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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do escore do trato reprodutivo
(ETR) na dinamica folicular e dopplerfluxometria Utero-ovariana em novilhas da raca
nelore (Bos indicus). Utilizou-se 34 fémeas que foram classificadas em trés categorias,
de acordo com o ETR: ETR 1 (novilhas com didmetro dos cornos uterinos <15mm e
com foliculos de didmetro <8mm; ETR2 (novilhas com didmetro dos cornos uterinos =
15mm e foliculos 28 mm e; ETRS3 (novilhas com didmetro dos cornos uterinos 215mm
e presenca de corpo luteo (CL). Em seguida, foram sincronizadas com protocolo a
base de progestageno/estradiol/prostaglandina para padronizacao do status folicular
e luteinico. O acompanhamento da dinamica folicular e fluxometria Utero-ovariana
foram realizadas por ultrassonografia (US) nos modos bidimensional, color doppler e
espectral doppler em 3 periodos pré-determinados: Dia 0 (DO; insercao do implante
auricular); Dia 10 (D10; deteccéo foliculo pre-ovulatério) e; Dia 18 (D18; determinacgao
da ovulacao por meio da deteccao do corpo luteo). O diametro uterino apresentou um
aumento significativo entre o DO e D10 em ambas as categorias. A taxa de ovulagéo
foi maior no ETR 3 (P<0,05). Nao houve efeito de ETR ou dia de exame na area de
vascularizagao e numero de pixels no ovario (P>0,05). Na fase de dominéncia folicular
(D10), a maior perfuséo ocorreu no ETR2, seguida pelos ETRs 1 e 3, respectivamente
(P<0,05). O IP e o IR uterinos ndo foram influenciados pelo ETR nem pelo dia do
exame (P>0,05). Entretanto, quando estes mesmos indices foram avaliados no ovario,
nota-se que o Rl manifestou efeito significativo do ETR e interacdo ETR x dia do
exame (P=0,02). As concentracées plasmaticas de progesterona ao inicio do
experimento (D0) foram maiores no ETR 3 (P<0,05) e o estradiol ndo diferiu
significativamente entre as categorias (P<0,05) na fase de dominancia folicular
sincronizada (D10). Conclui-se que o ETR influencia no crescimento folicular, na taxa
de ovulagao e na vascularizagdo dos cornos uterinos.

Palavras-chave: Bovinos, Puberdade, Fluxo sanguineo, Doppler.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the reproductive tract
scoring (RTS) on follicular dynamics and utero-ovarian doppleflowmetry in Bos indicus
heifers of nelore. Were used 34 females cattle the females were classified into three
categories, according to RTS: RTS 1 (diameter of the uterine horns <15 mm and
diameter of follicles <8 mm; RTS 2 (diameter of the uterine horns = 15mm and follicles
28 mm; RTS3 (diameter of the uterine horns 215mm and presence of CL). Then, were
synchronized with progestin/estradiol-based protocol, plus prostaglandin, for
padronization of the follicular and luteal status. The monitoring of the follicular
dynamics and utero-ovarian flowmetry was performed by B-mode, color doppler and
spectral doppler ultrasonography during three times: Day 0 (DO; ear implant insertion);
Day 10 (D10, detection preovulatory follicles) and; Day 18 (D18; determination of
ovulation by detection of corpora lutea). The uterine diameter showed a significant
increase between DO and D10 in both categories. The ovulation rate was higher in the
RTS 3 (P<0.05). There was no effect of RTS nor of examination day on vascularity and
number of pixels of the the ovary (P>0.05). In the follicular dominance phase (D10),
the higher vascularization occurred in RTS2, followed by RTS 1 and 3, respectively
(P<0.05). The uterine Pl and Rl were not affected by RTS nor by the examination day
(P>0.05). However, when these same rates were evaluated in the ovary, the Rl
showed significant effect of RTS and RTS x day (P=0.02). Progesterone
concentrations at the beginning of trial (DO) were higher in the RTS 3 (P<0.05) and
estradiol did not differ significantly between categories (P<0.05) at day of follicular
dominance (D10). It was concluded that RTS influences the follicular growth, ovulation
rate and vascularization of the uterine horns.

Keywords: Cattle, Puberty, Blood flow, Doppler.
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1. INTRODUCAO

Em bovinocultura, selecdo de fémeas jovens com base nas caracteristicas
reprodutivas tem grande impacto na eficiéncia do sistema de producao (RESTLE et
al.,1999). As novilhas de reposicao sao necessarias para manter estavel o tamanho
do rebanho e permitir o melhoramento de sua base genética (BAGLEY, 1993). Para
identificacdo de fémeas aptas a serem inseridas na estacdo monta (EM), deve-se
levar em consideragdo o peso adequado para o acasalamento, a idade e o biotipo,
deve-se avaliar caracteristicas, como desenvolvimento do trato reprodutivo e inicio de
atividade ovariana ciclica (SEMMELMANN et al., 2001).

Devido a variabilidade existente mesmo entre animais padrdao genético similar
e sob mesmas condi¢bes de manejo, ndo é possivel determinar com precisdo o
momento em que as novilhas atingirdo a puberdade (ANDERSON et al.,1991).

Apesar da selecao de novilhas de reposicao com base na idade a puberdade
ser desejavel devido sua associacao com a fertilidade e com o tempo de vida produtiva
(KASIMANICKAM et al., 2016), o uso do escore do trato reprodutivo (ETR) € um
parametro mais preciso que possibilita antecipar e direcionar estratégias de manejo
especificas ao grau de maturidade de cada novilha (HOLM et al., 2009).

A avaliacdo do ETR é um método desenvolvido por pesquisadores da
Universidade do Colorado - EUA como método indicador da puberdade em novilhas
(ANDERSON et al., 1991). Seu registro original, baseado na palpacéo retal, estimava
subjetivamente o escore de acordo com o grau de maturidade do ovario e dos cornos
uterinos, predizendo o estado de maturidade das novilhas a serem acasaladas
(PATTERSON et al., 1999). Neste modelo, a determinacdo do ETR era
complementada pela mensuragcdo ultrassonografica de estruturas ovarianas
(ANDERSON et al., 1991).

A utilizacdo da ultrassonografia (US) em modo bidimensional (modo-B)
associado a palpacéo retal tem como funcao identificar e medir estruturas ovarianas
com maior exatiddo em relacdo a palpacao retal e reduzir a probabilidade de erros
sobre o desenvolvimento reprodutivo em novilhas de corte (ROSENKRANS; HARDIN,
2003).

A US Doppler adiciona informacdes do fluxo sanguineo sobrepostas a uma
imagem ultrassonogréafica em modo-B, possibilitando coletar informag¢des anatémicas
e funcionais do local de interesse (GINTHER e UTT, 2004). A US Doppler para a
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avaliacao da vascularizacao é uma técnica que possibilita 0 maior conhecimento da
condicao anatomofisiol6gica dos érgaos genitais, em todas as fases do ciclo estral
(MIYAMOTO et al., 2006). Esta técnica permite avaliar a presenca, a diregdo e a
qualidade do fluxo sanguineo mais rapidamente do que qualquer outra técnica nao
invasiva Carvalho et al. (2008), permitindo avancos na investigacao de condicoes
fisioldgicas e patoldgicas do trato reprodutivo (HERZOG; BOLLWEIN, 2007).

Neste sentido, justifica-se buscar subsidios sobre a aplicabilidade da tecnologia
Doppler como técnica auxiliar na determinagdo da puberdade e a maturidade sexual
de novilhas zebuinas com a expectativa de desenvolver caracteristicas a serem

utilizadas como critérios de selecao de novilhas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Puberdade em fémeas bovinas

A recria de novilhas € um componente de grande importancia dentro de um
sistema de produgédo em bovinos de corte, sendo a idade a puberdade o principal fator
que determina a competéncia da fémea em sua primeira estacdo reprodutiva (DAY;
ANDERSON, 1998).

Em novilhas, a puberdade pode ser definida como momento em que ocorre a
primeira ovulagdo (LANNA, 1997). A partir desse momento, a fémea adquire
capacidade de expressar seu potencial reprodutivo. A puberdade, no entanto, nao
deve ser interpretada como um evento isolado, sendo caracterizada como a etapa
final de inumeras alteracOes fisiologicas e morfolégicas que culminam com a
capacidade de conceber e manter a gestacdo. Tanto o desenvolvimento dos 6rgaos
reprodutivos quanto da estrutura corpérea sdo necessarios para permitir uma eficiente
procriacdo, sendo estes fatores determinados fundamentalmente pela interagéo entre
a genética e o ambiente. (KINDER et al., 1995).

Moran et al. (1989) propuseram que a puberdade das novilhas é atingida
quando seu primeiro estro € seguido de uma fase luteinica normal. J& a maturidade
sexual, € quando o animal atinge a fertilidade funcional, fisiolégica e comportamental.
Segundo Pineda (2003) a idade a puberdade de uma novilha é covenientemente
definida como a idade em que aparece sinais visuais de estro pela primeira vez.
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O aumento do nivel e da frequéncia de LH em novilhas pré-puberes é um
acontecimento determinante que leva ao aparecimento de puberdade (EVANS et
al.,1992). No periodo peri-puberal, que precede a ovulagédo, a sensibilidade da
secrecao de LH ao feedback negativo diminui, permitindo o aumento da frequéncia de
pulsos de LH, estimulando o desenvolvimento do foliculo e a secrecao de estrégenos,
e este aumento dos niveis circulantes de estrogeno resulta no pico pré-ovulatério de
LH (SCHILLO et al., 1992).

Segundo Day e Anderson (1998) o aumento na secrecao de LH pela hipofise
em consequéncia do aumento da liberacdao de GnRH pelo hipotdlamo, vai gerar o
estimulo necessario para a ocorréncia da puberdade. O estradiol (E2) € um importante
regulador do eixo hipotalamico-hipofisiario-gonadal, sendo o fator responsavel pela
inducédo de uma onda pré ovulatéria de LH, ao aumentar a sensibilidade da hipoéfise
anterior ao GnRH, promovendo a sua liberacdo na corrente circulatéria (DAY;
ANDERSON, 1998).

Esse aumento na frequéncia de pulsos de LH & denominado periodo peri-
puberal, e dura aproximadamente os 50 dias que precedem a puberdade nas novilhas
(DAY et al., 1984,1987).

De acordo com Honaramooz et al. (2004), o padrao de desenvolvimento dos
orgaos reprodutivos de novilhas pré-puberes se deve as variagdes nas concentracdes
de gonadotrofinas, no crescimento folicular e, possivelmente, na producdo de
estrégeno, determinando a diferenca na velocidade de crescimento dos tecidos.

2.2 Fatores que influenciam para o inicio da puberdade
Varios fatores tém sido mostrados influenciando a fertilidade da novilha. Entre
os fatores genéticos incluidos estado: raca, idade e peso (ou ganho) a puberdade e
indicadores da fertilidade (LANNA, 2004; EMERICK et al., 2009).
2.2.1 Idade
Um dos principais fatores envolvidos no inicio da puberdade é a idade, que

caracteriza a precocidade sexual dos bovinos, e € um importante referencial nos

programas de melhoramento genético (BERGMANN et al., 1996).
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As novilhas possuem idade elevada ao primeiro parto, e a antecipagcao desta
esta diretamente ligada a eficiéncia e a lucratividade da producao de carne bovina
(MARTIN et al., 1992). Segundo Pereira et al. (2002), a idade média ao primeiro parto
em rebanhos do estado de Sdo Paulo encontra-se ao redor de 34 meses de idade,
correspondendo a uma idade a concepcao em torno de 24 — 25 meses.

Trabalhos na literatura tém demonstrado a vantagem em iniciar mais cedo a
vida reprodutiva das novilhas. Segundo Martin et al. (1992), o desempenho
reprodutivo das fémeas depende da idade em que essas parem pela primeira vez, e
novilhas que parem mais cedo tém maior vida produtiva que as fémeas mais tardias.
Entre as vantagens de emprenhar as novilhas mais jovens estdo: menor tempo para
obter retorno do investimento, longevidade da matriz , aumento do numero de
bezerros e selecdo mais rapida das fémeas por reduzir o intervalo entre geracdes
(SHORT et al., 1994; MATTOS et al., 1984).

A idade ao primeiro parto € uma caracteristica que pode ser utilizada como
critério de selecao, por estar relacionada com a puberdade dos animais e a obtencao
desta caracteristica ndo implica em custo para o sistema. Gressler et al. (1998)
encontraram que a herdabilidade para data ao primeiro parto de novilhas Nelore é de
0,11, enquanto Mac Neil et al. (1984) verificaram que a herdabilidade para idade a
puberdade é relativamente alta (0,61). A média das estimativas de herdabilidade para
a antecipagéo da idade a primeira cria de fémeas Nelore expostas ao touro aos 14
meses foi de 0,19, sugerindo a possibilidade de resposta a selecao para esse critério
(PEREIRA et al., 2001). Dessa forma, a antecipacao da idade reprodutiva das fémeas
pode ser obtida ao selecionar as novilhas para menor idade ao primeiro parto, uma
vez que a identificacdo da idade a puberdade apresenta dificuldades praticas para a
aplicacao em criagdes extensivas (BERGMANN, 1993).

Para que o primeiro parto ocorra aos dois anos de idade, é necessario usar
uma combinacdo que envolva o aspecto nutricional, peso ideal e selegcao para
puberdade precoce (TRAN et al.,1988), o que é um grande desafio para a pecuaria
brasileira.

2.2.2 Fatores Genéticos
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Existem importantes diferencas na fisiologia € no comportamento reprodutivo
entre Bos taurus e Bos indicus, entre elas a idade a puberdade. Em novilhas taurinas
a puberdade geralmente acontece entre 10 - 15 meses e 270 — 350 kg de peso
corpdreo, com o parto estimado para 24 - 26 meses de idade (FERRELL, 1982). Nos
zebuinos a puberdade acontece em idade mais avancada € com maior peso em
relagdo ao peso adulto (DOBSON et al.,1986), variando em torno de 22 a 36 meses
(SOUZA et al.,1995), refletindo na idade a primeira cria, que nesses animais pode ser
aos 44 - 48 meses de idade (NOGUEIRA, 2004). De acordo com Martin et al. (1992)
e Bagley (1993), fémeas de racas que apresentam porte maior quando adultas
apresentam puberdade mais tardiamente do que fémeas de racas que apresentam

menor porte quando adultas.

Novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus) apresentaram puberdade mais
velhas e mais pesadas que novilhas taurinas (PERRY et al.,1991), porém mais novas
que novilhas zebuinas (RESTLE et al., 1999). Segundo Galina et al. (1989), o efeito
aditivo do cruzamento entre racas pode ser visto na idade da primeira ovulagéo, que
decresceu de 22 para 15 meses de idade em fémeas Zebu cruzadas com machos Bos
taurus. A puberdade precoce em animais oriundos de cruzamentos entre o Zebu e
Bos taurus pode ser atribuida a heterose entre as racas (MARSON et al., 2001;
RESTLE et al., 1999).

Trabalhando com fémeas da raca Nelore, Meirelles (2004) obteve estimativa
média de herdabilidade para a probabilidade de prenhez precoce igual a 0,32 e Eler
et al. (2002) consideram que a utilizacao da idade a primeira prenhez de novilhas,
como critério de selegao, tem apresentado boas estimativas de herdabilidade (0,57).
A genética dos animais associada ao nivel nutricional alto (outono/inverno pés
desmama) € eficaz em determinar a eficiéncia das novilhas em ficarem prenhes aos
14 meses de idade. Segundo Rocha et al. (2002), novilhas cruzadas com maior grau
de sangue zebuino (3/8 Nelore — Hereford) apresentaram menor eficiéncia em
emprenharem quando comparadas a novilhas com maior percentual taurino (Hereford
e 1/4 Nelore — Hereford) em estacdo de monta de 77 dias (41,8% vs. 66,2%,
respectivamente). Da mesma forma, Patterson et al. (1991) trabalhando com fémeas
Bos taurus e Bos taurus x Bos indicus, observaram maior propor¢do de novilhas
puberes no inicio da estacdo de monta (93,0% vs. 67,0%, respectivamente) e maiores
taxas de prenhez apdés 45 dias de estacdo de monta (89,0% vs. 71,0%,
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respectivamente) para novilhas Bos taurus. Restle et al. (1999), mostraram que
independente da idade (12, 18, 24 ou 28 meses) fémeas Nelore apresentam menor
porcentagem de puberdade (0% vs. 7,2%; 16,7% vs. 50,6%; 25,0% vs. 68,2%;
70,0%vs. 100%) quando comparadas as novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos indicus).

2.2.3 Peso e nutricao

No Brasil a recria € realizada basicamente em sistemas com pastagens. Isto
determina que o desenvolvimento corporal fique dependente das condigdes
climaticas, apresentando periodos com bons ganhos de peso e outros com
crescimento lento ou mesmo perda de peso, tendo como consequiéncia direta idade
tardia a puberdade e maior idade a primeira cria.

A restricao alimentar atrasa o inicio da puberdade por suprimir a pulsatilidade
de LH que é necessaria para o crescimento dos foliculos ovarianos até o estagio
préovulatério (YELICH et al.,1996). Além de reduzir a secrecao de LH, a restricdo da
ingestdo de alimentos também diminuiu as concentragdes de IGF-1 resultando em
menor producao de estradiol e ndo ovulagéo (YELICH et al., 1996). A realimentacao
de animais em anestro nutricional modifica o sinal metabdlico, restabelecendo a
secrecao pulsétil de LH, aumentando o diametro do foliculo dominante, e permitindo
a ovulacao (WETTEMANN et al., 2000).

Geralmente racas de maior porte sdo mais tardias e mais pesadas quando
atingem a puberdade (MARTIN et al., 1992). Segundo Hess (2002), novilhas de corte
precisam atingir cerca de 60 a 65% do peso vivo da idade adulta para alcancarem a
puberdade. Novilhas de reposicdo devem ser desmamadas com 0O maior peso
possivel, de acordo com os padrdes da raca sem, entretanto, tornarem-se obesas
visto que o0 excesso de tecido adiposo em novilhas durante a fase pré-desmama pode
resultar em redugé@o do desempenho subsequente desses animais (BAGLEY, 1993).
Em varios experimentos foi detectado efeito do ganho de peso p6s-desmame sobre a
idade a puberdade. Foi demonstrado que aumentar a taxa de ganho de peso das
novilhas durante o periodo pds-desmame antecipa a puberdade (BUSKIRK et
al.,1995; HALL et al.,1995; LAMMERS et al.,1999; QUINTANS et al., 2004), além de
trazer outros resultados positivos como aumento das taxas de concep¢ao na primeira
cobertura (FLECK et al.,1980; BUSKIRK et al.,1995), aumento na producéo de leite
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(FERRELL.,1982; BUSKIRK et al.,1995), e aumento no peso dos bezerros ao
desmame (FERREL, 1982). Ja a diminuicdo do ganho de peso teve como resultado
atraso da puberdade (QUINTANS et al., 2004). Gasser et al. (2006), relataram que
fémeas Bos taurus desmamadas precocemente (73 = 3 dias), alimentadas com dieta
de alto concentrado e ganhos de 1,27 £ 0,05 kg/dia, tornaram-se puberes mais novas
e mais leves (262 + 10 dias e 327 = 17 kg) do que novilhas controle que receberam
dieta com baixo nivel de concentrado e com ganhos de 0,85 + 0,05 kg/dia (368 + 10
dias e 403 + 23 kg). Segundo os autores, os mecanismos pelo qual a boa nutricao
permite puberdade precoce é o aumento na secrecao de LH, aumentando o
desenvolvimento folicular, e diminuindo a retro alimentagdo negativa do estradiol na
secrecdo de LH (DAY et al.,1987).

Laster et al. (1972) observaram que novilhas que ficaram gestantes aos 15
meses de idade eram mais pesadas do que aquelas que ndao conceberam, na mesma
idade. Cunningham et al. (1981) mostraram que novilhas mais pesadas ou que tiveram
ganho de peso maior apos a desmama tiveram maiores taxas de concepg¢ao aos dois
anos, do que novilhas mais leves ou de crescimento mais lento. No Brasil,
Semmelmann et al. (2001), avaliando o crescimento e desempenho reprodutivo de
480 bezerras Nelore dos 7,5 meses até o acasalamento aos 17/18 meses de idade,
sob diferentes sistemas de suplementacao nutricional no periodo mais seco do ano
(entre os meses de maio e outubro), observaram que novilhas prenhes no final da EM,
eram novilhas mais pesadas tanto no inicio quanto no fim da EM.

Sob o ponto de vista nutricional, o cruzamento do Zebu com racas taurinas
aumenta a demanda energética, podendo limitar a produtividade. A idade da primeira
ovulacao em animais oriundos de cruzamento entre ragas (5/8 Charolés e 3/8 Zebu)
e alimentados com forragens de baixa qualidade foi a mesma, quando comparado a
fémeas Zebu mantidas sob o0 mesmo regime alimentar (ALENCAR et al., 1987).
Portanto, o0 ganho de peso adequado é necessario para que novilhas atinjam a
puberdade e apresentem ciclos estrais normais. A subnutricdo, tanto quanto a
superalimentacéo influenciam significativamente no estabelecimento da puberdade
em novilhas. A subnutricdo dos animais em fase de crescimento determina atraso na
puberdade, baixas taxas de concepgao, subdesenvolvimento da glandula mamaria e
reducao na producao leiteira (PATTERSON et al.,1992).
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2.3 Hormonios

Quanto as concentracbes hormonais, a dosagem da concentracdo de
progesterona, esta associada com a idade a puberdade, como descrito por
Honaramooz et al. (1999). Nesta medida, se define que a primeira vez que o nivel
plasmatico de progesterona excede 1,0 ng/ml, ocorre a primeira ovulagdo, indicativo
da puberdade da novilha. Este critério foi bem estabelecido em vacas e novilhas Bos
taurus ciclicas e que tinham corpo luteo funcional produzindo concentragao plasméatica
de progesterona acima de 1 ng/ml (MILVAE e HANSEL, 1983; HOFFMANN e
SCHULLER, 2002). Entretanto, a glandula adrenal também é capaz de produzir
quantidade significativa de progesterona quando estimulada por elevada
concentracao de ACTH (WILLARD et al.,2005). O comportamento mais irrequieto e
agressivo principalmente em manejos mais intensivos, como colheita de sangue, é
observado em animais Bos indicus (FORDYCE et al.,1988; VOISINET et al.,1997;
MONTEIRO et al., 2009) e isso pode ser um fator que contribui para o aumento da
concentracao de P4 circulante em novilhas Bos indicus pré-puberes, porque esse tipo
de comportamento vai aumentar a secrecao e a concentracdo de ACTH e cortisol
circulante (CURLEY et al., 2008). Resultados semelhantes foram relatados em
novilhas cruzadas Brahman (COOKE ARTHINGTON, 2009) e Nelore prépuberes
(CLARO JUNIOR et al., 2010). Embora, no exame por US o corpo luteo estava
ausente, algumas novilhas apresentaram niveis de progesterona plasmatico acima de
1 ng/ml (CLARO JUNIOR et al., 2010). Esses autores concluiram que apenas utilizar
a avaliacao da concentracao plasmatica de progesterona para determinar o inicio da
puberdade em novilhas Bos indicus, pode resultar numa falsa interpretacdo de
puberdade em novilhas pré-puberes e que a avaliagéo do “status” de puberdade deve

sempre estar associada com a avaliagcao ovariana através de US.

2.4 Escore do trato reprodutivo (ETR) em novilhas

Para identificar e acasalar novilhas precocemente é necessario fazer o uso de
recursos para a obtencao de resultados satisfatérios (NUNEZ-DOMINGUEZ et al.,
1991). Dentre estes, se destaca considerar o peso corporeo, as condicdes de manejo

no pré e pés-desmame, na pré-concepgao, o manejo alimentar, e também fatores
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diretamente ligados ao trato reprodutivo, tais como mensuragdes dos cornos uterinos,
ovarios e dosagem de progesterona (P4).

Na perspectiva de padronizar a metodologia de avaliacdo de novilhas de corte,
Anderson et al. (1991) desenvolveram um método para definir o Escore do Trato

Reprodutivo (Quadro1).

Quadro 1- Descricao do Escore do Trato Reprodutivo (ETR) em novilhas de corte

ETR Cornos uterinos Ovario
Comprimento Altura Largura Foliculos
------------------------ (MM)=-mmmmememcnee e aeees
1 Imaturo <20 mm 15 10 8 Ausente
de didmetro, sem
tbnus
2 20-25 mm de 18 12 10 8 mm
diametro, sem
tbnus
3 25-30 mm de 22 15 10 8-10 mm
diametro, leve
tbnus
4 30 mm de 30 16 12 >10 mm
diametro, bom
tbnus
5 >30 mm de >32 20 15 >10 mm,
didmetro, bom com corpo
tbnus lUteo

Fonte: Anderson et al. (1991)

Este método envolve a palpagédo dos cornos uterinos e estruturas ovarianas
pelo reto e € pontuado de 1 a 5. A partir destas informagdes, Patterson et al. (1999)
definiram que novilhas classificadas entre os escores 1, 2 e 3 seriam consideradas
pré-puberes e aquelas classificadas entre 4 e 5 seriam consideradas puberes, estas
ultimas apenas diferindo quanto ao estagio do ciclo estral em que se encontram no
momento da realizagéo do exame (fase folicular vs luteinica).

Patterson et al. (1999) associaram as caracteristicas de cada escore de trato
reprodutivo com o modelo conceitual desenvolvido por Day e Anderson (1998) para o
inicio da puberdade. O ETR 1 é atribuido a novilhas com utero e ovarios pequenos
desprovidos de estruturas significativas, sem apresentar ténus, novilhas com ETR 1
provavelmente estdo mais distantes da puberdade, se caracterizam pela baixa
frequéncia de pulsos de LH, devido ao fato de que o hipotalamo e a hipéfise ainda séo
altamente sensiveis ao feedback negativo do estrogénio. Novilhas com ETR 2 estédo

mais perto da puberdade que aquelas de ETR 1, devido principalmente aos maiores
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cornos uterinos e ovarios. Novilhas com ETR 3 sédo consideradas muito proximas a
ciclicidade ovariana baseado em maior tdnus uterino e foliculos palpaveis. Pontuacdes
de trato reprodutivo 2 e 3 s&o associados com a peri puberdade, fase que €
caracterizada pela diminuicdo do feedback negativo de estrogénio, provocando
aumentos na frequéncia de pulsos de LH, crescimento folicular e secrecdo de
estradiol. O declinio do feedback negativo de estrogénio e aumento da secrecao de
LH resulta em aumento significativo no crescimento folicular e elevada concentracéo
de estradiol, sendo suficiente para induzir o estro e o pico pré-ovulatorio de LH.
Novilhas com ETR 4 sao consideradas ciclicas, indicado pelo tdbnus e tamanho do
utero, consolidacao da curvatura dos cornos uterinos e presenca de um foliculo pré-
ovulatério. Novilhas com ETR 5 sdo semelhantes a novilhas com ETR 4, exceto pela
presenca de corpo luteo.

Anderson et al. (1991) recomendaram o uso do ETR como uma forma de
determinar o estagio de desenvolvimento reprodutivo antes da estacdo de
acasalamento; como indicador das exigéncias nutricionais das novilhas antes da
estacdo de acasalamento permitindo um manejo nutricional diferenciado para aquelas
novilhas que menor ETR; e como ferramenta de selecao para idade a puberdade,
representando uma medida de variacdo genética da idade a puberdade dentro de uma
populacdo (HOLM et al., 2009). O ETRpode ser util também, na determinacédo do
protocolo de sincronizagédo de estros mais adequado a ser adotado (PATTERSON et
al., 1999).

O ETR, como um método de selecao tem sido correlacionado também com a
taxa de prenhez em programas de sincronizagao de estro, e tem uma herdabilidade
estimada em 0,32 (ANDERSON et al., 1991). Holm et al. (2009) avaliaram o valor do
ETRcomo preditor de resultados de fertilidade e producao de novilhas, concluindo que
apesar de ser uma medida subjetiva, justificou mais claramente a variacao dos
resultados de fertilidade do que medidas objetivas como peso corporal e idade.

Montanholi et al. (2004) observaram que apds a estacao de monta, houve uma
maior taxa de prenhez nas novilhas que apresentavam maiores ETRs, bem como uma
maior concentragao de partos no inicio da estacédo de parigao.

Segundo Rosenkrans e Hardin (2003) o ETR apresenta alta repetibilidade para
o0 mesmo avaliador e moderada entre avaliadores, quando se compara a palpacéo
retal vs US para identificacdo do estado puberal em novilhas. Essas medidas foram
semelhantes, porém a palpacéao retal foi menos especifica para diferenciar animais
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puberes de ndo puberes, em relacdo a US. Esses mesmos autores recomendam que,
quando somente palpacao retal € usada, o ETR seja feito como forma de triagem do
status reprodutivo do rebanho.

A avaliagdo do ETR realizada previamente a temporada reprodutiva, evita que
animais com baixo potencial reprodutivo sejam utilizados, 0 que poderia acarretar em
maiores custos com manejo da reproducdo (ROSENKRANS e HARDIN, 2003).

Em estudo de Dahlen et al. (2003), ap6s uma avaliagcdo previa,
aproximadamente 40 dias antes do inicio da temporada de reproducdo, foram
removidas do grupo experimental todas as novilhas com ETR igual a 1. Com isto, foi
observada uma elevagéo na porcentagem de estros, conforme aumentava o escore
do trato reprodutivo das novilhas, até alcangar pontuacéao igual a 4 (26, 38, 63 e 50%
de estros, para ETRs 2, 3, 4 e 5, respectivamente).

O ETR é um método que apresenta uma sensibilidade de aproximadamente
82%, onde com 18% de falsos negativos, algumas novilhas examinadas podem ser
classificadas como pré-puberes, quando na verdade sdo puberes (ROSENKRANS e
HARDIN, 2003). Essa taxa € devida ao fato da incapacidade de identificar corpo luteo
cavitério por palpagéo retal, o que pode ser reduzido associando a ultrassonografia a
palpacéao retal e assim poder servir como ferramenta de descarte de novilhas nao

puberes.

2.5Ultrassonografia na avaliagdo do trato reprodutivo de fémeas

A palpacéo retal é a técnica mais utilizada para a avaliagdo do sistema genital
de bovinos, porém possui limitagdes como método de avaliacdo ou diagnostico de
corpo luteo (FERREIRA, 2010). O uso da US nos estudos de reproducao bovina
revolucionou o conhecimento da fisiologia reprodutiva (BARROS e VISINTIN, 2001).
As pesquisas geradas com o uso das imagens de ultrassom esclareceram a
complexidade do processo reprodutivo nas fémeas bovinas, como a dinamica do
desenvolvimento folicular, a formac¢do do corpo luteo e o desenvolvimento fetal
(VASCONCELOS e SANTOS, 2006).

O diagnéstico ultrassonogréfico € uma forma pouco invasiva, de acesso visual
da cérvix, utero e ovarios, para a avaliagdo do trato reprodutivo da fémea bovina
(KASTELIC et al., 1988).
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Segundo Pierson e Ginther (1987), a US bidimensional convencional tendeu a
superestimar em mais ou menos um foliculo, o nimero de foliculos maiores que 2mm
em diametro por ovario, em relagdo a técnica do slice (disseccao realizada através de
cortes). Neste contexto a US demonstra ser uma técnica segura para estimar a
populacéao folicular ovariana maior ou igual a 2 mm, e detectar CLs maduros e suas

cavidades.

2.6 Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia bidimensional convencional (modo-B ou escala de cinza)
tem sido amplamente utilizada na reprodugéo bovina, com a finalidade de obter
informacgdes funcionais e estruturais do tecido avaliado. A US Doppler, por sua vez,
adiciona informacdes sobre o fluxo sanguineo, possibilitando avaliar a hemodinamica
do local de interesse (GINTHER e UTT, 2004). Esta ferramenta de avaliacdo nao
fornece apenas informagdes atuais da estrutura, como também pode ser capaz de
predizer condicdes futuras, como o potencial de dominancia de um foliculo ou ainda
sua capacidade ovulatéria (GINTHER, 2007).

A tecnologia Doppler se baseia na mudanca de frequéncias, que consiste na
diferenca entre a frequéncia que transmite as ondas ultrassénicas do aparelho ao
tecido e o eco recebido pelo transdutor derivado do movimento dos vasos, ou seja,
movimento das células vermelhas que aumentam ou diminuem em direcao ao
transdutor (GINTHER et al., 2004).

Esta tecnologia vem sendo utilizada para diversas areas e fungdes. O Doppler
vem sendo empregado em humanos mais rotineiramente do que em animais. Em
animais, a tecnologia Doppler vem sendo utilizada ha menos tempo, porém ja existem
trabalhos que discutem a avaliacdo da vascularizagao ovariana (ACOSTA et al. 2002,
2003, 2005; MIYAMOTO et al.,2005) e da avaliacdo da circulacdo sanguinea
distribuida pelo utero durante os diferentes estagios do ciclo estral e durante a
gestacao (BOLLWEIN et al., 2000, 2002). Estudos relacionados ao Doppler
descreveram técnicas de diagndstico de cistos, avaliacao da funcao do CL, avaliacao
precoce de diagnostico de gestagao, diagndsticos precisos de morte fetal e melhor
avaliacao de respostas superovulatérias (MATSUI e MIYAMOTO, 2009).
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Atualmente existem trés tipos de Doppler, sendo eles o Pulsado ou Espectral,
o Color Doppler e o Power Doppler, cada um com sua finalidade (SZATMARI et al.,
2001).

2.1.1 Doppler Pulsado ou Espectral

No modo espectral, avaliam-se as variacoes de fluxo sanguineo através de
gréficos. Estes gréaficos, também chamados de spectrum, fornecem ao operador,
diferentes valores de velocidades de fluxo. No grafico, a linha de base horizontal
representa o fluxo zero, o fluxo em direcdo ao transdutor é representado acima da
linha de base e abaixo desta linha é demonstrado o fluxo em direcdo oposta (FINN-
BODNER e HUDSON,1998; SZATMAR!I et al., 2001).

No modo Doppler Espectral, a avaliagdo hemodinadmica do Utero pode ser feita
a partir dos grandes vasos, como as arterias uterinas (BOLLWEIN et al.; 1998), ou a
partir de vasos menores, localizados no endométrio, mesométrio e miométrio, por
meio de avaliagbes subjetiva ou objetiva, que disponibilizam informacdes especificas
da area avaliada (SILVA et al., 2005), possibilitando o célculo de valores exatos de
velocidades de fluxo sanguineo e indices Doppler vasculares e teciduais (GINTHER
e MATTHEW, 2004).

A andlise quantitativa da onda espectral € baseada na mensuragdo das
velocidades do fluxo sanguineo de uma artéria especifica: velocidade de pico sistolico
(PS), velocidade diastélica final (VD) e velocidade maxima média (TAVM). O valor
maximo ao longo do grafico espectral é representado pelo PS, a velocidade final de
um ciclo cardiaco é representada pelo VD e a média de todas as velocidades maximas
de um ciclo cardiaco é indicada pelo TAVM (GINTHER, 2007).

A adequada mensuracéo das velocidades de fluxo sanguineo é dependente da
correta angulagdo entre o transdutor e o respectivo vaso (angulo de insonacao).
Alteragdes no angulo de insonagao podem ter efeitos drasticos sobre os valores
absolutos das velocidades de fluxo sanguineo de um vaso (GINTHER, 2007).

A pouca utilizagdo do modo espectral na avaliagdo ovariana em bovinos é
devida a dificuldade de conteng¢ao do animal e principalmente pelo pequeno tamanho
dos vasos, além da necessidade de ajuste do angulo de avaliagédo entre 0os vasos € 0
transdutor (ACOSTA e MYIAMOTO, 2004). Desta forma, para o calculo da velocidade
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sanguinea do trato reprodutivo € mais utilizado a mensuragéo dos indices Doppler,
pois sdo mais fidedignos para o calculo da velocidade sanguinea em vasos pequenos
ou tortuosos.

2.1.2 Color e Power Doppler

Através do modo Doppler colorido ou Color Doppler € possivel estimar a
perfusdo sanguinea tecidual em tempo real, considerando a percentagem de tecido
com pixels coloridos durante o exame (GINTHER e MATTHEW, 2004). Sendo este
modo representado por mais de uma coloragdo em sua imagem que nao representa
necessariamente o sangue arterial ou venoso e sim o fluxo que esta indo em direcao
ao transdutor ou em direcdo contréria.

No modo Color Doppler, a diferenca Doppler é transmitida ao monitor em forma
de cores. Se esta diferenca for positiva, ou seja, quando o fluxo sanguineo ocorre em
direcao do transdutor, 0o mesmo € representado pela cor vermelha. Se ela for negativa,
quando o fluxo ocorre em dire¢ao contraria ao transdutor, este é representado pela
cor azul. Essas tonalidades de cores podem ser mais ou menos intensas, dependendo
da intensidade e amplitude do fluxo sanguineo (HERZOG e BOLLWEIN, 2007). A cor
vermelha varia do vermelho escuro para o laranja e amarelo, enquanto a porcéo azul
parte do azul escuro para azul esverdeado. Um deslocamento do centro da barra
(demarcacédo entre vermelho e azul) para as extremidades (superior e inferior)
representa aumento na velocidade do fluxo. Ou seja, na US Doppler, a legenda de
cores expressa a velocidade do fluxo sanguineo dentro do vaso. Cores mais claras
representam fluxo mais rapido enquanto tonalidades mais escuras representam fluxo
mais lento (GINTHER, 2007). Sendo que a onda emitida pelo transdutor pode ser
programada pelo operador e o melhor angulo utilizado para obtencao de uma melhor
imagem Doppler encontra-se entre 30° e 60° (GINTHER et al., 2004).

Diferente da avaliacdo espectral, o Color Doppler é um método mais
simplificado, consumindo menor tempo de exame, sendo a preferida pelos
profissionais que atuam no campo. Na avaliagcdo Doppler é possivel também utilizar o
modo Power Doppler, onde apenas uma cor € apresentada e as variagdes nos sinais
de Doppler se apresentam como diferencas na intensidade dos pontos coloridos
(GINTHER et al., 2007).
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No Power Doppler a imagem € semelhante ao modo Color, no entanto observa-
se somente uma cor (laranja) e seu sombreamento dentro da caixa de cor (SZATMARI
et al., 2001). O brilho colorido esta relacionado ao numero de células sanguineas em
movimento e ndo a velocidade (NYLAND e MATTOON, 2005). Esta técnica nao traz
nenhuma informacao sobre a direcdo ou velocidade do fluxo sanguineo quando
comparado a técnica de imagem do Doppler colorido, sendo utilizado para detectar
vasos finos ou com fluxo muito lento (SZATMARI et al., 2001).

De acordo com Ginther (2007), a principal diferenca entre o Color e o Power é
o0 modo como a imagem € formada, enquanto o primeiro avalia a velocidade, o
segundo utiliza a intensidade da estrutura em deslocamento. O modo Power
apresenta como principal vantagem uma maior sensibilidade a fluxos sanguineos
discretos. Adicionalmente, imagens coloridas pelo Power sdo menos afetadas por
artefatos (GINTHER, 2007). Desta forma, recomenda-se a utilizacdo do Doppler modo
Power Doppler para a avaliacdo de vasos de pequeno diametro e baixo fluxo

sanguineo, como os presentes no trato reprodutivo (FERREIRA et al., 2011).

2.1.3 Indices Doppler

Informacdes sobre a impedancia vascular ndo podem ser obtidas apenas pela
velocidade absoluta, por isso foram desenvolvidos os indices Doppler (NOVELLAS et
al., 2007). Esses indices comparam o fluxo durante a sistole e a diastole, sendo razdes
das velocidades obtidas do espectro Doppler (NOVELLAS et al., 2007; CARVALHO,
2009). Por isso, ao contrario da analise isolada da velocidade, os indices tém como
vantagem a independéncia da corre¢dao do angulo, sendo usados para avaliacéo de
vasos muito pequenos e tortuosos em que é dificil a corregdo do angulo (NELSON e
PRETORIOS, 1988). Desta forma, os indices de resisténcia (IR) e o de pulsatilidade
(IP) Doppler sdao uma alternativa para minimizar os erros de mensuragao das
velocidades do fluxo sanguineo, por ndo dependerem do angulo de insonacao
(GINTHER e UTT, 2004).

Os IR e IP sado gerados pelas equagbes [(PSV-EDV)/PSV)] e [(PSV-
EDV)/TAMV)], respectivamente, e sdo especialmente Uteis em mensuragdes de fluxo
sanguineo de vasos de pequeno calibre e tortuosos, que ndo permitem a estimagao

dos valores reais do fluxo sanguineo (SILVA, 2010).
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O IR e o IP arterial apresentam correlacdo negativa com a perfusdo vascular
do tecido irrigado pelo mesmo, ou seja, quanto menor IR e IP maior sera a perfusao
vascular no tecido suprido por aquele vaso (GINTHER, 2007). Os valores de IR e IP
podem variar de 0 a 4, onde 0 indica auséncia de alteragao e 4 alteragdo maxima
(GINTHER e MATTHEW, 2004).

Silva et al. (2005) relatam que os valores do IR e IP podem ser utilizados para
a avaliagdo do trato reprodutivo, pois ndo sao influenciados pela angulagéo da probe
em relacdo ao vaso. Devido a grande tortuosidade das artérias presentes no utero e
ovarios, nao é possivel determinar seus respectivos angulos de insonacgao (SILVA et
al., 2005).

O aumento na velocidade diastdlica leva a um correspondente aumento do
fluxo sanguineo e reducédo dos IR e IR (RIESEN et al., 2002). Portanto, a baixa
resistividade de fluxo sugere alto metabolismo e altas resisténcias sugerem baixo
metabolismo. Ja IR aumentados reduzem o fluxo diastélico. Dependendo da alteracéao
que esta ocasionando o aumento da resisténcia, pode-se encontrar até auséncia de
fluxo diastélico ou a chamada diastole zero (CARVALHO, 2009).

A vantagem do IR é sua alta sensibilidade para diferenciar tracados anormais,
porque o denominador nunca se torna zero, permitindo sempre a obtencdo de um
valor para este indice. O IP tem como vantagem o fato de levar em conta a velocidade
média, que reflete o que ocorre durante todo o ciclo cardiaco, e ndo em apenas um
momento especifico como o IR (NELSON e PRETORIUS, 1988).

Os indices Doppler também podem ser utilizados para avaliagdo dos vasos em
tumores, sendo encontrados aumentos significativos do IR e do IPem nddulos
malignos da tireoide humana em relacdo aos nddulos benignos e aos vasos
sanguineos normais (ZHOU et al., 2012).

Embora esses indices sejam Uteis, € importante ter em mente que essas
medidas sao influenciadas nao apenas pela resisténcia ao fluxo nos vasos periféricos,
mas por muitos outros fatores, inclusive a frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea,
comprimento e elasticidade dos vasos, bem como, pela compressao organica
extrinseca (MERRITT, 1999).

Além disso, o uso de alguns farmacos como sedativos, anestésicos e
medicamentos cardiovasculares podem atuar no sistema vascular alterando sua
resisténcia (CARVALHO, 2009). Estudos em humanos também mostram que os

indices podem variar de acordo com a idade, sendo encontrado IR mais elevado em
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criancas e idosos (GRANATA et al. 2009). Portanto, a interpretacao deve considerar
sempre todas essas variaveis (CARVALHO, 2009).

2.8 Ultrassonografia Doppler na avaliagdo do trato reprodutivo de fémeas

A US Doppler tem sido aplicada para avaliagao do trato reprodutivo de grandes
animais, pois permite a realizagdo de um exame em tempo real e de maneira néo
invasiva da perfusdo sanguinea uterina e ovariana (BOLWEIN et al., 2003; GINTHER
et al., 2007).

E de grande importancia o estudo da hemodinamica do trato reprodutivo de
fémeas, sendo o sistema vascular responsavel pelas trocas de nutrientes, gases,
hormonios, fatores de crescimento e excrecdes entre tecidos e 6rgaos (FABER e
THORNBURG, 1983). Herzog e Bollwein (2007) relataram o uso da US Doppler
colorido como ferramenta para investigacdo do fluxo sanguineo genital. Por meio
dessatécnica, a perfusdo sanguinea dos ovarios e do utero pode ser acessada, sendo
as imagens avaliadas subjetivamente ou objetivamente (GINTHER, 2007).

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

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

Neste contexto, a US Doppler tem se mostrado como um método inovador,
ainda pouco usado e mais sensivel na avaliacdo da vascularizacdo do trato

reprodutivo de fémeas bovinas.

2.9 Hemodinamica uterina, ovariana e luteal

E sabido que uma pobre perfusio uterina pode ser a causa de infertilidade em
fémeas, estudos realizados em mulheres demonstraram que uma baixa perfusao



30

uterina durante a fase luteinica esta associada com uma baixa taxa de concepcgao
(BOLLWEIN et al., 1997). Estudos visando verificar a influéncia da perfusdo uterina
em programas de fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrides em mulheres
observaram um feito negativo no sucesso dessas técnicas em mulheres que
apresentavam uma perfusdo uterina reduzida (CACCIROTE et al., 1996; STEER et
al., 1992).

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

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

O desenvolvimento do foliculo ovariano esta intimamente relacionado com o
desenvolvimento de uma rede vascular na camada da teca, que fornece nutrientes,
hormdnios e oxigénio para suportar o crescimento folicular e a esteroidogénese. Ja
na camada granulosa, ndo ha vasos sanguineos, os metabolitos alcangam o ambiente
intra folicular por difusdo (VIANA et al., 2013).

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

Mudangas no fluxo sanguineo e na sua intensidade promovem alteracdes
diretas na biossintese de E2 e P4 (MURDOCH et al., 1986; ACOSTA et al., 2002). No
CL, também é essencial uma boa vascularizacao, pois esta fornece substrato para a
biossintese de P4 e horménios esterdides pelas células luteinicas. Dessa forma, a
circulacdo sanguinea é vital para que o CL mantenha suas propriedades funcionais
(BOLLWEIN et al., 2002).
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Segundo Wiltbank (1994) o fluxo sanguineo para o CL € maior do que para
qualquer outro tecido no corpo. No diestro, de 65 a 95% do fluxo sanguineo do ovario
é destinado ao CL. Um estudo recente com éguas caracterizou a relagcado entre a
perfusdo sanguinea com o desenvolvimento (estrutural e funcional) do CL (GINTHER
et al., 2007).

Nao existe uma relacdo entre o diametro luteinico e as mudancas do fluxo
sanguineo da artéria ovariana ipsilateral ao CL, sugerindo que o processo de
neovascularizagao nao esta associado as dimensdes do CL (BOLLWEIN et al, 2002).
Durante o desenvolvimento inicial do corpo lateo, o fluxo sanguineo aumenta
paralelamente ao aumento da concentracao circulante de progesterona, sendo entao
a vascularizagdo associada ao potencial em produzir progesterona (ACOSTA et
al.,2003).

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

Alteracbes estruturais e funcionais que ocorrem no foliculo podem estar
associadas com um aumento local de fluxo sanguineo no foliculo pré-ovulatério que
levaria a maior suprimento de gonadotrofinas e outros fatores hormonais nessessarios
para a maturagao folicular (ACOSTA et al., 2003; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).
Miyamoto et al. (2006) confirmaram que as mudangas estruturais e funcionais
causadas pelo LH em foliculos maduros estdo associadas ao aumento do fluxo
sanguineo na parede dos foliculos.

Ginther (1992) e Christensen (2011) relataram um aumento do estradiol no
inicio do diestro em éguas, que pode coincidir com a elevagédo da irrigagao uterina
neste mesmo momento. Diferentemente do observado em éguas, em vacas houve
uma correlagdo positiva do E2 com o fluxo sanguineo da artéria uterina ao longo do
ciclo estral (BOLLWEIN et al.,2000), enquanto em ovelhas nao foi encontrada
correlacao deste horménio com a perfuséo vascular do utero (ROMAN-PONCE et al.,
1983; SPRAGUE et al., 2009).
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Em éguas, assim como em outras espécies, o Utero sofre alteracdes fisioldgicas
ao longo do ciclo estral, sendo o estagio deste diretamente relacionado a perfusao
vascular uterina (BOLLWEIN et al., 1998; 2002). Estas alteragdes sao reguladas pelos
horménios esteroidais (estradiol e progesterona) e por uma rede de complexas
interagdes entre fatores de crescimento locais, secretados pelo epitélio e estroma
uterinos (ROMAN-PONCE et al.; 1983; BOLLWEIN et al.; 2002; SAGSOZ e
SARUHAN, 2011). O E2 € um hormdnio esteroidal que, conhecidamente, apresenta
efeito vasodilatador (FORD, 1982; GINTHER, 1992).

Quando estudadas as concentragdes plasmaticas da P4, estas nao se
correlacionaram a perfusao vascular uterina ao longo do ciclo estral tanto em éguas
quanto em vacas (BOLLWEIN et al., 2000; 2002). Ja na mulher existe uma alta
correlagao positiva da P4 com a irrigacéo uterina, apenas durante o diestro (RAINE-
FENNING et al., 2004). Ao analisar a relagdo existente entre os hormdnios esteroidais,
em ovelhas, vacas e porcas houve uma alta correlacdo do fluxo sanguineo uterino
com a relagdo E2/P4 (FORD, 1982; ROMAN-PONCE et al., 1983; SPRAGUE et al.,
2009).

Em um estudo realizado por Bollwein et al. (2002), nao foi verificada relacéao
entre as concentracdes plasmaticas de estrogeno e a variacao no indice de resisténcia
vascular no utero durante todo o ciclo estral. Dessa forma, ndo somente o estrégeno

mas outros fatores estédo relacionados com a regulagéo do fluxo vascular uterino.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Verificar o efeito do escore do trato reprodutivo (ETR) na dindmica folicular e
dopplerfluxometria utero-ovariana em novilhas Nelore (Bos indicus) submetidas a
protocolo de sincronizacao de estro e ovulacao.

3.2 Objetivos especificos
. Estudar o desenvolvimento folicular e a vascularizacdo do trato
reprodutivo de novilhas;
o Correlacionar o escore do trato reprodutivo (ETR) com as variaveis
dopplerfluxométricas e com as concentragdes de P4 e E2;
o Estabelecer um padrao de escore do trato reprodutivo (ETR) baseado

em ultrassonografia bidimensional convencional e Doppler.

5. MATERIAL E METODOS
4.1 Local e animais experimentais

O experimento foi realizado nas instalagcdes da Fazenda Igarapé, situada no
Km 38, da estrada MA 122, no municipio de Igarapé Grande, mesorregiao do Centro
Maranhense e micro-regido do Médio Mearim, localizado no Estado do Maranh&o, a
4°33’'19” de latitude sul e 44°51°14” de longitude oeste. Segundo a classificacdo de
K&ppen, o clima da regiao é do tipo Aw, clima tropical com estacao seca, temperatura
média 32°C e precipitacao pluviométrica anual de 1649 mm.

Foram utilizadas 36 novilhas da raca Nelore (Bos indicus), com idade entre 18
e 22 meses (20,2+0,1) meses, escore de condi¢ao corporal (ECC) igual a trés (3+0)
em uma escala de um a cinco pontos, conforme metodologia descrita por Machado et
al. (2008), e peso entre 252 e 341 (299 * 3,56) kg. Os animais foram mantidos em
condi¢cOes semelhantes de alimentagédo (pastagem de Brachiaria brizantha), em um
sistema de lotacao rotacionada com agua e sal mineral ad libitum.
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4.2. Delineamento experimental

4.2.1 Caracterizacdo do escore do trato reprodutivo (ETR)

A avaliacdo do ETR foi realizada por meio de ultrassonografia em modo
bidimensional (modo-B) com um transdutor transretal linear de 7,5 MHz (Mindray®,
Modelo Z5Vet, Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging System, Brasil). O diametro dos
cornos uterinos, o didmetro do maior foliculo e/ou a presenca de corpo luteo foram
tomados como parametros de avaliagcdo. A metodologia utilizada foi adaptada para
novilhas da raca Nelore (Bos indicus) a partir do manuscrito de Gutierrez et al. (2014),
com escores de 1 a 3, conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2. Descricdo dos escores do trato reprodutivo (ETR) com base nas
caracteristicas uterinas e ovarianas.

Cornos uterinos

ETR (diametro)t Estruturas ovarianas
1 <15 mm Foliculos <8,0 mm
2 >15 mm Foliculos 28,0 mm
3 215 mm Corpo Luteo presente

Adaptado de Gutierrez et al. (2014)
T Diametro do corno uterino na regido da bifurcacio intercornual
Para a confirmagdo do ETR as novilhas foram submetidas a dois exames

ultrassonograficos no periodo pré-experimental e categorizadas conforme segue:

e ETR 1 (n=11) novilhas que apresentaram ETR 1 nos dois exames

realizados;

e ETR 2 (n =13), novilhas que apresentaram ETR 2 em pelo menos um

dos exames realizados;

e ETR 3 (n=10), novilhas que apresentaram ETR 3 em pelo menos um dos

exames realizados.

4.2.2 Protocolo de sincronizagéo da ovulagéo

Conforme ilustrado na Figura 1, apds a definicdo do ETR, as fémeas de cada
categoria foram sincronizadas para homogeneizagao do status folicular e luteinico. No
dia Zero (DO0) todas as fémeas receberam um implante auricular novo contendo 3 mg
de Norgestomet (Crestar® ,MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) + 2 mg de benzoato
de estradiol (BE, I.M., Ric- BE®, Tecnopec, S&o Paulo, Brasil) + 25 mg de Cloprostenol
(PGF2aq, I.M. Sincrocio®; Ourofino, Sdo Paulo, Brasil). No dia 8 (D8), foram removidos
os implantes auriculares e administrados 25 mg de Cloprostenol + 300Ul de
gonadotrofina coridnica equina (i.m.; eCG; SincroeCG®; Ourofino, Brasil), seguidos
pela administracdo de 1 mg de benzoato de estradiol (BE, I.M., Ric- BE®, Tecnopec,
Sao Paulo, Brasil) 24 horas depois (D9). Neste protocolo, o intervalo estimado entre a
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remogao dos implantes e o pico das ovulacdes foi de +70 horas (SA-FILHO et al.,
2012).
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2mg BE + PGF PGF + eCG
l l 1 mg BE
Norgestomet l
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Figura 1: Protocolo de sincronizacdo da ovulacao e exames ultrassonograficos.
Legenda: D-10=primeiro exame ultrassonografico para a determinagdo do ETR;
DO=confirmacdo do ETR e insercdo do implante auricular de Norgestomet;
D18=confirmacdo da ovulacdo por meio da presenca de corpo luteo;
US=ultrassonografia em modo-B; USD=ultrassonografia em modo Doppler; * colheita
de sangue para dosagem de hormonal; BE=benzoato de estradiol; PGF= 25mg de
Cloprostenol; eCG= 300Ul de gonadotrofina coribnica equina.

4.2.3 Avaliagdes Ultrassonograficas em modo-B, Color Doppler e Espectral

Doppler

Conforme ilustrado na Figura 1, foram realizados exames ultrassonograficos
pontuais, de acordo com os objetivos da pesquisa. Previamente ao inicio do
experimento, ambos os ovarios e cornos uterinos foram submetidos a dois exames
ultrassonogréficos transretais em modo-B, com intervalo de dez dias (D-10 e DO) para
caracterizagdo do ETR. As ultrassonografias em modo Color e Espectral Doppler
foram realizadas pela primeira vez no dia da insercdo dos implantes auriculares (DO)
e, em seguida, juntamente com exame em modo-B, nos dias estimados para deteccao
de foliculos pré-ovulatérios (D10) e corpos luteos (CL; D18). A ovulacédo foi
considerada como o aparecimento de um CL no D18, no mesmo ovario onde o foliculo
dominante havia sido detectado no D10.

A hemodinamica utero-ovariana foi avaliada com auxilio de um aparelho de
ultrassom (Mindray®, Modelo Z5Vet, Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging System,
Brasil) equipado com transdutor multifrequencial linear transretal requlado para operar
em 8,0 MHz.

Inicialmente foi realizada a contengdo mecéanica da fémea e remocgao das fezes
do reto do animal. Posteriormente foi realizada sedagdo com 1mL de acepromazina
1% IM (Acepran®, UNIVET, Brasil).
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O aparelho foi ajustado em modo bidimensional (modo-B; escala de cinza),
para identificar e mensurar as dimensdes do Utero, ovario e suas estruturas. Em
seguida, foram acionados respectivamente os modos Color Doppler e Espectral
Doppler para determinar respectivamente a area de perfusdo sanguinea na qual a
direcao do fluxo sanguineo é indicada pelos sinais nas cores vermelha ou azul, além
do perfil velocimétrico. Dentre as possiveis configuragdes do aparelho, foram
selecionados previamente alguns padrdes de ganhos de cor, frequéncia, angulo de
insonacao e numero de ciclos cardiacos. A frequéncia utilizada foi de 7,5 MHz, com
um ganho de cor de 44-50%, o angulo de insonacgao foi ajustado para 60° e numero
de ciclos foi ajustado para formar 3 ciclos completos. Estas configuracdes foram
mantidas constantes em todos os exames.

Objetivando andlises posteriores, cada sessao de digitalizacao foi gravada no
préprio aparelho, sendo utilizada a imagem que evidenciou maior area de perfusao
sanguinea e com melhor qualidade. Para isso, foi realizado o escaneamento continuo
em tempo real durante 1 min, em corte transversal por toda extensdo dos cornos
uterinos e ovarios (adaptado de FERREIRA et al., 2008) e, por meio do recurso
“cineloop”, foi escolhida melhor imagem.

Inicialmente, as imagens foram submetidas a avaliacbes subjetivas visuais por
seis avaliadores experientes e nao experientes, para predizer a area de
vascularizagdo em cores proporcionalmente a area total de cada estrutura avaliada (0
a 100%).

As avaliacoes objetivas foram realizadas com base na intensidade em numero
de pixels coloridos nas imagens, como descrito para éguas e novilhas (SILVA et al.,
2005; GINTHER, 2007; ARAUJO, 2014; GINTHER, 2009). A afericdo da quantidade
de pixels coloridos das imagens foi realizada com o auxilio de um programa de edicéo
de imagem (Adobe Photoshop CS5), que forneceu em escala de pixels a extensao da
vascularizacao dos cornos uterinos, ovarios e CL (SILVA e GINTHER, 2010) (Figura
2).
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Figura 2. Exemplo de uma imagem obtida em modo de Doppler colorido a partir do
ovario (A) e a mesma imagem editada (B).

O modo Doppler espectral foi utilizado para monitorar a hemodinamica utero-
ovaria, por meio da aferigao dos valores dopplerfluxométricos das arteriolas e vénulas
uterinas e ovarianas, evidenciando uma sequéncia de graficos espectrais com ciclos
distintos e simétricos da sistole e diastole cardiaca (no minimo trés ciclos). Um ciclo
cardiaco foi escolhido para medir os indices de resisténcia (IR), indice de pulsatilidade
(IP), velocidade do pulso sistélico (cm/s) (VPS) e velocidade diastélica final (cm/s)
(VDF) (Figura 3).

PS 41.68 cm/s

ED 15.59 cm/s
TAMAX 22.10cm/s
TAMEAN 10.62cm/s
Pl 1.18
RI 0.63

2.67

94(3) Bpm

WF 277

, PRF 1.7k
] MA
(| i F 5.0M
L “4‘ A YRR (P -11.4‘2’;4‘35
F \ :‘.‘,m’u“ﬂl N ki RAARY T A SVD 13.8
[ e R A  ten SV 1.0

PRF 3.3k
Angle 60°

Figura 3. Exemplo de uma imagem obtida em modo de Doppler Espectral a partir de
arteriolas uterinas para obtengao do indice de pulsatilidade (IP), indice de resisténcia
(IR), velocidade do pulso sistolico (VPS) e velocidade diastélica final (VDF).).
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4.3 Concentragbes plasmaticas de estradiol (E2) e progesterona (P4)

Para determinagédo da concentragao plasmatica dos hormonios esteroides, P4
e E2, amostras de sangue foram coletadas por meio de puncao da artéria ou veia
coccigeas diretamente em tubos de vacuo de 10mL sem anticoagulante (Vacutainer®,
Becton-Dickinson & Company) em temperatura ambiente ap6s cada avaliacao
ultrassonogréfica. Imediatamente ap6s as colheitas, cada amostra foi centrifugada
(3000g por 10 minutos; Centrifuga Excelsa Baby, Fanem®), e o soro obtido foi
separado e estocado em tubos esterilizados e identificados a uma temperatura de -
20°C. As analises foram realizadas pela técnica de ELISA utilizando-se kits comerciais
para determinacdo de progesterona e estradiol porem fase sélida (Progesterone
ELISA e 17beta-Estradiol ELISA, IBL International), no Laboratério de Farmacologia

do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFMA, Sao Luis, Maranh&o, Brasil.

4.4 Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical Analysis
System for Windows SAS® (versao 9.3. SAS Inst. Inc., Cary, NY). A normalidade dos
residuos para cada variavel foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk (aplicativo
PROC UNIVARIATE do SAS). As variaveis dependentes continuas foram expressas
em média e erro-padrdo da média (média + EPM) e analisadas por ANOVA usando o
aplicativo PROC GLIMMIX do SAS, sendo ajustadas para distribuicao normal. As
variaveis de distribuicdo ndao-normal foram analisadas pelo teste de Wilcoxon (PROC
NPAR1WAY WILCOXON do SAS). A taxa de ovulacao foi analisada por regressao
logistica com modelo ajustado para distribuicao binomial (PROC GLIMMIX). Foram
também determinados os coeficientes de correlagdo de Pearson (paramétricas) e
Spearman (ndo-paramétricas) entre as variaveis de acordo com a normalidade de
cada resposta, segundo Sampaio (2002) (PROC CORR do SAS). As variaveis
classificatérias consideradas no modelo estatistico para verificacdo dos efeitos e
interacgdes foram: ETR, dia do exame, e animal. O nivel de significancia adotado para
rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de 5%, isto €, para um nivel de significancia
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menor que 0,05, se considerou que houve efeito das variaveis classificatérias e das

suas interagoes.
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5 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias e respectivos erros padrao (EPM)
dos diametros do corno uterino e do FD no inicio do protocolo (D0O) e no momento
estimado para a IATF (D10).0 diametro do corno uterino apresentou efeito de ETR
nos dois momentos (D0 e D10) (P<0,0001), com diametro significativamente menor
(P<0,05) no grupo ETR1 em comparacao aos grupos ETR2 e ETR3 que nao diferiram
entre si (P>0,05), como ja era esperado, pois nestas duas categorias foram alocados
animais com cornos uterinos 215 mm. Foi observado também efeito de dia (P=0,001),
sendo que entre 0 DO e o D10 houve um aumento significativo do diametro uterino.
N&o houve interacdo entre tratamento e dia do protocolo, demonstrando que o
didmetro dos cornos uterino aumentou proporcionalmente em ambos 0s grupos.

O ETR influenciou diretamente no diametro do FD no D10, o qual foi
significativamente maior nos ETRs 2 e 3 (P<0,0001), ndo havendo efeito de dia do

exame ou interacgao.
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Tabela 1 — Diametro (mm) do corno uterino e do foliculo dominante (média £ EPM) de novilhas Nelore com escore do trato reprodutivo
(ETR) 1,2 e 3 nos dias zero (D0) e dez (D10) do protocolo.

Dia zero Dia dez Efeitos (valor de P)
Variavel ETR 1 ETR 2 ETR 3 ETR1 ETR2 ETR3 ETR DIA ETR
resposta X
DIA
n n=11 n=13 n=10 n=11 n=13 n=10

Corno uterino (mm)  12,50+0,60° 15,71+0,722 16,33+0,662 15,39+0,62° 17,36+0,492 18,13+0,662 <0,0001 0,001 0,60
Foliculo dominante (mm) 7,54+0,4°> 9,88+0,362 8,64+0,63% 7,18+0,37° 8,97%0,242 9,180,572 <0,0001 0,37 0,23

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste Duncan ao nivel de 5% de significancia.
Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo
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O ETR 3 apresentou taxa de ovulacéao significativamente maior (P<0,05) do que
os ETRs 1 e 2, que ndo diferiram entre si (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de ovulagao de novilhas nelore de acordo com o escore do trato
reprodutivo (ETR). 2° P(<0,05).

Tanto a avaliacdo subjetiva da area de vascularizagdo do corno uterino (%)
quanto o numero de pixels apontaram efeito de ETR, de dia do exame e interacao
tratamento x dia (P<0,05), ndo tendo sido observada uniformidade na resposta entre
ETRs nos diferentes dias, ja que no DO, o ETR3 e ETR2 foram respectivamente
maiores do que o ETR1 (P<0,05) e, no D10, a vascularizagédo maior ocorreu no ETR2,
seqguida pelos ETRs 1 e 3, respectivamente (Tabela 2).

A area de vascularizagao do ovario nao diferiu entre os ETRs independente do
dia (DO vs D10) ou do método de avaliacao (subjetivo ou objetivo) (P>0,05). O pulso
sistolico (PS) do corno uterino e do ovario néo diferiu entre ETRs (P>0,05), mas o PS
corno uterino foi maior no D10 em todas as categorias.

A velocidade diastélica do corno uterino no DO nao diferiu entre o ETR3 e os
demais grupos, mas, o ETR1 foi menor que o ETR2 (P<0,05). No D10 os tratamentos
nao diferiram entre si (P>0,05. A velocidade diastélica do ovario ndo apresentou efeito
de tratamento e/ou dia (P>0,05).
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Os indices de pulsatilidade (Pl) e de resisténcia (RIl) ndo foram influenciados
pelo ETR nem pelo dia do exame (P>0,05). Entretanto, quando estes mesmos indices
foram avaliados no ovario, nota-se que o Rl manifestou efeito significativo do ETR e
interacdo ETR x dia do exame (P=0,02).



Tabela 2 — Caracteristicas hemodinamicas (média £ EPM) do corno uterino e ovario de novilhas Nelore com escore do trato reprodutivo (ET)

1,2 e 3 nos dias zero (DO) e dez (D10) do protocolo.

46

Variavel Dia zero Dia dez Efeitos (valor de P)
resposta ETR 1 ETR 2 ETR 3 ETR 1 ERT 2 ETR 3 ETR DIA ETR
D)I(A
N n=11 n=13 n=10 n=11 n=13 n=10
Vascularizagao UT 7,4+1,20 15,5+1,62 16,5+3,72 28,4+3,5% 35,6+3,92 23,2+3,5° 0,03 <0,0001 0,04
Vascularizagao OV 9,8+1,6 7,3+1,0 11,5+3,3 9,9+1,3 8,8+1,4 12,4426 0,14 057 0,93
Pixels UT 639,8+108,5° 2028,1+2762 2146+584,82 4264+733,22% 5358,7+552,62 3402,9+531, 9P 0,03 <0,0001 0,06
Pixels OV 818,6+175,0 717,1+151,8 1170,9+329,3 779+90,5 873,4+130,2 1047,3+195,4 0,17 0,94 0,73
Pulso sistélico UT 18,6+2,6 25,7+3,0 25,8+4,0 32,7+3,2 32,1+3,1 30,243,8 0,57 0,003 0,31
Pulso sistélico OV 17,7+3,6 25,7+3,8 21,546,0 13,0+3,1 18,4+3,5 20,4+2,0 0,18 0,15 0,72
Velocidade diastélica UT 7,6+1,40 13,5+1,92 12,542,342 15,9+1,8 17,0+2,4 15,2424 0,26 0,007 0,37
Velocidade diastélica OV 14,4+3,0 14,5127 11,244,6 9,1+2,1 12,4126 11,4+1,8 0,73 0,31 0,65
indice pulsatilidade UT 0,9+0,2 1,0£0,2 1,2+0,41 0,8+0,2 0,9+0,3 0,9+0,1 0,78 0,44 0,87
indice pulsatilidade OV 0,2+0,1° 0,9+0,32 0,6+0,42 0,6+0,3° 0,540,123 0,8+0,22 0,37 0,99 0,23
indice resisténcia UT 0,5+0,1 0,5+0,0 0,4+0,1 0,5+0,1 0,4+0,8 0,6+0,0 0,57 0,81 0,38
indice resisténcia OV 0,1+0,0° 0,5+0,12 0,2+0,12 0,3+0,1° 0,3+0,12 0,5+0,12 0,02 0,29 0,02

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste Duncan ao nivel de 5% de significancia
Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo; UT =utero; OV= ovario
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A Tabela 3 demonstra os valores dos parametros de velocidade e fluxo
sanguineo com base na presencga do CL.

A presenca do CL influenciou significativamente (P<0,05) nos valores de
velocidade diastdlica final do ovario e nos indices de pulsatilidade e resisténcia do
utero e tendeu a influenciar nos valores destes mesmos indices no ovario. As

mesmas apresentaram maiores valores nos animais sem CL.

Tabela 3 — Caracteristicas hemodinamicas (média £ EPM) do corno
uterino e ovario de novilhas Nelore com e sem corpo luteo.

Variavel Corpo Luteo

Valor de P
resposta Com CL Sem CL
Vascularizagao UT 19,122 19,3+1,4 0,07
Vascularizagdo OV 11,4126 9,310,6 0,80
Pixels UT 2272,7+346,5 2695,61234,8 0,64
Pixels OV 888,7£198  833,7161,5 0,56
Pulso sistélico UT 22,2129 27,4+1,2 0,09
Pulso sistolico OV 13,9+3,6 17,5+1,3 0,08
Velocidade diastélica UT 12,3+1,4 13,74£0,9 0,57
Velocidade diastélica OV 7,612,6 11,71£0,9 0,01
indice de pulsatilidade UT 0,70,2 0,9+0,0 0,02
indice de pulsatilidade OV 0,5%0,2 0,6%0,0 0,06
indice de resisténcia UT 0,3%0,0 0,5+0,0 0,006
indice de resisténcia OV 0,2+0,1 0,3+0,0 0,07
(P<0,05)

Legenda: UT = utero; OV= ovario

Nas tabelas 4 a 7 estdo apresentadas as correlagdes significativas (P<0,05).
Com base no coeficiente de determinacdo (r?), as correlagdes estdo classificadas
como moderada (r? = 0,50-0,69), alta (r> =0,70-0,89) e muito alta (r? = 0,90-1,00)
(MUKAKA, 2012). As variaveis ndo correlacionadas nao foram apresentadas.



Tabela 4. Coeficientes de determinacao e significancia entre o escore

do trato reprodutivo (ETR) e variaveis correlacionadas.

Correlacoes entre variaveis r? P

ETR x @ corno uterino 0,56 0,0005
ETR x @ foliculo dominante 0,49 0,0029
ETR x taxa de ovulacao (%) 0,51 0,0019
ETR x pixels UT 0,50 0,0022

Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo; UT=utero; @=diametro

Tabela 5. Coeficientes de determinacao e significancia entre diametro
do corno uterino, foliculo dominante e variaveis correlacionadas.

Correlacées entre variaveis r2 P

@ Corno uterino x ETR 0,56 0,0005
@ Corno uterino x vascularizacao UT 0,58 0,0020
@ Corno uterino x pixels UT 0,57 0,0004
@ Foliculo dominante x ETR 0,49 0,0029
@ Foliculo dominante x taxa de ovulacao 0,50 0,0022
@ Foliculo dominante x vascularizagao CL 0,63 0,0479

Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo; UT= Gtero; CL= corpo

lUteo; @=diametro
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De modo geral, as correlacées entre as variaveis area de vascularizacao e

nuamero de pixels foram altamente significativas, apresentando valores de r variando

de 0,87 a 0,89 e valores de p entre <0,0001 e 0,0010, evidenciando que as duas

formas de avaliacao da perfusédo sanguinea séo eficientes e podem ser usadas como

método de avaliagao.
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Tabela 6. Coeficientes de determinacdo e significancia entre variaveis
dopplerfluxométricas e variaveis correlacionadas.

Correlacoes entre variaveis r? P

Vascularizagao UT x pixels UT 0,89 <0,0001
Vascularizagdo UT x pixels do CL 0,65 0,0409
Vascularizagdo OV x pixels OV 0,87 <0,0001
Vascularizagdo do CL x pixels do CL 0,87 0,0010
Pixels ut x ETR 0,50 0,0022
Pixels UT x @ corno uterino 0,57 0,0004
Pixels x pixels CL 0,69 0,0251
indice de pulsatilidade CL x taxa de ovulacéo -0,73 0,0154
indice de pulsatilidade CL x velocidade diastélica CL -0,79 0,0065
indice de resisténcia UT x velocidade diastélica UT -0,49 0,0041
indice de resisténcia CL x taxa de ovulagéo -0,69 0,0396
indice de resisténcia CL x velocidade diastélica CL -0,71 0,0293

Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo; UT= Gtero; OV= ovario; CL= corpo
liteo,; D=diametro

Tabela 7. Coeficientes de determinacdo e significancia entre as
concentracbes plasmaticas de Progesterona (DO0), Estradiol (D10) e
variaveis correlacionadas.

Correlacées entre varaveis r? p

Progesterona x ETR 0,44 0,0093
Progesterona x estradiol 0,41 0,0156
Estradiol x vascularizacdo OV 0,40 0,0018
Estradiol x pixels OV 0,40 0,0183

Legenda: ETR= escore do trato reprodutivo; OV= ovario

Foi observado que as novilhas com ETR3 apresentaram concentracdes de
progesterona (P4) no dia zero (DO0) significativamente maiores que as novilhas dos
ETR2 e ETR1 com médias 13,50 +4,6 vs 2,71+0,83 vs 1,78+0,47 respectivamente
(P<0,05, Figura 5).
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Figura 5— Concentracbes plasmaticas de progesterona (ng/mL) no dia
zero (D0) do protocolo de novilhas Nelore de acordo com o escore do trato
reprodutivo (ETR). 2P P(<0,05).
As concentracdes de estradiol (E2) no dia dez (D10) foram similares entre os
ETRs, apresentando médias de 242,1+30,73 vs 212,46+29,65 vs 221,09+27,74 para

ETR3, ETR2 e ETR1 respectivamente (P>0,05; Figura 6).
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Figura 6— Concentracbes plasmaticas de estradiol (pg/mL) no dia dez
(D10) do protocolo de novilhas Nelore de acordo com o escore do trato
reprodutivo (ETR). P(>0,05).
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6. DISCUSSAO

A proposta apresentada para avaliagdo do ETR com uso da ultrassonografia
convencional e Doppler demonstrou importante contribuicdo na detecgédo do grau de
maturidade sexual de novilhas da raca Nelore (Bos indicus).

O aumento observado no didmetro dos cornos uterinos entre o inicio do
protocolo de sincronizacao (D0) e o momento estimado para a IATF (D10) nas trés
categorias foi significativo e pode ter ocorrido em fungdo da exposicao a fonte de
progestageno do implante por oito dias. Bagley et al. (1996), observaram efeito
semelhante em novilhas pré-puberes expostas a um progestageno por dez dias e
detectaram que nos dias nove e onze o peso uterino foi maior no tratamento
Norgestomet do que nas novilhas controle. Estes autores concluiram que o rapido
aumento no peso uterino apdés a remocado do Norgestomet foi provavelmente
resultado do aumento nas concentracdes de estradiol.

Em um estudo recente realizado no Brasil, novilhas Bos indicus tratadas com
0 progestageno acetato de melengestrol (MGA) antes do inicio da estacao
reprodutiva, apresentaram maior taxa de servigco durante os primeiros dez dias ap6s
o fim do tratamento, e uma maior taxa de ciclicidade no meio da estacao reprodutiva
em comparagao aos animais nao tratados (MARTINS et al., 2015). Além disso, S&
Filho et al. (2008) relacionaram o desenvolvimento uterino de novilhas Nelore com a
puberdade, e reportaram que este efeito sobre o desenvolvimento do trato
reprodutivo foi decorrente da estimulagao exercida pelo aumento das concentracdes
de E2 e P4 durante o periodo pos-pubere. Sales et al. (2008) avaliaram o efeito do
tratamento com P4, associado a administragédo de Cipionato de estradiol no dia da
retirada do dispositivo de P4, na indug&o de ciclicidade em novilhas cruzadas (Bos
taurus x Bos indicus) pré-puberes. Verificou-se aumento na taxa de ciclicidade e no
didmetro uterino dos grupos tratados o que nao foi observado nas novilhas do grupo
controle. Desta forma estes resultados sugerem que, tanto a exposi¢éo ao E2 quanto
a P4, sao importantes no desenvolvimento uterino.

Em relacdo ao crescimento folicular observado no ETR 3 no dia D10 e a maior
taxa de ovulagdo também observada no ETR3, foi provavelmente devido a
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maturidade sexual deste grupo que era composto por novilhas ja com atividade
ciclica ao inicio do experimento. Varios estudos ja demonstraram que os fatores mais
determinantes para a ocorréncia do crescimento folicular e a ovulagdo séo
sensibilidade hipotalamica ao feedback negativo do E2, estoque hipofisario de LH e
receptores ovarianos para LH e FSH (responsividade a gonadotrofinas), que sao
diretamente influenciados pelo status de maturidade sexual da fémea (KINDER,
1987; SCHILLO et al., 1992; CARDOSO e NOGUEIRA, 2007). Os resultados das
pesquisas de Rodrigues et al. (2002) permitem concluir que a reverséo do feedback
negativo ao E2 depende da maturacao cronolégica do eixo hipotalamico-hipofisario,
independentemente da concentracdo de E2. Conforme se aproxima a puberdade o
efeito do feedback inibitério do E2 na secrecdo de LH diminui, permitindo um
aumento na freqiéncia e amplitude dos pulsos de LH (DAY et al., 1984).

Segundo Brown et al. (1988), os resultados obtidos com a suplementacao a
base de progestdgenos ndao dependem da forma de administracdo e do tipo de
progestageno utilizado. Esses autores ndo observaram diferengcas entre os
tratamentos com MGA por via oral, misturado ao alimento, ou norgestomet
(Syncromate- B), na forma de implante subcutaneo. Contudo, as porcentagens de
aparecimento de estros e prenhez parecem ser maiores quando se utilizam novilhas
ja ciclicas em comparacgao aquelas ainda pré-puberes (TIBARY et al., 1992; TANAKA
et al., 1995). Ainda, Chelikani et al. (2003) destacaram que, no caso de novilhas pré-
puberes, outros fatores, como a idade e 0 peso ao momento do tratamento, exercem
um importante efeito para que estes animais atinjam a puberdade.

A maior vascularizacao uterina nos ETR 2 e ETR 3 no DO, pode ter ocorrido
em funcdo dos cornos uterinos serem mais ser mais desenvolvidos, com maior
didmetro, promovendo um possivel maior desenvolvimento vascular nestas
categorias.

O crescimento ciclico do endométrio depende da proliferacao capilar e do
aumento no fluxo sanguineo causado por vasodilatacdo e alteragdes na
permeabilidade vascular (GIUDICE, 1996). Essas mudancgas sao reguladas pelo E2
e P4 através da ativacao de seus receptores (LECCE et al.,2001), essenciais para o
desenvolvimento da vascularizagdo uterina durante a angiogénese (HERYANTO;
LIPSON; ROGERS, 20083).
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O efeito estimulatério dos homoénios E2, P4 e eCG, presentes no protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo pode ter levado a um significativo aumento da
vascularizagdo uterina nas 3 categorias de ETR entre o DO e o D10, principalmente
do ETR 1, que era inferior aos demais no dia zero (D0), e aumentou chegando a um
patamar de similaridade em relacdo ao ETR2 e ETR3 no D10. Wen et al. (2009)
demonstraram que a P4 poderia estimular a secrecao do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) das células epiteliais do endométrio e,
subsequentemente, aumentar a vascularizagdo subendometrial e o fluxo sanguineo.
Concluindo que a progesterona aumenta a receptividade do Utero para o embrido
através da inducdo da angiogénese endometrial. E o estradiol age como
vasodilatador  importante na artéria uterina (FORD,1982;GREISS e
ANDERSON,1970), assim alguns trabalhos correlacionam o aumento no fluxo
sanglineo uterino com os niveis de estrogeno durante o estro em bovinos
(BOLLWEIN et al., 2000; FORD, 1981; CHENAULT, 1981) e ap6s a administracao
de estrégeno em vacas (ROMAN-PONCE et al., 1978). Honnens et al. (2008)
mostraram em um estudo com vacas submetidas ao tratamento, superovulatério com
gonadotrofinas que consistia na adminstracdo PGF2a (657,5 mg cloprostenol) e
GnRH (10 mg Buserelina 48h apés (D0). No dia 10, os animais apresentam um
aumento no volume de fluxo sanguineo e uma relevante diminuicdo no IP de
pulsatilidade da artéria uterina.

Um aumento do fluxo de sangue uterino apds a estimulagao hormonal folicular
tem sido demonstrado também em pacientes de FIV na medicina humana (BASSIL
et al., 1995; CACCIATORE; TIITINEN, 1996).

As velocidades de fluxo sanguineo (pulso sistolico e velocidade diastdlica)
uterinos aumentaram significativamente no D10 nas trés categorias de ETR, em
nosso experimento. Segundo Bollwein et al. (2016), o fluxo de sangue uterino
apresenta um padrao caracteristico em vacas, e os valores maximos de velocidade
ocorrem durante o pro-estro e estro, assim como ocorreu em nosso estudo. Existe
uma correlacdo entre as alteragcdes na velocidade do fluxo sanguineo e a
concentragao de E2 e P4 no plasma, no entanto, estas correlagbes s&o moderadas.
Esta constatacao indica que nao apenas hormédnios esterdides sexuais, mas também
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outros fatores estao envolvidos na regulacao do fluxo sanguineo uterino. No entanto,
estes fatores ainda ndo foram completamente identificados (BOLLWEIN et al., 2016).

Os indices Doppler (IR e IP) arteriais apresentam uma correlagdo negativa
com a perfusao vascular do tecido irrigado pela artéria em questdo (GINTHER,
2007). Desta forma, uma diminuicao de pelo menos um dos indices Doppler era
esperada nos momentos de aumento significativo na perfusdo sanguinea do utero,
0 que nao foi observado neste estudo, pois mesmo durante os momentos em que
aumentos na perfusdo sanguinea do utero foram detectados, os indices Doppler
mantiveram-se inalterados.

Em nosso estudo também nado foram observadas mudancas no padrao
vascular ovariano em nenhuma das fases do ciclo estral nas categorias estudadas.
Resultados diferentes foram encontrados por Késter et al. (2001), em cadelas, que
observaram mudanca no padrao vascular ovariano durante as fases do ciclo estral,
com aumento gradual da perfusdo ovariana e velocidade de fluxo sanguineo no pré-
estro, e consequente declinio nos IP e IR. Em éguas, a vascularizagéo folicular é
maxima 24 horas antes da ovulagdo espontanea ou induzida com hCG, e uma
diminuigdo abrupta da perfusdo sanguinea folicular ocorre durante as quatro ultimas
horas que antecedem a ovulacao (GASTAL et al., 2006).

Quanto aos indices Doppler ovarianos, houve efeito de ETR e interacao
ETRxDIA no IR, sendo que no DO os ETRs 1 e 3 foram semelhantes. Este resultado
néo se repetiu no D10, tendo ocorrido aumento deste indice somente no ETRS, o
que indica baixa perfusdo sanguinea. Esta mudanca no padrdo de perfusédo
sanguinea pode estar associada a auséncia do CL no ETR3 neste dia, pois 0s
animais deste grupo se encontravam na fase lutea no DO, enquanto que no D10
estavam na fase folicular com presencga apenas de foliculo pré-ovulatério. De acordo
com Schurz et al. (1993), a diminuicdo no IR arterial é determinada pela
neovascularizagao ao redor do foliculo dominante e, subsequentemente do corpo
lteo, e pela vasodilatacdo induzida pelo estradiol nas artérias ovarianas.
Sladkevicius et al. (1993) que estudaram a circulagdo uterina e ovariana no ciclo
normal de mulheres, verificaram que no ovario dominante, ou seja, 0 que possui 0
foliculo com maior crescimento, o IP diminui apds a ruptura folicular, sendo

significativamente mais baixo na fase luteinica do que na fase folicular. indices de
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resisténcia mais baixos sdo vistos nas artérias uterinas de de mulheres na fase
luteinica (GOSWAMY et al., 1988; GOSWAMY e STEPTOE.,1988; DAL et al., 2005).

No trabalho desenvolvido por Koster et al.(2001), em cadelas Beagle, a
ovulagdo e o inicio da fase luteinica em cadelas sao caracterizadas por alta
velocidade de fluxo sanguineo da artéria intraovariana e baixos valores do IP e IR, e
a perfusdo maxima reflete o periodo de alta producao de progesterona. Entretanto,
a regressao lutea e acompanhada por um declinio gradual do suprimento sanguineo
com alto IP e IR. Adicionalmente nao foram observados efeitos de tratamento, dia ou
interacado, em relacao aos valore de IP.

A presencga do CL influenciou nos IR e IP uterinos, estes, foram maiores nos
animais sem CL, indicando menor perfusdo sanguinea. Quando o CL esta presente
o fluxo sanguineo €& destinado a ele, deixando as demais areas menos
vascularizadas (WILTBANK, 1994). Desta forma, também se observou maior
velocidade diastélica ovariana nos animais sem CL, pois o fluxo sanguineo do ovario,
avaliado isoladamente, é reduzido na presenca do CL. Portanto, estas mudancgas
ciclicas que ocorrem no aporte sanguineo do ovério e CL, durante o diestro, devem
ser principalmente determinadas por mudancas na resisténcia vascular ovariana
devido ao crescimento e regressao dos capilares luteais (BOLLWEIN et al., 2002).

As correlacbes observadas entre ETR e diametro uterino e do foliculo
dominante ja eram esperadas, pois 0s mesmos foram os parametros utilizados como
um meétodo indicador para determinar o ETR, ou seja quanto maior o diametro destas
estruturas naturalmente maior tende a ser o ETR.

A taxa de ovulacao também foi moderadamente correlacionado com o ETR,
ou seja as novilhas com maior ETR, consideradas puberes apresentaram maior taxa
de ovulagdo. Segundo Patterson, et al. (1999), novilhas com menor escore do trato
reprodutivo sao consideradas impuberes, escore intermediario pré-puberes, e com o
escore maximo puberes. Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por
Anderson et al. (1991) e Peres et al. (2007) sobre a taxa de prenhez, mostram que
novilhas com melhor escore do aparelho reprodutor apresentaram maiores taxas de
prenhez ao final da EM. Da mesma forma Montanholi et al. (2004), trabalhando com
novilhas, verificaram que animais com escore do aparelho reprodutivo < 3 (escala de

1 a 5), tiveram taxas de prenhez, cerca de 10% a 20% menores que animais com
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escores maiores. Esses resultados em conjunto mostram que tanto o diametro
folicular quanto o diametro uterino apresentam relagdo com a fertilidade das novilhas.

Outro fator positivamente correlacionado com a taxa de ovulagao é o diametro
do foliculo dominante, ou seja, a melhor resposta ovulatéria foi a dos foliculos de
maior didmetro. Resultados semelhantes aos encontrados por Butter et al. (2011),
quando estudaram esse fator em novilhas de corte sincronizadas para IATF e
observaram que as novilhas que ovularam apresentavam foliculos de maior diametro
em relacdo as que nao ovularam, sugerindo que o sucesso dos protocolos de
sincronizacao depende do crescimento e desenvolvimento do foliculo dominante.

A utilizacdo de gonadotrofinas em tratamentos superovulatérios como o FSH
e hCG ou eCG aumentam o estradiol folicular (PRICE et al., 1999). Sa Filho et al.
(2010) reportaram que novilhas tratadas com eCG obtiveram maior didmetro do
folicular, maior taxa de ovulacdo, didmetro do CL e taxa de prenhez a IATF,
demonstrando a eficacia da utilizacdo da eCG em programas de IATF.

Em nosso estudo as novilhas com maior diametro folicular formaram CLs mais
vascularizados. Moura et al. (2001) observaram que novilhas receptoras de embrides
que possuiam maior diametro folicular, apresentaram também CLs de maior
tamanho e com maior capacidade de secretar P4. Da mesma maneira, Vasconcelos
et al. (2001) concluiram que vacas que ovularam foliculos menores apresentaram
fertilidade comprometida provavelmente pelo menor CL que levou a menor
concentracdo de P4 que é fundamental para o desenvolvimento embrionario.
Durante o desenvolvimento inicial do corpo luteo, o fluxo sanguineo aumenta
paralelamente ao aumento da concentracdo circulante de P4, sendo entdo a
vascularizagdo associada ao potencial em produzir progesterona (ACOSTA et al.,
2003).

A alta correlagdo apresentada entre a area de vascularizagdo e 0 nimero
absoluto de pixels das estruturas validou estas duas técnicas, demonstrando que a
perfusdo sanguinea dos ovarios e do Utero podem ser avaliadas tanto
subjetivamente quanto objetivamente, como ja descrito em éguas e novilhas (SILVA
et al., 2005; GINTHER, 2007). Foi observada, ainda, uma correlacdao negativa entre
os indices Doppler do CL com a taxa de ovulagao, sendo que os IR e IP mais baixos

do foram observados no grupo de animais com maior taxa de ovulagcéo, estes
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menores indices refletem em uma maior vascularizacao destas estruturas. Como dito
anteriormente, a reducédo nos indices Doppler de um vaso sanguineo indica um
aumento no fluxo sanguineo em direcdo ao tecido/6rgéo irrigado pelo mesmo
(GINTHER e UTT, 2004; GINTHER, 2007).

A concentracao sérica de P4 no plasma sanguineo dos animais confirmou a
acuracia do exame ultrassonografico como método de avaliagao do status puberal e
identificacdo do ETR em novilhas. A concentracdo de P4, esta associada com a
idade a puberdade, como descrito por Honaramooz et al. (1999), os quais definiram
que a primeira vez que o nivel plasmatico de P4 excede 1,0 ng/mL, caracteriza-se
que ocorreu a primeira ovulacao, indicativo da puberdade da novilha.

Em nossa pesquisa, as concentracbes de P4 foram significativamente
maiores nas novilhas com ETR 3, as quais apresentaram 100% de amostras com P4
> 1 ng/mL. Ja nos ETRs 1 e 2, o percentual de fémeas com P4 > 1 ng/mL foi
respectivamente de 72,7 e 61,5%, muito embora, ndo tenha sido observado CL em
nenhum dos exames realizados. Este achado pode ter decorrido da produgéao de P4
pela glandula adrenal, que também € capaz de produzir quantidades significativas
deste horménio quando estimulada por elevados niveis de ACTH que € um dos
principais componentes ativadores do eixo adrenocorticotréfico estresse-mediado
(WILLARD et al., 2005). O comportamento mais arredio principalmente em manejos
mais intensivos e estressantes, tal qual ocorre durante colheita de sangue, é
frequentemente observado em animais Bos indicus Monteiro et al. (2009), podendo
contribuir para o aumento da P4 plasmatica em novilhas Bos indicus pré-puberes
(CURLEY et al., 2008).

Outra possibilidade a ser discutida € a acuracia do teste utilizado para as
dosagens hormonais, que foi 0 Ensaio Imunoenzimético (ELISA). Este teste, tem se
mostrado eficiente em caracterizar as concentra¢cdes de hormdnios esterdides
(QUEIROZ, 2011; FISCHER, 2013). Contudo, Relave et al. (2007), avaliando as
concentracdo de P4 em éguas pelos métodos Radioimunoensaio (RIA) e ELISA,
encontraram niveis significativamente mais baixos de P4 no método RIA em
comparagado com o método ELISA. Apesar desta diferenca entre estes métodos a
alta correlagcao entre os mesmos validou a confiabilidade dos resultados, segundo
os autores. Ainda, o método ELISA apresentou sensibilidade de 86% e
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especificidade de 79% em relacdo ao exame ultrassonografico para deteccao de
funcao luteal (P4) em vacas Bos taurus leiteiras (BROES e LEBLANC, 2014).

Resultados semelhantes aos de nosso estudo também foram relatados em
novilhas Brahman (COOKE e ARTHINGTON, 2009) e Nelore (CLARO JUNIOR et
al., 2010) pré-puberes, as quais apresentaram niveis de P4 acima de 1 ng/mL,
mesmo nao tendo apresentado CL ao exame ultrassonografico.

A despeito do maior crescimento folicular e da maior taxa de ovulagao no ETR
3, 0s niveis plasmaticos de E2 no D10 foram similares nos trés ETRs. Isto
provavelmente ocorreu em funcdo as concentracdes residuais de E2 devidas a
administracao do Benzoato de Estradiol no dia nove do protocolo (D9). Acreditamos
que a suplementacédo exdgena com 1 mg de benzoato de estradiol no protocolo de
sincronizagdo se sobrepds a producdo enddgena, considerando que a meia-vida
plasmatica deste farmaco pode ser de até 70-114 horas ap6s administracao
(ROURKE et al., 2000; VYNCKIER et al.,1990), fazendo com que as concentracoes
de E2 fossem similares nas diferentes categorias.

A maior taxa de ovulagdo encontrada no ETRS3 ja era esperada, pois, em
animais ciclicos, o aumento da concentracao de estradiol durante a fase folicular
induz ao pico pré-ovulatério de LH (YOUGQUIST e THRELFALL, 2007) e
consequente ovulagao (SALES et al., 2012). Por outro lado, em animais pré-puberes,
com ETR 1 e 2, o estradiol circulante exerce feedback negativo sobre a liberacao de
gonadotrofinas (SCHILLO et al., 1991). Em um manuscrito classico, Day et al. (1987)
comprovaram a hipotese de que o declinio do feedback negativo exercido pelo
estradiol na secrecdao de LH durante o periodo peripuberal em novilhas resulta de
um declinio na concentracdo de receptores de estradiol no hipotalamo e na hipdfise.
Segundo os mesmos autores, 0 aumento na secre¢ao de LH, estimula o aumento na
produgéo folicular de estradiol, aumento no crescimento uterino peripuberal, primeira
ovulacao e elevagao imediata nas concentracdes de P4.

Neste sentido, reforca-se a importancia de determinar do status puberal por
meio da avaliagdo do escore do trato reprodutivo em novilhas, objetivando a tomada
de decisdes sobre a melhor técnica de manejo a ser adota e a melhoria na eficiéncia
reprodutiva do rebanho. Ressalta-se ainda, a necessidade de estudos adicionais em

outras ragas ou categorias animais que possam contribuir com conhecimento sobre
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0 padrao de vascularizacao sanguinea do trato reprodutivo de fémeas bovinas e sua

relacdo com o desenvolvimento.

7 SUMARIO DE RESULTADOS

e Houve correlacdo do ETR com crescimento folicular e taxa de ovulacao

sincronizada em novilhas da raca Nelore.

e Houve correlagdo do ETR com desenvolvimento e vascularizagdo dos cornos

uterinos.

¢ Houve correlagao entre as concentracées de P4 ao inicio do tratamento com
Norgestomet e as concentragdes de estradiol no dia da IATF.

e O fluxo sanguineo uterino foi maior na fase de dominancia folicular, apds

sincronizagéo da ovulagéo.

8 CONCLUSAO

O ETR influencia no crescimento folicular, na taxa de ovulacdo e na

vascularizagdo dos cornos uterinos em novilhas Nelore (Bos indicus).
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