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RESUMO

GHELLER, J. M. Parametros reprodutivos de fémeas Nelore com diferentes
contagens de foliculos antrais. 2019. 88f. Dissertacdo — Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul, Aquidauana, MS, 2019.

O objetivo dessa dissertacdo foi estudar a contagem de foliculos antrais (CFA)
ovarianos de fémeas de alto valor genético da raca Nelore, a fim de avaliar o
desempenho reprodutivo de fémeas com diferentes CFAs, e correlacionar a CFA e a
concepcao a IATF com as estruturas ovarianas (FD; foliculo dominante e CL; corpo
luteo), intensidade de estro, medidas ultrassonograficas de avaliacdo de carcaca
(AOL; &rea de olho de lombo e EG; espessura de gordura), idade e peso corporal.
Para tal, foram utilizadas 138 nuliparas (15,3 + 1,7 meses de idade) e 565 pluriparas
(69,7 £ 36,1 meses de idade) da raca Nelore pertencentes a trés propriedades da
regido de transicdo entre o Cerrado e o Pantanal sul-matogrossense. Para a
determinacao da CFA individual e avaliagcdo de estruturas ovarianas foi realizado um
anico exame ultrassonografico ovariano para cada animal em um dia aleatério do
ciclo estral. Todas das fémeas foram submetidas a IATF e repasse com touro
durante a estacdo de monta. O diagndstico ultrassonografico de gestacdo foi
realizado 30 dias ap6s a IATF e 30 dias apds a retirada do touro. A contagem média
de foliculos antrais nuliparas foi de 21,5 + 9,6 foliculos, e para as pluriparas 22,4 +
8,4 foliculos. A taxa de concepcédo a primeira IATF e a prenhez ao final da estacéo
foi de 159% e 451%, e 52,3% e 78,9%, para nuliparas e pluriparas
respectivamente. As nuliparas foram desafiadas a primeira IATF com idade média
de 15,3 £ 1,7 meses de idade, e as melhores taxas de prenhez ao final da estacéo
foram encontradas para fémeas baixa CFA (p<0,05), resultado semelhante ao
encontrado para as pluriparas, onde as melhores taxas de concepcdo foram
encontradas para as fémeas com menor CFA (p<0,05). Além disso, as nuliparas que
apresentaram maior area de olho de lombo foram menos eficientes na concepcéo a
primeira IATF (p<0,05), enquanto que aquelas com maior escore de condicao
corporal apresentaram melhores resultados ao final da estacdo de monta (p<0,05).
Para as pluriparas, as melhores taxas de prenhez foram alcacadas pelas fémeas
com presenca de corpo luteo do inicio do protocolo hormonal (p<0,05), além de
serem também as fémeas com maior peso corporal. Para ambas as categorias a
presenca de foliculo dominante nos ovarios influenciou (p<0,05) a CFA, de forma
que ovarios com a presenca de FD apresentam menor CFA, enquanto que a
presenca de CL nao interefere na CFA. Foi encontrada alta correlacdo entre a CFA
dos ovérios direito e esquerdo com a CFA total, reforcando a ideia de que com a
avaliacdo de um unico ovério, desde que ndo haja FD, é possivel estimar a
populacdo de foliculos totais de cada animal. Nao foi encontrada correlacdo entre o
didmetro do foliculo dominante pré-ovulatorio e CFA (p>0,05), no entanto houve
relacdo entre a intensidade de expressédo do estro e a CFA (p<0,05), sendo que
fémeas com menor CFA apresentaram expressao de estro mais intensa, do que
aguelas com alta CFA. Nao foram encontradas correlacbes entre as medidas
ultrassonogréficas de carcaca (AOL e EG) e a CFA das nuliparas. Dessa forma,
conclui-se que fémeas nuliparas e pluriparas da raca Nelore com CFA baixa
apresentam melhor taxa de prenhez nos programas de IATF, além disso a CFA é
influenciada negativamente pela presenca de FD, de forma que o FD esta presente,
em sua maioria, em ovarios com menor CFA. Ficou sugerido que € possivel
determinar a CFA por meio de um unico exame ultrassonografico, o que torna o
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trabalho mais simples e rapido de ser executado. Além disso, reforca-se a ideia de
que € viavel a iniciacdo de fémeas jovens nos programas de IATF, e a avaliacdo da
CFA nas mesmas € importante a fim de selecionar um rebanho cada vez mais
precoce e eficiente, uma vez que a CFA tem sido utilizada como um critério de
selecéo para fémeas.

Palavras-chave: IATF, melhoramento genético, populacéo folicular, prenhez.
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ABSTRACT

GHELLER, J. M. Reproductive parameters of nellore females with different antral
follicle counts. 2019. 88f. Dissertagdo — Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul, Aquidauana, MS, 2019.

The objective of this dissertation was to study the ovarian antral follicles (AFC) of
females of high genetic value of the Nelore breed, in order to evaluate the
reproductive performance of females with different AFCs, and to correlate the AFC
and conception to the FTAI with the structures ovarian (DF, dominant follicle and CL,
corpus luteum), estrus intensity, ultrasonographic measurements of carcass
evaluation (AEA, loin eye area and FT, fat thickness), age and body weight. A total of
138 nulliparous females (15.3 £ 1.7 months) and 565 pluriparous females (69.7 +
36.1 months old) of the Nelore breed belonging to three properties of the transition
region between the Cerrado and Pantanal South-Matogrossense. For the
determination of the individual AFC and ovarian structures evaluation, a single
ovarian ultrasonographic examination was performed for each animal on a random
day of the estrous cycle. All the females were submitted to FTAI and transferred with
bull during the breeding season. Ultrasound diagnosis of gestation was performed 30
days after FTAI and 30 days after bull removal. The mean nulliparous antral follicle
count was 21.5 = 9.6 follicles, and for the pluriparous 22.4 + 8.4 follicles. The
conception rate at the first FTAI and the pregnancy at the end of the breeding season
was 15.9% and 45.1%, and 52.3% and 78.9%, for nulliparous and pluriparous
respectively. The nulliparous were challenged at the first FTAI with a mean age of
15.3 £ 1.7 months of age, and the best late-season pregnancy rates were found for
female with low AFC (p <0.05), a result similar to that found for the pluriparous,
where the best conception rates were found for females with lower AFC (p <0.05). In
addition, the nulliparous who presented greater loin eye area were less efficient at
conception at the first FTAI (p <0.05), while those with higher body condition score
presented better results at the end of the mating season (p < 0.05). For pluriparous,
the best pregnancy rates were obtained by females with presence of corpus luteum
at the beginning of the hormonal protocol (p <0.05), as well as females with higher
body weight. For both categories the presence of dominant follicle in the ovaries
influenced (p <0.05) the AFC, so that ovaries with the presence of DF presented
lower AFC, whereas the presence of CL did not interfere in the AFC. It was found a
high correlation between the AFC of the right and left ovary with total AFC,
reinforcing the idea that with the evaluation of a single ovary, as long as there is no
DF, it is possible to estimate the population of total follicles of each animal. No
correlation was found between preovulatory follicle diameter and AFC (p> 0.05),
however, there was a correlation between estrus expression intensity and AFC (p
<0.05), with females with lower AFC showed more intense estrus expression than
those with high AFC. No correlation was found between the ultrasound
measurements of carcass (LEA and FT) and the AFC of nulliparous females. Thus, it
is concluded that nulliparous and pluriparous females of the Nelore breed with low
AFC present a better pregnancy rate in the FTAI programs, in addition the AFC is
influenced negatively by the presence of DF, so that the DF is present, in ovaries
with low AFC. It has been suggested that it is possible to determine the AFC through
a single ultrasound examination, which makes the work simpler and faster to perform.
In addition, the idea that young females are initiated into FTAI programs is feasible,
and the assessment of the AFC in them is important in order to select an increasingly



precocious and efficient herd, since the AFC has been used as a selection criterion
for females.

Key words: FTAI, follicular population, genetic improvement, pregnancy.
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CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se mundialmente no setor pecuario, possuindo o segundo
maior rebanho efetivo do mundo, com 219,1 milhdes de cabecas de gado,
representando cerca de 22,5% do rebanho mundial (DEPEC, 2017). Além disso, é o
maior produtor de embrides bovinos in vitro do mundo (SARTORI et al., 2016),
proporcionado, principalmente, pelo fato do rebanho brasileiro ser composto por
80% de animais de origem Bos indicus, cuja raca apresenta populacdo de foliculos
antrais que incrementa o nimero de embrifes produzidos (FERRAZ E FELICIO,
2010; BATISTA et al. 2014).

Para otimizar a produtividade de bovinos de corte tem-se buscado cada vez
mais identificar animais eficientes, os quais podem ser obtidos por meio de préticas
de manejo eficazes aliadas ao uso de tecnologia (VAZ E LOBATO, 2010). O uso de
biotecnologias reprodutivas em associacdo aos programas de melhoramento
genético tem se apresentado como uma boa estratégia para melhorar a producéo
pecuaria em espaco de tempo mais curto (MOROTTI et al., 2016).

O grande avanco das biotecnologias aplicadas a reproducédo deve-se ao
maior conhecimento da fisiologia envolvida no ciclo estral da fémea bovina
(BARUSELLI et al., 2004). Esse conhecimento tem despertado o interesse no estudo
sobre a contagem de foliculos antrais (CFA) e sua influéncia sobre o desempenho
reprodutivo das fémeas (IRELAND et al., 2008; IRELAND et al., 2011; PONTES, et
al., 2011; BARUSELLI et al., 2015; MOROTTI et al., 2015;2016; 2018), uma vez que
o numero de foliculos antrais esta intimamente relacionado ao niumero de embrides
produzidos pelas doadoras (PONTES et al., 2011). Embora haja alta variacdo da
populacao folicular entre os individuos, ha alta repetibilidade individual, tornando
possivel classificar as fémeas com alta, intermediaria e baixa populacéo de foliculos
por um Unico exame ultrassonografico (IRELAND et al., 2008).

Em fémeas Bos taurus maiores taxas de concepcdo foram demonstradas
para animais com alta CFA (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007; 2008;
MOSSA et al.,2012; MARTINEZ et al., 2016). Enquanto para animais Bos indicus 0s

dados sdo controversos, sugerindo taxa de concep¢do semelhante entre as fémeas
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com diferentes CFA (BARUSELLI et al., 2014) e melhores resultados em fémeas
com baixa CFA (SANTOS et al., 2016; MOROTTI et al., 2018).

O melhoramento genético representa uma importante ferramenta para
otimizar os indices produtivos dos rebanhos. Trata-se de um processo constante de
producdo e selecdo dos animais, objetivando implantar ou alterar caracteristicas dos
animais na geragao seguinte (VIEIRA et al., 2006; BARROS JUNIOR et al., 2016). A
pecuaria moderna tem aliado as biotecnologias da reproducdo para acelerar o
melhoramento genético e consequemente a produtividade animal.

A selecao mais utilizada por programas de melhoramento genético (PMG) é a
gue indica o desempenho ponderal dos animais, como peso ao desmame (FERRAZ
FILHO et al., 2002), ganho de peso (CARDOSO et al, 2001), medidas
ultrassonograficas e avaliacbes visuais para conformacdo, precocidade e
musculatura (ELER et al., 1996). As caracteristicas de fertilidade e precocidade
durante muitos anos foram limitadas, pois exigiam maior atencdo aos
acontecimentos e conhecimento para mensuracdo (BOLLIGON et al.,, 2008). A
necessidade de maior selecéo para eficiéncia reprodutiva adicionou aos PMG outras
caracteristicas, como a duracdo da gestacdo (PEREIRA et al., 2000), a
probabilidade de prenhez aos 14 meses e a habilidade de permanéncia no rebanho
ou “stayability” (ELER et al., 2001). Aliar caracteristicas de desempenho ponderal e
eficiéncia reprodutiva em PMG torna possivel a selecdo de animais altamente
eficientes.

Apesar da CFA ndo ser uma caracteristica presente nos programas, a mesma
tem sido utilizada aleatoriamente para a selecdo de fémeas, principalmente quando
tratam-se de doadoras para producdo in vitro de embrides (MOROTTI, 2016).
Embora tenha-se notado avanco nos estudos a respeito da relacdo da populacéo
folicular com a fertiidade, ainda existem muitoS mecanismos a serem
compreendidos. A relagédo da CFA de fémeas Nelore com a fertilidade, bem como a

sua influéncia sobre outros parametros de produtividades precisam ser esclarecidos.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 FOLICULOGENESE E OOGENESE

O foliculo é constituido por um odcito com células da granulosa e da teca,
desempenhando funcéo enddcrina e exdcrina, sendo por isso considerada a unidade
morfofuncional do ovario (VAN DEN HURK et al., 1997). Os foliculos encontram-se
nos ovarios em varias fases, desenvolvendo-se até a ovulagcdo ou entrando em
atresia, e esse Ultimo acontece com a grande maioria deles, uma vez que cerca de
99,9% dos foliculos ndo chegam até a ovulacdo (CARROLL et al., 1990;
FIGUEIREDO et al., 1997).

Nas vacas e nas outras fémeas de espécies domésticas 0s processos de
foliculogénese e oogénese iniciam-se durante a vida fetal, e dessa forma, ao
nascimento a fémea ja tem determinado o namero de foliculos primordiais nas suas
gbnadas (LIMA-VERDE et al, 2011).Estima-se que vacas tem ao nascimento cerca
de 235.000 foliculos pré-antrais (BETTERIDGE, et al., 1989), entre 20 e 24 meses
em torno de 76.851 e 109.673 e com idade entre 72 e 96 meses valores préximos a
39.438 e 89.577 foliculos, para Bos indicus e Bos taurus respectivamente (SILVA-
SANTOS et al., 2011).

A foliculogénese tem inicio com a formacéao do foliculo primordial e tem como
resultado o foliculo maduro ou pré-ovulatorio, fase essa que termina no momento da
ovulacdo do mesmo. A oogénese compreende o desenvolvimento e a diferenciacao
das células germinativas primordiais em odcitos (hapléides) e termina com a
fecundacao (VAN DEN HURK et al., 1997).

Os foliculos séo divididos em dois grandes grupos, 0s pré-antrais ou nao
cavitarios, que compreendem os foliculos primordiais, primarios e secundarios e 0s
antrais ou cavitarios, que compreendem os foliculos terciarios e pré-ovulatérios
(Figura 1).
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Figura 1 - Representacao das fases de desenvolvimento dos foliculos ovarianos. (Adaptado de
Guerreiro et al., 2015).

Os foliculos primordiais caracterizam-se pela presenca de uma Unica camada
de células achatadas ou pavimentosas que envolvem um odcito primario. Os
foliculos primordiais e primarios sdo diferenciados pela morfologia, sendo que os
primordiais apresentam-se circundados por células achatadas, enquanto os
primarios apresentam uma Unica camada de células com aspecto cuboide. Os
o0citos primarios continuam se desenvolvendo e a partir desse momento as células
foliculares que o circundam também comecam a se dividir, formando um epitélio
estratificado (FIGUEIREDO et al.,, 1997; LUCCI et al., 2001). Essas células séo
entdo chamadas de células da granulosa, separadas do odcito pela zona pellcida.
Inicia-se a formacdo das células tecais, sendo esse denominado o foliculo
secundario (FIGUEIREDO et al., 1997; VAN DER HURK et al., 1997).

Por fim, surgem os foliculos antrais que sdo marcados pela presenca do antro
folicular, ou seja, uma cavidade preenchida por liquido formado entre as células da
granulosa. Essa categoria compreende os foliculos terciarios e foliculos pré-
ovulatérios. Nessa fase ha formagcdo do cummulus oophorus, da corona radiata, e
intensa divisdo do estroma e células tecais. O foliculo vai tornando-se maduro e
entdo chamado de foliculo de Graaf ou pré-ovulatério, € nessa fase que o odcito
completa a primeira divisdo meiotica, estando pronto para a ovulacédo (FIGUEIREDO
et al., 1997). O namero de foliculos antrais € uma caracteristica altamente variavel
entre as fémeas bovinas e suas racas (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2008;
SANTOS et al., 2016), no entanto apresenta alta repetibilidade individual (BURNS et
al., 2005; IRELAND et al., 2008; SILVA-SANTOS et al., 2014; OLIVEIRA JUNIOR et
al, 2015; MOROTTI et al., 2017).

A o0o0génese inicia-se ainda na fase de embrido, quando as células
germinativas primordiais, que estdo na parede do saco vitelinico, migram para as

gbnadas em desenvolvimento, onde vado passar por intensa proliferacdo celular
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transformando-se em oogobnias (SADEU et al., 2006). Parte das oogbnias continua
se dividindo por mitose para manter a linhagem germinativa, e a outra parte inicia
uma divisdo meidtica que resulta na formacéo dos odcitos primarios (HIRSHFIELD,
1991).

Durante a oogénese ocorrem duas paradas na divisdo meiética. A primeira
delas acontece no estagio de profase | (Pl), no qual o odcito primario permanece até
0 estagio de pré-ovulatério. O processo de meiose sO é retomado em resposta aos
estimulos pelo hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH) que
acontecem na puberdade ou a cada ciclo estral quando o foliculo ativado alcanca a
fase pré-ovulatdria. Ap6s o estimulo, o odcito passa pelas fases de metéafase |,
anafase | e teléfase |, quando ocorre a liberacdo do primeiro corpusculo polar. A
partir de entdo inicia-se a segunda fase da meiose e o0 odcito passa a ser secundario
(BUCCIONE et al.,, 1990). Na metéfase Il ocorre outra interrupcdo da meiose, e
nessa fase o odcito, considerado maduro, permanece até que haja a ovulagéo
seguida de fecundacdo. Quando a fecundacéo acontece, 0 o0cito retoma a meiose,
e a extrusao do segundo corpusculo polar marca o final da oogénese (BETTERIDGE
et al., 1989; BUCCIONE et al., 1990).

2.2 CONTROLE ENDOCRINO DO CICLO ESTRAL

As vacas encontram-se inseridas no grupo das espécies poliéstricas nao
sazonais, ciclando o ano inteiro. O ciclo estral tem duragdo aproximada de 18 a 24
dias, apresentando duas fases: a fase latea ou progesterbnica e a fase folicular ou
estrogénica (FORDE et al., 2011). A ovulacdo € seguida pela formacdo do corpo
lteo (CL) o qual permanece ativo por aproximadamente 14 dias, até que sofre
regressao (caso ndo haja fecundacao). Esse periodo compreende 0 metaestro e 0
diestro, e representa a fase lutea. Enquanto a fase folicular tem inicio apés a
lutedlise e se estende até a proxima ovulagdo, compreendendo pré-estro e estro
(FORDE et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Representacéo das fases do ciclo estral da fémea bovina.

O ciclo estral é controlado pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, e
durante esse periodo acontecem diversos eventos, que se repetem até que haja a
gestacdo. O hipotalamo é o responsavel por secretar o hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) para estimular a hipdéfise anterior, e essa por sua vez, depois
de estimulada pelo GnRH secreta as gonadotrofinas, FSH e LH. As estruturas do
ovario, foliculos e CL, secretam entdo os hormonios estradiol (E,) e progesterona
(P4), respectivamente, regulando o recrutamento de um novo pool de foliculos
(REECE, 1996).

O ciclo acontece em um padrdo de ondas de crescimento folicular, sendo
cada onda caracterizada por uma fase de emergéncia folicular, fase de desvio ou
divergéncia e a fase de dominancia que termina com a ovulacdo (GINTHER et al.,
2003). Os mecanismos precisos que controlam a iniciacdo e o numero de foliculos
primordiais que comegam a crescer ainda ndo sdo conhecidos, no entanto estudos
de auto-enxertos de ovario observaram que leva cerca de 3 meses para que um
foliculo primordial atinja o estagio pré-ovulatério (CAMPBELL et al., 2000; WEBB et
al., 2004). A emergéncia de uma onda folicular acontece no dia da ovulagéo,
conhecido como dia 0 (DO0), e durante essa fase o FSH é responsavel por recrutar e
estimular o crescimento de foliculos, em torno de 33,4 + 3,2 e 25,4 £ 2,5 foliculos por
onda para Bos indicus e Bos taurus, respectivamente (CARVALHO et al, 2008). Os
foliculos aumentam de tamanho e acumulam liquido folicular, promovendo aumento

significativo das concentracbes plasmaticas de estrégeno, hormoénio esse que é
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produzido pelo préprio foliculo. O estrégeno por sua vez age estimulando o
hipotalamo a continuar liberando GnRH por um mecanismo de feedback positivo, a
fim de que mais gonadotrofinas sejam liberadas (GINTHER et al., 1996).

Durante o estro a acdo do E; provoca alteracdo do comportamento das
fémeas como inquietacéo, mic¢éo frequente, mugidos frequentes, monta e liberacéo
de muco cristalino, que tem como funcgdo facilitar a copula e o transporte dos
espermatozoides através do sistema genital da fémea (REECE, 1996; FIGUEIREDO
et al., 1997; FIGUEIREDO E FREITAS et al., 2002).

Apébs a emergéncia dos foliculos, que dura cerca de trés dias (GINTHER et
al.,1996; SARTORELLI et al., 2005), ocorre a fase de desvio folicular na qual apenas
um dos foliculos recrutados continua a se desenvolver, sendo entdo chamado de
foliculo dominante. O foliculo dominante passa a secretar maiores concentracfes de
17B-estradiol e também de inibina, sendo esse Ultimo o responsavel pela queda da
concentracdo de FSH, préxima a niveis basais (MIHM E BLEACH 2003). A inibina
gue é secretada pelo foliculo dominante é responsavel por causar atresia dos
demais foliculos, sinalizando para a adenohipéfise priorizar a liberagdo de LH, esse
por sua vez € responsavel por finalizar a maturagéo do foliculo, ovulacdo e formacao
do CL (FIGUEIREDO et al., 1997).

A formacdo do CL acontece gradativamente nos 10 primeiros dias do ciclo
estral aproximadamente, alcancando o maximo de sua atividade e tamanho. O CL é
responsavel pela producdo de P4, que atuando através de um mecanismo de
retroalimentacdo negativa inibe a liberacdo de LH, e a partir disso o endométrio
passa a exercer sua fungcdo secretora. As glandulas endometriais crescem e
secretam o fluido endometrial que é responsavel pela nutricio do embrido até a
implantacdo uterina. Quando ndo ha concepcdo, o endométrio passa a produzir
prostaglandina F2a (PGF2a), acontecendo a lutedlise e consequentemente grande
gueda na concentracdo de P,. Dessa forma, o hipotalamo recebe sinalizacdo para
voltar a liberar GnRH, reiniciando um novo ciclo estral (REECE, 1996).

O conhecimento da fisiologia do ciclo estral dos bovinos (Figura 3) tornou
possivel o controle das fases de desenvolvimento folicular, através do uso de
estratégias farmacologicas especificas para cada evento. Controlar o ciclo estral
facilita ndo somente o manejo reprodutivo, mas permite também que biotecnologias
da reproducdo sejam aplicadas nos rebanhos, tornando o sistema produtivo mais
eficiente (LAMB et al., 2010).
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Figura 3 - Representacédo das concentra¢gdes dos horménios que regulam o ciclo estral em bovinos.
Adpatado de Ciclo estral bovino (Embrapa- Cnpgc).

Os primeiros trabalhos de sincronizacdo tinham o objetivo de induzir o estro
para posteriormente realizar a inseminacdo artificial (IA). Ja os protocolos atuais
atuam sincronizando a ovulacdo, mesmo que ndo haja a manifestacdo do estro.
Dessa forma é possivel inseminar um grande niumero de fémeas sem a necessidade
de deteccdo de estro, ou seja, a IA é realizada em um tempo pré-determinado de
acordo com o protocolo de inducéo utilizado, o que € conhecido como inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF) (FERREIRA et al., 2013).

2.2.1 Controle exdgeno do ciclo estral

Trés condi¢des fundamentais sdo consideradas para o controle da dinamica
folicular e luteinica em programas de IATF de bovinos: a sincronizagdo da
emergéncia de uma onda de crescimento folicular, controle da duracdo da fase
progesterdnica, e indugcdo sincronizada da ovulacdo do foliculo dominante
(BARUSELLI et al., 2008).

A aspiragdo de foliculos com diametro acima de 5 mm com auxilio do
ultrassom pode ser utilizada como uma forma mecéanica de sincronizagéo, ja que
uma nova onda de crescimento folicular se inicia em torno de 2 dias apds o
procedimento, com grande sincronia (BARUSELLI et al.,, 2007). No entanto, este

procedimento, além da necessidade de um ultrassom, é inviavel para um grande
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namero de animais. A estratégia mais comum para sincronizar o inicio da nova onda
folicular é a combinacdo de E, e P, (BARUSELLI et al.,, 2007; GIMENES et al.,
2008).

A utilizacdo de E, associado a P, promove supressao da liberacdo de LH e
FSH e provavelmente resulta em atresia dos foliculos, independentemente da idade
ou diametro folicular. O E, é metabolizado pelo figado durante esse processo, e
entdo cerca de trés a quatro dias apos a aplicacédo de E; e P4 ha um pico de FSH,
promovendo inicio sincronizado de uma nova onda (BO et al., 2003; BATISTA et al.,
2014).

A proxima fase consiste em controlar a fase progesterdnica, promovendo a
regressao de um CL previamente existente por meio da utilizacdo de PGF2a ou seus
analogos sintéticos. A PGF2a age apenas sobre corpos lateos maduros, geralmente
presentes 7 dias apds a ovulacdo, e tem como funcdo causar a lutedlise, o que
determina queda dos niveis de P4 e estimula o desenvolvimento folicular e pico do
LH dentro de trés dias (PINHEIRO et al., 1998).

Para inducdo da ovulacdo sincronizada do foliculo dominante podem ser
utilizados estradiol, GnRH, gonadrotrofina coridnica humana (hCG) e LH. O estradiol
na auséncia de progesterona induz a liberagdo de GnRH e LH e a ovulagao
acontece apOs aproximadamente 65 e 70 horas quando utiliza-se benzoato e
cipionato estradiol, respectivamente (REIS et al., 2004; MARTINS et al., 2005). A
aplicacdo de GnRH induz a liberacéo rapida de LH desencadeando a ovulacdo em
cerca de 26 a 30 horas (SCHMITT et al., 1996). O hCG e LH induzem a ovulacéo
entre 24 e 36 horas apos a aplicacdo, e sao utilizados principalmente em protocolos
de superovulacéo, tanto para doadoras quando receptoras (NOGUEIRA e BARROS
2003; NOGUEIRA et al.,, 2005) no entanto € pouco utilizado, tendo em vista a
facilidade e custo beneficio da aplicacdo dos demais farmacos.

O uso de gonadotrofina coridénica equina (eCG) como indutor de crescimento
folicular € uma alternativa muito eficiente (ERENO et al.,, 2007). Resultados
demonstraram, em fémeas Nelores em anestro pos-parto, taxa de concepcao de
46,2% com o uso de ecG no dia da retirada do implante de P4, enquanto fémeas néo
tratadas apresentaram 20,8%, confirmando a eficiéncia do uso desse farmaco nessa
categoria animal (BARUSELLI et al., 2002).
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2.3 CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS (CFA)

O crescente uso de biotecnologias reprodutivas como a IA e a producao in
vitro de embribes, tem despertado o interesse no estudo sobre a CFA e sua
influéncia sobre o desempenho reprodutivo das fémeas (IRELAND et al., 2008;
IRELAND et al., 2011; PONTES, et al., 2011; BARUSELLI et al., 2015; MOROTTI et
al., 2015; MOROTTI et al., 2017), uma vez que o numero de foliculos antrais esta
intimamente relacionado ao numero de embrides produzidos pelas doadoras
(PONTES et al., 2011).

A populacéo de foliculos ovarianos é composta pelos foliculos pré-antrais e
antrais. Embora a reserva ovariana apresente-se altamente variavel entre os
individuos (ERICKSON, 1966), ja foi demonstrado que a média de foliculos pré-
antrais € semelhante entre Bos taurus e Bos indicus (SILVA-SANTOS et al., 2011).
Considerando a grande diferenca numérica os autores discutem a possibilidade de
haver uma menor taxa de atresia folicular das fémeas zebuinas em relagdo as
taurinas (SILVA-SANTOS et al., 2011; BATISTA et al., 2014), fato que justificaria a
diferenca na populacdo de foliculos antrais. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para se comprovar essa hipétese.

A alta repetibilidade da CFA foi primeiramente observada em fémeas Bos
taurus utilizando o exame ultrassonografico, o que sugeriu a possibilidade de
classificacdo das fémeas em grupos conforme o numero de foliculos observados em
baixa, intermediaria e alta CFA. Além disso, essa avaliacdo e caracterizacdo da
populacao folicular poderia ser realizada em qualquer estacdo do ano, independente
do numero de ondas, fase de desenvolvimento folicular, idade, status lactacional
(BURNS et al., 2005) e ordem de paricao (KOYAMA et al., 2018).

Em animais cruzados monitorados durante alguns meses também foi
observada alta repetibilidade da CFA (SILVA-SANTOS et al.,, 2014 (Braford);
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015 (Girolando).

Bastos et al. (2010) observaram que fémeas Bos indicus apresentavam maior
namero de foliculos do que vacas Bos taurus (42,7 + 5.9 vs. 19,7 £ 3,2), resultado
semelhante também foi encontrado por Alvarez et al. (2000), Carvalho et al. (2008),
Gimenes et al. (2008) e Batista et al. (2014). Acredita-se que as maiores
concentracdes de insulina e fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-

1) encontradas em zebuinos justifiguem o maior nimero de foliculos recrutados em
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Bos indicus do que em Bos taurus (SEGERSON et al., 1984; BASTOS, 2012;
BATISTA et al., 2014). Ao comparar 0os animais com alta CFA de ambas as origens,
observa-se nimero maior de foliculos em Bos indicus (48,1 + 2,33) do que em Bos
taurus (34,3 £ 3,12). Da mesma forma, animais Bos taurus (13,4 + 1,4) com baixa
CFA apresentam menor namero de foliculos do que Bos indicus (28,4 + 2,15) de
baixa CFA (BATISTA et al., 2014).

Fémeas Bos taurus com alta CFA apresentaram melhor taxa de prenhez
(MOSSA et al., 2012), desempenho reprodutivo (KOYAMA et al.,, 2018), menor
intervalo entre partos e maior probabilidade de estro pos-parto (MARTINEZ et al.,
2016). Enquanto para animais Bos indicus as melhores taxas de prenhez foram
observadas em animais de baixa CFA (MENDONCA et al., 2013; SANTOS et al.,
2016; MOROTTI et al., 2018). Embora tenha sido sugerida, para fémeas Bos taurus,
a selecao para eficiéncia reprodutiva utilizando como critério a CFA (IRELAND et al.,
2008; IRELAND et al.,, 2011; MOSSA et al.,, 2012), é preciso lembrar que o
desempenho também é influenciado por outros mecanismos (MOROTTI et al.,2015),
tais como os envolvidos na sintese e metabolizacdo de horménios esteroides (E; e
P,), atuacdo da insulina e do IGF-1, além das condi¢Bes nutricionais e sanitarias dos
animais (SEGERSON et al., 1984; BASTOS, 2012; BATISTA, 2015).

Fémeas Bos taurus com alta CFA (=25 foliculos) produziram 4 vezes mais
embrides in vitro do que fémeas com baixa CFA (<15 foliculos) (P <0,05) em
programa de OPU/PIVE. No entanto, quando as fémeas foram superovuladas com
FSH, o numero de embrides transferiveis foi maior para o grupo de baixa CFA
(IRELAND et al.,, 2007). Por outro lado, para a raga Nelore, fémeas com alta
populacdo folicular apresentaram aproximadamente dez vezes mais o00citos e
produziram cerca de 30 vezes mais embrides em relacdo as de baixa CFA (SANTOS
et al., 2016).

A qualidade de embrides de fémeas Nelore produzidos in vitro ja foi avaliada
por meio da quantificacdo de mRNA de genes relacionados a foliculogénese e
oogénese presentes nas células da granulosa e do cumulus. Em células da
granulosa de animais com baixa CFA (<31) foi observada maior expressao de mRNA
NPR-2 e NPR-3 envolvidos na retomada da meiose, FGF10 para expansao das
células do cumulus e STAT3 para fator de transcricdo da maturacdo oocitaria e
proliferacdo celular. As células da granulosa de animais com alta CFA (292)

apresentaram maior expressdo de PGR e AMHR2a, que também estdo envolvidos
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na retomada da meiose e expansao das células do cumulus. Embora expressoes de
MRNA diferentes tenham sido observadas, quando foram produzidos embribes de
oocitos provenientes de fémeas com baixa e alta CFA ndo foram encontradas
diferenca nas taxas de clivagem e blastocisto, o que indica que a variagcdo na
expressao dos genes néo interferiu na competéncia de desenvolvimento in vitro dos
embrides (ROSA et al., 2018).

A CFA estéa positivamente associada com as concentracdes de AMH, ou seja,
tanto para Bos taurus quanto para Bos indicus o AMH pode ser utilizado como um
marcador endocrino que prediz a CFA. Os animais que possuem maior CFA,
possuem também maior concentracdo plasmatica de AMH, independente do grupo
genético. Novilhas Bos indicus apresentaram maiores concentracfes de AMH que
Bos taurus (1,0 vs. 0,3 ng/mL, P < 0,05), uma vez que apresentam também maior
namero de foliculos (BATISTA et al., 2014).

Recentemente procurou-se esclarecer uma possivel relacdo entre a CFA e a
modulagdo da expressao génica nos ovidutos de Bos indicus e Bos taurus. Os
resultados demonstraram que a CFA nédo influencia a expressdo dos genes
relacionados ao transporte no oviduto, formacdo de reservatérios de
espermatozoides e interacdo entre 0s gametas. A expressdo desses genes esta
relacionada com o microambiente e suas diferengas entre os lados ipsilateral e
contralateral a ovulacdo. Embora a relacdo entre a CFA e a expressao génica seja
minima, ela existe e deve ser considerada. No entanto, mais estudos devem ser
conduzidos para melhor compreender os mecanismos que envolvam a CFA e a
fisiologia e fungdo do oviduto (FONTES et al., 2018).

Muito pouco se sabe sobre a herdabilidade (h?) da CFA em fémeas Bos
indicus. Para Bos taurus ja foram relatados valores moderados para h?> em bovinos
leiteiros (entre 0,25 e 0,31) (MERTON et al., 2009; WALSH et al., 2014), enquanto
para animais da raca Brangus foi encontrada alta herdabilidade (0,73) (SNELLING et
al. 2012). Os valores encontrados para herdabilidade da CFA sdo maiores do que 0s
encontrados para a maioria das caracteristicas de fertilidade, que séo baixas e
normalmente encontram-se em torno de 5% em bovinos (BERGLUND, 2008;
CAMMACK et al., 2009). Os valores de h? encontrados indicam que a selecéo para
CFA pode ser realizada.

As correlagbes entre CFA e caracteristicas de mérito genético utilizadas por
PMG foi estudada para fémeas cruzadas (Braford) (MOROTTI et al., 2017), e nao
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foram encontradas correlagdes significativas. A partir desse resultado, oS mesmos
autores sugerem que a selecdo de fémeas com base na populacéo folicular n&o
interfere na selecdo utilizada para o melhoramento genético no programa estudado.
A relacdo da CFA com as caracteristicas reprodutivas tem sido cada vez mais
estudada por diversos grupos de pesquisa. No entanto as divisdes propostas pelos
grupos, para a classificacdo em baixa, intermediaria e alta CFA, geralmente
consideram quartis e a realidade individual de cada propriedade, o que dificulta a
discussdo dos resultados entre 0s grupos e estrapolacdo dos dados para as
diferentes realidades regionais. Para Bos taurus a classificacdo mais aceita € < 15
foliculos para baixa CFA, 16-24 foliculos para CFA intermediaria e = 25 foliculos
para alta CFA (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007; IRELAND et al., 2008;
JIMENEZ-KRASSEL et al.,, 2009; MOSSA et al., 2012; NAGAI et al., 2016), mas

também pode-se encontrar outras formas descritas por outros autores (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagfes propostas para contagem de foliculos antrais (CFA) em animais de

origem Bos taurus

Autores Baixa CFA CFA Intermediaria Alta CFA

Burns et al. (2005)
Ireland et al. (2007)
Ireland et al. (2008)

. <15 16a24 225
Jimenez-Krassel et al. (2009)
Mossa et al. (2012)
Nagai et al. (2016)
Martinez et al. (2016)
<11 11a15 >15

Koyama et al. (2018)

Para animais Bos indicus e cruzados (Bos indicus x Bos taurus) ha na
literatura ainda mais formas diferentes de classificacdo para CFA em baixa,

intermediéria e alta (Tabela 2).
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Tabela 2 - ClassificagBes propostas para contagem de foliculos antrais (CFA) em animais de

origem Bos indicus

Autores Baixa CFA CFA Intermediéria Alta CFA
Silva-Santos et al. (2014) <10 >10e<40 =40

Baruselli et al. (2014) 28,8+0,8 50,3+0,7 74,7+ 0,6
Rodrigues et al. (2015) <32 >32e<48 =48
Morotti et al. (2017) <M >12e<40 > 40
Santos et al. (2016) <10 >16e<20 225
Morotti et al. (2018) <15 =220e<40 245

Os dados acima citados, nas tabelas 1 e 2, reforcam a necessidade de que
haja uma classificacdo padrdao quanto a CFA, uma vez que a discussdo dos
trabalhos se tornard mais fidedigna, contribuindo para maiores esclarecimentos

dessa caracteristica com o desempenho reprodutivo dos animais.

2.4 SELECAO DE ANIMAIS POR MERITO GENETICO

No Brasil, a selecdo por animais mais produtivos iniciou-se ainda no final do
século XIX, quando os bovinos eram utilizados como forca de trabalho. Inicialmente,
os colonizadores trouxeram ao Brasil animais de origem europeia que ao passar dos
anos expostos ao clima sofreram reducdo do desempenho, surgindo a necessidade
do cruzamento entre as racgas. A introducao das racas zebuinas foi responsavel pela
revolucdo na pecuaria de corte, e foi a partir disso que se deu inicio a criacdo
orientada para produgcdo comercial. A primeira forma de selecdo foi empirica e
baseava-se em caracteristicas de forma e beleza. Somente em meados de 1970 a
selecdo da raca Nelore comecgou a contar com o conhecimento das caracteristicas
genéticas. A partir desses esforgos surgiu uma onda de desenvolvimento baseada
em PMG que foram aperfeicoados e fortalecidos ano a ano pelo uso de novas
técnicas (ALENCAR et al., 2004; EUCLIDES FILHO, 2009).

Desde entdo, a pecuéria passou por constantes mudancas por meio da
utilizacado de estratégias tecnoldgicas relacionadas ao melhoramento genético dos

animais (FARIA et al., 2009). O valor genético predito € dependente da estimativa de
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herdabilidade da caracteristica avaliada, bem como do nimero e qualidade das
informacdes recebidas, sejam elas fenotipicas, ambientais e/ou de grau de
parentesco (LAUREANO et al.,, 2011). Utlizando modelos estatisticos torna-se
possivel distinguir os fatores ambientais dos genéticos que contribuem para o
desempenho do animal (SARMENTO et al., 2003).

Para realizar uma avaliagcao genética, os dados séo coletados, em geral pelos
préprios criadores, e disponibilizados aos programas de melhoramento genético pelo
uso de sistemas computacionais, onde geneticistas o0s interpretam e 0s mesmos sao
estruturados para comporem um banco de dados. Posterior as andlises genéticas,
os resultados sao disponibilizados aos criadores, com a finalidade de sugerir formas
de selecdo e acasalamentos para os animais, buscando incrementar as futuras
geracdes ao selecionar animais eficientes (PEREIRA et al., 2017).

A herdabilidade é uma das caracteristicas mais importantes para o
melhoramento genético, sendo representada por h? e mensura o grau de
correspondéncia entre fenétipo e valor genético, que influencia a proxima geracao
(MERCADANTE et al., 2000). Por isso, conhecer a herdabilidade das caracteristicas
de selecdo é de suma importancia para o sucesso nos programas de melhoramento
genético.

Nos programas de melhoramento genético da pecuaria bovina, varias
caracteristicas sdo selecionadas simultaneamente e aquelas com maior importancia
econbmica devem ser priorizadas e combinadas em um indice de selecdo para
aumentar a lucratividade da industria (COSTA et al.,, 2017). Caracteristicas de
crescimento como peso corporal e ganho de peso sao muito utilizadas como critérios
de selecdo em programas de melhoramento genético, sendo favoravel por
apresentarem correlagbes com caracteristicas de carcaca e diversas outras
caracteristicas produtivas em bovinos de corte (CAETANO et al., 2013; ELER et al.,
2014; PIRES et al., 2017). Além disso, a utilizacdo da ultrassonografia de carcaca
tem se mostrado com uma importante ferramenta para identificacdo e selecéo de
animais eficientes para valor e qualidade de carcacga, juntamente com as medidas de
espessura de gordura e gordura intramuscular (WHEELER et al., 1994).

As caracteristicas reprodutivas tém um impacto econdmico maior do que as
caracteristicas de crescimento e carcaca devido ao seu impacto na taxa de
natalidade e, conseqiientemente, no nimero de animais disponiveis para venda em
sistemas de gado de corte (ELER et al., 2014; GARRICK E GOLDEN , 2009; LASKE
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et al.,, 2012). A selegcdo de novilhas precoces sexualmente precoces permite
aumentar a rentabilidade dos sistemas de bovinos de corte (BERETTA et al., 2001)
e 0 ganho genético por reduzir o intervalo de geracdo. A maioria dos programas de
melhoramento de bovinos de corte utiliza a idade ao primeiro parto como critério de
selecdo para a precocidade sexual das fémeas. Apesar de, na grande maioria, as
caracteristicas de ordem reprodutiva apresentarem herdabilidade baixas
(BUZANSKAS et al.,, 2017; CAETANO et al., 2013; ELER et al., 2014), a prenhez
precoce apresentou estimativas de herdabilidade moderada a alta em varias racas
de bovinos de corte (BOLIGON E ALBUQUERQUE, 2011; DOYLE et al., 2000;
EVANS et al.,, 1999; MCALLISTER et al.,, 2011; SILVA et al., 2005). Deve-se
observar que caracteristicas associadas a produtividade e fertilidade da vaca, como
a permanéncia e a longevidade, estdo ganhando importancia nos programas de
melhoramento de bovinos de corte. Apesar da importancia econdomica da
permanéncia (BRUMATTI et al., 2002; FORABOSCO et al., 2006; FORMIGONI et
al., 2005; SAFUS et al., 2006), varios estudos com Bos indicus e Bos taurus
relataram estimativas de baixa herdabilidade para essa caracteristica (BUZANSKAS
et al., 2010; ELER et al., 2014; JAMROZIK et al., 2013; MARCONDES et al., 2005).

Encontrar o equilibrio entre caracteristicas de crescimento, correspondentes a
pesos e ganhos de peso as diferentes idades, e caracteristicas reprodutivas é de
grande importancia tanto no ponto de vista econdmico, como genético (GRESSLER
et al., 2005). Alguns autores observaram antagonismo genético entre pesos em
diferentes idades e eficiéncia reprodutiva em fémeas (BARBOSA, 1991,
MERCADANTE et al., 2000; GRESSLER et al., 2005), mas houveram controvérsias
(MORAIS, 2010), fato que tornam dificeis conclusdes definitivas (POOEREIRA et al.,
2005). Acredita-se que ao selecionar animais somente pelo peso, serdo obtidos
animais mais pesados a idade adulta com maior exigéncia de mantenca e maior
probabilidade de prejudicar a idade a puberdade e demais -caracteristicas
reprodutivas (ROSA et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar caracteristicas reprodutivas e eficiéncia de fémeas Nelore (Bos
indicus) com diferentes contagens de foliculos antrais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar e correlacionar a taxa de concepcédo a IATF de fémeas Nelore com
diferentes CFAs;

e Avaliar a a influencias das estruturas ovarianas na contagem de foliculos
antrais de fémeas Nelore;

e Avaliar a influéncia da idade sobre a CFA e taxa de concepcao a IATF;

e Avaliar a influéncia do peso sobre a CFA e taxa de concepcéo a IATF;

e Correlacionar a intensidade de estro e o diametro do foliculo pré-ovulatorio
com a CFA;
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar as estruturas ovarianas (FD; foliculo
dominante e CL; corpo liteo), intensidade de estro, medidas ultrassonograficas de
avaliacdo de carcaca (AOL; area de olho de lombo e EG; espessura de gordura) e o
desempenho reprodutivo a IATF de fémeas Nelore com diferentes contagens de
foliculos antrais (CFA). Foram utilizadas 138 nuliparas (15,3 £ 1,7 meses) e 565
pluriparas (69,7 £+ 36,1 meses) da raca Nelore. Os ovarios das fémeas foram
avaliados por exame ultrassonografico no DO do protocolo de IATF, a que foram
submetidas. A taxa de concepcao a primeira IATF e a prenhez ao final da estacéo foi
de 15,9% e 45,1%, e 52,3% e 78,9%, para nuliparas e pluriparas respectivamente.

Para as nuliparas as melhores taxas de prenhez ao final da estacdo foram
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encontradas para fémeas baixa CFA (r=-0,27708; p<0,05) e maior ECC (r=0,23431;
p<0,05), enquanto que animais com maior AOL foram menos eficientes na
concepcao a primeira IATF (r=-0,23657; p<0,05). Para as pluriparas as melhores
taxas de concepcdo foram encontradas para as fémeas com menor CFA (r=-
0,09587; p<0,05), maior peso corporal (r=0,12293; p<0,05) e com presenca de CL
no inicio do protocolo (r=0,2261; p<0,05). Para nuliparas e pluriparas a presenca de
foliculo dominante nos ovarios influenciou a CFA (r=-0,3795 e r=-0,15851; p<0,05),
engquanto que a presenca de CL nao intereferiu. Foi encontrada alta correlacdo entre
a CFA dos ovarios direito e esquerdo com a CFA total. Nao foi encontrada
correlacao entre o diametro do FD e a CFA (p>0,05), no entanto houve relacao entre
a intensidade de expressdo do estro e a CFA (r=-0,45881; p<0,05). Ndo foram
encontradas correlacbes entre as medidas ultrassonogréaficas de carcaca e a CFA
(p>0,05). Dessa forma, conclui-se que fémeas nuliparas e pluriparas da raca Nelore
com CFA baixa apresentam melhor taxa de prenhez nos programas de IATF, além
disso a CFA é influenciada negativamente pela presenca de FD. Além disso, a
avaliacdo ultrassonogréfica de um Unico ovario, na auséncia de foliculo dominante e
independente da presenca de CL, pode ser indicada para estimar a populacdo de

foliculos totais do animal.

Palavras-chave: IATF, ovarios, populacao folicular, prenhez.

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the ovarian structures (DF,
dominant follicle and CL, corpus luteum), estrus intensity, ultrasonographic
measurements of carcass evaluation (LEA, loin eye area and FT, fat thickness)

Nelore females with different antral follicle counts (AFC). A total of 138 nulliparous
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(15.3 £ 1.7 months) and 565 pluriparous (69.7 + 36.1 months) Nellore breed were
used. Female ovaries were evaluated by ultrasound examination at the DO of the
FTAI protocol, to which they were submitted. The conception rate at the first FTAI
and the pregnancy at the end of the season was 15.9% and 45.1%, and 52.3% and
78.9%, respectively, for nulliparous and pluriparous respectively. For the nulliparous
females, the best pregnancy rates at the end of the season were found for females
with low AFC (r=-0.27708; p<0.05) and higher BCS (r=0.23431; p<0.05), while that
animals with higher LEA were less efficient at conception at the first FTAI (r=0.23657;
p<0.05). For the pluriparas the best conception rates were found for females with
lower AFC (r=-0.09587; p<0.05), higher body weight (r=0.12293; p<0.05) and
presence of CL at the beginning of the protocol (r=0.2261, p<0.05). For nulliparous
and pluriparous females, the presence of dominant follicle in the ovaries influenced
AFC (r=-0.3795 and r=-0.15851; p<0.05), whereas the presence of CL did not
interfere. A high correlation was found between the AFC of the right and left ovaries
with total AFC. No correlation was found between the diameter of the DF and the
AFC (p>0.05), however there was a correlation between the estrus expression
intensity and the AFC (r=-0.45881; p<0.05). No correlations were found between
ultrasound measurements of carcass and AFC (p>0.05). Thus, it is concluded that
nulliparous and pluriparous females of the Nelore breed with low AFC present a
better pregnancy rate in the FTAI programs and the AFC is negatively influenced by
the presence of DF. In addition, the ultrasonographic evaluation of a single ovary, in
the absence of dominant follicle and independent of the presence of CL, may be

indicated to estimate the population of total follicles of the animal.

Key words: FTAI, ovaries, follicular population, pregnancy.
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1. Introducéo

Os sistemas de producao de bovinos tém buscado cada vez mais identificar
animais eficientes, os quais podem ser obtidos por meio de praticas de manejo
eficazes aliadas ao uso de tecnologia [1]. O uso de biotecnologias reprodutivas em
associacdo aos programas de melhoramento genético tem se apresentado como
uma boa estratégia para melhorar a producdo pecuaria em espaco de tempo mais
curto [2].

O grande avanco no uso de técnicas aplicadas a reproducao, principalmente
a inseminacao artificial e producdo de embrides [3] aconteceu em decorréncia do
maior conhecimento da fisiologia envolvida no ciclo estral da fémea bovina [4].
Dessa forma, iniciaram-se os estudos sobre a contagem de foliculos antrais (CFA) e
sua influéncia no desempenho reprodutivo de vacas [5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 18].

Embora haja alta variagdo da populacéo folicular entre os individuos, existe
alta repetibilidade individual, tornando possivel classificar as fémeas de acordo com
a CFA por um unico exame ultrassonogréfico [5, 13, 17].

Estudos realizados com fémeas Bos taurus indicaram relacéo positiva da CFA
com a fertilidade [10, 17, 18] e pior desempenho reprodutivo de fémeas com baixa
CFA[®6,9, 10, 19].

Resultados diferentes foram demonstrados em Bos indicus. Santos et al.
(2016) [14] observaram que apesar de fémeas de alta CFA apresentarem um
namero maior de embrides viaveis produzidos in vitro, apresentaram as menores
taxas de concepcéo a IATF [14], condicdo também observada por Mendonca et al.

(2013) [20] e Morotti et al. (2018) [16]. No entanto, resultados controversos também
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ja foram demonstrados [21] tornando necessaria a melhor investigacdo dessa
ferramenta.

Realizar as avaliacdes da CFA e sua relacdo com o desempenho reprodutivo
em fémeas ainda jovens (11 a 15 meses), é de grande importancia, pois dessa
forma é possivel identificar e selecionar precocemente animais com melhor
desempenho, tornando os ciclos produtivos mais curtos e eficientes [22].

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar caracteristicas
reprodutivas e a taxa de concepcéo a IATF de fémeas Nelore nuliparas e pluriparas,
pertencentes a rebanhos melhorados geneticamente, de acordo com a contagem de

foliculos antrais.

2. Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido de acordo com as normas do Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, baseado
na Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6.899, de julho de 2009,

aprovado sob o nimero 030/2017.

2.1 Local e animais

Esse trabalho foi realizado durante a estacdo de monta, entre 0s meses de
outubro de 2017 e fevereiro de 2018, em trés fazendas localizadas na éarea de
transicéo entre o cerrado e o pantanal sul-matogrossense, com latitude e longitude
20° 29'01” S e 55° 48 25" W, 20° 49’ 00" S e 56° 07’ 0" W, 20° 26’ 32" S e 54° 51’

37" W, respectivamente. O clima da regido € tropical, com média anual de 27°C,
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apresentando dois periodos bem marcados, chuvas entre outubro e abril e seca de
julho ao final de setembro. As trés propriedades trabalham como parceiras na
producdo de animais de alto valor genético, portanto os animais apresentam origens
muito semelhantes entre si, o que faz dos rebanhos homogéneos.

O programa de IATF foi realizado com 138 nuliparas e 565 pluriparas da raca
Nelore (Bos indicus) de alto valor genético, com idade média de 15,3 £1,7 meses e
69,7 + 36,1 meses, respectivamente. O peso minimo para as nuliparas serem
acasaladas era de 270 kg, e o peso médio foi 303,1 21,4 kg e para as pluriparas
432,9 + 63,1 kg, e o escore de condicao corporal (ECC) médio foi 3,3+0,4e3+0,4

respectivamente, em uma escala de 1 a 5 de acordo com Lowman et al. (1976) [23].

2.2 Design experimental

Para determinar a CFA foi realizada uma Unica avaliacdo dos ovarios de cada
fémea, em um dia aleatério do ciclo estral, que nesse estudo foi considerado o DO
do protocolo de IATF.

Os dois ovarios de cada fémea foram avaliados utilizando aparelho de
ultrassonografia (SonoScape A5 VET) e transdutor transretal 7,5 MHz, para
visualizagéo de todos os foliculos antrais 23mm, conforme descrito por Cardoso et
al. (2018) [24], assim com do corpo luteo (CL) e foliculo dominante. Para contar os
foliculos, o operador realizava uma rotacéo lenta de 180° para garantir que todos os
foliculos fossem contados uma vez. A CFA de cada animal foi determinada pela
soma dos foliculos contatos em cada um dos ovarios.

O protocolo de IATF iniciava-se em um dia aleatério do ciclo estral com a

insercdo do implante intravaginal de 1,0 g progesterona (P, CIDR®, Zoetis, Sdo
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Paulo, Brasil) e aplicacdo intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (BE;
Gonadiol®, MSD Sautde Animal, S&o Paulo, Brasil). No dia 8 ou 9, conforme o
manejo estabelecido na propriedade, os implantes eram removidos e 0s animais
recebiam 1,0mg de cipionato de estradiol (CE; ECP®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil), 25
mg de Dinoprost Trometamina (PGF2a; Lutalyse®, Zoetis, S0 Paulo, Brasil) e 300
Ul de gonadotrofina coridnica equina (ECG; Novormon®, MSD Salde Animal, Sdo
Paulo, Brasil). No dia 10 ou 11, as fémeas eram inseminadas utilizando sémen de
touros indicados pelos programas de acasalamento. 30 dias apdés a IATF era
realizado o diagnoéstico de gestacdo por ultrassonografia transretal. Ao final da
estacdo de monta, 30 dias apds a retirada dos touros de repasse o diagndéstico de
gestacao foi repetido.

Em um dos lotes de fémeas pluriparas o diametro dos foliculos dominantes
(n=41) e o escore de remocéo de tinta da cauda (ERTC) (n=80) foram avaliados. O
ERTC indicava a intensidade da expressao de estro, identificada pela remocao

completa, parcial ou nula no dia da IA (Silva et al., 2016) [25].

2.3 Andlise estatistica

As médias das variaveis CFA, presenca de foliculo dominante e corpo lateo,
peso, ECC, idade, prenhez, sémen, numero de doses para prenhez, diametro do
foliculo dominante, escore de remocéo de tinta da cauda, area de olho de lombo,
espessura de gordura foram obtidas pelo Proc MEANS do SAS versao 9.0. Todas
as variaveis foram testadas pela analise de correlagdo de Pearson, pelo
procedimento CORR do SAS verséo 9.0, considerando P<0,05 como significativo. A

influéncia da fazenda e sémen foram incluidos no modelo estatistico.
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3. Resultados

A contagem de foliculos antrais apresentou média de 21,5 + 9,6 foliculos,
variando entre 8 e 54, para nuliparas, e 22,4 + 8,4 foliculos, com variacédo entre 8 e
57 para pluriparas. Para nuliparas, a taxa média de concepc¢do a primeira IATF foi
15,9% e néo foi influenciada pela CFA (p>0,05). Por outro lado, ao final da estacao
de monta a taxa média foi de 52,3% e foi maior para fémeas com baixa CFA
(p<0,05). Para pluriparas, a taxa média de concepcéo a primeira IATF foi 45,1% e foi
maior para as fémeas com menor CFA (p<0,05). Por outro lado, ao final da estagao
de monta a taxa média de prenhez foi de 78,9% e n&o observada relagdo com a

CFA (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Taxas de concepgédo a primeira IATF e ao final da estagdo de monta de fémeas

Nelore de diferentes categorias e sua correlagdo com a CFA.

Concepcdao a Prenhez ao final

S Correlagéo de =
primeira IATF da estacédo de
(%) Pearson (DG x CFA) monta (%)

Correlagédo de Pearson
(DG final x CFA)

r 6] r P
Nuliparas 15,9% -0,14821 0,0828 52,3% -0,27708 0,0042
Pluriparas 45,1% -0,09587 0,0027 78,9% 0,05521 0,2494

Foi considerada significativa diferenca de p<0,05

Nuliparas com menor area de olho de lombo apresentaram maior taxa de
concepcdo a primeira IATF (p<0,05). Como esperado nuliparas com maior ECC
apresentaram maior taxa de prenhez ao final da estagdo de monta (p<0,05).
Enquanto isso, pluriparas com presenca de CL no inicio do protocolo e com maior

peso corporal apresentaram melhor taxa de concepcao a primeira IATF (p<0,05). Ja

para a taxa de prenhez ao final da estacdo ndo houve inlfuéncia (p>0,05) de
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nenhuma das variaveis avaliadas (Tabela 2). As demais caracteristicas ndo citadas

ndo apresentaram correlacdo com as taxas de concepgéo.

Tabela 2 - Correlagéo entre as taxas de concepcao a primeira IATF e ao final da estagcédo de
monta, e a area de olho de lombo (cm?), presenca de corpo IGteo no DO, peso e escore de

condicdo corporal de fémeas Nelore.

Categoria Correlacdo de Pearson (entre ' e %)
Taxa de concepcao a primeira IATF r P
Nuliparas ?Area de olho de lombo -0,23657 0,0396
2Presen(;a de corpo lateo 0,22261 <0,0001
Pluriparas
’Peso 0,12293 0,0085
Taxa de concepcao ao final da estacdo de monta r P
Nuliparas ’Escore de condigéo corporal 0,23431 0,0161

Foi considerada significativa diferenca de p<0,05

Para ambas as categorias, foi encontrada alta correlagédo entre as populacdes
foliculares dos ovérios individualmente e a CFA total (soma da CFA dos dois
ovarios). No entanto, foi observado que ovarios que apresentavam FD apresentaram
menor CFA que no ovario contralateral nas duas categorias. Por outro lado, a
presenca de CL ndo influenciou a CFA (p>0,05). O diametro do foliculo pré-
ovulatorio apresentou tamanho médio de 11,2 mm (x3,03) e nao foi encontrada
correlagao (p>0,05) entre essa medida e a CFA. Por outro lado, foi observada maior
intensidade de expressao de estro para as fémeas com menor CFA (p<0,05) (Tabela

3).



38

218 Tabela 3 - Correlacbes encontradas entre parametros reprodutivos e avaliacao
219 ultrassonogréafica de carcaca, e a contagem de foliculos antrais de nuliparas e

220 pluriparas da raca Nelore.

Nuliparas | Pluriparas
Animais (n) r p Animais (n) r P
FD vs CFA 138 -0,37395 <0,0001 565 -0,15851  0,0002
CLvs CFA 138 -0,02958  0,7305 565 -0,01949  0,6438
CFA OD vs CFA 138 0,90954  <0,0001 565 0,91082  <0,0001
CFA OE vs CFA 138 0,92096  <0,0001 565 0,88931  <0,0001
Intensidade do estro
vs CEA 80 -0,45881 <0,0001
Diametro do FD vs
CFA 41 0,07695 0,6325
Area de olho de lombo 76 0.15253 0.1884
vs CFA
Espessura de gordura 76 022262 0,0532

vs CFA

221 Foi considerada significativa diferenca de p<0,05

222

223 4. Discussao

224

225 O presente estudo demonstrou que fémeas pluriparas da raca Nelore (Bos

226 indicus) com menor CFA apresentam melhor desempenho reprodutivo nos
227  programas de IATF, corroborando com os resultados encontrados por Morotti et al.
228 (2018) [16] e contrario ao observado para fémeas Bos taurus. Em animais Bos
229 taurus, a baixa CFA representa pior desempenho reprodutivo, caracterizadas por
230 tamanhos pequenos de ovario [6] menor probabilidade de prenhez [10], menores
231 concentracdes circulantes de AMH e progesterona [26] menor quantidade de
232 embrides produzidos in vivo e in vitro [17] enquanto aquelas com alta CFA
233  apresentaram melhor desempenho reprodutivo [6, 7, 9, 10, 18, 19, 27]. Resultados

234  divergentes encontrados entre Bos indicus e Bos taurus devem-se provavelmente as
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diversas diferencas fisiologicas entre as racas, principalmente as relacionadas a
concentracfes e metabolismo de horménios esteroides, uma vez que ja foi descrito
que fémeas Bos taurus apresentam maior metabolismo hepatico desses hormonios
resultando em menor concentracdo sérica dos mesmos, o que reflete diretamente
Nnos mecanismos envolvidos nos processos reprodutivos [28, 29, 30].

Morotti et al. (2018) [16] demonstraram que vacas com menor numero de
foliculos antrais no ovario, apresentam foliculos terciarios e pré-ovulatérios com
maior diametro, sugerindo haver menor competicdo para acdo hormonal e
consequentemente maior eficiéncia dos horménios gonadotréficos. Hipotese
semelhante foi sugerida por Burns et al. (2005) [5] ao encontrarem uma relacéo
inversamente proporcional entre a concentracdo de FSH e o numero de foliculos
(23mm) visualizados durante o exame de ultrassonografia. No presente estudo a
relacdo do didametro do foliculo dominante no dia da IA com a CFA foi realizada em
9% do lote de pluriparas (n=41) e essa medida nao interferiu na contagem folicular.
No entanto, a intensidade do estro observada foi maior nos animais com CFA mais
baixa. A utilizacdo da tinta na cauda € um método para avaliacdo da intensidade de
expressdo de estro, e acredita-se que essa mesma intensidade também esteja
relacionada ao tamanho do foliculo dominante. Conforme os foliculos vdo se
desenvolvendo ha aumento das concentracdes plasmaticas de estradiol, horménio
que é responsavel pelo comportamento das fémeas no estro, como a realizagédo e
aceitacdo da monta. Animais que recebem tinta na cauda e sdo montados perdem a
intensidade da coloracéo da tinta, o que indica maior expressao de estro [25]. Por
esse motivo, espera-se que animais com maior FD produzam maior quantidade de

E, e tenham expresséo de estro mais pronunciada. Dessa forma, acredita-se que as
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duas variaveis (diametro do FD e ERTC) estdo diretamente relacionadas, no entanto
apresentaram comportamento diferente quando relacionadas a CFA.

A diferenca entre os resultados pode ser explicada pelas diferencas
existentes entre as condi¢des climaticas da regido de transicdo entre o cerrado e o
pantanal sul mato-grossense e a regiao sul, onde foi realizado o estudo de Morotti et
al. (2018) [16]. O clima predominantemente tropical, com altas temperaturas durante
a estacdo de monta (outubro a marco) pode desencadear estresse térmico e
prejudicar os processos reprodutivos. Os efeitos do estresse térmico podem ser
visualizados nas mudancas em nivel hormonal, principalmente no que diz respeito
aos hormoénios responséaveis pelo desenvolvimento folicular, fazendo com que haja
aumento do numero de foliculos pequenos e médios. Dessa forma ha diminuicéao
das concentracdes de inibina, prejudicando a selecdo de foliculos maiores que
chegariam até a ovulacéo, além de produzirem odécitos de pior qualidade [31]. Por
outro lado, € preciso ser considerado que o numero de animais que tiveram o
didametro do FD avaliados nesse estudo foi pequeno e, portanto, a hipétese sugerida
deve ser melhor estudada, uma vez que o ERTC apresentou resultado esperado
com maior numero de animais avaliados.

A taxa média de concepcdao das nuliparas, quando desafiadas a primeira IATF
foi de 15,9%. Esperava-se que a taxa de concepcdo a primeira IATF de nuliparas
fosse influenciada pela CFA, assim como observado nas pluriparas, no entanto ndo
foi encontrada diferenca significativa para essa categoria. Esse resultado sugere que
na faixa etaria em que as nuliparas foram submetidas a protocolo hormonal (15,3 +
1,7 meses), 0 sucesso a IATF esta mais relacionado com as condi¢des fisioldgicas
relacionadas a puberdade, a genética e a forma de manejo a que 0s animais Sao

submetidos, como a forma e qualidade da alimentac&o fornecida e manejo sanitario.
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A taxa de concepcéo das fémeas nuliparas, embora tenha sido baixa (15,9%), esta
de acordo com o que foi encontrado para novilhas Nelore acasaladas aos 14 meses,
que apresentaram taxa de prenhez média de 17% [32, 33, 34]. Mais recentemente
Saran Junior et al. (2016) [35] observaram taxa de concepcdo média de 49,3% e
54,5% para novilhas Nelore, com e sem CL respectivamente, idade entre 18 e 24
meses, no entanto tratavam-se de fémeas ciclicas, com maturidade uterina
comprovada por meio de exame ginecoldgico, o que nao foi avaliado no nosso
trabalho. Para animais cruzados (Bos indicus x Bos taurus) Gassenferth et al. (2016)
[36] também obtiveram taxa de prenhez mais alta para nuliparas quando
comparadas ao nosso estudo, sendo muito préximas das encontradas para fémeas
pluriparas. Eles comparam a taxa de concepcdo de nuliparas cruzadas com idade
de 15 meses versus nuliparas aos 27 meses de idade, e ndo observaram diferenca
(50,0% e 63,4%) entre as idades estudadas. Os resultados encontrados de prenhez
das novilhas jovens a IATF sugerem, que a inclusdo de fémeas mais jovens nos
programas reprodutivos é viavel, porém a selecdo de animais com genética para
precocidade é essencial.

A divergéncia dos resultados encontrados para taxa de concepcao de fémeas
jovens entre o presente estudo e os observados na literatura mais recente podem
ser pelo fato de termos avaliado animais com idade inferior (15, + 1,7 meses) versus
18 a 24 meses e condi¢cdes de maturidade sexual diferentes (Saran Junior et al.,
2016) [35], e também pelo fato dos grupos raciais utilizados serem diferentes (Red
Angus x Nelore; [36]). Do ponto de vista fisiologico, fémeas Bos taurus atingem a
puberdade por volta dos 12 meses de idade, enquanto em Bos indicus reporta-se

idade a puberdade por volta dos 24 meses. Novilhas cruzadas (Bos taurus x Bos
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indicus) geralmente manifestam a puberdade em menor idade do que novilhas Bos
indicus, porém mais velhas do que novilhas Bos taurus, por volta dos 16 meses [37].

O resultado encontrado para taxa de prenhez ao final da estacdo de monta
para as nuliparas foi maior, representando um total de 52,3% e assemelha-se aos
valores encontrados Saran Junior et al. (2016) [35] e Gassenferth et al. (2016) [36],
reforcando a ideia de que € interessante iniciar as fémeas na vida reprodutiva 0 mais
cedo possivel, desde que as mesmas apresentem condi¢des ideias para tal. Além
disso, a taxa de prenhez ao final da estacdo apresentou influéncia da CFA, de modo
gue as fémeas com menor CFA apresentaram maior sucesso perante os desafios da
IATF, semelhante ao que foi encontrado para as pluriparas no inicio da estacdo de
monta. Recentemente Jimenez-Krassel et al. (2017) [22] ressaltaram a importancia
em se realizar avaliagbes em fémeas jovens (11 a 15 meses) quanto a CFA e o
desempenho reprodutivo. Ao contrario do que ja foi vastamente descrito para
animais Bos taurus, nesse trabalho os autores demonstraram que a fertilidade e a
vida reprodutiva do rebanho é menor em novilhas com alto nimero de foliculos
antrais. Os mesmos autores sugeriram que a avaliacdo da CFA e demais
caracteristicas reprodutivas é de suma importancia, assim como nés sugerimos, pois
é possivel identificar e selecionar animais com melhor ou pior desempenho mais
cedo, tornando os ciclos produtivos mais curtos e eficientes.

Segundo Wiltbank et al. (1985) [38], fémeas bovinas devem atingir 65 a 70%
do seu peso adulto para atingir a maturidade sexual, devendo estar em condi¢ao
corporal moderada para o inicio de sua primeira estacdo de monta. A necessidade
em tornar os ciclos produtivos mais curtos desperta o interesse em reduzir a idade
ao primeiro parto das fémeas, pois dessa forma a taxa de desfrute dos rebanhos

sera maior [39]. No entanto, algumas fémeas ndo conseguem atingir maturidade
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sexual precocemente, como o desejado, e por isso, muitas estratégias tém sido
utilizadas para auxiliar esse processo [40]. Dentre elas, estdo o uso de hormdnios
como a progesterona isoladamente ou em combinacdo com outros compostos, como
o estradiol, GnRH e prostaglandina [41]. A nutricdo € outra estratégia de manejo que
pode ser utilizada para antecipar a puberdade. Ja foi descrito que bezerras
desmamadas e submetidas a alto ganho de peso (1,36 Kg/d) apresentaram menor
idade a puberdade do que bezerras que foram submetidas a baixo ganho (0,23
Kg/d); [42]. Gasser et al. (2006a, 2006b, 2006c¢) [43, 44, 45] realizaram uma série de
estudos para investigar o mecanismo pelo qual a nutricdo antecipa a puberdade, e
em todos os estudos, as fémeas que foram submetidas a maiores ganhos de peso
apresentaram menor idade a puberdade.

Os programas de melhoramento genético (PMG) tém buscado
incessantemente selecionar animais mais precoces a fim de tornar os ciclos mais
produtivos e lucrativos. Embora as caracteristicas de ordem reprodutiva sejam, em
sua grande maioria, de baixa herdabilidade [46], cada vez mais elas tém sido
utilizadas como critério de sele¢do. Nesse sentindo, vale ressaltar que as nuliparas
avaliadas nesse estudo tinham idade entre 10 e 18 meses e pertencem a
propriedades com rebanhos melhorados geneticamente. Um dos desafios propostos
pelo programa a que pertencem € emprenhar precocemente, tendo sido desafiadas
com peso a partir de 270 kg, além disso ndo haviam sido suplementadas e néo
receberem estimulacdo hormonal prévia.

A CFA apresentou-se como caracteristica reprodutiva de herdabilidade
moderada no estudo de Walsh et al. (2014) [46] realizado com fémeas da raca
Holandesa (h?=0,31 para vacas e h?=0,25 para novilhas), e para fémeas cruzadas

(Brangus) foi descrita alta herdabilidade para essa caracteristica (h?=0,73) [47]. No
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entanto, muito pouco se sabe sobre a herdabilidade da CFA para a raca Nelore, por
iSSo € interessante que essa caracteristica seja conhecida, especialmente para
nuliparas, pois permitiria a selecdo e retirada de animais menos produtivos o mais
cedo possivel do rebanho.

Atualmente, os PMG propdem desafios a serem realizados com 0s animais
jovens, principalmente relacionados a precocidade sexual, de forma que machos e
fémeas sdo avaliados antes mesmo de completarem 1 ano de idade, para producao
espermatica e prenhez a IATF, respectivamente. Recentemente Jimenez-Krassel et
al. (2017) [22] ressaltaram a importancia em se realizar avaliacbes em fémeas
jovens (11 a 15 meses) quanto a CFA e o desempenho reprodutivo. Ao contrario do
que ja foi vastamente descrito para animais Bos taurus, nesse trabalho os autores
demonstraram que fertilidade e vida reprodutiva do rebanho é menor em novilhas
com alto namero de foliculos antrais. Os mesmos autores sugeriram que a avaliagao
da CFA e demais caracteristicas reprodutivas é de suma importancia, assim como
nds sugerimos, pois é possivel identificar e selecionar animais com melhor ou pior
desempenho mais cedo, tornando os ciclos produtivos mais curtos e eficientes.

O escore de condicao corporal apresentou influéncia positiva sobre a taxa de
prenhez final para as nuliparas, de forma que animais com maior ECC apresentaram
melhor desempenho a IATF, assim como ja foi relatado [48, 49, 50] que fémeas com
ECC = 3 apresentaram maior taxa de prenhez quando submetidas a protocolo de
IATF.

Ainda para as nuliparas, a taxa de concepcéao a primeira IATF foi influenciada
negativamente pela area de olho de lombo (AOL; cm?), de forma que animais que
apresentaram maior AOL obtiveram menor sucesso, no entanto esse efeito nao foi

visualizado na taxa de prenhez ao final da estagéo. Ainda nesse sentido, as medidas
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de crescimento corporal (AOL e espessura de gordura; EG) mensurada nas
nuliparas, ndo apresentou ter relacdo com a CFA. A AOL e EG sdo parametros
utilizados pelos PMG para selecédo de animais nos rebanhos, e a CFA embora néao
esteja presente nos programas, tem sido muito utilizada como um critério de selecéo
para fémeas, principalmente as doadoras de odcitos, e dessa forma pode-se afirmar
gue no rebanho avaliado, a selecdo de fémeas pela CFA ndo causaria prejuizos nos
nameros de AOL e EG.

Assim como observado por Oliveira Jr et al. (2015) [13], nesse estudo foi
encontrada alta correlacdo entre a populacédo de foliculos antrais dos ovarios direito
e esquerdo com a CFA total, sugerindo a possibilidade de avaliagdo de um unico
ovario para classificar a CFA. Nesse estudo verificamos que essa afirmacdo é
verdadeira se um dos ovarios apresenta um CL, mas ndo se um deles apresenta um
FD. Dessa maneira, recomenda-se a contagem dos foliculos no ovario contralateral
ao FD para classificar a CFA. Esse método beneficia 0 bem-estar dos animais ao
reduzir o tempo de contengéo.

Foi verificado que, nas pluriparas, a presenca do corpo liteo no dia da
avaliacdo da CFA, que representava o DO do protocolo de IATF, influenciou
positivamente a concepcéo das fémeas e foi encontrada correlagdo positiva entre
essas caracteristicas. Esse fato reforca o que ja havia sido encontrado a respeito da
presenca do corpo lateo no inicio do protocolo de IATF, em que animais ciclicos no
inicio do protocolo apresentam maior probabilidade de gestacédo [51].

Conclui-se que a menor CFA favorece a taxa de prenhez ao final da estacao
para nuliparas e também a taxa de concepcédo na primeira IATF da estacdo de
monta das pluriparas. A presenca de corpo luteo no inicio dos protocolos de IATF foi

importante para incrementar o sucesso das fémeas pluriparas a IATF. Além disso,
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reforca-se a ideia de que € possivel estimar a CFA total de um animal avaliando
apenas um ovario, independente da presenca do CL, mas o contralateral ao FD.
Sugere-se que sejam realizados estudos que correlacionem as caracteristicas de
meérito genético com a CFA e o0 sucesso a IATF, especialmente em nuliparas, a fim

de validar um possivel e confiavel método de selecéao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo desse trabalho de pesquisa colaborou para maior
compreensao da relacdo da contagem de foliculos antrais como o desempenho
reprodutivo de fémeas da raca Nelore. Foi possivel caracterizar a populagédo de
foliculos, concluindo que a grande maioria dos animais se encontra no grupo de
baixa e intermediaria CFA. Além disso, as melhores taxas de concepc¢do foram
encontradas para fémeas nuliparas e pluriparas com baixa CFA e também para
pluriparas com corpo lateo no dia da avaliagao (DO).

N&o foram encontradas correlacbes significativas entre a CFA e AOL e
EG, que sdo caracteristicas utilizadas pelos programas de melhoramento
genético como forma de selecdo. No entanto, existem diversas outras
caracteristicas avaliadas que podem ter relacdo com a CFA, no entanto essa
relacdo ainda nado foi estudade para a raca Nelore, o que seria de grande
importancia por tratar-se da raca mais populosa no Brasil.

Um ponto importante a ser lembrado em relacdo aos trabalhos que
envolvem a CFA, é a urgéncia em se estabelecer uma classificacdo que
padronize o que é baixa, intermediaria e alta CFA para a raca Nelore. A falta de
padrao dificulta a discussao dos trabalhos entre os autores e tende a apresentar
resultados controvérsios para as mesmas caracteristicas, nos mesmos animais.
Além disso, ndo ha conhecimento sobre a herdabilidade da CFA para a raca
Nelore, sendo essa uma caracteristica de grande importancia, principalmente ao
se tratar de selecdo para melhoramento genético.

Embora o estudo da CFA esteja cada vez mais presente nos grupos de
pesquisa, ainda existem diversos mecanismos que precisam ser compreendidos.
Entdo sugere-se que outros estudos trabalhos sejam conduzidos nesse sentido,
a fim de esclarecer os mecanismos genéticos e fenotipicos que afetam e podem

ser afetados pela CFA.
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Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’

functions of your word processor.

Pages and lines should be numbered.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be humbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may
be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly

from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results

Results should be clear and concise.
Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results

and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible.
e Author names and dffiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check
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that all names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address
of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-
publication. This responsibility includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-
mail address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

® Present/permanent address. |f an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the
time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at
which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. Since an abstract is often presented separately
from the article, it must be able to stand alone. For this reason, references should generally be
avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is essential, they must be
defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts must be limited to a single paragraph
with no more than 2,500 keystrokes (characters plus spaces).

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords will be used for indexing purposes.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references;
therefore, do not include them on the title page, as a footnote to the title, etc.. List individuals who
provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading
the article, etc.), sources of financial support, and donations of products and materials.

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUB: Biochemical
Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please bmit math equations a di xt and not as i ) imple form
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line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation
for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with
accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature
within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of
brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or
eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma
settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork
General points

® Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look
similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

\r:ou are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
ere.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number of pixels and
limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
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usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working with LaTeX
and have such features embedded in the text, these can be left. See further under Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use

reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
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https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
http://citationstyles.org/
http://citationstyles.org/
http://www.mendeley.com/features/reference-manager

68

the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/theriogenology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] vander Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun 2010;163:51-9.
https://doi.org/10.1016/}.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] vander GeerJ, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon. 2018;19:e00205.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205

Reference to a book:

[3] Strunk Jr W,White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. Reference to a

chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction
to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304. Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/
xwjo98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements
for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also
Samples of Formatted References).

Journal Abbreviation Source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal
abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of serial title word
abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service):
http://www.cas.org/sent.html

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the
article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make
changes to supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an
updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track
Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions
e Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include the generic name, proprietary
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name, dosage and route of administration (e.g., "Cows were treated with cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

e Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term 'significant' (recommended for
Discussion), but generally avoid doing both.

e Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated), should only be used in a strict statistical
context.

e Numberslessthan 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of measure,

e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions

transrectal palpation, not rectal palpation

nucleus transfer, not nuclear transplant

estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior

sperm can be used as both noun and adjective

120 to 125, not 120-125

treatment by period, not treatment X period

gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

magnification: X 100

e identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n =30

e 3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

® oogonium: female gamete before meiosis

® oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) to extrusion of the first polar body
® oocytesecondary:femalegamete from onset of second meiosisto extrusion ofthe second polar body

e ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male and female pronuclei (differs from
the common use of ovum as a general term for any femalegamete)

e germinal vesicle: nucleus of the ovum

e zygote: afertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion of first cleavage

embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation are largely complete
fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing insize)

conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of independent life

stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)

Abbreviations

70

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere else,

including the manuscript's title and in figures, table titles and legends, without definition; others ma
not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general, abbreviation

Y
S

must be defined when used for the first time (this may be avoided in the ABSTRACT if necessary

to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avoid using excessive abbreviation
and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean section" instead of "CS" us
"section" or "hysterotomy."

S
e

The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations exclude

periods):
theriochart.jpgchart Units

of Measure cpm - counts

per min

dpm - disintegrations per
min g - gram

ga - gauge of hypodermic
needle h - hour

kg -

kilogram L -

liter

mL - milliliter

ML -

microliter m -

meter min -

minute mo -

month

s - second
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v:v - volume

ratio wk - week

wt/vol - weight per

volume y - year

Routes of treatment

id - intradermal

im -

intramuscular iu -
intrauterine

iv - intravenous

sC -

subcutaneous po

- oral

Statistical expressions ANOVA -
analysis of variance CV - coefficient
of variation df - degrees of freedom
F - variance ratio

NS - not

significant P -

probability

SD - standard deviation
SEM - standard error of the
mean r - correlation coefficient

r? - coefficient of regression

Additional information
e Forissues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and Format: The CBE Manual for
Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.

e For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage, consult the CBE Manual or a current
English language (collegiate-level or higher)dictionary.

e For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes precedence. Do not hesitate
to contact the Editorial Office if you have any questions regarding preparation of your manuscript.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article gold open access do
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not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will

be published.
© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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