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BORTOLASSI, Luis Jr. Influéncia do tamanho do corpo luteo e da perfusédo
sanguinea luteal sobre ataxa de concepc¢éo e a ocorréncia da perda gestacional
em programa de transferéncia de embrido em tempo-fixo em bovinos. 2023. 47f.
Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da perfusdo sanguinea e da area de
corpo luteo (CL) sobre as taxas de concepc¢ao e a ocorréncia de perda gestacional de
receptoras em programas de TETF em larga escala. Vacas multiparas Brangus (n =
1.700) com 45 dias p6s-parto e escore de condicdo corporal (ECC) entre 2,5e 4,0 (3,0
+ 0,3) foram utilizadas nesse estudo. Em um dia aleatério do ciclo estral (dia -10) as
fémeas receberam um protocolo para TETF com benzoato de estradiol (2 mg, i.m.) e
um implante intravaginal P4 (1g). No dia 7, 1.465 receptoras tinham pelo menos um
CL e foram avaliadas usando o ultrassom modo B para area (cm2) do CL e color
Doppler para escore de perfusdo sanguinea (I/baixa vascularizacdo < 40%; Il/média
vascularizacdo > 45% e < 50%; e alta vascularizagdo > 55%). Imediatamente depois
da avaliacao do CL, cada receptora recebeu um embrido in vitro (estagio blastocisto),
produzido por um laboratério comercial, ipsilateral ao CL avaliado. O diagnéstico de
gestacdo foi feito com 30 dias e repetido 60 dias depois para avaliar a perda
gestacional (30 para 90 dias). Um unico técnico fez as avaliagGes ultrassonograficas
e as transferéncias de embrides. Para analise de dados, além de grupos de perfusédo
sanguinea, CL foram classificadas respectivamente de acordo com a area em
pequeno < 3 cm? (2,63 + 0,01), médio > 3 e <4 cm? (3,44 + 0,01) e grande > 4 cm?
(4,77 +0,03). Os dados foram analisados por modelo de regresséo logistica (P < 0,05).
No geral, a taxa de concepcdo do estudo foi de 44,23% (648/1.465), sendo
influenciada pelo escore de perfusdo sanguinea [P= 0,03; alta 48,4%?2 (134/277),
médio 44,6%2 (427/958) e baixo 37,8% P (87/230)], mas nao pela classificacdo da area
de CL [P=0,37; grande 41,8% (225/538), médio 45,2% (276/610) e pequeno 46,4%
(147/317)]. Nao houve interacdo entre escore de perfusdo sanguinea luteal e
tamanho/area do CL (P=0,81), e o ECC nao afetou os resultados desse estudo
(P=0,51). Para ocorréncia de perda gestacional até 90 dias, ndo houve efeito na
classificacdo da area do CL (P=0,77), mas o escore de fluxo sanguineo apresentou
efeito [P=0,03; alto 3,6%" (5/139), médio 9,3%?2 (44/471) e baixo 10,3%? (10/97)]. A
taxa de concepgédo e a ocorréncia de perda gestacional em programas de TETF em
bovinos de corte esta relacionado com a perfusao sanguinea luteal, mas ndo com o
tamanho do CL.

Palavras-chave: receptoras; fluxo sanguineo; area do corpo Itteo.



BORTOLASSI, Luis Jr. Conception rate and pregnancy loss in fixed-time cattle
embryo transfer programs are related to the luteal blood perfusion but not to the
corpus luteum size. 2023. 47f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas
Veterinarias) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of luteal blood perfusion and corpus luteum
(CL) area on the conception rate and occurrence of pregnancy loss of recipients in a
large-scale fixed-time embryo transfer (FTET) program. Multiparous Brangus cows (n
=1,700) at 45 days postpartum and body condition scores (BCS) between 2.5 and 4.0
(3.0 £ 0.3) were used in this study. On a random day of the estrous cycle (day -10),
the females received progesterone and estradiol based on the FTET protocol. On day
7, 1,465 recipients had at least one CL and were evaluated using B-mode ultrasound
for the CL area (cm?) and color Doppler for the luteal blood perfusion score (I/low-
vascularization area < 40% of the CL; ll/medium-vascularization > 45% to < 50%; and
[lI/high-vascularization > 50%). Immediately after CL evaluation, each recipient
received a single fresh embryo (blastocyst stage) ipsilateral to the CL, in vitro produced
from a commercial laboratory. Pregnhancy diagnosis was performed at 30 days and
repeated 60 days later to evaluate pregnancy loss (30 to 90 days). Ultrasound
evaluation and embryo transfer were performed by a single technician. For data
analysis, in addition to luteal blood perfusion groups, recipients were retrospectively
ranked according to CL area into small (< 3 cm?; 2.63 + 0.01), medium (> 3 to < 4 cm?;
3.44 + 0.01), and large (> 4 cm?; 4.77 + 0.03). Data were analyzed using a logistic
regression model (P < 0.05). The overall conception rate was 44.2% (648/1,465),
influenced by the luteal blood perfusion score [P = 0.03; high 48.4%2 (134/277),
medium 44.6%2 (427/958), and low 37.8%° (87/230)] but not by CL area ranking [P =
0.37; large 41.8% (225/538), medium 45.2% (276/610), and small 46.4% (147/317)].
There was no interaction between the luteal blood perfusion score and CL area ranking
(P = 0.81), and the BCS did not affect the results of this study (P = 0.51). In terms of
pregnancy loss up to 90 days, there was no effect on the CL area ranking (P = 0.77),
but the flow score showed an effect [P = 0.03; high 3.6%" (5/139), medium 9.3%?
(44/471), and low 10.3%?2 (10/97)]. The conception rate and occurrence of pregnancy
loss in the FTET program in beef cattle are related to luteal blood perfusion but not CL
size.

Keywords: recipients; luteal blood; CL area; conception rate; pregnancy loss.
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1 INTRODUGAO

Com o intuito de manter um lugar de destaque como maior exportador mundial
de carne bovina e estimular o desenvolvimento da producéao leiteira, varias biotécnicas
reprodutivas estdo sendo empregadas no setor pecuario brasileiro. Dentre essas, a
inseminacao artificial (IA) e a producéo in vitro de embrides (PIVE) tem contribuido de
maneira significativa para o aumento da producao de animais em menor espaco de
tempo, além de promover ganho zootécnico e agregar valor ao rebanho nacional
(ARAUJO et al., 2013).

A partir da década de 80 a multiplicacdo genética populacional dos bovinos,
pelo uso de biotécnicas da reproducéo, deixou de ser exclusividade dos machos, pela
IA e passou a agregar a genética da fémea pelo uso de biotécnicas envolvendo
embrides. O patrimdnio genético das matrizes passou a ser amplamente multiplicado
com a producéo de embrides, primeiramente in vivo, € mais recentemente, em maior
escala, embrides produzidos in vitro, possibilitando melhorias na eficiéncia reprodutiva
das fémeas bovinas contribuindo para uma maior progénie durante a vida produtiva
da matriz (COSTA FILHO et al., 2013).

A producao nacional e mundial de embriées bovinos vem crescendo ano apés
ano com destaque para o Brasil, principalmente, quando se consideram os resultados
obtidos pela técnica de producao in vitro de embriées (PIV). Em 2009 os numeros
aproximaram-se de 300 mil embrides (VIANA et al., 2010). No entanto, apenas o0s
valores brutos ndo revelam a eficiéncia da técnica, pois € necessario analisar a taxa
de recuperacgédo de od6citos na OPU, a eficiéncia da PIV e a taxa de prenhez (COSTA
FILHO et al., 2013).

Os cuidados com as receptoras, visando aumento da taxa de prenhez, devem
ser iniciados bem antes da transferéncia de embribes (TE) propriamente dita. O
manejo das doadoras e receptoras, bem como sua saude reprodutiva sdo pontos
importantes para os resultados finais (FERNANDES, 1999).

Em programas de TE um dos fatores mais importantes para se determinar o
uso de uma receptora é a presenca e qualidade do corpo lateo (CL). Essa qualidade
é tradicionalmente avaliada para selecao de receptoras através de palpacao transretal
ou por ultrassonografia modo B para determinar a presenca e o tamanho do CL. Por
outro lado, estas estratégias garantem a transferéncia de embrido, mas muitas vezes

0 Utero ndo esta totalmente receptivo devido a presenca de um CL pouco ou nao-
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funcional, ja que a funcionalidade luteal ndo pode ser acessada por essas avaliacdes
corriqueiras (PUGLIESE et al., 2017).

Recentemente, foram desenvolvidos estudos que possibilitaram novas
estratégias de uso da ultrassonografia color Doppler em programas reprodutivos
comerciais para bovinos de corte e que visam melhorar a eficiéncia reprodutiva. Trata-
se de uma técnica ndo-invasiva e em tempo real para estimar a funcionalidade do CL,
seja para selecdo de receptoras em programas de TETF ou para o diagndstico
precoce de gestacao nos programas de IATF (PUGLIESE et al., 2017).

A identificacdo das caracteristicas de vascularizacdo e do tamanho do CL
durante sua perda de funcéo, tem sido utilizado como base para a criacao de critérios
para identificar um CL funcional ou afuncional (PUGLIESE et al., 2013). Observou-se
gue receptoras de embrido com alta taxa de vascularizacao luteal apresentaram maior
taxa de concepcdo do que as com baixa vascularizacdo (PUGLIESE et al., 2017).
Assim, a avaliacdo da vascularizacéo do tecido luteal pode representar de forma mais
precisa a funcéo do CL visto a alta rede vascular presente nesta glandula transitoria
(BOLLWEIN et al., 2012). Além disso, a avaliacdo da perfusdo sanguinea no CL pode
ser bastante util pois maiores concentracbes de P4 no inicio do diestro estdo
relacionadas com maior desenvolvimento do concepto (MANN; LAMMING, 2001) e
associadas a maior probabilidade de gestacdo. Como observado nos foliculos, a maior
vascularizagdo luteal também indicou uma maior chance de prenhez (PUGLIESE et
al., 2016).

Com o alto custo operacional e de manutencdo de um grande nuamero de
receptoras para um programa de TETF se faz necessario o advento de tecnologias
para melhor aproveitamento do rebanho. Com isso, nesse estudo observou que o
sucesso gestacional em proporcédo a area do CL ainda € controverso, e que a relacéo
da perfusdo sanguinea do CL com aumento do nimero de prenhezes ainda necessita
de mais estudos. Além disso, ndo héa trabalhos que avaliaram a ocorréncia de perda

gestacional em receptoras segundo o0 escore de perfusdo sanguineo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CENARIO ATUAL DA PRODUCAO DE EMBRIOES

A PIVE é uma biotecnologia reprodutiva que se iniciou para fins de producéo
comercial de bovinos no ano de 1998 pelo projeto de inovacao tecnolégica financiado
pelas empresas Beabisa Agricultura LTDA e Gentec Tecnologia de Embrides (GALLI,
2003), sendo o Brasil lider mundial de PIVE, tornando-se assim referéncia na técnica
(SOUZA et al., 2018). Houve aumento de 300% na producdo de embrides por
fecundacao in vitro (FIV) em um periodo de 15 anos, atingindo total de 666.215 em
2016, ano que a técnica superou pela primeira vez o volume de embriées produzidos
in vivo (IETS, 2017).

A série historica de producédo de embrides bovinos nos ultimos 20 anos (2002
até 2021) é mostrado na Figura 1. A tendéncia atual de crescimento no total mundial
ja foi detectada em 2020. Em 2021, porém, observamos um aumento (31,5%) no
namero de embrides in vitro em relacdo a 2020, o maior desde 2017. Na verdade, em
nameros absolutos, essa foi a maior mudanca em relacao ao ano anterior (+363.596
embrides) em nossa série histérica. Devido a pequena mudanca no numero de
embrides in vivo (6,8%), o aumento dos numeros in vitro refletiu diretamente nos
nameros totais. A taxa de crescimento atual de embriées in vitro € semelhante a
observada no inicio dos anos 2000, a que se seguiu um periodo de crescimento mais
lento dos numeros entre 2007 e 2015. Por outro lado, apesar do aumento observado
em 2021, o numero de embrifes in vivo diminuiu consistentemente nos ultimos anos
apos atingir seu pico (789.972) em 2005 (VIANA, 2022).

Os numeros de embrifes in vitro e in vivo registrados por regido sao
mostrados nas Figuras 2A e 2B, respectivamente. A tendéncia que favorece os
embrides in vitro nas Américas do Norte e do Sul, responsaveis pela maior producao
(32,1% e 35,3%, respectivamente) e contrastam com a Europa, onde os niumeros
diminuiram (-10,7%). Por outro lado, a recupera¢cdo no numero de embrides in vivo foi
observada no Norte (9,7%), mas ndo na América do Sul (-27,7%), onde a maior parte
(96,8%) € embrido in vitro (VIANA, 2022).
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Figura 1 — Numero de embrides bovinos produzidos (in vivo [IVD], in vitro [IVP]
e total) registrados no periodo 2002-2021
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Figura 2 — Numero de embrides bovinos produzidos ou coletados no periodo de 2002-
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Os avancos obtidos nas biotécnicas reprodutivas ao longo dos anos

permitiram maior participacdo da fémea bovina no processo de melhoramento

genético do rebanho, visto que o nimero de descendentes deixados por uma unica



14

fémea ao longo da sua vida reprodutiva aumentou significativamente com o
aperfeicoamento das técnicas de transferéncia e producdo in vitro de embrido
(GONCALVES et al., 2007).

2.2 SUPEROVULAGAO E TRANSFERENCIA DE EMBRIOES (SOV/TE)

A primeira SOV/TE realizada com sucesso foi em 1951 na Universidade de
Cornell, nos Estados Unidos (KANAGAWA et al., 1995). Sua importancia basica para
producdo animal consiste na possibilidade de uma fémea produzir um numero de
descendente muito superior ao que seria possivel fisiologicamente durante sua vida
reprodutiva afirma Taneja et al. (2000), fazendo com que uma fémea possa ter varios
descendentes contemporaneos e padronizados. Além disso, a producdo de embrido
(in vivo ou in vitro) associada a criopreservagao, pode proporcionar o transporte
internacional de germoplasma sem o risco de transmisséao de doencgas, conservacao
de racas em perigo de extin¢do, dentre outros aspectos (PASA, 2008).

A biotécnica citada permite que uma fémea bovina de valor genético superior
seja estimulada pelo processo de superovulacédo (SOV), protocolo farmacolégico para
induzir ovulagBes multiplas, em seguida insemina a fémea bovina, faz-se lavagem
uterina a fim de recuperar os embrides que serdo avaliados e, posteriormente,
inovulados a outros animais de valor genético inferior (GONCALVES et al., 2001).
Assim, considerando que houve uma selecdo de animais superiores geneticamente
para doarem 0s gametas, resultara em individuos de alto valor genético padronizado,
ganho de eficiéncia reprodutiva, aumento no nimero de descendentes da doadora
durante sua vida reprodutiva e, também, possibilitar o comércio de embrides, venda
de animais de grande valor genético (REICHENBACH et al., 2002).

Para sucesso na transferéncia é necessario sincronizar o estro entre animais
doadores e receptores, ou seja, na mesma fase do ciclo estral, de modo que o periodo
de sincronia entre esses animais nao ultrapasse 24 horas, obtendo-se os melhores
resultados quando ela se fizer presente dentro de 12 horas (HAFEZ, 1995). Para isso,
pode-se utilizar o processo de SOV na doadora e observacéo de sinais de estro na
receptora. Dessa forma, a eficiéncia na pratica de observacdo de estro se torna
imprescindivel para o sucesso de tal biotécnica, a fim de ser rentavel e produtiva
(COSTA, 2009; PASA, 2008). Ja o trabalho feito pelo grupo de Randi et al. (2015)

observou que a transferéncia de um embrido de 7° dia para um utero sincrono de 7°
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dia resultou em uma taxa de prenhez de 47,3%. A transferéncia para o utero 1 dia
antes (D-6, 46,6%) nao afetou a taxa de prenhez. No entanto, a transferéncia para o
atero 2 dias antes (D-5, 40,8%) ou dia 8 (41,3%) impactou moderadamente a taxa de
prenhez, enquanto a transferéncia para um atero 2 dias depois (D-9, 24,4%) ou 3 dias
antes (D-4, 27,0%) reduziu acentuadamente a taxa de prenhez em comparacdo com
transferéncias sincronas.

Outro processo importante para a biotécnica em questéo é a possibilidade da
criopreservacao do embrido ja formado. Em muitos casos, a producdo de embrides é
maior que o numero de receptoras sincronizadas para néo perder o material genético,
pode-se congelar os embrides excedentes, sendo assim, € possivel fazer o transporte
desses embrides e ainda promover a preservacdo de ragcas em perigo de extingao
(NEVES et al., 2010).

Um ponto de estrangulamento para a eficiéncia de um programa de TE € o
custo fixo de manutencdo de um grande nimero de receptoras por doadora. E
necessario entender os fatores que geram variacdes nos resultados de TE para,
entdo, buscar solugbes e aumentar a taxa de aproveitamento e prenhez, diminuindo
perdas com protocolos e, assim, reduzir custos de producdo (COSTA FILHO et al.,
2013).

2.2.1 Transferéncia de Embrides em Tempo Fixo - TETF

A aplicagéo de um programa bem-sucedido usando embrides in vivo ou in vitro
ndo depende apenas de um sistema de PIVE robusto, mas também da implementagéo
de um programa de inovulacédo/TE bem-sucedido (BO et al., 2019). No entanto, fatores
como nutricdo, manejo e eficiéncia de deteccdo de estro afetam o0 uso dessa
tecnologia tanto no corte quanto no leite. A alternativa mais Util para aumentar o
namero de receptoras utilizados na TE é aplicar protocolos que permitem a inovulacao
sem a necessidade de detecc¢do de estro, geralmente referido como transferéncia de
embrido em tempo-fixo (TETF; BO et al., 2012).

Para evitar limitagcbes associadas a deteccdo de estro, tratamentos que
sincronizam o tempo de ovulacdo em receptoras, que foram originalmente
desenvolvidos para IATF, tém sido utilizados para TETF (BO et al., 2002, 2012a)
podendo ser baseados em GnRH (AMBROSE et al., 1999) ou baseados em estradiol
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(BO et al., 2002). Mesmo assim, 0s protocolos da receptora incluem a inser¢cédo de um
dispositivo de progesterona (P4) por 7 ou 8 dias (HINSHAW, 1999).

Os tratamentos baseados em estradiol e P4 sdo os mais comumente usados
para sincronizar a emergéncia da onda folicular e a ovulagdo de receptoras na
Ameérica do Sul (BARUSELLI et al., 2010). O protocolo simplificado mais comumente
utilizado esta representado na Figura 3 e consiste na insercdo de um dispositivo de
P4 e na administragédo intramuscular (IM) de benzoato de estradiol (BE) em um dia
qualquer do ciclo estral denominado dia 0 (D0). O dispositivo de P4 é removido
geralmente no dia 7 ou 8 apds sua insercdo e sao administrados IM gonadotrofina
coribnica equina (eCG), cipionato de estradiol (ECP) e cloprostenol sédico (PGF2a).
No dia da transferéncia de embrido (D16 a D18), avalia-se o lado e se ha um ou mais
CL, para prosseguir com a TE. Caso contrario, a receptora ndo respondeu
adequadamente ao protocolo e serd descartada do programa (BARUSELLI et al.,
2017).

2.3 AVALIACAO DE RECEPTORAS DE EMBRIAO POR ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER

A selecédo das receptoras no dia da TE geralmente é realizada levando-se em
consideracdo a presenca e o tamanho do CL a palpacédo transretal. Este método,
apesar da facilidade e praticidade de execucdo, apresenta limitacdo na avaliagéo,
dada a sua baixa sensibilidade e especificidade (SPRECHER et al., 1989). O trabalho
realizado por Viana (1996) mostrou que a escolha das receptoras pela projecéo do CL
ndo é adequada. Um CL com projecdo pequena pode apresentar uma grande por¢cao
inserida no estroma ovariano, enquanto um CL com projecdo maior pode apresentar
massa luteal total pequena. Assim, a proje¢cdo nem sempre esta relacionada ao
tamanho do CL. Além disso, embora haja uma tendéncia de priorizar a TE em
receptoras com maior CL, ainda ndo € pleno consenso de que 0 sucesso gestacional

dependa da éarea luteal.
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Figura 3 — llustracdo esquematica do protocolo tradicional de transferéncia de
embrido em tempo fixo (TETF) de trés manejos para a sincronizagéo
das receptoras

eCG

ECP
PGF2a TETF

,l

Dispositivo de P4

DO D8 D17

Legenda: BE (benzoato de estradiol), PGF2a (cloprostenol sédico), eCG (gonadotrofina coribnica
equina), CE (cipionato de estradiol), TETF (transferéncia de embrido em tempo fixo), DG
(diagnéstico gestacional) e P4 (progesterona).

A ultrassonografia € uma técnica que permite a completa visualizacdo do
tecido luteal, possibilitando maior precisdo na identificacdo e na mensuragéo do CL
(SA FILHO et al., 2009). Nessa avaliacdo, a imagem do CL é uniforme, circunsctrita e
menos ecogénica que o estroma ovariano (VIANA et al., 1999). Portanto, empregando
ultrassonografia € possivel avaliar tamanho e qualidade do CL, algo bem estratégico
se considerarmos que o CL € responsavel pela producédo de progesterona que vai
controlar o ambiente uterino e € essencial ao desenvolvimento embrionério e a
manutencdo da prenhez (ANDRADE et al., 2012).

No ciclo estral, os niveis de P4 refletem o crescimento, a manutencdo e
regressao luteal (SPANO; SILVA, 1992) e sua avaliacdo permite a associacao das
caracteristicas morfolégicas do CL ao ultrassom com o seu estado funcional. A
concentracédo de P4 circulante depende diretamente de sua producgéo, da liberacao
pelo tecido luteal e da taxa de clearence (VIANA et al., 1999). Fatores como o fluxo
sanguineo, presenca de agentes luteotréficos ou luteoliticos e a disponibilidade de
precursores para a sua biossintese pelas células luteais interferem na producéo deste
hormonio (WILTIBANK, 1994). Estes interagem determinando um padréo de secrecao
circadiana para os hormdonios ovarianos (SPANO; SILVA, 1992).

Dentre as diversas opcoes, a ultrassonografia convencional no modo brilho
(B; escala de cinza) é a forma mais usada e que proporciona uma imagem

bidimensional dos 6érgdos e tecidos avaliados. Assim, 0 uso rotineiro da
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ultrassonografia no modo B nas ultimas décadas tem possibilitado melhor avaliacéo
de matrizes para iniciarem programas de IATF e da qualidade de receptoras para
receberem embrides em programas de TETF. Mais recentemente, a ultrassonografia
Doppler comecgou a ser usada em pesquisas para avaliagdo do sistema reprodutivo
da fémea bovina e equina ao longo do ciclo estral e durante a gestacéo. Seu potencial
de uso em pesquisas e na pratica reprodutiva bovina se baseia na capacidade de
avaliar a funcionalidade de ¢6rgaos e tecidos devido a menor ou maior perfusao
sanguinea (PUGLIESE et al., 2017).

Apesar do grande conhecimento adquirido em relacdo as mudancas
fisioldgicas de perfusdo sanguinea em 6rgéos, tecidos e componentes reprodutivos,
s6 recentemente foram desenvolvidos estudos que possibilitaram novas estratégias
do uso do Doppler com potencial para incorporacdo em programas reprodutivos
comerciais e que visam melhorar a eficiéncia reprodutiva. Dentre as diversas
possibilidades de avaliacdo, a ultrassonografia Color-Doppler vem sendo mais usada
como uma técnica ndo-invasiva e em tempo real para estimar a funcionalidade do CL
para selecdo de receptoras em programas de TETF e para diagndéstico precoce da
gestacdo em programas de IATF (PUGLIESE et al., 2017).

2.3.1 Corpo luteo

A formacdo do CL ocorre a partir de alteracdes morfolégicas e bioquimicas
nas células da teca e da granulosa do foliculo pré-ovulatério, fenbmeno resultante da
elevacdo da concentracdo e pulsatilidade do hormonio luteinizante (LH). A principal
funcdo do CL é a producao de P4, com varios efeitos biolégicos no organismo (VIEIRA
et al., 2002).

Vieira et al. (2002) observando através da palpacao transretal no dia da
inovulacdo ndo encontraram diferengas na taxa de prenhez quando compararam CL'’s,
classificados como pequeno, médio e grande. A alternativa para otimizar o uso das
receptoras € a ultrassonografia Doppler, por permitir uma completa visualizagdo da
estrutura do CL, mensuracao objetiva das suas dimensdes e avaliacdo da formacao
da rede vascular ovariana. Seu tamanho esta relacionado com a producéo de P4, mas
esse incremento pode apresentar resultados distintos quanto a taxa de gestacao.

Durante os estudos da equipe de Pugliese et al. (2014), criaram-se alguns

critérios, mas todos se baseiam numa menor vascularizacdo apresentada no CL ja
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afuncional ou em regressdo nas vacas ndo-gestantes. Em vacas Nelore foi
determinado que a vaca ndo-gestante seria aquela com sinais coloridos indicando
fluxo sanguineo < 25% da sua area e < 2 cm2. Este valor de propor¢cédo de perfuséo
sanguinea luteal, o qual é obtido através de uma avaliacdo subjetiva, pode ser
transformada para uma escala mais simples e préatica através de escores de
vascularizacdo. Assim, a avaliacdo da vascularizacdo pode ser compreendida mais
facilmente e ser assim usada de forma mais simples por profissionais para avaliar a
funcionalidade do CL. Siqueira et al. (2009) concluiram que a area do CL e sua
aparéncia no US na TE foram preditores fracos do resultado da prenhez em receptoras
de bovinos de corte. No estudo do grupo de Pugliese et al. (2019) ndo observaram o
efeito do tamanho do CL no sucesso para prenhez positiva. Mas quando a area lutea
foi avaliada como variavel continua, observou-se efeito quadratico do tamanho do CL.
A interpretacdo da curva quadratica indica uma relacdo positiva entre a probabilidade
de prenhez e a rea do CL até o tecido luteo atingir 4,07 cm?, seguido de uma relacao
negativa ap6s o ponto de inflexdo, sugerindo que as receptoras tinham menor
probabilidade de emprenhar se o CL fosse maior que esse tamanho. No entanto, a
probabilidade de prenhez foi extremamente baixa apenas quando a area era menor

gue 2 cmz2 ou maior que 6 cmz.

2.3.2 Avaliacdo do grau de vascularizacdo do Corpo Luteo

Diversos resultados indicam uma associagéo positiva entre a vascularizacao
e a funcéo folicular. Nesse sentido uma maior perfusdo sanguinea é observada na
parede folicular de foliculos dominantes e pré-ovulatérios (MIYAMOTO et al., 2006).
Similarmente, tratamentos que promovem maior crescimento do foliculo dominante
resultam em um foliculo pré-ovulatério mais vascularizado e com maior capacidade
de secrecéo de estradiol do que foliculos menores (MESQUITA et al., 2014).

A avaliacdo ultrassonogréfica do CL com consequente estimativa de seu
status funcional € um aspecto importante para o manejo reprodutivo e foi inicialmente
desenvolvida como ferramenta de diagndstico junto com a palpacao transretal nas
fémeas bovinas. Apesar da avaliacdo do tamanho de tecido luteal estar positivamente
correlacionada com as concentragfes circulantes de P4 e servir assim como um
indicativo da funcéo luteal, durante o periodo de regressao luteal esta correlacéo é

menor devido as taxas de decréscimo serem mais rapidas para P4 do que para o
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tamanho do CL (ASSEY et al., 1993). Com isso, a avaliacdo da vascularizacdo do
tecido luteal pode representar de forma mais precisa a funcdo do CL visto a alta rede
vascular presente nesta glandula transitoria (PUGLIESE et al., 2017). Além disso, a
avaliacdo da perfusdo sanguinea no CL pode ser bastante util pois maiores
concentracbes de P4 no inicio do diestro estdo relacionadas com maior
desenvolvimento do concepto (MANN; LAMMING, 2001) e associadas a maior
probabilidade de gestacdo. Neste sentido, a vascularizagdo do CL se inicia logo ap6s
a ovulacédo e é altamente correlacionada com as concentracdes de P4 durante a sua
fase de desenvolvimento que vai do oitavo ao décimo dia do ciclo estral (ACOSTA et
al., 2003).

Uma alternativa eficaz, de abordagem n&o invasiva, seria avaliacdo
ultrassonogréfica transretal com Doppler da funcdo vascular do CL, permitindo
observacéo visual do fluxo sanguineo local do CL pelo sinal Doppler. Os niveis de P4
depende diretamente do fluxo sanguineo do CL, dessa forma, esse fluxo sanguineo
pode ser quantificado confiavelmente por ultrassonografia Doppler transretal
(ACOSTA et al., 2002) (Figura 4).

Desta forma, observa-se que a ultrassonografia Doppler pode ser utilizada
para se descartar receptoras que apresentem CL afuncional e para selecionar
receptoras que teriam uma melhor receptividade e assim seria uma alternativa para
se direcionar embrides de maior prioridade para se obter gestacdes. Isto poderia
promover um ganho na eficiéncia reprodutiva em programas de TETF visto que nao
se perderia embrides transferidos em receptoras com CL ndo-funcional, e em caso de
excedente de receptoras poderia dar preferéncia para fémeas com média a alta
vascularizacéo luteal (PUGLIESE et al., 2017).

Apos a ovulacao ocorre o aumento progressivo da perfusao sanguinea do CL,
sua circunferéncia é quase toda envolvida no sexto dia pos-ovulacdo. Durante este
periodo, a P4 também aumenta de forma progressiva e do D8 ao D14, além do alto
perfil sérico de P4, a perfusdo vascular luteal também aumenta em valores maximos.
Porém, durante a lutedlise, acontece a diminuicdo da vascularidade do CL,
acompanhado da queda da concentracéo de P4. Em bovinos, a lutedlise é antecedida
por um elevado aumento da perfusdo luteal sanguinea (ACOSTA et al.,, 2002;
MIYAMOTO et al., 2005).

Porém, a visualizacéo do fluxo sanguineo do CL pode ser usada em pesquisas

de fisiologia ovariana ou dentro de manejos reprodutivos. Um CL que ndo apresenta
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suficientes sinais de pixels na avaliagdo Doppler é sinal evidente de falta de
suprimento de sangue, e dessa forma pode ser considerado nédo funcional, mesmo
apresentando tamanho e forma normal no seu didmetro e area. Sendo assim, a
ultrassonografia em escala cinza é limitada em diferenciar um CL funcional de outro
nao funcional caso os dois tenham o mesmo tamanho. Nesse caso, a avaliagdo de
funcionalidade s6 se torna possivel usando Doppler. A avaliacdo do fluxo sanguineo
tem sido sugerida com uma confiabilidade melhor e como mais apropriado, do que

avaliacao por tamanho para funcao de CL (HERZORG et al., 2010).

Figura 4 — Imagens ultrassonograficas de ovario bovino apresentando corpo
luteo. Os painéis 0 a 4 indicam, respectivamente, os escores 0, 1, 2,
3 e 4 para perfusdo sanguinea periférica e central no tecido luteal
dos animais avaliados (limite de deteccdo: 0,05m/seg). Painéis 0 e
1: vacas ndo gestantes; Painéis 2, 3 e 4. vacas gestantes

Fonte: Pugliese (2017).

Pugliesi et al. (2016) estudaram o impacto da perfusdo sanguinea luteal
avaliados por ultrassonografia color Doppler no momento da TETF em taxas de
gestacao de vacas receptoras. As receptoras foram divididas em dois subgrupos por
tamanho do CL, <3cm? para CL pequenos e >3cm? para CL grande. Além de trés
subgrupos por perfusdo sanguinea luteal, baixa (<40%), média (45 a 50%) ou alta
(>55%). Notaram que apenas a perfusdo sanguinea lutea afetou a taxa de gestacao,
refletindo no progressivo aumento da taxa de gestacdo associada ao aumento da
vascularizacéo luteal (baixa 45,1%, [37/82]; média, 55,9% [57/102] e alta, 62,3%
[38/61]).
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2.4 FATORES QUE INTERFEREM NA PERDA GESTACIONAL DE RECEPTORAS

Os cuidados com as receptoras devem ser iniciados bem antes da TE
propriamente dita. O manejo das doadoras e receptoras, bem como sua saude
reprodutiva sdo pontos importantes para os resultados finais. Mas, nos programas de
TE, a atencdo despendida é especialmente voltada para a doadora, e muitas vezes
as receptoras acabam ficando em segundo plano de manejo, o que se reflete em baixa
taxa de gestacéo e alta taxa de mortalidade embrionaria (FERNANDES, 1999).

A sobrevivéncia do embrido e estabelecimento da gestacdo envolvem a
comunicacgdo ativa e passiva entre embrido e utero. A manutencdo do CL, como
resultado dos sinais embrionarios para a méae, garante a producao continuada de P4,
a qual é necessaria para preparar o endométrio para implantacdo e nutricdo
embrionaria. A presenca do embrido por volta do dia 16 do ciclo inibe a sintese e
liberacdo de PGF2a do endométrio, prevenindo assim a lutedlise e o consequente
declinio na producédo de P4. A maioria das perdas embrionarias em bovinos ocorre
durante o periodo embrionario da gestacao (< 45 dias) (SARTORI; DODE, 2008).

A taxa de sobrevivéncia embrionaria apdos a inovulacéo pode ser influenciada
por fatores como anormalidades cromossomicas, efeito da doadora, idade e qualidade
dos embrides inovulados, método e local da transferéncia, sincronia doadora-
receptora, estado nutricional e concentracdo sérica de P4 na receptora, bem como
estresse caldrico e ocorréncia de doencas reprodutivas (SCANAVEZ; CAMPOS,;
SANTOS, 2013).

J& sobre o tipo de embrido transferido, fresco ou apoés vitrificacao, Pereira et
al. (2019) nao observaram diferenca sobre a perda gestacional. Da mesma forma no
experimento de Pessoa et al. (2014) as taxas de perda gestacionais foram de 9,3%
(18/371) para embrides frescos e 10% (6/153) vitrificados.

Nao foram encontrados estudos que avaliaram a interacdo entre a perda

gestacional e o tamanho do CL (cm?) ou a perfusao sanguinea luteal.
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3 HIPOTESE
O uso da ultrassonografia Doppler permite uma melhor selecéo da receptora

de embrido com base na vascularizacdo do corpo luteo, melhorando a taxa de

concepcao e reduzindo a perda gestacional em programas de TETF.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do tamanho do CL e do escore de perfusdo sanguinea
luteal na taxa de concepcao e na perda gestacional de receptoras em programas de

transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar o tamanho do CL e relacionar com a taxa de concepgéo e
ocorréncia de perda gestacional em receptoras de embrido submetidas a
programa de TETF,;

- Determinar o escore de perfusdo sanguinea luteal e relacionar com a taxa
de concepcdo e ocorréncia de perda gestacional em receptoras de
embrido submetidas a programa de TETF;

- Comparar as taxas de concepcdao e de perda gestacional dos 30 e 90 dias
em receptoras de embrido, considerando o ranking de CL e de perfuséo

luteal.
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5 ARTIGO PARA PUBLICACAO

“Conception rate and pregnancy loss in fixed-time cattle embryo transfer programs

are related to the luteal blood perfusion but not to the corpus luteum size”

Theriogenology
Volume 210, 15 October 2023, Pages 251-255
DOI: https://doi.org/10.1016/].theriogenology.2023.07.039

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of luteal blood perfusion and corpus luteum (CL)
area on the conception rate and occurrence of pregnancy loss of recipients in a large-scale
fixed-time embryo transfer (FTET) program. Multiparous Brangus cows (n = 1,700) at 45
days postpartum and body condition scores (BCS) between 2.5 and 4.0 (3.0 = 0.3) were
used in this study. On a random day of the estrous cycle (day -10), the females received
progesterone and estradiol based on the FTET protocol. On day 7, 1,465 recipients had at
least one CL and were evaluated using B-mode ultrasound for the CL area (cm?) and color
Doppler for the luteal blood perfusion score (l/low-vascularization area < 40% of the CL;
[I/medium-vascularization > 45% to < 50%; and Ill/high-vascularization > 50%). Immediately
after CL evaluation, each recipient received a single fresh embryo (blastocyst stage)
ipsilateral to the CL, in vitro produced from a commercial laboratory. Pregnancy diagnosis
was performed at 30 days and repeated 60 days later to evaluate pregnancy loss (30 to 90
days). Ultrasound evaluation and embryo transfer were performed by a single technician.
For data analysis, in addition to luteal blood perfusion groups, recipients were retrospectively
ranked according to CL area into small (< 3 cm?; 2.63 + 0.01), medium (> 3 to <4 cm?; 3.44
+ 0.01), and large (> 4 cm?; 4.77 + 0.03). Data were analyzed using a logistic regression
model (P < 0.05). The overall conception rate was 44.2% (648/1,465), influenced by the
luteal blood perfusion score [P = 0.03; high 48.4%?2 (134/277), medium 44.6%?2 (427/958),
and low 37.8%" (87/230)] but not by CL area ranking [P = 0.37; large 41.8% (225/538),
medium 45.2% (276/610), and small 46.4% (147/317)]. There was no interaction between
the luteal blood perfusion score and CL area ranking (P = 0.81), and the BCS did not affect
the results of this study (P = 0.51). In terms of pregnancy loss up to 90 days, there was no
effect on the CL area ranking (P = 0.77), but the flow score showed an effect [P = 0.03; high
3.6%" (5/139), medium 9.3%? (44/471), and low 10.3%?2 (10/97)]. The conception rate and
occurrence of pregnancy loss in the FTET program in beef cattle are related to luteal blood
perfusion but not CL size.

Keywords: recipients, luteal blood, CL area, conception rate, pregnancy loss
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1. Introduction

The use of reproductive biotechniques, such as artificial insemination (Al) and embryo
transfer (ET), has made livestock more productive and profitable, contributing to improved
genetic gain at an accessible cost [1, 2]. In both Al and ET programs, several studies have
reported high efficiency in commercial application in large-scale herds [3-7], which confirms
the commitment of the scientific community to contributing to the evolution of animal
reproduction and also to the proposal to increase the production of both beef and dairy cattle
in a responsible and sustainable manner [8].

Globally, in vitro embryo production (IVEP) in cattle stands out as an assisted
reproduction tool with the greatest impact on the genetic improvement of herds, contributing
to improved genetic potential in a short period of time [3, 4, 6, 9, 10]. Numerous studies have
focused on the physiology of the estrous cycle and the pharmacological control of estrus
and ovulation, making it possible to develop fixed-time programs for both Al and ET [11-13].
Fixed-time embryo transfer (FTET) has been used in large-scale embryo transfer programs
to improve the efficiency of the simultaneous transfer of a large number of embryos [7, 11,
12].

Large-scale ET programs usually consider the presence of a corpus luteum (CL) as
the main criterion for deciding whether a recipient is eligible to receive an embryo [4, 10].
However, the fertility of recipients of ET programs does not depend solely on the presence
of CL. For instance, CL size has been considered decisive for gestational success [11, 12,
14]. Although some studies have pointed out that CL size is essential for gestational success
[15-17], others have not confirmed that the CL size is a mandatory aspect of pregnancy
establishment [18-20]. Therefore, the CL size remains an issue that needs to be
investigated, although there is a tendency to prioritize ET in recipients with larger CL in
comparison to those animals with smaller CL.

Recent studies have used color Doppler ultrasonography to assess luteal activity by
CL blood perfusion during ET and improve the prediction of gestational success. The
relationship between luteal blood perfusion and gestational success has been reported in
several studies using the FTET program [20-24]. Cows and heifers with greater blood
perfusion in the CL show higher serum concentrations of P4 and better reproductive success

than females with lower blood perfusion in the CL [25-28]. Although Doppler ultrasonography
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has already been indicated as a promising tool for the evaluation of embryo recipients [20,
28], this reproductive strategy is still relatively recent and needs further studies to increase
the reliability of the use of Doppler ultrasonography in large-scale commercial embryo
programs in cattle.

Considering the worldwide growth of IVEP, a critical aspect of this technique has been
pregnancy loss. Compared with in vivo-produced embryos, the pregnancy rates of in vitro
embryos are 10—40% lower, mainly due to embryonic losses, as reviewed by Ealy et al. [29]
and Reese et al. [30]. To the best of our knowledge, no previous study has considered the
relationship between CL size, luteal blood flow score, and pregnancy loss in a large-scale
commercial ET program. Therefore, we hypothesized that the conception rate and
occurrence of pregnancy loss in embryo recipients managed on a large scale can be

influenced by both the blood flow score and CL size.

2. Materials and Methods

2.1. Location, animals and management

This study was carried out on a commercial beef cattle farm, located in southern
Brazil, latitude 23° 18’ 36" south, longitude 51° 09’ 46" west. In this region, the climate is Cfa
— humid subtropical climate (mesothermal) according to the Koppen—Geiger classification,
characterized by a humid temperate climate with an annual temperature ranging from 13 to
30 °C, well-defined seasons, dry winter, and hot summer with temperatures above 22 °C
and an average annual rainfall of 1,723 mm.

The farm specializes in the production of genetics for the Brangus breed (5/8
Aberdeen Angus and 3/8 Zebu) and evaluated 1,700 recipients enrolled in a large-scale
commercial program for embryo transfers during the breeding season. The recipients were
multiparous Brangus cows, with at least 45 days postpartum, ages ranging from 5 to 8 years,
and body condition scores (BCS) between 2.5 and 4.0 (scale 1-5) [31]. Throughout the
experimental period, the animals were maintained on Urochloa brizantha cv. Marandu with
ad libitum access to water and mineral supplements. All animals were subjected to a strict
sanitary protocol, with periodic vaccinations for the main diseases affecting animal

reproduction.
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2.2. Fixed-time embryo transfer (FTET) protocol

All recipients underwent the conventional FTET protocol with progesterone and
estradiol. On a random day of the estrous cycle (day -10), the recipients received a
progesterone (P4)-releasing intravaginal device containing 1 g of P4 (1° use; Sincrogest®,
Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Brazil) and 2.0 mg of estradiol benzoate was
administered intramuscularly (Sincrodiol®, Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Brazil). Eight
days later (D-8), the P4 device was removed, and 0.526 mg of sodium cloprostenol
(Sincrocio®, Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Brazil), 400 IU of equine chorionic
gonadotropin (Sincro eCG®, Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Brazil), and 1.0 mg of
estradiol cypionate (SincroCP®, Ourofino Saude Animal, Cravinhos, Brazil) were
administered intramuscularly. On day 7 (D7), each recipient was previously evaluated using
palpation and transrectal ultrasound; those with at least one CL (n = 1,465) were considered
acceptable in the FTET program and received an embryo ipsilateral to the CL. Females
without CL (n = 235) were excluded from the study and their data were not considered in
our analyses. The embryos were produced in a commercial laboratory using IVEP, had a
quality of I and 1l [32], and were transferred fresh at the blastocyst stage (day 7) by a single

technician.

2.3. Ultrasound evaluations

All ultrasound evaluations in the present study were performed using an ultrasound
device (SonoScape™, Model E2V, Domed, Valinhos, Brazil) equipped with a 5-10-MHz
transrectal linear transducer, and a single operator performed all evaluations. On day 7,
immediately before embryo transfer, recipients considered acceptable (n = 1,465) were
evaluated using B-mode ultrasound to measure the area of the CL and color Doppler
ultrasound to determine luteal flow scores. The CL area (cm?) was measured using a static
image in the B-mode, and the largest size was measured using the ellipse function of the
ultrasound. If the CL was cavitary, the area was determined by subtracting the area of the
luteal cavity from the total area. Luteal perfusion of the CL was evaluated using a color
Doppler configuration to detect a blood flow of 5.4 cm/s. To determine the flow scores, the
presence of each colored dot in the luteal structure was considered, and the percentage of
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blood flow to each CL was subjectively estimated in relation to the total area of the CL.
Based on CL luteal perfusion, each recipient was ranked from 1 to 3, as proposed by Pugliesi
et al. [20]. Briefly, the presence of vascularization in up to 40% of the luteal area was
considered a low score/l; the presence of vascularization in > 45% and < 50% of the luteal
area was considered a medium score/ll; and the presence of vascularization > 55% of the
luteal area was considered a high score/lll. Pregnancy was diagnosed using transrectal
ultrasound at 30 days of gestation (day 23 after ET) and was repeated 60 days later to
evaluate pregnancy loss from 30 to 90 days. Pregnancy was considered positive based on

the presence of a conceptus with compatible gestational age and heartbeat.

‘ CL evaluation ‘

recipients
Bos indicus-taurus B-mode Color Doppler
(n=1,700)
Multiparous Small (< 3cm?) Low/I (< 40%)
45 days postpartum Medium (> 3 < 4cm?) Medil-lm/II 45 <50%)
5 to 8 years Large (> 4cm?) High/III (> 55%)
2.5t04.0 BCS
400 IU eCG
2mg EB 0'5216 ;‘gg]fcc P2 Pregnancy Pregnancy
Embryo transfer diagnosis diagnosis
l, l, (n=1.465) l l
- | P4 device I i 2 Y -
| | | /4 | 7”7 | "
D-10 D-2 D7 D 30 D90

Fig. 1 - Scheme of the experimental design and fixed-time embryo transfer protocol used to
evaluate the conception rate and occurrence of pregnancy loss in beef cattle according to
corpus luteum (CL) area ranking and luteal blood perfusion score.

Day (D), body condition score (BCS), and estradiol benzoate (EB), progesterone (P4),
sodium d-cloprostenol (PGF2q), equine chorionic gonadotropin (eCG), and estradiol
cypionate (EC) levels.

2.4. Statistical analyses

For data analysis, the recipients were classified according to the CL area and luteal
blood flow score. Considering the luteal area, CLs were ranked as small (area < 3 cm?),
medium (area > 3 and < 4 cm?), and large (area > 4 cm?). Considering luteal blood flow, the

CLs were ranked as low/l (perfusion area < 40% of the CL), medium/Il (perfusion area >
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45% and < 50% of the CL), and high/lll (perfusion area > 55% of the CL). The conception
rate and occurrence of pregnancy loss were analyzed using an adjusted logistic regression
model in which the CL flow score and breeding season were considered categorical
predictors, whereas the CL area and BCS were considered continuous predictors, in
addition to all possible interactions. In the presence of a significant effect, the ranking
between the groups was established using a 2 x 2 ratio test. For descriptive analysis,
gualitative data were presented as percentages (%) and quantitative data as means and
standard errors. All statistical analyses were performed using the Minitab® statistical
program version 18.1. The level of significance < 0.05 indicated an effect of categorical
variables and their interactions, and the statistical tendency was considered when P > 0.06
and < 0.10.

3. Results

At the first pregnancy diagnosis, the overall conception rate was 48.2% (707/1,465)
and was not influenced by the CL area ranking (P = 0.39); however, a tendency (P = 0.09)
to be influenced by the CL blood flow score was observed (Table 1). The factors controlled
for in this study did not show significant interactions (P > 0.1) with conception at 30 days.

The final conception rate of the study was 44.2% (648/1,465) and was influenced by
the luteal blood perfusion score (P = 0.03) but not by the CL area ranking (P = 0.37).
Recipients with CL blood flow scores high (48.4%2%) and medium (44.6%%2) had higher
conception rates/FTET scores than those with low blood perfusion scores (37.8%°; Table
1). The CL area ranking did not differ among females with small (46.4%), medium (45.2%),
or large (41.8%) CL. There was no interaction between the luteal blood flow score and CL
area ranking (P = 0.81). BCS (P = 0.51), breeding season (P = 0.34), and possible
interactions with flow score and/or CL area ranking did not affect (P > 0.1) the conception
rate in the present study.

Considering the occurrence of pregnancy loss for up to 90 days, there was no effect
on CL area ranking (P = 0.77); however, the luteal flow score showed a significant effect (P
= 0.04; Figure 2). Recipients with high CL flow scores (3.6%") had lower pregnancy losses
than those with low (10.3%%2) or medium (9.3%?2) scores. None of the factors (luteal flow
score, CL area ranking, breeding season, or BCS) had a significant interaction (P > 0.1) in

the pregnancy loss analyses.
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Table 1. Influence of corpus luteum (CL) area/size (small < 3 cm?; medium > 3 and < 4 cm?; and large > 4 cm?) and blood flow score
(low/l < 40% of CL; medium/Il > 45% and < 50% of CL; and high/Ill >55% of CL) on the conception rate in Brangus embryo recipients
submitted to a fixed-time embryo transfer (FTET) program.

Animals Conception to 30 )
Conception to 90 days
Factors from CL N Mean/score days
% (n)
% (n)
Small 317 2.63 +0.01 50.5 (160) 46.4 (147)
Arearanking Medium 610 3.44 +£0.01 49.0 (299) 45.2 (276)
Large 538 4.77 £0.03 46.1 (248) 41.8 (225)
Total/P-value 1,465 - 0.39 0.37
Low 230 I 42.2°(97) 37.8"°(87)
Flow score Medium 958 Il 49.2 3 (471) 44.6 2 (427)
High 277 1] 50.2 2 (139) 48.4 2 (134)
Total/P-value 1,465 - 0.09 0.03
Interaction - - 0.61 0.81

Different letters @) for the same variable indicate statistically significant differences (P < 0.05).
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Fig. 2 - Influence of corpus luteum (CL) area/size (small < 3 cm?; medium > 3 and < 4 cm?; and large > 4 cm?) and blood flow score
(low/l < 40% of CL; medium/Ill > 45% and < 50% of CL; and high/lll > 55% of CL) on the occurrence of pregnancy loss in Brangus
embryo recipients submitted to a fixed-time embryo transfer (FTET) program.

Different letters @9 indicate statistical differences (P < 0.05) between different blood flow scores.
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4. Discussion

The present study aimed to make a practical evaluation of the use of color
Doppler ultrasonography to improve gestational success, considering its
accuracy in the selection of embryo recipients for a large-scale FTET program.
The results of the study revealed that the conception rate and occurrence of
pregnancy loss did not depend on CL area/size, wherein small, medium, and
large CLs resulted in similar indexes. However, the luteal blood flow score, as
assessed using color Doppler ultrasonography, was more effective in increasing
the conception rate when FTET was performed in recipients with medium-to-high
flow scores. Furthermore, this study revealed that ET in recipients with a high
flow score reduced the occurrence of pregnancy loss up to 90 days by more than
6.5% compared with those with a low flow score. Therefore, our study reinforces
the concept that luteal activity assessed using blood flow scores is more
important than CL size, in addition to highlighting the importance of prioritizing
embryo transfer in recipients with high luteal blood perfusion, not only to increase
gestational success but also to reduce the occurrence of pregnancy losses.

Although reproductive programs in cattle have advanced substantially [2,
5, 33-35], in practice, most ET procedures in large-scale commercial programs
are performed by selecting a recipient containing at least one CL at the time of
embryo transfer, regardless of the size or luteal activity [4, 10, 24]. However, in
addition to embryonic quality, gestational success in FTET programs is highly
dependent on the quality and activity of the CL, which secretes adequate
concentrations of P4 [27], essential for maintaining the uterine environment,
success in maternal recognition, and embryonic development [28]. In this context,
it is worth noting that recipients that did not respond to the FTET protocol (without
CL) were excluded from this study. Therefore, only recipients with CL were
considered in our analyzes, regardless of size or luteal activity.

In our study, the CL area (small, medium, or large) did not affect the
conception rate of the recipients at either 30 or 90 days. On the other hand, luteal
activity monitored during ET showed that recipients with a high blood flow score
(> 55% of the CL area) had a conception rate 10% higher than those with a low

blood flow score at 90 days of gestation. Therefore, our results reinforce the
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hypothesis that the choice of the recipient at the time of ET is based more on the
luteal activity than on the CL size.

The use of a subjective scale to assess luteal blood perfusion can be
considered a limitation of this study. In practical aspects, score | (< 40% of CL)
and Il (> 55% of CL) hardly raises doubts in the evaluator but score Il (> 45 and
< 50% of CL) may be less precise. Accuracy is higher with the use of software or
ultrasound resources for image editing and determination of the proportion of CL
vascularization, as demonstrated by Bonato et al. [36]. However, the demand for
time would be a limitation for large-scale programs as it was in this study.
Furthermore, the use of this scale is reasonable since grades Il and Il did not
differ in terms of conception rate at 30 and 90 days post ET, in addition to
practicality for large-scale use, which demonstrates a certain reliability as
reported [20, 22, 24, 28, 36].

The relationships among luteal flow activity, fertility, and reproductive
success have been reported in several studies involving timed artificial
insemination and FTET programs [20-24]. Similar results were initially reported
by Pugliesi et al. [20] who evaluated 444 Bos indicus x Bos taurus crossbred
recipients (cows and heifers). In this case, the authors showed that pregnancy
per ET increased in recipients with a high degree of luteal perfusion compared
with those with a low score [high, 58.4%?2 (80/137); medium, 54.1%2° (93/172);
and low, 45.9%" (62/135)]. Similarly, the CL size did not affect pregnancy per
transfer [small, 49% (76/155); medium, 59.7% (83/139); and large, 50.7%
(75/148); P > 0.1]. We found similar results for pregnancy rates with a large
number of animals, also revealing that medium- and high-flow recipients had
greater gestational success than low-flow recipients. Similarly, in recipients who
received distinct gonadotropic stimulation during the FTET protocol, gestational
success was more affected by the CL blood flow score than by CL dimensions
(area, diameter, or perimeter) [24].

The most important novelty of our study is the evaluation of gestational
loss from 30 to 90 days according to the CL size and blood flow. The area of the
CL did not affect the occurrence of pregnancy loss, which varied slightly from 7.7
to 9.3 for medium and large CL, respectively. However, the ET in recipients with
a high blood flow score reduced pregnancy loss by 6.7%, accounting for 10.3%

of recipients with a low blood flow score to 3.6% of recipients with a high flow
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score. This result is interesting because it reveals that we can strategically
prioritize ET in recipients with high luteal activity not only to increase
pregnancy/ET but also to reduce the occurrence of pregnancy loss in FTET
programs.

Another important aspect of the present study is the benefits that can be
achieved in FTET programs, mainly for IVEP. Currently, even with the evolution
of processes involving in vitro production, pregnancy loss is relatively high,
ranging from 10 to 40% of losses [29], with up to 80% of the gestational losses
occurring up to the sixth week of gestation [29, 30]. Pregnancy loss has a
multifactorial etiology, including causes related to management, nutrition, health,
genetics, stress, and cellular programming [30, 37-39]. However, the
methodology evaluated in this study reduced the occurrence of pregnancy loss
by up to 90 days to an acceptable rate (< 5%) in most studies [29, 30, 40].

In addition, pregnancy loss achieved here is also consistent with the fact
that larger CL vascularization areas are associated with greater luteal activity and
higher serum P4 concentration [25, 26, 41], which have been associated with
lower rates of early pregnancy loss and better reproductive performance [27, 42].
Although the present study did not evaluate P4 measurement, the conception
and pregnancy loss observed here support the hypothesis that CL with superior
Doppler score assessment result in higher conception rates and lower pregnancy

loss, regardless of CL size.

5. Conclusions

Conception rate and the occurrence of pregnancy loss in large-scale FTET
programs for beef cattle are related to the luteal blood perfusion score but not CL
size. Thus, the use of color Doppler ultrasound in large-scale embryo recipient

programs is a practical strategy for increasing reproductive efficiency.
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6. Consideracgoes finais

O CL foi classificado em pequeno, médio e grande em relacdo a sua area
(cm?) e ndo houve relagdo com a taxa de concepc¢éo, mas houve interagao
em relacdo a menor ocorréncia de perda gestacional;

A perfusédo sanguinea luteal foi classificada em baixa (< 40%), média (>
45% < 50%) e alta (> 50%) sendo os CL’s de média e alta perfuséo luteal
com maiores taxas de concepc¢éo e menor perda gestacional;

N&o houve relacdo entre taxas de concepcéo e de perda gestacional dos
30 e 90 dias em receptoras de embrido considerando o tamanho do CL,
mas em relacéo a perfusdo sanguinea as receptoras com CL de média e
alta perfusdo tém maior taxa de concepc¢ao e menor perda gestacional.



