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RESUMO GERAL

GUERSON, Yuri Barbosa. Influéncia do temperamento de vacas Nelores sobre a
perfusdo vascular do foliculo e do corpo Iuteo e sobre a fertilidade, quando submetidas a
IATF. 2020. 80p. Tese (Doutorado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Departamento de
Reproducdo e Avaliacdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2020.

O presente estudo foi dividido em dois capitulos sendo que no primeiro objetivou-se avaliar a
influéncia do temperamento sobre a perfusdo vascular do foliculo pré-ovulatério (FPO) e do
corpo luteo (CL) assim como sobre a producdo de progesterona (P4) e sobre a taxa de
concepcdo de vacas Nelores submetidas a IATF. Ja no segundo capitulo, o objetivo foi
estudar as relacGes entre o diametro do FPO e do CL com a quantidade e intensidade do fluxo
sanguineo nestas estruturas, producdo de P4 e a fertilidade de vacas Nelores submetidas a
IATF. No primeiro experimento, 201 fémeas foram submetidas a sincronizacao da ovulacédo e,
no momento da 1A, foram determinados o escore de brete e velocidade de saida deste para
avaliacdo do temperamento. De acordo com o0s escores individuais, os animais foram
classificados em temperamento adequado (ADQ) ou excitavel (EXC). Amostras de sangue
foram coletadas para dosagem de cortisol e progesterona. As avaliagfes ultrassonogréaficas
por Doppler colorido foram realizadas para determinar o didmetro, volume e a vascularizagédo
do FPO e do CL no momento da IA (DO) e sete dias (D7) ap06s, respectivamente. As taxas de
sincronizacdo, ovulagéo e de concepcéo foram comparadas entre os grupos ADQ e EXC. As
variaveis numero de pixels do FPO no momento da IA (p=0,01), intensidade dos pixels na
parede do foliculo (p=0,01), didametro (p=0,02) e volume (p=0,01) do foliculo pré-ovulatério
no momento da IA foram todas menores para o grupo de vacas do grupo EXC, enguanto as
concentracOes de cortisol foram maiores no grupo de vacas excitaveis, o que foi relacionado
ao estresse durante o manejo da IATF. O numero e a intensidade dos pixels do CL nao
apresentaram diferenca entre os grupos, enquanto o didmetro e volume também foram
menores (p=0,01) para o grupo EXC. N&o foi observada diferenca entre os grupos para as
taxas de sincronizacdo, ovulacdo e de concepcdo assim como para a concentracdo de
progesterona no D7. Pode-se concluir que vacas Nelores de temperamento excitavel
apresentam menor fluxo sanguineo folicular e reducdo no tamanho do foliculo e do corpo
lteo sem, no entanto, comprometer a fertilidade. No segundo experimento, foram
determinados o diametro e o volume do FPO (D0) e CL (D7) de 201 vacas submetidas a
IATF, assim como a quantidade e intensidade de pixels coloridos presente nelas.
Adicionalmente, amostras de sangue também foram coletadas no D7 para dosagem de P4.
Para analise dos dados, as vacas foram divididas em vazias e gestantes e também de acordo
com o diametro do FPO: vacas de foliculo pequeno, com didmetro < 11mm (FP; n= 35);
vacas de foliculo médio, com didmetro entre 11 e 14mm (FM; n=84) e vacas de foliculo
grande, com diametro > 14mm (FG; n= 70). As variaveis ultrassonograficas do FPO e do CL,
bem como a concentragdo de P4 foram comparadas entre os grupos FP, FM e FG e entre
fémeas vazias e gestantes. Foram encontradas diferencas entre os grupos FP, FM e FG para
didmetro e volume do FPO e do CL, demonstrando que foliculos maiores também originam
corpos lateos maiores. O grupo FG apresentou maior quantidade e intensidade de pixels no
FPO em relacdo ao FP. A intensidade de fluxo no CL e a concentracdo de P4 também foram
maiores no FG. O grupo FP apresentou menor intensidade de fluxo e taxa de ovulagdo em
relacdo aos demais, embora a taxa de concepg¢édo tenha sido semelhante para todos. Foram
encontradas correlagcfes fracas entre o tamanho do FPO e do CL assim como entre o didmetro
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e volume do CL com sua quantidade pixels e concentracdo de P4. Além de correlacédo
moderada entre o didmetro e sua intensidade de pixels. N&do houve diferenca entre fémeas
vazias e gestantes para todas as variaveis analisadas. Os resultados confirmam a presenca de
relagdes entre o tamanho das estruturas ovarianas e a quantidade e intensidade de fluxo destas,
bem como a sua capacidade de produzir progesterona. A intensidade dos pixels do FPO
mostrou-se relevante, demonstrando correlagdes com o tamanho e o fluxo do CL, que néo
foram encontradas avaliando somente a quantidade de pixel, revelando a importancia de
avaliar caracteristicas complementares do fluxo.

Palavras chave: estresse, foliculo pré-ovulatério, color Doppler, progesterona, fertilidade.



GENERAL ABSTRACT

GUERSON, Yuri Barbosa. Influence of the temperament of Nellore cows on the follicle
and corpus luteum vascular perfusion and on fertility, when submitted to TAI. 2020.
80p. Thesis (Doctorate in Animal Science). Instituto de Zootecnia, Departamento de
Reproducdo e Avaliacdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2020.

The present study was divided into two chapters, the first aimed to evaluate the influence of
temperament on the vascular perfusion of the preovulatory follicle (POF) and the corpus
luteum (CL) as well as on progesterone (P4) production and conception rate of Nellore cows
submitted to TAI. In the second chapter, the objective was to study the relationship between
the diameter of the POF and CL with the quantity and intensity of blood flow, P4 production
and the fertility of Nellore cows submitted to TAI. In the first experiment, 201 cows were
subjected to synchronization of ovulation and, at the time of Al. In the first experiment, 201
females were subjected to synchronization of ovulation and, at the time of Al, the chute score
and exit speed were determined to assess temperament. According to the individual scores,
the animals were classified in adequate (ADQ) or excitable (EXC) temperament. Blood
samples were also collected to measure cortisol and P4. Color Doppler ultrasound evaluations
were performed to determine the diameter, volume, and vascularization of POF and CL at the
time of Al (D0) and seven days (D7) later, respectively. The synchronization, ovulation and
conception rates were compared between the ADQ and EXC groups. The variables number of
POF pixels at the time of Al (p = 0.01), pixel intensity on the follicle wall (p = 0.01), diameter
(p = 0.02) and volume (p = 0.01) of the POF at the time of Al were all lower for the group of
cows in the EXC group, while cortisol concentrations were higher in the group of excitable
cows, which was related to stress during the management of IATF. The number and intensity
of the pixels of the CL showed no difference between the groups, while the diameter and
volume were also lower (p = 0.01) for the EXC group. There was no difference between
groups for synchronization, ovulation, and conception rates as well as for P4 concentration on
D7. It can be concluded that Nellore females of excitable temperament have less follicular
blood flow and reduction in the size of the follicle and corpus luteum without, however,
compromising fertility. In the second experiment, the diameter and volume of the POF (DO0)
and CL (D7) of 201 cows subjected to TAI were determined, as well as the amount and
intensity of colored pixels present in them. In addition, blood samples were also collected on
D7 for P4 measurement. For data analysis, the females were divided into nonpregnant and
pregnant and also according to the diameter of the POF: females of small follicle, with
diameter <11mm (SF; n = 35); females of medium follicle, with diameter between 11 and
14mm (MF; n = 84) and females of large follicle, with diameter > 14mm (LF; n = 70). The
ultrasound variables of POF and CL, as well as the P4 concentration were compared between
the groups SF, MF and LF and between nonpregnant and pregnant cows. Differences were
found between the SF, MF and LF groups for the diameter and volume of the POF and CL,
demonstrating that larger follicles also originate larger luteal bodies. The LF group showed a
higher amount and intensity of pixels in the POF compared to the SF. The flow intensity in
the CL and the P4 concentration were also higher in the LF. The SF group had lower flow
intensity and ovulation rate compared to the others, although the conception rate was similar
for all. Weak correlations were found between the size of the POF and the CL as well as
between the diameter and volume of the CL with its pixel count and P4 concentration. In
addition to a moderate correlation between the diameter and its pixel intensity. There was no
difference between nonpregnant and pregnant cows for all variables analyzed. The results
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confirm the presence of relationships between the size of the ovarian structures and the
quantity and intensity of their flow, as well as their ability to produce progesterone. The
intensity of the POF pixels was shown to be relevant, showing correlations with the size and
flow of the CL, which were not found by evaluating only the pixel quantity, revealing the
importance of evaluating complementary flow characteristics.

Key words: stress, preovulatory follicle, color Doppler, progesterone, fertility
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1. INTRODUGCAO GERAL

A crescente demanda por proteina animal para alimentacdo humana e a
disponibilidade limitada de terras e recursos naturais para produgdo, exige um continuo
aprimoramento da eficiéncia produtiva. A constante necessidade de aprimoramento das
biotécnicas ja existentes e o surgimento de novas técnicas auxiliares tem possibilitado o
desenvolvimento de estudos cada vez mais especificos e o conhecimento aprofundado da
fisiologia reprodutiva para aumentar os indices reprodutivos e produtivos.

Apesar de todo avancgo tecnoldgico e busca para aumentar a produtividade, ainda se
demonstra discreta preocupacdo em melhorar as condi¢cdes de manejo e ambiente dos animais,
ndo se atentando para o impacto destas nos problemas produtivos e reprodutivos, e
significante participagdo nos custos de producao.

A Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) é uma biotécnica consagrada que
permite a sincronizacdo da ovulacdo das fémeas de um rebanho, facilitando o manejo e
permitindo que um maior nimero de animais seja inseminado a0 mesmo tempo, sem a
necessidade de observacdo do cio. O estresse dos animais durante oS manejos para
sincronizacdo e inseminacdo é um fator relevante que interfere diretamente nos resultados das
biotécnicas, e requer estudos aprofundados para sua melhor compreenséo.

O manejo durante o processo de sincronizacdo e inseminacdo € um fator estressante,
principalmente para 0s animais que apresentam temperamento excitavel, como os de racas
zebuinas, predominantes em nosso pais. Tal situacdo apresenta repercussdes comportamentais
e fisioldgicas, como o aumento de cortisol. As concentracdes elevadas de cortisol durante as
situacbes de estresse tém interferéncia direta no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
promovendo feedback negativo com as gonadotrofinas e reduzindo a eficiéncia dos protocolos
de sincronizacao, com reducéo das taxas de ovulacao e de concepgéo.

O nivel de aprimoramento atual e a maior disponibilidade de recursos tecnoldgicos
tem contribuido para aumentar cada vez mais a eficiéncia, tornando fundamental a maxima
exploracdo desses recursos. A utilizacdo da ultrassonografia modo B na reproducéo animal
permitiu evidentes avancos e atualmente o modo Doppler traz novas perspectivas na
exploracdo desse vasto campo de estudo. Tal ferramenta pode auxiliar no entendimento das

complexas manifestacdes fisiologicas que o estresse pode promover na reproducdo animal.



A ultrassonografia Doppler permite, de forma pouco invasiva, aprofundar o estudo da
vascularizagdo e consequentemente da funcionalidade de tecidos e 6rgdos reprodutivos. E
uma ferramenta de uso potencial na pratica para 0 manejo reprodutivo e no desenvolvimento
de novas pesquisas que fomentem os conhecimentos ja existentes (PUGLIESI et al., 2017).

O comportamento do animal durante a situacdo de estresse e suas repostas fisioldgicas
sd0 muito complexas e apresentam uma série de repercussées em VArios 6rgdos ou sistemas.
Muitos estudos contemplam o efeito endocrino do cortisol nos hormonios da reproducédo, a
maioria focada nas situacbes de estresse térmico, porém nenhum avaliou os efeitos
fisiologicos do estresse de manejo na vascularizacdo e na funcionalidade das estruturas
ovarianas (foliculo e corpo luteo). O estudo ultrassonografico com o Doppler pode ajudar a
explicar porque animais reativos apresentam menor desempenho reprodutivo, além de
permitir o melhor entendimento dos efeitos do estresse na qualidade do foliculo e corpo lteo
formado.

S&o fundamentais pesquisas que contemplem a melhora na eficiéncia reprodutiva visto
que essa reflete diretamente na producdo, no desempenho econdmico do rebanho e na
capacidade de suprir as demandas de consumo da populacdo. Além disso, o fato do estresse
ser prejudicial a uma funcédo tdo importante como a reproducdo enfatiza sua importancia e
torna imperativo o conhecimento sobre seus efeitos ou implicagfes na produtividade animal.

Diante do exposto, o presente estudo foi dividido em trés partes, sendo a primeira uma
revisdo de literatura com objetivo de embasar a metodologia utilizada no experimento,
abordar a importancia do estudo e fomentar a discussdo dos resultados dos capitulos
seguintes. A segunda parte, apresentado em forma de artigo cientifico, € um experimento com
objetivo de avaliar a relacdo entre o temperamento reativo (estresse), perfuséo vascular e
funcionalidade do foliculo e do corpo lateo de vacas Nelores submetidas a IATF. A terceira e
ultima parte, também em forma de artigo, é um experimento com objetivo de avaliar a relacéo
entre o didametro do foliculo pré-ovulatorio e do corpo liteo com a perfusdo vascular,

producéo de progesterona, ovulagdo e com a concepcao de vacas Nelores submetidas a IATF.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo Estral

Apos a puberdade, a fémea bovina entra em um periodo de ciclicidade que continua ao
longo de toda sua vida reprodutiva. Esses ciclos de atividade ovariana s&o denominados ciclos
estrais e consistem em uma série de eventos que comegam em um estro e terminam no estro
subsequente. Esses ciclos sdo marcados por mudancgas dinamicas nas estruturas do ovario,
especificamente o crescimento e regressdo dos foliculos e do corpo luteo (CL), ocorrendo
aproximadamente a cada trés semanas em uma vaca ndo gestante (SARTORI et al., 2017).
Portanto, o ovario apresenta ciclos caracterizados por padrdes repetidos de proliferacéo,
diferenciacdo e transformacdo celular, acompanhados por desenvolvimento folicular,
formacédo e regressao do corpo lateo (SCHAMS; BERISHA, 2004).

Ocorrem varias mudancas transitérias nas concentragdes hormonais durante o ciclo
estral, tais mudancas regulam a reproducdo e o comportamento reprodutivo dos animais e
auxiliam na comunicacdo entre os tecidos especificos durante as diferentes fases do ciclo
estral. Essa comunicacdo ocorre por mecanismos de feedback e envolvem alteracdes
morfoldgicas e funcionais nas estruturas ovarianas (foliculos e corpo liteo) e na genitélia
tubular (oviduto, cornos uterinos, cérvix e vagina). Tais mudancas sdo divididas em quatro
fases: 1) estro caracterizado pelo periodo de receptividade ao macho; 2) metaestro que é o
periodo de interrupcdo do estro e inicio do desenvolvimento do corpo lateo; 3) diestro,
periodo de completa funcionalidade do corpo luteo maduro e 4) proestro, periodo entre a
regressdo do CL e inicio do estro (RATHBONE et al., 2001).

Em bovinos, o ciclo estral comeca, quando o animal aceita a monta permanecendo
parado, este € o dia do estro designado como o dia O do ciclo. Neste momento, as
concentracdes de estradiol estdo altas, devido a sua producdo pelo foliculo pré-ovulatorio.
Esse estradiol alto é responsavel pela manifestacdo dos comportamentos sexuais tipicos do
estro, além de provocar o aumento do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no
hipotdlamo que por sua vez induz o aumento do horménio luteinizante (LH) produzido pela
hipofise. Apds o pico de LH, as concentragGes de estradiol comegam a diminuir e o animal
ovula 24 a 32 horas ap0s o inicio do estro (SARTORI et al., 2017). Fémeas Bos taurus indicus
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apresentam caracteristicas de temperamento que tornam a deteccdo do estro uma dificil tarefa
(BO et al., 2007), apresentando estros mais curtos, com duracio média de 10 horas
(GALINA; ARTHUR, 1990). Além de apresentarem maiores tentativas de monta durante a
noite (PINHEIRO et al., 1998). As fémeas Bos taurus indicus apresentam duas, trés ou quatro
ondas de crescimento folicular por ciclo estral, além de apresentarem foliculos dominantes
menores assim como corpos ldteos (BO et al., 2003).

A ovulacéo ocorre como resultado de uma interacdo dinamica entre o aumento do LH
e fatores foliculares locais, incluindo esteroides, prostaglandinas (PGs) e peptideos de maneira
dependente do tempo. O pico de LH desencadeia uma cascata bioquimica que leva a ruptura
do foliculo de Graaf, resultando na expulsdo do odcito e consequente desenvolvimento do
corpo luteo (ACOSTA et al., 2000).

2.2 Foliculogénese

A foliculogénese é um processo sequencial de desenvolvimento folicular, altamente
regulado e que resulta no crescimento e diferenciacdo do odcito e das células somaticas
associadas (RAJKOVIC et al., 2006). Essa comeca a partir da ativacdo dos foliculos
primordiais que se desenvolvimento até o tamanho de foliculo pré-ovulatério (GOUGEON,
1996).

Os foliculos apresentam padrdes de crescimento em ondas intimamente associadas
com mudancas nas gonadotrofinas circulantes (FSH e LH), além disso, existem fatores de
crescimento locais associados que trabalham em conjunto com essas variacdes hormonais
(WEBB; ARMSTRONG, 1998). As ondas foliculares séo precedidas pelo aumento na
concentra¢do de horménio foliculo estimulante (FSH), produzido pela hip6fise (ADAMS et
al. 1992).

O inicio da onda de crescimento folicular ovariano em bovinos envolve o
desenvolvimento sincrono de um grupo de pequenos foliculos antrais - um deles se tornara o
foliculo dominante e continuaré crescendo enquanto os varios subordinados sofreram atresia
(SIROIS; FORTUNE, 1988, GINTHER et al., 1989).

Sob condig¢des naturais, em bovinos, apenas o foliculo dominante da onda presente no
momento da regressdo lutea ovula. Normalmente, ocorrem duas ou trés ondas sucessivas de
desenvolvimento folicular ao longo do ciclo estral (FORTUNE et al., 2004, GINTHER,
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2019). Porém, pode ocorrer de uma a trés e até quatro ondas em fémeas Bos taurus indicus
(BO et al., 2003). A primeira onda folicular inicia logo ap6s a ovulacdo do foliculo
dominante, no dia 0 do ciclo (MAPLETOFT et al., 2009).

O foliculo que ird ovular deve passar antes por algumas etapas, primeiro ele cresce em
grupos quando expostos a estimulagdo gonadotrofica suficiente (FSH), o que é denominado
recrutamento, em seguida um dos foliculos em crescimento é escolhido entres os demais para
continuar a maturacdo com o destino final de ovular, processo denominado de selecdo
(DIZEREG; HODGEN, 1981). Uma vez selecionado, o foliculo dominante (FD) é capaz de
continuar crescendo e os foliculos menores decrescem (GINTHER, 2019), em um processo
conhecido como desvio ou divergéncia folicular (GINTHER, 2016). O conceito de
dominéncia é demonstrado pois o crescimento dos demais foliculos recrutados na mesma
onda e os de uma nova onda sdo suprimidos até a regressdo ou ovulacdo do foliculo
dominante que também apresenta o maior didmetro (WEBB; ARMSTRONG, 1998).

Doze horas antes do processo de desvio este FD adquire receptores de LH e de
estradiol nas células da granulosa que o tornam capaz de responder ao estimulo de ambos
FSH e LH (IRELAND; ROCHE, 1983; GINTHER et al., 2017), alem disso fatores
produzidos no ovario podem amplificar, atenuar ou mediar os efeitos das gonadotrofinas
circulatérias na funcdo das células da granulosa e da teca pelo controle do suprimento
sanguineo para o foliculo, que tem seu desenvolvimento regulado por um complexo arranjo
de fatores extra ovariano e sinais endégenos (WEBB; ARMSTRONG, 1998).

2.3 Luteogénese

O corpo luteo é uma glandula reprodutiva transitéria, responsavel pela producdo de
progesterona e manutencdo da gestacao, sua formacdo € iniciada por uma série de mudancas
morfologicas e bioquimicas nas células da teca interna e da granulosa do foliculo pré-
ovulatério (SCHAMS; BERISHA, 2004).

Apos a ovulacdo, o foliculo rompido apresenta coagulos de sangue e um pouco de
tecido luteal, sendo essa estrutura denominada corpo hemorragico até o quarto ou quinto dia
do ciclo, enquanto cresce, se reorganiza rapidamente e comega a produzir progesterona,
tornando-se um corpo lateo maduro e funcional (RAWLINGS; BARTLEWSKI, 2007). Uma
vez maduro, o CL torna-se responsivo a PGF2a e sofre regressao latea (MYAMOTO et al.,
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2005). A prostaglandina PGF2a ¢ liberada pelo endométrio no final do ciclo estral quando
n&o ocorre a gestacdo (GINTHER, 2007).

O crescimento e organizacdo ocorrem sobre a influéncia de varios fatores
angiogénicos e mitogénicos (SCHAMS; BERISHA, 2004), como o fator de crescimento dos
fibroblastos (REYNOLDS; REDMER, 1998), fator de crescimento | semelhante a insulina
(SUH et al., 1992), fator de crescimento semelhante a heparina (GRAZUL-BILSKA et al.,
1992) e fator de crescimento endotelial vascular (REDMER; REYNOLDS, 1996).

Além de todos fatores supracitados, as gonadotrofinas também sdo importantes, e a
capacidade de sintese de progesterona pelo CL seré& determinada pelas organelas, substratos e
enzimas presentes nas células luteinicas esteroidogénicas (SALLES; ARAUJO, 2010). Bem
como do adequado suprimento sanguineo, para aporte de precursores esteroides e liberacao de
progesterona na circulacdo (FERREIRA-DIAS et al., 2006).

O corpo lateo é um tecido heterogéneo, formado por células presentes na parede do
foliculo, que comecam a se luteinizar antes mesmo da ovula¢do (STOUFFER, 2006) sob o
efeito de gonadotrofinas, mais particularmente o LH (SALLES; ARAUJO, 2010). A
concentracdo mais elevada de LH no plasma atua para transformar as células da granulosa e as
células da teca interna em células luteais grandes e pequenas, respectivamente (ALILA;
HANSEL, 1984, HANSEL; BLAIR, 1996). Durante a luteogénese, as células luteais pequenas
se dividem, enquanto as células luteais grandes aumentam de tamanho (RAWLINGS;
BARTLEWSKI, 2007). As células endoteliais e pericitos também compdem mais da metade
do tecido luteo (O’SHEA et al., 1989), além de células do sistema imune (WALUSIMBI,
PATE, 2014).



2.4 Principios da Ultrassonografia Doppler

O transdutor é formado por cristais piezoelétricos que, ao receberem cargas elétricas
de alternadas polaridades, sofrem expans@es e contracdes que emitem ondas de compressdo
que penetram nos tecidos. Ao enviar uma onda de expansdo, os tecidos adjacentes sofrem
compressdo, e a descompressdo causa contracdes nestes. Cada cristal € submetido a uma
pequena série de excitagdes elétricas que resulta em uma série de vibragbes conhecidas como
pulsos (GINTHER, 2007). Os pulsos sonoros sdo enviados e ecos sdo recebidos de volta em
sequéncia, ao longo de cada linha de modo-B do campo, até que se forme uma imagem do
segmento completo. Os ecos de retorno sdo demonstrados como pontos brilhantes em escala
de cinza, cuja intensidade € proporcional a amplitude dos mesmos e cuja posi¢éo corresponde
a profundidade que o eco se originou (NYLAND; MATTON, 2005). Os equipamentos de
modo-B exibem uma imagem em tempo real da estrutura anatbmica em um corte transversal,
onde vérias linhas de modo-B Unicas formam um campo de imagem (NYLAND; MATTON,
2005).

Alguns principios da ultrassonografia Doppler sdo extensdes da ultrassonografia no
modo B (GINTHER, 2007). As ondas ultrassbnicas refletidas de uma estrutura em
movimento, como as células sanguineas, diferem na frequéncia comparadas as ondas
emitidas, resultando em um efeito denominado Doppler. Esse efeito foi descrito por Christian
Johann Doppler em uma situacdo na qual uma fonte de ondas (sonoras ou eletromagnéticas),
em movimento em relacdo a um receptor, altera a frequéncia de onda durante este processo,
aumentando a frequéncia na aproximacdo da fonte e diminuindo durante o seu
distanciamento. Desta forma, temos o efeito Doppler positivo quando a frequéncia das ondas
refletidas (ecos de retorno) é maior que a frequéncia das ondas emitidas no momento em que
as celulas sanguineas movem em direcdo ao transdutor. Quando essas células se afastam do
transdutor, a frequéncia das ondas refletidas (ecos de retorno) é menor do que a das ondas
emitidas e o efeito Doppler é denominado negativo (DICKEY, 1997).

O deslocamento Doppler ou frequéncia Doppler (fd) € definido como a diferenca entre
a frequéncia das ondas transmitidas (ft) e a frequéncia dos ecos recebidos (fr) (GINTHER &
UTT, 2004) Essa variacdo de frequéncia Doppler é utilizada pelo scanner para formagéo dos
sinais coloridos e para a computacdo da velocidade, por meio do registro do movimento do

sangue no sistema cardiovascular, onde as hemacias em movimento dentro dos vasos, ao
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encontrarem uma onda sonora, comportam-se como corpos refletores (GINTHER, 2007). Se
o sentido do fluxo sanguineo for em direcéo ao transdutor, entdo a fd seré positiva, isto €, 0
eco retornado tera uma frequéncia mais alta. Se a direcdo do fluxo sanguineo for no sentido
contrario ao do transdutor, entdo a fd sera negativa (isto €, a frequéncia do ultrassom refletido
é mais baixa do que aquela transmitida). Assim, a velocidade de aproximacao do objeto serd o
componente vetorial do movimento paralela ao feixe sonoro, proporcional ao coseno do
angulo de aproximacdo (CERRI et al., 1998). A maior diferenca ou sinal mais forte é obtido
qguando o movimento é paralelo ao feixe de ultrassom. Ao contrario, nenhum sinal é gerado
quando o movimento é perpendicular ao feixe (RUBENS et al., 2006).

Quanto maior a variagdo Doppler, maior a velocidade da estrutura em movimento, € 0
Doppler de fluxo colorido (Color Doppler) é capaz de codificar em cores as medidas de
velocidade das células do sangue, sobrepondo essa informagdo em imagem bidimensional em
escala de cinza, bem como os sinais de cor que variam em funcdo das movimentagdes no
mesmo sentido ou em sentido contrario ao transdutor e a intensidade das cores tambem
indicam a velocidade relativa das células sanguineas (NYLAND; MATTON,2005).

Quando se utiliza o modo espectral do aparelho Doppler (Doppler espectral), as
variacOes de frequéncia sdo exibidas em um grafico bidimensional em funcdo do tempo, e
uma onda Doppler criada no decurso do exame do fluxo sanguineo arterial durante os ciclos
cardiacos (BOLLWEIN et al., 2016).

O modo Power Doppler € sensivel a presenca e ao volume do fluxo sanguineo e possui
sensibilidade na detec¢do de fluxo em pequenos vasos e naqueles com fluxo muito lento,
porém ndo exibe as variacOes de frequéncia e as informacGes sobre a dire¢do ou velocidade do
fluxo avaliado. O brilho colorido esta relacionado ao nimero de células em movimento e ndo
a velocidade (NYLAND; MATTON, 2005).

2.5 Avaliacdo Hemodinamica das Estruturas Ovarianas
As ondas foliculares representam 0 sistema macroscopico mais dindmico e em

constante mudanca na fémea envolvendo crescimento e regressdo de pequenos foliculos
antrais bem vascularizados ao longo do ciclo estral. A tecnologia Doppler tem permitido o
estudo dos aspectos vasculares da foliculogénese de grandes animais além de fornecer

informacdes clinicas do status e sucesso dos foliculos e seus odcitos (GINTHER, 2007).



Mudangas hemodindmicas sdo envolvidas com o remodelamento ciclico do tecido
ovariano, ocorrido durante o final do crescimento folicular, a ovulacio e o desenvolvimento
de um novo corpo lateo (ACOSTA et al., 2002).

O Doppler colorido proporciona importantes informac6es sobre a funcdo do corpo
luteo e dos foliculos, permitindo caracterizar o tecido luteal e de maneira precoce, a prever
lutedlise e falhas gestacionais, auxiliando no diagndstico clinico e no manejo. Porém, para
ampliar sua gama de utilizacdo ainda € necessario o desenvolvimento de procedimentos
viaveis de avaliacdo do fluxo sanguineo e um estabelecimento de valores de referéncia
(VIANA et al. 2013).

2.5.1 Avaliacao da Vascularizagdo do Foliculo
Estudos com objetivo de compreender o processo de selecdo e ovulacdo do foliculo

dominante em uma onda folicular sdo desenvolvidos desde a década de 60, e podem ser
considerados um dos principais mistérios da biologia reprodutiva de espécies monovulatorias
(GINTHER et al. 2003).

Acosta et al. (2003) avaliaram as mudancas de fluxo sanguineo na parede de foliculos
pré-ovulatérios em vacas, e observaram similaridades entre as mudangas estruturais e
enddcrinas em funcdo do tempo nos animais que ovularam espontaneamente ou que foram
induzidos com GnRH. Ambos os grupos ovularam entre 24 e 36 horas ap6s o pico de LH e
apresentaram desenvolvimento normal do corpo ldteo. Os foliculos pré-ovulatérios foram
aqueles que apresentaram melhor fluxo sanguineo detectavel contornando o antro na base do
foliculo, sendo que a area de fluxo média destes foi de 0,06 + 0,02 cm? para vacas que
ovularam espontaneamente ou foram induzidas por GnRH. Nas vacas de ovulacdo
espontanea, esta area aumentou gradativamente em paralelo com as concentracBes de
estradiol plasmatico permanecendo alta até a ovulacdo, entretanto ap6s a administracdo de
GnRH a area de fluxo aumentou para 0,15+ 0,03 cm? em apenas 30 minutos, valor maior ao
encontrado na ovulacdo espontanea ou na ovulagao induzida antes do pico de LH (ACOSTA
et al., 2003). Ainda segundo Acosta et al. (2003), a vascularizacdo na parede folicular esta
relacionada ao aumento de estradiol e pico de LH e poderia ser usada para identificar foliculos
saudaveis e para prever a proximidade da ovulacdo. A area com sinais de fluxo limita-se a
base do foliculo antes do aumento do LH, e o primeiro aumento desta ocorreu 6 horas antes

do inicio do pico de LH e foi temporariamente associada ao aumento do estradiol. Esse
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aumento do fluxo pode aumentar o suprimento de gonadotrofinas, nutrientes e substratos
hormonais e outros componentes sanguineos necessarios para a ovulagao.

Estudos de Siddiqui et al. (2009b) revelaram que a maior perfusdo vascular na parede
do foliculo pré-ovulatério em novilhas apresentou relagdo positiva com a fertilizacdo e com o
desenvolvimento embrionério in vitro. Em outro estudo, Siddiqui et al. (2009a) também
observaram uma relacdo positiva entre a extensdo do fluxo sanguineo do foliculo pré-
ovulatorio e o sucesso no estabelecimento da gestagdo em vacas.

O advento da ultrassonografia Doppler tem revelado uma extensa vascularizacdo do
foliculo pré-ovulatério a partir de vasos do mesovario (GINTHER, 2007). Varughese et al.
(2014) afirmam que o fluxo sanguineo na parede do foliculo pré-ovulatério é um 6timo
indicador da qualidade funcional do foliculo, mais confiavel até que o didmetro folicular.
Tarso et al. (2016) também afirmaram que a perfusdo vascular estd intimamente relacionada
ao aumento do didametro do foliculo.

O escore de vascularizagdo do foliculo dominante foi correlacionado com o pico de
LH e também essa avaliacdo pode predizer o momento da ovulacdo em fémeas sincronizadas
(GINTHER, 2007; SCALIANTE JUNIOR et al., 2016).

Pinaffi et al. (2015) observaram que foliculos de maior tamanho e vasculariza¢do
resultaram em CLs maiores e mais irrigados em vacas Nelores avaliadas no momento da 1A e
11 dias depois, apesar de ndo encontrarem nenhuma relagdo entre fertilidade de animais
submetidos a IA e as varidveis estudadas (tamanho e vascularizacdo do foliculo e do CL).
Varughese et al. (2017) afirmaram que a avaliacdo pela ultrassonografia Doppler do fluxo
sanguineo folicular no dia da inseminacdo artificial e do fluxo sanguineo luteal na gestacéo
precoce mostrou ser 6timo preditor de fertilidade em vacas de leite. Estes autores encontraram
associacfes entre a quantidade de fluxo sanguineo do foliculo, medida em pixels, e as
possibilidades de complicacdes na gestacdo ou do animal ndo ficar gestante.

Ginther et al. (2017) compararam o fluxo sanguineo e ecotextura entre o foliculo
dominante e os foliculos subordinados antes do inicio do desvio de diametro em novilhas e
observaram diferencas com uma camada anecoica e presenca de sinais de fluxo sanguineo
detectados pela primeira vez em foliculos com 6,0 e 6,1 mm de didmetro, e envolveu quase

todos os foliculos em crescimento de 6,9 a 10mm.
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2.5.2 Avaliacao da Vascularizagdo do Corpo Luteo
Embora em bovinos a regulacdo da funcéo luteal tem sido estudada ha décadas, muitos

mecanismos envolvidos ndo estdo completamente entendidos. Neste complexo tecido, varios
tipos de células interagem para o crescimento de novos vasos e estabelecimento de um
suprimento sanguineo funcional (SCHAMS; BERISHA, 2004).

Logo apds a ovulacdo, o corpo luteo desenvolve uma extensa rede de veias, artérias e
vasos linfaticos que fazem desse uma das estruturas mais vascularizadas do corpo em
proporcdo de tamanho (REYNOLDS et al., 2000). Isso o torna ainda mais interessante para o
estudo com o ultrassom Doppler, visto que esses vasos desenvolvem e regridem em curto
espaco de tempo (GINTHER, 2007).

Uma vez que a vascularizacdo lutea desempenha um papel decisivo na funcdo do
corpo lateo (CL), a investigacdo do fluxo sanguineo luteal pode fornecer informacges valiosas
sobre a fisiologia e fisiopatologia do CL e varios estudos abordaram as alteragdes do fluxo
sanguineo luteal ao longo do ciclo estral, mudancas no inicio da gestacdo, em resposta a
tratamentos hormonais ou em condicdes de resposta inflamatdria sistémica (LUTTGENAU;
BOLLWEIN, 2014).

O fluxo sanguineo é importante na vida Util das estruturas do ovéario sendo que a
perfusdo luteal esta diretamente relacionada com sua funcionalidade, capacidade de produzir
progesterona e manutencdo da gestacdo. Por isso, a vascularizacdo precede a sintese de
progesterona (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). Assim como um fluxo sanguineo adequado é
essencial para liberar a progesterona para a circulagdo (ACOSTA et al., 2002).

A maioria das células esteroidogénicas estd em contato estreito com os capilares
sanguineos (REYNOLDS et al. 1992). No inicio da lutedlise, a queda da progesterona decorre
da reducdo do fluxo sanguineo no CL o que afeta a esteroidogénese e ndo devido a regressao
das células luteais (SIQUEIRA et al., 2009). Visto que o sangue é responsavel por fornecer
precursores esteroides e gonadotrofinas para as células luteais (JANSON et al. 1981).

Identificar corretamente a presenca de um CL e estimar seu status funcional € muito
importante para o sucesso do manejo reprodutivo em bovinos, permitindo determinar quando
administrar prostaglandinas e selecionar receptoras para transferéncia de embrides (HUSSEIN
et al., 1992). A dosagem de progesterona € um teste de padrdo ouro para determinar a
funcionalidade do corpo luteo (BATTOCCHIO et al., 1999), concentragdes acima de 1 ng/mL
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indicam a presenca de corpo luteo ativo (BICALHO et al., 2008). Tal método, além do custo
elevado apresenta demora na obtencdo do resultado, impedindo medidas imediatas apds a
avaliacdo por palpacdo (HERZOG et al., 2010).

E sugerido que a reducéo da capacidade do CL produzir progesterona pode ser devida
a diminuicdo do tamanho e do suprimento sanguineo. Entretanto, é possivel que essa reducéao
esteja associada também a alteragdes na funcionalidade do tecido luteal. Estudar o processo
necessario para o 6timo desenvolvimento da atividade secretoria do CL é essencial para
entender as causas da reducdo desta (MIYAMOTO et al., 2009).

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados encontrados por Herzog et al. (2010) de
um estudo em que o corpo luteo foi avaliado ao longo do ciclo estral. Os autores dividiram o
periodo luteal em trés fases: fase de crescimento luteal, fase de estatica luteal e a fase de
regressao luteal. Durante a fase de crescimento, as variaveis de concentracdo de progesterona
(P4), tamanho luteal (LS) e fluxo sanguineo luteal (LBF) aumentaram de maneira quase
idéntica. Diferencas consideraveis nas alteracdes foram Obvias na fase estatica, com moderado
aumento no tamanho luteal (~25%), enquanto o fluxo sanguineo luteal quase dobrou entre os
dias 7 e 14, similar ao observado com a progesterona que teve, entretanto, um aumento menos
pronunciado entre os dias 7 e 12. Além disso, as concentracbes de P4 e o LBF foram
notavelmente semelhantes na fase de regressdo luteal, caracterizado por um declinio
acentuado (~80%) de ambos em um periodo de 48 horas entre o dia -5 e -3.

Herzog et al. (2010) concluiram entdo que o fluxo sanguineo luteal é o indicador mais
apropriado da funcdo luteal do que o tamanho do corpo luteo, apresentando correlacdo intima
com a producdo de progesterona durante cada fase ciclo estral, com alteragdes similares na
maioria dos dias. As restricdes do tamanho luteal para determinar as concentracfes de P4 sdo
devido a fase de regressdo, visto o tamanho apresenta diminuicdo tardia e € similar durante a
fase estatica e de regressdo. Baseado no pressuposto que a fase estatica luteal representa
~20% de todo periodo luteal no ovario, a cada cinco avaliagdes do tamanho uma teria um alto
risco de engano quanto a funcionalidade deste e capacidade de produzir P4.
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Figura 1. Mudancas relativas da concentracdo plasmatica de progesterona (P4), tamanho
luteo (LS) e fluxo sanguineo luteinico (LBF) de 10 vacas durante o ciclo estral (% dos
respectivos valores encontrados no dia 4; média e desvios padréo). Na figura, letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os respectivos dias (P <0,05). Adaptado de Herzog et
al. (2010).

Em ruminantes, a regressdo do corpo lGteo ocorre sob acdo da prostaglandina F2a.
(PGF2a) liberada pelo endométrio no final do ciclo estral, este evento é também marcado pela
reducdo de fluxo sanguineo no tecido luteal (GINTHER, 2007). No Utero, a ocitocina estimula
a produgdo de PGF2a que pode causar lutedlise do CL formado apds o cio, neste caso se a
vaca foi concebida e ndo houve reconhecimento materno da gestacdo, essa gestacdo nao sera
mantida (BALL; PETERS, 2006). Porém, o aumento do fluxo sanguineo luteal tem sido
proposto como resultado da maior transferéncia de sinais embrionarios para manuten¢do do
CL e para o reconhecimento materno, por meio da via Utero tubarica (GINTHER; DEL
CAMPO, 1973; KAWAKAMI et al., 2001).
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Em um estudo com o objetivo de caracterizar o fluxo sanguineo luteal em vacas
gestantes e ndo gestantes e determinar seu valor para o diagndstico precoce da gestacao,
Herzog et al. (2011) observaram que esse fluxo foi significativamente maior em vacas
gestantes do que ndo gestantes nos dias 15 e 18 apds o estro. Até o dia 15 apds o estro, o fluxo
sanguineo foi similar entre os grupos de vacas (gestante, ndo gestante, ndo inseminada e que
aparentemente perderam o embrido precocemente), porém declinou bruscamente nas vacas
ndo gestantes e ndo inseminadas, mantendo-se constante nas vacas gestantes ou que
aparentemente perderam o embrido (Figura 2).

Embora o fluxo sanguineo luteal tenha sido maior nas vacas gestantes do que em nao
gestantes durante o diestro, analisando os animais individualmente n&o houve um valor de
corte que distinguisse estes animais de maneira confiavel (HERZOG et al., 2011). O que,
segundo Utt et al. (2009), demonstra que o fluxo sanguineo luteal é mais adequado para
identificar animais ndo gestantes do que gestantes, com base na diminuicdo do fluxo
sanguineo luteal associado ao processo de lutedlise.

Ao testar a avaliacdo subjetiva (visual) do fluxo sanguineo luteal na ultrassonografia
Doppler para o diagnéstico de gestacdo aos 20 dias ap0s a inseminacdo artificial, Siqueira et
al. (2013) concluiram que este teste de diagndstico representa um método répido, confidvel e
consistente que permite a deteccdo precoce de animais ndo gestantes, identificando-os
corretamente em aproximadamente 98,5% dos casos, 0 que é de grande utilidade em um
programa intensivo de manejo reprodutivo.

A intensidade do fluxo sanguineo luteal é uma forma indireta de diagnodstico de
gestacdo, por isso é esperado que apresente falsos positivos (QUINTELA et al., 2012). Esses
falsos positivos podem decorrer também de perdas gestacionais entre os dias 21-28 da
gestacdo, apresentando o corpo Iuteo funcional no momento do diagndstico precoce, seguido
do diagnostico negativo posteriormente pelo exame ultrassonogréafico da vesicula embrionéria
(SIQUEIRA et al., 2013). Perdas gestacionais até o dia 28 da gestacédo ja foram estimadas em
20% para vacas de leite (MOORE; THATCHER, 2006). A fase luteal prolongada em vacas
relatadas por Giordano et al. (2012) também foi associada ao erro de diagnéstico no dia 20
(SIQUEIRA et al., 2013).
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Figura 2. Fluxo sanguineo luteal médio em vacas leiteiras nos dias 3 a 18 (estro = dia 0). O
fluxo sanguineo luteal sofreu efeitos do grupo, do tempo e do grupo por interacdo com o
tempo (P <0,05, P <0,001 e P <0,001, respectivamente). Adaptado de Herzog et al. (2011).

2.6 Uso da Ultrassonografia Doppler na Reproducéo Bovina

A ultrassonografia Doppler permite, de forma pouco invasiva, aprofundar o estudo da
vascularizacdo e consequentemente da funcionalidade dos tecidos e 6rgdos reprodutivos.
Sendo uma ferramenta de uso potencial na pratica para 0 manejo reprodutivo e no
desenvolvimento de novas pesquisas que fomentem o0s conhecimentos ja existentes
(PUGLIESI et al., 2017).

Os principais propositos de um programa reprodutivo sdo detectar o mais cedo
possivel se 0 animal estd gestante, detectar causas de falhas na concepcdo e avaliar se este
deve ser reinseminado (FRICKE, LAMB, 2005) ou descartado (SIQUEIRA et al. 2013). Com
isso, é possivel reduzir o intervalo entre inseminag¢fes e aumentar nimero de servigos e a
eficiéncia reprodutiva (FRICKE, 2002).

Embora seja possivel o diagndstico de gestacdo com ultrassom no modo B no dia 20-
22 ap6s a inseminacdo com 100% de acurdcia (KASTELIC, GINTHER, 1989), para fins

praticos recomenda-se que este seja feito pelo menos aos 28-30 dias (PIETERSE et al., 1990),
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0 que tornaria possivel um plano de ressincronizagdo somente apds esse periodo (PUGLIESI
etal. 2013).

Segundo Viana et al. (2013), a imagem do Doppler colorido pode ser utilizada para
estudos da fisiologia ovariana ou para tomada de decisdes de manejo. A auséncia de fluxo
evidencia a falta de suprimento de sangue, permitindo considerar que o CL ndo é funcional,
mesmo apresentando tamanho normal (didmetro e &rea). Deste ponto de vista, a
ultrassonografia em modo B limita-se a avaliacdo do tamanho, que pode ser similar entre um
CL funcional ou ndo funcional.

O fluxo sanguineo do corpo luteo tem sido sugerido como sendo mais apropriado do
que o tamanho para a avaliagdo da sua fungdo (HERZOG et al., 2010), permitindo inferir
indiretamente sobre a sua funcionalidade e capacidade de produzir progesterona (ACOSTA,;
MIYAMOTO, 2004). Considerando que em bovinos um CL funcional é obrigatorio para
gestacdo, a falta de fluxo sanguineo em dias especificos do ciclo estral pode ser utilizada
como um indicador de animal ndo gestante (VIANA et al. 2013).

Siqueira et al. (2013) demonstraram a possibilidade de utilizacdo do Doppler como
ferramenta confiavel e préatica para o diagndstico precoce de vacas ndo gestantes aos 20 dias
apo6s a inseminacdo. Tal préatica possibilitaria a ressincronizacdo precoce e consequente
reducdo do periodo de servigo e intervalo de parto (VIANA et al. 2013).

O diagnostico de vacas ndo gestantes aos 20-22 dias apds a inseminacdo permitiu o
desenvolvimento de novas estratégias de sincroniza¢do, como uma segunda inseminacdo em
um intervalo de 24 dias ap0s a primeira IATF (ressincronizacdo precoce, a partir dos 14 dias
apos a primeira). Isto possibilitou uma antecipacdo em 16 dias neste intervalo comparado ao
sistema tradicional que sé ressincroniza as fémeas ndo gestantes aos 30 dias pés IATF, ou
uma antecipacdo de 8 dias comparada ao sistema precoce que ressincroniza as vacas aos 22
dias e realiza o diagnostico com 30 dias (PUGLIESI et al. 2017).

Penteado et al. (2016), trabalhando com vacas Nelores e mestigcas (1/2 Nelore vs
Angus), lactantes, submetidas ao mesmo protocolo precoce, encontraram 52% (233/448) de
taxa de concepcdo na primeira IATF no diagnostico precoce aos 22 dias e 49% (221/448) de
concepgdo no diagnostico convencional aos 30 dias, 53% (115/215) de taxa de concepgdo na

ressincronizacao e 75% (336/448) de prenhez acumulada nas duas IATFs.
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Colli et al. (2017), realizando ressincronizac¢ao precoce em novilhas Nelore de 12 a 16
meses, relataram taxas de concepcdo de 43% na primeira IATF, 34% na primeira
ressincronizacao e 36% na segunda e com 72% de prenhez acumulada nas 3 IATFs, fechando
a estacdo de monta com 48 dias somente com inseminacéo artificial, apresentando uma taxa
de servigo de 87,5%.

Andrade et al. (2020) realizaram inseminagdes com intervalos de 21 dias em novilhas
Nelores, mimetizando o estado fisioldgico de uma fémea bovina ciclica, trabalhando com uma
taxa de servico de 100% durante a estacdo de monta. Por meio da ressincronizacao a partir do
dia 12 apds a primeira IATF, quando foi colocado um dispositivo intravaginal (DI) de
progesterona, no dia 19, o DI foi removido e foi aplicada uma dose de eCG. Na manhé do
D21, foi realizado o diagnostico de gestacdo com auxilio de um ultrassom Doppler, os
animais considerados ndo gestantes foram imediatamente inseminados e receberam uma
aplicacdo de gonadorelina. No D33, as novilhas consideradas vazias na Ultima avaliagdo
receberam novamente um dispositivo intravaginal, repetindo o tratamento de
ressincronizacdo, assim como a metodologia de diagnostico de gestacdo descrita
anteriormente. Desta maneira, a estacdo de monta foi de 42 dias, e proporcionou intervalo de
21 dias entre as IATFs, sendo possivel pela primeira vez um controle do ciclo estral de fémeas
bovinas associado a um diagndstico de gestacdo precoce, onde foi possivel inseminar um lote
fémeas a cada 21 dias sem necessitar da deteccdo de estro.

A perfusdo sanguinea pode ser determinada de maneira objetiva por meio da contagem
de pixels coloridos presentes em uma determinada estrutura (GINTHER, 2007). AvaliacGes
subjetivas também podem ser realizadas registrando e estimando a extensdo da perfusao pela
quantidade, tamanho e &rea dos pontos coloridos presentes para determinar o escore ou
porcentagem de vascularizacdo de uma estrutura. Tal técnica permite a avaliacdo em tempo
real sem necessidade de digitalizacdo da imagem (GINTHER, 2007; SIQUEIRA et al., 2013).
Abordagem totalmente viavel na rotina reprodutiva e sua adoc¢do na rotina reprodutiva pode
permitir a ressincronizacdo precoce de animais nao gestantes e consequente reducdo no

periodo de servico e intervalos de partos (VIANA et al., 2013).
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Em programas de transferéncia de embrido, o Doppler tem sido utilizado como
ferramenta para selecdo de receptoras, baseado na presenca e qualidade do fluxo do corpo
luteo (SIQUEIRA et al., 2009), havendo uma correlacdo positiva entre a vascularizagdo do
CL e a producdo de progesterona (HERZOG et al., 2010).

O Doppler também foi utilizado para detectar os animais ndo gestantes a partir da
avaliacdo do fluxo sanguineo do CL 14 dias ap6s a TETF (Transferéncia de Embrido em
Tempo Fixo), mostrando ser uma técnica eficaz que aumenta a flexibilidade do uso de
receptoras, permitindo que cerca de 79,3% dos animais ndo gestantes fossem ressincronizados
9 a 14 dias antes, comparado ao manejo convencional com diagnéstico aos 30- 35 dias de
gestacdo (GUIMARAES et al., 2015).

O Doppler pode ser utilizado para descartar receptoras que apresentem CL afuncional,
bem como permitir selecionar receptoras de melhor qualidade para embrifes de maior
prioridade para se obter gestacdo. Isso contribui de forma efetiva para 0 aumento da eficiéncia
do programa, visto que ndo haveria perda de embrides em receptoras com CL afuncional e em
caso de excedente de receptoras, as melhores (apresentando média a alta vascularizacdo)
poderiam ser escolhidas (PLUGLIESE et al., 2017).

A avaliacdo de fluxo da parede do foliculo pode ser utilizada para identificar foliculos
saudaveis e prever a proximidade com a ovulacdo, além disso a auséncia de fluxo na parede
do foliculo é associada a atresia deste (ACOSTA et al., 2003). Essa perfusdo também foi
associada com o sucesso da fertilizacdo in vitro (SIDDIQUI et al., 2009b) e com
estabelecimento de gestacdo em vacas (SIDDIQUI et al., 2009a). Embora na producao
comercial de embriGes ndo haja uma rastreabilidade ao ponto de tornar possivel associar a
origem do odcito ao status do foliculo. Isso requer também o estabelecimento de uma rotina
de procedimentos de avaliacdo e valores ou critérios de referéncia e poderia ser utilizado

também para decidir pela inseminacdo (VIANA et al., 2013).

2.7 Estresse e Temperamento Animal

Os animais domésticos sdo frequentemente expostos a varios fatores estressores, como
calor, frio, manejo, transporte, temperamento, introducdo em novos lotes, parasitas e doengas
(GEBREGEZIABHEAR; AMEHA, 2015). A resposta ao estresse depende da reacdo do

animal frente a estas condi¢cdes que afetam seu bem-estar. Desta forma, alguns bovinos
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apresentam temperamento excitavel quando exposto ao manejo humano, o que pode ser
atribuido a0 medo e a incapacidade de lidar com tais situagdes. Esses animais sdo entdo
classificados como estressados ou reativos, e suas reacOes ao estresse geram alteracdes
fisioldgicas que influenciam aspectos como crescimento, salde e reproducdo (COOKE,
2011). A magnitude do estresse e suas consequéncias serdo determinadas pelo somatério dos
agentes estressores, bem como pela intensidade e duracdo deste estresse (COUBROUGH,
1985).

O temperamento € definido pelas caracteristicas da reacdo do animal ao manejo
humano (BURROW; CORBET, 2000). E diferentes sistemas de pontuacdo foram
desenvolvidos para medir o temperamento. As técnicas atuais incluem escore de brete,
velocidade de fuga e escore de saida (BASZCZAK et al., 2006).

2.8 Efeito do Estresse e do Temperamento na Reproducéo Animal

Cooke et al. (2011) estudaram a influéncia do temperamento no desempenho
reprodutivo de fémeas bovinas (Bos taurus indicus) de corte e constataram que O
temperamento classificado como excitavel foi um fator que afetou negativamente o
desempenho reprodutivo, reduzindo as taxas de prenhez pds IATF. Para classificacdo do
temperamento, as vacas foram avaliadas durante a IATF e pontuadas em escores de 1 a 5 de
acordo com movimentacdo no brete de contencdo (1 mais calmo e 5 mais agitado) e também
de 1 a 5 de acordo com velocidade de saida deste (1 mais lento e 5 mais rapido).
Posteriormente, a média destes escores foi utilizada para determinar o escore final de
temperamento, no qual foram classificados como temperamento adequado (pontuacdo de
temperamento <3) ou temperamento excitavel (pontuagdao de temperamento> 3).

Caracteristicas do sistema de producdo e da raca também influenciam no
temperamento. O gado de corte criado extensivamente a pasto e de composicado genética Bos
taurus indicus sdo potencialmente mais dificeis de controlar, 0 que pode gerar importantes
problemas de manejo, produtivos e econémicos (COOKE, 2011). Baseado nisso, 0
temperamento pode ter, ainda, mais importancia na eficiéncia reprodutiva para a producdo de
bezerros e vacas no Brasil (VASCONCELOQOS et al., 2014).
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O temperamento afeta a eficiéncia reprodutiva das fémeas e esta associado ao aumento
de cortisol sanguineo em animais mais excitaveis (COOKE, 2014). Os mamiferos respondem
as modificacbes ambientais por meio de mecanismos de adaptacao regulados pela liberacédo
de horménios como os adrenocorticotréficos, glicocorticoides e catecolaminas cuja a
quantidade liberada depende intensidade do estresse ao qual sdo submetidos (ALEJANDRO
et al. 2014). O aumento desses hormonios supracitados acarreta em decréscimo de horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), das gonadotrofinas, da prolactina e ocorre a secrecao de
glucagon (MOSTL; PALME, 2003).

Agentes estressores afetam a fungdo reprodutiva também por meio de agBes no
hipotalamo, além de prejudicar a liberacdo de LH pela hip6fise (DOBSON; SMITH, 1995).
Ginther (2007) ja relacionou o escore de fluxo do foliculo dominante com o pico de LH e
predicdo da ovulacdo. A reducdo na secrecdo enddgena de GnRH/LH, em ultima analise,
priva o foliculo ovariano do suporte adequado de gonadotrofina, levando a reducdo da
producdo de estradiol pelos foliculos que crescem mais lentamente, havendo assim
interferéncia por estressores também no ovario (DOBSON; SMITH, 2000).

A ovulacéo de foliculos menores foi associada a formacao de corpos luteos menores e
menor concentragdo de progesterona (VASCONCELOS et al., 2001). Além disso, foram
detectadas menores taxas de gestacdo e maior mortalidade embrionaria/fetal em vacas com
foliculos pequenos induzidos a ovulacdo do que aqueles que tiveram foliculos grandes
induzidos (PERRY et al., 2005). Sa Filho et al. (2010) também associaram a presenca de
foliculos maiores no momento da IA a maiores taxas de ovulagéo e expresséao de cio.

Pinaffi et al. (2015) afirmam que ajustes finos sdo necessarios para melhorar ainda
mais os resultados reprodutivos obtidos com as técnicas de reproducdo assistida. E segundo
Vasconcelos et al. (2014), sdo necessarias pesquisas para compreender ainda mais 0s
impactos do temperamento sobre os resultados produtivos e reprodutivos em Bos taurus
indicus.

As ligacdes fisioldgicas entre o temperamento e a funcdo reprodutiva precisam ser
melhor analisadas (COOKE; BOHNERT, 2011). Em um experimento investigando os
impactos do temperamento nos parametros fisiolégicos, produtivos e reprodutivos de vacas
Bos taurus indicus, foi observado que a probabilidade delas se tornarem gestantes apds a

primeira 1A foi diminuida linearmente quando o cortisol sérico aumentou. A haptoglobulina

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dobson%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7623334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7623334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dobson%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10844239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10844239

sérica também aumentou de maneira similar ao cortisol e embora ndo tenha sido encontrado
efeito do temperamento sobre essa (COOKE et al., 2017), esses autores citam que esta € uma
proteina de fase inflamatdria aguda que, segundo Hansen et al. (2004) e Williams et al.
(2001), séo conhecidas por prejudicar a funcdo reprodutiva, perturbando o desenvolvimento
folicular, ovulagéo e o estabelecimento de prenhez.

Entre os fatores ambientais relacionados ao estresse, o calor € um significativo na
ciclicidade reprodutiva normal, porém o manejo também é um indutor do estresse e tem se
tornado mais importante diante dos métodos modernos de producdo (COUBROUGH, 1985).

O estresse ou 0 temperamento estressado influencia de maneira indireta a reproducao
pelo decréscimo no status nutricional, e direta por meio do cortisol, principal horménio
envolvido, que possui efeito direto na interrup¢do dos mecanismos que regulam os eventos da
reproducdo em vacas de corte, como ovulacdo, concep¢do e estabelecimento da gestacdo
(COOKE, 2011; COOKE, 2016).

O estresse causa redugdo da amplitude e frequéncia dos pulsos de GnRH e LH
atrasando o pico de LH pré-ovulatorio, reduzindo a manifestacdo de cio e incidéncia de
ovulacdo normal (DOBSON; SMITH, 2000). Animais reativos podem apresentar alteracdes
no metabolismo, no particionamento e na disponibilidade dos nutrientes devido as
necessidades de sustentar a resposta comportamental ao estresse (COOKE et al., 2009,
COOKE et al., 2011,). Auséncia do pico de LH, concentrages subo6timas, diminuicdo ou
alteracdes no momento da liberacdo influenciam a ovulacdo, a qualidade do od6cito e o
desenvolvimento embrionario, causando falhas na ovulacdo (KUMAR; SAIT, 2011) e
formagéo de cistos ovarianos (STANY; HAMILTON, 2008).

Em um experimento em camundongos expostos uma Unica vez ao estresse
psicossocial agudo (mudanca de gaiola) durante o proestro, ocorreu o bloqueio no aumento do
LH induzido pelo estradiol, afetando o tempo ou a incidéncia do pico deste, interferindo no
mecanismo de feedback do estrogeno com o LH (WAGENMAKER; MOENTER, 2017).

Além do feedback negativo da progesterona com o LH, em condi¢Ges de estresse
podem ocorrer aumentos nas concentragdes de progesterona, provavelmente de origem
adrenal, que afetaria a fungdo endometrial, com mudancgas no ambiente uterino, influenciando
a sobrevivéncia dos gametas e zigotos (COUBROUGH, 1985). Cooke et al. (2009),

trabalhando com aclimatacdo de novilhas Bos taurus indicus ao manejo, observaram um
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aumento na concentracdo de progesterona nos animais manejados, que foi associada a
esteroidogénese adrenal.

Kasimanickam et al. (2014) avaliaram a influéncia do temperamento na concentracao
hormonal e nas taxas de gestacdo em novilhas de corte, e encontraram maiores concentracfes
de cortisol, progesterona e prolactina no inicio da sincronizagdo em animais de temperamento
excitado. Com isso, supds-se que a primeira administracdo de GnRH do protocolo utilizado
poderia ter falhado em induzir a ovulacdo e/ou luteinizacdo dos foliculos dominantes, o que
segundo eles poderia levar a persisténcia de um foliculo dominante e liberagdo de um odcito
envelhecido e incompetente. As concentragdes aumentadas da progesterona e da prolactina
poderiam causar a falha no aumento do LH e na inducéo da ovulagdo pelo GnRH no momento
da inseminacdo também.

Em novilhas de temperamento excitado, a presenca de foliculos de menor tamanho
também foi associada a falhas na fertilizacdo e/ou morte embrionéria devido a prejudicada
producdo de progesterona pelo corpo luteo formado (KASIMANICKAM et al., 2014).

Reducbes de consumo alimentar também estdo associadas ao comportamento
estressado (NKRUMAMH et al., 2007). Essa reducdo na ingestdo de nutrientes resulta em
decréscimo no IGF I (Insulin Growth Factor) e no LH plasmatico (RICHARDS et al., 1991),
sendo que o IGF I, IGF Il, os receptores de IGF e as proteinas de ligacdo de IGF possuem
importante papel na modulagcdo dos efeitos da nutricdo animal sobre o desenvolvimento
folicular (CONSTANT et al., 2000).

PAULA et al. (2008) afirmaram que o estresse térmico materno também diminui a
fertilizacdo e o desenvolvimento posterior do concepto por meio de mecanismos ainda
desconhecidos, diante disso testaram a hipdtese de que o suporte de oxigénio no foliculo pré-
ovulatoério pode ser reduzido devido ao aumento da vascularizacdo da pele e trato respiratorio
como estratégia de termorregulacdo do animal, o que também reduziria a sintese de
horménios esteroidais. Porém, as concentracdes de oxigénio, 17  estradiol e progesterona do
fluido folicular ndo sofreram influéncia, apenas o diametro do foliculo apresentou tendéncia
de correlagdo inversa a concentracéo de oxigénio.

Um dos principais “efeitos colaterais” do estresse sobre a reprodugdo ¢ que as tarefas
ndo essenciais podem ser adiadas, intervindo de maneira inibitoria e podendo diminuir as
taxas de fertilidade (DOBSON et al. 2001).
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A contengdo como fator de estresse em roedores demonstrou reducdes significativas
no LH plasmatico acompanhado de aumentos no ACTH e corticosterona. Efeitos sobre o FSH
sdo mais dificeis de detectar, o que foi associado a meia vida mais longa deste hormonio, ndo
demonstrando varia¢fes nas concentracdes plasmaticas ou periféricas deste (DEMURA et al.,
1989).

Em ovelhas ovariectomizadas, a liberacdo pulsatil de LH foi diminuida pelo
confinamento agudo, com reducéo na frequéncia e amplitude do seu pulso (RASMUSSEN;
MALVEN, 1983). Porém, com a habituacdo ao estresse por varios dias a periodo de
confinamento diarios, minimizou esse efeito e as descargas episodicas se restauraram com 0
tempo. O transporte aliado ao confinamento também diminuiu a frequéncia e a amplitude dos
pulsos de LH, com efeito mais marcante nas primeiras quatro horas (PHOGAT et al. 1999;
DOBSON et al. 1999).

O estresse é responsavel por varias manifestac@es, incluindo subfertilidade. Alguns
fatores sdo intangiveis embora sejam conhecidos, porém muitas vezes é impossivel identificar
precisamente as causas que contribuem na reducdo na fertilidade e, portanto, culpa-se o
estresse. Uma definicdo de estresse seria a incapacidade de um animal para lidar com o seu
ambiente, fracassando em alcancar o potencial genético para taxa de crescimento, producao
de leite, resisténcia a doencas ou infertilidade (DOBSON; SMITH, 2000).

Administragdo de hormonio corticotrofico em novilhas reduziu a frequéncia e
magnitude dos pulsos de LH, o que pode poderia afetar a producéo de estrogeno pelo foliculo
em desenvolvimento. Tal como acontece no balango energético negativo, isso pode repercutir
na ovulagédo e subsequente formacdo do CL. Os efeitos podem ser mediados, pelo menos em
parte, pela hipéfise devido a acdo do ACTH na redugdo da quantidade de LH liberado
(DOBSON; SMITH, 2000).

Embora seja bem estabelecido que o estresse prejudica a reproducéo, nao se sabe com
precisdo por meio de qual mecanismo ele atua. Acredita-se que os fatores estressores agem no
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, estimulando a liberagdo de hormdnio adrecorticortrofico
(ACTH), este estimula as glandulas adrenais a secretarem glicocorticoides. Esses hormdnios
afetariam a liberagdo de gonadotrofinas pelo hipotdlamo e/ou hipdfise. Estudos tem
investigado o envolvimento do estresse na sindrome de repeticdo de cio em gado leiteiro. A

estimulacdo adrenal associada ao estresse resultaria em concentracOes elevadas de
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progesteronas durante o estro, prolongando o crescimento folicular e levando a ovulacédo
tardia que afeta negativamente a fertilizacdo (GORDON, 2004).

O estresse calorico é outro fator que acarreta perda gestacional, comprometendo a
esteroidogénese. Este também compromete funcionalidade e fertilidade interferindo na
capacidade do odcito (competéncia oocitaria) em se desenvolver até o estagio de blastocisto,
devido a alteracBes nas membranas e nas propriedades bioquimicas deste (ZERON et al.,
2001), reduzindo a qualidade oocitaria (HANSEN, 2002). Esses efeitos sdo mais
pronunciados nas vacas lactantes de alta producdo devido a dificuldade de termorregulacédo
(FERREIRA et al., 2009).
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3. CAPITULO I

EFEITO DO TEMPERAMENTO SOBRE A I?ERFUSAO VASCULAR DO
FOLICULO DOMINANTE E DO CORPO LUTEO E SOBRE A TAXA DE
CONCEPCAO DE VACAS NELORES.

3.1 Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do temperamento sobre a perfuséo vascular do
foliculo pré-ovulatério e do corpo liteo de vacas Nelores submetidas a IATF assim como
sobre a produgdo de progesterona e a taxa de concepgédo. Para tanto, 201 fémeas foram
submetidas a sincronizacao da ovulacdo e, no momento da IA, foram realizadas avalia¢Ges da
reatividade por meio do escore de brete e velocidade de saida do tronco. De acordo com 0s
escores individuais, os animais foram divididos em temperamento adequado (ADQ) ou
excitavel (EXC). Amostras de sangue também foram coletadas para dosagem de cortisol e
progesterona. As avaliacdes ultrassonograficas por Doppler colorido foram realizadas para
determinar o didmetro, volume e a vascularizagdo do foliculo pré-ovulatério (FPO) e do corpo
luteo (CL) no momento da IA e sete dias (D7) apds, respectivamente. As taxas de
sincronizacdo, ovulacdo e de concepcdo foram comparadas entre os grupos ADQ e EXC pelo
teste de qui-quadrado enquanto concentracGes hormonais e variaveis ultrassonograficas foram
comparadas por um modelo linear geral. As comparacdes multiplas entre os grupos foram
conduzidas usando contrastes de Tukey. Os dados foram expressos em média e desvio padréo.
As variaveis numero de pixels do FPO no momento da IA (p=0,01), intensidade dos pixels na
parede do foliculo (p=0,01), diametro (p=0,02) e volume (p=0,01) do foliculo pré-ovulatorio
no momento da IA foram todas menores para o grupo de fémeas do grupo EXC, enquanto as
concentracdes de cortisol foram maiores no grupo de vacas excitaveis em relacdo as
adequadas (30,22+25,45 vs 16,99+17,33, respectivamente) o que foi relacionado ao estresse
durante 0 manejo da IATF. O namero e a intensidade dos pixels do CL no dia 7 ap6s a 1A nédo
apresentou diferenca entre 0s grupos, enquanto o diametro e volume também foram menores
(p=0,01) para o grupo EXC. Nao foi observada diferenca entre os grupos para as taxas de
sincronizacdo, ovulacédo e de concepcao assim como para a concentragdo de progesterona. A
partir dos resultados é possivel concluir que vacas Nelore de temperamento excitavel
apresentam maiores concentragcbes de cortisol durante a IATF, que podem ter efeitos
endocrinos importantes e refletem nas estruturas ovarianas, com menor fluxo sanguineo
folicular e reducdo no tamanho do foliculo e corpo luteo sem, no entanto, comprometer a
fertilidade, diante disso supfe-se que a utilizacdo do eCG nos protocolos de IATF seria uma
estratégia que poderia mitigar os efeitos negativos do estresse na reproducédo, contribuindo
para o aporte gonadotroéfico.

Palavra-chaves: estresse, Doppler colorido, prenhez.

36



3.2 Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of temperament on the vascular perfusion of
the preovulatory follicle (POF) and corpus luteum (CL) of Nellore cows submitted to TAI as
well as on progesterone (P4) production and conception rate. For this purpose, 201 females
were submitted to ovulation synchronization and, at the time of Al, reactivity assessments
were carried out using the chute score and exit speed. According to the individual scores, the
animals were classified into adequate temperament (ADQ) and excitable (EXC). Blood
samples were also collected to measure cortisol and P4. Color Doppler ultrasound
assessments were performed to determine the diameter, volume, and vascularization of the
POF and CL at the time of Al and seven days (D7) after, respectively. The synchronization,
ovulation and conception rates were compared between the ADQ and EXC groups using the
chi-square test while hormonal concentrations and ultrasound variables were compared using
a general linear model. Multiple comparisons between groups were conducted using Tukey's
contrasts. The data were expressed as means and standard deviations. The variables number of
pixels of the POF at the moment of Al (p = 0.01), intensity of pixels on the follicle wall (p =
0.01), diameter (p = 0.02) and volume (p = 0.01) ) of the pre-ovulatory follicle at the time of
Al were all lower for the group of females in the EXC group, while cortisol concentrations
were higher in the group of excitable cows in relation to adequate ones (30.22 + 25.45 vs
16.99 + 17.33, respectively) which was related to stress during the management of IATF. The
number and intensity of the pixels of the CL on day 7 after the Al showed no difference
between the groups, while the diameter and volume were also lower (p = 0.01) for the EXC
group. There was no difference between groups for synchronization, ovulation and conception
rates as well as for progesterone concentration. From the results it is possible to conclude that
Nelore cows with an excitable temperament have higher concentrations of cortisol during
IATF, which can have important endocrine effects and reflect on ovarian structures, with less
follicular blood flow and reduction in the size of the follicle and corpus luteum without,
however, compromising fertility, given that it is assumed that the use of eCG in IATF
protocols would be a strategy that could mitigate the negative effects of stress on
reproduction, contributing to the gonadotrophic support.

Key words: stress, color Doppler, pregnancy.

3.3 Introducéo

A alta reatividade é um traco evolutivo adaptativo em ungulados, embora seja uma
caracteristica negativa do ponto de vista produtivo, uma vez que o medo os motivava a ficar
em constante vigilancia para escapar de predadores (GRANDIN, 2014). Entretanto, existe
uma variagdo significativa na maneira como os individuos se comportam e respondem ao seu
ambiente, com implicagfes importantes no bem-estar e na produgdo (HEDLUND; L@VLIE,
2015). A resposta ao estresse depende da reacdo do animal frente a estas condi¢bes que

afetam seu bem-estar. Desta forma, alguns bovinos apresentam temperamento excitavel
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quando expostos ao manejo humano, o que pode ser atribuido ao medo e a incapacidade de
lidar com tais situagdes. Esses animais sdo entdo classificados como reativos ou estressados e
suas reacOes ao estresse geram alteracdes fisioldgicas que influenciam aspectos como
crescimento, saude e reproducdo (COOKE, 2011). Assim, estresse pode ser definido como a
incapacidade de um animal para lidar com o seu ambiente, fracassando em alcancar o
potencial genético (DOBSON; SMITH, 2000).

O temperamento do animal é definido pelo comportamento em reposta a0 manejo
humano (BURROW, 1997). Este tornou-se um importante assunto no Brasil, particularmente
devido a predominancia de rebanhos zebuino e seus cruzamentos (SANT’ANNA; COSTA,
2013) e o fato desses apresentarem mais frequentemente comportamento excitavel
(FORDYCE et al., 1988) sendo mais sensiveis ao manejo quando comparado aos Bos taurus
taurus (VOISINET et al., 1997). A forma de criacdo extensiva € outro fator que contribui para
a maior reatividade destes animais (COOKE, 2011). Os animais Bos taurus indicus sdo
largamente difundidos em regibes tropicais devido a sua capacidade de adaptagdo, com
significativa contribuicdo em rebanhos de leite e de corte (BO et al., 2003). A selecdo por
temperamento em rebanhos de corte visa muitas vezes reduzir o risco de acidentes (COOKE,
2011). Porém, estudos demonstram que o temperamento aversivo prejudica a reproducdo
(COOKE et al., 2012), a qualidade da carne (KING et al., 2006), o ganho de peso (VOISINET
et al., 1997), a taxa de paricdo, a taxa de desmame e peso do bezerro desmamado/vaca
(COOKE et al., 2012), além de aumentar a suscetibilidade a doencas (HULBERT et al.,
2011).

Embora seja bem estabelecido que o estresse prejudica a reproducdo, ndo se sabe com
precisdo por meio de qual mecanismo ele atua. Acredita-se que os fatores estressores agem no
eixo hipotalamo-hipd6fise-adrenal, estimulando a liberacdo de horménio adrenocorticotréfico
(ACTH), o qual estimula as glandulas adrenais a secretarem glicocorticoides. Esses
horménios afetariam a liberacdo de gonadotrofinas pelo hipotalamo e/ou hipofise. Estudos
tem investigado o envolvimento do estresse na sindrome de repeticdo de cio em bovinos. A
estimulacdo adrenal, associada ao estresse, resultaria no aumento da progesterona durante o
estro, prolongando o crescimento folicular e causando ovulacdo tardia que afeta

negativamente a fertilizagdo (GORDON, 2004). As ligacbes fisiologicas entre o
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temperamento e a funcdo reprodutiva precisam ser melhor analisadas (COOKE; BOHNERT,
2011).

Embora estudos tenham sido conduzidos com intuito de avaliar o efeito do estresse no
eixo hipotaldamico hipofisario gonadal sob uma perspectiva enddcrina, nenhum destes se ateve
aos seus efeitos na vasculariza¢do das estruturas ovarianas, que apresentam também relagéo
com o0s hormodnios sexuais hipofisarios e gonadais. Acosta et al. (2003) associaram a
vascularizagdo da parede folicular ao aumento do estradiol e ao pico de LH. Segundo Dobson
e Smith (2000), a reducdo na secrecdo endogena de GnRH/LH, em dltima anélise, priva o
foliculo ovariano do suporte adequado de gonadotrofina, levando a reducéo da producdo de
estradiol pelos foliculos que crescem mais lentamente, havendo assim interferéncia por
estressores também no ovario. Em funcdo do ovario apresentar inervacdo simpatica
(BURDEN et al., 1983; GERENDAI et al., 2000) e ser susceptivel e regulado também pelos
horménios hipotalamico-hipofisarios (CHRISTENSEN et al., 2012), acredita-se que a
perfusdo vascular do foliculo e do corpo lateo também possam sofrer perturbacdes em fungédo
das alteracdes decorrentes do estresse, com reducdo do suprimento de gonadotrofinas,
nutrientes e substratos hormonais e outros componentes sanguineos necessarios para a
ovulacdo. Adicionalmente, acredita-se que haja comprometimento da qualidade do odcito
bem como do corpo lateo formado, cuja vascularizacdo, segundo Littgenau e Bollwein
(2014), desempenha um papel decisivo na funcionalidade e producgéo de progesterona.

Os animais domeésticos sdo frequentemente expostos a varios agentes estressores,
como calor, frio, manejo, transporte, temperamento, introducdo em novos lotes, parasitas e
doencas (GEBREGEZIABHEAR; AMEHA, 2015). A inseminagéo artificial em tempo fixo
(IATF) exige constante manejo e contencdo dos animais para aplicacbes hormonais e
realizacdo da inseminacao, tornando esta biotécnica um fator de estresse agudo.

Embora seja percebida a reducdo da performance reprodutiva de animais de
temperamento reativos ou excitavel, muitas questdes importantes da consequéncia do
temperamento na reproducdo permanecem desconhecidas. Diante disso a hipotese do presente
estudo € que o estresse apresenta efeitos sisttémicos que interferem no fluxo sanguineo
ovariano diminuindo a perfusdo vascular do foliculo dominante e do corpo ldateo e,

consequentemente, reduzindo a taxa de concepcao. Portanto, objetivou-se estudar o efeito do
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temperamento sobre a perfusdo vascular do foliculo e do corpo IGteo e sobre a fertilidade de
vacas Nelores submetidas a IATF.

3.4 Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado na COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS —
CEUA/IZ/UFRRJ, — processo no 23083.008085/2018-34.

3.4.1 Local do experimento, animais e manejo

O presente estudo foi desenvolvido em fazenda comercial de gado de corte localizada
em Paraibuna-SP. Duzentas e uma fémeas Nelore, ndo gestantes, com escore de condigédo
corporal (ECC) médio de 2,83+0,53 (escala de um a cinco, considerado o 1 caquético e 0 5
obeso) e entre 45 e 120 dias de pos-parto foram submetidas ao exame ginecoldgico para
constatar possiveis alteragdes, selecionando somente animais sadios e ainda sem anomalias no
trato reprodutivo (infeccdo uterina, cérvix tortuosa ou fibrosada, etc).

Os animais eram criados em regime extensivo com pastagem de Brachiaria brizantha,
agua e sal mineral ad libitum e divididos em lotes com média de 30 animais. A propriedade
dispde de um curral com cinco divisdes para separacdo dos animais, além de um galpao
coberto onde € abrigado o brete, tronco de contencao e o apartadouro.

Os animais eram conduzidos de maneira tranquila e gentil ao curral por dois
profissionais montados a cavalo. Neste local, aguardavam até o momento do manejo realizado
no interior do tronco de contencdo. No tronco de contencdo o comportamento do animal foi
avaliado assim como foram realizadas a aplicacdo dos hormonios, a inseminacao artificial, a
avaliacdo ultrassonogréafica transretal e a coleta de sangue de acordo com 0 momento do
experimento. Os animais foram conduzidos em grupos pequenos para o interior da seringa
para entrarem em fila no brete e em seguida foram contidos individualmente no tronco, sendo
que a entrada ocorreu de maneira aleatoria. Apos realizado o0 manejo, 0s animais foram
apartados separadamente no curral onde aguardaram até que todo o lote fosse manejado e
posteriormente conduzidos novamente ao pasto. Todos animais foram submetidos a0 mesmo
manejo e todas as avalicdes foram concentradas para finalizar todo o lote em no maximo
quatro horas de trabalho, para que ndo houvesse diferencas significativas no tempo de espera

no curral.
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3.4.2 Sincronizagéo da ovulacgéo e IATF

As fémeas foram sincronizadas por meio de protocolo hormonal baseado em Pugliesi
et al. (2019), no qual em dia aleatério do ciclo estral (inicio do tratamento; denominado D-
10), inseriu-se um dispositivo intravaginal de progesterona novo de 1g, associado a aplicacao
de 2,0 mg de benzoato de estradiol, por via intramuscular. O dispositivo foi mantido por oito
dias e, na sua retirada (D-2), aplicou-se 0.53 mg de cloprostenol sodico + 300Ul de
gonadotrofina coridnica equina + 1,0mg de cipionato de estradiol, todos por via
intramuscular. Apos 48 horas da retirada do dispositivo, realizou-se a Inseminacdo Atrtificial

em Tempo Fixo, sendo esse considerado o DO (Figura 3).

eCG+
BE+ ECP+
P4 PGF IATF

< L ill

D-10 D-2 DO

Figura 3. Protocolo de sincronizacdo da ovulacéo adotado.

Ao final do protocolo, foi calculada a taxa de sincronizacdo, determinada pelo nimero
de fémeas apresentando foliculo dominante no momento da IA dividido pelo total de fémeas
protocoladas. Também foi estimada a taxa de ovulacdo dos animais tratados, determinada pela
divisdo do numero de fémeas apresentando CL sete dias apds a IA pelo total de animais

protocolados.

3.4.3 Avaliacédo ultrassonografica do foliculo e do corpo luteo

A avaliacdo ultrassonografica dos ovarios foi realizada por via transretal com auxilio
de um Ultrassom Doppler Mindray, modelo Z5VET, equipado com transdutor linear
75L50EAV e emissdo de onda de 5,0/7,5 Mhz padronizando o ganho total em 70%. As
imagens dos foliculos e corpos luteos foram realizadas em modo B para determinacdo das
posicdes e mensuracdo do didmetro médio destas estruturas, calculado pela média das duas
maiores medidas transversais, perpendiculares entre si, além de outra medida para calculo do

volume. As avaliagdes do foliculo e do corpo luteo foram realizadas, respectivamente, no dia
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da inseminagdo (DO0) e sete dias apds (D7), sempre pelo mesmo técnico. Para célculo do
didametro e do volume do CL, descontou-se o didmetro e volume de eventual cavidade que
poderia estar presente (corpos luteos cavitarios).

Durante a avaliagdo no modo de fluxo colorido, as configuracdes de imagem do
ultrassom foram fixadas e padronizadas, permanecendo constante para todos os exames. A
frequéncia do transdutor foi fixada em 6,6 MHz, frequéncia de repeticdo de pulso:1 KHz; e
posicao de foco:1 (SIQUEIRA et al., 2013).

O foliculo pré-ovulatério e o CL foram avaliados em momentos diferentes do
experimento, porém em ambos, apds a avaliacdo morfoldgica em modo B, ativou-se 0 modo
de fluxo colorido para mapeamento do fluxo sanguineo e gravacdo das imagens no proprio
aparelho. As imagens capturadas com a funcdo Doppler acionadas foram gravadas em
formato de video AVI e armazenadas em um disco magnético para posterior analise. Os
videos foram analisados selecionando e congelando trés imagens, com intuito de obter uma
meédia das variaveis, onde mostrava o foliculo ou CL com seu maior didmetro e a maior
guantidade de fluxo sanguineo. Posteriormente, as imagens capturadas foram editadas e
submetidas a analise do software Image J para quantificar o nimero de pixels coloridos
presentes (GINTHER, 2007). Além disso, os pixels foram quantificados de acordo com a
intensidade, utilizando o cddigo numérico de cada cor multiplicado pelo nimero de pixel
dessa, com o auxilio do Image J. Sabendo que as cores mais claras apresentam maior codigo e

estdo relacionadas a maior intensidade.

3.4.4 Avaliagéo do temperamento

O temperamento foi avaliado no dia da Inseminagdo Artificial (DO), por um mesmo
técnico, empregando metodologias cujas caracteristicas ndo alterassem a rotina do manejo. A
avaliacdo da reatividade foi realizada, por meio de observacdes visuais, durante 0s primeiros
seis segundos da permanéncia do animal no brete de contencdo, imediatamente antes da
realizacdo da IA.

A metodologia empregada foi adaptada de Cooke (2014). O escore composto de
reatividade foi baseado em uma escala crescente de quatro escores, sendo: 1 = Pouco ou
nenhum deslocamento, permanecendo na mesma posi¢do a maior parte do tempo, encostado

na parte da frente ou de tras do brete, movimentos ocasionais e relaxados da cauda; 2=
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Animal geralmente calmo, mas ndo permanecendo na mesma posi¢cdo por muito tempo,
movimentos de cauda ocasionais e vigorosos; 3 = Deslocamento frequente, movimentos
continuos e vigorosos, movimentos frequentes e vigorosos da cauda; 4= Deslocamento
continuo, movimentos vigorosos e abruptos, tentativa e/ou sucesso em se virar ou deitar,
ocorréncia de saltos, forcar a grade de saida com a cabeca tentando se livrar da guilhotina,
movimentos frequentes e vigorosos da cauda.

Além da avaliacdo descrita acima, relacionada ao comportamento no brete, foi
utilizada a avaliacdo de escore de saida do brete de acordo com Jimenez Filho et al. (2012).
Nesta ultima, pontuou-se o escore em 1 = animal ndo sai do brete, precisa ser tocado, 2 =
animal sai andando, 3 = animal sai trotando e 4 = animal sai correndo ou pulando.

O escore final de temperamento dos animais foi determinado calculando a média da
pontuacdo do escore de brete com a pontuacdo do escore de saida de acordo com Cooke et al.
(2017). Posteriormente, de acordo com a pontuacdo média obtida, os animais foram
classificados como de temperamento adequado (ADQ = pontuacdo média < 2) temperamento

excitavel (EXC = pontuacdo média > 2).

3.4.5 Dosagem de cortisol sérico

No momento da avaliacdo ultrassonografica do foliculo pré-ovulatério, momentos
antes de realizar a inseminacdo artificial, foram coletadas amostras de sangue, mediante
puncao da veia coccigea com auxilio de adaptador e agulhas de ponta dupla acoplados ao tubo
de coleta a vacuo de 10mL sem aditivos para a dosagem do cortisol plasmatico. As amostras
de sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 480G e mantidas em refrigeracdo a — 20°C
até a anélise. As concentragdes de cortisol foram determinadas no Laboratério de Dosagem
Hormonal da Faculdade de Veterinaria da UFF pela técnica de radioimunoensaio em fase
solida, utilizando kits comerciais (ImmuChem, MP Biomedicals, Santa Ana, California,
EUA). O coeficiente intra-ensaio foi de 10%. Todos os dados estavam dentro do ponto

maximo e minimo da curva.

3.4.6 Dosagem de progesterona sérica
No momento da avaliagdo ultrassonografica do corpo luteo, no sétimo dia apés a

inseminacao artificial, foram coletadas amostras de sangue por meio de venopuncédo da veia
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ou artéria coccigea, com auxilio de adaptador e agulhas de ponta dupla acoplados ao tubo de
coleta a vacuo sem anticoagulante para determinacdo da concentragdo de progesterona. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 480G sendo o soro mantido em refrigeracéo a
— 20°C até a analise. As concentracdes sericas de P4 foram determinadas no Laboratorio de
Dosagem Hormonal da Faculdade de Veterinaria da UFF pela técnica de radioimunoensaio
em fase solida, utilizando kits comerciais (ImmuChem, MP Biomedicals, Santa Ana,
Califérnia, EUA). A sensibilidade e o coeficiente intra-ensaio foram de 0,05ng/ml e 11%,

respectivamente. Todos os dados estavam dentro do ponto maximo e minimo da curva.

3.4.7 Diagndstico de gestacéo

Das 201 vacas utilizadas no experimento, apenas cento e uma foram submetidas ao
diagnostico de gestacdo aos 30 dias, sendo que as demais receberam outros tratamentos que
poderiam interferir na taxa de concepgdo por isso esses dados ndo foram utilizados
(observacdo: estavam sendo desenvolvidos dois projetos de pesquisa simultaneamente).

O diagndstico de gestacdo foi realizado aos 30 dias apds a inseminacgédo utilizando a
ultrassonografia transretal (transdutor linear; 7,5MHz). A confirmacédo da prenhez foi baseada
na visualizacdo da vesicula embrionaria com a presenca de embrido vidvel (presenca de

batimento cardiaco).

3.4.8 Anélise estatistica

No processo de analise os dados foram ajustados até chegar ao modelo de melhor
ajuste para as variaveis testadas, desta forma animais que apresentaram dados discrepantes
foram excluidos, pois a presenca destes poderia afetar interpretacdo do resultado. Esses
outliers, caracterizados como pontos que possuem valor varidvel de resultado extremo,
observagdes cujos residuos padronizados foram maiores que 3 em valor absoluto séo
possiveis discrepantes (JAMES et al., 2014). Assim, os dados de alguns animais foram
removidos em determinadas andlises, explicando 0 menor nimero de animais em alguns
resultados.

As analises estatisticas foram realizadas pelo software R. v. 3.6.1 (R Core Team,
2019). Para analisar as diferencas entre os tratamentos em cada varidvel resposta, foi

implementado um modelo linear geral (funcdo glm do pacote stats) com diferentes estruturas
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de erro (gaussian ou gamma) e funcdo de link (identidade). A estrutura de erro foi avaliada
com o uso da funcdo descdist do pacote fitdistrplus (DELIGNETTE-MULLER; DUTANG
2015).

As concentracdes de cortisol e progesterona foram analisadas ap6s uma transformacao
para escala raiz quadrada. Para apresentar os resultados, os dados foram retornados a condicéo
original. As compara¢des multiplas entre os tratamentos foram conduzidas usando contrastes
de Tukey por meio da funcdo emmeans do pacote emmeans (RUSSELL LENTH, 2019). Os
dados foram expressos em media e desvio padréo salvo indicacdo em contrario. Os resultados
de sincronizacdo, ovulagdo e concepcdo foram comparados pelo teste de qui-quadrado com

nivel de significancia de 5%.

3.5 Resultados e Discusséo

Embora muitas pesquisas tenham investigado as consequéncias negativas do estresse e
do temperamento no desempenho reprodutivo de animais e humanos (MAZIEIRO et al.,
2011; COOKE et al., 2012; RALPH et al., 2016; COOKE et al., 2017; LUCY, 2019),
trabalhos focados nas alteracBes das estruturas morfofuncionais ovarianas sdo limitados,
inexistindo algum que tenha realizado a ultrassonografia Doppler nestes tecidos em animais
de temperamento excitavel.

A proporcdo de animais apresentando temperamento adequado foi de 72,6% (146/201)
e excitavel foi de 27,4% (55/201). Essa menor proporcdo de animais excitaveis é esperada,
conforme ja relatado por Cooke et al. (2017) que classificaram 28% dos animais como
excitaveis em estudo com fémeas Bos taurus indicus. Embora Matsunaga (2002) tenha
reportado que apenas 10% dos animais sdo classificados como excitaveis em rebanhos de
gado Nelore no Brasil. Essa discrepancia pode ser atribuida a varios fatores, incluindo numero
de animais avaliados, diferencas na populacdo bovina e nos sistemas de producdo nos
diferentes experimentos, bem como nos critérios de avaliacdo do temperamento.

A Tabela 1 compara os valores relacionados as avaliacGes ultrassonograficas do
foliculo dominante e do corpo luteo, além das concentracdes de cortisol e de progesterona,

entre vacas com temperamento adequado e excitavel.
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Tabela 1. Parametros relacionados ao foliculo pré-ovulatério e ao corpo luteo e concentragdo
de cortisol e progesterona de vacas com temperamento adequado e excitavel.

. TEMPERAMENTO
Parametros ]
ADEQUADO EXCITAVEL
NUmero de pixels coloridos — FL 504,70+307,42° 385,74+247,46"
Intensidade de pixel* - FL 56831,34+35000,73% 28842,14+6993,33"
Diametro FL (cm) 1,34+0,24° 1,24+0,26°
Volume FL (cm) 1,410,842 1,11+0,6°
Numero de pixels coloridos - CL D7 2396,97+1078,93° 2382,22+984,07°
Intensidade de pixel* - CL D7 268722,94+126415,31%  273175,75+111550,762
Diametro CL D7 (cm) 2,01+0,29? 1,88 +0,27"
Volume CL D7 (cm®) 4,17+2,02? 3,46+1,90°
Concentracao P4 D7 (ng/ml) 1,88+1,28° 2,09+1,092
Concentragdo CORT (ng/ml) 16,99+17,332 30,22+25.45P

FL = foliculo, CL = corpo luteo, D7 = dia 7 ap0s a ovulagdo, P4 = progesterona, CORT = cortisol. VValores com letras
sobrescritas iguais ndo apresentam diferenca estatistica. *A intensidade ¢ um valor numérico obtido a partir do cddigo
numérico de cada cor multiplicado pelo nimero de pixel dessa, ndo possuindo unidade especifica de medida.

Foi observada diferenca entre os grupos ADQ e EXC para numero de pixels do
foliculo no momento da IA (p=0,01), intensidade dos pixels na parede do foliculo (p=0,01),
didametro (p=0,02) e volume (p=0,01) do foliculo pré-ovulatério no momento da IA, com
todas as variaveis menores para o grupo de fémeas de temperamento excitdvel. Ndo foi
observada diferenca estatistica para namero de pixel (p=0,95) e intensidade (p=0,79) do CL
no dia 7 apds a IA entre os dois grupos (ADQ e EXC). Por outro lado, foi observada diferenca
significativa para diametro e volume, ambas significativamente menores (p=0,01) para o
grupo EXC em relagdo ao ADQ.

O numero de pixels na parede dos foliculos pré-ovulatérios foi menor em animais
excitaveis no presente estudo, evidenciando uma reducdo da perfusdo vascular, situacdo
compativel com os efeitos do estresse ja relatados no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal em
estudo anterior (GORDON, 2004). Tal situacdo pode estar associada ao estresse resultante da
dificuldade dos animais em lidarem com o manejo, visto que estudos mais antigos ja
sugeriram a existéncia de atividade adrenérgica vasoconstritora no ovario (VARGA et al.
1979; SELSTAM et al., 1985; MASSA et al., 1994). Em estudo mais recente com ratos.
Uchida e Kagitani (2015) observaram que a estimulacdo de nervos simpaticos no ovario

induziu a vasoconstricdo nas arteriolas ovarianas reduzindo o suprimento sanguineo e
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inibindo a secrecdo de estradiol pelo foliculo. Secundariamente, segundo Grazul-Bliska et al.
(2007), o suprimento vascular do foliculo apresenta correlacdo positiva com a atividade
esteroidogénica, a qual pode também ter sido reduzida em animais excitaveis. E
consequentemente, o pico de GnRH-LH pode ser comprometido, visto que, segundo Dobson
et al. (2003), em condi¢des normais o estradiol ovariano seria o estimulo inicial responsavel
pela ocorréncia deste pico.

Seis horas antes da ovulagéo, ocorre aumento nos sinais de fluxo na parede do foliculo
e, segundo Acosta et al. (2003), este fato esta associado ao aumento temporario do estradiol.
O que reforga a tese que em animais excitaveis a estimulacdo simpatica pode comprometer a
producdo de estradiol pelo foliculo e, consequentemente, o fluxo sanguineo folicular. Lucy
(2019) também afirma que o cortisol pode diminuir a responsividade dos foliculos ovarianos
ao LH. Além disso, glicocorticoides liberados em situacdo de estresse, segundo Chrousos et
al. (1998), suprimem o LH da hipofise e as secrecOes de estrégeno e progesterona no ovario,
além de tornar os tecidos alvos resistentes ao estrogeno.

No presente estudo, o foliculo pré-ovulatorio foi avaliado somente no momento da IA,
portanto, 0 menor nimero de pixels na parede do foliculo dos animais do grupo EXC pode ser
associado também a distancia da ovulacdo neste momento, visto que, segundo Varughese et
al. (2017), os aumentos significativos dos pixels na parede foliculo estariam associados a
proximidade da ovulacdo em vacas. Este atraso pode ser consequéncia do estresse, pois de
acordo com Dobson e Smith (2000), a reducdo na secrecdo enddgena de GnRH/LH, priva o
foliculo ovariano do suporte adequado de gonadotrofina, levando a reducdo da producdo de
estradiol e, consequentemente, de seu crescimento.

Uchida e Kagitani (2015) ainda propuseram que a ativacdo reflexa dos nervos
simpaticos do ovario pode estar envolvida na inibicdo rapida e direta da funcdo ovariana em
emergéncias. Essa regulacdo pode ser uma importante adaptacdo na funcdo reprodutiva da
fémea tanto ao ambiente interno quanto ao externo e esta associada a regulacao de longa acéo,
promovida pelo eixo hipotdlamo- hipofise.

Associada ao menor nimero de pixels na parede do foliculo, a intensidade destes
também apresentou valores menores em vacas do grupo EXC. A intensidade, segundo
Varughese et al. (2017), esta relacionada a velocidade do fluxo presente na parede do foliculo

ou do corpo luteo. Quando o transdutor é posicionado sobre o foliculo ou corpo luteo, os
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pontos coloridos de fluxo capturados sdo codificados em diferentes intensidades de cores no
monitor e quanto mais claras as cores, mais intenso é o fluxo (GINTHER, 2007). Varughese
et al. (2017) analisaram esta questdo de forma qualitativa por meio de analises visuais para
avaliar também a turbuléncia do fluxo do corpo ldteo, a qual foi correlacionada com a
ocorréncia de lutedlise, 0 mesmo néo foi constatado no presente estudo e ndo houve diferenga
entre a intensidade de fluxo do CL de animais EXC e ADQ.

Porém, o programa Image J, utilizado para a contagem dos pixels, também codifica
numericamente cada cor de pixel, e quanto mais clara a cor, maior o niUmero que a representa.
Isso permite quantificar a intensidade do fluxo, multiplicando os nimeros de pixels de cada
cor pelo cédigo numérico que a representa, assim obtém-se um produto numérico que
representa quantitativamente a intensidade do fluxo. Fluxos mais intensos apresentam maior
namero de pixels de cores claras (MANNION, 2008), com c6digos numéricos maiores que
resultam em um produto numérico (intensidade) maior. Quanto maior a intensidade, maior o
produto numérico encontrado e maior a velocidade do fluxo, o inverso também é verdadeiro.
Tal analise permite avaliar de maneira objetiva a intensidade do fluxo sanguineo folicular e
luteal.

O menor tamanho (diametro e volume) do foliculo dominante encontrado em animais
do grupo EXC pode ser resultado da menor vascularizacdo presente nessas estruturas, além do
menor suporte gonadotrofico e capacidade esteroidogénica, conforme citado anteriormente.
Basset (1943) demonstrou que o desenvolvimento vascular é primordial para o crescimento e
selecdo dos foliculos ovulatérios, bem como para a formacdo e funcdo do corpo ldteo.
Segundo Tarso et al. (2016), a perfusdo vascular em bovinos esta intimamente relacionada ao
aumento do didmetro do foliculo, ao tamanho do foliculo pré-ovulatério e também, segundo
Sirois; Fortune (1988), a proximidade da ovulacao.

O fato dos animais pertencentes ao grupo EXC apresentarem foliculos menores pode
ter contribuido para que esses apresentassem um corpo Iuteo menor apos a ovulacdo, assim
como foi constatado por Vasconcelos et al. (2001 e 2013), os quais observaram que a reducéo
no tamanho do foliculo pré-ovulatério resultou em diminui¢cdo no tamanho do corpo lGteo
subsequente, assim como em menores concentragdes de progesterona e menores taxas de

gestacdo, fato que ndo foi observado no presente estudo.

48



Embora a vascularizacdo do foliculo pré-ovulatorio tenha sido menor em animais
EXC, o temperamento néo influenciou a vascularizagdo dos CLs, que foram semelhantes para
os dois grupos. Diferente dos resultados encontrados por Tarso et al. (2015) e Pinaffi et al.
(2015), os quais mostraram que o tamanho e a vascularizagdo do foliculo estavam
positivamente associados ao tamanho e a vascularizacdo do corpo luteo formado. Apesar
disso, Herzog et al. (2010) afirmam que o fluxo sanguineo luteal é o indicador mais
apropriado da funcdo luteal, sendo mais confidvel do que o tamanho, apresentando forte
correlacdo com a producéo de progesterona durante cada fase do ciclo estral. Esta observagédo
de Herzog et al. (2010) pode explicar o fato dos valores de progesterona encontrados no
presente estudo ndo terem apresentado diferenca estatistica entre os grupos EXC e ADQ.

A concentracdo de progesterona no dia 7 apos a IA ndo diferiu entre os grupos
(p=0,28). No entanto, os valores de cortisol no dia da IA foram maiores (p=0,01) em vacas
EXC.

A Tabela 2 apresenta as taxas de sincronizacdo, de ovulacdo e de concepcdo dos
grupos EXC e ADQ sendo que nao foi observada diferenca estatistica para nenhuma destas
varidveis entre animais excitaveis e adequados. A taxa de sincronizacdo geral do protocolo
adotado foi de 97% (195/201), enquanto para os grupos de animais EXC e ADQ foram de
98,18% (54/55) e 96,57% (141/146), respectivamente. J& a taxa de ovulacdo geral foi de
91,54% (184/201), enquanto para os grupos de animais EXC e ADQ foram, respectivamente,
de 92,72% (51/55) e 91,78% (134/146). Por fim, a taxa de concepcdo total foi de 49,5%
(50/101), sendo que para os grupos EXC e ADQ, essas taxas foram de 45,83% (11/24) e
50,64 % (39/77), respectivamente.

Tabela 2. Taxas de sincronizacdo, de ovulacdo e de concepcdo dos animais com
temperamento classificado como adequado (ADQ) e excitavel (EXC). Todas varidveis foram
submetidas ao teste qui-quadrado, ndo havendo diferenca entre 0s grupos para estas variaveis
(p>0,05).

VARIAVEIS TEMPERAMENTO

ADEQUADO EXCITAVEL GERAL
Taxa de sincronizagéo 96,57%* 98,182 97%
Taxa de ovulagéo 91,78%* 92,722 91,54%
Taxa de concepgao 45,83%?* 50,64 %?* 49,5%

Valores com letras sobrescritas iguais ndo apresentam diferenca estatistica.
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Embora Da Rosa e Wagner (1981) tenham observado que o estresse e a atividade
adrenal prejudicaram a producéo de progesterona pelo corpo lateo em novilhas, no presente
estudo as concentracdes de progesterona ndo diferiram em funcdo do temperamento. Maiores
concentracdes de progesterona também podem ocorrer, em funcdo da participacdo de P4
oriunda da adrenal (COUBROUGH, 1985) e tal situacdo pode atrasar o declinio normal da
progesterona durante o ciclo estral por interferir na lutedlise e suprimir os pulsos de LH, o que
levaria a um atraso na ovulagdo e formacdo do corpo luteo subsequente (MIMOUNE et al.,
2019). Cooke et al. (2009), trabalhando com aclimatacdo de novilhas Bos taurus indicus ao
manejo, observaram um aumento de progesterona nos animais manejados, que foi associado a
esteroidogénese adrenal.

As concentracGes sericas basais de cortisol em bovinos, reportadas por Yoshida e
Nakao (2005), variam entre 5 e 10ng/mL, valores menores as médias encontradas no presente
estudo em ambos os grupos, o que permite concluir que 0 manejo ao qual foram submetidos
os animais foi suficiente para causar estresse nesses, com maior intensidade nos animais
excitaveis. . No entanto, de acordo com Maziero et al. (2011), os procedimentos realizados
nos animais no brete (a coleta de sangue por venopuncdo e a palpacdo transretal) foram
suficientes para desencadear estresse nas vacas.

A concentragdo plasmética média de cortisol foi significativamente maior (p=0,01) no
grupo de animais excitaveis (EXC) em relagdo aos animais de temperamento adequado
(ADQ), o que demonstra a relacdo entre o temperamento e o nivel de estresse sofrido pelo
animal, levando em consideracdo que o cortisol € um dos principais horménios produzidos em
resposta a estresse em mamiferos (COOKE, 2016). Este achado esta em concordancia com 0s
estudos de Curley et al. (2008); Café et al. (2011); Cooke et al. (2017) e Cooke et al. (2019),
0s quais também encontraram maiores concentracdes de cortisol plasmatico em bovinos de
temperamento reativo em relacdo aos de temperamento adequado. Adicionalmente, Cooke et
al. (2012) constaram que o valor de cortisol aumentou & medida que a pontuagao do escore de
temperamento aumentou e diminuiu com o condicionamento dos animais a0 manejo.

As taxas de sincronizacgdo e de ovulagdo (Figura 4) ndo foram afetadas no presente
estudo, o que pode ter ocorrido em funcdo do protocolo hormonal utilizado, eficiente em
induzir a ovulagdo mesmo de foliculos menores de animais excitaveis. De acordo com

Gimenes et al. (2008), em novilhas Bos taurus indicus o foliculo dominante alcangou
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capacidade ovulatoria entre 7,0 e 8,4 mm (media de 7,6 mm) de didmetro. No presente estudo
os foliculos do grupo EXC apresentaram um didmetro médio de 11,1mm, valor maior ao de
8,5mm que segundo Gimenes et al. (2008) apresentaram um significativo aumento na taxa de
ovulacdo apos este diametro. Este didmetro médio de 11,1 mm encontrado em animais
excitaveis no presente estudo foi similar ao que S& Filho et al. (2010) definiram como critico,
ao observar que vacas Bos taurus indicus com foliculos > 11,1mm apresentaram aumento da
exibicao de estro e taxa de gestacdo, possivelmente em funcdo disso a taxa de gestacdo ndo foi
afetada no grupo EXC bem como as concentragdes de progesterona.

Além disso, o emprego de eCG (Gonadotrofina Coriénica Equina) no momento da
retirada do dispositivo de P4, que pode ter ajudado no suporte gonadotrofico, na maturagdo
final do foliculo e na ovulacdo principalmente daqueles animais mais excitaveis, com maiores
niveis de cortisol e menor aporte gonadotréfico. Diante disso, supfe-se que a utilizacdo do
eCG nos protocolos de IATF seria uma estratégia também para melhorar a eficiéncia
reprodutiva de animais excitaveis, reduzindo os efeitos negativos do estresse na reproducao.
Baruselli et al. (2004) e B6 et al. (2003) citam o eCG como uma alternativa que pode
aumentar as taxas de concepcdo principalmente de animais em anestro. E de acordo com
Thedy et al. (2018), seu uso em protocolos de sincronizacdo da ovulagdo promoveu maior
crescimento folicular entre a retirada do dispositivo e a IATF. Assim é importante destacar a
necessidade de estudos que comprovem o efeito positivo do eCG também em animais de
temperamento excitavel.

Os resultados aqui expostos abrem caminho para mais estudos, com o objetivo de
compreender mais especificamente de que maneira 0 temperamento excitavel e o estresse
interferem nas estruturas ovarianas e nas condicGes reprodutivas de fémeas bovinas,
permitindo extrapolar para outras espécies mamiferas, inclusive humanos. Necessitando saber
se tais consequéncias teriam relacdes sistémicas com o eixo hipotalamo hipéfise gonadal,
seriam somente em funcgéo da atividade simpatica local ou seriam o resultado complexo de

ambas circunstancias.

3.6 Conclusdes
Conclui-se que fémeas Nelores de temperamento excitavel apresentam menor fluxo

sanguineo folicular com reducdo no tamanho do foliculo e do corpo lGteo subsequente.
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Conclui-se também que, quando submetidas a IATF, a menor perfusdo vascular do foliculo
dominante e seu menor tamanho em fémeas excitaveis ndo foi suficiente para causar prejuizos

a fertilidade (taxas de ovulagéo e de concepcao).
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4. CAPITULO 11

RELAGCAO DO DIAMETRO DO FOLICULO E DO CORPO LUTEO COM
PERFUSAO VASCULAR, PRODUCAO DE PROGESTERONA E CONCEPCAO DE
FEMEAS NELORES.

4.1 Resumo

O objetivo deste experimento foi avaliar as relagcbes entre o didmetro do foliculo pré-
ovulatorio (FPO) e do corpo luteo (CL) com a quantidade e intensidade do fluxo sanguineo,
producdo de progesterona e a fertilidade de vacas Nelores submetidas a IATF. Para tanto, 201
fémeas Nelores foram submetidas a sincronizagdo da ovulacdo e a avaliagdes
ultrassonograficas em modo Color Doppler do FPO no momento da IA (DO0) e do CL sete dias
depois (D7). Foram determinados o didmetro e o volume destas estruturas, assim como a
quantidade e intensidade de pixels coloridos presente nelas. Adicionalmente, amostras de
sangue também foram coletadas no D7 para dosagem de progesterona. Para analise dos dados,
as fémeas foram divididas em vazias e gestantes e também de acordo com o diametro do FPO:
fémeas de foliculo pequeno, com diametro < 11mm (FP; n= 35); fémeas de foliculo médio,
com diametro entre 11 e 14mm (FM; n=84) e fémeas de foliculo grande, com didmetro >
14mm (FG; n= 70). As variaveis ultrassonograficas do FPO e do CL, bem como as
concentrag0es de progesterona foram comparadas entre os grupos FP, FM e FG e entre
fémeas vazias e gestantes em cada variavel resposta, implementando um modelo linear geral.
As comparages multiplas entre os tratamentos foram conduzidas usando contrastes de
Tukey. As taxas de concepcao foram comparadas entre os grupos FP, FM e FG pelo qui-
quadrado. Correlacbes de Pearson foram realizadas para todas variaveis e os dados foram
expressos em média e desvio padrdo. Foram encontradas diferencas entre os grupos FP, FM e
FG para didmetro e volume do foliculo e do corpo luteo, demonstrando que foliculos maiores
também originam corpos lGteos maiores. O grupo FG apresentou maior quantidade e
intensidade de pixels no foliculo em relagdo ao FP. A intensidade de fluxo no CL e a
concentracdo de progesterona também foram maiores no FG. O grupo FP apresentou menor
intensidade de fluxo e taxa de ovulacdo em relacdo aos demais, embora a taxa de concepgéo
tenha sido semelhante para todos. Foram encontradas correlacdes fracas entre o tamanho do
FPO e do CL assim como entre o didmetro e volume do CL com sua quantidade pixels e
concentracdo de progesterona. Além de correlacdo moderada entre o diametro e sua
intensidade de pixels. Ndo houve diferenca entre fémeas vazias e gestantes para todas as
varidveis analisadas. Os resultados confirmam a presenca de relagdes entre o tamanho das
estruturas ovarianas e a quantidade e intensidade de fluxo destas, bem como a sua capacidade
de produzir progesterona. A intensidade dos pixels do FOP mostrou-se relevante,
demonstrando correlagdes com o tamanho e o fluxo do CL, que ndo foram encontradas
avaliando somente a quantidade de pixel, revelando a importancia de avaliar caracteristicas
complementares do fluxo.

Palavra-chaves: foliculo pré-ovulatorio, color Doppler, fluxo sanguineo.
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4.2 Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the relationship between the diameter of the
preovulatory follicle (POF) and the corpus luteum (CL) with the amount and intensity of
blood flow, progesterone production and the fertility of Nellores females submitted to TAL
For this purpose, 201 Nellores females were submitted to synchronization of ovulation and
ultrasound assessments in Doppler Color Flow mode of POF at the time of Al (D0) and CL
seven days later (D7). The diameter and volume of these structures were determined, as well
as the amount and intensity of colored pixels present in them. In addition, blood samples were
also collected on D7 for progesterone measurement. For data analysis, the females were
divided into pregnant and nonpregnant and also according to the POF diameter: females of
small follicle, with diameter <11mm (SF; n = 35); females of medium follicle with diameter
between 11 and 14mm (MF; n = 84) and females of large follicle with diameter > 14mm (LF;
n = 70). The ultrasound variables of POF and CL, as well as the concentrations of
progesterone were compared between the groups SF, MF and LF and between pregnant and
nonpregnant females in each response variable, implementing a General Linear Model.
Multiple comparisons between treatments were conducted using Tukey's contrasts.
Conception rates were compared between the SF, MF and LF groups using the chi-square test.
Pearson correlations were performed for all variables and the data were expressed as means
and standard deviations. Differences were found between the SF, MF and LF groups for
follicle and corpus luteum diameter and volume, demonstrating that larger follicles also give
rise to larger CLs. The LF group showed a higher amount and intensity of pixels in the POF
compared to the SF. The flow intensity in the CL and progesterone concentrations were also
higher in the LF. The SF group had lower flow intensity and ovulation rate compared to the
others, although the conception rate was similar for all. Weak correlations were found
between the size of the POF and the CL. There was a weak correlation between the diameter
and volume of the CL with its number of pixels and concentration of progesterone. In addition
to a moderate correlation between the diameter and its pixel intensity. There were no
differences between the variables of pregnant and nonpregnant cows (p> 0.05). The results
confirm the presence of relationships between the size of the ovarian structures and the
quantity and intensity of their flow, as well as their ability to produce progesterone. The
intensity of the POF pixels was shown to be relevant, demonstrating correlations with the size
and flow of the CL, which were not found by evaluating only the pixel quantity, revealing the
importance of evaluating complementary flow features.

Key words: preovulatory follicle, color Doppler, blood flow.
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4.3 Introducgéo
Na busca de melhores resultados, a ultrassonografia Doppler surge como uma

tecnologia importante, aplicavel e minimamente invasiva, que permite um maior
aprimoramento do manejo reprodutivo por meio da avaliagcdo da perfuséo no trato reprodutivo
de vacas durante varios estagios do ciclo estral, gestacdo e puerpério. Esta avaliacdo fornece
informacdes adicionais sobre processos fisioldgicos e patoldgicos no Utero e nos ovarios
(HERZOG; BOLLWEIN, 2007). Mudangas hemodinadmicas ciclicas ocorrem no tecido
ovariano de vacas, durante o crescimento folicular final, ovulacdo e desenvolvimento do
corpo luteo (ACOSTA et al., 2003). O fluxo sanguineo dessas estruturas apresenta relaces
diretas com sua funcionalidade (ACOSTA et al., 2003; LUTTGENAU; BOLLWEIN, 2014)

A maior perfusdo do foliculo pré-ovulatorio também foi associada a maior sucesso na
recuperacdo de docitos, na clivagem e no desenvolvimento embrionério (SIDDIQUI et al.,
2009). O maior fluxo do foliculo pré-ovulatorio esta relacionado também a maturidade
foliculo, bem como do od6cito (GINTHER, 2007). Animais com maior fluxo na parede
folicular também apresentam maiores chances de se tornarem gestantes apds a inseminacéao
(SIDDIQUI et al., 2009).

Segundo Acosta et al. (2003), um dos principais pontos para entender o papel das
substancias vasoativas na fisiologia ovariana € determinar a mudanca do fluxo sanguineo
local em foliculos e corpo luteo em estagios especificos do ciclo estral. Substancias vasoativas
desempenham papel importante também na modulacdo da secre¢do de hormdnios esteroides e
prostaglandinas (ACOSTA et al., 2000).

A partir da ideia de que alteracdes na quantidade e intensidade de fluxo sanguineo
folicular e luteal permitem avaliar a funcionalidade do foliculo e do corpo llteo, o presente
estudo testou as seguintes hipdteses: i) foliculos pré-ovulatérios maiores originam corpos
luteos maiores e mais vascularizados; ii) foliculos e corpos Iuteos maiores apresentam maior
intensidade de fluxo sanguineo; iii) foliculos dominantes com maior quantidade e intensidade
de fluxo sanguineo, quando ovulados, ddo origem a corpos luteos com maior quantidade e
intensidade de fluxo sanguineo e produzem mais progesterona; iv) fémeas com maior
quantidade e intensidade de fluxo sanguineo luteal apresentam maior taxa de concepgéo

qguando submetidas a IATF. Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar a relacdo entre o
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didmetro do foliculo pré-ovulatorio e do corpo luteo com a perfusdo vascular, producéo de
progesterona, ovulacao e a concepcao de vacas Nelores submetidas a IATF.

4.4 Material e Métodos
O presente estudo foi aprovado na COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS —
CEUA/IZ/UFRRJ, — processo no 23083.008085/2018-34.

4.4.1 Local do experimento, animais € manejo

O presente estudo foi desenvolvido em fazenda comercial de gado de corte localizada
em Paraibuna-SP. Duzentas e uma fémeas Nelores, ndo gestantes, com escore de condigéo
corporal (ECC) meédio de 2,83+0,53 (escala de um a cinco, considerado o 1 caquético e 0 5
obeso) e entre 45 e 120 dias de pos-parto foram submetidas ao exame ginecoldgico para
constatar possiveis alteragdes, selecionando somente animais sadios e ainda sem anomalias no
trato reprodutivo (infecgdo uterina, cérvix tortuosa ou fibrosada etc).

Os animais eram criados em regime extensivo com pastagem de Brachiaria brizantha,
agua e sal mineral ad libitum e divididos em lotes com média de 30 animais. A propriedade
dispde de um curral com cinco divisdes para separacdo dos animais, além de um galpao
coberto onde é abrigado o tronco de contencdo e o apartadouro.

No tronco de contengdo foram realizadas a aplicagdo dos horménios, a inseminagéo
artificial, a avaliacdo ultrassonografica transretal e a coleta de sangue de acordo com o
momento do experimento. Os animais foram conduzidos em grupos pequenos para o interior
da seringa para entrarem em fila no brete e em seguida foram contidos individualmente no
tronco, sendo que a entrada ocorreu de maneira aleatéria. Apds realizado o manejo, 0s
animais foram apartados separadamente no curral onde aguardaram até que todo o lote fosse
manejado e posteriormente conduzidos novamente ao pasto. Todos animais foram submetidos
ao mesmo manejo e todas as avali¢cbes foram concentradas para finalizar todo o lote em no
maximo quatro horas de trabalho, para que ndo houvesse diferencas significativas no tempo

de espera no curral.
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4.4.2 Sincronizagdo da ovulacdo e IATF

As fémeas foram sincronizadas por meio de protocolo hormonal baseado em Pugliesi
et al. (2019), no qual em dia aleatério do ciclo estral (inicio do tratamento; denominado D-
10), inseriu-se um dispositivo intravaginal de progesterona novo de 1g, associado a aplicacao
de 2,0 mg de benzoato de estradiol, por via intramuscular. O dispositivo foi mantido por oito
dias e, na sua retirada (D-2), aplicou-se 0.53 mg de cloprostenol sodico + 300Ul de
gonadotrofina coridnica equina + 1,0mg de cipionato de estradiol, todos por via
intramuscular. Apos 48 horas da retirada do dispositivo, realizou-se a Inseminacdo Artificial

em Tempo Fixo, sendo esse considerado o DO (Figura 5).

eCG+
BE+ ECP+
P4 PGF IATF

< l Jll

D-10 D-2 DO
Figura 4. Protocolo de sincronizacdo da ovulacéo adotado.

Ao final do protocolo, foi calculada a taxa de sincronizacéo, determinada pelo nimero
de fémeas apresentando foliculo dominante no momento da 1A dividido pelo total de fémeas
protocoladas. Também foi estimada a taxa de ovulacdo dos animais tratados, determinada pela
divisdo do numero de fémeas apresentando CL sete dias apds a IA pelo total de animais

protocolados.

4.4.3 Avaliacdo ultrassonografica do foliculo pré-ovulatorio e do corpo IUteo

A avaliacdo ultrassonografica dos ovarios foi realizada por via transretal com auxilio
de um Ultrassom Doppler Mindray, modelo Z5VET, equipado com transdutor linear
75L50EAV e emissdo de onda de 5,0/7,5 Mhz padronizando o ganho total de 70%. As
imagens do foliculo dominante e do corpo lateo foram realizadas em modo B para
determinacdo das posi¢des e mensuracdo destas estruturas. O didmetro foi calculado pela
média das duas maiores medidas transversais, perpendiculares entre si, além de outra terceira
medida de maior tamanho formada por uma linha concorrente a uma das transversais do

diametro, para célculo do volume. A avaliacdo do foliculo pré-ovulatorio foi realizada
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previamente a inseminagdo (DO) e a do corpo luteo sete dias apos a IATF (D7). Com base na
mensuracao do diametro do foliculo pré-ovulatorio, as fémeas foram divididas em trés grupos
assim descritos: grupo FP de fémeas apresentando foliculo pequeno, com didmetro < 11mm
(FP; n= 35); grupo FM de fémeas apresentando foliculo médio, com diametro entre 11 e
14mm (FM; n=84); grupo FG de fémeas apresentando foliculo grande, com diametro > 14mm
(FG; n=70);

As imagens em modo Doppler colorido foram gravadas em formato de video AVI e
armazenadas em um disco magnético para posterior analise. Os videos foram analisados
selecionando e congelando trés imagens, com intuito de obter uma média das variaveis, onde
mostrava o foliculo ou CL com seu maior didmetro e a maior quantidade de fluxo sanguineo.
Posteriormente, as imagens capturadas foram editadas e submetidas a analise do software
Image J para quantificar o nimero de pixels coloridos presentes (GINTHER, 2007), conforme
Figura 6. Todas as avaliacdes ultrassonogréaficas, neste estudo, foram realizadas por um Gnico

operador.

Figura 5. A) Imagem do foliculo pré-ovulatério com a presenca de fluxo em modo color
Doppler, B) Imagem editada com extragdo das areas de fluxo colorido, para posterior
contagem de pixels. C) Imagem do corpo llteo sete dias apos a IA com presenca de fluxo e
uma seta amarela demonstrando a presenga de fluxo sanguineo mais intenso demonstrada
pelos tons mais claros presentes no interior dos vasos sanguineos.

Durante a contagem dos pixels foi realizada a quantificagdo da intensidade do fluxo
por meio de uma equagéo, utilizando o numero de pixels encontrado de cada tom de cor
multiplicado pelo cédigo numérico que representa cada um desses tons presentes na imagem,
sabendo que cores mais claras apresentam maiores valores. A partir da soma desses produtos,

foi obtida a intensidade de fluxo, que esta diretamente ligada a velocidade do fluxo sanguineo.
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4.4.4 Dosagem de progesterona sérica

No momento da avaliagdo ultrassonogréfica do corpo lGteo, no sétimo dia apds a
inseminacdo artificial, foram coletadas amostras de sangue por meio de venopuncédo da veia
ou artéria coccigea, com auxilio de adaptador e agulhas de ponta dupla acoplados ao tubo de
coleta a vacuo sem anticoagulante para determinacdo da concentragdo de progesterona. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 480G sendo o soro mantido em refrigeracéo a
— 20°C ate a posterior analise. Os valores séricos de P4 foram avaliados no Laboratorio de
Dosagem Hormonal da Faculdade de Veterinaria da UFF pela técnica de radioimunoensaio
em fase solida, utilizando Kkits comerciais (ImmuChem, MP Biomedicals, Santa Ana,
Califérnia, EUA). A sensibilidade e o coeficiente intra-ensaio foram de 0,05ng/ml e 11%,

respectivamente. Todos os dados estavam dentro do ponto maximo e minimo da curva.

4.4.5 Diagndstico de gestacéo

Das 201 vacas utilizadas no experimento, 101 foram submetidas ao diagndstico de
gestacdo aos 30 dias e as demais receberam outros tratamentos que poderiam interferir na taxa
de gestacdo, sendo assim, ndo foram contabilizadas.

O diagnéstico de gestacdo foi realizado aos 30 dias apds a inseminacdo utilizando
ultrassonografia transretal (transdutor linear; 7,5MHz). A confirmacéo da prenhez foi baseada
na visualizacdo da vesicula embrionaria com a presenca de embrido vidvel (presenca de

batimento cardiaco).

4.4.6 Analise estatistica

No processo de andlise dos dados até chegar ao modelo de melhor ajuste para as
varidveis testadas, os dados foram ajustados excluindo animais que apresentaram dados
discrepantes. Outliers, um ponto que possui valor variavel de resultado extremo, cuja presenca
poderia afetar a interpretacdo do modelo, observacdes cujos residuos padronizados foram
maiores que 3 em valor absoluto sdo possiveis discrepantes (JAMES et al., 2014). Desta
forma, os dados de alguns animais foram removidos em determinadas analises, explicando o
menor nimero de animais em alguns resultados.

As analises estatisticas foram realizadas na R. v. 3.6.1 (R Core Team, 2019). Para
analisar as diferencas entre os tratamentos em cada variavel resposta, foi implementado um

modelo linear geral (funcdo glm do pacote stats) com diferentes estruturas de erro (gaussian
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ou gamma) e funcdo de link (identidade). A estrutura de erro foi avaliada com o uso da funcao
descdist do pacote fitdistrplus (DELIGNETTE-MULLER E DUTANG, 2015). As
concentracdes séricas de progesterona foram analisadas ap6s uma transformacdo para escala
de raiz quadrada. Para apresentar os resultados, os dados foram retornados a condicao
original. As compara¢des multiplas entre os tratamentos foram conduzidas usando contrastes
de Tukey por meio da funcdo emmeans do pacote emmeans (RUSSELL LENTH, 2019). As
variaveis foram relacionadas por meio de correlacdo de Pearson. Os dados foram expressos

em media e s.e.m. salvo indicacdo em contrario.

4.5 Resultados e Discussdo

A Tabela 2 apresenta valores relacionados ao foliculo pré-ovulatério, ao corpo liteo, a
concentracdo de progesterona e as taxas de ovulacdo e de concepcdo. Foi possivel observar
diferenca significativa entre os diferentes grupos (FP, FM e FG) para diametro e volume do
foliculo e do corpo luteo. O grupo FG com maior tamanho de FPO e de CL apresentou
também maiores valores de progesterona.

Tabela 3. Médias e desvios padrdo das variaveis do foliculo e do corpo luteo nos trés grupos
divididos de acordo com o diametro folicular (foliculos pequenos: diametro <11mm:; foliculos
médios: diametro entre 11mm e 14mm; foliculos grandes: didmetro > 14mm).

Parametros Grupo FP (N=35) Grupo FM (N=84) Grupo FG (N=70)
Diametro FL (cm) 0,960,092 1,26+0,01° 1,58+0,11°
Volume FL (cm) 0,45+0,13? 1,06+0,21° 1,89+0,3¢
Numero de pixels 329,1+49,72 448,77 + 31,82 556,64 + 35,16°
coloridos — FL

Intensidade de pixel*-FL  36872,9+24711,1*>  50368,7+31028,3° 61670,9+31811,2°
Diametro CL D7 (cm) 1,78+0,052 1,92+0,03° 2,14+0,03°
Volume CL D7 (cm) 2,86+0,222 3,62+0,16° 5,19+0,26°

NUmero de pixels
coloridos - CL D7
Intensidade de pixel* -

1493,44+130,29° 2233,79+113,93° 2348,86+134,15°

167823,5+15128,3°  2488455+13114,0° 265544,0+15670,6

CL D7

Concentracao P4 (ng/ml) 1,18+0,19? 1,57+0,122 2,17+0,16°
Taxa de ovulagio (%) 77,14%? 95,23%" 94,28%"
Taxa de concepgéo (%) 43,48 %* 56,41 % 50 %*?

FP= Foliculos pequenos, FM= foliculos médios, FG= foliculos grandes, FL= Foliculo, CL= Corpo Luteo, D7= dia 7 apés a
ovulagdo, P4= progesterona. *A intensidade € um valor numérico obtido a partir do codigo numérico de cada cor
multiplicado pelo nimero de pixel dessa, ndo possuindo unidade especifica de medida.
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Em relacdo ao nimero de pixels e & intensidade do FPO, observou-se que a perfuséo
vascular média do grupo FP foi significativamente inferior ao grupo FG. Essa diferenca do
numero de pixels e da intensidade entre foliculos pequenos e grandes também foi observada
quando estas variaveis foram comparadas para os corpos luteos. Ndo foi observada diferenca
do nimero de pixels e intensidade de fluxo entre foliculos médios e grandes. Os nimeros de
pixels do CL também foram semelhantes para os grupos FM e FG, embora o FG tenha
apresentado maior intensidade de fluxo.

As vacas do grupo FP apresentaram menor taxa de ovulacdo em relacdo aos animais
dos demais grupos. Apesar disso, ndo foi observada diferenca entre as taxas de concepcao dos
trés grupos. As mesmas varidveis apresentadas na Tabela 1 foram comparadas entre fémeas
vazias e gestantes (Tabela 3), ndo sendo observada diferenca para nenhum dos parametros

avaliados.

Tabela 4. Médias e desvios padrdo das variaveis do foliculo e do corpo luteo em grupos
divididos entre vacas prenhes ou vazias.

Parametro Vazias Gestantes Valor de p
Diametro FL (mm) 1,28+0,28 1,33+0,24 0,33
Volume FL (mm?) 1,24+0,76 1,35+0,71 0,30
E'I‘_Jmem pixels coloridos 456,14+277 41 502,42+275,28 0,36
Intensidade de pixel*- FL ~ 51184,83+32661,01 56081,02+32158,02 0,47
Diametro CL D7 (mm) 1,98+0,30 1,98+0,28 0,98
Volume CL D7 (mm?3) 4,32+2,02 4,27+1,70 0,90
Numero de pixels 0,62
coloridos — CL D7 2354,92+938,37 2488,05+1076,83

Intensidade de pixel* - 0,69

CL D7 265326,86+106099,09 280227,86+130692,40
Concentragdo P4 (ng/ml) 1,86+1,13 1,93+1,15 0,80

FL= Foliculo, CL= Corpo Luteo, D7= dia 7 ap6s a ovulagdo, P4= progesterona. *A intensidade ¢ um valor numérico obtido a
partir do cédigo numérico de cada cor multiplicado pelo nimero de pixel dessa, ndo possuindo unidade especifica de medida.

Foram observadas correlagdes positivas, variando de fracas a moderadas, para o
diametro do foliculo pré-ovulatorio e do corpo luteo e todas as demais variaveis. O numero de
pixels do foliculo apresentou correlagdo positiva fraca com o seu diametro (r=0,16), volume

(r=0,15) e, como era esperado, moderada com a intensidade (r=0,48).
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O diametro folicular, utilizado como critério de divisdo dos grupos, assim como o
volume, apresentaram diferenca estatistica entre os grupos FP, FM e FG (p<0,01). De acordo
com Vasconcelos et al. (2013), o diametro do foliculo pré-ovulatorio esta envolvido em um
equilibrio entre a qualidade do o6cito, um adequado nivel de estrégeno circulante proximo a
IA e uma adequada circulacao de progesterona apos a lA.

No presente estudo, o tamanho do foliculo apresentou correla¢do positiva moderada
(r=0,49) com o diametro do corpo lateo. Segundo Lonergan et al. (2013), Pinaffi et al. (2015)
e Pugliesi et al. (2016 e 2019), é esperado que maiores foliculos deem origem a maiores
corpos luteos e esses apresentem maior capacidade de produzir progesterona, estando
associado a maiores taxas de gestacdo apds a IATF. Adicionalmente, as diferencas
encontradas entre os grupos FP, FM e FG para diametro e volume do foliculo se repetiram
para as mesmas variaveis do CL. Em conformidade, Tarso et al. (2015) afirmaram que as
dimensdes do foliculo pré-ovulatério permitiriam estimar as dimens6es do CL.

No entanto, ao comparar as variaveis diametro e volume do CL entre fémeas gestantes
e vazias, ndo foram observadas diferencas (p>0,05), bem como a taxa de concepcdo nao
diferiu entre os grupos FP, FM e FG. Ainda que Perry et al. (2007) tenham associado
tamanhos maiores de foliculos a maiores taxas de gestacao.

A taxa de ovulagdo foi menor no grupo de foliculos menores (FP) em relacdo aos
demais, comprovando que o maior tamanho esta associado também a maior probabilidade de
ovulacdo conforme reportado por Ribeiro Filho et al. (2013). Gimenes et al. (2008) também
afirmam que a capacidade ovulatéria depende do tamanho foliculo e apresenta grande
variagao nas respostas aos protocolos hormonais.

As concentracOes de progesterona foram significativamente maiores no grupo FG
(foliculos >14mm) em relacdo aos demais grupos, em conformidade com Vasconcelos et al.
(2013) que também constataram maiores concentracGes de progesterona no dia 7 em vacas
que ovularam foliculos maiores (>17mm), segundo estes, a otimizacdo do tamanho do
foliculo estaria relacionada a uma adequada circulacéo de P4 pos IA.

Embora positivas, correlagdes fracas foram encontradas entre as dimensdes do foliculo
e do corpo lateo com a quantidade de progesterona no dia 7 (TAYLOR, 1990), em
contradi¢cdo com os achados de Tarso et al. (2017) que encontraram correlacfes altas entre as
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dimensdes do foliculo pré-ovulatério, do corpo Iuteo e o fluxo sanguineo de ambas estruturas,
bem como destes com a concentragdo plasmatica de progesterona.

Embora o grupo FG tenha apresentado maior concentracao de progesterona em relacéo
aos demais grupos, a taxa de concepcao ndo diferiu entre nenhum desses, demonstrando que
as concentragdes de progesterona foram satisfatorias para manter a gestacdo em todos grupos,
e que nem sempre os foliculos maiores resultam em maiores taxas de concepcdo. Em alguns
casos, o maior tamanho do foliculo pode estar associado a persisténcia de dominancia, que
segundo Mihm et al. (1994), apesar de formarem corpos luteos funcionais, podem causar
decréscimo na taxa de concep¢do e aumentar as perdas iniciais como reportado por Colazo et
al. (2015).

Apesar da diferenca observada na concentracdo de progesterona no grupo FG em
relacdo aos demais, no presente estudo ndo foi encontrada diferenca (p=0,80) nas
concentragfes de progesterona entre fémeas vazias e gestantes. Este achado estd em
concordancia com Pugliesi et al. (2019) que também ndo encontraram diferenca na
progesterona sérica no dia 7 em receptoras bovinas que ficaram gestantes ou vazias, e
afirmaram que a perfusdo sanguinea luteal € um indicador mais adequado da atividade luteal e
de probabilidade de gestar em relagdo a concentracao de P4.

Outra constatacdo em comum com o presente estudo € que o tamanho do CL também
foi similar entre gestantes e vazias. Tal fato pode ser explicado pelas variagdes de tamanho,
fluxo e concentracdo durante a fase luteal conforme descrito por Herzog et al. (2010), que
dividiram o periodo luteal em 3 fases: fase de crescimento luteal, fase estatica luteal e a fase
de regressdo luteal. Durante a fase de crescimento luteal, a concentracdo de progesterona, o
tamanho luteal (LS) e o fluxo sanguineo luteal (LBF) aumentaram de maneira quase idéntica.
Diferencas consideraveis nas alteracGes foram o&bvias na fase estatica, com moderado
aumento no tamanho luteal, enquanto o fluxo sanguineo e as concentracdes de progesterona
aumentaram de maneira quase similar.

Tais relagdes entre o fluxo sanguineo luteal e as concentragdes de progesterona, fazem
do fluxo o principal indicador de mudancas na concentragdo desta ao longo do ciclo de vacas
(HERZOG et al., 2010; LUTTGENAU et al., 2011; THIJSSEN et al., 2011). Andrade et al.

(2019) verificaram que o didmetro do CL apresentou a mesma eficacia que a perfuséo
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vascular para o diagndstico de gestacdo em novilhas Nelores, no entanto essas analises foram
realizadas somente no dia 21 ap6s a IA.

Embora bastante estudada e com grande contribuicdo para avaliacdo das caracteristicas
reprodutivas, Ginther (2007) afirma que avaliacdo ultrassonografica no modo B limita-se
apenas ao plano anatdmico, enquanto a ultrassonografia no modo Doppler colorido permite
avaliar também a funcionalidade das estruturas ovarianas. Diante disto, 0 presente estudo
buscou encontrar relages importantes entre os dois modos utilizando um nlimero expressivo
de animais de corte, além de procurar caracteristicas importantes que impactam positivamente
no sucesso reprodutivo em um programa de IATF. Visto que Luttgenau e Bollwein (2014)
afirmaram haver relagdes importantes entre o fluxo sanguineo, a capacidade de producao
hormonal e a morfologia associadas a melhoria na fertilidade.

No presente estudo, o grupo FP apresentou menor nimero de pixels em relacdo aos
demais grupos, atestando que a menor perfusdo sanguinea esta associada ao menor diametro,
conforme constatado anteriormente por Pinaffi et al. (2015) e Tarso et al. (2016). Isso pode
ser explicado pelo maior fluxo resultar em maior aporte de gonadotrofinas, substancias
bioquimicas e fatores hormonais necessarios para o desenvolvimento folicular, por isso
foliculos maiores apresentam maior perfusdo (ACOSTA; MYAMOTO 2004).

Embora Sidiqui et al. (2007) tenham associado o aumento da vascularizagdo folicular
a maior chance de estabelecer a gestacdo, a taxa de concep¢do no presente estudo nao
apresentou diferenca entre os grupos (p=0,36), bem como o numero de pixels na parede do
foliculo ndo diferiu entre fémeas gestantes e vazias. Outro dado importante que pode ter
influenciado o presente resultado é que algumas vacas mesmo vazias poderiam apresentar
uma alta contagem de pixel, visto que de acordo com Pinaffi et al. (2015), e de maneira
contraditéria, CLs de vacas com fluxo sanguineo maior que 70% na analise subjetiva
apresentaram queda na fertilidade.

Embora a quantidade de pixel coloridos, que representam o fluxo sanguineo do CL,
tenha sido maior em animais com foliculos medios (FM) e grandes (FG) em relacdo aos de
foliculo pequeno (FP), tal caracteristica nao diferiu (p= 0,62) entre os grupos de fémeas vazias
e gestantes no presente estudo, embora, segundo Pugliesi et al. (2019), a perfusdo sanguinea
do corpo luteo seja o principal fator a ser avaliado em receptoras de embrido, afetando
diretamente a probabilidade de gestar. O fluxo sanguineo luteal apresenta variagcdes temporais
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durante o ciclo estral, tal condi¢do pode ter contribuido para a inexisténcia de diferencas entre
estes, visto que as avaliacGes foram realizadas no dia sete apos o estro e, segundo Herzog et
al. (2011), até o dia 15 apos o estro, o fluxo sanguineo também foi similar entre os grupos de
vacas gestantes e vazias.

Uma avaliacdo complementar a contagem de pixel € proposta nesse artigo, com intuito
quantificar a intensidade ou velocidade do fluxo sanguineo das estruturas avaliadas. A
imagem ultrassonografica é formada por pixels, o fluxo sanguineo é representado por pontos
coloridos que aumentam ou diminuem de acordo com o fluxo presente, cada pixel apresenta
um tom de cor, esses diferentes tons de cores variam de acordo com a intensidade do fluxo,
tonalidades escuras e claras sdo velocidades lentas e répidas, respectivamente (GINTHER
2007, VARUGHESE et al., 2017). O software Image J permite a contagem do nimero de
pixel de cada cor, e atribui um valor numérico para cada uma destas cores ou tons, cores ou
tons mais claros apresentam valores numeérico maiores, enquanto 0s tons mais escuros sdo
representados por menores valores. Ao multiplicar o nimero de pixel de determinada cor pelo
seu codigo numérico obtém-se um produto, o somatorio de todos os produtos obtidos permite
guantificar a intensidade do fluxo sanguineo presente na estrutura avaliada. O resultado
encontrado sera maior de maneira proporcional a quantidade de pixels coloridos e a
quantidade destes com tons claros (codigos numéricos maiores).

Metodologia semelhante foi adotada por Oliveira et al. (2017), utilizando a barra de
escala de velocidade em cada imagem Doppler dividida em 64 cores visivelmente distintas em
linhas. As velocidades no primeiro quarto (16 linhas) e no quarto inferior (16 linhas) da barra
de escala foram entdo isoladas. O numero de pixels no ultrassonograma do ovario,
correspondente as cores nas partes superior e inferior da barra de escala, foram enumeradas
utilizando um software analitico. A funcdo foi utilizada para registrar o numero de pixels no
ovario que caiam na faixa de cores selecionada. O nimero de pixels que correspondeu as
cores nessas regides selecionadas da barra de escala de cores foi considerado "pixels de alta
velocidade” (HVPs). Esses autores encontraram correlacfes positivas entre 0 nimero de pixel
de alta velocidade no dia 1 do tratamento superovulatério em ovelhas com o nimero de CLs,
namero de estruturas recuperadas e nimero de embrides vidveis, as mesmas correlagdes
foram negativas no dia 3 do tratamento, o0 que demonstra que existem altera¢cdes em funcao do

tempo e essas podem ser as responsaveis pelas variacoes nos resultados. Em revisao sobre a
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aplicacdo da ultrassonografia Doppler em pequenos ruminantes, Bartlewski (2019) concluiu
que a avaliacdo do fluxo sanguineo de alta velocidade em foliculos antrais € um método util
para prever o resultado do tratamento superovulatorio.

No presente estudo, diferencas ndo constatadas na quantidade de pixels entre os
grupos FP e FM foram evidenciadas a partir da comparacdo da intensidade de fluxo. Com
menor intensidade no grupo FP, de menor didmetro folicular, o que reforca a ideia de uma
correlacdo positiva entre o tamanho folicular e sua perfusdo vascular conforme demonstrado
por Tarso et al. (2016). A intensidade nos acrescenta mais informac6es sobre as caracteristicas
do fluxo sanguineo, podendo ser utilizada como anélise complementar mais sensivel para
aumentar a acurécia do exame.

De fato, os coeficientes de correlacdo positiva foram maiores entre a intensidade dos
pixels e as variaveis diametro e volume do foliculo e CL, do que entre tais variaveis e a
quantidade de pixels dessas estruturas.

As variaveis diametro e volume do CL no dia 7 apds a IA também apresentaram
correlacdo positiva, embora fraca, com a intensidade dos pixels do foliculo, as mesmas néo
apresentaram correlagdo com o numero de pixels do foliculo. O que permite especular sobre a
aplicacdo de tal caracteristica na avaliacdo complementar do fluxo sanguineo das estruturas
ovarianas, devendo ser trabalhada e estudada também de maneira subjetiva e mais pratica do
que a contagem de pixel de tons claros para auxiliar na predicdo de fertilidade na rotina de
programas reprodutivos.

Segundo Acosta (2007), as imagens do foliculo pré-ovulatério no Doppler modo
espectral também revelaram maiores areas de fluxo e maior velocidade média total (TAMV),
que foram temporalmente correlacionadas com o aumento nas concentragcdes plasmaticas de
estradiol e pico de LH, demonstrando também relacdes funcionais com a quantidade e
velocidade do fluxo. O modo espectral, apesar de permitir uma andlise quantitativa da
velocidade de fluxo durante o exame, sofre alteracfes drasticas nestes valores em funcgéo de
alterac@es no angulo de insonancia (GINTHER, 2007).

E possivel constatar que o aumento da intensidade de fluxo sanguineo apresentou
efeito positivo sobre o tamanho do foliculo e do CL, visto que tal variavel foi estatisticamente

diferente e crescente para os grupos FP, FM e FG, respectivamente.
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Entretanto, a intensidade de fluxo sanguineo do foliculo ndo diferiu entre grupos de
vacas gestantes e vazias (p>0,05), em discordancia com Silva et al. (2006), que encontraram
maior velocidade sistolica (VS) e tempo médio de velocidade méxima (TAMV) em foliculos
de éguas que ficaram gestantes. Além das possiveis variagcdes entre as espécies, alteracbes em
relacdo ao momento de avaliagcdo ultrassonogréafica podem ter contribuido para tal situacao.

A intensidade do fluxo sanguineo no CL também ndo apresentou diferenca entre vacas
gestantes e vazias. Embora com intuito de avaliar ndo necessariamente a velocidade do fluxo,
Varughese et al. (2017) associaram a quantidade de tons mais claros de cores no fluxo do
corpo lateo no dia 12 e 21 do ciclo com a presenca de turbuléncia e ocorréncia de lutedlise,
ISso atenta para importancia de diferenciar os aumentos da intensidade de fluxo da presenca

de turbuléncia.

4.6 Conclusdes

Conclui-se que foliculos pré-ovulatérios pequenos apresentam menor quantidade e
intensidade de fluxo sanguineo, menor chance de ovular e que estes também originam CLS
menores e menos vascularizados, com fluxo sanguineo menos intenso e menor capacidade de
produzir progesterona. No entanto, tais caracteristicas ndo séo suficientes para diminuir a taxa

de concepcao de fémeas submetidas a IATF.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O temperamento excitavel em fémeas Nelores é uma caracteristica importante com
repercussdes nas concentragdes de cortisol que afetam as estruturas ovarianas com menor
fluxo sanguineo folicular e reducdo no tamanho dos foliculos pré-ovulatérios e dos corpos
luteos. Embora tais caracteristicas sejam reportadas na literatura como preditores de
fertilidade, a concentracdo de progesterona e as taxas de sincronizacdo, ovulacdo e concepcéo
ndo foram afetadas pelo temperamento dos animais no presente estudo.

O presente estudo, além de reforcar a importancia do temperamento, incrementa 0s
aspectos fisioldgicos envolvidos com vascularizacdo do trato reprodutivo e abre caminho para
mais estudos, para compreender mais especificamente de que maneira 0 temperamento
excitavel e o estresse interferem nas estruturas ovarianas e nas condi¢cdes reprodutivas de
fémeas bovinas, permitindo até extrapolar para outras espécies mamiferas, inclusive humanos.

As relagdes entre fluxo sanguineo, funcionalidade e morfologia das estruturas ovarinas
foram confirmadas, porém técnicas complementares de avaliacdo do fluxo, como avaliacdo da
intensidade podem prover mais informacdes e aumentar a acuracia do exame. A partir do
estudo observou-se que foliculos pré-ovulatérios menores apresentam menor quantidade e
intensidade de fluxo sanguineo, menor chance de sofrer ovulagcdo e também originam corpos
liteos menores e menos vascularizados, com fluxo sanguineo menos intenso e menor
capacidade de produzir progesterona. No entanto, tais caracteristicas ndo levaram a uma
menor taxa de concepgao.

A intensidade de fluxo evidenciou correlagdes com caracteristicas morfoldgicas do
foliculo e do CL que ndo foram encontradas na avaliacdo somente da quantidade de pixels.
Esta pode ser utilizada como avaliacdo complementar do fluxo sanguineo das estruturas
ovarianas, devendo ser trabalhada e estudada também de maneira subjetiva e mais préatica do
que a contagem de pixel de tons claros para auxiliar na predicdo de fertilidade na rotina de

programas reprodutivos.
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