cio
presumido ocorreu no DO e a TE foi realizada apos sete dias (D7).

No D7, todas as receptoras foram examinadas por ultrassonografia e as fémeas
elegiveis (com a presenca de um CL >2 cm? de area) foram designadas para receber um
blastocisto expandido de grau 1. Todos os embrides foram transferidos por apenas unico
técnico, por via transcervical e depositados no corno uterino ipsilateral ao ovario contendo o
CL. O diagnostico de prenhez foi confirmado por ultrassonografia realizada 24+2 dias apos a
TE, considerando a presenca de um embrido com batimento cardiaco indicou gestagdo em

curso.

Coleta de dados / amostras

As avaliacdes do CL (area e fluxo sanguineo) e o diagnostico de prenhez foram
realizados por ultrassonografia transretal, utilizando um aparelho de ultrassom Mindray Z-50
(Shenzhen, China) equipado com uma sonda linear retal ajustada para uma frequéncia de 7,5
MHz. A sonda linear foi inserida manualmente no reto da vaca e ambos os ovarios foram
escaneados para determinar a presenca e localizacdo do CL, que foi registrada para cada
animal. Em seguida, foram capturados clipes de video curtos nos modos B e modo Doppler
(com duragdo de 7 segundos), que foram armazenados na memoria interna do equipamento de
ultrassom. Posteriormente, a area do corpo luteo e a area da cavidade (se presente) foram
calculadas em centimetro quadrado (cm?) utilizando os paquimetros internos do equipamento.
Para determinar a area do tecido luteal, foi realizada a subtragdo da area da cavidade (se
presente) da area total do corpo luteo. As imagens geradas utilizando o modo Doppler

possibilitou a avaliacao subjetiva (escores de 1 a 5) e quantitativa do fluxo sanguineo no CL.
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O método subjetivo de pontuagio de escore de 1 a 5 da area de fluxo sanguineo do CL, onde o
escore 1 correspondia a <10% da area colorida; o escore 2 a 11-30%; o escore 3 a 31-50%; o
escore 4 a 51-75%; e o escore 5 a >75%. Para a mensuracdo quantitativa do fluxo sanguineo,
foi realizada a analise de cada video ultrassonografico, selecionando-se uma imagem
representativa para contagem de pixels coloridos e totais, a fim de verificar a porcentagem de
pixels coloridos na imagem em relacdo a area total do CL. Essa quantificagdo foi realizada
pelo Software Corel Photo-paint®. Em cada video ultrassonografico, foi selecionado um
unico frame que demonstrasse o melhor perfil de vascularizacdo do CL. Os resultados da
contagem de pixels coloridos e totais foram obtidos por meio de histogramas confeccionados
automaticamente pelo software apds processamento individual de cada imagem, seguindo o
padrdo de processamento de imagem e contagem de pixels. Foi obtida a média da
porcentagem de pixels coloridos por animal.

A coleta de amostras de sangue para dosagem de P4 foi realizada em todas as
receptoras no dia da TE (D7). As concentracdes plasmaticas de P4 foram determinadas
utilizando kits comerciais de eletroquimioluminescéncia (Immulite PRG Progesterone,
Siemens, Llanberis, UK) em um laboratério comercial de analises veterinarias (Evora,
Brasilia, DF, Brasil). A sensibilidade do kit foi de 0,2 ng/mL, com coeficientes de variagao
inter- e intra-ensaio de 5,8% e 4,6%, respectivamente.

Nas receptoras gestantes no DG33, as mensuracdes da éarea do CL por
ultrassonografia em modo-B e a vascularizagdo do CL por modo Doppler continuaram a ser
realizadas com frequéncia semanal até o 112° dia de gestacdo e mensal no 5° e 6°, més de
gestacdo. Apds o 6° més os exames foram interrompidos, pois ndo foi possivel o acesso aos

ovarios para as mensuragdes do CL.

Analise Estatistica

As variaveis foram analisadas utilizando o programa Statistical Analyses Systems
(SAS version 9.4; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Os mesmos foram previamente
verificados quanto a normalidade dos residuos através do teste de Shapiro-Wilk. Aquelas que
ndo respeitaram a normalidade foram transformados e/ou feita a retirada de outliers. Os dados
que, mesmo apods transformacdo, ndo respeitaram a normalidade dos residuos foram
analisados por estatistica ndo paramétrica de ordem de Kruskal-Wallis (PROC NPARIWAY).
As variaveis normais ou transformadas foram submetidas ao teste de andlise de variancia
(ANOVA) e as diferengas entre médias, quando significantes, foram analisadas pelo teste T

de Student (PROC TTEST). Os dados ao longo do tempo de gestacdo e as diferengas entre
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médias foram analisadas pelo teste de Tukey-Krammer (PROC GLIMMIX). Os resultados
sdo apresentados em forma de média e desvio padrao da média (média=EPM). Os graficos do
tipo scatter plot foram gerados por meio do comando PROC SGPLOT. A curva de
sobrevivéncia foi realizada com base na manutengao da prenhes ao longo da gestagao (PROC
LIFETEST). Para todas as comparacgdes foi utilizado o nivel de significancia estatistica de 5%

(p<0,05) e o nivel de 5 a 10% (0,5<p<0,1) foi considerado como tendéncia estatistica.
RESULTADOS
Concentracio de progesterona.

As concentragdes médias de P4 no momento da TE dos embrides estdo apresentadas
na Tabela 1. Nao houve diferenga na concentracdo de P4 no momento da TE (D7) entre

receptoras posteriormente diagnosticadas como prenhes ou vazias (p=0.14).

Tabela 1 Concentracdo de progesterona (P4) no D7 em receptoras posteriormente

diagnosticadas prenhes ou vazias.

Prenhes Vazias Valor de p
N N

Concentragao de P4

4,14 +1,57 42 3,7+1,44 0,14
(ng/mL) 2 b b 2 70 9

Avaliacio das caracteristicas do corpo liiteo no D7

As caracteristicas do CL avaliadas no D7 e sua relacdo com o estabelecimento da
gestacdo estdo demonstradas na Tabela 2. Ao avaliar a relacdo das caracteristicas do CL no
D7 com a possibilidade de gestacdo nas receptoras selecionadas e submetidas a TE, foi
observado menor escore de fluxo sanguineo no CL em receptoras que nao ficaram gestantes
(p=0,05); uma tendéncia de maior area do CL em receptoras que ficaram prenhes (p= 0,08); e

nao houve diferenga no CLBF entre receptoras que ficaram prenhes e vazias (p=0,12).
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Tabela 2: Caracteristicas do corpo luteo, escore de vascularizagdo ¢ CLBF no D7,

comparando-se receptoras posteriormente diagnosticadas prenhes ou vazias.

D7 Prenhes Vazias Média total Valor de p
Area CL 3,25 £0.85* 3,18 £1,09 3,21 +1,00 0,08
Escore 2,33 +0,828 2,66 £0,76" 2,54 +0,79 0,05
CLBF 18,09 £10,11 20,77 £8,57 19,77 £9,22 0,12

AB letras maitsculas sobrescritas indicam diferenga estatistica na linha pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis (p<0,05).
* Tendéncia estatistica pelo teste T de Student (0.05<p<0.1).

Avaliacdo das caracteristicas do corpo luteo ao longo da gestacio de receptoras de

embriao.

Ao avaliar a dindmica do CL, referente a sua area e fluxo sanguineo, desde a
transferéncia de embrido (D7) dos animais prenhes até o segundo ter¢o da gestacao (D181).
Os resultados encontrados se encontram na Figura 1 e 2. A area e fluxo sanguineo do CL
durante a gestagdo variaram em func¢do do tempo. Os maiores valores para area do CL foram
observados no D48 ¢ D75 ¢ a menor area ocorreu no D181. Em termos absolutos, os valores
médios de area do CL aumentaram do D7 ao D75, seguido de posterior decréscimo até o
D181. A variacao de area do CL em fungao do tempo de gestacao esta representada na Figura

1.
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Figura 1 Area em Cm? do CL de receptoras prenhas durante o D7 ao D181
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A avaliagdo do fluxo sanguineo por escore visual (escala 1 a 5) demonstrou um
aumento crescente do D7 (menor escore observado) aos D55 e D62, quando foram atingidos
os maiores valores. A avaliagdo quantitativa de CLBF com auxilio de um software de analise
de imagens indicou maior percentual de vascularizagdo no D70 e menor valor no D7. O
padrao de variagdo do CLBF, seja pela avaliacdo subjetiva (escore) ou objetiva (% pixels
coloridos), foi de rapida ascensdo da vascularizacdo do CL entre o D7 e o D70, seguida de
uma fase de plateau e posterior decréscimo discreto e retorno a valores similares aos
observados no D33. Observa-se a variagdo do desvio padrdo das médias, em um
comportamento heterogéneo, com maiores variagdes no inicio da gestacdo. A dinamica
vascular do CL durante a gestacdo estd representada nas Figuras 2 (avaliagdo por escore

visual) e Figura 3 (avaliacdo objetiva por mensuracao de pixels coloridos).

Figura 2 Escore do fluxo sanguineo do CL do D7 ao D181 da gestacdo em receptoras de

embrides.
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Figura 3 Fluxo sanguineo do CL (CLBF) do D7 ao D181 de gestagdo em receptoras de

embrides.
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Conforme demonstrado nas figuras 1, 2 e 3 a area do CL, o escore ¢ CLBF
apresentaram variagdes temporais ao longo da gestacdo. Ressalta-se também a variacdo das
médias em cada dia de exame, evidenciando a heterogeneidade destas varidveis entre
individuos.

Para melhor visualiza¢do da heterogeneidade das variaveis avaliadas, foram criados
graficos do tipo scatter plot, onde a distribuicao individual da area do CL ¢ demonstrada na
figura 4, e do fluxo sanguineo (CLBF) na figura 5. Conforme observado na figura 4, a area
do CL durante a gestagdo em receptoras se manteve entre 2 a 4 cm?, porém em algumas
receptoras teve valor minimo <2 cm? e, em outras, valores maximos préximos de 6 cm?, sem

aparentes prejuizos a gestacdo em andamento.
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Figura 4 Grafico tipo scatter plot da 4rea do CL em fun¢ao do tempo de gestagao.
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O mesmo ocorreu com o CLBF, uma vez que as receptoras apresentaram CLBF
crescente a partir do D7 (10 a 20% de CLBF), com pico de 40 a 60% (QUANDQ?) e posterior
decréscimo para valores proximos de 38 a 40% (QUANDO?). Porém, nota-se que ao analisar
individualmente as receptoras, existem momentos em que o minimo se encontrou abaixo de

20% e 0 maximo acima de 60%.
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Figura 5 Grafico do tipo scatter plot do CLBF em funcao do tempo de gestagao.
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Discussiao

Os achados deste estudo indicam que a sele¢do de receptoras potencialmente mais
aptas a se tornarem gestantes utilizando-se caracteristicas morfoldgicas e vasculares do CL no
dia da TE (D7) ndo foram eficazes em predizer a chance de gestacdo, visto que ndo foram
observadas diferencas na area, CLBF, e P4 plasmatica entre fémeas que eventualmente se
tornaram gestantes ou nao. Foi observada ainda uma grande variagdo entre valores minimos e
maximos, provavelmente contribuindo para a falta de diferencas significativas.

Esses resultados corroboram estudos anteriores que falharam em identificar
caracteristicas especificas do CL que poderiam ser utilizadas como critérios de
inclusdo/exclusdo de receptoras, indicando que a presenga de um CL evidente ¢ suficiente
para tornar uma receptora apta (Siqueira et al.,2009). H4, contudo, estudos que demonstraram
que receptoras com maior CLBF no D7 tem mais chances de se tornarem gestantes (Lamb et
al., 2021), o que nao foi confirmado no presente estudo. De qualquer maneira, ¢é

imprescindivel para a sele¢do de receptoras que as mesmas tenham a presenca do CL, como
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critério principal para determinar a escolha para receber um embrido em programas de TE
(Kanazawa et al., 2016). A area e percentual de vascularizagdo do CL n3o foram maiores no
dia da TE em receptoras que eventualmente foram diagnosticadas como gestantes em
comparag¢do com aquelas que nao se tornaram gestantes.

J& nas receptoras gestantes, foi possivel demonstrar um aumento do CLBF entre o
D7 e o primeiro DG (D33) atingindo valor maximo entre o segundo e terceiro més de
gestagdo, que seguiu uma fase de plateau ¢ uma discreta redu¢do no 6° més da prenhez.
Segundo Herzog et al. (2011), o CLBF ¢ um indicador confidvel de niveis de P4 superiores a
1,0 ng/mL quando atingiu apenas 35% dos valores maximos. Em contraste, o tamanho do CL
precisou ultrapassar 60% dos valores maximos para prever de forma consistente a
funcionalidade do CL. Portanto, o CLBF parece ser um reflexo mais preciso da fungdo lutea.
Esses resultados pioneiros demonstram um comportamento dindmico da vascularizacao do
CL durante a gestagao e, de certa forma, também na area do CL, que foi crescente até o valor
maximo no D70, seguida de plateau e discreta redugdo até o 6° més. Dessa forma,
confirmamos que a manutencdo do CL, embora sujeita a flutuacdes na area e vascularizagao,
¢ essencial para que a gestacdo transcorra normalmente e chegue a termo como demonstrado
em estudos anteriores (Siqueira et al., 2009; Thomson et al., 2021; Choi et al., 2023).

A P4 secretada pelo CL tem papel essencial nos eventos reprodutivos que garantem
o estabelecimento e a manuten¢do da gestacdo, influenciando o ambiente uterino, inibindo a
divisao mitotica do endométrio, indugao da diferenciacdo do estroma, estimulo de secrecoes
glandulares uterinas de nutrientes e fatores de crescimento, esses essenciais para o
desenvolvimento inicial do concepto (Niswender et al., 2000). Nesse estudo, a concentragdao
P4 no D7 nao apresentou diferenga entre os animais que se tornaram gestantes ou nao. Essa
mensuracdo realizada no dia da TE corrobora estudos anteriores que ndo detectaram
diferencas na P4 plasmatica no D7 entre receptoras que se tornaram eventualmente gestantes
ou ndo (Pugliesi et al., 2019; Thomson et al., 2021; Chot et al., 2023). H4 evidéncias de que a
perfusdo sanguinea luteal ¢ um indicador mais confidvel da atividade lutea e da probabilidade
de emprenhar do que a concentracdo de P4 (Pugliesi et al., 2019). Estudo recente observou
que receptoras apresentando niveis plasmaticos de P4 entre 2,0 e 4,0 ng/ml tinham maiores
chances de estabelecimento da gestacao (Choi et al., 2023), além da presenca de um CL maior
representar niveis mais altos de P4 no dia da TE, o que esteve associado a um melhor

desempenho reprodutivo em vacas (Choi et al., 2023).
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Em bovinos, niveis elevados de P4 no periodo imediato apds a concepgdo estao
relacionados ao desenvolvimento avangado do concepto (Forde et al., 2011). Por outro lado,
baixos niveis de P4 sdao apontados como um fator causal das reduzidas taxas de prenhes
observadas em vacas leiteiras (Forde et al., 2011). Starbuck et al. (2001) ao suplementar
vacas com P4 identificadas com niveis baixos de P4 (1-2 ng/mL) no dia 5 pds inseminagao,
demonstram ser eficaz em aumentar a taxa de prenhez. No entanto, os mesmos autores
observaram que a suplementacao de P4 em vacas com niveis inferiores a 1 ng/mL ou entre 2—
3 ng/mL nao teve impacto na taxa e prenhez. Altas concentragdes no inicio da formacao lutea
podem até mesmo influenciar de forma negativa (Parr et al., 2014).

Quando as concentracdes de P4 apresentam-se reduzidas, hd uma associada queda
na fertilidade e seus niveis baixos apds a ovulagdo t€ém sido associados a diminui¢cdo no
crescimento e alongamento do concepto, uma menor produ¢do de IFN-t e reducdo nas taxas
de prenhez em bovinos (Lonergan; Sanchez, 2020). J& concentragdes clevadas de P4
circulante logo apds a concepcao estdo associadas ao avango no alongamento do concepto,
aumento na produc¢do de IFN-t e, em alguns casos, taxas de prenhez mais elevadas (Lonergan;
Sanchez, 2020), comprovando que sdo necessarios niveis adequados de P4 circulante, mas
talvez uma vez atingidos, valores médios maiores ndo significam necessariamente maior
chance de prenhez em receptoras (Starbuck et al., 2001; Choi et al., 2023). Dessa forma, o
presente estudo demonstra que ambas receptoras posteriormente prenhes ou vazias
apresentavam concentragdes de P4 similares no D7 , ndo influenciando a taxa de gestacao,
uma vez que os niveis de P4 encontravam-se adequados (nem baixo ou nem muito alto) de
forma a influenciar nos resultados.

A qualidade do CL ¢ geralmente avaliada utilizando palpagdo retal ou
ultrassonografia para medir sua area (Phillips e Jahnke, 2016) e os exames ultrassonograficos
tornaram possivel a avaliacdo continua do tamanho (4rea), forma e consisténcia do CL,
permitindo sua mensuracdo e monitoramento do seu desenvolvimento ao longo de sua vida
util (Siqueira et al., 2009; Pugliesi ef al., 2019; Siqueira et al., 2019). Tradicionalmente, um
CL maior ¢ considerado de melhor qualidade do que um CL menor (Pugliesi et al., 2019). No
entanto, escolher receptoras apenas com base na area do CL pode resultar em taxa de
embrides transferidos reduzida para um tutero nao receptivo, devido a presenca de um CL
menos funcional (Pinaffi et al., 2015). Isso ocorre porque a secrecdo de P4 ndo pode ser

adequadamente avaliada por essas metodologias (Pugliesi et al., 2019), corroborando os
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resultados encontrados no presente estudo, uma vez que ambos os CL no D7 de fémeas
futuramente prenhas ou vazias apresentaram tamanhos similares.

Robinson et al. (2006) demonstrou que o tamanho do CL esta altamente
correlacionado com as concentragdes plasmaticas de progesterona no dia 5 pos-estro.
Contudo, essa correlagdo diminui no dia 8 e é completamente perdida no dia 16. Esses
achados sugerem que a taxa de desenvolvimento luteal exerce maior influéncia sobre a fungdo
do que o tamanho do CL em si. Da mesma forma, Robinson et al. (2008) demonstraram que o
inicio do crescimento do tecido luteo ocorre aproximadamente 1-2 dias apds o cio; portanto, o
D7 pode ser tarde demais para detectar diferencas. Os resultados do presente estudo
corroboram achados anteriores, uma vez que ambos os CL no D7 de fémeas futuramente
prenhas ou vazias apresentaram tamanhos similares.

Ao avaliar as caracteristicas morfologicas do CL no ciclo estral, Siqueira et al.
(2009) demonstraram que a area do tecido luteal aumentou até um valor méaximo 10 dias apos
o estro, seguido por uma fase de plateau e, posteriormente, uma queda a partir de 14 dias ap6s
o estro nos animais ndo gestantes. Foi observado que a area do tecido luteal foi altamente
correlacionada com as concentracdes plasmaticas de P4. Outros autores observaram aumento
do CL concomitante a um aumento correspondente nos niveis plasmaticos de P4 até o dia 8
do ciclo e, posteriormente, durante a fase de regressdo lutea, o volume luteo diminuiu mais
lentamente em relag@o a concentragdo de progesterona. (Gémez-seco ef al., 2017).

Diaza et al. (2013) avaliaram a associa¢do entre o didmetro do CL e a taxa de
prenhez das receptoras apos a TE de embrides produzidos in vitro. Foi observado que maiores
taxas de prenhez foram alcangadas quando os diametros do CL eram maiores do que 24 mm
(39,7%) e 22 mm (33,7%), enquanto menores taxas de prenhez foram associadas a um CL de
14 mm (24,2%), sugerindo que a variavel diametro do CL ¢ importante e deve ser considerado
para o sucesso de um programa de TE em bovinos.

Em rebanhos de corte a area do CL tem relacdo com a taxa de prenhez. Os tipos de
CL (pequeno, médio e grande) resultaram em taxas de prenhez de 31,7%, 40,4% e 45,3%,
respectivamente. Além disso, observou-se que a medida em que o diametro do CL aumentava,
as taxas de prenhez também aumentavam (Alkan et al., 2020). Ja Pugliesi et al., (2019), ao
avaliar categorias de tamanho do CL, demonstraram que o mesmo nao apresentou efeito
significativo sobre a taxa de prenhez, independentemente de o CL ser pequeno (49%; 76 de

155), médio (59,7%; 83 de 139) ou grande (50,7%; 75 de 148). Porém, ao avaliar a area do
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CL como uma varidvel continua, um efeito quadratico indicou uma relagdo positiva com a
taxa de prenhez.

Foi demonstrado nesse trabalho que o fluxo sanguineo do CL (CLBF) foi similar no
D7 em receptoras que futuramente se tornaram prenhes ou vazias. Porém, naquelas fémeas
que se tornaram gestantes, o CLBF apresentou aumento significativo entre o D7 ¢ o D70.
Essas alteragdes morfoldgicas e funcionais do CL ocorrem pois o periodo luteo ¢ dividido em
trés fases: fase lutea de crescimento, fase lutea estatica e fase latea de regressao (Couto et al.,
2023). Durante a fase de crescimento luteal, Herzog et al. (2007) observaram um padrao de
aumento quase idéntico para a concentragdo de P4, o tamanho do CL e o fluxo sanguineo
luteal. No entanto, diferencas significativas foram notadas na fase estatica, onde houve apenas
um aumento moderado no tamanho do CL, enquanto o fluxo sanguineo e as concentracdes de
P4 aumentaram de forma bastante similar. Assim, considerando que no dia da TE (D7) o CL
encontra-se nessa fase de crescimento, foi possivel notar que o seu fluxo sanguineo nao
diferiu dos animais vazios, porém aumentou com o tempo nos animais gestantes. De forma
similar, Couto et al. (2023) avaliaram as rela¢des entre o diametro do CL e a perfusdo
vascular no D7 em vacas Nelore submetidas a inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) e
ndo observaram uma relacdo entre o fluxo sanguineo do CL com a probabilidade de
estabelecimento da gestagao.

E possivel que as disparidades entre animais prenhes e ndo-prenhes se tornem
evidentes especialmente durante as fases estticas ou de regressdo do CL (Herzog; Bollwein,
2007; Choit et al., 2023). Isso ocorre pois, devido a sua natureza transitoria, o CL necessita se
desenvolver rapidamente tanto estrutural quanto funcionalmente para permitir o
estabelecimento de uma gestacdo ou, em caso de falha na concepgao, possibilitar o inicio de
um novo ciclo estral. Essas caracteristicas especificas do CL sdo reguladas principalmente por
uma intensa angiogénese (Acosta; Miyamoto, 2004) que fornece suporte para que ocorra o
desenvolvimento adequado das células luteais durante a luteogénese (fase inicial luteal) e para
o fornecimento de nutrientes e precursores de esteroides que sustentam a secre¢ao de P4 na
corrente sanguinea durante a fase luteal média (Acosta; Miyamoto, 2004). Esse padrdao de
aumento, estabilizacdo e redugdo da perfusdo sanguinea durante o desenvolvimento do CL,
em fémeas prenhes, ocorre possivelmente devido a presenca do concepto e a secre¢dao de
fatores luteotropicos (Herzog et al., 2010; Siqueira et al., 2019).

Velho et al. (2022) analisaram a correlacdo entre os métodos de avaliagdo

morfoldgica e funcional do CL no quinto dia (D5) apds a IATF e observaram o impacto na
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perfusdo sanguinea luteal, no diametro do CL e na concentragdo sérica de P4. Foi constatado
que os escores de perfusdo sanguinea 2 e 3 estavam associados a CLs maiores em relagdo aos
escores 0 e 1. Além disso, os escores 1, 2 ¢ 3 demonstraram boa precisao na estimativa de
novilhas com niveis mais elevados de P4 (precisao=0,79; 0,72 e 0,61; respectivamente). Os
autores concluiram que a avaliacdo da perfusdo sanguinea utilizando escores de 1 a 3 no D5
p6s-IATF permite identificar novilhas com niveis mais altos de P4 e maior diametro do CL,
sendo que um maior didmetro do CL esteve positivamente associado a taxa de prenhez. No
presente estudo, nao foi possivel identificar qualquer associacdo entre CLBF e chance de
prenhez.

Nas receptoras gestantes, ao avaliar a area do CL, bem como seu fluxo sanguineo
durante a gestacdo foi demonstrado um comportamento crescente da area do CL até 60 dias de
gestacao (D75). E posterior decréscimo até o 7° més de gestagdo aproximadamente (menor
valor em D181). O fluxo sanguineo também apresentou menor valor no inicio da gestacao,
com posterior aumento de irrigacdo sanguinea seguida do inicio de um decréscimo desse
aporte sanguineo apos 3 meses de gestacdo aproximadamente. Esses fatos ocorrem
provavelmente devido a atividade secretora do CL em vacas gestantes estar significativamente
reduzida (Shemesh, 1990). Essa diminui¢do na secre¢do se deve tanto a queda no nimero de
células luteas vidveis quanto a redug¢do na atividade secretora e na capacidade de resposta
dessas células a agentes troficos, uma vez que a principal fonte extra-ovariana de P4 nesse
estagio da gestacdo parece ser a placenta, a qual produz P4 ao longo da gestagdo (Shemesh,
1990). Essa capacidade dos cotilédones fetais de secretar progesterona ¢ evidente tanto no
inicio quanto no final da gesta¢do. No entanto, uma producdo significativa de progesterona
pelas cartinculas maternas ocorre apenas apds 100 a 120 dias de prenhes (Shemesh, 1990;
Kindahl, 2007). A maior producdo de P4 pela placenta ocorre entre os 5 e 7 meses de
gestagdo, embora ndo se saiba exatamente por que essa produgdo ocorre, ja que a placenta ndo
assume permanentemente essa funcdao. Nos ultimos meses de gestacao, a producdo placentaria
de P4 diminui e a continuidade da gestacao passa a depender exclusivamente da producao de
P4 pelo CL (Kindahl, 2007).

Neste contexto, observamos no presente estudo que a area e o fluxo sanguineo do
CL se alteram durante a gestacdo, esses parametros diminuem ao longo da gestacdo. Em
bovinos, por mais que o CL permanega presente ao longo de toda a gestagdo, o niumero de
células luteais sofre uma reducdo significativa no ter¢o final da gestagdo (Shemesh et al.,

1988). Embora a placenta bovina apresente atividade esteroidogénica nos primeiros estagios
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da gestacdo, ela s6 consegue substituir totalmente o CL na produc¢dao de P4 em quantidade
suficiente para manter a gestacdo nos estagios finais, a partir de cerca de 180 a 200 dias de
gestacao (Nguyen et al., 2012). Ha ainda uma queda acentuada da fungao secretora de P4 pelo
CL bovino durante a gestagao a partir dos dias 190 e 275 (Shemesh, 1990). Essa diminuigao
na secre¢do ¢ atribuida a redugdo tanto no numero de células luteais, quanto na atividade
secretora e responsividade destas células (Shemesh, 1990). Resultados avaliados por
ultrassonografia sdo escassos na literatura, porém estdo relacionados com avaliacdes
histolégicas do CL. Os resultados do presente estudocorroboram os achados de Xavier et al.
(2011) que, ao avaliar vacas Nelore gestantes, observou que o CL apresenta uma maior
propor¢ao de células endoteliais até os 90 dias de gestacdo. A partir do segundo tergo
gestacional (D181), ocorre uma reducdo no numero de células esteroidogénicas e, no tergo
final, observa-se uma menor propor¢ao de citoplasma e nucleo nas células luteas
esteroidogénicas, além de um aumento no numero de células em degeneracdo e no percentual
de tecido conjuntivo, fibroblastos e matriz extracelular. Da mesma forma, Vargas et al. (2015)
observaram uma redu¢dao no volume do corpo luteo ocupado por citoplasma e nucleo de
células luteas do primeiro para o segundo terco de gestacdo, concomitantemente a um
aumento na propor¢ao volumétrica de tecido conjuntivo. Esse resultado é compativel com o
processo natural de regressao lutea na gestagdo, no qual se observa declinio na propor¢ao de

células esteroidogénicas e substituicao dessas por tecido conjuntivo.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que as caracteristicas morfoldgicas e vasculares do corpo
luteo no dia 7 apods o estro nao influenciam diretamente o estabelecimento da gestacdo em
fémeas submetidas a transferéncia de embrides. No entanto, alteracdes significativas na area
do CL, escore de fluxo sanguineo e CLBF foram observadas ao longo da gesta¢do. Assim,
apesar das caracteristicas no D7 ndo impactarem o inicio da gestagdo, as mudangas continuas
no CL ao longo do periodo gestacional evidenciam seu papel crucial no sucesso reprodutivo

em bovinos.
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