XVII Curso Novos Enfoques na Producdo e Reproducdo de Bovinos - 2013

Funcao Uterina e Manutenciao da Prenhez

G. A. Bridges*' , M. L. Day', T.W. Geary*, L. H. Cruppe’

*North Central Research and Outreach Center, University of Minnesota, Grand Rapids 55744;
"Department of Animal Sciences, The Ohio State University, Columbus 43210; and

*Fort Keogh Livestock and Range Research Laboratory, USDA-ARS, Miles City, MT 59301

INTRODUCAO

As taxas de fertilizacdo sdo altas em bovinos e um dos principais fatores envolvidos na
perda da prenhez € a deficiéncia uterina, que leva a morte embriondria. O estabelecimento e a
manutencio da prenhez certamente dependem de uma fun¢do uterina adequada. Diferente do que
ocorre em primatas e ratos, em bovinos a fixagdo do concepto e a placentagdo ndo ocorrem logo
apOs a fertilizacdo e o concepto passa um periodo prolongado de tempo no limen uterino, antes
de se fixar ao endométrio (Bazer et al., 2009). Durante este periodo, o embrido depende do ttero
e das secrecdes uterinas para a obtencdo de um microambiente adequado, que possibilite a
progressao do seu desenvolvimento e sua eventual fixacdo (Bazer, 1975). A funcdo uterina ideal
requer alteragdes especificas e sequenciais da expressao génica uterina (transcriptoma) para
garantir que o endométrio produza as secre¢des necessdrias e seja receptivo a aderéncia do
concepto e a sua fixagdo e placentacio. A progressao dos eventos obrigatdrios para a
sobrevivéncia e fixagdao do concepto dependem da coordenacdo e comunicagdo entre 0s

esterdides ovarianos estradiol e progesterona, o endométrio e o concepto em fase de
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alongamento. Infelizmente, a disfuncdo uterina ocorre em bovinos, sendo mais proeminente em
certas populacdes. Em bovinos leiteiros e de corte, principalmente os animais que apresentam
baixas concentragdes de estradiol antes da ovulagdo e/ou que ndo apresentam elevagdo rapida da
progesterona apds a ovulagdo parecem ter disfungdo uterina capaz de causar mortalidade
embriondria. O objetivo desta revisao € discutir as causas das deficiéncias uterinas e explorar o
mecanismo através do qual impedem o estabelecimento de prenhez em animais de producao,

principalmente em bovinos.

CONTRIBUICOES DO UTERO PARA A PERDA DA PRENHEZ EM ANIMAIS DE
PRODUCAO
Em bovinos, a perda da prenhez pode ser devida a falha na fertilizacdo do ovdcito ou a

perda da prenhez durante a gestacdo. Embora taxas de prenhez bastante variadas tenham sido
relatadas em bovinos de corte e leite, quando a inseminagao € realizada no momento adequado
em relacdo a ovulagdo, a falha na fertilizacdo parece responder apenas por uma pequena parcela
das perdas da prenhez. Em uma revisdo antiga envolvendo bovinos de corte, Avalon (1978)
relatou que a falha na fertilizagdo ao primeiro servico varia de 0,0 a 3,4% em novilhas e de 5,0 a
17,0% em vacas ciclando normalmente. Desde entdo, diversos estudos relataram taxas de
fertilizacdo entre 76 e 94% em bovinos de corte (Diskin e Sreenan, 1980; Smith et al., 1982;
Maurer e Chenault, 1983; Ahmad et al., 1995). Em bovinos leiteiros, a falha na fertiliza¢dao é um
pouco mais elevada do que em bovinos de corte. Diversos estudos relataram taxas de fertilizacao
entre 67 € 90%, em vacas lactantes e secas (Dejarnette et al., 1992; Dalton et al., 2001; Satori et
al., 2002; Cerri et al., 2009), exceto as que sofrem de estresse por calor (55,3%; Sartori et al.,
2002). De forma geral, tais dados indicam que as taxas de fertilizacdo de bovinos leiteiros e de

corte sdo altas e provavelmente respondem apenas por uma pequena parcela das perdas da
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prenhez.

Embora as taxas de prenhez sejam de aproximadamente 90% em vacas de corte e de 75 a
85% em vacas leiteiras, apenas 50 a 60% das vacas de corte e 30 a 40% das vacas leiteiras
inseminadas ap6s programas de sincronizacdo de estro e/ou ovulag@o apresentam embrides
vidveis aos 30 dias de gestacdo. Isso indica a ocorréncia de perdas significativas de embrides em
ambas as categorias animais. O momento exato da perda embriondria precoce e a propor¢ao de
gestacdes que falham devido a perda embriondria precoce variam muito entre relatos e a
gravidade depende de indmeros fatores, como idade, pari¢do, estado de lactacdo, estresse e tipo
de animal (de corte ou leite). Diversos fatores contribuem para a perda embriondria em animais
de producdo. Fatores como defeitos genéticos, doencas reprodutivas, satide animal e estresse
caldrico de fato influenciam a sobrevivéncia do embrido. Além disso, uma propor¢do
considerdvel de perdas ocorre antes da eclosdo do blastocisto. Em vacas leiteiras, os embrides na
fase de pré-eclosdo encontram-se geralmente comprometidos, embora a propor¢ao de embrides
inviaveis coletados varie consideravelmente entre estudos (Sartori et al., 2010). Em um resumo
de vérios estudos (Sartori et al., 2010), a porcentagem de embrides invidveis coletados entre o
dia 5 e o dia 7 da gestacdo ficou entre 33,3 e 71,4%. A ovulacdo de ovdcitos defeituosos e/ou a
falta de suporte do oviduto suficiente ao embrido em desenvolvimento provavelmente
contribuem para tais perdas. Embora a morte embriondria na fase pré-eclosao ou o
comprometimento do desenvolvimento embriondrio apds a eclosao do blastocisto sejam altos em
vacas de leite em lactacdo, perdas embriondrias adicionais que podem ser atribuidas a disfuncao
uterina ocorrem durante o alongamento e o periodo de fixagdo do concepto ao endométrio em
bovinos. Além disso, em casos desprovidos de deficiéncia uterina, a transferéncia de um embrido

de boa qualidade de 7 dias para uma receptora selecionada poderia aliviar as perdas
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embriondrias, uma vez que a transferéncia de embrides evita os problemas relacionados as
deficiéncias de fertilizacao, viabilidade do ovdcito e funcdo do oviduto. Infelizmente, perdas
considerdveis de prenhez ainda se verificam em bovinos apds a transferéncia de embrides. Por
esse motivo, apesar da importancia da maturacdo do ovécito e da fun¢@o do oviduto, esta revisao
serd concentrada nos mecanismos envolvidos na perda da prenhez devido a disfuncdo uterina. As
possiveis causas de deficiéncias uterinas incluem: 1) falha dos esteroides ovarianos em
desencadear a regulacdo sequencial adequada de fatores endometriais, 2) alteracoes das
populacdes de receptores esteroides e a supra e sub-regulacio progressiva dos genes do
endométrio, responsdveis pelo fornecimento de nutrientes e sinais para o concepto em
desenvolvimento e pela preparacdo do endométrio para a recepcao e fixa¢do do concepto e 3)
incapacidade do ttero de responder a sinais embriondrios relacionados ao reconhecimento
materno da gestac@o ou de desencadear a produgdo de diversos produtos génicos uterinos no

momento adequado.

DINAMICA ENDOCRINA E UTERINA NECESSARIAS PARA O
ESTABELECIMENTO DA PRENHEZ
A identificagdo das deficiéncias uterinas que resultam em morte embriondria requer a

compreensao da progressdo normal dos eventos necessarios para o utero seja devidamente
receptivo a implantagcdo do concepto. A ovelha € o principal modelo animal empregado na
investigacdo de fatores uterinos envolvidos no estabelecimento da prenhez. Entretanto,
recentemente novas informagdes relacionadas a biologia uterina bovina foram disponibilizadas.
Portanto, inferéncias relativas a biologia uterina da ovelha e da vaca serdo usadas nesta revisao,
apesar da existéncia de algumas diferencas entre as espécies. Além disso, a inten¢@o desta

revisdo nao é descrever detalhadamente as alteragdes dinamicas que ocorrem no endométrio no
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inicio da gestacdo e que sdo essenciais para o estabelecimento da prenhez. Tal assunto j4 foi
revisado por Spencer et al. (2004) e Bazer et al. (2009). O objetivo desta revisao é fornecer uma
breve sinopse dos eventos necessdrios para o estabelecimento de um ponto de partida para a
identificacdo das deficiéncias uterinas.
Necessidades Hormonais para o Estabelecimento da Prenhez

A exposi¢do sequencial a progesterona antes do estro, concentragdes elevadas de
estradiol no momento do estro e concentracdes suficientes de progesterona no ciclo estral
subsequente sdo necessdrias para a obten¢do de um ambiente uterino adequado a sobrevivéncia
do concepto (Miller e Moore, 1976a,b, 1983; Moore, 1985; Wilmut et al., 1986). Durante o
periodo pré-ovulatério, acredita-se que o estradiol “programe” o ttero, preparando-o para
receber o concepto através da modificacdo da morfologia celular, da preparacdo das organelas
secretorias e da regulacdo da quantidade e da localizacdo dos receptores esteroides.
Experimentos antigos realizados em ovelhas histerectomizadas (Miller e Moore, 1976a,b)
determinaram a importancia do estradiol pré-ovulatdrio na sobrevivéncia embriondria e na
funcdo uterina. Em ovelhas ovariectomizadas tratadas com esteroides, a supressao de
concentracdes de estradiol equivalentes as verificadas durante o estro levou a auséncia de
recuperacio de embrides normais 21 dias ap0s a transferéncia sincronizada (Miller e Moore,
1976a). A supressao do estradiol também reduziu o peso do ttero, a taxa de sintese protéica
uterina e a propor¢ao de RNA total em relacdo ao DNA total no ttero, em compara¢do com
animais que receberam quantidades adequadas de estradiol (Miller e Moore, 1976b).
Recentemente, Roberts et al. (2012) demonstraram resultados semelhantes em vacas
ovariectomizadas. A capacidade de manter a prenhez até o dia 21 foi semelhante em vacas

ovariectomizadas que ndo receberam estradiol para simular o periodo pré-ovulatério e em vacas
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que receberam cipionato ou benzoato de estradiol para simular a periodo pré-ovulatorio;
entretanto, as vacas que nao receberam estradiol apresentaram queda da taxa de prenhez por
volta do dia 29. Diversos estudos realizados em bovinos também associaram a quantidade de
estradiol recebida durante o periodo pré-ovulatério a fertilidade subsequente. Uma relagao
positiva entre as concentragdes de estradiol no momento da inducdo da ovulacdo e o sucesso da
prenhez foi relatada em bovinos de leite e corte (Vasconcelos et al., 2001; Perry et al., 2005;
Lopes et al., 2007). Vérios outros relatos demonstraram que a ovulacio induzida de foliculos de
tamanho inferior ao normal resulta na queda da taxa de prenhez em bovinos (Pohler et al., 2012).
Dada a forte correlagdo entre o didmetro folicular e a producdo folicular de estradiol (Ireland e
Roche, 1982; Kruip e Dieleman, 1985), é provavel que, além do tamanho reduzido do foliculo, a
reducdo das concentragdes pré-ovulatorias de estradiol tenham contribuido para a queda da
fertilidade observada. E importante notar que o aumento do didmetro do foliculo ovulatério e das
concentracdes circulantes de estradiol antes da ovulagdo influenciam as concentracdes de
progesterona no ciclo estral subsequente (Vasconcelos et al., 2001; Perry et al., 2005; Bridges et
al., 2010), o que também pode contribuir para a sobrevivéncia do embrido.

Do ponto de vista fisioldgico, as concentracdes minimas de progesterona necessarias para
a manuten¢do da prenhez nao foram determinadas (Mann e Lamming, 1999), embora a
manutencio de um corpo liteo funcional seja fundamental para o sucesso da prenhez. Diversos
estudos observacionais associaram as concentragdes de progesterona no inicio da gestagdo a um
maior desenvolvimento do embrido e do concepto em bovinos (Mann e Lamming, 2001; Green
et al., 2005) e estudos adicionais demonstraram que a suplementacdo de progesterona no inicio
da gestacdo (do dia 1 ao dia 9, por exemplo) acelera o crescimento do concepto e afeta as

secrecoes uterinas (Garrett et al., 1988; Mann et al., 2006). Estudos realizados em vacas leiteiras
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demonstraram uma associac¢ao positiva entre as concentragdes de progesterona no inicio da
gestacdo e a sobrevivéncia embriondria (McNeill et al., 2002; Stronge et al., 2005). Além disso,
Kenyon et al. (2012) demonstraram que a alteragdo das concentragdes de progesterona entre 0s
dias 0 e 7 influencia os resultados da transferéncia de embrides nos dias 28, 42 e 63 da gestacio,
enquanto a alteracao das concentragdes de progesterona entre os dias 7 e 14 influencia os
resultados nos dias 28 e 63 da gestacdo. Mais recentemente, Atkins et al. (2012) relataram que as
concentracdes de progesterona no momento da recuperacdo de embrides, no dia 7 apds o estro,
tém influéncia direta sobre o estdgio de desenvolvimento embriondrio. Em ovelhas
ovariectomizadas tratadas com esteroides exdgenos, a supressao da progesterona no inicio da
gestacdo resultou em falha na recuperacdo de embrides, reducdo da sintese protéica uterina e
reducdo da proporcao uterina de RNA total em relagao a DNA total no utero (Miller e Moore,
1976b). Sem duvida, tanto concentragdes elevadas de estradiol préximo a ovulacdo como
concentracOes adequadas de progesterona durante a gestacao sdo necessdrias para a
sobrevivéncia do concepto e para a fun¢do uterina ideal em todas as espécies de animais de
producao.

Embora uma associacao entre o aumento das concentragdes pré-ovulatorias de estradiol e
das concentragdes pos-ovulatérias de progesterona e a melhora de fertilidade tenha sido
observada em bovinos, os estudos que relatam sucesso da prenhez apds a suplementacao de tais
esteroides reprodutivos sdo discutiveis. Em vacas leiteiras em lactacdo, a administragdo de
cipionato de estradiol (ECP) antes da inseminagao artificial em tempo fixo foi associada a maior
expressao de estro (Stevenson et al., 2004; Sellars et al., 2006). Embora a expressao do estro no
momento da A em tempo fixo possa melhorar as taxas de concepg¢ao (Pancarci et al., 2003;

Kasimanickam et al., 2005; Souza et al., 2007), a administracdo de ECP nao costuma melhorar as
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taxas de prenhez por IA em tempo fixo em vacas leiteiras em lactacdo (Pancarci et al., 2002;
Kasimanickam et al., 2005; Sellars et al., 2006; Hillegass et al., 2008). Em bovinos de corte, a
administracdo de ECP antes da IA em tempo fixo aumenta a taxa de prenhez em vacas
submetidas a inducdo da ovulacdo de foliculos pequenos (Jinks et al., 2013). A melhora das taxas
de prenhez através da suplementacio direta de progesterona ou da indu¢do da ovulacdo com hCG
ou GnRH ¢ varidvel. Embora alguns pesquisadores tenham observado melhora da fertilidade
mediante suplementacdo de progesterona durante o desenvolvimento embriondrio precoce,
outros falharam em demonstrar efeitos benéficos (Mann e Lamming, 1999; Lamb et al., 2010;
Wiltbank et al., 2012). Com base nas informacdes disponiveis, Mann e Lamming (1999)
concluiram que a progesterona melhora as taxas de prenhez em 5%, mas que tal melhora
depende dos dias de suplementagdo de progesterona e da fertilidade relativa dos rebanhos
tratados. O motivo da discrepéncia entre os resultados de estudos observacionais que
documentaram melhora da fertilidade em bovinos com concentragdes elevadas de estradiol e
progesterona e os resultados varidveis de fertilidade obtidos com a suplementacao de esterdides
ndo foi esclarecido. A duragdo da exposi¢do, as diferencas entre as concentracdes circulantes e as
concentracgdes nos tecidos e 6rgaos alvo e o modo de administragdo podem contribuir para as
respostas varidveis de fertilidade apds a administragdo de esterdides exdgenos. O estresse
relacionado ao manuseio dos animais para a administracao de progesterona suplementar também
pode influenciar o sucesso do tratamento, conforme demonstrado por Geary et al. (2010), que
relataram reducdo das taxas de prenhez apds o manuseio de novilhas de corte durante o inicio da
gestacdo (em torno do dia 13) para a administracdo do inibidor da prostaglandina F flunixin

meglumine.
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Regulacdo Ovariana dos Receptores Esteroides Endometriais

A compreensio adequada das comunicagdes entre o embrido e a placenta e das alteragcdes
endometriais complexas necessdrias para a ocorréncia e manutenc¢io da prenhez em bovinos é
fundamental para o desenvolvimento de medidas praticas voltadas para a melhora da eficiéncia
reprodutiva. Avaliagcdes recentes das alteragdes gé€nicas verificadas no endométrio bovino
(Bauersachs et al., 2005, 2006; Klein et al., 2006; Mitko et al., 2008; Shimizu et al., 2010; Forde
et al., 2011; Bauersachs e Wolf, 2012; Forde e Lonergan, 2012) demonstraram que a expressao
génica é temporariamente modulada pelas concentragdes circulantes de progesterona e pela
presenca do concepto (embrido + tecidos placentdrios) e que tais alteracdes t€m efeito direto
sobre a capacidade uterina de sustentar o desenvolvimento embriondrio e manter a prenhez. Em
conjunto, tais avaliagdes da expressdo génica global impulsionaram a compreensao das
alteracdes dindmicas que ocorrem no endométrio bovino durante o ciclo estral e o inicio da
gestacdo em resposta a diversos fatores enddcrinos e sinais embriondrios. Novas pesquisas
podem partir desses estudos para elucidar os mecanismos através dos quais as alteracdes dos
esterdides reprodutivos verificadas antes e depois da ovulagdo causam deficiéncias uterinas que
culminam na morte do concepto.

A manutencdo de ciclos estrais regulares e o estabelecimento de um ambiente uterino
propicio ao desenvolvimento do concepto dependem da expressao e localizacdo dos receptores
de progesterona (PGR), estradiol a (ESR1) e ocitocina (OXTR) no endométrio. O estradiol e a
progesterona coordenam a expressao dessas populacdes de receptores (Kimmins e MacLaren,
2001; Meikle et al., 2001; Robinson et al., 2001: McNeill et al., 2006; Okumu et al., 2010). De
uma forma simplificada, em bovinos, a elevagdo pré-ovulatéria dos niveis de estradiol aumenta a

expressao tanto de PGRs quanto de ESR1s no endométrio. Conforme o nivel sérico de
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progesterona aumenta durante a fase litea subsequente, a expressdo de ambos os tipos de
receptores diminui, atingindo o menor quantidade no meio da fase ldtea do ciclo estral.
Informacdes de interesse foram publicadas por Okumu et al. (2010) e por Bridges et al. (2012),
que observaram reduc¢do da expressao de PGRs no endométrio nos dias 13 e 15,5 do ciclo estral
em vacas prenhes e vazias, respectivamente. Em vacas que estao ciclando, a reducdo da
expressao de PGRs permite a elevagdo da expressao de OCTRs por volta do dia 16 do ciclo
estral. Em fémeas ruminantes prenhes, a secrecao de interferon-tau (IFNT) pelo concepto em
crescimento atenua o aumento da expressao de OXTRs, evitando a liberagdo subsequente de
prostaglandina F2a (PGF) pelo endométrio (Farin et al., 1990; Meyer et al., 1995). Em fémeas
ruminantes vazias, o aumento da expressdo de OXTRs desencadeia o mecanismo luteolitico que
resulta na liberacao de PGF pelo utero, levando a lutedlise e ao retorno ao estro (Silvia et al.,
1991; McCracken et al., 1999).

Em fémeas bovinas, ovinas e suinas prenhes, o desaparecimento dos PGRs do endométrio
¢ um evento indispensavel para a funcdo uterina adequada durante a gestacdo. Entretanto, o grau
de perda de PGRs nos diversos tipos celulares do endométrio varia entre espécies (Geisert et al.,
1994; Spencer e Bazer, 1995; Spencer et al., 1999, 2004; Mathew et al., 2011). Em bovinos, ndo
ha PGRs no epitélio luminal durante a fase inicial da gesta¢do, porém o grau de sub-regulacdo
dos PGRs no epitélio glandular varia entre estudos, com relatos de desaparecimento completo
(Robinson et al., 1999, 2001; Kimmins e MacLaren, 2001) ou presenca de quantidades
moderadas de PGR (Guzeloglu et al., 2004; Bilby et al., 2006; Cruppe, 2011; Bridges et al.,
2012). Em todas as espécies domésticas de produgdo, a regulagdo temporal e espacial dos PGRs
¢ fundamental para a expressdao adequada de diversas proteinas e secrecoes endometriais durante

a gestacao (Spencer et al., 1999; Carson et al., 2000; Johnson et al., 2000; Satterfield et al., 2006;
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Forde et al., 2009. A sub-regulacao dos PGRs no epitélio glandular pode ser necesséria para
permitir a proliferacio e diferenciacao celular, podendo também resultar desses processos, que
podem ser inibidos pela agc@o da progesterona através dos PGRs presentes no tecido em questao
(Tong e Pollard, 1999). Embora a progesterona seja necessdria para a indugdo das secrecdes
uterinas, o desaparecimento dos PGRs € necessdrio para o aumento da secrecdo dos fatores
uterinos necessarios para o desenvolvimento do concepto, entre eles o histotrofo. O histotrofo
uterino é composto por enzimas, citocinas, fatores de crescimento, ions, hormonios, glicose,
frutose, aminodcidos, proteinas de transporte e moléculas de aderéncia (Bazer et al., 2012;
Mullen et al., 2012). As secrecdes do epitélio glandular sdo fundamentais para o crescimento e a
sobrevivéncia do concepto. Na ovelha, uma vez que nao ha PGRs nas células secretdrias e a
secrecdo € ditada pela progesterona, acredita-se que, durante o periodo pré-implantacdo e todo o
restante da prenhez, a progesterona determine a secre¢do do histotrofo agindo através dos PGRs
das células estromais do endométrio por meio da acdo paricrina de “progestamedinas”
possivelmente derivadas do estroma (Spencer e Bazer, 2002; Spencer et al., 2004). Embora tais
progestamedinas ainda ndo tenham sido identificadas de forma definitiva, Spencer e Bazer
(2002) sugeriram o fator de crescimento de fibroblastos-10, o fator de crescimento de
fibroblastos-7, o fator de crescimento de hepatdcitos, o Hoxa-10 e a molécula de sinalizacdo

Indian Hedgehog como possiveis candidatos.

DISFUNCAO UTERINA INDUZIDA POR FATORES ENDOCRINOS
Conforme previamente indicado, fémeas de corte ou leiteiras submetidas a induc¢ao da
ovulacdo de foliculos pequenos apds a sincronizac¢do da ovulagdo e vacas leiteiras afetadas pelo
catabolismo esterdide (Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al., 2003) apresentam perfis

enddcrinos defeituosos e baixa fertilidade (Lamb et al., 2001; Lucy et al., 2001; Perry et al.,
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2005, 2007). Estudos prévios em vacas de corte (Mussard et al., 2003; Bridges et al., 2010, 2012;
Atkins et al., 2012) e em vacas leiteiras em lactagdo (Sartori et al., 2006) indicaram que a funcio
uterina deficiente contribui para o aumento das perdas de prenhez em animais com deficiéncia de
esterdides. A informacdo ndo surpreende, dadas as inimeras fung¢des do estradiol e da

progesterona na determina¢do do ambiente e da funcdo uterina.

Papel das Concentracoes Pré-ovulatorias de Estradiol sobre a Receptividade Uterina ao
Concepto e a Sobrevivéncia do Concepto

Nos udltimos anos, diversos estudos foram realizados em modelos animais com variagdo
de estado funcional, didmetro e idade do foliculo a ovulagdo induzida (Mussard 2003a,b, 2007)
e, mais tarde, em modelos animais com idade e didmetro folicular constantes entre tratamentos,
mas com alteracdo do intervalo de proestro e, subsequentemente, das concentragdes pré-
ovulatorias de estradiol (Figura 1; Bridges et al., 2010, 2012). A interpretacdo conjunta desses
estudos encontra-se resumida na Tabela 1 e indica que: 1) a redu¢do da fertilidade associada a
ovulacdo de foliculos “imaturos” € governada pela capacidade esteroidogénica do foliculo
durante o proestro e pelo corpo liteo resultante, e nao diretamente pelo didmetro ou idade do
foliculo e 2) o ambiente hormonal esteroidal aberrante reduz a capacidade uterina de sustentar o
embrido. Tal conclusdo se baseia nos resultados do trabalho de Mussard et al. (2003b), em que o
emprego da transferéncia de embrides em vez da IA continuou resultando em baixas taxas de

prenhez em vacas com proestro curto.
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Figura 1. Modelo animal usado para a obtencdo de tratamentos com variacao da dura¢do
do proestro e das concentracdes pré-ovulatdrias de estradiol na série de experimentos
citados. Os animais foram sincronizados para apresentar estro no mesmo dia antes da
aspiracdo folicular ovariana. A aspiracdo folicular ovariana resultou na emergéncia de
uma nova onda folicular 1 ou 2 dias depois. No tratamento proestro longo/estradiol alto, a
PGF foi administrada aproximadamente 4 dias apds a aspiracdo e o GnRH foi
administrado 2,5 dias mais tarde. No tratamento proestro curto/estradiol baixo, a PGF foi
administrada 5 dias apos a emergéncia e o GnRH 1,5 dias mais tarde.

Pesquisas recentes envolvendo transferéncia de embrides de vacas com ovulagdo sem

super estimulacao (Atkins et al., 2012; Jinks et al., 2013) corroboram a hip6tese de que a

disfunc¢do uterina seja responsavel pela reducdo das taxas de prenhez em animais com baixas

concentracdes pré-ovulatdrias de estradiol. Nesses estudos, um tnico embrido foi coletado de

vacas submetidas a induc¢io da ovulacdo de um foliculo dominante pequeno com GnRH e

transferido para vacas submetidas a induc¢do da ovulacdo de foliculos grandes ou pequenos.

Analogamente, embrides de vacas submetidas a indu¢do da ovulagdo de um foliculo grande com

GnRH foram transferidos para vacas submetidas a indu¢do da ovulagdo de foliculos grandes ou

pequenos. A avaliagdo inicial mostrou que as concentragdes séricas de estradiol das doadoras
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contribuiram de forma significante para a probabilidade de fertilizacdo e que as concentracdes de
estradiol das receptoras no momento da inducdo da ovulacdo com GnRH foi um dos principais
fatores de influéncia sobre a probabilidade de prenhez (Atkins et al., 2012). Em um estudo
retrospectivo, Jinks et al. (2013) dividiram vacas doadoras e receptoras em dois grupos, de baixo
estradiol (< 8,4 pg/mL) e alto estradiol (> 8,4 pg/mL), com base nas concentragdes séricas de
estradiol no momento da indu¢@o da ovulacdo. As taxas de fertilizacdo foram mais altas nas
vacas doadoras com concentragdes séricas mais elevadas de estradiol no momento da inducio da
ovulacdo com GnRH. Entretanto, os resultados indicaram que as concentrag¢des circulantes de
estradiol das vacas receptoras no momento da inducao da ovulagdo com GnRH permitiram a
previsao do sucesso da prenhez aos 27 dias de gestagdao, mas ndo as das vacas doadoras. Tais
resultados sugerem que a principal vantagem da presenca de altas concentragdes pré-ovulatorias
de estradiol € a alteracdo do ambiente materno das vacas receptoras. Em outro estudo, Jinks et al.
(2013) demonstraram que a administracdo de ECP 24 horas antes da IA aumenta as taxas de
prenhez em vacas submetidas a inducio da ovulacdo de um foliculo dominante pequeno (< 12,2
mm). O ECP parece aumentar as concentracdes de estradiol em vacas submetidas a inducio da
ovulacdo de foliculos pequenos, melhorando a funcionalidade uterina e aumentando as taxas de
prenhez. Em conjunto, tais estudos demonstram que a taxa de prenhez € menor em vacas com
baixas concentragdes de estradiol antes da ovulag@o e que a incapacidade o tutero de sustentar o

estabelecimento da prenhez € responsavel pela queda da fertilidade.
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Figura 2. Concentracdes circulantes de estradiol durante o periodo pré-ovulatério em
novilhas manipuladas para apresentar concentragdes pré-ovulatdrias altas (HIE2; A) ou
baixas (LoE2; m) usando o modelo animal descrito na Figura 1 (Bridges et al., 2010). As
novilhas receberam PGF no dia -2,5 (HiE2) ou no dia -1,5 (LoE2); todas as novilhas
receberam GnRH no dia 0 para inducd@o da ovulacdo [Tratamento, P < 0,05; interacao

tratamento X tempo, P > 0,05].

Experimentos anteriores empregando o modelo experimental ilustrado na Figura 1

demonstraram baixas taxas de prenhez aos 30 dias de gestacdo em vacas de corte com baixas

concentracgdes pré-ovulatdrias de estradiol (Bridges et al., 2010). Além disso, foi demonstrado

que a manipulagdo das concentragdes de estradiol antes da ovulagdo altera a expressao

endometrial do OXTR e do gene da ciclo-oxigenase-2 no quinto dia do ciclo estral (Bridges et

al., 2005). Tais resultados, assim como os previamente descritos, levaram Bridges et al. (2012) a

investigar o efeito da alteragdao das concentragdes pré-ovulatérias de estradiol sobre o

desenvolvimento do concepto e a producio de IFNT, a estabilidade das concentracdes uterinas

de RNAm para receptores de esteroides e genes estimulados por IFN (ISG) e a localizag@o dos
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PGRs no endométrio. Novilhas de corte com concentra¢des pré-ovulatoérias altas (HiE2) ou
baixas (LoE2) de estradiol receberam um embrido 7 dias ap6s a inducdo da ovulagdo (Figura 2).
No dia 15,5 da gestacdo, as novilhas foram abatidas, os conceptos foram colhidos e o trato
reprodutivo foi processado para futura avaliacdo imunohistoquimica e de RNAm. Conforme
previamente demonstrado (Bridges et al., 2010; Cruppe et al., 2010; Souto et al., 2010), tal
modelo experimental resultou em dois grupos de tratamento, com diferentes concentragdes pré-
ovulatorias de estradiol (Figura 2) e didmetro semelhante do foliculo ovulatério no momento da
inducdo da ovulacdo com GnRH. As concentragdes periféricas de progesterona no ciclo estral
subsequente ndo diferiram entre os tratamentos de estradiol, mas se mostraram mais elevadas nas
novilhas prenhes nos dias 4, 7 e 15,5 da gesta¢do, independente do tratamento, com tendéncia a
maior elevacdo no dia 6. Curiosamente, a concentragdo pré-ovulatoria de estradiol ndo afetou o
desenvolvimento do concepto, a produ¢do de IFNT e a expressdo de ISG. Entretanto, a
intensidade de colorac¢do dos PGRs (Figura 3) no epitélio glandular profundo e dos RNAm para
ESR1 no endométrio foi maior nas novilhas com oncentragdes de estradiol elevadas. E possivel
que as altas concentragdes pré-ovulatdrias de estradiol tenham levado ao aumento da expressao
de ESR1s e da quantidade de PGRs logo apds a ovulagdo, caracteristicas essas ainda evidentes
no dia 15,5 do ciclo estral. Apesar das alteracdes especificas observadas no endométrio, a
influéncia sobre o desenvolvimento do concepto, a producdo de IFNT e a responsividade do
endométrio aos sinais do concepto ainda ndo foi determinada. Tais achados e outros resultados
de pesquisas prévias realizadas com o mesmo modelo animal (Bridges et al., 2010) indicam que
as disfunc¢des uterinas que levam a mortalidade embriondria em vacas com baixas concentragdes
pré-ovulatdrias de estradiol se manifestam entre os dias 15,5 e 30 da gestacdo. Estudos

subsequentes realizados por Cruppe (2011) e Souto (2011) empregando um modelo animal
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semelhante, porém com avalia¢do dos conceptos e tecidos reprodutivos no dia 17,5 da gestagdo,
também falharam em determinar a influéncia das concentracdes pré-ovulatérias de estradiol
sobre a funcdo uterina e a sobrevivéncia do concepto. No dia 17,5 da gestacdo, uma tendéncia a
produzir maiores quantidades de IFNT no limen uterino foi observada nos conceptos de vacas
com altas concentragdes pré-ovulatorias de estradiol, porém as concentra¢des pré-ovulatdrias de
estradiol nao influenciaram outros indicadores da competéncia funcional do concepto (Souto,
2011). Crup (2011) avaliou a influéncia das concentragdes pré-ovulatdrias de estradiol sobre os
niveis de vdrias proteinas e de RNAm no endométrio no dia 17,5 da gestacdo. As concentracdes
pré-ovulatédrias de estradiol ndo influenciaram a expressiao de ISG no endométrio. As
quantidades relativas de RNAm para fosfoproteina secretada 1, uma proteina uterina associada a
fixacdo do concepto em ovelhas (Johnson et al., 2003), variaram entre as replicagdes e, portanto,
nao houve associacdo com as diferentes concentragdes pré-ovulatérias de estradiol. Entretanto,
foram documentadas quantidades menores de PGRs no epitélio glandular profundo das vacas
com altas concentragdes de estradiol antes da ovulagdo, contrastando com dados relatados por
Bridges et al. (2012). O motivo das diferencas na expressdo de PGRs entre os dois estudos ndo
foi esclarecido, mas € possivel que a sub-regulacao dos PGRs no epitélio glandular profundo
entre os dias 15,5 e 17,5 seja necessdria para que o Gtero possa sustentar o concepto em

desenvolvimento.
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Figura 3. Receptor nuclear de progesterona no epitélio glandular profundo bovino no
dia 15,5 do ciclo estral, em novilhas prenhes (P) e vazias (NP) submetidas a inducio
da ovulacdo de um foliculo de tamanho semelhante apds um proestro longo (2,5 dias),
com elevacdo das concentragdes pré-ovulatorias de estradiol (HiE), ou um proestro
curto (1,5 dias), com reducao das concentracdes pré-ovulatdrias de estradiol (LoE)
(Bridges et al., 2012). As seccdes representativas das fémeas de cada grupo de
tratamento estdo dispostas acima do respectivo tratamento. A intensidade da
coloragdo diferiu entre os tratamentos, P<0,05.
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Embora a reducdo das concentracdes pré-ovulatorias de estradiol sabidamente afete a
fertilidade devido a alteragc@o da capacidade uterina de sustentar o desenvolvimento do concepto,
os estudos citados nao foram capazes de identificar especificamente os genes ou proteinas
endometriais responsdveis pelo ambiente uterino deficiente. Acredita-se que, na presenca de
concentracdes pré-ovulatérias inadequadas de estradiol, apesar da ocorréncia de diferencas
marginais nas populagdes de receptores de esteroides uterinos, o desenvolvimento do concepto
ndo seja inibido durante o periodo de reconhecimento materno da prenhez. Portanto, é provavel
que os efeitos negativos dos baixos niveis de estradiol sobre a fun¢do uterina ocorram em
estagios posteriores a fixagdo do concepto. Tal hipotese € respaldada por dados adicionais: em
vacas com proestro curto, o intervalo de retorno ao estro se prolongou até o dia 25, indicando
que o embrido € capaz de se desenvolver durante o reconhecimento materno da prenhez, mas nao
sobrevive até o dia 30 da gestacdo (M. L. Mussard e M. L. Day, dados ndo publicados).

Além disso, em um estudo realizado por Roberts et al. (2012) em vacas ovariectomizadas
tratadas e ndo tratadas com estradiol para simular o periodo pré-ovulatdrio até o dia 21 da
gestacdo, ndo houve diferenga na proporcao de vacas com niveis elevados de ISGs na circulagio
(indicativos da presenga do concepto), embora as vacas ndo tratadas tenham apresentado taxas de
prenhez inferiores no dia 29. Vdrios outros relatos demonstraram que as concentragdes pré-
ovulatorias de estradiol podem ter efeitos de longo prazo sobre a expressdo de diversos genes no
endométrio (Ing et al., 2006; Schiefelbein et al., 2008; Perry et al., 2009). Portanto, novas
pesquisas durante o periodo peri-implantacio da gestacdo sdo necessarias para identificar de
forma definitiva as disfuncdes uterinas especificas responsaveis pela morte do concepto em

vacas que ndo apresentam concentragdes pré-ovulatdrias suficientes de estradiol.
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Concentragoes Luteais de Progesterona, Funcionalidade Uterina e Sobrevivéncia do Concepto

Acredita-se que a elevagao das concentracdes de progesterona durante a fase inicial da
gestacdo facilite indiretamente o crescimento do concepto, acelerando a sub-regulacao dos PGRs
no endométrio e permitindo a secre¢cao maior e mais precoce do histotrofo uterino através da
suprarregulacdo de vias especificas de transporte de nutrientes (Forde et al., 2009, 2010). Na
ovelha prenhe, a progesterona exdgena aumenta as concentragdes de varios aminodcidos (por
exemplo, arginina, serina, glutamina e lisina) e tende a aumentar as concentra¢des de glicose no
histotrofo uterino (Satterfield et al., 2010). Analogamente, a suplementacio de progesterona no
inicio da gestacdo aumenta a expressido endometrial de diversos genes associados a produgdo do
histotrofo ou de componentes que aceleram o desenvolvimento do concepto em vacas (Forde et
al., 2009, 2011).

Mais pertinente ao objetivo deste artigo € o efeito da reducao das concentracdes de
progesterona circulante sobre a func¢do uterina e o desenvolvimento do concepto. Conforme
descri¢do anterior, certas populacdes de vacas de corte e leite apresentam baixas concentragdes
de progesterona no inicio da gestagdo. Assim como altas concentra¢des de progesterona no inicio
da gestacdo levam a maior desenvolvimento do concepto, concentracdes baixas de progesterona
reduzem o crescimento do concepto e a secrecdo IFNT, podendo afetar o reconhecimento
materno da prenhez (Mann e Lamming, 2001; Mann et al., 2006). Atkins et al. (2012)
recentemente demonstraram que, em vacas de corte receptoras, a concentracdo de progesterona
no momento da transferéncia realizada no dia 7 € a varidvel que melhor estima a probabilidade
de sucesso da prenhez aos 27 dias de gesta¢do. Além disso, de acordo com diversos estudos
observacionais, as concentragdes de progesterona sao mais baixas em vacas vazias do que em

vacas prenhes ao diagndstico de gestaciao (Lukaszewska e Hansel, 1980; Shelton et al., 1990;
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Mann et al., 1995; Kerbler et al., 1997; Perry et al., 2005; Mann e Lamming, 2001; Hommeida et
al., 2004). Trata-se de uma resposta associativa, porém que respalda a hipétese de que a reducio
dos niveis de progesterona durante a fase inicial da gestacdo seja deletéria para a fertilidade.

A avaliacdo mais abrangente dos efeitos de baixas concentracdes circulantes de
progesterona sobre as alteragdes do transcriptoma uterino, o padrao temporal de expressao
génica endometrial e o desenvolvimento do concepto em bovinos foi publicada recentemente por
Forde et al. (2011) e (2012). Usando um modelo animal especifico, tais pesquisadores
conseguiram reduzir as concentragdes circulantes de progesterona e comparar as alteragdes
verificadas no ttero e no concepto com as observadas em novilhas com padrdes normais de
secrecdo de progesterona. As novilhas com concentragdes baixas e normais de progesterona apos
a ovulagdo diferiram quanto a expressao de 498 genes no dia 7 e de 351 genes no dia 13 do ciclo
estral (Forde et al., 2012). A reducd@o da concentracio de progesterona resultou no atraso da sub-
regulacdo dos PGRs no epitélio glandular e luminal (Forde et al., 2011). A reducdo da
concentracio de progesterona, somada a alteracao da regulacio temporal dos PGRs em novilhas
com baixas concentragdes de progesterona, alterou a expressao temporal de diversos genes
associados a composicao do histotrofo, a selecdo de transportadores, a proliferacdo e migragdo
celular e ao remodelamento proteico, além de genes possivelmente envolvidos no alongamento
do concepto (Forde et al., 2011, 2012). Foi demonstrado que a alteracao da fun¢do uterina por
baixas concentragdes circulantes de progesterona atrasa o crescimento do concepto apos a
transferéncia do embrido (Forde et al., 2011). A comparagdo com avalia¢des prévias de novilhas
com altas concentragdes de progesterona apds a ovulacdo (Forde et al., 2011) indicou que os
genes alterados por baixas concentracdes de progesterona diferem dos afetados por altos niveis

de progesterona (Forde et al., 2012). De uma forma geral, as baixas concentragdes de
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progesterona desencadeiam alteracdes no transcriptoma uterino que resultam em disfuncao

uterina, com incapacidade de sustentar o alongamento do concepto.

RESUMO E CONCLUSOES

Embora diversos fatores (Atkins et al., 2012) influenciem a sobrevivéncia do embrido,
inclusive as caracteristicas foliculares descritas por Geary et al. (2012), € evidente que as
deficiéncias uterinas contribuem muito para a infertilidade em bovinos. Esta revisdo aborda
principalmente o papel dos esterdides ovarianos no estabelecimento de uma func¢do uterina
adequada para sustentar o crescimento e a implantagdo do concepto e os efeitos deletérios das
deficiéncias pré-ovulatdrias de estradiol e pés-ovulatdrias de progesterona sobre o
microambiente uterino, que resultam na morte do concepto. Embora baixas concentragdes pré-
ovulatorias de estradiol sabidamente causem defici€ncias uterinas capazes de impedir a
manutencio da prenhez, a alteragdo endometrial especifica responsavel pela deficiéncia
funcional uterina ainda ndo foi identificada. Recentemente, as deficiéncias uterinas causadas por
baixas concentragdes pos-ovulatérias de progesterona foram parcialmente definidas. A queda da
concentracdo de progesterona no inicio da gestagdo altera a regulagdo normal dos PGRs e resulta
em diversas alteracdes do transcriptoma endometrial, mais especificamente dos genes envolvidos
na producdo e composicao do histotrofo e na preparacdo do ttero para a fixa¢ao do concepto.
Tais alteragdes resultam no atraso do desenvolvimento do concepto e, em muitos casos, na sua
morte. Do ponto de vista prético, os tecnicos devem estar cientes das possiveis deficiéncias
uterinas induzidas pelas alteracdes das concentragdes de esterdides reprodutivos ao desenvolver

e implementar tecnologias e estratégias de manejo reprodutivo em bovinos.
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