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INDUCAO DA OVULACAO E FUNCIONALIDADE DO CORPO LUTEO EM
NOVILHAS NELORE PRE-PUBERES

RESUMO - Devido a comum ocorréncia de regressao prematura (RP) do
corpo luteo (CL) em novilhas ap6s primeira ovulacdo (OV), os objetivos do estudo
foram: 1) acompanhar a dindmica lutea apds indugcédo da OV em novilhas Nelore pré-
puberes e 2) determinar diferencas relacionaveis a funcionalidade dessa estrutura.
Cinquenta e sete fémeas (289,61+32,28 kg, ECC de 5,66+0,65 e 17,47+0,81 meses
de idade) foram divididas em dois grupos de tratamento para inducdo da OV. No
grupo GP4+GnRH foi utilizado dispositivo intravaginal de progesterona (P4) de 3°
uso por 10 dias e, 48 horas apds remocédo, aplicado 0,02mg de acetato de
buserelina (GnRH), e no grupo GGnRH foi utilizado somente o GnRH. Os CLs
formados foram acompanhados pela ultrassonografia a cada dois dias até a sua
regressdo funcional (diminuigdo do sinal vascular do Doppler colorido e
concentracbes de P4 abaixo de 1 ng/mL), sendo determinado para cada dia o
didmetro, area, valores numéricos (VPN) e heterogeneidade dos pixels e percentual
(%) de vascularizacdo. A velocidade do pico sistolico, velocidade diastélica final,
indice de resisténcia e o indice de pulsatilidade (IP) da artéria ovariana também
foram determinados para cada avaliacdo, além da concentracdo sérica de P4. Essas
caracteristicas foram comparadas entre os tratamentos, funcées dos CLs (duracdo
normal ou regredido prematuramente), dias das avaliacbes e suas interacoes,
utilizando o procedimento MIXED do programa SAS (p<0,05). Trés animais de cada
tratamento ndo responderam ao indutor da OV (6/57=11%), o que determinou taxa
de ovulacdo de 89%. No GP4+GnRH foi observado maior % de CLs com duragao
normal (81%), e no GGnRH de afuncionais (52%; concentracéo sérica de P4 inferior
a 1 ng/mL em todas as avaliagbes). Os CLs de duracado normal apresentaram maior
area, % de vascularizacdo e concentracao de P4 quando comparado com as outras
categorias estabelecidas. Menores valores para o diametro, area (31,89+11,46mm?),
VPN (84,05%£2,90) e concentracédo de P4 foram observados para os CLs afuncionais
e, 0s regredidos prematuramente, além de ndo diferirem em relagdo ao % de
vascularizacdo com os afuncionais, apresentaram valores intermediarios para a area
e concentracao de P4. A P4 foi efetiva no diagndstico da RP e afuncionalidade dos
CLs, apresentando correlacédo positiva com a area (r=0,62; p<0,001) e com 0 % de
vascularizacdo do CL (r=0,38; p<0,001). As caracteristicas diametro do CL e IP
foram importantes no diagnéstico precoce da afuncionalidade e RP,
respectivamente. Maior relacdo da area do CL com a concentracdo de P4 foi
observada (R?=0,53). Em concluséo, o primeiro CL formado apds inducado da OV de
novilhas pré-puberes apresentou diferencas quanto a funcionalidade, podendo ser
diferenciada por meio dos parametros ultrassonograficos didametro e area do CL,
VPN, % de vascularizacao e IP.

Palavras-chave: ciclo estral curto, dispositivo de progesterona, GnRH, inducéao
hormonal, puberdade, lutedlise prematura



OVULATION INDUCTION AND FUNCTIONALITY OF THE CORPUS LUTEUM IN
PREPUBERTAL NELLORE HEIFERS

ABSTRACT - Due to the common occurrence of premature regression (PR)
of the corpus luteum (CL) in heifers after the first ovulation (OV), the aims of this
study were to: 1) monitor the luteal dynamics after OV induction in prepubertal
Nellore heifers, and 2) determine differences related to the functionality of this
structure. Fifty-seven females (BW 289.61+32.28 kg, BCS 5.66+0.65 and 17.47+0.81
months old) were divided into two treatment groups for OV induction. In the group
GP4+GnRH, an intravaginal progesterone (P4) device of 39 use was used for 10
days and, 48 hours after its removal 0.02 mg of buserelin acetate (GnRH) was
applied, and in the GGnRH group only GnRH was used. Formed CLs were monitored
via ultrasonography every two days until functional regression (decrease of the
vascular signal of color Doppler and serum P4 concentrations below 1 ng/mL), being
determined for each day the diameter, area, numerical values (NV) and
heterogeneity of the pixels, and vascularization percentage (%). The systolic and
diastolic peak velocity, resistance and pulsatility index (PI) of the ovarian artery were
also determined for each day in addition to the serum P4 concentration. These
characteristics were compared between treatments, CLs functions (normal duration
or prematurely regressed), days of evaluations and their interactions, using the
MIXED procedure of SAS program (p<0.05). Three animals from each treatment did
not respond to the OV inductor (6/57=11%), which determined an ovulation rate of
89%. In GP4+GnRH, a higher percentage of CLs with normal duration was observed
(81%), while in the GGnRH the percentage of nonfunctional CLs was higher (52%;
serum P4 concentration of less than 1 ng/mL in all evaluations). The CLs of normal
duration presented greater area, % of vascularization and concentration of P4 when
compared with other categories. Lower values for the diameter, area
(31.89+11.46mm?), NV (84.05+2.90) and concentration of P4 were observed for the
nonfunctional CLs and, those that regressed prematurely, presented intermediate
values for the area and serum P4 concentration and did not differ in relation to the %
of vascularization with the nonfunctional. The P4 was effective in the diagnosis of
regressed prematurely and nonfunctional of CLs, presenting a positive correlation
with the area (r=0.62; p<0.001) and, with the % of CL vascularization (r=0.38;
p<0.001). The diameter of CL and Pl were important in the early diagnosis of the
nonfunctionality and PR, respectively. Greater relation of the area of the CL with the
concentration of P4 was observed (R?=0.53). In conclusion, the first CL formed after
OV induction in prepubertal heifers showed differences in functionality that can be
differentiated by ultrasonography parameters diameter and area of CL, NV, % of
vascularization and PI.

Keywords: short estrous cycle, progesterone device, GnRH, hormonal induction,
puberty, premature luteolysis
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

A bovinocultura de corte é uma atividade de grande importancia econdémica
para o Brasil, pois conta com o maior rebanho comercial do mundo, tendo
aproximadamente 213 milhdes de cabecas (ANUALPEC, 2014). Entretanto, os
sistemas de criagdo predominantes sao caracterizados por baixos indices
zootécnicos, em consequéncia de falhas no manejo nutricional, reprodutivo e
sanitario principalmente (HOFFMANN et al., 2014; TORRES-JUNIOR et al., 2009).

A produtividade dos bovinos de corte no Brasil € reconhecidamente baixa e
parte desse atraso pode ser atribuida a idade tardia ao primeiro servico das
novilhas. O ideal € o primeiro servico ocorrer entre 0s 14-15 meses de idade (se
tiverem atingido 60-65% do peso adulto) e a primeira paricdo aos 24 meses. Porém
na maioria das propriedades brasileiras o primeiro servico das novilhas ocorre ao
redor de 24-36 meses de idade e a primeira paricdo acima dos 44-48 meses
(NOGUEIRA, 2004). Esse atraso no inicio da vida reprodutiva da fémea resulta em
diminuicdo na taxa de desfrute do rebanho e menor quantidade de bezerros em sua
vida reprodutiva. Portanto, a idade ao primeiro parto € um dos aspectos que refletem
diretamente a eficiéncia reprodutiva do rebanho (ROCHA e LOBATO, 2002).

Alternativas de manejo para antecipar a concepcao de novilhas, fazendo com
gue venham a parir mais cedo dentro da préxima estacao reprodutiva, desmamando
bezerros mais pesados e aumentando suas possibilidades de repeticdo de prenhez
como primiparas em sua vida reprodutiva, como um todo seriam de muita utilidade
(AZEREDO, 2008). Porem os trabalhos relatam que o primeiro ciclo estral da
novilha, determinado pela primeira demonstracdo do estro, é infértil (BYERLEY et
al., 1987; CLARO JUNIOR et al., 2010). Isso acontece porque ela ainda ndo esta
matura sexualmente e devido a ocorréncia de regressao prematura (RP) do primeiro
corpo lateo (CL) formado. Normalizacdo ocorre nos 2 a 3 ciclos subsequentes
(NOGUEIRA, 2004).



Uma das causas desse efeito € a primeira ovulagdo acontecer sem prévia
exposicdo a progesterona (P4). Por isso, uma das formas de reduzir a baixa taxa de
prenhez em novilhas no seu primeiro ciclo estral é pré-expor o animal a uma fonte
exdgena de P4. Para Sa Filho et al. (2009), a pré-exposicdo a P4 exdgena em
novilhas aumenta a taxa de manifestacdo do estro, induz a ovulagdo, aumenta o
percentual de animais com CL de duracdo normal apés sua utilizagdo, minimizando
a RP (RASBY et al., 1998). Em estudo realizado por Copelin e colaboradores (1987),
foi observado que o segundo ciclo estral pos-parto, ou seja, o ciclo estral que sucede
um de curta duracado, apresentou duracdo normal, indicando que a exposi¢do a P4
previamente a ovulacdo € um fator determinante na duracéo do subsequente CL.

Recentemente esse manejo vem trazendo resultados benéficos pelo emprego
de protocolos de inducdo da puberdade nas propriedades, em que se utilizam
dispositivos de P4 (CABRAL et al., 2013; CLARO JUNIOR et al., 2010; RODRIGUES
et al., 2014). Realizando esse procedimento, a novilha podera ser inseminada em
seu ciclo estral subsequente, pois como citado anteriormente, a duracdo do CL
estara dentro dos limites fisioldgicos (ATKIS et a., 2013).

Dada a importancia do tema e as perdas econdmicas que ela determina, o
objetivo do presente trabalho foi de estudar a dinamica de desenvolvimento (por
meio de parametros ultrassonograficos modo-B, Doppler colorido e espectral) do CL
formado no primeiro ciclo estral apds inducdo da ovulacdo em novilhas Nelore pré-

puberes, a fim de determinar diferencas relacionaveis a sua funcionalidade.



2. Revisao de Literatura

2.1 Endocrinologia da puberdade em fémea bovina

A puberdade em fémeas bovinas acontece quando a ovulacdo €
acompanhada de sinal do estro e com subsequente duracdo da fase latea normal
para a espécie (ATKIS et al., 2013).

Apés o0 nascimento das bezerras ocorre diminuicdo nas concentracfes
circulantes do horménio luteinizante (LH) (fase estatica), o qual aumenta a partir do
2° até o0 6° més de vida, semelhantemente ao que acontece com o hormonio foliculo
estimulante (FSH) (periodo de desenvolvimento). Porém, do 6° ao 10° més
aproximadamente, ocorre inibicdo na liberacdo das gonadotrofinas, principalmente
do LH, devido a um bloqueio no sistema hipotalamo-hipofise-gonadal (fase estatica).
Com o passar da idade e quanto mais proxima a puberdade, o blogueio diminui, e 0
aumento na liberagdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) faz
restabelecer novamente a atividade gonadal (periodo peripuberdade), dando inicio
ao periodo de maturidade sexual (NOGUEIRA, 2004; DAY e ANDERSON, 1998).

Algumas hip6teses descrevem os fatores responsaveis pelo bloqueio da
atividade gonadal em bovinos apds o nascimento. Dentre elas temos a hipétese
‘gonadostatica” e a “central ou neuronal” (CARDOSO e NOGUEIRA, 2007,
NOGUEIRA, 2004).

Na hipotese mais aceita entre os pesquisadores, a “gonadostatica”, o bloqueio
ocorre devido ao excesso de receptores para esteroides no hipotdlamo, e a alta
sensibilidade que esse aumento provoca a regido. O excesso e a alta sensibilidade
provocam feedback negativo nos hormonios reprodutivos secretados pelo
hipotalamo e hipéfise, os quais séo liberados em baixa frequéncia e amplitude. Com
0 decorrer da idade da novilha a sensibilidade no hipotalamo diminui,
desencadeando aumento na secrecdo do GnRH e aumento na frequéncia da
liberacdo pulsétil de LH, necessarios ocorréncia da primeira ovulacdo (ATKIS et al.,
2013; CARDOSO e NOGUEIRA, 2007).

Para a teoria “central ou neuronal” o bloqueio na secre¢édo das gonadotrofinas
e devido a presenca de neurotransmissores que estimulam ou inibem sua secrecéo,
independente da acdo dos esteroides (DONOVAN e VAN DER WERFF apud



OJEDA e URBANSKI, 1994). Dentre os excitatorios temos os aminoacidos glutamato
e aspartato, neuropeptideo Y, noraepinefrina, noradrenalina; e dentre os inibitorios o
acido alfa-aminobutirico (GABA), dopamina, opioides enddgenos e endorfinas
(CARDOSO e NOGUEIRA, 2007).

2.2 Dinamica luteal: luteogénese e lutedlise

Fase Iutea ou diestro é o periodo do ciclo estral em que ha presenca de CL no
ovario e elevadas concentracdes de P4. Em bovinos essa fase corresponde do dia 4
ao dia 17 do ciclo aproximadamente (BERISHA e SCHAMS, 2005).

No inicio ha o processo de luteogénese ou luteinizacao, ou seja, a formacéao
do CL, resultante da ovulagcdo de um foliculo. Esse processo envolve a
transformacao do foliculo pré-ovulatério, que secreta estrogeno, em tecido luteal,
estrutura altamente vascularizada e capaz de secretar P4, desencadeado pelo pico
pré-ovulatério de LH. As células da granulosa e teca interna do foliculo formam as
células luteinicas grandes e pequenas, respectivamente (FERREIRA, 2010).

A luteinizacdo envolve hiperplasia das células luteinicas pequenas e
hipertrofia das células grandes, migracdo celular e intensa angiogénese, com
proliferacdo e migracao de células endoteliais e formacéo de rede microvascular no
CL em desenvolvimento. Diversos fatores participam desse processo, como: VEGFA
(fator de crescimento vascular endotelial), FGF (fator de crescimento de fibroblasto),
IGFs (fatores de crescimento), angiopoietina | e Il e angiotensina Il (TAMANINI e
AMBROGI, 2004).

Durante a fase latea o fluxo sanguineo para o CL aumenta gradualmente com
o aumento do seu volume e concentracbes plasmaticas de P4 (LUTTGENAU e
BOLLWEIN, 2014). Em seu pleno desenvolvimento, representa de 65-95% do fluxo
sanguineo para o ovario (FERREIRA, 2010).

Ao final do ciclo ha o processo de lutedlise ou regressdo do CL, em que a
persisténcia dessa estrutura no ovario determina a duracg&o do ciclo estral. E definida
como perda da sua fungdo, sendo caracterizada pelo declinio da secrecdo de P4
(lutedlise funcional) seguido pela mudanca da sua estrutura celular (lutedlise
estrutural). O inicio desse processo ocorre normalmente 17 a 20 dias apoOs a
ovulacéo (SA FILHO e VASCONCELOS, 2008).



A lutedlise funcional ocorre devido a secrec¢do de prostaglandina Fuq (PGF2q)
pelo endométrio em padrdo pulsatil, a qual atinge o CL por meio do sistema de
transporte local veno-arterial contra-corrente (CUNNINGHAM, 2004). Ela reduz o
suporte vascular para o tecido lateo devido a vasoconstricdo das arteriolas (causada
principalmente pela endotelina-1), ocasionando diminuigdo na concentragéo de P4
em aproximadamente 8 horas (TREVISOL et al., 2015).

A producéo e liberacdo de PGFy, € estimulada pela alta concentracdo de
estrogeno secretado pelo foliculo pré-ovulatério no final da fase Idtea, o qual
estimula a liberacdo de ocitocina (OXT) pela neuro-hipofise. O alto estrégeno
aumenta os receptores de OXT no endométrio e a ligagdo com seu receptor
promove a liberacéo da PGF,, (FERREIRA, 2010%).

Apos ser liberada, a PGF,, inicialmente provoca aumento no fluxo sanguineo
para o CL (vasodilatacdo), para estimular as células endoteliais a produzir e liberar
substancias vasoativas importantes para dar seguimento ao processo, e também
para permitir maior chegada de PGF,4 ao CL. Outro potente vasodilatador citado na
literatura é o Oxido nitrico (SKARZYNSKI et al., 2005). Posteriormente ao aumento
transitério do fluxo sanguineo, ocorre a vasoconstricdo dos vasos, ocasionando
menor chegada de sangue, nutrientes, substratos para a esteroidogénese e oxigénio
para o CL, resultando em hipoxia e morte celular do tecido (MIYAMOTO e
SHIRASUANA, 2009).

O resultado ocasionado pela lutedlise funcional determina o inicio da lutedlise
estrutural. Esta € caracterizada pela fragmentacdo dos componentes celulares,
proliferacéo do tecido conjuntivo, desorganizacao celular, degeneracéo e fagocitose
das células luteinicas (MILVAE et al., 1996), em decorréncia da liberacdo de
citocinas e agentes inflamatérios. A interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
(TNF-a), ambos produzidos pelos macréfagos, estimulam a producédo de PGFyq
pelas células do CL e inibem a secrecdo de P4 (SKARZYNSKI et al., 2005).

O processo da lutedlise funcional, desde o inicio da liberacdo da PGF,, até a
concentragéo de P4 atingir valores inferiores a 1 nanograma(ng)/mililitros(mL), dura
aproximadamente 30 horas (GINTHER et al., 2007). Na lutedlise estrutural apds 2 a
3 ciclos estrais 0 CL regredido permanece no ovario como uma cicatriz, 0 corpus

albicans, constituido de tecido conectivo e colageno (FERREIRA, 2010%).



2.3 Regressao prematura do corpo lateo no primeiro ciclo estral
Considera-se RP quando essa ocorre antes do 16° dia do ciclo estral, antes
do momento que o endométrio inicia a secrecdo pulsatil de PGF,, em um ciclo de
duracdo normal (GARVERICK et al., 1992). E uma alteracdo comum em novilhas
apos a sua primeira ovulacdo e em vacas no pos-parto (TAPONEN et al., 2003). Em
novilhas acontece por elas ainda ndo estarem maturas sexualmente (SA FILHO e
VASCONCELOS, 2008). Esses ciclos geralmente sdo acompanhados por baixas
taxas de concepc¢édo, pois o CL regride quando o embrido ainda ndo é capaz de
produzir interferon 1 (IFN-T, horménio responsavel pelo reconhecimento materno-
fetal) suficiente para bloguear a lutedlise, ocasionando nesses casos a morte
embrionaria precoce (MANN e LAMMING, 2001).
As principais causas reportadas nos trabalhos para a ocorréncia da RP do
CL nos bovinos séo: (1) foliculo ovulatério com desenvolvimento inadequado
(RAMIREZ-GODINEZ et al.,, 1981). A ovulacdo de foliculos jovens resulta na
formacdo de CL com diametro pequeno. O CL de tamanho pequeno ndo produz
guantidades elevadas de P4, o qual perdera sua funcéo rapidamente, ocasionando o
fendbmeno da RP (TAPONEN et al., 2003); (2) secrecdo endometrial prematura de
PGF,,. Dessa forma a lutedlise ira ocorrer assim que o CL apresente receptores
para esse hormonio, por volta do sexto dia do ciclo estral (FERREIRA, 2010%); (3)
ovulacdo sem prévia exposicdo a P4. Segundo Sa Filho e Vasconcelos (2008), o
mecanismo pelo qual a P4 evita a ocorréncia de ciclos curtos envolve a inibicdo dos
receptores de OXT no endométrio apds a ovulacdo. Com a inibi¢cdo do receptor pela
P4, a OXT nao consegue se ligar ao seu receptor, e dessa forma ndo ha o estimulo
luteolitico prematuro, pois ndo ha liberacdo de PGF,,; (4) consequéncia de baixas
concentracbes de estradiol pré-ovulatério. O estrogeno induz a formacdo de
receptores de OXT no endométrio (FERREIRA, 2010%) e, segundo Mann e Lamming
(2000), o menor padrao de secrecdo de estrogeno pelo foliculo dominante resulta
em alteracdo na expressao dos receptores de OXT no endométrio, possibilitando a
secrecdo prematura de PGF,,. Garverick et al. (1988), observaram que o pré-
tratamento com P4 em animais pés-parto também resulta em maiores concentracdes

de estrégeno pré-ovulatério e; (5) falhas no desenvolvimento vascular do foliculo



pré-ovulatério e no inicio da formacdo do CL (BERISHA e SCHAMS, 2005),
comprometendo seu desenvolvimento e o processo de lutedlise.

Nos ciclos estrais iniciais a manifestacao do estro e a fertilidade aumentam
gradativamente, para que a novilha adquira capacidade de conceber e levar a
gestacdo a termo (SANTOS e SA FILHO, 2006). Byerley e colaboradores (1987),
observaram aumento na taxa de concepc¢édo de novilhas cobertas em seu primeiro
vs. terceiro estro, 57% vs. 78% respectivamente. Claro Junior et al. (2010), também
relataram aumento na taxa de prenhez (27,4 vs. 47,7%) de novilhas pré-puberes
utilizando tratamento com P4 exdégena antes do inicio da estacdo de monta. Por isso
a importancia da novilha apresentar sua primeira ovulagdo um a trés meses antes do
inicio da estacdo de monta (AZEREDO, 2008).

2.4 Efeito da pré-exposicdo a progesterona na fertilidade e caracteristicas do corpo
lateo formado

A P4 é um horménio esteroide, lipossolivel e derivada do colesterol,
produzido pelo CL, placenta e cértex da glandula adrenal. No ovério, € sintetizado
pelas células luteinicas esteroidogénicas e liberada para a circulacao sistémica,
tendo funcbes em seus drgaos-alvo. No endométrio prepara o ambiente para
implantacdo e manutencdo da gestacao, inibindo a motilidade uterina e, no sistema
nervoso central (SNC), blogueia a secrecdo de GnRH pelo hipotalamo e FSH pela
hipdfise, inibindo o pico pré-ovulatério de LH (FERREIRA, 2010).

A concentracdo de P4 produzida na fase latea de um ciclo anterior regula o
estabelecimento e o tempo dos mecanismos da RP (INSKEEP, 2004). Esse mesmo
autor relata que quando a P4 é baixa ou ausente antes da ovulacdo, como acontece
com novilhas quando atingem a maturidade sexual, € frequente a ocorréncia dessa
alteracao.

Pré-tratamentos com P4 em vacas no pds-parto (comum apresentar RP como
novilhas) e protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF), que utilizam
dispositivo de P4, melhoram a fertilidade dos animais e previnem a ocorréncia da RP
(INSKEEP, 2004; SA FILHO et al., 2009; STEVENSON e LAMB, 2016).

Um mecanismo que explica essa melhora na fertilidade € que o tratamento

com P4 aumenta a atividade da enzima 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3[3-



HSD), a qual estimula a expressdo de RNA mensageiro para a proteina StAR
(proteina aguda reguladora da esteroidogénese) e citocromo P450 (KOTWICA, et
al., 2004), elementos responsaveis pela conversdao do colesterol a P4. A proteina
StAR € responsavel pelo transporte do colesterol (proveniente do citoplasma da
célula da teca) do espaco intermembranar para a matriz mitocondrial, onde se
encontram enzimas do complexo P450, que participam da conversédo do colesterol
em pregnenolona. No exterior da mitocéndria, a 3B-HSD faz a conversdo da
pregnenolona em P4 no citoplasma das células da teca (LIMA-VERDE et al., 2011).
O aumento na atividade dessas enzimas e, existindo substrato suficiente
(colesterol), resultam em aumento na producao de P4.

Além disso, o tratamento com P4 estimula a secrecdo de prostaglandina E;
(PGE,), o qual aumenta a sintese de P4 pelas células luteinicas e diminui a
producdo e secrecdo de PGF,, pelo endométrio, protegendo dessa forma o CL
contra RP (KOTWICA et al., 2004). Isso ocorre devido a agdo luteotréfica da PGE..

Segundo Braden et al. (1989), os CLs que sofrem RP néo diferem dos que
apresentam duracdo normal com relacdo ao peso, concentracdes de P4, receptores
de LH e PGF,,. Ja segundo O’Shea et al. (1984), CLs que apresentam RP
apresentam menor nimero e tamanho de células luteinicas.

Alguns trabalhos relatam que a influéncia da P4 na funcionalidade da fase
lutea do ciclo subsequente inicia no desenvolvimento folicular, por afetar as
caracteristicas do foliculo dominante e seu desenvolvimento antes da ovulacdo
(CHRISTENSEN et al., 2014; TAMANINI e AMBROGI, 2004). Inadequado
desenvolvimento na microvascularizacéo do foliculo pré-ovulatério pode ser a causa
da alteracdo da funcdo lutea no primeiro ciclo estral apos a puberdade, uma vez que
0 suporte vascular € essencial para o desenvolvimento do CL normal (BERISHA e
SCHAMS, 2005). Essas alteragbes podem ser evitadas pela pré-exposicdo do
animal a P4, uma vez que ela altera a expressdo dos fatores de crescimento
angiogénicos no foliculo ovariano, ndo comprometendo o desenvolvimento vascular
do CL inicial e sua posterior funcdo (CHRISTENSEN et al., 2014).
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CAPITULO 2 - Artigo elaborado conforme as normas da revista Theriogenology

Dinamica de corpos luteos formados apds protocolos de inducédo da ovulagdo com ou
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RESUMO

Os objetivos do estudo foram: 1) acompanhar a dindmica de estruturas luteas ap6s inducdo da
ovulacdo (OV) em novilhas Nelore pré-puberes e 2) determinar diferencas relacionaveis a
funcionalidade dessa estrutura. Cinquenta e sete fémeas (289,61+32,28 kg, ECC 5,66+0,65 e
17,47+0,81 meses de idade) foram divididas em dois grupos de tratamento: no GP4+GnRH
foi utilizado dispositivo de progesterona (P4) de 3° uso por 10 dias e, 48 horas apds remocéao,
aplicado 0,02 mg de acetato de buserelina (GnRH), e no GGnRH foi utilizado somente o
GnRH. Os corpos lateos (CLs) formados foram acompanhados pela ultrassonografia a cada
dois dias até a sua regressao funcional (diminuicdo do sinal vascular do Doppler colorido e
concentracdes séricas de P4 abaixo de 1 ng/mL), sendo determinado para cada dia o didmetro
(9), area, valores numéricos (VPN) e heterogeneidade dos pixels e percentual (%) de
vascularizagdo. A velocidade do pico sistdlico e diastdlica final, indice de resisténcia e
pulsatilidade (IP) da artéria ovariana também foram determinados, além da concentragéo
sérica de P4. CLs com fase lGtea superior a 16 dias foram classificados como de duragéo
normal (DN), e aqueles com duragéo inferior a 16 dias como regredidos prematuramente. As
caracteristicas foram comparadas entre os tratamentos, fun¢des dos CLs (DN ou regredidos

prematuramente), dias das avaliagdes e suas interacdes, utilizando o procedimento MIXED do
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programa SAS (p<0,05). Trés animais de cada grupo nédo responderam ao tratamento
(6/57=11%), o que determinou taxa de ovulacdo de 89%. No GP4+GnRH foi observado
maior % de CLs de DN (81%), e no GGnRH de afuncionais (52%; concentracdo de P4
inferior a 1 ng/mL em todas as avaliacdes). Os CLs de DN apresentaram maior area, % de
vascularizacdo e concentracdo de P4 quando comparado com as outras funcbes. Menores
valores para o @, area, VPN e concentracdo de P4 foram observados para os CLs afuncionais,
e estes ndo diferiram no % de vascularizacdo com os regredidos prematuramente. A P4 foi
eficiente no diagnostico da funcionalidade dos CLs, apresentando correlacéo positiva com a
area (r=0,62; p<0,001) e com 0 % de vascularizacao (r=0,38; p<0,001). O @ e IP foram
importantes no diagnostico precoce da afuncionalidade e RP, respectivamente. Em concluséo,
o primeiro CL formado apo6s inducao da OV de novilhas pré-puberes apresentou diferencas
guanto a funcionalidade, podendo ser diferenciada por meio dos parametros
ultrassonograficos @ e area, VPN, % de vascularizacéo e IP.

Palavras-chaves: ciclo estral curto, dispositivo de progesterona, GnRH, inducao hormonal,

puberdade, lutedlise prematura

1. Introducao

A puberdade em fémeas bovinas acontece quando a ovulacdo € acompanhada de sinal
do estro e com subsequente duracdo da fase litea normal para a espécie [1]. Porém a primeira
ovulacédo das novilhas, em sua grande maioria, € acompanhada de regressao prematura (RP)
do corpo lateo (CL) [2].

Considera-se RP quando essa acontece antes do 16° dia do ciclo estral [3] e, em

novilhas ocorre por elas ainda ndo estarem maturas sexualmente [4]. No decorrer dos
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primeiros ciclos ha aumento na manifestacdo do estro e na fertilidade, para que a fémea
adquira capacidade de conceber e levar a gestacao a termo [5].

Os estudos relacionados a avaliacdo ultrassonografica do CL fornecem informacdes
importantes sobre o status reprodutivo da fémea bovina, 0s quais permitem acompanhar a
dindmica de formacao, desenvolvimento e regressdo da estrutura [6,7]. A imagem do CL ao
ultrassom apresenta-se de maneira uniforme, circunscrita e menos ecogénica que o estroma
ovariano [6]. Observagdes mais detalhadas das imagens ultrassonogréaficas podem ser feitas
por meio de analise computadorizada, a qual é baseada na identificacdo quadro a quadro
(pixel) da intensidade do retorno da onda ultrassonografica, refletida pela escala de cinza
gerada na imagem, aplicada na avaliacdo da ecogenicidade e ecotextura do CL [8]. Estudo
realizado por Siqueira e colaboradores [7], observaram que a mensuracao da ecotextura tem
potencial para indicar a funcionalidade e capacidade esteroidogénica do CL, sendo uma area a
ser explorada nas préximas pesquisas.

A ultrassonografia Doppler colorido é um método que fornece informacdes em tempo
real sobre a arquitetura vascular de qualquer estrutura, sendo possivel estimar a perfusao
sanguinea para o tecido, além de avaliar a presenca, direcdo e a intensidade da vascularizacao
[9,10]. Ao longo do ciclo estral ocorre variagdo no padrdo de vascularizagdo do CL, com
aumento do fluxo sanguineo durante o inicio da formacédo desse tecido e diminuicdo durante
sua regresséo [9, 11].

A avaliacdo Doppler espectral fornece valores exatos dos indices relacionados com a
vascularizagéo, os quais permitem comparacgdes do fluxo durante a sistole e diastole, bem
como nas avaliagdes da presenca de estenoses ou tromboses. Durante o ciclo estral ocorrem
mudancas no tragado espectral do fluxo das artérias intraovarianas, com aumento do indice de

resisténcia (IR) durante a lutedlise [12]. Maiores valores desse indice estdo relacionados com
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menores velocidades do fluxo sanguineo e estruturas que apresentam menor metabolismo, e
0s menores valores estéo relacionados com maiores velocidades e estruturas com maior
metabolismo [13].

A importancia em se estudar a vascularizacdo do CL se fundamenta no fato em ser
constituido o tecido mais bem vascularizado do corpo na fémea bovina; de 65% até 95% do
sangue que chega ao ovario pode ser destinado a sua irrigacdo, tendo 0 mesmo maiores taxas
de fluxo sanguineo por unidade de tecido corporal [14]. A funcionalidade IUtea estabelece a
duracdo e a regularidade dos ciclos estrais, a qual é determinada pela producéo de
progesterona (P4). Em uma compilacdo de dados, trabalhos relatam correlacdo entre o
tamanho do CL e a producéo de P4, porém em outros esse efeito ndo € observado [15, 16, 17].
Para alguns autores a funcionalidade do CL pode ser determinada pela ecotextura [18] e pelo
fluxo sanguineo durante o ciclo estral [16].

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram: 1) estudar a dindmica de
desenvolvimento do CL formado no primeiro ciclo estral apds a indugdo da ovulacdo em
novilhas Nelore pré-puberes; 2) determinar diferencas entre estruturas luteas em plena
funcionalidade daquelas que regridem prematuramente; 3) estipular caracteristicas
ultrassonograficas para o diagnostico precoce da RP e; 4) verificar a correlagdo da
concentracdo de P4 com a éarea e o percentual (%) de vascularizacdo do CL e, as relacfes
entre as variaveis que mais contribuem no estudo. A hipdtese dessa pesquisa foi que as
avaliacdes dos parametros ultrassonograficos permitem determinar diferencas entre estruturas

luteas em plena funcionalidade daquelas que regridem prematuramente em bovinos.
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2. Material e Métodos

2.1 Localizacéo e caracterizacao da area

O trabalho foi realizado no Instituto de Zootecnia (Centro Avancado de Pesquisa
Tecnologica do Agronegdcio de Bovinos de Corte; 21°10° latitude norte e 48°5° longitude
oeste), localizado no municipio de Sertdozinho, S&o Paulo, durante o periodo de margo a maio
de 2016, sendo aprovado pelo comité de ética da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP Jaboticabal sob o protocolo nimero 12146/15.

Novilhas da raca Nelore permaneceram em sistema de piquetes rotacionados com
pastagem composta por capins do género Brachiaria, com sal mineral e &gua ad libitum.
Suplementacéo energética (silagem de milho ad libitum) e proteica (farelo de soja - 0,5
quilograma(kg)/cabeca/dia) foi realizada durante o periodo das avaliacdes.

2.2 Animais e tratamentos

Sessenta e duas (62) novilhas da raca Nelore, com peso médio de 289,61+32,28 kg,
escore de condicao corporal (ECC) de 5,66+0,65 (escala de 1 a9) [19] e 17,47+0,81 meses de
idade foram avaliadas quanto a ciclicidade reprodutiva. Cinquenta e sete (57) foram
determinadas como pré-puberes, pela auséncia de CL observada nos ovarios em duas
avaliages ultrassonogréficas (Mindray Z5®, Shenzhen, China) realizadas com intervalo de
sete dias.

Em vinte e nove (n=29) novilhas foi instituido, em dia aleatdrio do desenvolvimento
folicular, o protocolo de inducéo da ovulagdo com dispositivo intravaginal de P4 e indutor da
ovulagédo (GP4+GnRH) conforme Figura 1-A. No D-12 foi inserido dispositivo intravaginal
de P4 de 3° uso (CIDR®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil), permanecendo por 10 dias no animal. No
D-2 esse dispositivo foi retirado e, no DO (48 horas ap6s a remogéo do dispositivo de P4)

aplicado, pela via intra-muscular, 0,02 miligrama (mg) de Acetado de Buserelina
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(Sincroforte®, Ouro Fino, S3o Paulo, Brasil), hormdnio sintético analogo ao horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH).

Em outras vinte e oito (n=28) foi utilizado o protocolo de inducdo da ovulagéo
somente com o indutor da ovulacdo (GGnRH), conforme Figura 1-B. Para esse grupo foram
realizadas trés avaliagdes iniciais ao tratamento para verificar a ciclicidade das fémeas. O
indutor da ovulacéo utilizado foi 0 mesmo do tratamento anterior, sendo este administrado na
mesma concentracdo e via de administracao.

No momento da inducao da ovulacao foi mensurado o didmetro do maior foliculo, a
fim de determinar a resposta ovulatdria frente aos dois tratamentos.

Os modelos experimentais delineados objetivaram a formacéo de CLs apresentando
duracdo normal e RP em ambos os tratamentos para posterior analise e comparacao dos
mesmos com base nas caracteristicas ultrassonograficas.

2.3 AvaliacGes do CL ap6s inducéo da ovulacao

As avaliacBes ultrassonograficas iniciaram quarenta e oito horas ap6s aplicacéo do
indutor da ovulagdo em ambos os grupos, para confirmacdo da ovulacéo das novilhas
(auséncia do foliculo dominante) frente aos tratamentos, e inicio das avaliacGes do CL para
aquelas novilhas em que foi possivel observar o mesmo. Os animais que ndo responderam ao
tratamento, com auséncia de CL até noventa e seis horas ap6s aplicacdo do indutor da
ovulagéo, ndo prosseguiram nas avaliagdes.

As avaliagdes dos CLs formados prosseguiram até 0 momento em que 0 mesmo
apresentasse diminuicdo do sinal vascular (acompanhado pela ultrassonografia Doppler
colorido). As avaliagdes Doppler colorido foram utilizadas para estipular o final das
avaliagdes, pois o objetivo principal era verificar a funcionalidade dos CLs. Ap0s essa

identificacdo foram realizadas mais duas avalia¢fes, todas com intervalo de dois dias entre
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elas (Figura 1). As avaliacdes ultrassonogréaficas foram realizadas em Modo-B, Doppler
colorido e espectral, com transdutor transretal linear multifrequencial (7,5 MHz).

Os CLs eram detectados primeiramente pela ultrassonografia convencional e apos,
realizados videos modo-B e Doppler colorido para posterior analise. O Doppler espectral da
artéria ovariana foi realizado em seguida e, por ultimo, as colheitas de sangue para dosagem
das concentragOes séricas de P4, a fim de confirmar a funcionalidade das estruturas lGteas.

A duracéo da fase lutea de cada animal, com base na funcionalidade, foi determinada
como sendo a partir de 24 horas ap6s a administracdo do GnRH (variagédo entre 26-30 horas)
até o dia anterior em que as concentracdes de P4 estiveram abaixo de 1 ng/mL. A partir disso,
os CLs que apresentaram duracdo da fase lutea superior ou igual a 16 dias foram classificados
como apresentando duracdo normal e aqueles com duracdo da fase lutea inferior a 16 dias
como RP [3]. Para os CLs classificados no presente estudo como afuncionais foi considerado
zero dias para sua duracao, devido ao critério metodologico empregado (concentragdes de
P4).

2.4 Anélise das imagens formadas

Em cada video modo-B foi obtida uma imagem do maior tamanho de cada CL, sendo
mensurada no proprio aparelho ultrassonografico a média do seu didmetro (média entre duas
distancias, em mm) e sua area (mm?). Para os CLs que apresentaram cavidade em seu interior,
foi realizada sua medicdo, para posterior subtracdo e obtencdo do resultado da area de tecido
luteinico.

Uma imagem de cada CL em modo-B foi utilizada para realizar a quantificagcéo de
pixels, para avaliacdo e comparacao da sua ecogenicidade e ecotextura. Essa analise foi
realizada em quatro regides de cada estrutura lutea por meio do “software” Image Pro Plus®

(Media Cybernetics Inc., San Diego, Califérnia, EUA). Foi determinada uma area minima
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representativa para realizar essa analise conforme estipulado por Viana e colaboradores [20].
Por essa analise foram determinadas as médias dos valores numéricos de pixels (VPN) e sua
heterogeneidade (desvio padrdo dos VPN). CLs de menor tamanho que a area minima
representativa ndo foram mensurados.

Nos videos modo Doppler colorido foram avaliadas as areas vasculares das estruturas
luteas, selecionando imagens da maior vascularizagdo do CL. Pelo “software” Image J©
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) foi calculada a area vascular e
entdo determinada, para cada dia de avaliacdo, % do CL vascularizado (area do Doppler
colorido/area total do CL x 100).

Os indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana (medidos em um ponto préximo ao
ovario que apresentava o CL) foram mensurados pela ultrassonografia Doppler espectral,
guando foram determinadas a velocidade do pico sistélico (VPS), velocidade diastdlica final
(VDF) e os indices de resisténcia vascular (IR = [VPS-VDF]/VPS) e pulsatilidade (IP =
[VPS-VDF]/velocidade média).

2.5 Colheita de sangue e determinacgdo da concentracao sérica de progesterona

As colheitas de sangue foram realizadas pela puncdo da veia coccigea a partir de
quatro dias ap06s a aplicagdo do indutor da ovulacdo. O material colhido foi armazenado em
tubos a vacuo sem aditivos, identificados com o nimero do animal e data da colheita. Apos a
colheita, os tubos foram centrifugados a velocidade de 2.500 x g durante 15 minutos. O soro
obtido foi transferido para microtubos de polipropileno em duas aliquotas, de mesmo volume,
devidamente identificados e mantidos a -20°C. As amostras foram quantificadas quanto as
concentragOes de P4 pela técnica de radioimunoensaio de fase sdlida (RI1A) utilizando o kit
especifico (Progesterone Ref: IM1188 — Immunoteck, A Beckmann Coulter Co. Pesadena,

CA, USA) no laboratorio de Endocrinologia Animal da FMVVA — UNESP Aracatuba. Foram
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realizados trés ensaios, apresentando coeficiente de variagdo inter e intra-ensaio de 4,9% e
7,3%, respectivamente, com sensibilidade média de 0,318 ng/mL.

2.6 Andlise estatistica

As variaveis diametro do foliculo no momento da aplicacdo do GnRH, numero de CL
formado, duracdo da fase lutea e, consequentemente, a funcdo do CL (normal, regredido
prematuramente ou afuncional) foram analisadas pelo procedimento GENMOD do programa
estatistico SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC). Nessa analise foram comparadas as médias
estimadas entre os tratamentos e entre as funces dos CLs obtidas em cada tratamento para
cada variavel, bem como sua interacdo. Para as variaveis numero de CL formado, duracéo da
fase lutea e funcdo do CL considerou-se a distribuicdo de frequéncia de Poisson e para a
variavel diametro do foliculo no momento da aplicacdo do GnRH foi considerada no modelo
de distribuicdo de frequéncia normal.

As analises das variaveis diametro e area do CL, média e heterogeneidade dos valores
numeéricos de pixels, % de vascularizacdo do CL, indices vasculares (VPS, VDF, IR e IP) da
artéria ovariana e concentracdo de P4 foram realizadas pelo procedimento MIXED do mesmo
programa estatistico, considerando-se as medidas repetidas no tempo (avaliagdes). Nessa
andlise foram comparadas as médias estimadas entre os tratamentos, as fun¢des dos CLs, ao
longo dos dias das avaliagdes, nas interagdes tratamento vs. avaliagcdes, tratamentos vs.
funcbes dos CLs e tratamentos vs. funcdes vs. avaliagoes.

As variaveis VPS, VDF, IP e P4 foram transformadas na base logaritmica 10, e a area
e % de vascularizacdo do CL em raiz quadratica. Os valores da P4 foram correlacionados com
a area e 0 % de vascularizacdo do CL pelo teste de correlacdo de Pearson. Pelo procedimento
GLM, analises de relacdo entre as variaveis foram realizadas, para determinar quais delas

apresentam maior contribuicdo no estudo.
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Diferenca significativa foi considerada se p<0,05.

3. Resultados

Com base nos resultados encontrados para a caracteristica duracao da fase lutea, trés
categorias de CLs foram determinadas no presente estudo com base em sua funcionalidade;
(1): duracdo normal — duracéo da fase IUtea superior ou igual a 16 dias; (2) regredidos
prematuramente — duracdo da fase lGtea inferior a 16 dias e; (3) afuncionais — determinados
zero dias para sua duracao, pois em todos os dias das avaliaces as concentracdes de P4 foram
abaixo de 1 ng/mL, mesmo morfologicamente presentes. No GP4+GnRH foram observados
80,77% (21/26) de CL com duracdo normal e 19,23% (5/26) regredidos prematuramente; e no
GGnRH, 4,00% (1/25) dos CLs apresentaram duracao normal, 44,00% (11/25) RP e 52,00%
(13/25) afuncionais.

A média do diametro folicular no momento da aplicacdo do GnRH apresentou
diferenca entre os tratamentos (p=0,03), sendo 12,42+0,40 mm para GP4+GnRH e
10,88+0,57 mm para GGnRH, porém ndo houve diferenca (p=0,22) quando comparado com
as fungdes dos CLs dentro dos tratamentos (Tabela 1).

Quarenta e oito horas apds a aplicacéo do indutor da ovulacao foi observado a
presenca de alguns CLs (39/55 = 70,91%), sendo a presenca de todos aqueles que
responderam ao tratamento confirmados noventa e seis horas apés a aplicacdo do GnRH, em
ambos os tratamentos. Ao total, seis animais (6/57 = 10,53%), sendo trés de cada grupo, ndo
responderam ao tratamento hormonal empregado, pois ndo foi observada a presenca de CL
em até noventa e seis horas ap0s a administragdo do GnRH, o que determinou taxa de
ovulagéo de 89,66% (26/29) para as novilhas do GP4+GnRH e 89,29% (25/28) para as do

GGnRH.
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O numero de CLs formados ndo diferiu entre os tratamentos (p=0,86) e entre as
funcBes dos CLs em cada tratamento (p=0,87). Em apenas um animal do tratamento
GP4+GnRH foi observada a formacao de dois CLs (1/26 = 3,85%), enquanto no tratamento
GGnRH, dois animais formaram dois CLs (2/25 = 8,00%) e um animal formou trés CLs (1/25
= 4,00%). Cada CL foi utilizado como unidade amostral. Os dois CLs observados na novilha
do GP4+GnRH apresentaram duracdo normal, e os CLs das novilhas do GGnRH RP .

Para a caracteristica duracao da fase lutea, com base na funcionalidade dessa estrutura,
houve diferenca entre os tratamentos (p<0,0001) e entre as func¢des dos CLs nos tratamentos
(p<0,0001) (Tabela 1). Mesmo nao sendo possivel determinar a duracdo para os CLs
classificados como afuncionais, morfologicamente persistiram, a grande maioria, por até doze
dias apds a aplicacdo do indutor da ovulacdo, como pode ser observado na Figura 2.

O diametro do CL foi influenciado pela interacdo entre os trés efeitos estudados:
tratamentos, funcdes dos CLs e dias de avaliacBes (p=0,04) (Figura 2-A). No inicio das
avaliacdes foi possivel observar diferenca somente entre os CLs de duracdo normal do
GP4+GnRH e os CLs afuncionais do GGnRH, sempre 0s primeiros apresentando maior
diametro quando comparado com os segundos. Ao final das avalia¢cGes semelhancas foram
observadas entre os CLs de mesma funcéo, independente do tratamento.

Para a &rea do CL ndo foi identificada interacdo entre os trés efeitos (p=0,07), somente
entre os tratamentos e as fungdes dos CLs (p<0,0001) (Tabela 1), e ao longo dos dias das
avaliacdes (p<0,0001) (Tabela 2). Os CLs de duracdo normal do GP4+GnRH apresentaram
area semelhante com os de mesma funcdo do GGnRH, assim como o0s que regrediram
prematuramente, 0s primeiros apresentando maior area em comparagao com o0s segundos. A
area dos CLs afuncionais foi menor em comparacdo com as outras duas categorias de CLs

estabelecidas. Ao longo das avaliacdes foi observado aumento da area no inicio da fase lutea,
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a qual apos atingir seu pico (dia 6 pos-inducao da ovulacdo), diminuiu gradativamente a cada
dia, apresentando ao final valores semelhantes aos iniciais.

A média dos VPN e a heterogeneidade ndo apresentaram diferenca na interacédo
tratamentos, funcdes dos CLs e dias de avaliacdes (p=0,58 e p=0,38 respectivamente). Porém,
diferenca entre os valores foi observada na interacdo tratamentos e funcdes (p=0,003 e
p=0,006) para ambas as caracteristicas, respectivamente (Tabela 1). Os CLs de duracéo
normal do GGnRH e os de duracdo normal e regredidos prematuramente do GP4+GnRH
apresentaram os maiores valores de pixels, enquanto os CLs regredidos prematuramente e
afuncionais do GGnRH apresentaram os menores valores. Para a caracteristica
heterogeneidade, diferenca foi observada também ao longo das avaliagdes (p=0,03) (Tabela
2). Maiores valores foram observados no inicio e final da fase lutea.

A vascularizacdo do CL nao foi influenciada pela interacdo tratamentos, funcdes dos
CLs e dias de avaliacbes (p=0,44). Diferencas foram observadas na interacao tratamentos e
funcdes (p=0,05) (Tabela 1) e ao longo das avalia¢des (p=0,02) (Tabela 2). Maior % de
vascularizagéo foi observado nos CLs de duracdo normal do GP4+GnRH, e semelhancga entre
as demais categorias. Ao longo dos dias das avaliagdes maiores percentuais foram observados
no inicio das mesmas, com valores acima de 20% até o dia 14 pés-inducdo da ovulacdo, e os
menores percentuais observados ao final, com queda acentuada entre os dias 20 e 22.

Os valores dos indices do fluxo sanguineo da artéria ovariana foram determinados até
0 dia 22 pos-inducdo da ovulacdo, pois apoés a identificacdo da diminuicao do sinal vascular
do CL pelo Doppler colorido essa estrutura apresentava-se pouco vascularizada, tornando
dificil a mensuragdo. A VPS, VDF e IR, ndo foram influenciados pela interacao tratamentos,
funcbes dos CLs e dias de avaliagcbes (p=0,77, p=0,28 e p=0,18, respectivamente), nem pela

interacdo tratamentos e funcdes (p=0,56, p=0,78 e p=0,13, respectivamente). A VPS e VDF
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foram diferentes ao longo dos dias de avaliacbes (p=0,02 e p=0,03, respectivamente) (Tabela
2). A VPS aumentou gradativamente até o meio da fase Iitea, mantendo entéo valores
constantes até o final da fase.

A VDF também apresentou diferenca para a interacdo tratamentos e dias de
avaliacdes, assim como o IR (p=0,04, para ambas as caracteristicas) (Tabela 3). Para a VDF,
diferenca foi observada entre os tratamentos somente nas duas ultimas avalia¢fes, com
maiores valores para 0 GGnRH. O IR apresentou diferenca em apenas uma avaliacédo entre 0s
tratamentos (dia 6 pos-inducdo da ovulacao). Maior diferenca pode ser observada ao final da
fase lutea para 0 GGnNRH, em que apresentou valores numericamente inferiores para essa
caracteristica comparado com 0 GP4+GnRH.

O IP da artéria ovariana foi influenciado pela interacdo entre os efeitos estudados,
tratamentos, funcdes dos CLs e dias de avaliacdes (p=0,008) (Figura 2-B), assim como a
concentracdo sérica de P4 (p=0,03) (Figura 2-C). Em duas avalia¢des iniciais (dia 4 e 6 pds-
inducdo da ovulacdo), o IP apresentou valores superiores para os CLs regredidos
prematuramente, tanto do GP4+GnRH como do GGnRH. Ao final da fase lutea, em uma
avaliacdo (dia 14 p6s-inducdo da ovulagdo), o valor do IP foi superior para o CL de duragéo
normal do GGnRH. Para o restante das avaliacbes ndo houve diferenca entre os tratamentos e
funcbes dos CLs estabelecidas.

A concentracdo sérica de P4 apresentou diferenca significativa entre as categorias de
CLs estabelecidas ao longo dos dias das avalia¢cdes, com maiores valores para os CLs de
durac@o normal de ambos os tratamentos, valores intermediarios para os regredidos
prematuramente e valores sempre inferiores a 1 ng/mL para os afuncionais. A concentragdo
de P4 apresentou correlacéo positiva com a area (r=0,62; p<0,001) e com 0 % de

vascularizagdo do CL (r=0,38; p<0,001). Baixa relacédo entre as variaveis diametro do foliculo
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e funcionalidade do CL (R?=0,15), funcionalidade do CL e concentragdo de P4 (R*=0,19),
funcionalidade do CL e % de vascularizacéo (R*=0,10) e area e % de vascularizacio do CL
foi observada (R?=0,13). A variavel 4rea do CL foi a que apresentou maior relagdo com a
concentracéo de P4 (R*=0,53), resultando na seguinte equagéo de regressdo: AREA DO CL =

91,75 + 37,68P4 — 2,86P4°,

4. Discussao

Taxa de ovulacdo esperada em novilhas utilizando dose de 0,01mg de acetato de
Buserelina como indutor da ovulacdo encontra-se entre 50 e 60% [21]. O alto valor da taxa de
ovulacdo encontrado no presente estudo, em ambos os tratamentos, provavelmente foi devido
a alta dose do indutor da ovulacdo empregada. Maiores taxas eram esperadas no grupo
utilizando a fonte exdgena de P4, devido a persisténcia do foliculo durante a permanéncia do
dispositivo de P4 no animal, o qual apresentaria maior diametro no dia da aplicacdo do
indutor da ovulacdo. A alta dose e a aplicacdo em dia aleatorio do ciclo estral no grupo
utilizando somente o indutor pode ter induzido a ovulacgdo de foliculos ainda muito jovens, o
que resultou na alta incidéncia tanto da RP quanto da afuncionalidade dos CLs. Os modelos
experimentais realizados demonstraram-se eficientes na inducéo de CLs classificados como
duracdo normal e RP em ambos 0s tratamentos, e a exposicao a P4 reduziu a ocorréncia da
RP.

A prévia exposicao a P4 antes do primeiro ciclo estral em novilhas resulta em efeito
benéfico para o foliculo pré-ovulatorio [22,23] e para a funcionalidade do CL [24,25]. A P4
diminui o feedback negativo causado pelo excesso de receptores de estradiol no hipotalamo
[26], o que resulta em aumento na liberacéo das gonadotrofinas FSH e LH pela hipofise e,

consequentemente aumento na taxa de crescimento do diametro do foliculo dominante [22,
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27]. Essa afirmacao pode ser confirmada no presente estudo pelo maior diametro do foliculo
pré-ovulatorio observado no GP4+GnRH. O efeito benéfico para a funcionalidade do CL esta
em que a P4 inibe dos receptores de ocitocina no endométrio apos a ovulacdo, nao permitindo
a liberacdo da prostaglandina F,, (PGF,,) prematuramente pelo endométrio do Utero e,
consequentemente, ndo ocorrendo o estimulo para a regressdo do CL antes do momento
fisioldgico [25]. Segundo S& Filho et al., [28], Pfeifer et al., [22] e S& Filho et al., [29], a
exposicao prévia a P4 determina maior persisténcia do CL e melhores resultados na taxa de
prenhez/inseminacdo artificial.

Os CLs regredidos prematuramente no presente estudo apresentaram duragdo de 9 a 12
dias, similarmente ao encontrado por Sharma et al. [30], que observaram, pela
ultrassonografia, variacdo de 8 a 12 dias para a duracdo do CL. Valores inferiores foram
observados por Evans et al. [27] e S& Filho et al. [28], onde o0s primeiros apresentaram média
de 7 dias na persisténcia do CL, acompanhado pela onda de desenvolvimento folicular, e os
segundos observaram quedas nas concentracdes de P4 a partir do 5° dia apés inducdo da
ovulacéo.

Uma categoria de CL estabelecida no presente estudo foi o afuncional. Esses CLs
apresentaram % de vascularizagdo semelhante aos de RP do mesmo grupo, assim como
diametro do foliculo no dia da aplicacdo do indutor da ovulacao, porém resultaram em CLs
com menor area. Esta caracteristica representa menor quantidade de células luteinicas, a qual
foi possivelmente a responsavel pela menor concentracao de P4 produzida por esses CLs no
presente estudo. Esses CLs podem ter sido resultado também da inadequada exposi¢ao dos
foliculos as gonadotrofinas anteriormente a ovulagéo [31], ovulacao desses foliculos ainda
jovens [4] e/ou falha no desenvolvimento vascular tanto do foliculo pré-ovulatorio quanto

durante o inicio da formag&o do CL [32]. Uma alteracdo encontrada na literatura que pode
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explicar esse resultado € a alteracdo conhecida como disfuncao lGtea, a qual é caracterizada
pelo funcionamento inadequado do CL, com deficiéncias na secrecdo da P4 [33]. Essas
informacdes mostram que o primeiro CL formado em novilhas pré-paberes sem a prévia
exposicao a P4, além de apresentarem grande probabilidade de regredirem prematuramente,
podem ser afuncionais. Vale destacar que estes ultimos foram identificados no presente estudo
na avaliacdo ovariana pela ultrassonografia, e permaneceram no ovario por periodo tempo
semelhante aos regredidos prematuramente.

Diametro e area dos CLs apresentaram diferencas conforme as funcdes estabelecidas
no presente estudo. CLs de duracdo normal apresentaram maiores diametro e area, CLs que
regrediram prematuramente valores intermediarios, e CLs afuncionais os menores diametro e
area. Esse resultado pode ser explicado em decorréncia do diametro do maior foliculo
dominante encontrado no momento da aplicacdo do GnRH para os grupos, o que é
confirmado pelos trabalhos de Borges et al. [34], Pugliesi et al. [35] e Vasconcelos et al [36].
Para o diagnostico da afuncionalidade do CL, a avaliacdo do seu didametro pode ser uma
ferramenta viavel utilizada a campo, pois essa categoria apresentou 0os menores valores para
essa caracteristica apés 8 dias da inducéo da ovulacao, com valores inferiores a 10mm para a
grande maioria das avaliagdes.

Pixels representam a ecogenicidade de um tecido, que corresponde a intensidade do
reflexo da onda sonora em um ponto especifico do mesmo, sendo apresentados na imagem
dentro de uma escala de cinza que varia de zero (preto — imagem anecoica) a 255 (branco —
imagem hiperecoica) [37]. Segundo Davies e colaboradores [38], maiores valores de pixels
representam maior organizacéo e densidade das células luteinicas. Os resultados encontrados

no presente estudo mostram que os CLs afuncionais apresentaram os menores valores para
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essa caracteristica, provavelmente por possuirem menor organizagdo tecidual em comparacao
com as outras categorias.

Valores da heterogeneidade de pixels, os quais representam a ecotextura de um tecido,
estdo de acordo com os encontrados nos trabalhos de Siqueira et al. [18] e Simdes et al. [39],
com maiores valores observados no inicio e final da fase lGtea. Provavelmente isso decorre do
processo de diferenciacdo celular que esta ocorrendo no CL nessas fases. No inicio, o volume
e 0 numero de células luteinicas sdo pequenos e, como o CL esta em formacédo a imagem
ultrassonografica € heterogénea. Ao final, devido a morte celular e degradacéo tecidual que
ocorre no CL devido ao processo da lutedlise, 0 mesmo ocorre [40, 18].

A avaliacdo Doppler colorido permite avaliacdo em tempo real da vascularizacéo do
CL, sendo uma vantagem nos trabalhos a campo no diagnéstico da sua funcionalidade, por ser
uma ferramenta nao invasiva e de rapido diagnostico [9]. Ao longo do ciclo estral ocorre
variacdo no padrdo de vascularizacdo dessa estrutura, com aumento do fluxo sanguineo
durante a luteogénese e diminui¢do durante a lute6lise [9, 11], o que foi observado no
presente estudo. O aumento do fluxo sanguineo durante a luteogénese ocorre devido ao
intenso processo de angiogénese e vasodilatacdo que ocorre no local [41], e a diminuigéo na
lutedlise devido a liberacao pulsatil de PGF,, pelo endométrio. A PGF,, induz a liberacdo de
peptideos vasoativos, que provocam vasoconstricdo dos vasos sanguineos e,
consequentemente resultam na redu¢do do fluxo sanguineo para o CL [42].

A vascularizagdo do CL esta diretamente relacionada com a funcionalidade do tecido
[43]. Em decorréncia disso, maior % de vascularizacao foi observado no presente estudo para
CLs de duracdo normal do tratamento com prévia exposi¢cdo a P4 em comparacdo com 0S
regredidos prematuramente e afuncionais. Isso mostra a importancia do adequado suprimento

sanguineo durante a formagdo e desenvolvimento do CL [9, 11]. Os menores valores
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numéricos encontrados para 0 % de vascularizacdo dos CLs afuncionais podem ter
contribuido para as baixas concentracfes de P4 produzidas pelos mesmos. A diminuicdo do
sinal vascular como critério de exclusdo dos animais das avaliacbes foi eficiente para
estabelecer a funcionalidade dos CLs, pois a partir desse dia os valores observados das
concentracdes de P4 ficaram abaixo de 1ng/mL.

Estudos mostram resultados promissores no uso da ultrassonografia Doppler colorido
para o diagndstico precoce de gestacdo, por meio da avaliacdo visual da vascularizacdo do CL
[44,45]. Essa ferramenta também vem sendo utilizada em programas de transferéncia de
embrides, na avaliacdo da vascularizacdo do CL antes do procedimento de inovulacao [46,47].
Guimardes e colaboradores [46] observaram que a avaliacao visual do fluxo sanguineo do CL
quatorze dias apds a transferéncia de embriGes é efetiva para a deteccdo de fémeas receptoras
ndo prenhas submetidas ao protocolo de transferéncia de embrides. Utilizando dessa
avaliacdo, a tomada de decisdes em uma propriedade se torna facilitada, como a selecdo de
animais a serem mantidos no rebanho, aumento na probabilidade do sucesso reprodutivo e no
diagndstico de gestacdo [47]. Outra aplicacdo no uso dessa ferramenta esta no diagnostico da
funcionalidade das estruturas lGteas, como observado no presente estudo.

A producdo de P4 pelo CL apresenta variacGes ao longo da sua permanéncia no ovario
[11], a qual esta relacionada com a vascularizagdo dessa estrutura [40, 41, 48]. Durante a
luteogénese ocorre aumento na secrecao desse hormonio [15,18], e o contrario durante a
lutedlise [49]. A concentracdo serica de P4, no presente estudo, foi eficiente no diagnostico da
funcionalidade do CL, pois os valores dos afuncionais diferiram significativamente das
demais categorias apoés seis dias da inducdo da ovulacgéo e os regredidos prematuramente apds
8 dias, permanecendo essa diferenca na grande maioria das demais avaliacGes. Porém, por ser

uma analise em que o resultado ndo é imediato, torna-se de dificil realizacdo a campo.
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No presente estudo foi encontrada correlacdo positiva mais forte da concentracéo
sérica de P4 com a area do CL do que com 0 % de vascularizagdo, ao contrario de Herzog et.
al. [16]. Nos trabalhos de Mann [15], Siqueira et al. [18] e Vasconcelos et al. [36], CLs de
maior area estavam associados com maiores concentracdes circulantes de P4.

Os indices vasculares mensurados pelo Doppler espectral, principalmente o IR e IP,
sdo utilizados na avaliacdo de estenoses, tromboses, e na avaliacdo dos vasos periféricos com
fluxo de maior resisténcia [13]. Esta avaliacdo permite o estudo do perfil do tracado dos
vasos, quando mudancas podem indicar alteracdes fisiologicas, sistémicas ou locais. Durante
o final do ciclo estral ¢ observado mudanca no tracado do fluxo das artérias intraovarianas,
com aumento da resistividade [12], diferentemente do que ocorreu no presente estudo para 0s
CLs do tratamento GGnRH. A queda numérica nos valores do IR ao final das avaliacbes para
0s CLs do GGnRH sugerem que esses CLs apresentam maior metabolismo durante a
lutedlise, confirmada pela maior VDF ao final das avaliacbes nesse tratamento. Para 0s
resultados do IP observados no presente estudo, pode-se dizer que a avaliacdo desse indice foi
0 mais precoce para o diagndstico da RP, pois maiores valores para essa variavel foram
apresentados pelos CLs dessa categoria 4 a 6 dias ap6s a inducao da ovulagéo.

Os resultados encontrados no presente estudo mostram que novas pesquisas poderao
ser realizadas no ambito de descobrir as causas para a afuncionalidade dos CLs no primeiro
ciclo estral de novilhas pré-puberes, além de comparar as caracteristicas morfoldgicas e

funcionais com as estruturas lateas do segundo ciclo estral.
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5. Concluséo

O presente estudo demonstrou a importancia da prévia exposicdo a progesterona em
novilhas pré-puberes, pelo maior percentual observado de corpos Iuteos com funcionalidade
normal no primeiro ciclo estral.

Diferencas morfologicas e funcionais foram observadas entre as categorias de CLs
estabelecidas. CLs de duracdo normal apresentaram maior area em comparacao aos
regredidos prematuramente e afuncionais, e estes ultimos, devido aos menores valores de
pixels, células liteas menos organizadas e com menor densidade. CLs de duracdo normal
possuiram maiores percentuais de vascularizacdo, e os regredidos prematuramente nao
diferiram dos afuncionais para essa caracteristica. A baixa producdo de progesterona pelos
CLs afuncionais ndo foi relacionada com a vascularizacdo dessa estrutura, mas sim com
menor area.

Os resultados desse estudo indicaram que a concentracdo sérica de progesterona foi
eficiente no diagndstico da funcionalidade do CL. Além dessa caracteristica, o indice de
pulsatilidade da artéria ovariana pdde ser utilizado no diagnostico precoce da regressdo
prematura do CL, e a avaliacdo ultrassonogréafica do didmetro no diagndéstico dos afuncionais.

A concentracdo sérica de progesterona apresentou maior correlacdo com a area do CL
quando comparado com o percentual de vascularizagdo. A relagdo que melhor contribuiu no

estudo foi entre a &rea do CL e a concentracdo de P4.
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Figura 1: Diagrama esquematico dos tratamentos e avaliacGes experimentais. (A): tratamento
utilizando dispositivo de progesterona e indutor da ovulacédo; (B): tratamento utilizando
somente indutor da ovulacéo.

US: ultrassonografia do trato reprodutor feminino; ECC: escore de condigéo corporal;
CIDR®: dispositivo intravaginal de progesterona; CL: corpo I(teo; Dn: dia da diminuicdo do

sinal vascular identificado pela ultrassonografia Doppler colorido.
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Figura 2. Média estimada ao longo dos dias das avaliacGes para as diferentes fungdes dos
CLs estabelecidas em cada tratamento apos inducédo da ovulacdo de novilhas Nelore preé-
puberes para as variaveis (A): diametro do CL, (B): indice de pulsatilidade e, (C):
concentracdo sérica de progesterona.

GP4+GnRH: tratamento utilizando dispositivo de progesterona e GnRH como indutor da
ovulacdo; GGnRH: tratamento utilizando somente GnRH como indutor da ovulacdo; N:
funcdo do CL normal; RP: CL regredido prematuramente; AF: CL afuncional; n: nimero de
animais por dia da observacdo em cada grupo.

abcd Médias com letras minGsculas sdo diferentes entre si de acordo com o teste de Tukey

(p<0,05) entre os grupos no mesmo dia de avaliagdo. ~** ™
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Tabela 1. Média estimada (z erro padrdo) para o diametro do foliculo (mm) no dia da aplicacdo do GnRH, a duracéo dos CLs (dias), a

incidéncia dos animais (%), a area (mm?), média e heterogeneidade dos valores numéricos dos pixels e percentual de vascularizagdo para as

diferentes fungdes de CL estabelecida para cada tratamento (GP4+GnRH e GGnRH) apds induc¢do da ovulacéo de novilhas Nelore pre-

puberes.

GP4+GnRH GGnRH
N RP N RP AF
(n=21) (n=5) (n=1) (n=11) (n=13) p - value
Diametro fol. (mm)  11,79+0,37%  13,05+0,70 12,13#1,57"  10,53+0,47°  9,98+0,44" 0,22
Duragdo CL (dias)”  17,81x0,05*  11,60%0,13" 22,00£0,21*°  9,27+0,10°  0,00%0,01° <0,0001
Areado CL (mm?  112,05+8,24* 78,40+13,84° 154,38+22,85° 58,33+10,72° 31,89+11,46°  <0,0001
Média VPN 92,66+2,03°  92,48+3,22° 105,70+4,91*°  88,93+2,60°  84,05+2,90° 0,003
Heterog. 11,90+0,18"  12,10+0,32" 13,27+0,49"  11,03+0,37°  11,41+0,42"° 0,006
Vasc. (%) 20,85+1,18"  15,73+2,14° 18,1243,34*  13,64+2,27°  10,88+2,59° 0,05
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GP4+GnRH: tratamento utilizando dispositivo de progesterona e GnRH como indutor da ovulacdo; GGnRH: tratamento utilizando somente
GnRH como indutor da ovulacédo; N: funcdo do CL normal; RP: CL regredido prematuramente; AF: CL afuncional; fol.: foliculo; VPN:
valores numeéricos de pixels; Heterog.: heterogeneidade dos pixels (desvio padréo); Vasc.: % de vascularizacdo do CL.
abC Meédias com letras mintsculas na mesma linha sdo diferentes entre todas as categorias de CLs estabelecidas nos tratamentos de acordo
com o teste de Tukey (p<0,05).
" a duracéo da funcionalidade do CL foi determinada como sendo a partir de 24 horas ap6s a administracdo do GnRH até o dia anterior em

que as concentracOes de P4 estiveram abaixo de 1 ng/mL.
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Tabela 2. Média estimada (+ erro padrdo) da area do CL, heterogeneidade dos pixels,

percentual da vascularizacdo do CL e velocidade do pico sistolico ao longo dos dias das

avaliacdes (D2-28) apos inducdo da ovulacédo de novilhas Nelore pré-puberes.
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Diade Aval. Area CL (mm?) Heterog. Vasc. (%) VPS (cm/seQ)
D2 (n=43) 60,89+7,04™ 13,43+0,38" 23,67+1,85"°F 15,31+2,56"
D4 (n=56) 107,95+6,68° 13,15+0,25" 23,80+1,56"° 21,77+1,51°
D6 (n=56) 169,11+6,72" 12,40+0,25° 25,98+1,55" 25,62+1,51°
D8 (n=56) 153,38+6,74° 11,91+0,25%¢  22.60+1,56"%F  29,69+1,51"
D10 (n=55)  146,14+6,76°¢ 11,74+0,25° 20,48+1,59°°F  27,66+1,58"°
D12 (n=54)  140,22+6,78°®  11,92+0,26%¢  22,09+1,62"%F  28,89+1 67"
D14 (n=36)  141,42+7,79°° 11,63+0,33° 20,80+2,04%F  27,60+2,23"8
D16 (n=36)  130,35+8,02° 11,35+0,33°P  16,18+2,12°P5F 27 46+2,61"°
D18 (n=33)  106,99+8,53% 11,39+0,42°°  13,50+2,60°5¢  30,06+4,98"F¢
D20 (n=26)  93,64+11,30%° 11,68+0,525¢  12,58+3,23°5"¢ 28534520
D22 (n=19)  82,57+13,96" 9,62+0,88" 9,10+3,95°5F¢  26,26+5,68"%
D24 (n=9) 4457+419,31"  11,85+0,91°%°® 4694572 -
D26 (n=4)  45,74+22 51" 13,14+0,99"%C 3,35+6,18° -
D28 (n=2)  51,39+27,10"°"  12,12+1,207°°®  8,70+7,48%° -

Aval.: avaliacdo; VPN: valores numéricos de pixels; Heterog.: heterogeneidade dos pixels;

Vasc.: % de vascularizacdo do CL; VPS: velocidade do pico sistolico.

ABC.-H Médias com letras maitisculas na mesma coluna séo diferentes ao longo das avaliacdes

de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).



47
692  Tabela 3. Média estimada (+ erro padrdo) da velocidade diastolica final e indice de
693  resisténcia ao longo dos dias das avaliacfes (D2-22) em cada tratamento (GP4+GnRH e

694  GGnRH) apds inducédo da ovulacdo de novilhas Nelore pre-puberes.

Avaliacao Tratamento VDF (cm/seg) IR
GP4+GnRH (n=18)  5,71+156%=  0,63+0,04*""
o2 GGNRH (n=25) 4,44+2 07%F 0,67+0,05*®
GP4+GnRH (n=27)  9,11+0,99°%  0,61+0,03**"
o GGNRH (n=29) 7,42+41,11%F  0,60+0,03%5¢
GP4+GnRH (n=27) 10,15+0,99°°“®  0,56+0,03%°
> GGnRH (n=29) 9,08+1,11*P*  0,67+0,03"
GP4+GnRH (n=27)  9,86+0,99°“®  0,63+0,03*"
> GGnRH (n=29) 12,58+1,11*®°  0,60+0,03%c¢
GP4+GnRH (n=27)  11,30+0,99"*°“  0,61+0,03**"
- GGnRH (n=28) 11,52+1,22°%°P  0,54+0,03*
GP4+GnRH (n=27)  12,83+#1,01**  0,59+0,03**"
o1 GGNRH (n=26)  10,34+1,32°°°P%  0,59+0,03%%
GP4+GnRH (n=26)  12,29+1,01*®  0,58+0,03**"
- GGNRH (n=10)  8,65+2,02°°°PFF  0,65+0,05*5¢
GP4+GnRH (n=26)  12,14+1,03**®  0,59+0,03*"
o GGnRH (n=10) 7,78+2,43°°5F  0,68+0,06*°
GP4+GnRH (n=26) 10,20+1,23**°“F  0,64+0,03*"
D18

GGnRH (n=7)  16,48+4,94**8CPF 0 50+0,12"%¢
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GP4+GnRH (n=23)  8,04+1,59°°°  0,65+0,04*"
D20
GGnRH (n=3) 18,64+4,98"8C  0,43+0,13*5¢

GP4+GnRH (n=17) 5,38+2,80% 0,63+0,07**°
D22
GGnRH (n=2) 21,81+4,98"*  0,41+0,13%¢

GP4+GnRH: tratamento utilizando dispositivo de progesterona e GnRH como indutor da
ovulacdo; GGnRH: tratamento utilizando somente GnRH como indutor da ovulacao; VDF:
velocidade diastolica final; IR: indice de resisténcia vascular.

2P Médias com letras mindsculas na coluna s&o diferentes entre os tratamentos no mesmo dia
de avaliacdo de acordo com o teste de Tukey (p=<0,05).

AB--F Médias com letras mailsculas na coluna sdo diferentes no mesmo tratamento ao longo

das avaliagdes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).






