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RESUMO

FRANCA, Itamara Gomes de. Expressdo génica e hemodinamica do trato reprodutivo de
vacas nelore (Bos indicus) tratadas com diferentes indutores da ovulacédo e eCG em
protocolos de IATF. [Reproductive gene expression and hemodynamics of nelore cows (Bos
indicus) treated with Estradiol plus eCG in TAI protocols]. 2022. 100f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranh&o, Sao Luis, MA, 2022.

Quarenta vacas Nelore foram submetidas ao protocolo de inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF) e distribuidas aleatoriamente em grupos de acordo com o éster de estradiol
(E2) (cipionato ou benzoato, ou seja, CE ou BE) e tratamento com gonadotrofina cori6nica
equina (eCG ou Sem-eCG) em um arranjo fatorial 2x2. Em um dia aleatdrio do ciclo estral (Dia
0), as vacas receberam um dispositivo intravaginal de P4 junto com a administracdo de 2 mg
de BE. No momento da remocdo do dispositivo P4 (Dia 8), as vacas foram tratadas com 0,150
mg de D-cloprostenol (PGF) e divididas aleatoriamente para receber ou ndo 400 Ul de eCG,
bem como aleatoriamente designados para receber 1 mg de CE imediatamente (D8), ou 1 mg
de BE, 24 h ap6s (D9) conforme estimulos ovulatérios. Portanto, os grupos formados foram
CE, CE+eCG, BE e BE+eCG. Foram avaliados os efeitos dos tratamentos sobre o VEGF,
Expressdo génica de OXTR e PGR, concentracfes de E2/P4 e Dopplerfluxometria do trato
reprodutivo. A taxa de ovulagdo foi maior nos animais submetidos ao tratamento CE + eCG (p
< 0,05). A vascularizacdo folicular ndo foi influenciada pelo o indutor de ovulacédo (p > 0,05),
embora tenha sido influenciada pelo tratamento com eCG (p < 0,05). O BE possibilitou maior
taxa de area vascularizada no CL (P = 0,0192). Os genes VEGF e PGR foram mais expressos
nos animais tratados com BE e eCG. Por outro lado, a expressdo do OXTR foi menos evidente
em vacas tratadas com eCG. O CE levou a uma razdo E2:P4 mais alta no fluido folicular. Este
resultado indicou maior atividade estrogénica no D10, o que justificou a maior taxa de ovulacao,
guando o CE foi associado a eCG (p < 0,05). Por fim, os resultados do presente estudo
corroboram a hipdtese de que os diferentes ésteres de E2 e eCG regulam diferencialmente a
vascularizagdo, esteroidogénese, e expressao génica Utero-ovariana em vacas Bos indicus

submetidas a protocolos de IATF.

Palavras-chave: Inseminacdo artificial em tempo fixo; Ester de estradiol; Gonadotrofina,

Genes; Ultrassom.



ABSTRACT

FRANCA, Itamara Gomes de. Reproductive gene expression and hemodynamics of nelore
cows (Bos indicus) treated with Estradiol plus eCG in TAI protocols. [Expressao génica e
hemodinamica do trato reprodutivo de vacas nelore (Bos indicus) tratadas com diferentes
indutores da ovulacdo e eCG em protocolos de IATF]. 2022. 100f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranh&o, Séo Luis, MA, 2022.

Forty Nelore cows were submitted to timed artificial insemination (TAI) protocol and
randomly assigned to groups according to estradiol (E2) ester (cypionate or benzoate, i.e. EC
or EB) and equine chorionic gonadotrophin treatment (eCG or No-eCG) in a factorial 2x2
design. On a random day of the estrous cycle (Day 0), cows received a P4 intravaginal device
plus 2 mg im injection of EB. At the time of P4 device removal (Day 8), cows were treated with
0.150 mg im of D-cloprostenol (PGF) and randomly divided to receive or not 400 Ul im of
eCG, as well as randomly assigned to receive 1 mg of EC immediately (D8), or 1 mg of BE, 24
h after it (D9) as ovulatory stimuli. Therefore, the groups formed were EC, EC+eCG, EB and
EB+eCG. Were evaluated the effects of treatments on VEGF, OXTR, and PGR gene
expression, E2/P4 concentrations, and Doppler-flowmetry of the reproductive tract. Ovulation
rate was higher in animals subjected to the EC + eCG treatment (p < 0.05). Follicular
vascularization was not influenced by the ovulation inducer (p > 0.05), although it was
influenced by the eCG treatment (p < 0.05). EB enabled higher vascularized area rate in CL (P
= 0.0192). VEGF and PGR genes were more expressed in animals treated with EB and eCG.
On the other hand, OXTR expression was less evident in eCG-treated cows. EC has led to
higher E2:P4 ratio in follicular fluid. This outcome indicated higher follicular estrogenic
activity at D10, which justified the higher ovulation rate, when EC was associated with eCG (p
< 0.05). Finally, the results of the present study corroborate the hypothesis that the different E2
esters and eCG differentially regulate vascularization, steroidogenesis, and utero-ovarian gene

expression in Bos indicus cows submitted to TAI protocols.

Keywords: Timed artificial insemination; Estradiol ester; Gonadotrophin; Genes, Ultrasound.
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1. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva é o fator que mais influencia a produtividade e a lucratividade de
rebanhos bovinos comerciais. Dentre as estratégias utilizadas mundialmente para que se aumente a
taxa de servigo das fémeas em reproducdo, esta o uso programado de andlogos dos hormonios
reprodutivos para pratica de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF). O uso programado de
hormonios reprodutivos, e de seus analogos em protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo
(IATF) e a principal estratégia adotada para aumentar a taxa de servico de vacas em reproducéo. Este
procedimento permite sincronizar tanto a ovulacdo quanto a inseminacdo de todas as fémeas
disponiveis para reproducao. No entanto, as taxas de fertilizacdo na primeira inseminacéo artificial
tém historicamente atingido 50% (BARUSELLI et al., 2012; WILTBANK e PURSLEY, 2014),
indicando que um ndmero significativo de fémeas inseminadas ndo emprenhou.

Diferentes estratégias tém sido propostas com o objetivo de melhorar a eficiéncia das técnicas
de sincronizacdo para IATF. Entre elas, encontra-se o uso da gonadotrofina corionica equina (eCG)
para estimular o crescimento do foliculo pré-ovulatério, aumentar a producéo de progesterona (P4)
pelo corpo lateo (CL) e melhorar as taxas de concepcédo (BO et al., 2002; SA FILHO et al., 2009;
SALES et al., 2011). Além disso, o benzoato de estradiol (BE) é administrado no inicio do protocolo
para induzir atresia nos foliculos em desenvolvimento, resultando na emergéncia de uma nova onda
folicular (DRIANCOURT, 2001). Mais recente, o cipionato de estradiol (CE) tem sido amplamente
utilizado no momento da remocéo do dispositivo intravaginal para induzir o pico de LH entre 45 e 49
horas, bem como a ovulacdo entre 67 e 70 h apds o tratamento (SALES et al., 2012).

A utilizacdo destes hormdnios exdgenos nos protocolos de IATF resulta em expressdo génica
diferencial no endométrio bovino (SHIMIZU et al., 2010). Os efeitos gendmicos dos horménios
esteroides, estradiol (E2) e P4, no endométrio sdo mediados principalmente por meio da ligacdo com
seus receptores (ROBINSON et al., 2001; OKUMU et al., 2010). Entre os genes de importancia neste
contexto, encontram-se VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), OXTR (receptor de
oxitocina) e PGR (receptor de progesterona), que estdo associados a angiogénese, desenvolvimento
folicular e uterino (SMITH, 2001; ARTAC et al., 2009), bem como com a receptividade uterina para
implantacdo embrionéria (BRATTA et al., 1996; BRIDGES et al., 2005; HAOUZI et al., 2009).

As alteracOes nas concentragdes séricas de P4 no inicio da fase luteinica sdo capazes de
provocar variacdes temporais na composicdo e quantidade de transcritos no endométrio bovino
(FORDE et al., 2011; MESQUITA et al., 2014). O E2 aumenta a expressao dos seus receptores, bem
como de PGR e OXTR no endométrio (LAMMING e MANN, 1995; BOOS et al., 1996; ROBINSON
etal., 2001).
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Além disso, os homénios exdgenos modulam o padréo vascular do trato reprodutivo (FORD
e CHENAULT, 1981; BOLLWEIN et al., 2000;). Em fémeas bovinas, assim como em outras espécies,
0 Utero sofre alteragdes fisiologicas ao longo do ciclo estral, sendo o estdgio deste diretamente
relacionado a perfusdo vascular uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002). Estas alteracdes sao
reguladas pelos hormdnios esteroidais e por uma rede de complexas interacdes entre fatores de
crescimento locais, secretados pelo epitélio e estroma uterinos (ROMAN-PONCE et al., 1983;
BOLLWEIN et al., 2002; SAGSOZ e SARUHAN, 2011).

O E2 é um hormonio esteroidal conhecido por seu efeito vasodilatador (FORD, 1982;
GINTHER, 1992), enquanto a P4 aumenta a receptividade do Utero para 0 embrido através da inducao
da angiogénese endometrial (WEN et al., 2009). Alguns estudos demonstram a influéncia da
administracdo da eCG na formacéo e vascularizagdo do CL, producgéo de P4 e aumento do fluxo
sanguineo uterino, tanto em vacas receptoras como também em doadoras de embrides (FUCK et al.,
2002; BARUSELLI et al., 2004; HONNENS et al., 2008).

Assim, a expressdo génica e o padrdo vascular sanguineo no trato reprodutivo podem ser
regulados por hormonios exdgenos utilizados nos protocolos de IATF. Diante disso, acredita-se que
0 uso dos indutores de ovulacdo benzoato de estradiol (BE) e cipionato de estradiol (CE) associados
ou ndo a gonadotrofina coridnica equina (eCG) modulam a expressdo endometrial dos genes

associados a reproducdo e alteram a vascularizagdo utero-ovariana.

1.1 Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Analisar a influéncia dos protocolos hormonais na hemodinamica e expressao génica, que

estdo diretamente ligados a capacidade owvulatéria dos foliculos, desenvolvimento do CL,
esteroidogénese gonadal e respostas endometriais associadas.
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1.1.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos indutores da ovulagdo benzoato de estradiol (BE) e cipionato de

estradiol (CE) e da gonadotrofina coriénica equina (eCG) em vacas Nelore (Bos indicus) sobre:

A quantificacdo da expressdo dos genes PGR, VEGF e OXTR no endométrio no dia
da IATF;

A vascularizacdo de Utero-ovariana,;

As concentragdes de progesterona e estradiol no liquido folicular no dia da IATF;

As concentragdes séricas de progesterona e estradiol no diestro subsequente a IATF;

Relacionar os dados da expressao génica com a resposta dopplerfluxométrica uterina,

concentragdes de progesterona e estradiol no liquido folicular e no plasma sanguineo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia reprodutiva da fémea bovina

Compreender os fenémenos fisioldgicos reprodutivos da fémea bovina, associados aos
mecanismos que ocorrem no trato reprodutivo, é de fundamental importancia para otimizar a
utilizacdo das biotécnicas reprodutivas e a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos (BARUSELLI et al.,
2007).

O ciclo estral em bovinos tem uma duracdo média de 21 dias, e é caracterizado por uma série
de alteragdes hormonais, morfolégicas e comportamentais (MOREIRA et al., 2002;
ALBUQUERQUE et al., 2004; JAINUDEEN e HAFEZ, 2004). As caracteristicas do ciclo estral
sdo influenciadas por vérios fatores, entre eles a idade (DE SILVA et al., 1981), producéo de leite
(VAN VLIET e VAN EERDENBURG, 1996), condi¢6es ambientais (WHITE et al., 2002) e fatores
sociais (hierarquia) (LANDAETA-HERNANDEZ et al., 2004).

Em cada fase do ciclo estral ocorrem mecanismos fisicos e quimicos que sdo basicamente
regulados por horménios atraveés de um mecanismo de feedback. Varios horménios participam direta
ou indiretamente de eventos reprodutivos em fémeas bovinas. O FSH (Hormoénio Foliculo
Estimulante) estimula o crescimento folicular e contribui para a formagdo de receptores de LH
(Hormonio Luteinizante) e FSH no foliculo, estando diretamente envolvido na fase de recrutamento
de uma onda de crescimento folicular. Ja o aumento da frequéncia e amplitude dos pulsos de LH,
induz o crescimento do foliculo dominante na fase poOs-divergéncia, além da ovulacdo, que é
desencadeada a partir da liberacdo de um pico consistente deste mesmo hormonio (DRIANCOURT,
2001; FORTUNE et al., 2001).

O estrogeno atua na receptividade sexual (aceitacdo de monta) durante o estro, promove 0
relaxamento da cérvix e tem efeito feedback (+) para estimular o pico de LH (SILVA et al., 2011).

A progesterona e 0s progestagenos atuam inibindo a motilidade uterina esponténea e sdo
essenciais para a manutencao de gestacdes (HADLEY, 1996). As prostaglandinas executam funcGes
em muitas células e tecidos corporais, sendo que em relacdo aos eventos reprodutivos da fémea
bovina, a F2a tem a funcdo de realizar a lutedlise (WAITE et al., 2005; TANIKAWA et al., 2005;
WEEMS et al., 2010).

A populacédo de foliculos ovarianos apresenta uma grande variagdo em namero, tamanho e
taxas de crescimento, em uma dindmica continua das fases de recrutamento, selecdo e dominancia.
Em bovinos, o desenvolvimento folicular acontece em um padréo de ondas, no qual cada onda de

crescimento € caracterizada por um grupo de pequenos foliculos que sdo recrutados (emergéncia
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folicular) e iniciam uma fase de crescimento comum por cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003).
Destes, apenas um continua seu desenvolvimento (foliculo dominante), enquanto 0s outros sofrem
decréscimo de tamanho (foliculos subordinados) (LUCY et al., 1992). O foliculo dominante de cada
onda é capaz de inibir o crescimento e induzir a atresia dos demais foliculos em desenvolvimento,
além de bloquear o surgimento de uma nova onda folicular (PIERSON e GINTHER, 1988; SAVIO
etal., 1988; ASSEY etal., 1993). O foliculo na fase de dominancia so chegara a ovulagdo na segunda
ou terceira onda de crescimento, em funcdo da regressdo das concentracbes plasmaticas de
progesterona e producdo continua de 17B-estradiol e inibina, ovulando logo ap6s o pico de secrecéo
de LH (GINTHER, 1988; GINTHER et al., 1989; FORTUNE et al., 2004).

Em bovinos da raga Nelore (Bos taurus indicus), o desvio folicular tem inicio por volta do dia
2,5a2,7 apds aemergéncia daonda (GIMENES et al., 2005; SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO
et al., 2006), e de acordo com Martinez et al. (2004) a selecédo do foliculo dominante fica evidente
trés dias ap0Os a emergéncia da onda. Contudo, apesar de relatos sobre a aquisi¢do de receptores de
LH pelo foliculo dominante no momento da divergéncia, existem estudos demonstrando que este
foliculo ainda ndo é responsivo a um indutor da ovulagdo (BARUSELLLI et al., 2007). Sartori et al.
(2001), verificaram em vacas Holandesas que os foliculos alcancam a capacidade ovulatéria somente
apos atingirem 10 mm de diametro. Novilhas Bos taurus indicus (Nelore e Gir) que foram tratadas
com 25 mg de LH quando o foliculo dominante atingiu um didametro médio de 7,7 mm tiveram uma
taxa de ovulacdo de apenas 33%, engquanto que novilhas da mesma raga com diametro médio de 10
mm tiveram uma taxa de ovulacdo superior a 90% (GIMENES et al., 2005).

Em zebuinos (Bos indicus), o diametro médio de foliculos pré-ovulatorios esta entre de 11,3
e 12,1 mm (FIGUEIREDO et al., 1997) e, o corpo ldteo varia de 17 a 21 mm em seu diametro maximo
(RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997). De acordo com Gimenes et al. (2008), a
capacidade ovulatéria de um foliculo em protocolos hormonais de IATF é dependente do tamanho
que o foliculo se encontra no momento da aplicacdo do indutor da ovulacdo, sendo essa uma das
grandes causas de variacGes em protocolos hormonais. Além disso, S& Filho et al. (2011) descreveram
que a mensuracéo do foliculo dominante no momento da IA é uma importante estratégia para predizer

uma alta chance de gestacdo em fémeas zebuinas.
2.2. Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo (IATF)
A Inseminacdo Artificial (IA) mostrou ser uma técnica viavel e economicamente eficaz para

um melhor retorno econdmico e aceleracdo no ganho genético. Dentre suas vantagens, destacam-se a

padronizacdo do rebanho, controle de doengas sexualmente transmissiveis, melhor organizacdo da
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fazenda, diminuicdo no custo de reposicdo de touros, maior conhecimento técnico dos funcionarios,
uso de sémen de reprodutores que j& vieram a Obito, etc. Contudo, o principal beneficio dessa técnica
é 0 melhoramento genético, utilizando sémen de touros avaliados, para obtencdo de crias com alto
potencial produtivo (ASBIA, 2007).

Porém, com a evolucdo e o emprego da técnica em grande escala, os problemas como detecgédo
de estro e principalmente a necessidade de mé&o de obra em tempo integral, levaram pesquisadores a
buscarem técnicas alternativas sem comprometer os indices de reproducdo (BARUSELLI et al.,
2004). Entdo, surgiram as técnicas de inseminacdo sem a necessidade de deteccéo de estro, ou seja, a
inseminacao artificial em tempo fixo, que por meio da utilizacdo de hormonios, induz a sincronizacéo
do estro e da ovulacdo (WILTBANK et al., 1971; MARTINEZ et al., 1998), levando a um aumento
na eficiéncia reprodutiva, reducédo do intervalo entre partos e concentracao de nascimento de bezerros
em épocas do ano estratégicas (MALUF, 2002).

A IATF necessita de investimento inicial, e seus resultados nem sempre sd@o demonstrados no
primeiro momento de sua implantacgdo, surgindo, além das vantagens, gastos diretos e indiretos como:
adogdo de instrumentos de controle e de manejo, aquisi¢do de hormonios, servigos veterinarios, sendo
estes muitas vezes uma dificuldade por parte do produtor para iniciar sua implantacdo (FERRAZ,
1996; PEREIRA, 1999, ASBIA, 2003). Relacdo custo/beneficio merece total atencdo para empregar
biotécnicas, tendo que ser levado em conta todos os custos e beneficios, que nem sempre séo faceis
de detalhar e quantificar (MARION, 2001).

2.3. Esteres de Estradiol na induc&o da ovulacéo

Para viabilizar a IATF, diversos protocolos hormonais tém sido elaborados na tentativa de
controlar as fungdes ovarianas foliculares e luteais. Para este fim, muitos sdo os hormonios,
destacando a P4 e BE, na finalidade de induzir atresia de foliculos presentes e sincronizar a
emergéncia de nova onda folicular no inicio do protocolo, e ap6s remocdo do dispositivo impregnado
de P4 a administracdo concomitante de prostaglandina para assegurar a lutedlise e, por fim, aplicacdo
de um éster de estradiol, GnRH ou LH para induzir a ovulacao sincronizada (BO et al., 2003).

O controle preciso do momento da ovulacédo é de fundamental importancia para a IATF, visto
que inseminagbes proximas ao momento da ovulagdo levam a indices maiores de prenhez. Em
bovinos, os indutores da ovulagdo mais utilizados s@o o BE e o hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), porém, no Brasil, os ésteres de estradiol sdo os mais utilizados devido a sua eficiéncia
(MENEGHETTI et al., 2009) e seu menor custo, quando comparado ao de outros acima citados

(CARVALHO et al., 2017). Mais recentemente, a prostaglandina tambem tem sido estudada como
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agente indutor da ovulacdo (PFEIFER et al., 2014; 2016; CARVALHO et al., 2017;
GOBIKRUSHANTH et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Os ésteres de estradiol sdo comumente
empregados em protocolos de IATF a fim de promover o controle farmacolégico do ciclo estral, uma
Vez que na auséncia de progesterona sua administracdo pode estimular a liberacdo endégena de GnRH
e LH e causar a ovulacdo do FD (MOENTER et al., 1990). O E2 também tem funcdes na fisiologia
reprodutiva como expresséo de estro, por exemplo (ALLRICH, 1994).

Dentre os principais ésteres de estradiol utilizados em programas reprodutivos de fémeas
bovinas temos o benzoato de estradiol (BE) e o cipionato de estradiol (CE). Porém, ambos séo
diferentes quanto a sua utilizacdo, pois possuem meias-vidas distintas, devido a peculiaridades na
esterificacdo da molécula, conduzindo assim a alteragdes na absor¢cdo e, consequentemente, no
metabolismo (SOUZA et al., 2005; MENEGHETTI et al., 2009).

A administracdo do BE gera uma acdo mais rapida, por ser exatamente a molécula bioativa e
ndo necessitar ser transformado no organismo, conforme Larson e Ball (1992) observaram em seus
estudos, constatando aumento das concentracdes de estradiol na circulacdo em duas horas pds-
administragdo e retornando a niveis basais em seis horas.

O CE, por ser formado pela esterificacdo do &cido propiénico ciclo pentano, resulta em baixa
solubilidade em agua e, sendo assim, liberacdo mais lenta no local de administracdo, prolongando a
atividade bioldgica quando comparado ao BE (VYNCKIER et al., 1990).

O conhecimento dessas caracteristicas distintas é fundamental para determinar o0 momento
mais adequado para administracdo desses indutores da ovulacdo em protocolos de IATF a fim de
garantir resultados satisfatorios.

Neste sentido, diversos estudos foram conduzidos para avaliar o tempo de acdo e eficiéncia
dos diferentes indutores em vacas de corte, sendo que a utilizacdo do BE 24h ap6s a remocéao do
dispositivo de P4 intravaginal (BARUSELLI et al., 2006), induziu o pico de LH em 16h, e as
ovulacdes em 40h apés a sua administracdo (HANLON et al., 1997). J4, o uso do CE no momento da
retirada do dispositivo de P4 resultou em um pico de LH e ovulacdo 38 e 66h apos, respectivamente
(AMBROSE et al., 2001). Além disso, estudos conduzidos por Crepaldi et al. (2008) revelaram que
a administracdo do CE simultanea a retirada do dispositivo de P4 promoveu a ovulacdo de forma
sincronizada, em cerca de 72h ap0s seu uso, resultando em um momento semelhante ao protocolo em
que se empregou 0 BE 24h apds a remocao da progesterona. Outros experimentos demonstraram que
a substituicdo do BE, pelo CE aplicado no momento de retirada da progesterona (AYRES et al.,
2006), eliminaria 0 manejo adicional, tornando a execucao dos protocolos mais simples (CREPALDI,
2009).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-99402015000400958#B4
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-99402015000400958#B2
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-99402015000400958#B2
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-99402015000400958#B8
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-99402015000400958#B8
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Segundo Pancarci et al. (2002), a administracdo de 2mg de CE (intramuscular) promove
aumento nas concentracGes plasmaticas de E2 12 horas ap0s a administracdo, pico em 36 e
permanéncia sanguinea de mais de 96 horas. A utilizagdo de 1 mg de BE intramuscular induz a um
rapido aumento nas concentracfes de estradiol no plasma apos quatro horas, mantendo-se elevada
por 24 horas (BURKE et al., 2000).

Estudos realizados por Uslenghi et al. (2016) e Sales et al. (2012) mostraram o perfil
plasmatico do 17p estradiol apods a utilizagdo de diferentes indutores da ovulacdo (BE e CE),
concluindo que, considerando as caracteristicas peculiares a cada farmaco, podemos utilizar qualquer

um dos ésteres de estradiol obtendo eficacia comprovada.

2.4. Gonadotrofina Coridnica equina (eCG)

A eCG é um farmaco de meia vida longa (até 3 dias), produzido nos calices endometriais da
égua prenhe (40 a 130 dias; MURPHY e MARTINUK, 1991) que se liga aos receptores de FSH e
LH dos foliculos e aos receptores de LH do corpo lateo (STEWART e ALLEN, 1981; CAVALIERI
etal., 1997; PEGORER et al., 2011).

A eCG ¢ formado por duas subunidades (o - composta por 96 aminoacidos; e B - composta
por 149 aminodcidos). Uma caracteristica importante da molécula de eCG é a existéncia da grande
quantidade de carboidratos (aproximadamente 45% de sua massa), principalmente a N-acetil
neuramina, ou acido sidlico, primordialmente presente na subunidade B da molécula de eCG, o0 que
proporciona uma grande meia vida a este composto quimico (MURPHY e MARTINUK, 1991).
Ainda, devido ao alto peso molecular e a presenca de acido sialico, a molécula de eCG é carregada
negativamente, o que dificulta a sua filtragdo glomerular e aumenta ainda mais sua meia-vida. Devido
a todos estes fatores, a meia-vida da eCG quando aplicado em bovinos é considerada longa (SOUZA
et al., 2009).

De acordo com Baruselli et al. (2004a), a eCG, quando administrado nas vacas em anestro,
cria condigdes para estimular o crescimento folicular e a ovulagdo, mesmo em vacas que tenham
comprometimento na liberagdo de gonadotrofinas. Seu uso tem apresentado efeito positivo em
rebanhos com baixa taxa de ciclicidade (anestro), em animais recém-paridos (periodo pés-parto
inferior a 2 meses) (BARUSELLI etal., 2004) e aumenta a taxa de prenhez (MARQUES et al., 2005).
Ainda, devido a sua acdo mimetizar as acfes de LH e FSH e sua meia vida ser longa (trés dias), a
eCG pode ser utilizado em dose Unica nos protocolos para superovulagdo em bovinos (BARUSELLI
et al., 2008).

O emprego da eCG também tem sido relatado em receptoras de embrido, que recebem eCG
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durante o tratamento de sincronizacdo apresentando um aumento na taxa de ovulacdo e de
aproveitamento, além de possuirem maiores niveis de progesterona circulante no diestro
(BARUSELLLI et al., 2000), minimizando falhas no reconhecimento da gestagdo e aumentando a
eficiéncia da transferéncia de embrides (BINELLI, 2001).

Diversos autores consideram o uso da eCG como uma ferramenta para melhorar as
concentracdes plasmaticas de P4 durante o ciclo estral (FUENTES e DE LA FUENTES, 1997;
BARUSELLLI et al., 2000) podendo atuar de forma diferente dependendo do periodo estral que se
inicia o tratamento (SA FILHO et al., 2010).

Assim, a estimulacdo com a utilizacdo da eCG causa um aumento folicular associado a um
acumulo de expressdo do mMRNA de proteinas que sdo importantes para a producao de pregnenolona,
proporcionando maior quantidade dos precursores de progesterona. Ha abundancia de mRNA de
StAR em foliculos médios e grandes que receberam estimulacdo com eCG (SOUMANO e PRICE,
1997). Além disso, foi observado aumento da expressao génica e protéica da proteina StAR no corpo
luteo dos animais estimulados e superovulados seguido pelo aumento na producdo de progesterona
por corpo liteo dos animais estimulados (FATIMA, 2008).

Os resultados da estimulacdo com eCG, quando comparados com os de FSH, sdo duas vezes
maiores em relacdo ao crescimento folicular, ovulacéo e concepcdo dos animais, devido ao seu tempo
de atuacdo no organismo que é de 3 dias, enquanto que com o FSH é de apenas alguns minutos
(SALES et al., 2011).

Alguns trabalhos demonstram a influéncia da administracdo da eCG na formacdo e
vascularizacdo do CL, producdo de P4e fluxo sanguineo uterino, tanto em vacas receptoras
(estimulacéo do foliculo dominante) como também em doadoras (superovula¢do) (FUCK et al., 2002;
BARUSELLI et al.,, 2004b; HONNENS et al., 2008). Nas técnicas de IATF(tratamento
estimulatério), por exemplo, nas quais a eCGé amplamente empregada, foram observados aumento
tanto no volume do CL quanto na producdo de P4 (SA FILHO et al., 2010; SALES et al., 2011;).
Outro tratamento no qual a eCG também pode ser utilizada €é o de superovulagdo; no entanto, o
FSHtem sido o mais utilizado, o qual causa importantes alteracbes nos CL formados, tais como o
aumento da expressdo de fatores angiogénicos e da vascularizacdo, bem como o aumento da produgao
de P4 (PAPA et al., 2007; FATIMA,; 2008).

2.5. Ultrassonografia Doppler na avaliacdo do trato reprodutivo de fémeas

A US Doppler tem sido aplicada para avaliagéo do trato reprodutivo de grandes animais, pois

permite a realizacdo de um exame em tempo real e de maneira ndo invasiva da perfusdo sanguinea
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uterina e ovariana (BOLWEIN et al., 2003; GINTHER et al., 2007).

E de grande importancia o estudo da hemodinamica do trato reprodutivo de fémeas, sendo o
sistema vascular responsavel pelas trocas de nutrientes, gases, hormonios, fatores de crescimento e
excrecOes entre tecidos e orgdos (FABER e THORNBURG, 1983). Herzog e Bollwein (2007)
relataram o uso da US Doppler colorido como ferramenta para investigacdo do fluxo sanguineo
genital. Por meio dessa técnica, a perfusdo sanguinea dos ovarios e do Utero pode ser acessada, sendo
as imagens avaliadas subjetivamente ou objetivamente (GINTHER, 2007).

Pareja et al. (2010) relataram a possibilidade do mapeamento com Doppler colorido do sitio
ovariano podendo observar e estimar quantitativamente as mudancas da vascularizacao intraovariana.
Miyamoto et al. (2006) descreveram a importancia da utilizacdo da US Doppler para identificar o
fluxo sanguineo local, proporcionando uma estimativa facilmente obtida do status folicular, do CL e
do concepto.

A dinamica folicular, ovulacdo, formacao do CL, bem como a preparacdo do endométrio para
a gestacdo sdo dependentes do estabelecimento de vascularizacdo adequada para uma melhor
producdo hormonal durante as diferentes fases do ciclo estral (PINTO, 2009).

Neste contexto, a US Doppler tem se mostrado como um método inovador, ainda pouco usado

e mais sensivel na avaliacdo da vascularizacdo do trato reprodutivo de fémeas bovinas.

2.6. Hemodinamica do trato reprodutivo

E sabido que uma pobre perfuséo uterina pode ser a causa de infertilidade em fémeas, estudos
realizados em mulheres demonstraram que uma baixa perfusdo uterina durante a fase luteinica esta
associada com uma baixa taxa de concepgdo (BOLLWEIN et al., 1997).

Bollwein et al. (1997) afim de demonstrar a diferenca na perfusao uterina durante o ciclo estral
em éguas observaram que o fluxo sanguineo na artéria uterina direita ou esquerda nao diferiram
durante a ovulacéo, sendo o fluxo arterial uterino independente do ovario que ocorre a ovulagéo.
Verificaram também, que a perfusdo vascular na artéria uterina se mantém constante durante o ciclo
estral, assim como em outras espécies domésticas (FORD et al., 1979).

As mudancas na hemodindmica ovariana estdo diretamente ligadas aos processos de
transformacéo folicular durante os diferentes momentos do ciclo estral, incluindo crescimento
folicular, ovulacdo, luteogénese e lutedlise (COLLINS et al.,1991; BRANNSTROM et al., 1998;
ACOSTA et al., 2002).

O desenvolvimento do foliculo ovariano estd intimamente relacionado com o

desenvolvimento de uma rede vascular na camada da teca, que fornece nutrientes, horménios e
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oxigénio para suportar o crescimento folicular e a esteroidogénese. Ja na camada granulosa, ndo ha
vasos sanguineos, os metabolitos alcancam o ambiente intra folicular por difusdo (VIANA et al.,
2013).

Em cadelas, foi observada uma mudanca no padréo vascular ovariano durante as fases do ciclo
estral, com um aumento gradual da perfusdo ovariana durante o proestro (KOSTER et al., 2001).
Estes mesmo autores observaram que no periodo pré-ovulatério, houve um aumento marcante da
intensidade da cor e da velocidade de fluxo sanguineo intraovariano, com um declinio nos indices de
resisténcia (IR) e pulsatilidade (IP). Durante a ovulacdo e no inicio da fase luteal, a perfusdo
observada foi méxima.

Mudancas no fluxo sanguineo e na sua intensidade promovem alteragdes diretas na biossintese
de E2 e P4 (MURDOCH et al., 1986; ACOSTA et al., 2002). No CL, também é essencial uma boa
vascularizacdo, pois esta fornece substrato para a biossintese de P4 e horménios esterdides pelas
células luteinicas. Dessa forma, a circulacdo sanguinea € vital para que o CL mantenha suas
propriedades funcionais (BOLLWEIN et al., 2002).

Segundo Wiltbank (1994) o fluxo sanguineo para o CL é maior do que para qualquer outro
tecido no corpo. No diestro, de 65 a 95% do fluxo sanguineo do ovario é destinado ao CL. Um estudo
com éguas caracterizou a relacdo entre a perfusdo sanguinea com o desenvolvimento (estrutural e
funcional) do CL (GINTHER et al., 2007).

N&o existe uma relagdo entre o didmetro luteinico e as mudancas do fluxo sanguineo da artéria
ovariana ipsilateral ao CL, sugerindo que o processo de neovascularizacdo nao estd associado as
dimensbes do CL (BOLLWEINet al, 2002). Durante o desenvolvimento inicial do CL, o fluxo
sanguineo aumenta paralelamente ao aumento da concentracdo circulante de P4, sendo entdo a
vascularizagdo associada ao potencial em produzir P4 (ACOSTA et al.,2003).

Considerando a intima relacdo entre a perfusdo vascular do CL e as concentracdes séricas de
P4, a US Doppler pode ser utilizada no momento da selecdo da receptora para a avaliacdo da
funcionalidade do CL. Mattioli et al. (2001) conseguiram, em seus estudos, relacionar o didmetro do
foliculo ovariano, concentragdes de estrdgeno intra foliculares e a area de fluxo sanguineo, indicando
a possibilidade de associacdo entre a US modo B, modo Doppler colorido e as concentragdes
hormonais.

Alteraces estruturais e funcionais que ocorrem no foliculo podem estar associadas com um
aumento local de fluxo sanguineo no foliculo pré-ovulatorio que levaria a maior suprimento de
gonadotrofinas e outros fatores hormonais nessessarios para a maturacéo folicular (ACOSTA et al.,
2003; ACOSTA e MIYAMOTO, 2004). Miyamoto et al. (2006) confirmaram que as mudancas

estruturais e funcionais causadas pelo LH em foliculos maduros estao associadas ao aumento do fluxo
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sanguineo na parede dos foliculos.

Ginther (1992) e Christensen (2011) relataram um aumento do E2 no inicio do diestro em
éguas, que pode coincidir com a elevacédo da irrigacao uterina neste mesmo momento. Diferentemente
do observado em éguas, em vacas houve uma correlacdo positiva do E2 com o fluxo sanguineo da
artéria uterina ao longo do ciclo estral (BOLLWEIN et al.,2000), enquanto em ovelhas néo foi
encontrada correlagdo deste hormoénio com a perfusdo vascular do utero (ROMAN-PONCE etal.,
1983; SPRAGUE et al., 2009).

O utero sofre alteraces fisiologicas ao longo do ciclo estral, sendo o estagio deste diretamente
relacionado a perfusdo vascular uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002). Estas alteracdes sao
reguladas pelos horménios esteroidais (E2 e P4) e por uma rede de complexas interagdes entre fatores
de crescimento locais, secretados pelo epitélio e estroma uterinos (ROMAN-PONCE et al.; 1983;
BOLLWEIN et al.; 2002; SAGSOZ e SARUHAN, 2011). O E2 é um hormdnio esteroidal que,
conhecidamente, apresenta efeito vasodilatador (FORD, 1982; GINTHER, 1992).

Quando estudadas as concentracBes plasmaéticas da P4, estas ndo se correlacionaram a
perfusdo vascular uterina ao longo do ciclo estral tanto em éguas quanto em vacas (BOLLWEIN et
al., 2000; 2002). J& na mulher existe uma alta correlacdo positiva da P4 com a irrigacdo uterina,
apenas durante o diestro (RAINE- FENNING et al., 2004). Ao analisar a relacao existente entre 0s
hormonios esteroidais, em ovelhas, vacas e porcas houve uma alta correlacdo do fluxo sanguineo
uterino com a relacdo E2/P4 (FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1983; SPRAGUE et al., 2009).

Em um estudo realizado por Bollwein et al. (2002), ndo foi verificada relacdo entre as
concentragdes plasmaticas de estrégeno e a varia¢do no IR vascular no Gtero durante todo o ciclo estral.
Dessa forma, ndo somente o estrégeno mas outros fatores estdo relacionados com a regulacdo do

fluxo vascular uterino.

2.7. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é uma proteina que tem uma funcéo
dindmica de regulagdo do crescimento vascular endotelial, angiogénese e permeabilidade vascular
(FERRARA et al.,, 1998; HAOUZI et al., 2009). Por estar associado com a angiogénese e
vascularizagdo dos tecidos, é considerado um dos marcadores da receptividade do Utero para
implantagcdo (HAOUZI et al., 2009).

A producdo e a expressao do VEGF no utero sdo essenciais para um bom desenvolvimento
reprodutivo (GEVA e JAFFE, 2000). Sua atua¢do em associagdo com hormonios esterdides tem

efeitos locais na angiogénese para um bom desenvolvimento do endométrio uterino (HYDER et al.,
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1996; FERRARA et al., 2003).

Entre os fatores que aumentam a sua expressdo, podemos citar os horménios esterdides
ovarianos (HYDER, 2002), as prostaglandinas (GATELY, 2000), o FSH (PAPA et al., 2007), 0 hCG
(FILICORI et al., 2005) e a propria eCG (SHIMIZU et al., 2002). O VEGF é expresso no endométrio
(SMITH, 2001), sendo um fator importante na regulacdo dos eventos de implantacéo e inicio do
estabelecimento da placenta (MATSUMOTO et al., 2002), proliferacdo das células endoteliais dos
vasos sanguineos, formacgdo e funcdo vascular (SMITH, 1998; SMITH, 2001). Alteragcdes na
expressao do sistema VEGF estdo associadas a disfungdes ovarianas e uterinas (FERRARA et al.,
2003).

O VEGF ¢é um importante regulador do desenvolvimento tanto da angiogénese como da
vasculogénese embrionéria de camundongos. Ele também estd envolvido no crescimento do
esqueleto, na formacédo Gssea endocondral e na angiogénese das glandulas enddcrinas (FERRARA,
et al., 2003; FERRARA, 2004).

Em fémeas, 0 VEGF desempenha um papel importante no crescimento dos foliculos ovarianos
e no desenvolvimento e manutencdo do CLpela mediacdo de angiogénese no ovario. Defeitos na
angiogénese podem causar alguns transtornos, como involugéo ovariana, perda da gestacdo, sindrome
de hiperestimulacdo ovariana e neoplasias de ovéario (GEVA e JAFFE, 2000). Artac et al. (2009)
demonstraram que o VEGF est4 envolvido na ativacdo, maturacdo e sobrevivéncia de foliculos
primordiais. Hervé et al. (2006) relataram em seu trabalho que a variabilidade na expressédo do sistema
VEGF esta associada a alteracdes funcionais no Utero e nos ovarios.

O crescimento ciclico do endométrio depende da proliferacédo capilar e do aumento no fluxo
sanguineo causado por vasodilatacdo e alteracBes na permeabilidade vascular (GIUDICE, 1996).
Essas mudangas sdo reguladas por E2 e P4 através da ativacdo de seus receptores (PERROT-
APPLANAT et al., 1994, LECCE et al., 2001), essenciais para o desenvolvimento da vascularizacdo
uterina durante a angiogénese (HERYANTO et al., 2003).

Sabe-se que 0 17b-estradiol é necessario para o desenvolvimento do CL e a manutencdo de
suas funcdes durante a prenhez aumentando a expressao do VEGF em células granulosas luteinizadas
(GARRIDO et al., 1993). Por um lado, a inibicdo do VEGF in vivo durante a fase luteinica média
em primatas ndo humanos impede a angiogénese luteinica e suprime a secrecdo de P4 (WULFF et
al., 2000). Por outro lado, a PGF2a influencia negativamente a expressdao do sistema VEGF
(VONNAHME et al., 2005).
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2.8. Receptor de progesterona no utero (PGR)

A P4 regula a funcdo reprodutiva através de receptores intracelulares que pertencem a uma
superfamilia de receptores nucleares, na qual estdo inclusos nao so receptores esterdides, mas também
os de Vitamina D, horménio da tiredide e receptores orfaos (CARSON-JURICA et al., 1990; TSAl e
O’MALLEY, 1994; KUMAR et al., 2003).

Existem duas formas de receptores de P4 que diferem em suas atividades funcionais. Eles sao
divididos em receptor de P4 A (PR-A) e B (PR-B). Ambas as isoformas sdo co-expressas ha maioria
dos tecidos alvo e a razao de existirem duas formas de receptores de P4 € a funcdo exercida de acordo
com o tipo celular onde atuam (LI e O’MALLEY, 2003). E sdo codificadas pelo mesmo gene, mas
séo reguladas por promotores diferentes (MOTE et al., 2006). A isoforma A atua principalmente
mediando a acdo da P4 no Utero e ovarios, enquanto a isoforma B é mais importante no
desenvolvimento da glandula mamaria (MULAC-JERICEVIC et al., 2000, 2003).

Os receptores P4 sdo ativados a partir da dissociacdo e dimerizacdo de moléculas da proteina
chaperone, seguido de uma ligacdo do complexo esterdide-receptor geralmente localizado na regido
promotora do gene (TSAl e O’'MALLEY, 1994; KUMAR et al., 2003).

A P4 no utero de animais adultos tem efeito no aumento das taxas de concepcdo e
desenvolvimento uterino (BARTOL et al., 1988; 1999).

No endométrio, a P4 induz diferenciacdo das células do estroma, estimula a secrecao
glandular, promove acumulo de vacuolos basais no epitélio glandular (MASLAR., 1986), altera o
padrdo de secrecdo das proteinas das células endometriais e induz ao relaxamento do miométrio
(BRATTA et al., 1996). A P4 ainda promove uma diminui¢do na regulacdo da expressdo dos genes
que regulam os canais dependentes de célcio, dificultando a entrada de calcio na célula (TEZUCA et
al., 1995).

Desta maneira, as acdes da P4 promovem condi¢des essenciais no desenvolvimento uterino

para uma futura prenhez.

2.9. Receptor de ocitocina no endométrio (OTR)

Os receptores de ocitocina (OTR) também estdo presentes no corpo lGteo, endométrio e
miomeétrio (FENGL et al., 2000).

A expressao do OTR desempenha um papel importante no inicio da lutedlise em ruminantes
(MCCRACKEN etal., 1999) e é regulada principalmente pela agdo dos estrogenos E2 e P4 (SILVIA
etal., 1991; ROBINSON et al., 2001). Ambos desempenham papel crucial na regulacdo do ambiente
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uterino para o estabelecimento da gestacdo (ROBINSON et al., 2001).

Um estudo demonstrou que baixas concentracdes de E2 estimulam o desenvolvimento de
receptores para ocitocina, ja, altas concentragdes ndo apresentam o mesmo efeito (LAMMING e
MANN, 1995).

A P4 faz uma ligacdo de alta afinidade com os OTR endometriais, além de diminuir as
concentragdes de colesterol das membranas plasmaticas, diminuindo assim a estabilidade dos OTR
(GIMPL e FAHRENHOLZ, 2001). A P4 assim, atuando como um modulador negativo do OTR,
dificulta sua acéo dela em tecidos alvos, como acontece durante a quiescéncia uterina induzida pela
P4 (GRAZZINI et al., 1998). Por outro lado, 0 aumento da secrecdo local de ocitocina ovariana e
ativacdo do OTR levam a um aumento da producédo de P4 na fase luteinica (KHANDAWOOD et al.,
1998).

A administracdo de E2 aumenta a expressdo de OTR em diferentes tecidos, bem como atua
sobre a secrecdo de ocitocina (RICHARD e ZINGG, 1995; NISSENSON et al., 1978). O pico pré-
ovulatorio de E2 parece ter um efeito inibidor sobre os OTR durante os primeiros dias do ciclo estral
(MANN e LAMMING, 2000). Bridges et al. (2005) observaram que a manipulacdo das
concentracdes de estradiol antes da ovulacdo alterou a expressdo do OTR no endométrio uterino no
d5 do ciclo estral.

Nos ultimos dias do ciclo estral, a ligagcdo da ocitocina aos seus receptores inicia a secre¢ao
pulsatil de PGF2a que resulta em lutedlise (FLINT e SHELDRICK, 1983). A acdo da ocitocina na
lutedlise foi proposta por McCracken et al. (1999), os quais consideram a ocitocina o elemento
responsavel pela secre¢do pulsatil de PGF2a precedente a lutedlise. Segundo esses autores, proximo
ao final da fase luteinica, ocorre inibicéo dos receptores de P4 na hipdfise e endométrio, permitindo
acdo do E2, o qual estimula a neuro-hipdfise a secretar pulsos de baixa concentracao e alta freqliéncia

de ocitocina.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e animais experimentais

O estudo foi conduzido em Barra do Corda, localizado na Mesorregido Central do Estado do

Maranhdo, Brasil, a 5°30'21” de latitude sul e 45°14°34” de longitude oeste. Os animais

expreimentais eram mantidos em sistema extensivo de criagcdo, em pastagem de capim Mombaca

(Megathyrsus maximus) e suplementagcdo mineral e agua ad libitum. Foram utilizadas 40 fémeas
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multiparas da raca Nelore (Bos indicus), lactantes, com idade média de 48,0+0,0 meses, em anestro,
com perodo pos-parto entre 35 e 60 dias, e escore de condicao corporal (ECC) 3,0 +0,0 (MACHADO
et al. 2008).

Os procedimentos experimentais adotados no presente estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranh&o (CEUA-UFMA), sob o Protocolo
n° 23115.014522/2020-37.

3.2 Delineamento experimental

O delineamento utilizado no estudo foi o delineamento em blocos casualizados (DBC), em
arranjo fatorial 2x2, caracterizando quatro tratamentos, com dez repeticdes cada, o fator de blocagem
foi o diametro folicular dos animais no dia da remocdo do dispositivo de progesterona (D8 do
protocolo).

Todas as vacas foram submetidas a protocolos de inseminagdo (IATF) e aleatoriamente
designadas para grupos de acordo com o éster E2 (CE ou BE) e tratamento com eCG (eCG ou Sem-
eCG), o delineamento utilizado foi blocos casualizados (DBC) em um arranjo fatorial 2 x 2 (Figura
1). Para agrupar as unidades experimentais em grupos ou blocos homogéneos baseados no potencial
ovulatorio, as fémeas foram caracterizadas de acordo com o didmetro do foliculo dominante no
momento da remocdo do dispositivo P4 (D8; dia 48 da aplicacdo do protocolo) e alocadas em 4

tratamentos com 10 vacas cada.

3.3 Protocolo hormonal

Previamente ao inicio do experimento, todos os animais foram submetidos a exame clinico
ginecoldgico e ultrassonografia transretal utilizando transdutor linear de 8,0MHz, sendo utilizados
apenas animais com auséncia de qualquer anormalidade do trato reprodutivo.

No dia 0 (DO0) todas as fémeas receberam um dispositivo intravaginal contendo 1 g de P4
(Sincrogest®, Ourofino, Sdo Paulo, Brasil) associado a 2mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin®,
Farmavet, Sdo Paulo, Brasil). No dia 8 (D8) os dispositivos intravaginais foram removidos e
administrados 0,150 mg de D-cloprostenol (PGF2a, Prolise®, Arsa, Buenos Aires, Argentina) em
todos os animais. Neste momento, as fémeas foram blocadas, em dois grupos, para receberem ou ndo
400UI de gonadotrofina cori6nica equina (eCG; SincroeCG®, Ourofino, S&o Paulo, Brasil). Em
seguida, as fémeas foram novamente blocadas, e alocadas de acordo com o indutor da ovulagéo, sendo

utilizado 1,0 mg de BE 24h ap0s a remocdo do dispositivo de P4 (D9) ou 1,0 mg de Cipionato de



32

Estradiol (CE; ECP®, Zoetis Satide animal, S&o Paulo, Brasil) na ocasio da remoc&o dos dispositivos

(D8) (Figura 1), perfazendo os seguintes grupos:

e Grupo CE (n=10)
e Grupo CE +eCG (n=10)
e Grupo BE (n=10)
e Grupo BE +eCG (n=10)

CE(1
Grupos CE ( mg+)
Sem eCG vs eCG (400 UI)
+
EB (2mgi PGF (150 mg)
[ Dispositivo P4 ]
Grupos BE BE (1mg)
Sem eCG vs eCG (400 Ul)
+
EB (2mg) PGF (150 mg)
[ Dispositivo P4 ]
Dia do estudo (i) Els GIJ 1|o 1Eii
(h) 8 AM 8PM 8PM 8 PM 8 PM
P di t -
ocedimento:US Modo-B ( US Modo-B + DOPPLER ]
OPU + Amostra de sangue

Biopsia uterina

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo de IATF e procedimentos apds a sincronizagdo da ovulagdo em vacas
Nelore (Bos indicus) submetidas ao protocolo de inducéo da ovulacéo baseado em CE ou BE, em associa¢do ou ndo, com
eCG. US B-mode = exame de ultrassom no modo bidimensional (escala de cinza); DOPPLER = exame de ultrassom no
modo Doppler em cores; EC = cipionato de estradiol; EB = benzoato de estradiol; OPU = ovum pickup / aspiracdo de

fluido folicular in vivo guiada por ultrassom.
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3.4 Avaliag0es ultrassonogréficas

Os animais foram submetidos a 5 avalicoes ultrassonogréaficas nos dias 0, 8, 9, 10 e 18 do
protocolo, realizadas com o0 auxilio de um aparelho de ultrassom (Mindray®, Modelo Z5Vet,
gmultifrequencial linear transretal.

Inicialmente, foi realizada a avaliagédo no modo bidimensional (modo-B; escala de cinza), para
identificar e mensurar as dimensdes do Utero, ovario e didmetro do foliculo dominante e do corpo
luteo. Em seguida, foi acionado o modo Color Doppler para determinar a area de perfusdo sanguinea.
As imagens em modo Color Doppler foram gravadas para avaliagcdo posterior, foram utilizadas as
imagens que evidenciaram maior area de perfusdo sanguinea e com melhor qualidade. Para isso, foi
realizado o escaneamento continuo em tempo real durante 1 min, em corte transversal dos cornos
uterinos e ovarios (adaptado de FERREIRA et al., 2008).

As imagens foram submetidas a avaliagdes subjetivas visuais por seis avaliadores experientes
e ndo experientes, para predizer a &rea de vascularizacdo em cores proporcionalmente a area total de

cada estrutura avaliada (0 a 100%, figura 2).

Figura 2. Ultrassonografia uterina mostrando fluxo sanguineo em modo Doppler colorido (A) e a mesma estrutura em
modo B (B).

As avaliacdes objetivas foram realizadas com base na intensidade em numero de pixels
coloridos nas imagens, como descrito para éguas e novilhas (SILVA et al., 2005; GINTHER, 2007;
GINTHER, 2009). A afericdo da quantidade de pixels coloridos das imagens foi realizada com o
auxilio de um programa de edi¢do de imagem (Adobe Photoshop CS5, figura 3), que fornece em
escala de pixels a extensdo da vascularizacdo dos cornos uterinos, ovarios, parede folicular e corpo
lateo (SILVA e GINTHER, 2010).
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Figura 3. Imagem do CL no modo Color Doppler (A) e a mesma imagem editada pelo Adobe Photoshop CS5 para

contagem de pixels coloridos (B).

3.5 Recuperacao in vivo do Fluido Folicular

A aspiracgéo do foliculo dominante foi realizada ao final do protocolo de sincronizagdo (D10)
- que correspondeu ao dia da IATF.

Previamente a aspiracdo folicular, foi realizada a assepsia da regido perineal com agua e sab&o
e desinfetadas com iodo 10% e realizada a anestesia epidural com 5 mL de cloridrato de lidocaina
(LIDOVET®, BRAVET, Brasil) a 2% e sedagdo com 1mL de acepromazina 1% IM (Acepran®,
UNIVET, Brasil).

Para a recuperacao in vivo de fluido folicular, foi realizada a aspira¢éo do foliculo dominante,
com didmetro médio 10 a 14 mm. As punc¢des foram realizadas com o auxilio de ultrassom e um
dispositivo-guia para agulha 10 gauge. O contetdo folicular foi recuperado por aspiracdo, usando
pressdo negativa manual, via um circuito de Teflon (WTAVET®, Brasil) de 2mm de didmetro interno

e 80cm de comprimento, ligando a agulha diretamente a uma seringa de 10mL.

3.6 Biopsia uterina

Concomitantemente a aspiracdo folicular (D10), foi obtida amostra de endométrio uterino,
retirada da regido da curvatura média do corno uterino ipsilateral ao foliculo ovulatorio, com o auxilio
de uma pinga Yomann por acesso transcervical. Em seguida, os fragmentos foram armazenados a -
20°C em RNA Later (Ambion, Austin, Estados Unidos) até o processo de extragdo de RNAm,

transcricao reversa e PCR em tempo real no laboratério.


http://www.shoppingdocampo.com.br/bravet-f38/
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3.7 Extracdo de RNAm Transcri¢do Reversa

O RNAm total foi extraido utilizando o Rneasy Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Alemanha), de acordo com as especificacdes do fabricante e tratadas com Dnase. O RNA total foi
quantificado por espectrofotometria utilizando 1pul da amostra e um espectrofotometro ND-100
(NanoDrop, Wilmington, USA). O RNAm foi retrotranscrito em cDNA utilizando-se o kit comercial
Super Script 11 First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), para
uma reagao de volume final de 20uL. Para a sintese foram utilizados 3,0 uL de agua DEPC, 1,0uL de
Random Hexamero (50ug/ul), 1,0 uL de Anneling Buffer, 2,0 uL de RNase OUTTM Enzime Mix,
10,0 uL de 2x First-Strand Reaction Mix. Os parametros utilizados para a sintese do cDNA foram:
65°C por 5 minutos, incubado em gelo por 1 minuto, 25°C por 10 minutos e 50°C por 50 minutos.
Posteriormente, o cDNA foi submetido a PCR convencional para avaliar se a quantidade de RNA foi
suficiente. Logo ap6s a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%

para confirmar o tamanho do fragmento.

3.8 PCR em Tempo Real (RT-PCR)

A RT-PCR foi realizada utilizando-se 2,5 ul de cDNA, 10 uM do par de primers especifico
para cada gene e 12,5 uL de Platinum SYBR Green qPCR SuperMix (Platinum SYBR Green qPCR
SuperMix - with ROX, Invitrogen) em um volume final de 2 pL por rea¢@o. Os parametros utilizados
para a RT-PCR foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, utilizando um termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems). Os dados foram
analisados utilizando o método Ct comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os valores de Ct
foram normalizados com base na expressao de GAPDH. A sequéncia dos iniciadores utilizados esta

descrita no Quadro 1.
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Quadro 1. Sequéncia dos genes e iniciadores utilizados na RT-PCR.

Tecido/funcéo Sequeéncia de

Gene . Iniciadores (5°-3°) referéncia no
associada

NCBI

Gene 5’- GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-3’

GAPDH | endogenode | "5, -0 A ACGTGTCTGTTGTGGATCTGA-s | NM-_001034034.1
referéncia
Gene 5-GCCGCAGGTCTACCAGCCCTA-3'

PGR | endometrial | 3-GTTATGCTGTCCTTCCATTGCCCTT-5 | NM_001205356.1
Gene 5-GCCATGGAGCGCTTTGG-3'

VEGF | endometrial 3-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-5' NM_174216
Gene 5-AAGATGACCTTCATCGTCGTG-3’

OTR | endometrial 3"-CGTGAAGAGCATGTAGATCCAG-S’ NM_174134.2

3.9.  Concentracdes de estradiol (E2) e progesterona (P4) no liquido folicular e no plasma

sanquineo

Para determinacéo das concentracOes séricas dos hormonios esteroides, P4 e E2, amostras de
sangue foram coletadas por meio de puncdo da artéria ou veia coccigeas diretamente em tubos de
vacuo de 10mL sem anticoagulante Vacutainer®, Becton-Dickinson & Company) em temperatura
ambiente ap0Os cada avaliacdo ultrassonogréafica. Imediatamente a pos as colheitas, cada amostra foi
centrifugada (3000g por 10 minutos; Centrifuga Excelsa Baby, Fanem®), e o soro obtido foi separado
e estocado em tubos esterilizados e identificados a uma temperatura de -20°C. Para a determinacao
da concentracdo dos horménios esteroides P4 e E2 no liquido folicular, as amostras foram diluidas
em PBS para adequacgdo a curva padrdo do kit de quantificagdo utilizado, em virtude das elevadas
concentracgdes de estradiol (dilui¢do 1:100) e progesterona (dilui¢do 1:50) no fluido folicular.

As analises foram realizadas pela técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se
kits comerciais para determinacgéo de progesterona e estradiol em fase solida (Progesterone ELISA e
17beta-Estradiol ELISA kit, IBL International).

3.10. Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical Analysis System for
Windows SAS® (versdo 9.4. SAS Inst. Inc., Cary, NY, EUA). A normalidade dos residuos para cada
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variavel foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk (aplicativo PROC UNIVARIATE do SAS).
Quando necesséria, foi realizada a transformac&o dos dados (logaritmo na base 10 — Log10 X), de tal
modo que esses atendessem as pressuposicdes da analise de variancia. As variaveis dependentes
continuas (diametro folicular e eco pixels) foram expressas em média e erro-padrdo da média (média
+ EPM), analisadas por ANOVA e as médias entre os tratamentos comparadas pelo teste de Duncan
(PROC GLM do SAS).

A taxa de ovulacédo foi verificada no D18, a partir da identificagdo do corpo luteo formado
apos a luteinizacdo do foliculo dominante aspirado no D10 (Torres-Junior et al., 2008), e analisada
pelo teste exato de Fisher (GraphPad Instat®; Sampaio, 2002). As concentragdes hormonais, area
percentual de vascularizacdo folicular e a expressdo de cDNA para os genes PGR, VEGF e OTR
apresentaram distribuicdo ndo normal; o modelo foi ajustado pela distribui¢éo de Poisson e analisados
por meio de regressdo de Poisson (PROC GLIMMIX do SAS), baseado em Wang et al. (2014) e
Svensson et al. (2019).

A relagdo entre as variaveis foi estudada pelo método de Anélise de Componentes Principais
(PCA), utilizando o software Statistica 7.1 (STATSOFT, 2007). De acordo com o0 método citado, 0s
dois eixos produzidos graficamente representam o padrdo mais forte dos dados, ou seja, explica a
importancia dos dois componentes principais sobre a variacdo total dos dados. O nivel de
significancia adotado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto &, para um nivel de
significancia menor que 0,05, se considerou que houve efeito das variaveis classificatorias e das suas

interacdes.

4. RESULTADOS

O diametro do foliculo dominante e do corpo luteo ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05).
A taxa de ovulacdo foi significativamente maior nos animais submetidos ao tratamento CE+eCG do
que aqueles submetidos ao CE (P<0,05). Nos grupos tratados com BE, ndo houve efeito da eCG na
taxa de ovulacdo, enquanto os grupos tratados com CE e CE+ eCG apresentaram taxa de ovulagéo
intermediaria (P> 0,05). No geral, ndo houve interacdo entre os indutores e a eCG (Indutor x eCG)

nos diametros do FD e CL ou na taxa de ovulacdo (Tabela 1).



Tabela 1. Efeitos dos ésteres de estradiol (BE e CE) como indutores de ovulagédo e sua associa¢do, ou nao, com eCG, sobre a resposta

folicular ovariana em vacas Nelore (Bos indicus) avaliadas por ultrassonografia nos dias 8, 9, 10 e 18 do protocolo de inseminacéo artificial

em tempo fixo (IATF)."

BE CE P-valor
Variaveis
eCG Sem eCG eCG Sem eCG E2 eCG E2xeCG

n 10 10 10 10 - - -
Diédmetro FD no D8 (mm) 10.2+0.8 10.3+0.8 9.7+0.6 9.9+0.8 0.5273 0.8571 0.9521
Diametro FD no D9 (mm) 11.5+0.7 10.8+0.8 11.7+0.6 10.7+£0.9 0.9071  0.2990 0.8914
Diédmetro FD no D10 (mm) 12.1+0.7 12.2+0.8 13.3+0.6 11.8+0.8 0.6058 0.4059 0.3047
Diametro CL no D18 (mm) 17.4+1.3 17.0+1.4 15.5+£2.9 15.2+3.1 0.3290 0.3956 0.3936
Taxa de ovulagio™ 70% (7/10)®  80% (8/10)®  100% (10/10)> 50% (5/10)° 0.1000  0.2700

Protocolo de IATF *. Em dia aleatdrio do ciclo estral (Dia 0), as vacas receberam um dispositivo intravaginal P4 mais a admistragéo de 2 mg de BE. No no momento

da retirada do dispositivo P4 (Dia 8) as vacas foram tratadas com 0,150 mg de D-cloprostenol (PGF) e divididas aleatoriamente para receber ou ndo 400 Ul de eCG;

bem como aleatoriamente designados para receber 1 mg de CE imediatamente (D8), ou 1 mg de BE, 24 horas ap6s (D9).

* taxa de ovulacdo; caracterizada pela identificacdo do corpo liteo no D18; analisada pelo teste exato de Fisher.

® Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si, com base no teste de Duncan, ao nivel de significancia de 5%..

BE= benzoato de estradiol; CE= cipionato de estradiol; eCG= gonadotrofina coribnica equina; FD=foliculo dominante; CL=corpo llteo.
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N&o houve diferenca significativa na area de vascularizacdo uterina no D8 (P> 0,05).
No entanto, houve efeito da administracédo do CE e eCG, que aumentou significativamente a
vascularizagéo uterina, do D8 para o D9 (P = 0,0006) (Tabela 2).

O indutor da ovulagéo ndo influenciou na vascularizacéo da parede do FD; entretanto,
apresentou interacdo significativa com a eCG (P <0,05). Esse achado mostrou que a melhor
resposta vascular do indutor no presente estudo dependeu de sua associa¢do com eCG e do seu
tempo de administragéo (D8 para CE e D9 para BE) (Tabela 2).

As fémeas tratadas com BE registraram maior taxa de area vascularizada tanto no CL
(P =0,0192) quanto no utero (P = 0,0315), no diestro apos a aplicacdo do protocolo (D18). Por
outro lado, ndo houve efeito ou interagcdo da BE com a eCG (P> 0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos dos ésteres de estradiol (BE e CE) como estimulante ovulatorio e sua associacdo, ou ndo, com eCG, na vascularizagéo uterina

em vacas Nelore (Bos indicus) avaliadas por ultrassonografia com Doppler colorido nos dias 8, 9, 10 e 18 do protocolo de inseminacéo artificial em

tempo fixo (IATF).

BE CE P-valor
Varaveis
eCG Sem eCG eCG Sem eCG E2 eCG E2 xeCG
n 10 10 10 10 - - -
Area de vascularizagéo uterina no D8 (%) 9.8+0.9 11.9+1.0 12.3x1.1 11910 0.2334 0.3958 0.2334
Area de vascularizagdo uterina no D9 (%) 18.0.9+41.3% 10.7#1.3° 19.7+#3.9° 18.243.3*  0.0006 0.0008 0.0117
Area de vascularizagdo uterina no D10 (%) 16.3+1.3%  19.9#1.5% 17.6+1.0® 155+1.2° 0.2714 0.6443 0.0420
Area de vascularizagdo uterina no D18 (%) 15.8+1.28  12.4+1.2% 11.4#1.1° 11.5+1.1° 0.0315 0.2120 0.1800
Area de vascularizagdo FD no D8 (%) 12.1+1.1°  11.6+1.0° 16.941.3*  8.7+0.9° 0.8035 0.0005 0.0019
Area de vascularizagdo FD no D9 (%) 15.54¢1.28  10.7+1.0° 10.9+1.0° 12.8+1.1* 0.3461 0.2540 0.0058
Area de vascularizagio FD no D10 (%) 15.0#1.2%¢  10.3+1.0° 11.2#1.1° 10.9+1.0° 0.2231 0.0384 0.0740
Area de vascularizagio CL no D18 (%) 40.0+25%  43.5+2.3° 325+18° 38.7+3.1*  0.0192 0.0549 0.4816

Protocolo de IATF f. Em dia aleatério do ciclo estral (Dia 0), as vacas receberam um dispositivo intravaginal P4 mais a admistracéo de 2 mg de BE. No no momento da retirada do

dispositivo P4 (Dia 8) as vacas foram tratadas com 0,150 mg de D-cloprostenol (PGF) e divididas aleatoriamente para receber ou ndo 400 Ul de eCG; bem como aleatoriamente

designados para receber 1 mg de CE imediatamente (D8), ou 1 mg de BE, 24 horas apds (D9).
abc Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste Duncan ao nivel de significncia de 5%.

BE= benzoato de estradiol; CE= cipionato de estradiol; eCG= gonadotrofina corinica equina; FD=foliculo dominante; CL=corpo luteo.



41

Com base na analise dos efeitos principais dos tratamentos sobre 0s niveis hormonais,
0s animais tratados com CE apresentaram maior relacdo E2: P4 (Figura 4) no fluido folicular
coletado na aplicagdo do protocolo D10 (foliculo dominante pré-ovulatorio).
Surpreendentemente, essa associacdo foi menor nos grupos tratados com eCG. Por outro lado,
0 eCG teve efeito positivo no aumento da concentracdo de P4 no diestro subsequente (D18),
principalmente quando associado a CE. As concentragOes séricas de estradiol no D18 foram

semelhantes entre si, independente do tratamento adotado (P> 0,05) (Figuras 2 e 5).

E2 (pg/mL)
100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
P4 (ng/mL)

OeCG MNoeCG HEC REB

Figura 4. Efeitos principais da administracdo de éster de estradiol e eCG nas concentragdes de P4 e E2 no soro
sanguineo (D18) e narazdo E2: P4 no fluido folicular (D10) de vacas Nelore sincronizadas para IATF. Os valores
sdo expressos como média £ EPM.

* Diferenca significativa entre eCG vs sem eCG (P <0,05).

1 Diferenga significativa entre BE vs CE (P <0,05).
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Figura 5. Efeitos dos tratamentos com BE e CE, em associacdo ou ndo, com eCG, nas concentracfes sericas de
P4 e E2 (D18) e na relacdo E2: P4 no fluido folicular (D10) de vacas Nelore sincronizadas para IATF. Os valores
s80 expressos como média £ EPM.

abe | etras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P <0,05).

No geral, o BE promoveu maior expressdo endometrial dos genes investigados (P
<0,0001; Figura 6). O indutor de ovulagéo e o0 eCG apresentaram efeitos isolados na expressdo
génica do sistema VEGF, que foi significativamente maior nos animais tratados com BE (P
<0,0001) e eCG (P <0,0140) (Figuras 6 e 7). Também houve alta expressao do gene OTR no
grupo tratado com BE (P <0,0001), embora sua expressdo tenha sido menos evidente nos
animais tratados com eCG. O grupo CE + eCG apresentou a menor expressao de OTR entre 0s
tratamentos (Figuras 6 e 7). A expressdao do gene PGR também foi significativamente maior
nos grupos tratados com BE (P <0,0001) e o uso de eCG influenciou positivamente na expressao
desse gene, independente do indutor (P <0,0001). Esse achado mostrou que 0 aumento da
expressao do PGR depende do uso da eCG em associacdo com indutores (P = 0,0002) (Figuras
6e7).
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Figura 6. Efeitos principais da administracdo de éster de estradiol e eCG na expressdo endometrial de VEGF, OXTR e
PGR no dia dez (D10) da aplicagdo do protocolo em vacas Nelore sincronizadas para IATF. Os valores sdo expressos
como média £ EPM.* Diferenca significativa entre eCG vs sem eCG (P <0,05).1 Diferenga significativa entre BE vs
CE (P <0,05).
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Figura 7. Efeitos dos tratamentos com BE, BE + eCG, CE ou CE + eCG na expressdo endometrial de VEGF,
OXTR e PGR no dia dez (D10) de aplicacdo do protocolo em vacas Nelore sincronizadas para IATF. Os valores
sdo expressos em média £ EPM..

3¢ | etras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P <0,05).
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A relacdo entre as variaveis analisadas por meio da ultrassonografia Modo B, Doppler
colorido Utero-ovariano, concentracdo sérica de esteroides ovarianos e expressao génica uterina
foi investigada por meio da Anélise de Componentes Principais (PCA) (Figura 8). Os resultados
mostraram que os dois componentes principais, em conjunto, explicaram 40,21% da variacao
total dos dados. Taxa de ovulacdo (OVU), OXTR e PGR foram as varidveis mais
representativas no Componente 1, por apresentarem vetores de maior comprimento e mais
proximos do eixo do Componente 1. A vasculariza¢do do FD (FDV) e a concentracéo folicular
E2 (E2) foram as variaveis que mais contribuiram para 0 Componente 2; eles foram altamente
relacionados entre si, mas ndo froam relacionados a OXTR e PGR. A expressdo do VEGF e a
vascularizagdo do Utero (VUT) mostraram forte relagdo entre si, uma vez que formaram angulos

agudos entre seus respectivos vetores, conforme mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Biplot de Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicado a relacdo entre varidveis, obtidas por

ultrassonografia modo B e Doppler, concentracdes de esterdides sexuais no fluido folicular e expressdo génica

uterina em vacas Nelore (Bos indicus) submetidas a protocolo de sincroniza¢do com diferentes ésteres de estradiol

e uso da eCG. OVU = taxa de ovulacéo; DF = didmetro do foliculo dominante; DFV = vasculariza¢do do foliculo

dominante; UTV = vascularizagdo uterina; E2 = concentrac¢@es de estradiol no fluido folicular; P4 = concentracéo

de progesterona no fluido folicular; VEGF = expressdo endometrial do gene fator de crescimento endotelial

vascular; OXTR = expressdo endometrial do gene receptor de oxitocina; PGR = expressdo endometrial do gene

receptor de progesterona.
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5. DISCUSSAO

Embora o presente estudo néo tenha encontrado diferenga no didmetro folicular entre os
grupos experimentais, o uso de indutores associados a eCG influenciou na maior taxa de
ovulacgéo observada no grupo CE + eCG (100%).

Este resultado ja era esperado, uma vez que muitos outros estudos mostraram que a eCG
leva ao aumento da taxa de concepg¢do por tornar o pico pré-ovulatério de LH mais consistente,
bem como aumenta a responsividade dos foliculos dominantes aos indutores de ovulacao e
aumenta a taxa de ovulacgéo, principalmente em animais em anestro (BARUSELL et al., 2003;
BARUSELLLI et al., 2004a; BARUSELLLI et al., 2004b; SILVA et al., 2004; RODRIGUES et
al., 2004; PENTEADO et al., 2004; MARQUES et al., 2005; BARUSEL LI etal., 2006; SALES
etal., 2010; SA FILHO et al., 2011; NUNEZ-OLIVERA et al., 2014). Além disso, segundo S&
Filho et al. (2017), o CE é responsavel por aumentar a incidéncia de estro e melhores taxas de
prenhez apos 1A do que BE.

Esses resultados mostraram que, apesar da divergéncia de informacbes sobre a
capacidade de sincronizacdo das ovulagdes induzidas pela administracdo de CE no momento
da retirada do dispositivo P4, o uso desse indutor de ovulacédo resultou em taxas de concepgéo
semelhantes ou melhores que as registradas para BE, em procedimentos de inseminagéo
realizados 48h (SALES et al., 2008; SILVA et al., 2018), entre 52 e 56h (AYRES et al., 2006)
e entre 54 e 58h (PENTEADO et al., 2006) apds a retirada da P4. Esse resultado foi observado
principalmente quando a CE foi utilizada em associacdo com a eCG, que melhorou a
sincronizacdo e luteinizagdo, além de estimular o desenvolvimento folicular (PEREIRA, 2011).

Assim, a administracdo do CE no dia da remocdo do dispositivo P4 (protocolo de trés
manejos; TORRES-JUNIOR et al., 2014) tem sido amplamente utilizada para substituir o BE
como indutor de ovulacdo, sem comprometer os indices registrados para protocolos a base de
progesterona mais eCG. Assim, o CE é uma alternativa para simplificar os programas de
sincronizagdo, pois permite reduzir o nimero de vezes que 0s animais necessitam ser manejados
sem afetar a eficicia do tratamento de sincronizacdo, principalmente em grandes rebanhos
(PENTEADO et al., 2006; AYRES et al., 2006; CASTRO -JUNIOR et al., 2008; CREPALDI,
2009).

A vascularizacdo endometrial € um fator importante na receptividade uterina ao feto
(BAZER et al., 2012). Neste estudo, o percentual de area uterina vascularizada (%) dos animais
apresentou variacao entre os tratamentos 24 horas ap0s a retirada do implante de P4 (D9). Pode
ter acontecido devido a diminuicdo da concentracdo de P4 apos a retirada do dispositivo P4 e a

exposicdo sequencial dos animais ao E2, que levou a vasodilatagdo e, consequentemente
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aumento do fluxo vascular uterino (FAZLEABAS e STRAKOVA, 2002). Outro estudo recente
mostrou que vacas leiteiras submetidas a administracdo de 10 mg de estradiol (BE)
intramuscular no pés-parto, avaliadas com ultrassom Doppler colorido, apresentaram aumento
do volume e da velocidade do fluxo sanguineo e também no diametro das artérias uterinas
(RAWY et al., 2018).

A acdo da eCG no aumento do fluxo sanguineo uterino também foi notavel no presente
estudo, principalmente quando associada ao BE. A utilizagdo de gonadotrofinas como o FSH e
hCG ou eCG, em protocolos de IATF, aumentam as concentracdes de estradiol folicular
(PRICE et al., 1999), e o estradiol age como vasodilatador importante na artéria uterina (FORD,
1982; GREISS e ANDERSON, 1970). Além disso, outros estudos correlacionaram
positivamente o aumento no fluxo sanguineo uterino com os niveis de estrogeno durante o estro
em vacas (ROMAN-PONCE et al., 1978; FORD e CHENAULT, 1981; BOLLWEIN et al.,
2000). Honnens et al. (2008) observaram aumento no volume de fluxo sanguineo e diminuicéo
no indice de pulsatilidade da artéria uterina em um estudo com vacas submetidas ao tratamento
de superovulagdo com gonadotrofinas.

Animais tratados com um dos ésteres de estradiol, seja com benzoato ou cipionato, ndo
apresentaram alteracdes no padréo vascular sanguineo do FD, quando ndo foram submetidos a
administracdo concomitante de eCG. Porém, cada indutor de ovulacdo, utilizado em associacdo
com eCG, induziu aumento do fluxo vascular no FD, no respectivo dia de administracéo (CE
no D8 e BE no D9). O grupo tratado com BE apresentou aumento permanente da vascularizacao
do D9 ao D10; este resultado foi provavelmente influenciado pelo aumento das concentracdes
intra-foliculares de E2 neste grupo em comparacdo ao grupo tratado com CE. Pode ter
acontecido em resposta ao aumento da biodisponibilidade farmacoldgica da BE. Vynckier et
al. (1990) observaram rapido aumento no nivel de E2 no plasma sanguineo de vacas Holandesas
tratadas com 10 mg de BE; o nivel maximo de E2 foi registrado entre 1 e 23 horas ap6s a
aplicacdo do BE. Por outro lado, esses mesmos autores observaram posteriormente picos de
concentracdo plasmatica de E2, ap6s a administracdo de CE. Resultado semelhante foi relatado
por Sales et al. (2012), que observaram pico de LH aproximadamente 30 horas apds a
administracdo de CE e &rea sob a curva duas vezes mais persistente em comparacdo com o BE
(8,6 £0,2vs 16,5+ 1,0; P <0,05) (SALES et al., 2012).

A vascularizagdo sanguinea na margem do foliculo durante o proestro e o estro é
bastante discreta, e apresenta fluxo sanguineo visivelmente aumentado aproximadamente 6
horas antes do inicio do pico de LH (MATTIOLI et al., 2001). Curiosamente, Ginther (2007)
mostrou que o Doppler colorido ndo detecta sinais de fluxo sanguineo em foliculos que néo

ovulam, mesmo que tenham didmetro pre-ovulatorio. Este resultado indica o potencial da
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ferramenta Color-Doppler para avaliar o fluxo sanguineo em foliculos dominantes em
protocolos IATF, desde que os efeitos vasculares inerentes ao tempo de administragdo, dose e
éster de estradiol usados para induzir a ovula¢do também sejam levados em consideracdo no
momento da interpretacdo do teste (BOLLWEIN et al., 2000). A parede do foliculo ovulatorio
colaba durante a ovulacdo. Além disso, fatores angiogénicos e mitogénicos, como fator de
crescimento semelhante a insulina, fator de crescimento de fibroblastos e fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) sob influéncia de LH, levam ao crescimento e vascularizagdo do
corpo luteo (MCCRAKEN et al., 1999). Os grupos tratados com BE formaram CLs mais
vascularizados no diestro apés a aplicacdo do protocolo (D18). Isso pode ter acontecido devido
a maior expressdo do gene VEGF nesse grupo.

A correlacgéo positiva entre a vasculariza¢do do CL e a produgéo de P4 foi previamente
descrita por Arruda (2001) e Ginther et al. (2008). No entanto, 0 uso de eCG no presente estudo
aumentou as concentracdes de P4, mas ndo influenciou na vascularizacdo do CL. Por outro
lado, o grupo tratado com BE apresentou maior nimero de CLs vascularizados, mas nédo
apresentou aumento das concentracdes de P4. Além disso, € importante enfatizar que, apesar
dos diferentes padrdes de vascularizacdo do CLs observados entre os ésteres de estradiol, seu
diametro permaneceu inalterado.

De acordo com Bollwein et al. (2002), ndo houve associacéo entre o didmetro do CL e
alterac6es no fluxo sanguineo. Esse resultado sugere que o processo de neovascularizagdo do
CL néo esta associado a sua dimensdo. O fluxo sanguineo aumentou em paralelo com o aumento
da concentracdo de progesterona circulante no estagio inicial de desenvolvimento do CL; assim,
a vascularizagdo foi associada ao potencial de produgdo de progesterona (ACOSTA et al.,
2003).

Como no CL, a vascularizacdo uterina no D18 (diestro) foi significativamente maior no
grupo BE; portanto, ndo seguiu o padrdo de correlagdo negativa esperado frequentemente
observado entre ambos. A presenca de CL influencia indices de resisténcia (IR) e pulsatilidade
(IP) uterinos, que costumam ser maiores em animais sem CL, indicando menor perfuséo
sanguinea (WILTBANK, 1994; GINTHER et al., 2007). Resultados semelhantes foram
observados por Rawy et al. (2018) em estudo realizado com vacas leiteiras submetidas a
aplicacdo 10 mg de BE intramuscular no pos-parto, avaliadas com auxilio de ultrassom Doppler
colorido, observaram aumento do volume e velocidade do fluxo sanguineo e do didmetro da
artéria uterina.

De acordo com Hervé et al. (2006), a variabilidade na expressao do sistema VEGF esta
associada a alteragGes funcionais no utero e ovarios dos animais. Entre os fatores responsaveis

pelo aumento da expressédo de VEGF, encontram-se 0s hormonios esterdides ovarianos (Hyder,
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2002) e as prostaglandinas (GATELY, 2000). A expressdo de VEGF no diestro apos a aplicacao

do protocolo no presente estudo foi significativamente maior em animais tratados com BE, e
também pode explicar a maior vascularizagdo uterina observada ao mesmo tempo. Portanto,
os efeitos vasculares da P4 resultaram de sua acdo estimulatdria na producéo de VEGF (SONE
et al., 1996; HYDER et al., 1998; SHIKAWA, 2003; ROBINSON et al., 2007). O VEGF é
altamente mitogénico para células endoteliais (KAMAT et al., 1995). Essa proteina é
responsavel por induzir a proliferacdo, maturacdo e migrag&o de células endoteliais, bem como
por inibir a apoptose. O VEGF regula a angiogénese, a permeabilidade dos vasos sanguineos
(NEUFELD, 2000), bem como o desenvolvimento vascular sob condi¢des normais (CAO et
al., 1998; FRASER et al., 2000) e condi¢6es patoldgicas (DVORAK et al., 1991).

Além disso, o grupo BE + eCG apresentou maior expressdo de VEGF, o que permitiu
inferir que os efeitos do tratamento estimulador com eCG alteraram a expressao génica no Utero
em curto prazo e, consequentemente, modularam o padrao de perfusdo sanguinea. A expressao
de VEGF também pode ser regulada por hormonios esterdides ovarianos (HYDER, 2002),
prostaglandinas (GATELY, 2000), FSH (PAPA et al., 2007), hCG (FILICORI et al., 2005) ou
pela propria eCG (SHIMIZU et al., 2002), embora eCG néo tenha influenciado na expressao
de VEGF no grupo tratado com CE.

O grupo EB também registrou maior expressdo do gene OXTR, apesar de apresentar
relacdo E2: P4 menor do que os animais tratados com CE. No entanto, o grupo BE registrou
maior concentracdo absoluta de E2 no fluido folicular do que o grupo CE (1.637,50 + 14,3 vs
1.500,00 + 12,3; P <0,05). As variacOes periovulatérias de E2, bem como sua inter-relacdo com
P4, sdo conhecidas por estimular as contragcdes endometriais mediadas por ligacfes aumentadas
de oxitocina ao seu receptor (MCCRAKEN et al., 1999; ROBINSON et al., 2001; DE FATIMA
etal., 2013).

O gene PGR foi mais expresso quando a eCG foi utilizada nos protocolos. Esse achado
esta relacionado com a concentragdo mais alta de P4 encontrada tanto no fluido folicular (D10)
quanto no soro sanguineo (D18). De acordo com Souza et al. (2009), aeCG promove 0 aumento
do namero de células luteais, que sdo responsaveis por aproximadamente 80% da sintese de P4
e conferem a ela maior volume e capacidade esteroidogénica. Assim, Baruselli et al. (2000)
apontou o uso da eCG como uma ferramenta potencial para melhorar as concentragdes
plasmaticas de P4 em ciclos estrais subsequentes ao protocolo IATF.

Esses dados mostraram a eficicia da eCG em aumentar as taxas de ovulagdo, bem como
CL e volume P4 circulante no diestro apds o protocolo de IATF - essas condigdes sdo essenciais
para a formacao e sobrevivéncia embrionarias (BARUSELLI et al., 2003; BARUSELLI et al.,
2004a; BARUSELLI et al.,, 2004b; SILVA et al.,, 2004; RODRIGUES et al.,, 2004,
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PENTEADO et al., 2004; MARQUES et al., 2005; SALES et al., 2010; SA FILHO et al., 2011;
NUNEZ-OLIVERA et al., 2014).

6. CONCLUSAO

Concluiu-se que, os diferentes ésteres de estradiol e a administracdo de eCG regulam
diferencialmente a vascularizacéo, esteroidogénese e expressao génica Utero-ovariana em vacas

Bos indicus submetidas a protocolos de IATF.
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Abstract

Forty Nelore cows were randomly distributed in 2x2 factorial arrangement, subjected to
estradiol cypionate or benzoate (ECOh vs EB24h) application (as ovulation inducers), as well as
to eGG vs No-eCG treatment based on timed artificial insemination (TAI) protocols in order to
assess the effect of estradiol esters and eCG on VEGF, OXTR and PGR gene expression, E2/P4
concentrations and Doppler-flowmetry of the reproductive tract of the investigated models.
Ovulation rate was higher in animals subjected to the EC+eCG treatment (P<0.05). Follicular
vascularization was not influenced by the ovulation inducer (P>0.05), although it was
influenced by the eCG treatment (P<0.05). EB enabled higher vascularized area rate in CL
(P=0.0192). VEGF and PGR genes were more expressed in animals treated with EB and eCG.
On the other hand, OXTR expression was lesser evident in eCG-treated cows, which may have
induced higher P4 concentrations in follicular fluid at proestrus/estrus (D10) and in blood
serum in the subsequent diestrus (D18) (P <0.05). Ovulation inducer did not show any effect on
P4 and E2 plasma concentrations (P>0.05) in the diestrus subsequent to protocol application.
Nevertheless, EC has led to higher E2:P4 ratio in follicular fluid. This outcome indicated higher
follicular estrogenic activity at D10, which justified the higher ovulation rate, when EC was
associated with eCG (P<0.05). Finally, the results of the present study corroborate the
hypothesis that the different estradiol esters and eCG adminstration differentially regulate
vascularization, steroidogenesis and utero-ovarian gene expression in Bos indicus cows
submitted to TAI protocols.

Keywords: timed artificial insemination, estradiol ester, gonadotrophin, genes, ultrasound

1. Introduction
Reproductive efficiency is the trait that mostly influences commercial cattle herds’ productivity

and profitability. The programmed use of reproductive hormones, and of their analogues, in
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timed artificial insemination (TAI) protocols is the main strategy adopted to increase the service
rate of cows in reproduction processes. This procedure allows synchronizing both the ovulation
and insemination of all females available for reproduction. However, mean fertilization rates at
the first artificial insemination procedure have historically reached 50% (BARUSELLI et al.,
2012; WILTBANK and PURSLEY, 2014), and it indicates that a significant number of
inseminated females failed to get pregnant.

Different strategies have been suggested to help improving the effectiveness of synchronization
techniques applied to TAL. Among them, one finds the use of equine chorionic gonadotropin
(eCG) to stimulate preovulatory follicle growth, increase progesterone (P4) corpus luteum (CL)
production and improve pregnancy rates (Bo et al., 2002; Sa filho et al., 2010; Sales et al., 2011).
In addition, estradiol benzoate (EB) is administered at early protocol application stage in order
to induce atresia in developing follicles, and it leads to the emergence of new follicular wave
(Driancourt, 2001). More recently, estradiol cypionate (EC) has been widely used at intravaginal
device removal time in order to induce LH peak between 45 and 49 hours, as well as ovulation
between 67 and 70 hours after treatment (Sales et al., 2012).

The use of these exogenous hormones in TAI protocols leads to differential gene expression in
bovine endometrium (Shimizu et al., 2010). Genomic effects of steroid hormones, estradiol (E2)
and P4 on the endometrium are mainly mediated by their connection to their receptors (Robinson
etal., 2001; Okumu et al., 2010). Among the genes of importance in this context, one finds VEGF
(vascular endothelial growth factor), OXTR (oxytocin receptor) and PGR (progesterone
receptor), which are associated with angiogenesis, follicular and uterine development (Artac et
al., 2009; Smith, 2001), as well as with uterine receptivity for embryonic implantation (Haouzi
et al., 2009; Bratta et al., 1996; Bridges et al, 2005).

Changes in P4 serum concentrations at early luteal stage can lead to temporal variations in the

composition and number of transcripts in bovine endometrium (Forde et al., 2011; Mesquita et
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al., 2014). E2 increases the expression of its own receptors, as well as of PGR and OXTR in the
endometrium (Boos et al., 1996; Robinson et al., 2001; Lamming and Mann, 1995).

In addition, exogenous hormones are capable of modulating the blood vascular pattern in
animals’ reproductive tract (Bollwein et al., 2000; Ford and Chenault, 1981). The uterus of
female cattle, as well as of other species, undergoes physiological changes throughout the estrous
cycle and each cycle stage is directly linked to uterine vascular perfusion (Bollwein et al., 1998;
2002). These changes are regulated by steroidal hormones and by a network of complex
interactions between local growth factors secreted by the uterine epithelium and stroma (Roman-
Ponce et al .; 1983; Bollwein et al., 2002; Sagsoz and Saruhan, 2011).

E2 is a steroidal hormone known for its vasodilatory effect (Ford, 1982; Ginther, 1992), whereas
P4 increases uterine receptivity to the embryo through the induction of endometrial angiogenesis
(Wen et al., 2009). Some studies have emphasized the influence of eCG administration on CL
formation and vascularization, as well as on P4 production and increased uterine blood flow, both
in embryo recipients and donors (Fuck et al., 2002; Baruselli et al., 2004; Honnens et al., 2008).
Thus, gene expression and blood vascular pattern in the reproductive tract can be regulated by
exogenous hormones used in TAI protocols. Therefore, the aim of the current study was to
analyze the influence of hormonal protocols on hemodynamics and gene expression, which are
directly linked to follicles’ ovulatory capacity, CL development, gonadal steroidogenesis and

associated endometrial responses.

1. Materials and Methods
2.1 Study site and animals
The current study was carried out in a commercial farm in Barra do Corda County, Maranhdo
State, Brazil (latitude 5°30°21” South and longitude 45°14°34” West). Animal models were kept
in extensive breeding system comprising Mombasa grass pasture (Megathyrsus maximus),

mineral supplementation and water ad libitum. The experiment comprised 40 multiparous
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lactating Nelore (Bos indicus) cows, at mean age 48.0 £ 0.0 months, in anestrus, with postpartum
period ranging from 35 to 60 days, and body condition score (BCS) of 3.0 £ 0.0, based on
Machado et al. (2008).

Experimental procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Research of Federal

University of Maranhdo (CEUA-UFMA), under Protocol N. 23115.014522/2020-37.

2.2 Experimental design
The experiment followed a complete randomized block design (RCBD), at 2x2 factorial
arrangement, with 4 treatments and 10 repetitions (each). Follicular diameter at P4 device

removal day (D8; protocol application day 8) was used as blocking factor.

2.3 Hormonal protocol

All female individuals received a new intravaginal device filled with 1 g of P4 (Sincrogest®,
Ourofino, S&o Paulo, Brazil) and 2 mg of Estradiol Benzoate (EB; Estrogin®, Farmavet, S&o
Paulo, Brazil) at protocol application day 0 (DO). Intravaginal devices were removed and 0.150
mg of D-cloprostenol (PGF; Prolise®, Arsa, Buenos Aires, Argentina) was administered to all
animals at day 8 (D8). From this day on, female individuals were blocked, based on the dominant
follicle diameter, in two groups that received 400Ul of eCG, or not (SincroeCG®, Ourofino, Sdo
Paulo, Brazil). Next, cows were blocked again in order to receive 1 mg of EC (ECP®, Zoetis
Saude animal, Sdo Paulo, Brazil) at intravaginal device removal time (D8) or 1 mg of BE, 24
hours after it (D9) (Figure 1); animals composed the following groups: EC, EC+eCG, EB or

EB+eCG.

2.4 Ultrasound evaluations
Animals were subjected to 5 ultrasound evaluations at protocol application days 0, 8, 9, 10 and

18 (Figure 1); these evaluations were performed with the aid of ultrasound device (Mindray®,
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Model Z5Vet, Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging System) equipped with 7.5 MHz transrectal

linear multifrequency transducer.

Examination was initially performed in bidimensional mode (B-mode; gray scale) in order to
identify the uterine-ovarian structures and measure the diameters of the dominant follicle (DF)
and the corpus luteum (CL). Next, Color-Doppler mode was activated to determine the blood
perfusion area in the structures; images were recorded for further analysis.

One-minute-long real-time continuous cross-section scanning of uterine horns and ovaries was
recorded in order to show the largest blood perfusion area possible with better quality image
(adapted from Ferreira et al., 2008). Selected images were subjected to subjective visual
evaluations by six experienced and non-experienced appraisers in order to predict the blood
vascularization area (in color) proportional to the total area of each evaluated structure (0% to
100%). Objective evaluations were performed based on the intensity of the colored images (in
number of pixels), as previously described for mares and heifers (Silva et al., 2005; Ginther,
2007; Ginther, 2009). The number of colored pixels in the analyzed images was counted in image
editing software (Adobe Photoshop CS5) in order to measure the extension of the uterine horn,

ovary, follicular wall and corpus luteum vascularization at pixel scale (Silva and Ginther, 2010).

2.5 Follicular fluid recovery in vivo

Dominant follicle aspiration was carried out at the end of the synchronization protocol (D10) -
which corresponded to TAI time — to enable follicular fluid recovery in vivo, which was guided
by ultrasound equipped with guiding device for the Ovum Pickup 10-gauge needle. Follicular
content was recovered through aspiration, based on the application of manual negative pressure,
via Teflon circuit (Wtavet®, Brazil) - 2 mm in internal diameter and 80 cm in length - connecting

the needle directly to a 10-mL syringe.
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2.6 Uterine biopsy

Uterine endometrium sample was collected at follicular aspiration time (D10). It was removed
from the region of the middle curvature of the uterine horn ipsilateral to the ovulatory follicle,
with the aid of Yomann forceps, through transcervical access. Next, collected fragments were
stored in RNALater® (Ambion, Austin, USA) at -20°C, until mRNA extraction, reverse

transcription and real-time PCR time at the laboratory.

2.7 Reverse Transcription mRNA extraction

Total mMRNA was extracted by using the Rneasy Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany),
according to manufacturer's specifications, and treated with Dnase. Total RNA in 1uL of sample
was quantified through spectrophotometry with the aid of ND-100 spectrophotometer
(NanoDrop, Wilmington, USA). The mRNA was retrotranscribed into cDNA by using the Super
Script 11 First-Strand Synthesis System commercial kit for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), for the final volume reaction of 20uL. In addition, 3.0 uL of DEPC water, 1.0 pL of
Random Hexamer (50ug / uL), 1.0 uL of Anneling Buffer, 2.0 uL of RNase OUTTM Enzime
Mix, 10.0 pL of 2x First were used for cDNA synthesis -Strand Reaction Mix. The following
parameters were used for cDNA synthesis: 65°C for 5 minutes, incubation in ice for 1 minute,
25°C for 10 minutes and 50°C for 50 minutes. Subsequently, cDNA was subjected to
conventional PCR to assess whether the amount of RNA was enough, or not. Samples were

subjected to electrophoresis in 2% agarose gel, right after PCR, in order to confirm fragment size.

2.8 Real-time PCR (RT-PCR)

RT-PCR was performed based on 2.5 uL of cDNA, 10 uM of primer pair specific to each gene
and 12.5 pL of Platinum SYBR Green gPCR SuperMix (Platinum SYBR Green gPCR SuperMix
- with ROX, Invitrogen) at final volume of 2 uL per reaction. The following parameters were

used for RT-PCR: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C
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for 1 minute; RT-PCR was conducted in ABI 7500 thermocycler (Applied Biosystems). Data

were analyzed based on the comparative Ct method (LIVAK and SCHMITTGEN, 2001). Ct
values were normalized based on GAPDH expression. The sequence of used primers is described

in Text Box 1.

2.9. E2 and P4 concentrations in follicular fluid and blood plasma.

Blood samples were collected after each ultrasound evaluation in order to determine serum
concentrations of ovarian steroid hormones such as P4 and E2. In order to do so, animals’ caudal
vein was punctured and blood was directly collected in 10 mL Vacutainer® vacuum tubes,
without anticoagulant (Becton-Dickinson & Company, USA), at room temperature. Each sample
was centrifuged (3,000g for 10 minutes; Excelsa Baby® Centrifuge, Fanem, Brazil) right after
collection; the serum was separated from the sample, identified and stored in sterile tubes at -20
° C. Samples were diluted in PBS to adapt to the standard curve of the quantification kit to enable
determining the steroid hormone (P4 and EZ2) concentrations in follicular fluid. The
aforementioned dilution was performed due to high E2 (dilution ratio 1:100) and P4 (dilution
ratio 1 : 50) concentrations in follicular fluid.

Analyses were based on the immunoenzymatic assay technique (ELISA); they used commercial
kits to determine progesterone and estradiol in solid phase (Progesterone ELISA and 17beta-

Estradiol ELISA kit, IBL International).

2.10 Statistical analysis

Data analysis was performed in the Statistical Analysis System for Windows SAS® software
(version 9.4. SAS Inst. Inc., Cary, NY, USA). Normality of residues for each variable was
analyzed through Shapiro-Wilk test (SAS PROC UNIVARIATE application). Whenever
necessary, data were transformed (logarithm in base 10 - Log10 X) to meet the assumptions of

the analysis of variance. Continuous dependent variables (follicular diameter and pixels) were
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subjected to ANOVA and expressed as mean and standard error of the mean (mean = SEM),
whereas means between treatments were compared through Duncan test (PROC GLM from
SAS). Ovulation rate was featured at D18, based on the identification of corpus luteum formed
after the luteinization of the dominant follicle aspirated at D10 (Torres-Junior et al., 2008), and
analyzed through Fisher's exact test (GraphPad Instat®; Sampaio, 2002). Hormonal
concentrations, follicular vascularization area and cDNA expression for PGR, VEGF and OXTR
genes have shown non-normal distribution; the model was adjusted for Poisson distribution and
they were analyzed through Poisson regression (PROC GLIMMIX from SAS), based on Wang
et al. (2014) and Svensson et al. (2019).

The association between variables was investigated based on the Principal Component Analysis
(PCA) method in Statistica 7.1 software (Statsoft, 2007). According to the aforementioned
method, the two produced axes graphically represent the strongest data pattern, i.e., it explains
the important role played by the two main components in total data variation - 5% significance
level was adopted to reject HO (null hypothesis), i.e., significance level lower than 0.05

corresponded to the effect of the classificatory variables and their interactions.

3. Results

Dominant follicle and corpus luteum diameter did not differ between treatments (P>0.05).
Ovulation rate was significantly higher in animals subjected to the EC+eCG treatment than in
those subjected to EC (P <0.05). Groups treated with EB did not show the effect of eCG on
ovulation rate, whereas groups treated with EC and E +eCG have shown intermediate ovulation
rate (P>0.05). Overall, there was no interaction between inducers and eCG (Inducer x eCG) in
DF and CL diameters or in ovulation rate (Table 1).

There was no significant difference in uterine vascularization area at D8 (P> 0.05). However,
there was effect of both EC and eCG administration, which significantly increased uterine

vascularization, from D8 to D9 (P = 0.0006) (Table 2).
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The ovulation inducer did not have effect on DF wall vascularization; however, it presented
significant interaction with eCG (P<0.05). This finding has shown that the best vascular response
of the inducer in the current study depended on its association with eCG and on its administration
time (D8 for EC and D9 for EB) (Table 2).

Female animals treated with EB recorded higher vascularized area rate both in CL (P = 0.0192)
and in the uterus (P = 0.0315), in the diestrus subsequent to protocol application (D18). On the
other hand, there was no effect or interaction of EB with eCG (P>0.05) (Table 2).

Based on the analysis of the main effects of treatments on hormonal levels, animals treated with
EC recorded higher E2: P4 ratio (Figure 2) in the follicular fluid collected at protocol application
D10 (dominant pre- ovulatory follicle). Surprisingly, this association was lower in groups treated
with eCG. On the other hand, eCG had positive effect on P4 concentration increase in the
subsequent diestrus (D18), mainly when it was associated with EC. Serum estradiol
concentrations at D18 were similar to each other, regardless of the adopted treatment (P> 0.05)
(Figures 2 and 3).

Overall, EB has induced greater endometrial expression of the investigated genes (P<0.0001;
Figure 4). Ovulation inducer and eCG had isolated effect on VEGF-system gene expression,
which was significantly higher in animals treated with EB (P<0.0001) and eCG (P<0.0140)
(Figures 4 and 5). There was also high OXTR gene expression in the group treated with EB
(P<0.0001), although its expression was lesser evident in animals treated with eCG. The
CE+eCG group has shown the lowest OXTR expression among treatments (Figures 4 and 5).
PGR gene expression was also significantly higher in groups treated with BE (P<0.0001) and the
use of eCG had positive influence on the expression of this gene, regardless of the inducer
(P<0.0001). This finding has shown that increased PGR expression depends on the use of eCG
in association with inducers (P = 0.0002) (Figures 4 and 5).

The association between variables analyzed through Mode-B ultrasonography, uterine-ovarian

Color-Doppler, ovarian steroids serum concentration and uterine gene expression was
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investigated through Principal Component Analysis (PCA) (Figure 6). Results have shown that

the two main components, altogether, explained 40.21% of total data variation. Ovulation rate
(OVU), OXTR and PGR were the most representative variables in Component 1, since they
presented longer-length vectors that were closer to the Component 1 axis. DF vascularization
(DFV) and follicular E2 concentration (E2) were the variables that mostly contributed to
Component 2; they were highly related to each other, but they were not related to OXTR and
PGR. VEGF expression and uterus vascularization (UTV) have shown strong association with
each other, since they formed acute angles between their respective vectors, as shown in Figure
6.

3. Discussion

Although the current study did not find difference in follicular diameter between experimental
groups, the use of inducers in association with eCG has influenced the higher ovulation rate
observed for the CE+eCG group (100%). This outcome was already expected, since many other
studies have shown that eCG leads to increased fertilization rate because it makes the LH
preovulatory peak more consistent, as well as increases dominant follicles’ responsiveness to
ovulation inducers and increases ovulation rate, mainly in anestrous animals (Baruselli et al.,
2006; Sales et al., 2010; Sa Filho et al., 2011; Nunez-Olivera et al., 2014; Baruselli et al., 2004a;
Baruselli et al., 2004b; Baruselli et al., 2003; Marques et al., 2005; Silva et al., 2004; Rodrigues
et al., 2004; Penteado et al., 2004; Baruselli et al., 2004a). In addition, according to S& Filho et
al. (2017), EC accounts for increasing the incidence of estrus and for better pregnancy rates after
Al than EB.

These results have shown that, despite the divergence of information about the synchronization
capacity of ovulations induced by EC administration at P4 device removal time, the use of this
ovulation inducer resulted in fertilization rates similar to, or better than, those recorded for BE,
in insemination procedures performed 48h (Sales et al., 2008; Silva et al., 2018), between 52 and

56h (Ayres et al., 2006) and between 54 and 58h (Penteado et al., 2006) after P4 removal. This
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outcome was mainly observed when EC was used in association with eCG, which has enhanced
synchronization and luteinization, besides stimulating follicular development (Pereira, 2011).
Thus, EC administration at the P4 device removal day (three management protocol; Torres-Janior
et al., 2014) has been widely used to replace BE as ovulation inducer, without compromising
indices recorded for progesterone plus eCG-based protocols. Thus, EC is an alternative used to
simplify synchronization programs, since it enables reducing the number of times animals should
be managed without affecting synchronization treatment effectiveness, mainly in large herds
(Penteado et al., 2006; Ayres et al., 2006; Castro-Junior et al., 2008; Crepaldi, 2009).
Endometrial blood vascularization is an important factor in uterine receptivity to the fetus (Bazer
et al., 2012). The vascularized uterine area rate (%) observed in the current study has changed
between treatments, from 24 hours after P4 device removal onwards (D9). It may have happened
due to decreased P4 concentration after P4-device withdrawal and to animals’ sequential
exposure to E2, which have led to vasodilation and, consequently, to increased uterine vascular
flow (Fazleabas and Strakova, 2002). Another recent study has shown that dairy cows subjected
to 10 mg of intramuscular EB application during the postpartum period, as well as to color
Doppler ultrasound assessment, have shown increased blood flow volume and speed, as well as
uterine artery diameter (Rawy et al., 2018).

The action of eCG in increasing uterine blood flow was also notable in the current study, mainly
when it was associated with EB. The use of gonadotropins such as FSH, hCG or eCG in TAI
protocols has increased follicular estradiol concentrations (Price et al., 1999); estradiol worked
as important vasodilator in the uterine artery (Ford, 1982; Greiss and Anderson, 1970). In
addition, other studies have positively correlated increased uterine blood flow to estrogen levels
during estrus in cows (Bollwein et al., 2000; Ford and Chenault, 1981; Roman-Ponce et al.,
1978). Honnens et al. (2008) observed increased blood flow volume and decreased uterine artery
pulsatility index in a study conducted with cows subjected to superovulation treatment with

gonadotropins.
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Animals treated with one of the estradiol esters, either with benzoate or cypionate, did not show
changes in the blood vascular pattern of DF, when they were not subjected to concomitant eCG
application. However, each ovulation inducer, used in association with eCG, has induced
vascular flow increase in DF, at its respective administration day (EC at D8 and EB at D9). The
group treated with EB presented permanent vascularization increase from D9 to D10; this
outcome was likely influenced by increased intra-follicular E2 concentrations in this group in
comparison to the one treated with EC. It may have happened in response to the increased
pharmacological bioavailability of EB. Vynckier et al. (1990) have observed fast increase in E2
level in the blood plasma of Holstein cows treated with 10 mg of EB; the maximum E2 level was
recorded between 1 and 23 hours after EB application. On the other hand, these very same authors
have observed later peak plasma E2 concentrations , after EC administration. Similar outcome
was reported by Sales et al. (2012), who observed LH peak approximately 30 hours after EC
administration and area under the curve twice as persistent in comparison to that of EB (8.6 + 0.2
vs 16.5 + 1.0; P<0.05) (Sales et al., 2012).

Blood vascularization at follicle margin throughout proestrus and estrus is quite discreet; it
presents noticeably increased blood flow approximately 6 hours before the beginning of the LH
peak (Mattioli et al., 2001). Interestingly, Ginther (2007) has shown that color Doppler does not
detect blood flow signs in follicles that do not ovulate, even if they have preovulatory diameter.
This outcome indicates the potential of the Color-Doppler tool to assess blood flow in dominant
follicles in IAT protocols, as long as vascular effects inherent to the administration time, dose
and estradiol ester used to induce ovulation are also taken into consideration at test interpretation
time (Bollwein et al., 2000).Ovulatory-follicle wall collapses during ovulation. In addition,
angiogenic and mitogenic factors such as insulin-like growth factor, fibroblast growth factor and
endothelial vascular growth factor (VEGF) under LH influence lead to corpus luteum growth and
vascularization (McCraken et al., 1999). Groups treated with EB have formed more vascularized

CLs in the diestrus subsequent to protocol application (D18). It may have happened due to higher
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VEGF gene expression in this group.

Positive correlation between CL vascularization and P4 production was previously described by
Arruda (2001) and Ginther et al. (2008). However, the use of eCG in the current study has
increased P4 concentrations, but it did not influence CL vascularization. On the other hand, the
EB-treated group presented larger number of vascularized CLs, but it did not present increased
P4 concentrations. In addition, it is important emphasizing that, despite the different CL
vascularization patterns observed among estradiol esters, its diameter remained unchanged.
According to Bollwein et al. (2002), there was no association between CL diameter and changes
in blood flow. This outcome has suggested that CL neovascularization process was not associated
with its dimension. Blood flow has increased in parallel with increased circulating progesterone
concentration at the early CL development stage; thus, vascularization was associated with the
potential to produce progesterone (Acosta et al., 2003).

As in CL, uterine vascularization at D18 (diestrus) was significantly higher in the EB group;
therefore, it did not follow the expected negative correlation pattern often observed between both.
The presence of CL influences uterine resistance (IR) and pulsatility (IP) rates, which are often
higher in animals without CL, thus indicating lesser blood perfusion (Wiltbank, 1994; Ginther et
al., 2007). Similar results were observed by Rawy et al. (2018) in study conducted with dairy
cows subjected to 10 mg of intramuscular EB application during the postpartum period. Animals
were evaluated with the aid of color Doppler ultrasound, which showed increased blood flow
volume and speed, as well as uterine artery diameter.

According to Hervé et al. (2006), the variability in VEGF system expression is associated with
functional changes in animals’ uterus and ovaries. Among the factors accounting for increasing
VEGF expression, one finds ovarian steroid hormones (Hyder, 2002) and prostaglandins (Gately,
2000). VEGF expression in the diestrus subsequent to protocol application in the current study
was significantly higher in animals treated with EB, and it may also explain the greater uterine

vascularization observed at the same time. Therefore, the vascular effects of P4 resulted from its
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stimulatory action in VEGF production (Sone et al., 1996; Hyder et al., 1998; Shikawa, 2003,

Robinson et al., 2007). VEGF is highly mitogenic to endothelial cells (Kamat et al., 1995). This
protein accounts for inducing endothelial cell proliferation, maturation and migration, as well as
for inhibiting apoptosis. VEGF regulates angiogenesis, blood vessel permeability (Neufeld,
2000), as well as vascular development under normal (Cao et al., 1998; Fraser et al., 2000) and
pathological conditions (Dvorak et al., 1991).

In addition, the BE+eCG group presented higher VEGF expression, which enabled inferring that
the effects of the stimulation treatment with eCG have changed gene expression in the uterus in
the short-term and, consequently, they modulated the blood perfusion pattern. VEGF expression
can also be regulated by ovarian steroid hormones (Hyder, 2002), prostaglandins (Gately, 2000),
FSH (Papa et al., 2007), hCG (Filicori et al., 2005) or by eCG itself (Shimizu et al., 2002),
although eCG did not influence VEGF expression in the group treated with EC.

The EB group has also recorded higher OXTR gene expression , despite the fact that it presented
lower E2:P4 ratio than that of animals treated with EC. However, the EB group recorded higher
absolute E2 concentration in follicular fluid than that of EC (1,637.50 + 14.3 vs 1,500.00 + 12.3;
P <0.05). Periovulatory E2 variations, as well as their interrelation with P4, are known to
stimulate endometrial contractions mediated by increased oxytocin bonds to their receptor
(McCraken et al., 1999; Robinson et al., 2001; De Fatima et al., 2013).

The PGR gene was more expressed when eCG was used in the protocols. This finding was again
in compliance with the higher P4 concentration found in both follicular fluid (D10) and blood
serum (D18). According to Souza et al. (2009), eCG promotes increase in the number of luteal
cells, which account for approximately 80% of P4 synthesis and give it greater volume and
steroidogenic capacity. Accordingly, Baruselli et al. (2000) has indicated eCG using as potential
tool to improve plasma P4 concentrations in estrous cycles subsequent to TAI protocol

applications.
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These data have shown eCG effectiveness in increasing ovulation rates, as well as CL and
circulating P4 volume in diestrus subsequent to TAI application - these conditions are essential
to embryonic formation and survival (Sales et al., 2010; Sa filho et al., 2011; Nunez-Olivera et
al., 2014, Baruselli et al., 2004a; Baruselli et al., 2004b; Baruselli et al., 2003; Marques et al.,
2005; Silva et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Penteado et al., 2004).

Finally, the results of the present study corroborate the hypothesis that the different estradiol
esters and eCG adminstration differentially regulate vascularization, steroidogenesis and utero-

ovarian gene expression in Bos indicus cows submitted to TAI protocols.
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Table 1. Dominant follicle diameter (mm) at protocol application days eight (D8), nine (D9) and ten (D10); and number and diameter

of corpus luteum at day eighteen (D18) (mean = SEM), in Nelore (Bos indicus) cows subjected to ovulation induction protocol based

on EC or EB, in association, or not, with eCG.

EB EC P-value
Variable
eCG No eCG eCG No eCG E2 eCG E2 xeCG

n 10 10 10 10 - - -
DF diammeter at D8 (mm) 10.2+0.8 10.3+0.8 9.7+0.6 9.9+0.8 0.5273  0.8571 0.9521
DF diammeter at D9 (mm) 11.5+0.7 10.8+0.8 11.7+0.6 10.7+0.9 0.9071  0.2990 0.8914
DF diammeter at D10 (mm) 12.1+0.7 12.2+0.8 13.3+0.6 11.8+0.8 0.6058  0.4059 0.3047
CL diammeter at D18 (mm) 17.4+1.3 17.0£1.4 15.5+2.9 15.2+3.1 0.3290  0.3956 0.3936
Owulation rate* 70% (7/10)®®  80% (8/10)®  100% (10/10)* 50%(5/10)° 0.1000  0.2700

* ovulation rate; featured by the identification of corpus luteum at D18; analyzed through Fisher's exact test.

2 Means followed by different superscripts on the same line significantly differ from each other, based on the Duncan test, at 5% significance

level.

EB = estradiol benzoate; EC = estradiol cypionate; eCG = equine chorionic gonadotropin.
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Table 2. Vascularized uterus and ovarian structure area rate (%) at protocol application days eight (D8), nine (D9), ten (D10) and eighteen (D18) (mean

+ SEM), in Nelore (Bos indicus) cows subjected to ovulation induction protocol based on EC or EB, in association, or not, with eCG.

EB EC P-value
Variables
eCG No eCG eCG No eCG E2 eCG E2 xeCG
n 10 10 10 10 - - -
Uterine vascularization area at D8 (%) 9.8+0.9 11.9+1.0 123+1.1  11.9+1.0 0.2334 0.3958 0.2334
Uterine vascularization area at D9 (%) 18.0.9+41.3% 10.7#1.3° 19.7+#3.9° 18.2#3.3*  0.0006 0.0008 0.0117
Uterine vascularization area at D10 (%) 16.3+1.3%  19.9#1.5% 17.6+1.0® 155+1.2° 0.2714 0.6443 0.0420
Uterine vascularization area at ???(%) 15.8+1.2%  12.4+1.2® 11.4+1.1° 115+1.1° 0.0315 0.2120 0.1800
DF vascularization area at D8 (%) 12.1+1.1°  11.6+1.0° 16.941.3*  8.7+0.9° 0.8035 0.0005 0.0019
DF vascularization area at D9 (%) 15.54¢1.28  10.7+1.0° 10.9+1.0° 12.8+1.1* 0.3461 0.2540 0.0058
DF vascularization area at D10 (%) 15.0£#1.2%8  10.3+1.0° 11.2#1.1° 10.9+1.0° 0.2231 0.0384 0.0740
CL vascularization area at D18 (%) 40.0+2.5%  43.5+2.3* 32.5+1.8° 38.7+3.1® 0.0192 0.0549 0.4816

2 Means followed by different superscripts on the same line significantly differ from each other, based on the Duncan test. at 5% significance level.

EB = estradiol benzoate; EC = estradiol cypionate; eCG = equine chorionic gonadotropin.
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Figure 1. Schematic view of TAI protocol and proceedings following ovulation synchronization in Nelore (Bos indicus) cows subjected to
ovulation induction protocol based on EC or EB, in association, or not, with eCG.

US B-mode = ultrasound examination in bidimensional mode (grey-scale); DOPPLER = ultrasound examination in Color-Doppler mode; EC =
estradiol cypionate; EB = estradiol benzoate; OPU = ovum pickup / ultrasound-guided aspiration of follicular fluid in vivo.
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Figure 2. Main effects of estradiol ester and eCG administration on P4 and E2 concentrations in blood serum (D18) and on E2: P4 ratio in follicular fluid
(D10) of Nelore cows synchronized to TAI. Values are expressed as mean + SEM

* Significant difference between eCG vs No eCG (P<0.05).

1 Significant difference between EB vs EC (P<0.05).
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Figure 3. Effects of treatments with EB and EC, in association, or not, with eCG, on P4 and
E2 blood serum concentrations (D18) and on E2: P4 ratio in the follicular fluid (D10) of
Nelore cows synchronized to TAI. Values are expressed as mean + SEM

sbepifferent letters indicate significant difference between treatments (P<0.05).
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Figure 4. Main effects of estradiol ester and eCG administration on the endometrial
expression of VEGF, OXTR and PGR at day ten (D10) of protocol application to Nelore cows
synchronized to TAI. Values are expressed as mean + SEM.

* Significant difference between eCG vs No eCG (P<0.05).

1 Significant difference between EB vs EC (P<0.05).
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Figure 5. Effects of treatments with BE, BE+eCG, CE or CE+eCG on the endometrial
expression of VEGF, OXTR and PGR at day ten (D10) of protocol application to Nelore cows
synchronized to TAI. Values are expressed as mean + SEM.

sbepifferent letters indicate significant difference between treatments (P<0.05).
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Figure 6. Biplot of Principal Component Analysis (PCA) applied to the association between
variables, based on B-mode and Doppler ultrasonography, sex steroid concentrations in
follicular fluid and uterine gene expression in Nelore cows (Bos indicus) subjected to
synchronization protocol with different estradiol esters and to eCG using. OVU = ovulation
rate; DF = dominant folicle diammeter; DFV = dominant follicle vascularization; UTV =
uterine vascularization; E2 = estradiol concentrations in follicular fluid; P4 = progesterone
concentrations in follicular fluid; VEGF = endometrial expression of vascular endothelial
growth factor gene; OXTR = endometrial expression of oxytocin receptor gene; PGR =

endometrial expression of progesterone receptor gene.



1. Sequence of genes and primers used in RT-PCR.
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Tissue /
Gene associated Primers (5°-3%) NCBI sequence of
function reference
E”gggsr;‘;us 5°- GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-3’
GAPDH reference 3’-CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA-5 NM_001034034.1
Endometrial 5-GCCGCAGGTCTACCAGCCCTA-3
PGR gene 3-GTTATGCTGTCCTTCCATTGCCCTT-5' NM _001205356.1
Endometrial 5-GCCATGGAGCGCTTTGG-3
VEGE gene 3-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-5 NM_174216
Endometrial 5’-AAGATGACCTTCATCGTCGTG-3’
OTR gene 3’-CGTGAAGAGCATGTAGATCCAG-5 NM_174134.2




