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Introducao

A falha da prenhez pode ser causada por diversos fatores, embora a causa mais comum seja a
perda embriondria durante a fase inicial da gestacdo. Dois fatores primordiais que influenciam a
probabilidade de perda embriondria sdo a qualidade do ovdcito ovulado e o suporte uterino ao
desenvolvimento embriondrio. A ovulacdo de um ovdcito de baixa qualidade geralmente leva a
mortalidade embriondria precoce (antes do alongamento do concepto), embora a fertilizacao do
ovdcito geralmente ndo seja inibida. Da mesma forma, a disfun¢@o uterina no inicio da gestagao
pode levar a morte embriondria. Em ambos os casos, a qualidade do ovdcito e a fungdo uterina
podem ser reguladas pelas concentragdes circulantes de progesterona antes e depois da ovulagao,
respectivamente. As concentragdes pré-ovulatdrias de progesterona podem influenciar a
liberacdo do hormonio luteinizante (LH), que afeta a maturag¢do do ovdcito, o crescimento
folicular e a producgdo de estradiol (Rahe et al., 1980; Schallenberger et al., 1985; Savio et al.,
1993; Gong et al., 1995). A alteragdo do amadurecimento do ovdcito ou a presenga de
quantidades pré-ovulatdrias limitadas de estradiol podem causar queda da fertilidade. Além
disso, a sensibilidade as concentracdes de progesterona durante o desenvolvimento folicular pode
variar entre racas bovinas (Bos indicus e Bos taurus; gado de corte e de leite). Apds a ovulacdo,
as concentracOes de progesterona presentes no inicio da gestacdo podem influenciar a fungdo
uterina e a taxa de crescimento embrionario (Garrett et al., 1988; Satterfield et al., 2006).
Diversos estudos demonstraram que as concentragdes de progesterona e o grau de elevagdo dos
niveis de progesterona apds a ovulacdo afetam o sucesso da prenhez (Johnson, 1958; Mauer e
Echternkamp, 1982; Robinson et al., 1989; Starbuck et al., 2004). Portanto, o objetivo deste
artigo € descrever os possiveis mecanismos através dos quais as concentracoes pré e pos-
ovulatérias de progesterona influenciam o sucesso da prenhez em bovinos.

Importancia da Progesterona Antes da Inseminaciao

As concentracdes circulantes de progesterona durante o ciclo estral regulam a secrecdo do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo (Rahe et al., 1986;
Schallenberger et al., 1985; Kinder et al., 1996) e a secrecdo de gonatrofinas (LH e hormonio
foliculo estimulante, ou FSH) pela hip6fise anterior (Savio et al., 1993; Gong et al., 1995). A
liberacdo de gonadotrofinas pela hipdfise anterior regula o desenvolvimento folicular e
influencia a maturacao do ovdcito, além de ser fundamental para a produgdo de hormonios
esteroides. O hormonio foliculo estimulante (FSH) € necessdrio para iniciar a onda folicular
(Ginther, 2000), enquanto o hormdnio luteinizante (LH) regula o estdgio final do crescimento
folicular (Savio et al., 1993) e a maturagdo do ovdcito (Gong et al., 1995). Além disso, o LH
promove a producdo e a secrecdo de estradiol pelo foliculo dominante (Schallenberger et al.,
1984). Altas concentracdes de progesterona resultam em redugdo da pulsatilidade do LH, embora
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com aumento da amplitude dos pulsos. Em contrapartida, na presenga de baixas concentracdes
de progesterona, como ap6s a lutedlise, a frequéncia de pulsos de LH aumenta (Rahe et al.,
1980). Apés a lutedlise, quando as concentragdes de progesterona siao baixas, a maior
pulsatilidade de LH estimula o crescimento do foliculo dominante (Taft et al., 1996), o aumento
da producdo de estradiol e a ocorréncia de estro e ovulagdo. Em contraste, durante os periodos de
altas concentracdes de progesterona, a baixa frequéncia de pulsos de LH deixa de sustentar o
crescimento folicular, resultando em atresia do foliculo dominante (Adams et al., 1992).
Diversos pesquisadores se basearam neste principio para alterar a frequéncia de liberacao de LH
através da administracdo de progesterona exdgena. A progesterona tem efeito dose-dependente
sobre a secrecao de LH (Kinder et al., 1996). Kojima e colaboradores (1992) demonstraram que
a administracdo e doses subluteais de progesterona exdgena na auséncia de corpo liteo (CL)
resulta em um padrdo de secre¢do de LH semelhante ao que se verifica na fase folicular em
bovinos. A alteragdo da regulacdo da liberagdo de LH pela progesterona pode afetar o
desenvolvimento e a capacidade futura do ovdcito de ser fertilizado e resultar em prenhez.
Quando o periodo de exposi¢do a concentragdes subluteais de progesterona € muito prolongado,
foliculos persistentes se desenvolvem, com drastica redugdo da fertilidade (Kinder et al., 1996).
Entretanto, a influéncia de periodos limitados de baixas concentracdes de progesterona sobre a
secrecdo de LH, o crescimento folicular, a competéncia do ovdcito e a fertilidade ainda nao foi
determinada.

Concentragoes de progesterona durante o desenvolvimento folicular e sucesso da prenhez

Com a excecdo de estudos que investigaram a relacao entre a ocorréncia de foliculos persistentes
e a infertilidade, poucos estudos avaliaram diretamente os efeitos das concentragdes de
progesterona e das concentracdes subsequentes de LH durante o desenvolvimento da onda
folicular sobre a qualidade do ovdcito cuja ovulagdo foi induzida e o sucesso da prenhez. Estudos
adicionais que investigaram as concentragdes de progesterona durante protocolos de
sincronizac¢do de estro indicam que as concentragdes de progesterona presentes durante o
desenvolvimento da onda folicular ovulatéria podem afetar a fertilidade. Entretanto, as
concentracdes ideais de progesterona necessarias para estimular a fertilidade parecem variar
entre as espécies Bos indicus e Bos taurus, assim como entre bovinos de leite e corte.

Nos tltimos anos, diversos estudos realizados em bovinos Nelore demonstraram que a reducio
das concentragdes de progesterona durante os estdgios finais do crescimento folicular melhora as
taxas de prenhez, embora isso ndo tenha sido determinado em animais Bos taurus. A diferenca
entre as espécies bovinas pode ser explicada pelo estudo realizado por Carvalho et al. (2008),
comparando o intervalo desde a implantacdo do CIDR e a administrac@o de estradiol até a
emergéncia da onda folicular em novilhas Bos indicus, Bos indicus x Bos Taurus e Bos taurus.
Embora o intervalo entre a administracdo de estradiol e a emergéncia da onda folicular ndo tenha
diferido entre os grupos (3,2 dias), as novilhas Bos indicus puras apresentaram os menores
foliculos dominantes ao final do tratamento com CIDR. Concentra¢gdes mais altas de
progesterona circulante durante a sincronizacio do estro também foram associadas a reducdo da
velocidade de crescimento do foliculo dominante nas novilhas Bos indicus, indicando que
animais Bos indicus sdo mais sensiveis aos efeitos da progesterona e que altas concentragdes pré-
ovulatorias de progesterona podem prejudicar o desenvolvimento folicular nesses animais.

A fim de aumentar as taxas de prenhez a IATF em bovinos Bos indicus, diversas abordagens
voltadas para a reducdo das concentracdes de progesterona durante o desenvolvimento folicular
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e/ou o aumento das concentragdes de gonadotrofinas durante os protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo foram investigadas (Claro et al., 2010; Meneghettii et al., 2009; Sa Filho et al., 2009;
Peres et al., 2009; Dias et al., 2009). Uma forma de aumentar o suporte gonadotréfico ao foliculo
dominante é o prolongamento da durac¢do do proestro, ou seja, o aumento do intervalo entre a
regressao do corpo liteo e a onda de LH. Foi demonstrado que as taxas de prenhez sao mais altas
em animais com proestro mais longo, tanto em bovinos Bos indicus como em bovinos Bos taurus
(Vasconcelos et al., 2001; Mussard et al., 2007; Bridges et al., 2008; Perez et al., 2009). Outra
abordagem empregada para reduzir as concentragdes de progesterona durante o desenvolvimento
folicular € a administracdo de uma dose luteolitica de prostaglandina F,, (PGF) antes da remog¢ao
do CIDR, o que melhora a fertilidade em fémeas Bos indicus (Peres et al., 2009). Além disso, a
gonadotrofina coridnica equina (eCG) aumenta as taxas de prenhez a IATF quando administrada
no final do tratamento com CIDR em vacas em anestro. A administragdo de eCG tem o potencial
de aumentar as taxas de prenhez por permitir a ovulagdo de um foliculo dominante maior, que
resulta em um CL maior e em concentragdes circulantes de progesterona mais altas 12 dias ap6s
a ovulacdo (Vasconcelos et al., 2001; Baruselli et al., 2003; Peres et al., 2009; S4 Filho et al.,
2009). Nao se sabe se a administracdo de eCG afeta diretamente a competéncia do ovdcito.
Entretanto, ap6s a aspira¢do de um mesmo nimero de foliculos em ambos os grupos, vacas
tratadas com eCG geraram mais que o dobro de ovdcitos vidveis em relacdo a vacas que nao
receberam estimulacdo com eCG antes da aspiracdo folicular (Aller et al., 2012).

Outra estratégia de manejo usada para aumentar o suporte gonadotréfico ao foliculo ovulatério
em protocolos de sincronizag¢do da ovulag@o é o emprego de CIDRs usados. Uma vez que
animais Bos indicus sdo mais sensiveis as concentragdes circulantes de progesterona, o emprego
de um CIDR com concentragdes mais baixas de progesterona pode diminuir a queda da secre¢ao
de LH induzida pela progesterona, melhorando o crescimento folicular, a produ¢do de estradiol,
a qualidade do ovdcito e a fertilidade. Em um estudo realizado por Claro et al. (2010), as taxas
de prenhez em novilhas Nelore pré-puberes foram maiores apds a sincronizagdo com CIDRs
usados (resultando em niveis séricos de progesterona da ordem de 2,0 = 0,11 ng/mL e taxa de
prenhez de 47,7%) do que com CIDRs novos (progesterona sérica = 2,31 £ 0,11 e taxa de
prenhez de 39,2%). Em outro estudo envolvendo novilhas Nelore ptberes, o emprego de CIDRs
usados para reduzir as concentracdes de progesterona resultou em maior didmetro do foliculo
ovulatdrio e em taxas mais elevadas de prenhez a IATF (Dias et al., 2009). Em conjunto, tais
estudos demonstram que animais Bos indicus apresentam taxas de prenhez mais altas quando
expostos a um ambiente mais pobre em progesterona antes da ovulagdo. Embora o mecanismo
exato por trds da melhora da fertilidade em ambientes mais pobres em progesterona nio tenha
sido esclarecido, diversos fatores podem estar envolvidos. As baixas concentracdes de
progesterona podem aumentar a secrecdo de LH, estimulando o crescimento folicular e a
producdo de estradiol, fatores esses que influenciam as taxas de prenhez em bovinos
(Vasconcelos et al., 2001, Perry et al., 2005, Bridges et al., 2010). Além disso, a ovulacdo de
foliculos maiores geralmente resulta no desenvolvimento de um CL maior, capaz de produzir
mais progesterona. Conforme serd discutido mais adiante, as concentracdes pos-ovulatorias de
progesterona sdao fundamentais para a sobrevivéncia do embrido e o aumento dos niveis de LH
pode promover a ovulacdo de um ovdcito de melhor qualidade.

Nas racas bovinas Bos taurus, as implicacdes de baixas concentragdes de progesterona durante o
desenvolvimento folicular ndo foram esclarecidas e ha menos estudos investigando tais
interacOes. Entretanto, em um estudo recente envolvendo novilhas de corte mesticas, a redugao
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das concentragdes circulantes de progesterona durante o desenvolvimento da onda folicular
resultou em um foliculo maior no momento da remog¢ao do CIDR possivelmente devido ao
aumento da secrecdo de LH em resposta a queda da progesterona circulante (Sparks et al., 2012).
Sparks e colaboradores (2012) também observaram concentragdes de progesterona mais altas no
ciclo estral subsequente nas novilhas do grupo de tratamento de baixa progesterona,
provavelmente devido a ovulac@o de um foliculo maior. Entretanto, ndo houve aumento das
taxas de prenhez a A apés a sincronizagdo do estro com o protocolo baseado em baixas
concentracdes de progesterona durante o desenvolvimento da onda folicular, sugerindo que as
concentracdes pré-ovulatdrias de progesterona podem ndo ter o mesmo impacto nas ragas Bos
taurus e Bos indicus. Entretanto, novas pesquisas se fazem necessdrias para esclarecer
definitivamente a questio.

Em vacas leiteiras lactantes, hd evidéncias de que concentragdes mais altas de progesterona
durante o desenvolvimento folicular sejam necessdrias para a maximizacdo da fertilidade (Cerri
et al., 2009. 2011; Denicol et al., 2012). Recentemente, foi demonstrado que o emprego de dois
CIDRs resulta em concentragcdes mais altas de progesterona circulante antes da ovulacido e em
maiores taxas de prenhez em vacas leiteiras em lactagdo (Denicol et al., 2012). Tais
pesquisadores concluiram que os protocolos de sincronizacdo de estro em vacas leiteiras
lactantes devem garantir concentragdes de progesterona acima de 2 ng/mL durante o
desenvolvimento folicular para que haja maior probabilidade de prenhez a IA. Além disso, a
implementacdo do protocolo de sincronizacdo do estro durante a segunda onda folicular, quando
as concentragdes de progesterona sao mais altas, melhora as taxas de prenhez a IATF em vacas
leiteiras em lactag@o (Bisinotto et al., 2010). Embora ndo se saiba o motivo da melhora da
fertilidade em vacas leiteiras em lactagdo na vigéncia de concentragcdes mais altas de
progesterona durante a sincronizagdo do estro, a regulacdo da liberacdo de LH pela progesterona
pode estar envolvida. As concentracdes de progesterona sao bem mais baixas em vacas leiteiras
lactantes do que em vacas leiteiras secas e novilhas leiteiras devido a maior ingestao alimentar,
ao maior fluxo sanguineo hepdtico e ao maior catabolismo esteroide (Sangsritavong et al., 2002;
Sartori et al., 2004). E possivel que as baixas concentra¢des de progesterona durante a
sincronizac¢do do estro levem a secrecao anormal de LH, afetando a qualidade do ovdcito cuja
ovulacdo foi induzida. Tudo isso € especulativo e novas pesquisas sdo necessdrias para esclarecer
o motivo da queda das taxas de prenhez em vacas leiteiras em lactagdo quando a sincronizagdo
do estro € realizada com baixas concentracdes de progesterona.

Efeito das concentracdes de progesterona durante o desenvolvimento folicular sobre a
competéncia do ovocito

Recentemente, nosso laboratério comecou a pesquisar a influéncia das concentracdes de
progesterona durante o desenvolvimento folicular sobre a competéncia do ovdcito. A redugao
das concentragdes circulantes de progesterona durante a onda folicular pode proporcionar maior
suporte gonadotréfico ao foliculo ovulatério (Robinson et al., 1989; Dias et al., 2009) e maior
producao folicular de estradiol (Sirois e Fortune, 1990), além de afetar diretamente a maturacio e
a competéncia do ovdcito (Driancourt et al., 1998; van de Leemput et al., 1998). Conforme
demonstrado previamente, ovocitos bovinos obtidos a partir de foliculos pré-ovulatorios com
concentracdes mais altas de estradiol tém maior probabilidade de desenvolvimento até o estagio
de blastocisto in vitro (van de Leemput et al., 1998). Além disso, a inibi¢do dos pulsos de LH e o
declinio subsequente da producdo folicular de estradiol reduzem a propor¢do de ovocitos ovinos
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que sofre clivagem e atinge o estdgio de blastocisto (Oussaid et al., 1999). Dado o papel do LH
na maturacdo do ovdcito (Savio et al., 1993; Gong et al., 1995) e a sua capacidade de inibir a
producdo de estradiol pelo foliculo dominante (Schallenberger et al., 1984), o aumento da
pulsatilidade de LH através da reducdo das concentra¢des de progesterona pode favorecer a
competéncia do ovdcito. Isso motivou a realizacdo de dois experimentos em nosso laboratdrio,
ambos envolvendo novilhas de corte Bos taurus e voltados para a determinagdo da influéncia das
concentracdes circulantes de progesterona sobre a dinamica folicular e a competéncia do ovdcito.
A puncio folicular (OPU) transvaginal guiada por ultrassom foi empregada para coletar ovécitos
de fémeas com diferentes concentracdes de progesterona. Em seguida, os ovdcitos foram
avaliados quanto a qualidade e capacidade de se diferenciar em blastocisto apds a producao de
embrides in vitro (PIV). Hipotetizamos que a reducdo das concentracdes de progesterona durante
o crescimento folicular resultaria em aumento da concentracdo de LH, promovendo o
desenvolvimento de um ovdcito mais competente, com maior probabilidade de diferenciacdo em
blastocisto.

O primeiro experimento foi realizado com novilhas de sobreano da raga Charolés (n = 36). Todas
as novilhas foram pré-sincronizadas para apresentar estro no mesmo dia do ciclo estral (estro =
dia O; Figura 1) e alocadas para um dos seguintes tratamentos: 1) progesterona alta (H) ou 2)
progesterona baixa (L). A ablacdo folicular foi realizada no dia 5,5 para reiniciar e padronizar o
crescimento folicular. Imediatamente apds a pung¢ao, as novilhas do grupo de tratamento L
receberam um CIDR usado e duas inje¢des de 25 mg de PGF, com um intervalo de 6 a 8 horas,
para a inducgdo da lutedlise. Consequentemente, a Gnica progesterona presente na circulacdo no
grupo de tratamento L era proveniente do CIDR usado. No momento da ablacdo folicular, as
novilhas do grupo de tratamento H receberam um CIDR novo e ndo receberam PGF. O
crescimento folicular foi estimulado através da administracao de 40 mg de FSH nos dias 7,5, 8,
8,5 ¢ 9 e os ovdcitos foram coletados por OPU de todos os foliculos visiveis no dia 10,5. Apds a
OPU inicial, as novilhas receberam outro CIDR novo (grupo de tratamento H) ou usado (grupo
de tratamento L) e receberam nova inje¢do de 40 mg de FSH nos dias 12,5, 13, 13,5 e 14 para
estimular o crescimento folicular. Uma segunda OPU foi realizada no dia 15,5 para a coleta de
ovdcitos de todos os foliculos visiveis. As concentragdes circulantes de progesterona foram
avaliadas durante todo o ensaio e, no momento da OPU, o nimero de foliculos aspirados foi
registrado. Os ovdcitos coletados foram imediatamente transportados para o laboratério e
classificados (conforme descri¢do de Blondin et al., 1996; Tabela 1). Ap6s a classificacdo, os
ovdcitos foram agrupados por tratamento e colocados no meio de maturagdo. Infelizmente,
devido a imprevistos ocorridos no laboratério, a PIV de embrides ndo foi suficiente para
possibilitar conclusdes a respeito do efeito do tratamento sobre a viabilidade do ovdcito in vitro.
Por esse motivo, apenas o nimero de foliculos, a coleta de ovdcitos e os pardmetros de qualidade
do ovdcito puderam ser avaliados no estudo.
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Tabela 1. Classificagdo dos complexos ciimulo-ovécito bovinos (CCO)™®

N° de
Categoria do camadas do
Ovécito cimulo Expansao do cimulo Textura do ooplasma
1 >5 Compacto Homogéneo
2 >5 Compacto Zona escura na periferia
Discreta expansao nas camadas -
3 >5 p Granulagdes discretas
externas
Expansao completa com grumos ~ .
4 >5 p P & Granulagdes grosseiras
escuros
5 1 Somente corona radiata Varidvel
6 0 Auséncia de ctimulo Varidvel

*Adaptado de Blondin et al., 1996.
® Ovécitos que ndo se enquadraram na classificacio empregada foram omitidos.

Figura 1. Delineamento do Experimento 1
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Conforme esperado, durante o crescimento folicular as concentragdes de progesterona diferiram
(P < 0,01; Figura 2) entre os tratamentos a cada coleta realizada apds a ablacdo. As novilhas do
grupo de tratamento L produziram nimero maior de foliculos (P = 0,03; Tabela 3) e
apresentaram maior nimero de ovdcitos recuperados (P = 0,02; Tabela 2) do que as novilhas do
grupo de tratamento H. Além disso, o nimero de ovdcitos de grau 1 a 3 por animal (P = 0,02;
Tabela 3) foi maior nas novilhas do grupo de tratamento L do que nas novilhas do grupo de
tratamento H.

Tabela 2. Efeitos da concentrag@o de progesterona sobre o niimero de foliculos aspirados, o nimero de
ovécitos recuperados e o nimero de ovécitos de grau 1 a 3 coletados por novilha no Experimento 1"

Progesterona Alta (n =31) Baixa (n = 37)
Foliculos Aspirados 12,1 +£1,0° 15,3 + 1.1°
Ovédcitos Recuperados 6,4 +0,8" 9,9+1,2°
Ovécitos de grau 1 a 3 4.8+0.7" 7.8+1.0°
'Médias dos quadrados minimos

**p<0,03

O segundo experimento foi realizado com vacas Angus adultas (n = 56). O delineamento
experimental foi semelhante ao empregado no experimento 1, exceto pelo objetivo adicional de
comparar os efeitos das concentragdes de progesterona sobre a qualidade do ovécito, com ou
sem emprego de FSH para induzir o crescimento folicular (Figura 3). Para esse fim, todas as
vacas foram sincronizadas para apresentar estro no mesmo dia do ciclo estral (estro = dia 0), a
ablacdo folicular foi empregada para reiniciar as ondas foliculares (dia 5,5) e o estimulo ovariano
com 40 mg de FSH foi realizado nos dias 7,5, 8, 8,5 € 9, antes da coleta de todos os foliculos
visiveis por OPU no dia 10,5. A segunda onda de crescimento folicular nao foi estimulada com
FSH e, consequentemente, a OPU foi realizada no dia 14,5, 4 dias ap6s a OPU anterior. Portanto,
neste experimento foi empregado o delineamento fatorial 2x2, tendo como efeitos principais a
concentracio de progesterona (L ou H) e FSH (+/-). No experimento 2, todos os ovécitos
coletados com sucesso foram submetidos a PIV, que permitiu a avaliacdo da taxa de clivagem e
de formagao de blastocistos, além da inspecao da qualidade do embrido. A microscopia
epifluorescente também foi empregada na determinacdo do niimero total de blastomeros e do
numero de blastdmeros mortos.
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Figura 2. Concentracdes circulantes de progesterona (ng/mL) nas novilhas dos grupos de
tratamento de progesterona alta e baixa no Experimento 1. As concentracdes de progesterona
diferiram (P < 0,01) a cada coleta apds a ablacdo (dia 5,5)
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Figura 3. Delineamento do Experimento 2
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Figura 4. Concentracdes circulantes de progesterona (ng/mL) nas vacas dos grupos de
tratamento de progesterona alta e baixa no Experimento 2. As concentragdes de
progesterona diferiram (P < 0,01) a cada coleta apds a ablacdo (dia 5,5)
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Conforme esperado, as concentracdes de progesterona diferiram (P < 0,01; Figura 4) entre os
tratamentos a cada coleta apds a ablacdo. A reducdo das concentracdes de progesterona durante o
desenvolvimento folicular resultou em um maior nimero de foliculos no momento da OPU,
independente da administracdo de FSH (Tabela 3). Entretanto, as concentracdes de progesterona
ndo influenciaram o nimero de ovdcitos recuperados, a qualidade desses ovdcitos a inspe¢ao
(Tabela 4), ou a sua capacidade de clivagem e desenvolvimento até o estdgio de blastocisto apds
a PIV (Tabela 4). Embora a producdo de blastocistos nio tenha sido afetada pela concentracdo de
progesterona, os embrides em estagio de blastocisto derivados de ovdcitos coletados de vacas
com baixas concentragdes de progesterona apresentaram desenvolvimento mais avangado (P <
0,05), com maior nimero total de células (P < 0,05) do que os embrides em estigio de
blastocisto derivados de ovdcitos coletados de vacas expostas a altas concentragdes de
progesterona (Tabela 5). Com relac¢do ao segundo objetivo, o nimero de foliculos (P <0,001) e o
numero de ovdcitos recuperados (P < 0,001; Tabela 3) foram maiores nas vacas tratadas com
FSH. Além disso, a administragdo de FSH resultou em um nimero maior de ovocitos de graul a
3 por vaca (P < 0,001; Tabela 4), com tendéncia (P = 0,06) ao aumento da porcentagem de
ovdcitos de grau la 3 por vaca.
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Tabela 3. Efeito da Progesterona e do FSH sobre os Foliculos Aspirados e os Ovécitos Recuperados por
Vaca no Experimento 2'

Tratamento Progesterona FSH
Alta Baixa Sim Nao
(n=50) n=157) (n=153) (n=54)
Foliculos 19,0 + 1,41° 232+1,31° 25,1 £1,33¢ 16,9 +1,32¢
aspirados, n
Ovécitos 11,6 £ 3,85 13,0 £3,55 16,1 +3,75¢ 8,5 + 3,65

recuperados, n

'Médias dos quadrados minimos
**P=0,03 “‘P<0,001

Tabela 4. Efeito da Progesterona e do FSH sobre a Qualidade do Ovécito e a Produgdo de Embrides no
Experimento 2

Tratamento Progesterona FSH
Alta Baixa Sim Nao

% Ovécitos de 63,6 65,5 67,0° 60,0°
graula3 (328/516) (443/676) (531/792) (240/400)
Ovécitos de grau 1 6,5 +0,69 7,7+0,76 9,9 +0,94" 4,3 + 0,42b
a 3 por vaca

) 56,7% 61,9% 60,2% 58,6%
Clivagem, % (244/430) (337/544) (380/631) (201/343)
Blastocistos, % 19,3% 22,1% 22.2% 18,4%

(83/430) (120/544) (140/631) (63/343)

b p 0,000 “P=0,06

Tabela 5. Efeito da Progesterona e do FSH sobre as Caracteristicas do Embriio no Experimento 2'

Tratamento Progesterona FSH
Alta Baixa Sim Nao

(n = 59) (n=57) (n =76) (n = 40)
Estagio 5.1 +0,22° 55+0,18" 53+0.16 5.4+0.24
Embrionario
Qualidade do 1,5+0,10 1.3+0,09 1.5+0,08 1.4+0,11
Embrido
Células Mortas, n 5.1+ 143 4.6+ 1,11 53+1,02 4.4+ 1,54
Células Totais, n 78,6 + 3,60 90,4 +3,31° 80,6 + 2,87 893 +4,18
Vidveis, % 92,9 +2,13 947 + 1,54 92.8 + 1,44 947 +2.24

' Médias dos quadrados minimos
**p<0,05
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Em ambos os experimentos, 1 (novilhas) e 2 (vacas), a baixa concentracao de progesterona
durante o desenvolvimento folicular resultou em aumento do nimero de foliculos ovarianos no
momento da OPU. Nio se sabe ao certo qual o motivo desse aumento, mas € possivel que a
queda dos niveis de progesterona tenha resultado em maior desenvolvimento folicular devido ao
aumento da liberagdao de FSH, permitindo o recrutamento de maior nimero de foliculos, ou que o
baixo nivel de progesterona tenha levado ao aumento da secre¢do de LH, com reducdo do
numero de foliculos atrésicos apos o recrutamento. O aumento do nimero de ovdcitos de grau 1
a 3 observado nas novilhas que receberam baixas doses de progesterona refletiu mais o maior
numero de foliculos presentes no ovario no momento da OPU do que a melhora da qualidade dos
ovdcitos coletados devido as baixas concentracdes de progesterona, uma vez que a propor¢ao de
ovdcitos de grau 1 a 3 entre o todos os ovdcitos coletados ndo diferiu entre os tratamentos em
nenhum dos dois estudos. Embora tal resultado ndo reforce nossa hipétese de que a baixa
concentracdo de progesterona melhore a qualidade do ovdcito, o dado € importante do ponto de
vista prético, uma vez que maior nimero total de ovécitos de grau 1 a 3 € desejavel quando se
realiza OPU.

No experimento 2, a taxa de clivagem do ovdcito e de desenvolvimento de blastocistos nao foi
influenciada pela concentrag¢do de progesterona, o que pode em parte refletir as limitacdes
inerentes ao emprego da PIV para mensurar a competéncia do ovdcito. Neste estudo, todos os
ovdcitos coletados foram submetidos a PIV e as praticas caracteristicas de producdo envolvidas
limitam os ovodcitos aos graus 1 a 3, uma vez que ovdcitos de graus 4 a 6 apresentam taxas de
formacao de blastocistos entre 0 e 6% (Blondin et al., 1996). A inclusdo de todos os ovdcitos foi
realizada para evitar vieses caso houvesse diferenca no grau dos ovdcitos entre os tratamentos.
Embora a taxa de clivagem e de formacao de blastocistos nao tenham diferido entre os
tratamentos, os embrides derivados de vacas do grupo de tratamento com baixos niveis de
progesterona apresentaram estagio mais avancado de desenvolvimento e maior numero de
células no dia 7, o que pode refletir melhora na qualidade dos ovdcitos das fémeas do grupo de
tratamento de baixa progesterona. Apesar do baixo nimero de estudos envolvendo comparagdes
semelhantes, Chaubal et al. (2007), empregando um modelo animal semelhante ao nosso e vacas
tratadas com LH antes da OPU, relataram que os ovdcitos das vacas que nao receberam CIDR
geraram quase o dobro do nimero de blastocistos do que os ovdcitos das vacas que receberam
CIDR. Apesar das diferencas de resultados, isso reforca a idéia de que ambientes pobres em
progesterona antes da OPU e durante o desenvolvimento folicular possam melhorar a qualidade
do ovdcito e aumentar o niimero de blastocistos gerados. Além disso, no estudo de Chaubal et al.
(2007), o nimero de foliculos aspirados e ovdcitos coletados ndo diferiu entre as vacas que
receberam ou ndo CIDR. Portanto, o maior niimero de blastocistos gerados apds a PIV
provavelmente refletiu a melhor qualidade dos ovdcitos das vacas que ndo receberam CIDR. Os
motivos por trds das diferengas entre os resultados deste estudo e do estudo de Chaubal et al.
(2007) nao foram esclarecidos e novas pesquisas voltadas para a investigacao direta do papel das
concentracdes de progesterona e de gonadotrofinas na qualidade do ovdcito se fazem
necessarias.

Do ponto de vista pratico, os resultados desses experimentos t€ém implica¢cdes na IPV e na
transferéncia de embrides. Em bovinos, embrides produzidos in vitro sao mais baratos do que
embrides produzidos in vivo e sdo requisitados tanto para uso em vacas de corte como em vacas
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leiteiras. Além disso, a transferéncia de embrides produzidos in vitro que nao submetidos ao
congelamento resulta em taxas aceitdveis de prenhez (53,8%, 1.220/2.268; Hasler et al., 1995).
Segundo os relatos mais frequentes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides, o
numero total de embrides bovinos vidveis produzidos in vitro aumentou no mundo todo desde
2000 (Stroud, 2010), com crescimento de 19,7% entre 2009 e 2010. Espera-se que o nimero de
transferéncias de embrides produzidos in vitro continue a crescer, acompanhando a evolucdo das
tecnologias de OPU e PIV. Consequentemente, os resultados deste estudo podem afetar o manejo
das doadoras submetidas a OPU. Em bovinos de corte, pode ser melhor desenvolver protocolos
de OPU que promovam um perfil endécrino com baixos niveis de progesterona durante o
desenvolvimento da onda folicular. Nosso resultados e os de outros pesquisadores (Chaubal et
al., 2007) sugerem que tal abordagem pode aumentar o nimero de ovdcitos recuperados e a
producdo e/ou qualidade dos blastocistos gerados. Novas pesquisas se fazem necessdrias para
confirmar tais especulacdes. Além disso, o Brasil € lider na drea de PIV e transferéncia de
embrides, respondendo por quase 80% das atividades mundiais relacionadas a PIV. Os resultados
descritos se referem a bovinos Bos taurus, porém acredita-se que resultados semelhantes possam
ser obtidos em bovinos Bos indicus e merecam ser investigados, uma vez que os procedimentos
de OPU e PIV sdo empregados com maior frequéncia nesses animais.

Importancia da Progesterona Apods a Inseminacao

O papel da progesterona na promoc¢ao do crescimento embriondrio e na sobrevivéncia do
embrido ap0s a fertilizacdo € bem conhecido. J4 foi repetidamente demonstrado que as
concentracdes de progesterona no inicio da gestacdo sao mais altas em vacas prenhes do que em
vacas vazias ao diagndstico de gestacdo (Johnson, 1958; Robinson et al., 1989; Starbuck et al.,
2001). Além disso, as concentracdes de progesterona no inicio da gestacdo podem influenciar
diretamente a probabilidade de sobrevivéncia ou perda embriondria (Starbuck et al., 2004). Em
novilhas de corte, Diskin et al. (2006) demonstraram uma relacdo linear positiva e quadratica
entre as concentragodes circulantes de progesterona e a sobrevivéncia do embrido. Em um estudo
classico, Garrett et al. (1988) demonstraram que as concentracdes de progesterona afetam o
crescimento do concepto e que concentracdes mais altas de progesterona geram conceptos
maiores. A elevacdo das concentragdes de progesterona e o estimulo subsequente do
desenvolvimento do concepto no inicio da gestacdo podem favorecer o sucesso da prenhez por
melhorar a capacidade do concepto de sinalizar o reconhecimento materno da prenhez (RMP). A
producdo insuficiente de interferon-tau (IFNt) pelo concepto foi incriminada como o principal
fator envolvido na perda embriondria precoce em bovinos (Mann et al., 1999), uma vez que o
IFNt corresponde ao fator de sinalizacdo do RMP produzido pelo concepto. Uma forte correlagao
entre as concentragodes circulantes de progesterona e a secrecao de IFNt foi demonstrada (Kerbler
etal., 1997). Além disso, Mann e Lamming (2001) e Mann et al. (2006) observaram que
conceptos maiores produzem mais IFNt. Mann et al. (2006) também demonstraram uma
associacdo significante entre o comprimento do concepto e as concentragdes uterinas de IFNt (R
= 0,83). Conforme o desenvolvimento do concepto progride durante o alongamento, a expressao
de RNAm para IFNt pelas células trofobldsticas ndo aumenta. Em contrapartida, conforme o
concepto se alonga, um niimero maior de células trofoblasticas leva ao aumento da quantidade
total de IFNt no ttero (Robinson et al., 2006).

Recentemente, Clemente et al. (2009) demonstraram a presenca do RNAm para receptor de
progesterona em todos os estdgios do desenvolvimento embriondrio. Entretanto, o estimulo do
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desenvolvimento embriondrio pela progesterona ndo parece ser devido a efeitos diretos sobre o
embrido, mas ao aumento da secrecio de vérios fatores voltados para o estimulo do
desenvolvimento embriondrio (histotrofo) desencadeado pela presenca de altas concentragdes de
progesterona (Spencer e Bazer, 2002; Satterfield et al., 2006). O endométrio produz e secreta
uma ampla gama de fatores necessdrios para o desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido.
Tais fatores promovem o desenvolvimento embrionario e as alteracdes da membrana celular que
facilitam a aderéncia do concepto e do endométrio, coordenam a fixa¢do do concepto ao
endométrio e modulam a reposta imune materna, permitindo a aceitacdo do concepto em
desenvolvimento (Spencer e Bazer, 2002; Spencer et al., 2004). A producio e secrecdo de tais
fatores sdo reguladas pela expressao e sub-regulacido de vérios genes no dtero. As concentragcdes
de progesterona no inicio da gestac@o afetam a expressao génica global no endométrio, ou
transcriptoma (Bauersachs et al., 2006). A alteragdo das concentragdes de progesterona tem o
potencial de alterar o transcriptoma uterino, causando disfun¢ao uterina e reduzindo as chances
de sobrevivéncia do concepto devido a alterag@o das secre¢des uterinas (NcNeill et al., 2006;
Forde et al., 2011). Portanto, a manipulac¢do das concentragdes de progesterona, como no caso da
alteracdo do tamanho e qualidade do foliculo ovulatério e do CL subsequente, pode afetar
diretamente a probabilidade de sobrevivéncia do embrido.

Dada a importéancia da presencga de altas concentracdes de progesterona no inicio da prenhez para
o RMP e o crescimento e sobrevivéncia do embrido, diversos estudos foram realizados para
investigar a capacidade da progesterona exdgena de melhorar as taxas de prenhez em bovinos. O
principal objetivo de tais estudos era aumentar as concentracdes circulantes de progesterona e
vdrias abordagens foram adotadas em bovinos com essa finalidade, incluindo a administra¢ao
direta de injecdes didrias de progesterona, a implantac@o de dispositivos de liberagdo de
progesterona, como os CIDR, e a indu¢do da ovulagdo de um segundo foliculo através da
administragao de GnRH, eCH ou hCG, para se obter um segundo CL, aumentando assim as
concentracdes de progesterona. Mais de 50 anos atrds, Johnson (1958) conseguiu aumentar as
taxas de concepg¢ao ao primeiro servigo de 42% para 68% empregando inje¢des de 100 mg de
progesterona nos dias 2, 3, 4 ¢ 9 apds a IA em vacas leiteiras. Um aumento semelhante foi
observado em vacas Holandesas que receberam um dispositivo intrauterino de liberacao de
progesterona nos dias 5 a 12 ou 10 a 17 apds a IA (Robinson et al., 1989). Starbuck e
colaboradores (2001) também documentaram melhora das taxas de sobrevivéncia embrionaria
mediante a suplementacdo de progesterona em vacas leiteiras com risco de perda embriondria
por deficiéncia de progesterona. Embora alguns pesquisadores tenham observado melhoras da
fertilidade com a suplementacao de progesterona durante o desenvolvimento embrionério
precoce, outros falharam em demonstrar os mesmos resultados (Mann e Lamming, 1999; Lamb
et al., 2010; Wiltbank et al., 2012). Com base nas informac¢des disponiveis, Mann e Lamming
(1999) concluiram que a suplementacdo de progesterona melhora as taxas de prenhez em 5%,
mas que tal melhora depende dos dias de suplementagdo e da fertilidade relativa dos rebanhos
tratados. O motivo da discrepéncia entre a melhora da fertilidade em bovinos com altas
concentracdes de progesterona documentada em estudos observacionais e a variabilidade de
resultados relativos a fertilidade apds a suplementagdo de progesterona nao foram esclarecidos.
A duracdo da exposicdo, as diferengas entre as concentragdes circulantes e as observadas nos
diferentes 6rgaos e tecidos e o modo de administragdo podem contribuir para a variabilidade das
respostas de fertilidade ap6s a administracao de progesterona exdgena.
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Resumo

As concentracdes circulantes de progesterona antes e depois da ovulagdo podem afetar a
fertilidade em bovinos. O papel das concentragdes pré e pés-ovulatdrias de progesterona e seu
efeitos sobre a fertilidade requerem investigacOes adicionais. Em animais Bos indicus, a reducao
das concentragdes de progesterona durante o desenvolvimento do foliculo ovulatério parece
melhorar a fertilidade. Baixas concentracdes de progesterona possivelmente aumentam a
liberacdo de LH, melhoram o desenvolvimento folicular e aumentam a producdo de estradiol,
podendo afetar diretamente a qualidade do ovdcito. Em bovinos de corte Bos taurus, os
beneficios de baixas concentragdes de progesterona antes da ovulag@o nio foram definidos,
embora o assunto venha sendo estudado em nosso laboratério. Apds a ovulagdo, a presenga de
altas concentracdes de progesterona durante o desenvolvimento embriondrio precoce €
fundamental. As concentragdes de progesterona afetam a funcdo uterina e, consequentemente, o
crescimento do embrido. Uma maior compreensao do papel das concentracdes pré e pos-
ovulatdrias de progesterona é muito importante para reduzir as perdas embriondrias precoces €
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas na administracdo exdgena de
progesterona para garantir a competéncia ideal do ovécito no momento da ovulagdo, o
desenvolvimento adequado do concepto e a manuten¢do da prenhez.
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