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RESUMO

BRITO NETO, Emilio Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo
de 2012. Diametro do foliculo maior no momento da aplicagao do estradiol
e taxa de gestagcdo em vacas submetidas a sincronizagcao da ovulagao
para IATF. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Coorientadores: Ademir de
Moraes Ferreira, José Domingos Guimaraes, Laércio do Anjos Benjamin e
Tarcizio Anténio Régo de Paula.

Objetivou-se neste estudo, avaliar o efeito do didametro folicular no momento da
aplicacdo do estradiol (E2), na taxa de gestagcdo de vacas, que receberam
protocolo hormonal de prostaglandina F2a, seguida de E; para posterior IATF.
Foram utilizadas 47 vacas mesticas Bos taurus x indicus apresentando
atividade ovariana luteal ciclica e em lactagdo. As vacas receberam dois mL
(150ug) de analogo sintético de PGFy, (D+cloprostenol), via intramuscular
(i.m.). Foi mensurado o didmetro do maior foliculo presente (dominante) por
meio de exame ultrassonografico. Apds 24h, as vacas receberam um
tratamento com dois mL (2mg) de estradiol (Benzoato de estradiol) via i.m., e
foram novamente avaliadas por meio de exame com ultrassom para
mensuracdo e certificagdo da dominancia folicular, quando entdo foram
divididas em dois tratamentos: Tratamento 1 (vacas com foliculo dominante de
didmetro menor que 13mm) e Tratamento 2 (vacas com foliculo dominante de
didmetro 213mm). Apds 48h da aplicagdo do E,, as vacas foram inseminadas
artificialmente. O diagndstico de gestacgéao foi realizado aos 30 e 100 dias apos
a IA por meio de ultrassonografia via transretal. Observou-se diferencga
(P<0,05) de 76% (19/25) e 45,5% (10/22) nas taxas de gestagcdo para os
animais dos Tratamentos 1 e 2, respectivamente. As concentracdes séricas de
progesterona no décimo dia pés IA foram 1,34 + 049 e 2,16 + 1,17,

respectivamente, para os Tratamentos 1 e 2, mostrando diferenca entre si

(P<0,01). Entretanto, houve uma baixa correlagdo (r = 0,45) entre a
concentragdo sérica de progesterona dez dias apdés a IA e presenga de
gestacdo. Conclui-se que o didametro folicular no momento da aplicagdo do E;
tem influéncia na fertilidade de vacas leiteiras, com didmetro menor que 13mm
apresentaram melhores resultados que os 213mm. Além disto, foliculos com
diametro 213mm formaram corpos Iuteos que produzem maior quantidade de
progesterona apos a inseminagao artificial, o que nao influenciou na taxa de

gestacao.



ABSTRACT

BRITO NETO, Emilio Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March,
2012. The largest follicle diameter at the moment of the oestradiol
injection and the pregnancy rates in dairy cows submitted to the ovulation
synchronization for FTAI. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Co-advisers:
Ademir de Moraes Ferreira, José Domingos Guimardes, Laércio do Anjos
Benjamin and Tarcizio Anténio Régo de Paula.

This study was carried out to evaluate the effect of the follicle diameter at
the moment of the application of the oestradiol (E2), on the gestation rate of
cows that received hormonal protocol of prostaglandin F2a., followed by E, for
subsequent FTAI. Forty seven crossbred cows Bos taurus x indicus presenting
luteal cyclical activity ovarian and in lactation were used. The cows were given
two mL (150ug) of the synthetic analogous of PGF;, (D+chloprostenol) through
intramuscular (i.m.). The diameter of the highest follicle present (dominant) was
measured by ultrasonographic exam. After 24 hours, the cows were given a
treatment with two mL (2mg) of oestradiol (oestradiol Benzoate) via i.m., and
they were again evaluated through ultrasound examination for measuring and
certifying the follicular dominance. Then, they were divided into two treatments:
Treatment 1 (cows from which the diameter of the dominant follicle was lower
than 13mm) and Treatment 2 (cows from which the diameter of the dominant
follicle was with dominant follicle of diameter < 13mm). After 48h from
application of E», the cows were artificially inseminated. The gestation diagnosis
was accomplished at 30 and 100 days after Al by ultrasound via transrectum.
Differences (P<0,05) of 76% (19/25) and 45.5% (10/22) were observed in the
gestation rates for the animals of the Treatments 1 and 2, respectively. At the
10™ day after Al, the serum concentrations of progesterone were 1.34 + 0.49
and 2.16 + 1.17 for the Treatments 1 and 2 respectively, as showing differences
between them (P<0.01). However, there was a low correlation (r = 0.45)
between the serum progesterone concentration at ten days after Al and the
gestation presence. It is concluded the follicular diameter at the moment of the
E2 application to affect the fertility of the dairy cows, with diameter lower than
13mm presented better results than those 213mm. In addition, the follicles with
diameter 213mm formed the corpus luteum that produce higher amount of
progesterone after the artificial insemination, what did not affected the gestation

rate.
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1. INTRODUGAO

A pecuaria bovina (carne e leite) € uma atividade de fundamental
importancia na economia brasileira, tendo destacado e papel importante papel
na geragcdo de renda e empregos, bem como na balanga do mercado
internacional, por ser lider mundial no setor.

Ha no Brasil uma grande diversidade quanto aos produtores na atividade
leiteira, predominando aqueles com baixa escala de producdo. Estes sao
caracterizados por terem animais de baixo potencial genético, baixo uso de
insumos e tecnologia, em condi¢do de subsisténcia ou de dificil acesso ao
mercado formal. O numero de produtores com rebanhos maiores e mais
produtivos vém apresentando significativo crescimento, em termos da
participagao na produgéo total de leite (Stock et al., 2007).

A renda da atividade leiteira € diretamente relacionada a uma boa
eficiéncia reprodutiva do rebanho, devido ao efeito no nascimento de animais e
na producéo de leite. Baixa taxa de gestagcédo pode resultar em efeito negativo
no sucesso econémico da atividade (Santos et al., 2004).

O continuo aumento da melhoria dos fatores de producdo e da
produtividade resulta da adog¢ao de tecnologias nas propriedades. Deste modo,
esse aumento da produtividade pode compensar a queda dos precos recebidos
pelos produtores (Carvalho e Martins, 2007), o que, via de regra, desestimula a
producédo. Neste contexto, citam-se a incorporagdo de tecnologias como a
inseminacao artificial convencional (IA), a inseminacéo artificial em tempo fixo
(IATF), a producao in vitro (PIV) de embrides e a transferéncia de embrides
(TE).

De acordo com Barros e Nogueira (2001), nesta ultima década foram
desenvolvidos muitos protocolos hormonais para a melhor compreensdo da
fisiologia do crescimento folicular ovariano, juntamente com a necessidade de
solucionar o problema de baixa taxa de servico devido a ineficiéncia da
identificagcdo de estro. Dentre estes protocolos, alguns visam sincronizar a
ovulacdo e manifestacdo do comportamento de estro com o uso de
prostaglandinas (PGF2,) e outros horménios. Posteriormente, Pursley et al.
(1995) desenvolveram o protocolo Ovsynch, no qual a associagédo de GnRH e

PGF, é utilizada, permitindo a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF).
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Os protocolos para permitem que as fémeas bovinas (vacas e novilhas)
sejam inseminadas em um tempo (fixo ou pré-determinado) apés a aplicagao
de determinados hormoénios. A |A pode ser realizada durante o estro natural, no
estro sincronizado apds tratamento hormonal ou em tempo fixo apds a
aplicacao de hormdnios sem necessidade do estro ser observado (IATF), mas,
neste caso, a ovulacédo tem que ser sincronizada.

O estro pode ser sincronizado pela PGF,, em dois a sete dias ou pelos
implantes de progestagenos. Entretanto, ambos n&o sincronizam a ovulagéo e,
por este motivo, protocolos hormonais ndo sdo recomendados para IATF,
somente com aplicagdo dos mesmos, ja que os resultados ndo sdo bons
(Ferreira, 2010). Para maior eficiéncia na IATF €& necessario também
sincronizar a ovulagao, e isto acontece pelo estimulo do GnRH (custo mais
elevado), que age diretamente na hipdfise produzindo LH, ou o E2 (menor
custo), que primeiro provoca descarga de GnRH no hipotalamo, para este
entdo induzir o pico de LH responsavel pela ovulagao.

O sucesso limitado dos programas de IATF em vacas em lactagao foi
parcialmente relacionado aos estagios de desenvolvimento das ondas
foliculares no momento da aplicacédo de PGF,, (Macmillan et al., 2003). Além
disto, varios estudos tém indicado a probabilidade da concepcao estar
relacionada com o didmetro do foliculo ovulatério (Vasconcelos et al., 1999;
Lopes et al., 2007; Perry et al., 2007). No entanto, a IATF necessita de um
manejo reprodutivo adequado orientado por um Médico Veterinario qualificado,
para acompanhamento de todo o processo, proporcionando, assim, uma
melhoria nos resultados e confiabilidade na adogéo dessa tecnologia.

O presente estudo teve como objetivo estudar o efeito do tamanho
(diametro) folicular no momento da aplicacdo do estradiol (Ez) na taxa de
gestacdo, usando protocolo hormonal PGF,, - E; — IATF em vacas mesticas

ciclando.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inseminagao artificial em tempo fixo (IATF)

A pecuaria tem apresentado ganhos satisfatorios desejaveis, o que se
deve principalmente a selecdo e a difusdo do uso de reprodutores
geneticamente superiores por meio da IA. Entretanto, nas ultimas décadas
houve um declinio na fertilidade de vacas leiteiras devido a fung¢do ovariana
prejudicada (Lamming e Darwash, 1998; Royal et al., 2000), a qual tem sido
associada ao maior ganho genético para produgao de leite e o maior balango
energético negativo pos-parto resultante (Senatore et al., 1996). Uma das
causas da menor eficiéncia reprodutiva em rebanhos de alta produgao é a
diminuicdo da expressao e detecgao de estros (Lopez et al., 2004).

A sincronizagao de estro pode ser obtida com o uso de substancias
luteoliticas (PGF24) ou seus analogos sintéticos (dinoprost, cloprostenol) para
reduzir a fase luteal. Todavia, a eficiéncia deste tipo de sincronizagdo depende
da existéncia de um corpo luteo (CL) responsivo ao tratamento, o que ocorre
do 5° ao 16° dia do ciclo estral (CE), com eficiéncia maxima de sincronizagao
apods o 9°dia.

Em bovinos leiteiros, baixas taxas de concepgao (abaixo de 35% em
varios paises) continuam sendo obtidas. Além disto, a eficiéncia reprodutiva
dessas vacas pode ser influenciada por diversos outros fatores (Caraviello et
al., 2006). Dentre eles a nutricdo, a sanidade, o0 manejo, a administragdo de
farmacos e a condicdo ovariana. Estes aspectos afetam direta ou indiretamente
0 sucesso dos programas de sincronizagao de ovulagao para a IATF.

Cada onda folicular é caracterizada pela emergéncia simultdnea de
foliculos maiores que 4mm de diametro, a partir de um pool de foliculos
menores. Um destes foliculos cresce mais rapidamente do que os outros e
torna-se dominante (FD), enquanto os demais sofrem atresia e regridem, sendo
denominados foliculos subordinados (FS). O FD normalmente atinge um
tamanho maximo de 15mm e permanece dominante por poucos dias até ficar
atrésico e regredir. A partir deste momento, sera substituido por outro FD da
nova onda folicular, aproximadamente cinco dias apdés. Quando a regresséo
luteal (lise do CL) ocorre durante a fase de crescimento ou inicio de

dominancia, o foliculo livre do bloqueio imposto pela progesterona (P4)
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continua seu desenvolvimento até um tamanho pré-ovulatério (x 20mm),
podendo ovular (Webb e Armstrong, 1998). Este é o motivo do estro aparecer
entre dois a sete dias apds a aplicagcdo da PGF,,, pois a maior ou menor
rapidez na resposta vai depender da condigdo do foliculo no momento da
aplicagéo do horménio luteolitico (Ferreira, 2010).

A variacado de tempo para a manifestacdo do estro apds a PGFy, nao
depende do tempo de regressao do CL, mas sim do didmetro folicular presente
no ovario no momento da regressdo do CL. Assim, quando o foliculo for
pequeno, o animal demora mais a manifestar estro, porque o foliculo precisara
de mais tempo para crescer e produzir uma quantidade de E, suficiente para
provocar os sinais de estro (Wiltbank, 2000). Entdo, a PGFyq pelo fato de n&o
sincronizar o estro de maneira precisa, também n&o sincroniza o momento da
ovulacdo. Este € o motivo de serem incluidos outros horménios (GnRH ou E)
posteriormente a PGF,, para que a ovulagdo seja sincronizada, o que
permitira a realizagado da IATF (Driancourt, 2001). Entretanto, pode-se realizar
a IATF apo6s a injecédo unica de PGFy, em vacas com presenga de CL,
inseminando entre 72 a 80h (Rathbone et al., 2001).

O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) sincroniza a ovulagao
atuando indiretamente em foliculos maiores que 10mm e a IATF é
recomendada 12-16h apds a aplicacdo do GnRH. Ja apés a aplicacao do Ey, a
ovulagdo ocorre em 44,2 + 2,2h (Barros et al., 2000). Com esta finalidade, o
GnRH é aplicado dois dias e o E; apenas um dia apds a PGF,,. Esta diferenca
de um dia entre a aplicacdo de um e outro horménio, se deve ao GnRH
estimular diretamente o pico de LH, enquanto o E, primeiro estimula a
secrecao de GnRH, para este entdo induzir o pico de LH, o que certamente
exige maior tempo (Ferreira, 2010).

Segundo Driancourt (2001), o GnRH estimula a secrecédo e a liberagéao de
LH para fazer ovular foliculos LH-dependentes, ou seja, aqueles maiores que
8mm de diametro. Entretando, o E» quando aplicado na presencga de foliculo
FSH-dependente pode aumentar a producédo de inibina e esta, por feedback,
reduzir a concentragdo de FSH, podendo provocar a regresséao do foliculo.

Um estudo com vacas em lactagdo na Nova Zelandia mostrou que um
unico tratamento com PGF,, durante o diestro, aumentou a taxa de concepcgao
em relagdo ao grupo controle (69 % vs 60 %) (Macmillan et al., 2003; Santos et

al., 2004). Santos et al. (2004) afirmam que o uso de protocolos hormonais que
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induzem o estro quando o FD encontra-se com um menor didmetro, um baixo
nivel de P4 resultante pode reduzir a taxa de concepcgao, talvez como resultado
do aumento precoce deste FD e consequente perda embrionaria.

A integragdo de todos os fatores que afetam a fertilidade tem sido
estudada, com o objetivo comum de acabar com a necessidade de
identificagcdo de estro em animais tratados para IATF (Diskin et al., 2002;
Thatcher et al., 2002).

Uma vez selecionado, o foliculo acima de 8mm entra em uma fase de
transicdo da dependéncia de horménio foliculo-estimulante (FSH) para
horménio luteinizante (LH) (Mihm et al., 2006). Deste modo, torna-se
totalmente dependente dos pulsos deste hormdnio para continuar crescendo e
secretar E. Assim, havendo pulsos adequados de LH (cada uma a duas horas)
o FD desenvolve-se e ocorre a ovulagao, isto se ndo houver P4 para bloquear.
Se os pulsos de LH sdo inadequados (cada trés a quatro horas) durante a fase
luteal do ciclo estral, o FD entra em atresia (Mihm e Austin, 2002).

A ovulacdo é precedida pela maior secrecdo do GnRH hipotalamico que
estimula a liberagdo do LH e FSH. A liberacdo do GnRH é em resposta ao
feedback positivo da elevacédo da concentracédo do E; produzido pelos foliculos
(McDougall et al., 1995). Entretanto, a magnitude de liberacdo dos horménios
LH e FSH pela hipéfise depende do estagio da onda folicular (Kastelic e
Mapletoft, 1998).

Muitos estudos tém comparado protocolos de sincronizagdo de ovulagao
e IATF em diferentes delineamentos experimentais e condigdes ambientais,
com taxas de gestacdo variando entre 15 e 60% (Cartmill et al., 2001;
Tenhagen et al., 2001; Dejarnette e Marshall 2003; Peters e Pursley, 2003;
Kasimanickam et al., 2005; Pfeifer et al., 2005).

Ryan et al. (1998) descobriram que o desenvolvimento das ondas
foliculares, continuaram inalteradas com a aplicacdo de GnRH antes que a
dominancia folicular fosse estabelecida. Mesmo na presenca de um FD, os
efeitos no mesmo e o intervalo para nova emergéncia de onda sdo dose-
dependentes (Macmillan et al., 2003).

Varios trabalhos demonstram que o tratamento exdégeno de analogos de
GnRH pode induzir a ovulagdo em 10 a 100% de vacas no pés-parto (Peter et
al., 2009). Mihm et al. (1998) concluiram que uma dose injetada de 250ug de

GnRH como a gonadorelina pode sincronizar nova emergéncia de onda na
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presenga de um foliculo dominante, mas doses de 25 ou 100ug foram menos
efetivas. Estas respostas variadas tém sido comentadas por Diskin et al. (2002)
como potencialmente limitantes a utilizacdo do GnRH para sincronizacdo dos
padrdes de desenvolvimento folicular, durante o diestro de muitas vacas.

Embora o GnRH possa provocar a liberagdo de um pico ovulatério de LH
em caso de FD pequeno, este pode ter menor numero de receptores para o
mesmo, comparado com um foliculo de tamanho normal LH dependente. O
corpo luteo formado pela ovulacdo induzida com este tipo de foliculo talvez nao
seja funcionalmente normal (Ferreira, 2010).

Gimenes et al. (2008) afirmaram que a ovulagdo em protocolos hormonais
pode ser induzida mais precocemente em doadoras Bos indicus, quando
foliculos estdo em tamanho menor. Porém, em doadoras Bos taurus sao
necessarios tratamentos que aumentem o tamanho do foliculo para aumentar
receptores de LH.

O tempo de ovulagédo em relagao a IA é considerado um grande problema
da sincronizagéo do estro com PGF,, (Smith et al., 1998 citado por Waldmann
et al., 2006). O GnRH sincroniza a ovulagdo com precisdo em 28 a 32h em
foliculos acima de 9mm, independente de haver ou n&o presenga de CL.
Portando, a IATF (sem observar estro) é recomendada 12 a 16h apds a
aplicacdo de GnRH, de maneira que o espermatozdide tenha tempo de ser
capacitado na tuba uterina (Ferreira, 2010). Pursley et al. (1998) obtiveram
melhores resultados quando GnRH e inseminacdo ocorreram até 48h apods
aplicacao de PGFy,.

N&o foram observados na literatura consultada, estudos mostrando se os
melhores resultados observados com uso do GnRH séo, por reduzir a variacao
no tempo de ovulacdo em relagdo a inseminacdo ou, o aumento da liberacao
do LH resultando no aumento da luteinizacdo. Embora os padrées de
desenvolvimento folicular possam ser alterados pela administracdo de GnRH
ou estradiol, estas alteragcdes podem nao resultar em um estro ou ovulacéo
sincronizados, 0s quais sdo imprescindiveis para se obter bons resultados com
a IATF (Diskin et al., 2002).

Sabe-se que ao aplicar horménio aleatoriamente em um grupo de fémeas
bovinas para sincronizar a ovulagdo, algumas terdo foliculos maiores, outras

menores e algumas até mesmo ausentes, dependendo da fase do ciclo estral e



escore de condigdo corporal, e isto pode afetar a taxa de gestagéo (Ferreira,
2010).

O que se percebe atualmente na pecuaria leiteira nacional, € o uso
indiscriminado de hormbnios e protocolos, as vezes sem nenhum
acompanhamento técnico. Diante dos estudos apresentados, percebe-se que
os resultados com o uso da IATF estdo diretamente associados a fatores
fisiologicos. Neste contexto, o acompanhamento dos animais tratados e o
conhecimento da fisiologia, fun¢do ovariana e tamanho de foliculo € extremante
importante para se obter melhores resultados, como mencionado
anteriormente. Portanto, a auséncia desse acompanhamento pode ser um fator
que possui influéncia nos resultados, os quais ndo tem sido satisfatorios, néo
ultrapassando 50% de taxa de gestagéo, segundo varios trabalhos feitos no
Brasil e revisados por Ferreira (2010). Esta baixa eficiéncia torna a IATF
inviavel devido ao alto custo dos protocolos e a grande quantidade de vezes
que os animais sdo manejados para receberem os horménios. Permanecendo
este cenario, certamente com o tempo uma grande parcela de produtores

atualmente usuarios serdao desestimulados a continuar ulilizando a técnica.

2.2. Foliculogénese: hormoénios envolvidos

O GnRH é produzido no hipotalamo, sendo responsavel pela secrecao e
liberacdo de FSH e LH na hipdfise. Uma descarga de GnRH induz um pico de
LH necessario para ovulagdo. O GnRH é requerido para o desenvolvimento do
foliculo antral, mas nao pré-antral (Fortune, 2003), e aumenta a secregédo de
LH para promover a ovulagéo ou luteinizagdo de FD maiores que 10mm (Moore
e Thatcher, 2006).

As gonadotrofinas (FSH e LH) sdo requeridas para o desenvolvimento
de foliculos antrais a partir de um certo tamanho, mas nao para foliculos
menores (primordiais e pré-antrais) (Angelopoulos et al., 2005; Palermo, 2007).
Segundo Fortune (2003) e Webb et al. (2008), em animais hipofisectomizados,
o desenvolvimento folicular antral continua até um diametro aproximado de 3 a
4mm.

O FSH é secretado na hipdfise anterior e tem fungdes de ativar e
estimular o crescimento de foliculos a partir de 3 a 4mm de didametro; provocar
mitose de células da granulosa (CsG) e aumentar o processo de aromatizagéo

(estimulando a enzima P450 aromatase). Deste modo, aumenta a produgao de
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E> nas CsG a partir de androgenos secretados pelas células da teca interna
(CsTI). O FSH e LH sao os principais horménios reguladores de crescimento
do foliculo antral, embora fatores de crescimento intraovarianos como fatores
de crescimento (IGFs) e BMPs interajam com as Gns no controle deste
crescimento (Webb et al., 2007). Também fatores ambientais podem influenciar
no desenvolvimento do foliculo e na qualidade do ovécito, como a nutricéo,
incluindo a quantidade e a composicao da dieta consumida anterior a ovulacao.

Os foliculos a partir de 3 a 4mm de didametro sdo dependentes de FSH-
LH (Webb e Armstrong, 1998). O FSH nado tem efeito no foliculo pré-antral,
embora haja evidéncia da presenca de Rs-FSH em CsG no foliculo primario de
ruminantes (Fortune, 2003; Webb et al., 2008).

O requerimento obrigatdrio de FSH no crescimento de foliculos a partir
de certo tamanho, parece coincidir com o periodo de proliferagdo de CsG que
leva a separagéo espacial das cels do cumulus e murais (Richards, 2001). O
FSH ainda reduz a produgao ou aumenta a protedlise de IGFBPs, impedindo
que estas se liguem as IGFs para bloquear suas agdes (Gordon, 1994).
Adicionalmente, libera aquelas ja ligadas para que possam agir, pois o IGF-I
livre aumenta a resposta das CsG as Gns no FD, juntamente com E; (este,
somente em bovinos). Além disto, o FSH e LH estimulam a aromatase para
uma maior producao de E; (Beg e Ginther, 2006).

Gutierrez et al. (2000) relatam que o FSH estimula o crescimento do
foliculo em diametro, bem como a formacdo do antro, mas ndo aumenta o
didmetro do ovadcito. Cada emergéncia de onda folicular (OF) é precedida de
um transitorio aumento na concentracdo de FSH (Webb et al., 2007).

O LH é produzido na hipdéfise anterior e foliculos maiores que 8 a 9mm
sdo mais dependentes do mesmo e, quando o FD atinge 9 a 10mm as CsG
comecam a expressar Rs-LH, podendo ter a ovulagdo induzida com
aproximadamente 10 a 12mm (Moore e Thatcher, 2006). O LH tem importante
funcdo no processo de conversdo do colesterol em androgenos (P4,
pregnenolona, androstenodiona e testosterona) nas CsTI, que, por sua vez,
s&o convertidos em E, nas CsG, conforme Gordon (1994) e Senger (2003). O
pico de LH induz ovulacdo e posteriormente luteinizagdo das CsG e CsTI para
formacgéo do CL (luteogénese).

Segundo lIreland et al. (2000), os pulsos de LH sao diferentes em

frequéncia e amplitude durante as fases do CE, o que tem influéncia na atresia
8



do FD. Driancourt e Thuel (1998) citam que o LH atua também nas CsG de
foliculos maiores, estimulando a conversao de andrégenos em E,. Em bovinos,
MRNA de Rs-LH foi detectado nas CsG em foliculos maiores que 8mm, mas
nao em foliculos menores que 8mm ou FSs, aumentando oito horas antes do
inicio da divergéncia do FD. Porém, para expressdo de Rs-FSH nenhuma
diferenca foi vista com relagcdo a diferentes tamanhos de foliculos (Beg e
Ginther, 2006).

No foliculo estrogénico inicial (3° dia da OF), sdo elevados os mMRNA
para Rs-FSH e aromatase nas CsG, enquanto as CsTl tém aumento de Rs-LH
e 17a-hidroxilase, enzima esta requerida para a produgao de andrégeno, mas
MRNA para Rs-LH estdo ausentes nas CsG nesta fase (Moore e Thatcher,
2006). A expressdao de Rs-LH é primeiramente detectada quando a Tl é
formada em torno das CsG (Webb et al., 2008).

Allen e Doisy (1923) foram os primeiros a citarem o E. A expressdo de
Rs-E; nas CsG e CsTl do foliculo é importante para as acgbes
autdécrina/paracrina de fatores ovarianos locais, bem como para as acgdes
endoécrinas de horménios sistémicos. Em bovinos, Rs-P4 e Rs-E; estédo
presentes nas CsG e CsTl, e a expressdo para ambos esta associada com o
crescimento e o desenvolvimento folicular, sendo que Rs-E, foram localizados
em CsG de pequenos (1 a 5mm), médios (6 a 9mm), e grandes foliculos
(maiores que 9mm) (Schams e Berisha, 2002; Beg e Ginther, 2006).

As agdes intraovarianas do E, foram revisadas por Rosenfeld et al.
(2001), que afirmam ter este horménio grande influéncia na secre¢cdo de Gns
(FSH e LH), via aumento da sensitividade da hipéfise ao GnRH, pelo aumento
da expressao de genes para Rs-GnRH. Pelo contrario, a P4 reduz a expressao
de genes e o numero de Rs-GnRH na hipodfise. Por este motivo, o aumento da
sensitividade da hipofise ao GnRH pode ocorrer mais como resultado do
decréscimo de P4 do que pelo aumento de E,. Este inibe a secrecao basal de
FSH, mas estimula a secre¢ao de LH. O efeito inibitorio de E; na secrecéo de
FSH parece ser mediado pela sua habilidade em suprimir a expressao de
genes para ativina, produzida nos ovarios, mas também na hipdéfise (Nett et al.,
2002). O FSH parece estimular a proliferagado celular, enquanto o E, parece
aumentar o tamanho da célula (Fortune, 2003).

Foliculos com 5 a 7mm de didametro tinham menos que 0,5ng/mL de E>

no fluido folicular, comparado com 0,5 a 5ng/mL em foliculos com 8 a 10mm, 5
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a 20ng/mL com 10 a 13mm, 20 a 180ng/mL com 12 a 14mm e >180ng/mL
acima de 14mm, segundo Schams e Berisha (2002) e Schams et al. (2002).

A Inibina, ativina e folistatina sao trés hormdnios presentes no fluido
folicular de bovinos, cujas ag¢des regulatérias nos ovarios sdo discutidas com
detalhes por Knight e Glister (2001) e Glister et al. (2006).

A inibina é uma glicoproteina secretada no ovario pelas CsG, tendo
acdes autocrina e paracrina (Drion et al., 2000), tais como: a maior
concentragéao de E, no foliculo em crescimento estimula a produgéo de inibina
que, por sua vez, reduz a producdo de FSH (feedback negativo), por agéo
endoécrina. Assim, ocorre diminuicdo na aromatizacédo pelas CsG (agéo
autécrina), reduzindo a transformagdo de andréogenos em E, (Drion et al.,
2000), o que provoca queda da concentragado sérica de E; (Knight e Glister,
2001). A concentracédo de inibina € maior no FD que nos outros foliculos e
suprime a maturacédo do ovdcito. Além disto, sensibiliza as CsTl a acdo do LH
para aumento da produgdo de androgeno, efeito este reduzido pela ativina
(Knight e Glister, 2001; Beg e Ginther, 2006), embora Fortune (2003) cite que a
ativina potencializa a agdo do LH na conversdo de colesterol em andrégenos
nas CsTI.

A ativina é secretada nos ovarios pelas CsG, bem como na hipofise (Nett
et al., 2002), e tem varias fungdes (Knight e Glister, 2001; Fortune, 2003): ela
promove a proliferacdo de CsG, reduz a atresia e aumenta o didametro folicular
a partir do foliculo primario, e possui agao sinérgica com FSH (ag¢ao autocrina
nas CsG) no estimulo da atividade aromatase para maior sintese de E.

Um brusco aumento de ativina foi verificado em foliculos de 3 a 6mm em
bovinos (Beg e Guinther, 2006).

A folistatina € um polipeptideo secretado nos ovarios pelas CsG e
também na hipofise (Nett et al.,, 2002) sob estimulo da ativina, reduzindo a
secrecao e o efeito deste hormdnio por mecanismo “feedback”, ao qual se liga
neutralizando seu efeito biolégico. Com a elevacédo do E, ocorre aumento da
inibina e reducdo da ativina, mostrando uma relacido oposta entre estes
hormdnios. De maneira semelhante a inibina, a folistatina suprime a secrecao

de FSH por sequestrar ativina (Knight e Glister, 2001).
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2.2.1 Relacao entre FSH, LH, ativina, folistatina e inibina na foliculogénese

Entre as diversas camadas que constituem a parede do foliculo, apenas
as duas mais internas sdo consideradas esteroidogénicas: a teca interna (TI) e
a granulosa (G). Existem receptores nas CsTl e CsG que controlam a agéo das
Gns hipofisarias, ficando as agbes do FSH restritas as CsG, enquanto o LH
possui Rs nos dois tipos de cels foliculares (CsTl e CsG), bem como nas cels
interticiais e do CL (Webb et al., 2004).

O FSH estimula a atividade do complexo aromatase nas CsG para
produzir E; a partir de andrégenos, os quais sao produzidos pelas CsTl a partir
do colesterol sob estimulo do LH que ativa 17a-hidroxilase (Fortune et al.,
2004). IGF-I e insulina interagem com FSH para estimular as CsG a produzir
E», mostrando a importancia do BEP na foliculogénese.

A biossintese e a liberagcao de FSH sao estimuladas pela ativina, mas
inibidas pela folistatina e inibina, sendo que esta, cuja secrecao é estimulada
pela alta concentragdo de E; no foliculo grande, chega ao hipotalamo via
circulagao sanguinea e suprime a producdo de FSH na hipofise em quatro a
seis horas. Inibina e ativina sdo funcionalmente opostas, enquanto a folistatina
inibe a agdo da ativina, mas nao de inibina (Padmanabhan e McNeilly, 2001).

A fase dependente de Gns tem inicio em foliculos de 3 a 4mm em
bovinos (Driancourt e Thuel, 1998), e somente 1,4% dos ovdcitos originados de
foliculos menores que 1mm de didametro tém habilidade para atingir metafase
1. Esta proporgéo é dez vezes maior (14%) quando os ovécitos sao obtidos de

foliculos de 1 a 3mm de diametro.

2.3. Foliculo dominante

O foliculo dominante (FD) impede o crescimento de outros foliculos
durante o CE. Na emergéncia de uma onda folicular (OF), um dos foliculos é
selecionado, torna-se dominante e continua a crescer, enquanto os demais
sofrem atresia. O FD é selecionado 1,5 a 2 dias (36 a 48h) apds o inicio da OF.
O aparecimento de Rs-LH nas CsG é um pré-requisito para o estabelecimento
do FD, permitindo que o foliculo mude sua dependéncia de FSH para LH
(Ferreira, 2010).

Em bovinos, o maior foliculo no momento de deteccdo da OF torna-se o
FD em 60% dos casos, e, no inicio da divergéncia, o maior foliculo é

aproximadamente 8,5mm e o segundo maior = 7,2mm, com o FD apresentando
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cerca de 16mm de didmetro um dia antes da ovulacao (Beg e Ginther, 2006). O
FD atinge didmetro maximo de 10 a 20mm, e o maior foliculo subordinado (FS)
o maximo 8mm (Evans, 2003), e havendo ablagdo do maior foliculo no inicio da
divergéncia na OF, e o segundo maior foliculo torna-se dominante.

O FD diverge dois dias apos o aparecimento da OF e apresenta mais
Rs-FSH, aumento da atividade aromatase, da producao de E, e de Rs-LH nas
CsG (Gordon, 1994).

O tempo de vida normal do FD é aproximadamente nove dias. Contudo,
se estendido, pode afetar a qualidade do ovécito ou o ambiente uterino, motivo
pelo qual a fertilidade é citada como maior quando a IA ou acasalamento é feito

no estro precedido de CE com trés OFs, comparado com duas OFs.

2.3.1. Particularidades do foliculo dominante

O FD alcanga didmetro maximo de 15mm (HPB) e atresia quando a
concentracdo de P4 esta alta, sendo entdo substituido por um novo FD em %
cinco dias. Adicionalmente, pode ovular em resposta a 1.500 Ul de hCG. A
ovulacdo foi induzida em 75 a 80% das novilhas que receberam 500ug de
GnRH sintético no 6°dia do CE (Webb e Armstrong, 1998).

Secreta um fator (es) que tem efeito inibitério direto no desenvolvimento
dos FSs, ou produz GDIF (fator inibidor de CsG) que inibe a proliferagcao de
pequenos e médios foliculos (Baker e Spears, 1999). Portanto, esta
consistentemente associado com a reducdo no numero e crescimento dos FSs
em ambos os ovarios.

O FD tem mais Rs-LH nas CsG e CsTl, além de dez vezes mais E;
(maior capacidade de produzir E;) que os FSs. A maior concentragédo de E; do
FD aumenta a secrec¢ao de inibina, que, por sua vez, reduz FSH, bloqueando o
crescimento dos FSs, enquanto o FD pode usar LH para continuar a crescer
(Webb et al., 2003). Somando a estes aspectos, o FD tem mais Rs-FSH e por
isto € mais sensivel a este hormbnio, podendo competir mais efetivamente para
Gns com os FSs. Desta forma, ndo havendo FSH suficiente para todos os
foliculos, vai ocorrer atresia dos FSs. Além disto, produz fatores que aumentam
sua resposta as Gns, provavelmente mais Rs-LH e Rs-FSH (Hagemann, 1999).

O CL aumenta a concentragdo de P4 reduzindo em 50% a frequéncia
dos pulsos de LH, provocando atresia do FD e inicio de nova OF (FD & bem

mais sensivel ao LH do que FSs).
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Uma vez selecionado, o FD torna-se totalmente dependente dos pulsos
de LH para continuar crescendo e secretar E,. Havendo pulsos adequados de
LH (um cada duas horas) o FD cresce e ovula, isto se ndo houver P4 para
bloquear, mas se os pulsos de LH sdo inadequados (um a cada trés a quatro
horas) durante a fase luteal do CE, o FD atresia de maneira similar aos FSs
(Mihm e Austin, 2002).

Na fase estatica do FD, ocorre queda da concentracdo de E; (Noseir,
2003). Portanto, o maior tempo de dominancia do mesmo pode reduzir a taxa
de gestacdo em zero, 10 a 15% e 20 a 50% respectivamente para periodos de
dominancia de dois a quatro, quatro a oito e acima de dez dias (Roche et al.,
1999). Além disto, o FD além do limiar de 8mm é associado com uma transicao
de dependéncia de FSH para LH. As CsG do FD aumentam a habilidade para
ligarem ao LH, comparada com as dos FSs e tém uma maior expressédo do
MRNA para RsLH (Evans et al., 2004; Mihm et al., 2006).

Segundo Ireland et al. (2000), a diferenga na frequéncia e amplitude dos
pulsos de LH durante as fases do CE afetam a dominancia do FD. Assim, &
necessaria uma alta freqliéncia de pulsos de LH para manter a dominancia,
enquanto a redugado nesta frequéncia deflagra a perda de dominancia. Nivel
elevado de P4 reduz a frequéncia de pulsos de LH, enquanto o menor nivel de
P4 aumenta, ocorrendo o contrario com o E; (Wiltbank e Haughian, 2003).

Sem aumento na frequéncia de pulsos de LH ocorre atresia funcional do
FD, com reducao do E, e consequente redugcao de inibina, o que vai permitir
uma maior secreg¢ao de FSH suficiente para iniciar nova OF (Moore e Thatcher,
2006). Com nivel baixo de P4 ap6s lutedlise, o feedback negativo com GnRH é
reduzido e aumenta a frequéncia dos pulsos de LH, levando ao crescimento
final do foliculo. Deste modo, com aproximadamente 17 a 20mm torna-se
totalmente estrogénico e capaz de induzir um pico pré-ovulatério de LH, que

desencadeia a ovulagao.

2.4. Maturagao do ovécito

A maturagao do ovdcito envolve mudancgas nucleares, citoplasmaticas e
moleculares que conferem ao mesmo a capacidade de desenvolver até
blastocisto. Ampla revisdo sobre estes mecanismos foram publicados por Van
Den Hurk e Zhao (2003) e Dode (2006). O fator mais importante para

determinar o destino final do ovécito € a sua competéncia para o
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desenvolvimento, mas o0 momento em que esta competéncia é estabelecida e o
mecanismo responsavel pela mesma, ainda ndo sido conhecidos. A
competéncia é determinada pela composicdo e quantidade de transcritos que
séo estocados durante o crescimento e fase final da foliculogénese. Portanto, a
diferenca entre ovdcitos competentes e incompetentes deve-se a expressao
diferenciada de genes (Dode, 2006).

A principal fungcdo do ovario é liberar um ovdcito fértil. A fase de
maturagao € mais relacionada ao ovocito (Hanzen et al., 2000) e corresponde a
modificagdes citologicas e metabdlicas que permitem ao ovécito adquirir a
condicdo de ser reconhecido e penetrado pelo espermatozéide. Além disto,
assegurar a formacgédo de pro-nucleos masculino e feminino, armazenar suas
reservas (MRNA, ribossomais, proteinas elaboradas durante crescimento) e
iniciar o desenvolvimento embrionario.

Na maturagao do ovécito estdo envolvidos FSH, LH, insulina e/ou IGF-I
endégena (Richards, 2001). A ativacdo de Rs-LH nas CsG apés liberacédo de
LH permite ao ovdcito reiniciar a meiose (maturagdo nuclear que dura 24h na

vaca) e maturagao citoplasmatica (Ferreira, 2010).

2.4.1. Relagao do diametro folicular com a maturagao ovocitaria

O diametro médio do foliculo em que o ovécito adquire habilidade para a
maturagdo nuclear (habeis para reiniciar a meiose e atingir metafase Il) é
aproximadamente 2 a 3mm de diametro, e para completar a maturacéo
citoplasmatica acima de 6mm. Assim, o ovécito adquire habilidade para ser
fertilizado e desenvolver-se até o estagio de blastocisto. Armstrong et al. (2003)
hipotetizam para bovinos que as mudangas induzidas nutricionalmente nas
concentragdes sanguineas de IGF-l sdo 6timas para o crescimento folicular,
mas nao necessariamente para a maturagao do ovdcito.

Segundo Dode (2006), durante a foliculogénese, o ovdcito cresce até
cerca de 100um, o que corresponde a um diametro folicular de 3mm. De 3 a
8mm, o didametro do ovdcito ndo muda, a transcrigao € praticamente inativada e
seu crescimento esta completo. No foliculo entre oito a 15mm, periodo que
corresponde a dominéancia folicular, o ovdcito sofre mudangas significativas,
que se completam antes do pico pré-ovulatério de LH. Estas mudancas séo
chamadas de capacitacdo ou pré-maturacdo, tendo papel fundamental na

aquisicao de competéncia.
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Os ovécitos coletados in vivo (OPU-FIV) sdo normalmente obtidos de
foliculos de 3 a 8mm, que sdo menos competentes do que os foliculos acima
de 8mm. Alta percentagem de morte embrionaria pode ter como causa a
qualidade inferior do ovdcito.

De acordo com varios artigos revisados por Lequarre et al. (2005),
conclui-se que ovécitos derivados de foliculos com didmetro maiores que 6mm,
tém maior competéncia para desenvolverem-se até blastocisto do que ovécitos
de foliculos menores que 4mm. Porém, no ovécito, nenhum dos parametros
investigados como metabolismo energético, perfil de expressao génica, padréao
de neosintese de proteinas e cinética de reinicio da meiose, foram diferentes

entre os diversos tamanhos de foliculos estudados.

2.5. Esterdides e ovulagao

A ovulacao é induzida pelo pico de LH que ocorre durante o estro, como
resultado de descarga de GnRH provocada pela alta concentracdo de E;
secretado pelo foliculo de Graaf ou maduro no inicio do estro. Noseir (2003)
afirma que <5,0ng/mL de E» ndo provoca ovulagao.

Os esterodides, incluidos aqueles de origem ovariana como P4 e E;, n&do
sdo usualmente classificados como mediadores de reacdes inflamatérias.
Contudo, sabe-se que a atividade esteroidogénica ovariana muda
acentuadamente durante a ovulagdo, cujo processo é considerado semelhante
a uma reacao inflamatoria.

A P4 é importante para a ovulagao, pois facilita a degradagéo proteolitica
e a acao de leucdcitos. A luteinizacdo do tecido folicular inicia-se antes mesmo
do rompimento folicular, ou seja, na ultima parte do processo ovulatério (Espey,
1994). Sendo assim, a ruptura do foliculo ndo €& pré-requisito para a
luteinizagdo, como ocorre na formagao do cisto luteinizado. Desta maneira, o
LH inicia a luteinizagdo com ou sem rompimento do foliculo. Relata-se,
entretanto, uma menor producdo de P4 pelas células luteinizadas de um
foliculo nado rompido, em comparacado ao de um foliculo rompido em porcas
(Westfahl, 1993), o que sugere menor concentragado de P4 no cisto luteinizado
em relagao ao CL.

Em vacas leiteiras, o foliculo geralmente ovula apdés atingir um didmetro
maximo de 13 a 20mm, em 24 a 48h apos o pico de LH, sendo este

responsavel pela diferenciacdo das células foliculares, resultando na mudanca
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da producgédo de E; (foliculo pré-ovulatério) para P4 (Juengel e Niswender,
1999). O pico de LH também ativa uma reagao inflamatéria, desenvolvendo
hiperemia e degradacéo de colageno, os quais sédo mediados pelo aumento na
producéo de PGE; e PGF,,, respectivamente. Assim, adelgagcam e rompem a

parede folicular (Espey, 1980).

2.5.1. Controle vascular da ovulagao

A ovulacao ocorre como resultado da interacdo dinamica entre o pico de
LH e fatores locais, incluindo esterdides, PGs e peptideos, com o LH
promovendo mudancgas estruturais e bioquimicas na parede folicular. Deste
modo, levam ao rompimento da mesma, resultando na expulsdo do ovécito e
subsequente desenvolvimento do CL. O LH induz hiperemia e, embora este
mecanismo nao seja totalmente esclarecido, provavelmente € mediado por
peptideos vaso ativos (Kobayashi et al., 2002; Acosta et al., 2003).

O aumento do E; coincide com o aumento na vascularizacdo da parede
folicular. A injecdo de GnRH aumenta simultaneamente o fluxo sanguineo
folicular e as concentracdes plasmaticas de LH e E;, o que pode resultar em
maior producdo de esterdides e substancias vaso ativas. O E; causa rapida
dilatacdo dos vasos sanguineos por ativar a sintese endotelial de 6xido nitrico
(Acosta e Miyamoto, 2004). O maior fluxo de sangue nas células da parede do
foliculo pré-ovulatério pode aumentar o suprimento de Gns, nutrientes,
substratos hormonais e outros componentes necessarios para a ovulacao
(Ferreira, 2010).

2.6. Formacgao do corpo luteo (luteogénese)

O corpo luteo nas fémeas bovinas € a principal fonte de progesterona
circulante. Além disto, a funcdo Iluteal é responsavel pela duracdo e
regularidade dos ciclos estrais, numero de ondas de crescimento folicular,
controle da ocorréncia de ovulagbes e manutencdo da gestagdo (Schams,
1996). O corpo luteo € uma glandula enddcrina temporaria que funciona
durante o diestro nos animais com AOLC ou durante a gestacédo (Gonzalez,
2002b). O controle de sua fungao envolve interagdes enddcrinas dentro do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, participagdo de fatores moduladores com
acao paracrina e autécrina, e a produgdo de PGF,, endometrial (Schams,

1996).
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2.6.1. Alteragdes morfolégicas

O processo de luteinizacao envolve a transformacédo de um foliculo pré-
ovulatorio em uma estrutura altamente vascularizada e capaz de secretar
grandes quantidades de progesterona (Smith et al., 1994). Este processo
envolve extenso remodelamento tecidual semelhante ao observado nos
processos cicatriciais e em neoplasias, caracterizado por hiperplasia, hipertrofia
e migragdo celular. Além disto, intensa angiogénese, com migragdo e
proliferacdo de células endoteliais e desenvolvimento de rede capilar (Luck e
Zhao, 1995). A preparagao para a formagao do tecido luteal e produgao de
progesterona se inicia antes da ovulagdo e independe desta. Foliculos
terciarios e cistos foliculares podem sofrer luteinizagao sem que ocorra ruptura
de sua parede (Westfahl, 1993). O processo final de maturagdo folicular é
importante para o posterior desenvolvimento do corpo luteo (Parkinson et al.,
1994).

ApoOs a descarga de LH, as células foliculares passam por modificagdes
morfoldgicas, enddcrinas e bioquimicas associadas a luteinizagdo (Smith et al.,
1994). A congestdo e isquemia alternada provocam rompimento de vasos,
dando inicio a angiogénese.

Ap06s a ovulagéao, ocorre o colabamento do foliculo ovulatoério e a invasao
de fibroblastos, células endoteliais e CsTIl. O rompimento de capilares da teca
resulta em hemorragia, com formagado do coagulo (corpo hemorragico), que
serve de matriz para proliferacdo das células da parede folicular. A
angiogénese resulta no estabelecimento de rede microvascular no CL em
desenvolvimento. A formacao desta rede ocorre sob estimulo de varios fatores
angiogénicos que estimulam a proliferagdo e migragdo das células endoteliais
(Espey, 1994; Schams, 1996).

O CL em desenvolvimento pode ser identificado de um a cinco dias apés
a ovulagao, dependendo da técnica utilizada e da raga das fémeas avaliadas
(Tom et al., 1998; Viana et al., 1998b). O volume de tecido luteal aumenta
progressivamente até em torno do 7° dia do CE, permanecendo relativamente
estavel ao longo do diestro (Kastelic et al., 1990; Viana et al., 1998b). O
crescimento do CL reflete o processo de hipertrofia das células luteais grandes
e hiperplasia das células luteais pequenas, responsaveis, respectivamente, por
40% e 20% do volume total do corpo luteo (Wiltbank, 1994). Cavidades luteais

sdo normalmente observadas em 37 a 77% dos CLs (Viana et al., 1998a), os
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quais, podem ser originadas de uma ocupagao incompleta da cavidade folicular

pelas células em processo de luteinizagédo (Tom et al., 1998).

2.6.2. Alteracoes bioquimicas e endécrinas

A onda pré-ovulatoria de LH induz alteragdes na expresséo e regulagao
das enzimas envolvidas na esteroidogénese (Espey, 1994). A expressao e
atividade das enzimas relacionadas a conversao do colesterol em progesterona
aumentam, inclusive nas células originadas da granulosa.

A concentragcido plasmatica de P4 é normalmente baixa durante o estro
(abaixo de 1ng/mL), mas aumenta progressivamente, refletindo as alteragdes
na esteroidogénese luteal. O pico na produgdo de P4 ocorre na metade do
periodo do diestro (Parkinson et al., 1994; Figueiredo et al., 1997). Como o
volume do CL atinge seu valor maximo antes da concentragdo maxima de P4,
a variacdo na producao desta, pode ser observada apdés o 7° dia do ciclo.
Deste modo, a concentracdo de P4 parece ser decorrente da maturacao
funcional do CL e ndo do aumento na massa de tecido luteal (Viana et al.,
1998b). A concentragdo sérica de P4 plasmatica é virtualmente indetectavel
logo depois da ovulagdo, mas aumenta gradualmente a partir do 3° dia do ciclo,

mantendo-se elevada durante 12 dias (Gonzalez, 2002b).

2.6.3. Caracteristicas morfolégicas do corpo luteo

O CL é constituido por um conjunto de células heterogéneas com
caracteristicas morfoldgicas, endocrinas e bioquimicas distintas. Duas
populacdes de células podem ser caracterizadas em bovinos, com capacidade
esteroidogénica (parenquimais), que sao as células luteais grandes e pequenas
(Parkinson et al., 1994). Estas células derivam, respectivamente, das células
das camadas foliculares da granulosa e da teca (Smith et al., 1994).

As células luteais grandes sao esféricas, com 22 a 50um de diametro, e
apresentam grande quantidade de organelas e granulos secretérios (ocitocina).
Além disto, estdo relacionadas a alta capacidade esteroidogénica e sintese de
proteinas. Elas sao responsaveis pela maior parte (80%) da produgéo basal de
P4, porém apresentam poucos receptores e baixa resposta a estimulacao pelo
LH (Parkinson et al., 1994; Wiltbank, 1994). Estas células sdo também

responsaveis pela secregao de ocitocina (OXT) e constituem o sitio primario de
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resposta a PGF,, e ao E, (Wiltbank et al., 1995b), representando 40% do
volume do CL, mas apenas 10% do total das células.

As células luteais pequenas tém 12 a 22um de didametro, participam
pouco na producdo basal de P4, mas apresentam um maior numero de
receptores e respondem rapidamente a estimulagao pelo LH, com aumento na
produgcdo de progesterona, representando 20% do volume do corpo luteo e
25% do total de células (Niswender et al., 1994; Wiltbank, 1994).

As células luteais grandes e pequenas atuam de maneira sinérgica na
producéo de P4 e podem interagir com as células nao esteroidogénicas, por
meio da producao local de horménios, fatores de crescimento e citocinas, no

controle do crescimento e funcao luteal (Wiltbank et al., 1995b).

2.6.4. Producgao de progesterona

Os ovarios da vaca séo a principal fonte de P4 encontrada no sangue
periférico. Apdés o periodo de luteogénese, a presenga de um CL funcional
determina a manutencgao de valores plasmaticos de P4 elevados durante todo o
diestro, até a ocorréncia da lutedlise natural, quando a P4 retorna a
concentragdes basais (Niswender et al., 1994). Nesta fase luteal (4-17 dias), o
CL secreta significante quantidade de P4, que geralmente excede a
concentragdo de 1ng/mL no dia quatro do ciclo (Wiltbank e Niswender, 1992;
Gutierrez et al., 1994; Youngquist, 1997; Mapletoft et al., 2000; Wiltbank et al.,
2000).

Tanto as células luteais pequenas quanto as grandes atuam na
producédo de P4 (Kappel et al., 1984). O LH estimula a fungado esteroidogénica,
particulamente nas células luteais pequenas, resultando em aumento na
producdo de P4 (Wiltbank, 1994). Entretanto, parte da producdo de P4
independe do estimulo pelo LH, principalmente nas células luteais grandes,
responsaveis pela maior parte da esteroidogénese basal. Adicionalmente,
outros fatores estdo envolvidos na regulagdo da producéo de P4, como a OXT,
PGE_, insulina, fatores de crescimento e GH (Del Vecchio et al., 1996).

O balango energético negativo reduz a frequéncia dos pulsos de LH e a
producédo de P4 (Ferguson, 1996), mas ndo a duragéo da fase luteal em vacas
e novilhas de ragas leiteiras (Villa-Godoy et al., 1988). A redugéo na produgéo
de progesterona pode afetar a regularidade dos ciclos estrais, a concepgao e a

manutengao da gestacao (Ferguson, 1996).
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2.6.5. Corpo luteo, progesterona e desenvolvimento embrionario inicial

O principal produto secretado pelo CL € a progesterona (P4). O LH
estimula a secrecao de P4 pelas cels luteais via seus Rs especificos, e a maior
ou menor quantidade de P4 secretada depende do fluxo sanguineo e da
capacidade esteroidogénica das cels luteais. Durante a lutedlise, o decréscimo
em P4 resulta da reducdo de fluxo sanguineo e perda de Rs-LH nas células
luteais (Ferreira, 2010).

A concentracdo de P4 na fase luteal inicial € mais importante para o
desenvolvimento do embrido do que a sua concentracido final. Portanto, a
insuficiente fungdo Iluteal (menor produgdo de P4) para manter o
desenvolvimento normal do embrido € reconhecida como importante problema
reprodutivo (Mann et al., 1999).

A P4, aumentando mais precocemente na fase luteal, age via Rs-P4
uterinos, incrementando o padrao de secregao no 6rgao, que fornece o suporte
histiotropico para o desenvolvimento do embrido, melhorando assim a taxa de
desenvolvimento deste. O embrido, entdo, produz suficiente quantidade de
interferon-tau (IFN-t) para bloquear a agdo da OXT no Utero ao redor do 16°
dia, impedindo o inicio da lutedlise. Existe grande relagdo entre tamanho e
qualidade do embrido, bem como P4 nos dias quatro e cinco poés-
acasalamento, com a secrecao de IFN-t pelo embrido durante o periodo de
reconhecimento materno da gestagao (Ferreira, 2010).

A progesterona é importante no controle do mecanismo de lutedlise, por
inibir o desenvolvimento de receptores endometriais para a ocitocina (Vallet e
Lamming, 1991; Lau et al., 1992).

Em vacas com baixa concentragdo de progesterona, esta inibicdo é
menos efetiva (Lamming e Mann, 1993) e o mecanismo luteolitico desenvolve-
se antecipadamente, proporcionando menor tempo para o embrido produzir
suficiente quantidade de interferon trofoblastico capaz de bloquear a lutedlise.

Uma ligagdo sub-6tima entre concepto e células epiteliais endometriais
leva a secrecao de PGF,q, lutedlise, cessagado da gestagao e reinicio do CE. A
P4 é essencial para o utero secretar os nutrientes para o embrido em sua fase
precoce. Exposicdo a P4 restabelece o depdsito de fosfolipideos endometriais
necessarios para uma posterior sintese de PGF .

Com prolongada exposigcao a P4, existe uma auto regulacdo de Rs-P4 no

endométrio, semelhante a regulacdo de Rs-E; endometriais que sé&o
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importantes para indugdo de Rs-OXT. P4 inibe lutedlise por diminuir a
sensitividade da OXT para ligar-se a seus Rs. Todavia, 0 mais importante efeito
da P4 no bloqueio a lutedlise é via aumento do desenvolvimento do concepto,
que por sua vez estimula maior secregado de interferon-tau (Robinson et al.,
2008).

No endométrio, a P4 induz a diferenciacdo das células do estroma,
estimula a secregdo glandular, promove o acumulo de vacuolos basais no
epitélio glandular (Maslar et al.,1986), altera o padrao de secregao de proteinas
das células endometriais e induz ao relaxamento do miométrio (Niswender et
al., 1994).

Em dois estudos, foram utilizados suplementacdo de P4 através do
CIDR no dia 4 ou no dia 28 pds-IA em vacas sincronizadas com PGFy,, €
observaram aumento na taxa de gestacédo de 35% (22/63) para 48% (32/67)
(Larson et al., 2007; Bech-Sabat et al., 2009).

A exposicao continua do utero a P4 induz a expressao de proteinas nas
glandulas endometriais, que sdo secretadas para o lumen uterino (Spencer et
al., 2004). Os dois mais bem caracterizados produtos secretados pelas
glandulas endometriais sdo a UTPM (proteina do leite uterino) e osteopontina
(OPN). Secregcbes do endométrio (histotrofos) tém grande influéncia na
sobrevivéncia do concepto antes do estabelecimento do contato celular

materno-embrido.

2.7. Prostaglandina

Embora as prostaglandinas sejam frequentemente comparadas aos
hormdnios, as mesmas diferem destes, pois sdo formadas em quase todos os
tecidos. Porém, ndo em glandulas especializadas e, geralmente, agem
localmente em vez de serem transportadas pelo sangue até a célula-alvo
(Booth e Mcdonald, 1992).

A prostaglandina ativa chega aos ovarios pelo mecanismo de contra-
corrente, o qual transfere a prostaglandina da veia uterovariana para a artéria
ovariana, evitando que o horménio seja inativado. Em condi¢gdes normais, as
prostaglandinas tém uma meia-vida e uma concentracdo no sangue muito
baixas devido a sua grande sensibilidade a oxidagdo que ocorre no pulmao
(Gongalves et al., 2002).
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As prostaglandinas sao acidos graxos sintetizados no préprio organismo
animal a partir de fosfolipidios de membrana celular que, ao sofrerem a acao
da fosfolipase A2, produzem o acido araquidénico. Este & precursor das
prostaglandinas mais intimamente associadas com os processos reprodutivos,
principalmente, a PGF,, e PGE; (Gonzalez, 2002a). O acido araquiddnico, pela
acao da cicloxigenase é convertido em PGG2, a qual é convertida em PGH,,
PGE; e finalmente em PGF,,. As prostaglandinas G2 e H; sdo na realidade os
metabdlitos intermediarios entre o acido araquidbénico e as prostaglandinas
primarias, compostos de vida muito curta, que rapidamente se transformam em
prostaglandinas primarias (Dominguez et al., 1989).

A alta afinidade de receptores para a PGF,, ocorre principalmente nas
células luteais grandes (Wiltbank e Niswender, 1992). As células luteais
pequenas secretam grandes quantidades de P4 quando estimuladas pelo LH
(efeito luteotrépico). Porém, as células luteais grandes, responsaveis pela
maior parte da P4 basal, sofrem inibicdo da sintese de P4 por acdo da PGFy,
(efeito luteolitico) (Milvae et al., 1996).

Segundo Gonzalez (2002a), o papel do sistema imune no processo da
lutedlise ainda nao esta suficientemente esclarecido, sendo objeto de estudo
atualmente. Em geral, é aceito que a morte das células luteais pode acontecer
por dois mecanismos: apoptose ou necrose. A primeira refere-se a um
processo fisioldgico, enquanto que a segunda refere-se a morte celular
patolégica. No CL, o fator desencadeante seria a diminuigdo da secrec¢ao de P4
e/ou a presenca de citoquininas.

Um dos primeiros mecanismos sugeridos para agdo da PGF2a foi de
reducdo do sangue e subsequente hipdxia do tecido luteal causando regresséo
do corpo luteo (Wiltbank e Niswender, 1992). Este mecanismo tanto pode ser
devido a degeneracédo dos capilares luteais, como a provavel vasoconstricdo
que a prostaglandina poderia causar (Gonzalez, 2002b). O mais provavel efeito
das prostaglandinas capaz de explicar a lutedlise € a inibicdo da utilizagdo de
lipoproteinas (Gonzalez, 2002b).

Aplicando PGF,, em vacas ou novilhas ciclando e com CL funcional no
ovario, mas cujos estros nao foram observados, o nivel sanguineo de
progesterona (P4) cai em seis a 12 horas. Assim, o estro ocorre entre 48 a 72h

(dois a trés dias), ou em até sete dias apos (Ferreira, 2010).
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A PGF,, ndo sincroniza estro em vacas com anestro provocados por
subnutricdo, pois a sincronizagdo somente pode ser efetiva em fémeas bovinas
que apresentam AOLC, ou seja, que tenham CL para ser lisado. Portanto, o
sucesso da inducdo do estro com PGF,, depende da presenca de um CL
funcional (Répasi et al., 2003; Ferreira, 2010). Waldmann et al. (2006)
observaram que o anestro foi o principal fator limitante na eficacia da
sincronizagdo com PGF,,, 0s quais obtiveram taxa de gestagdo de 53,8% em
108 vacas.

Wiltbank et al. (1995a) verificaram em novilhas e vacas em lactacéo que
a aplicagdo de PGF,, antes do 5° dia do CE nao funciona, embora haja
presenca de receptores, e que novilhas respondem mais cedo no ciclo que
vacas. Costa et al. (2000) concluiram que o CL de fémeas zebuinas é
responsivo a PGF,, exdgena nos primeiros dias do diestro (6°, 7°, 8° e 9° dia),
pois, a partir do 6° dia, ja existe um nimero minimo de receptores necessarios
para acao da PGF,, em animais zebuinos.

Henricus et al. (1974) estudaram o efeito da PGF,, durante o CE de
bovinos (3-5, 9-10, 16-17 dias) e verificaram que o estro ocorreu em todos os
animais dentro de dois a cinco dias, exceto naqueles tratados nos dias trés a
quatro do CE, em que nao houve resposta. Posteriormente, Fuquay (1983)
testou a eficiéncia da PGF,, no CL precoce (seis a 11 dias) e maduro (11-16
dias) de 250 vacas, constatando que 149 (59,7%) com CL precoce e 101
(94,1%) com CL maduro apresentaram estro.

Watts e Fuquay (1985) consideraram como jovem o CL de seis a dez
dias do CE e velho de 11 a 16 dias. Estes autores aplicaram PGF,, em
novilhas nestes periodos e observaram que a idade do CL limita a resposta a
PGFy,, pois 96,6% e 59,3% dos animais respectivamente, responderam com
CL velho e CL jovem. Watts e Fuquay (1982) aplicaram PGF em dias
alternados do CE e obtiveram taxas de estros observados de 63% entre cinco a
sete dias; 83,6% de oito a 11 dias e 100% de 12 a 15 dias, confirmando a
menor resposta a PGF,, no CL em sua fase inicial.

Colazo et al. (2002) relatam que a ovulagao ocorreu em 50% (9/18) das
vacas que receberam 125mg e 94,4% (17/18) das que receberam 500mg de
cloprostenol no 7° dia do CE. Com 100 ou 125mg de cloprostenol, 22 em 26
(84,6%) ovularam; enquanto 24/24 (100%) ovularam com 500mg. Os autores

concluiram que, além da resposta a PGF,4 na fase inicial da CE ser menor, as
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doses reduzidas deste hormbnio também contribuem para uma menor

resposta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao e periodo experimental

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Vigosa —
Campus de Florestal — Minas Gerais, coordenadas 19° 53’ 12” Sul e 44° 25
56”.

O experimento teve inicio no més de abril de 2011 e estendeu-se até o
més de janeiro de 2012. O projeto foi submetido ao Comité de Etica do
Departamento de Medicina Veterinaria, sendo aprovado em 05 de Marco de
2011.

3.2. Animais

No presente experimento, foram utilizadas 47 vacas mestigcas Bos taurus
X indicus em lactacdo, apresentando atividade ovariana luteal ciclica e com
escore de condicdo corporal 23,0 baseado nos critérios utilizados por Ferreira
(1991). Foram mantidas em regime de pastejo (Brachiaria decumbens), com
suplementagao mineral no periodo das aguas e silagem de milho no periodo da

seca, além de concentrado e agua oferecida ad libitum nos dois periodos.

3.3. Delineamento experimental

Inicialmente, o estado ciclico de cada animal foi determinado por meio
de exame ultrassonografico transretal (CHISON D600 VET, transdutor linear
multifrequencial, ajustado para 7,0 MHz) para identificagdo das estruturas
ovarianas e por meio de duas coletas de sangue para determinacdo de
concentragao sérica de progesterona pelo método de Radioimunoensaio, com
intervalos de oito dias entre as coletas (figura 1). Foram utilizados somente
animais que nao apresentaram patologias nos 6rgaos genitais.

As vacas foram submetidas a exame ultrassonografico pela via
transretal, para mensuracdo do diametro do maior foliculo presente, 24 horas
antes de receberem a primeira aplicacdo hormonal de PGF,.

Apos confirmada a ciclicidade e detectada a presenca de um corpo luteo
por meio da palpacao, outra coleta de sangue foi realizada para analise de
concentragdo sérica de progesterona, em seguida as vacas receberam a
primeira aplicagdo hormonal pela manha, com dois mL (150ug) de analogo
sintético de PGF, (D+cloprostenol, Veteglan® Luteolitico, Hertape Calier), via
intramuscular (i.m.). Logo em seguida, foram novamente submetidas a exame
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ultrassonografico pela via transretal, para mensuragdo do diametro folicular
dominante e confirmacdo de que o mesmo nao estava em atresia. Quando o
didmetro do mesmo era inferior ao da primeira avaliagao ultrassonografica, as
vacas nao recebiam a aplicagdo hormonal, e aguardava-se um periodo
aproximado de seis dias para um novo acompanhamento da dinamica folicular.

Apos 24h da aplicagao da PGF2q, as vacas receberam um tratamento
pela manha com dois mL (2mg) de estradiol (Benzoato de estradiol, RIC-BE®,
Tecnopec Ltda), via i.m., e em seguida, foram novamente avaliadas por meio
de um exame ultrassonografico para mensuragdo do diametro do foliculo

dominante presente, sendo posteriormente divididas em dois tratamentos:

. Tratamento 1 (vacas com foliculo dominante com didmetro < 13mm)

. Tratamento 2 (vacas com foliculo dominante com didmetro = 13mm).

A partir da aplicacédo de prostaglandina, todas as vacas ficaram sob
observacéao visual, durante 30 minutos, duas vezes ao dia, para a observagao
do estro, com o auxilio de um rufido.

Apos 48h da aplicacdo do estradiol, as vacas foram inseminadas
artificialmente. Porém, as que apresentaram estro antecipadamente, foram
inseminadas 12 horas apos a manifestacédo do mesmo. Foram utilizadas doses
de sémen de touros com fertilidade comprovada e as inseminagbes foram

realizadas por um unico inseminador.

10 20 30
i i I 24h 48h -
| 8dias | 8dias | 24horas oras E, oras IATE |l0dias

l Observagéo do estro

I\

(Dosarpa )] (Dosar P4 2)) Dosar P4 (3) [Tratamento 1;] [Tratamento 2:] Dosar P4 (4)

<13mm >13mm

Figura 1. Esquema do delineamento experimental e protocolo hormonal

E,: Benzoato de estradiol; IATF: Inseminagéo artificial em tempo-fixo; PGF,,: D+cloprostenol;

P4: progesterona; US FD: ultrassonografia em foliculos dominantes.
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ApoOs dez dias da realizagao da IATF, todas as vacas foram submetidas
a outra coleta de sangue para quantificagdo da concentragdo sérica de
progesterona.

O diagndstico de gestagao foi realizado aos 30 e 100 dias apés a IATF
por meio de ultrassonografia via transretal. A interpretagdo das imagens do
ultrassom para o diagnédstico de gestacéo foi baseada nos critérios utilizados
por Kastelic et al. (1988), onde incluem (1) presenca de um feto, (2) presenga

de um liquido amnidtico, (3) batimento cardiaco detectavel.

3.4. Determinagao da concentragao de progesterona

O sangue foi obtido pela pungado da veia ou artéria coccigea utilizando
um tubo de coleta de sangue a vacuo de cinco mL acoplado a uma agulha de
coleta a vacuo. Aproximadamente cinco mL de sangue foram puncionados e o
soro foi obtido apés uma centrifugagdo a 1.700 G por 10 min por meio de uma
Centrifuga de Bancada Baby® | Modelo 206 BL. O soro obtido foi pipetado e
transferido para um tubo plastico de dois mL (Eppendorf) devidamente
identificados. Os tubos contendo o soro foram armazenados a -20°C até a
determinagao da concentragao sérica de progesterona.

As dosagens de progesterona foram realizadas pela técnica de

Radioimunoensaio (RIA — ['®

), no Laboratério de Reprodugdo Animal da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP Campus de
Botucatu, usando-se kits comerciais para determinacdo de progesterona. Foi
considerada atividade luteal a concentragdo de progesterona a partir de 1,0
ng/mL, de acordo com Youngquist (1997); Wiltbank e Niswender (1992);
Guttierrez et al. (1994); Mapletoft et al. (2000); Wiltbank et al. (2000);

Gongalves et al. (2002).

3.5. Analises estatisticas

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade
(Lilliefors) e Homocedascidade (Cochran) e posteriormente a analise de
variancia. As médias foram comparadas utilizando o teste F, adotando-se o
nivel de 5% de Probabilidade. Quando ndo atendiam as premissas de
normalidade e homocedascidade, mesmo apds as transformacdes apropriadas,
os dados foram submetidos ao teste n&do-paramétrico de Wilcoxon (SAEG,

1999).
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Foi aplicado o teste de correlagcdo de Pearson entre a concentracao
sérica de progesterona no décimo dia poés IA com a presenga ou nao de
gestacao.

A variavel qualitativa dicotdmica “taxa de gestagdo” foi comparada em
tabela de contingéncia e analisada pelo teste de qui-quadrado a 5% de
probabilidade (Sampaio, 2002).

28



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ciclicidade de todas as vacas foi confirmada inicialmente por meio de
duas coletas de sangue com intervalo de oito dias. Os valores de concentragéo
sérica de P4 (ng/mL) obtidos, ndo apresentaram diferenga (P>0,05) entre as
amostras, apresentando médias de 1,20 £ 0,40 e 1,29 + 0,51 ng/mL de soro, na
1% e 22 coletas, respectivamente. Como se considera atividade luteal a partir de
1,0 ng/mL de soro (Youngquist, 1997; Wiltbank e Niswender, 1992; Gutierrez et
al., 1994; Mapletoft et al., 2000; Wiltbank et al., 2000; Goncalves et al., 2002),
as referidas vacas foram consideradas como tendo atiividade luteal e assim
aptas para serem utilizadas no experimento.

Protocolos que utilizam E,;, como o utilizado neste trabalho, sao
importantes porque o aumento da circulagcdo do E; antes da IA aumenta a
expressao do estro. O E; no proestro contribui para aumentar a espessura do
endométrio antes da IA e aumentar a sobrevivéncia embrionaria (Glissant et al.,
1985). Porém, esta espessura nao foi mensurada no presente estudo.

O tempo de apresentacdo do estro apds a aplicagdo da PGFyq ndo
apresentou diferenga (P>0,05), sendo que 24 e 36% apresentaram estro até 48
horas pés PGF,, € 52 e 45,5% apresentaram estro até 60 horas pos PGFyq,
respectivamente nos animais do grupo dos Tratamento 1 e 2 (Tabela 1). O
tempo de ovulacdo apo6s aplicagao de PGFy, varia de dois a sete dias, o que
vai depender do tamanho do foliculo no momento da aplicagdo, pois se o
foliculo estiver de menor tamanho, precisara de mais tempo para crescer e
ovular (Ferreira, 2010). Entretanto, como as vacas do presente estudo
receberam aplicacio adicional de E,, apds a PGF,, para que a ovulagao fosse
sincronizada, nao foi possivel detectar esta diferenca.

A taxa de gestagdo dos animais do grupo do Tratamento 1 foi maior
(76%) que a do grupo do Tratamento 2 (45,5%), havendo diferenca nos
resultados (P<0,05), conforme mostrado na Tabela 2. Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por Lynch et al. (2010), os quais obtiveram
melhores resultados com foliculos ovulatorios com diametro entre 10,1 a
14,1mm, resultando em taxa de gestacdo de 76% aos 30 dias apds a IA.

Encontraram ainda uma taxa de gestacédo de 57% para foliculos entre 14,2 a
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15,1mm em 84 novilhas, somente com o uso de duas aplicacdes de PGF,, com

intervalo de 11 dias, e o estro observado.

Tabela 1 - Percentagem de animais que apresentaram estro 48 ou 60 horas
apos aplicacao de PGF,, em vacas com diferentes categorias foliculares

Estro 48h Estro 60h

Tratamento —_— _— Total de animais
N % N %

<13mm 6 24,0° 13 52,02 25

> 13mm 8 36,4° 10 4557 22

N&o houve diferenca (P>0,05) entre tratamentos, pelo teste do qui-quadrado.

Tabela 2 - Taxa de gestagcdo em vacas com diferentes categorias foliculares

Gestante
Tratamento Total de animais
N %
<13mm 19 76,02 25
>13mm 10 45 5P 22

Valores com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) pelo
teste do qui-quadrado.

O momento da mensuracgao dos foliculos neste estudo, difere de Sa Filho
et al. (2010), os quais fizeram as mensuragdes no dia da IATF. Além disto,
obtiveram melhor taxa de gestagdo (P<0,05) em vacas com foliculos
ovulatérios com diametro a partir de 11,1mm (57,9%) e >14mm (63,3%),
comparado com foliculos ovulatérios de 7,5-11mm (46,6%). Deste modo,
percebe-se que foliculos sincronizados precocemente nao apresentam
resultados satisfatérios. Estes autores sugeriram que foliculos a partir de
11,1fmm fossem selecionados para sincronizagdo de ovulagcdo. No presente
estudo, a categoria que obteve a maior taxa de gestacéo foi <13mm, no dia da
aplicacdo do E, (antes da IA), o que provavelmente teria possibilitado um
maior diametro folicular no momento da IA, o que néo foi verificado.

Em outro estudo no qual o foliculo foi mensurado no dia da IATF,
diferente do presente estudo, foi utilizado 100 uyg de GnRH em bovinos com FD
de 11 e 13mm, dois dias apds a aplicacado da PGF,,, e resultaram em taxas de
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concepgao de 4,4% e 57,4% dos animais respectivamente (Macmillan et al.,
2003). Deste modo, percebe-se grande diferenga nos resultados somente com
2mm de diferencga entre os foliculos.

Os resultados encontrados concordam com os de alguns autores, o0s
quais relatam que o sucesso na gestagao em novilhas € maior com foliculo pré-
ovulatorio com diametro aproximado de 12,8mm do que com foliculos menores
que 10,5mm ou maiores que 15,7mm (Perry et al., 2007). Utilizando um
protocolo diferente, estes autores submeteram vacas de corte ao protocolo de
IATF conhecido como Co-Synch (dia 0 GnRH, dia 7 PGF,,, dia 9 GnRH e IA)
ou inseminadas com deteccao do estro. Contrariamente, puderam verificar que
a taxa de sobrevivéncia embrionaria/fetal foi reduzida quando foliculos menores
que 11mm foram induzidos a ovulagdo com GnRH, mas ndo quando ovularam
espontaneamente (Perry et al., 2003). Contudo, as categorias de foliculos
avaliadas por estes autores ndo se assemelham com as avaliadas em nosso
trabalho.

E provavel que a menor taxa de gestagdo verificada nos animais com
foliculos dominantes =213mm, tenha ocorrido devido a possibilidade de alguns
foliculos se encontrarem sob dominancia por extenso periodo antes do pico de
LH. Deste modo, sdo denominados foliculos persistentes, os quais reduzem a
taxa de concepc¢ao, quando comparados com foliculos pré-ovulatérios menores
(91x36%), segundo Santos et al. (2004). Estes autores sugerem que uma das
causas pode ser uma concentragdo sub-luteal de P4 durante o CE,
aumentando assim a frequéncia de LH. Destarte, este fato pode induzir o
reinicio prematuro da meiose no ovacito, reduzindo entdo a fertilidade devido a
ME antes do estadio de 16 células. Além disto, outros trabalhos associam a
diminuicdo da fertilidade a ovulagbes de foliculos grandes e persistentes
(Patterson et al., 1989; Savio et al., 1993). Adicionalmente, esta situagao
também foi associada a uma diminuicdo da fertilidade em estro natural de
vacas leiteiras (Lopez et al., 2005; Wiltbank et al., 2006).

Categorias de foliculos muito pequenos também foram associadas com
diminuicdo da fertilidade (Vasconcelos et al.,, 200; Perry et al., 2005).
Entretanto, ndo houve um numero de vacas suficiente no presente estudo para
uma avaliagdo desta categoria. Concordando com alguns aspectos
encontrados, programas de IA utilizando GnRH no qual foliculos pequenos

foram ovulados, observou-se diminuigdo da concentracdo de E, antes da IA,
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diminuicdo do tamanho do CL resultante e redugcdao da P4 apéds IA
(Vasconcelos et al., 2001).

Nao houve diferenga (P>0,05) na taxa de gestacao, quando comparados
o intervalo do parto a IA, que foram 68 e 54,5% para intervalos de 40 a 70 e 71
a 225 dias, respectivamente (Tabela 3). O periodo voluntario de espera no
estudo foi de 30 dias, tempo necessario para que ocorra a involugcdo dos
orgaos genitais femininos e o animal se recupere fisica e fisiologicamente para
receber uma nova gestagao. A partir deste periodo, se as vacas apresentarem
uma condic¢ao corporal satisfatoria, estarao prontas para serem inseminadas, e
se ficarem prenhes corresponde ao periodo de servigo (Polastre et al., 1987).
Pelos resultados apresentados, sugere-se que o0 aumento no periodo de

servigo nao interferiu na taxa de gestagéao das vacas.

Tabela 3 — Periodo de servigo (dias) e taxa de gestagdo em vacas submetidas
a sincronizagao de ovulagao para IATF

Periodo de servigo NGestante;/ Total de animais
0

40-70 17 68,0 25

71-225 12 54,5 22

Nao houve diferenca (P>0,05) entre tratamentos, pelo teste do qui-quadrado.

Nao houve diferenga para valores médios do diametro folicular no
momento da aplicagdo da PGF,,, no momento da aplicagcdo do E, e entre o

crescimento dos mesmos (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores Médios e Desvios Padréao para diferentes categorias
foliculares (mm) no momento da aplicacado da PGF,, e E; e a diferenga entre os
mesmos em vacas submetidas a sincronizagédo da ovulagéo para IATF

Tratamento  DF-PGFaq DF-E, DDF Ngr:?rigsde
< 13mm 9,58 + 1,58 10,96 + 1,56 1,39 % 0,72 25
> 13mm 13,38 2,53 15,62 + 2,41 2,25 + 1,21 22
Total 11,35 + 2,81 13,14 + 3,08 1,79+ 1,06 47

Nao houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos pelo teste F. DF-PGF,,= didmetro do
foliculo dominante (FD) no momento da aplicagdo de PGF,, DF-E,= didmetro do FD no
momento da aplicagéo de E,; DDF= diferenga entre DF-E, e DF-PGF,.
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Uma baixa correlagéo (r = 0,45) entre a concentragdo de P4 no décimo
dia pos-IA e a presenga de gestacao foi encontrada neste estudo. Entretanto,
autores revisados por Ferreira (2010) relatam que a concentragao de P4 entre
10 a 18 dias apds o estro €, em geral, maior em vacas gestantes que naquelas
ciclando, sugerindo a produgao de fatores luteotropicos pelo embrido. Starbuck
et al. (2004) também relatam que a manutencdo da gestagdo durante cinco a
nove semanas apos a |A esta relacionada positivamente com a concentracao
sérica de P4 e E».

Contrariamente, Lynch et al. (2010) mostraram uma associagao positiva
entre a taxa de sobrevivéncia embrionaria no dia 30 e a concentragédo de P4 no
dia sete apds a IA. Porém, semelhante ao presente trabalho, gesta¢gdes com
concentragao sérica baixa de P4 (<2,0ng/mL) nos dias 20 a 22 apos IA foram
observadas (Screenan e Diskin, 1986; Hasler et al., 1987). Além disto, ha
relatos de vacas leiteiras com menos de 1ng/mL na 5% semana de gestagao,
apesar de apresentarem CL de tamanho normal e embrido viavel (Starbuck et
al., 2004). Valores similares foram encontrados em outros estudos (Erb et al.,
1968; Donaldson et al., 1970), sugerindo que a concentragdo minima de P4
para manter a sobrevivéncia embrionaria pode ser menor do que 1ng/mL de
plasma.

Wathes et al. (2003) correlacionaram a concentragdo de P4 nos dias 4 e
5 apds acasalamento (ndo mais tarde), com a concentragdo de interferon-tau
no lumen uterino no 16° dia. Além disto, a P4 exdgena (suplementar) foi
benéfica para a fertilidade (maior taxa de concep¢ado), quando aplicada antes
do dia 6 apds a IA em vacas lactantes, mais precisamente entre os dias trés e
cinco. Entretanto, sabe-se que o maximo de P4 produzida pelo CL acontece a
partir do 9° até o 16° dia do CE normal, sendo que por volta do 16° dia é que
ocorre 0 reconhecimento materno. Este foi o motivo da andlise de P4 no
décimo dia pos IA no presente trabalho.

Contrariamente também ao experimento realizado, Remsem et al. (1982)
encontraram correlagédo positiva entre a concentragdo de progesterona no dia
da inovulagdo e a subsequente taxa de gestacdo, em um estudo com 223
receptoras de embrides bovinos, dia este correspondente ao oitavo dia pos
ovulacdo. Em um trabalho semelhante, comparou-se estes aspectos entre
vacas e novilhas receptoras apds a transferéncia, constatando que a baixa

concentracdo sérica de P4 plasmatica no dia sete em vacas lactantes pode
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afetar negativamente a sobrevivéncia embrionaria. Porém, em novilhas este
efeito € menos notdrio (Chagas e Silva et al., 2002). Vacas lactantes, nestas
condicbes, tém maior possibilidade de sofrer morte embrionaria do que
novilhas (P<0,01), principalmente no caso de embrides congelados. Estes
autores sugeriram que isto estaria associado a baixa competéncia do CL no dia
sete (3,03+0,08 e 2,71+0,08 ng/mL) para novilhas e vacas respectivamente.
Contudo, estes valores sdo superiores aos encontrados neste estudo, mesmo
nas vacas do tratamento 2, em que foi observado maior concentragao de P4.
Além disto, concentragcbes menores de P4 (Tratamento 1) (Tabela 5) nao

reduziram a taxa de gestagao.

Tabela 5 — Valores Médios e Desvios Padrdo para concentracdo sérica de
progesterona (ng/mL) no momento da aplicagdo da PGF,, (P43) e no 10° dia
pos-Inseminacgao Atrtificial (P44) em vacas com diferentes categorias foliculares,
submetidas a sincronizagao da ovulagao para IATF

Numero de
Tratamento P43 (ng/mL) P4, (ng/mL) animais
<13mm 1,23 +1,23° 1,34 £ 0,49° 21
2 13mm 1,70 £ 1,242 2,16 +1,17° 20
Total 1,46 £ 1,24 1,74 £ 0,97 41

Valores com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,01) pelo
teste de Wilcoxon. P4;= concentragdo sérica de progesterona no momento da aplicagdo de
PGF4; P44= concentragédo de progesterona no décimo dia pos Inseminagao Atrtificial.

De acordo com Binelli (2000), a agdo da progesterona tem sua
importancia ndo apenas durante a gestagdo, mas também nos momentos que
precedem a fecundacdo, preparando o ambiente uterino para o concepto.
Somam-se a estes aspectos, regulagdo do crescimento e desenvolvimento do
embrido (alongamento do blastocisto) (Mann e Lamming, 2001; Chagas e Silva
e Lopes da Costa, 2005; Chagas e Silva et al., 2007). Entretanto, estes autores
nao citaram concentragdes minimas necessarias de P4 para este efeitos.
Portanto, as baixas concentragbes de P4 encontradas, ndo significam que nao
ocorreram 0s mesmos efeitos nas vacas do presente trabalho.

Houve diferenga (P<0,01) para a concentragdo sérica de P4 no décimo
dia apos a IA entre os animais do Tratamento 1 com os do Tratamento 2

(Tabela 5). Estes aspectos assemelham-se aos encontrados por Burke et al.
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(2001) que avaliaram os efeitos do potencial ovulatorio do foliculo na inducéo
do estro, e concluiram que durante o ciclo ovulatério, o tamanho do CL e a
concentragdo plasmatica de P4 foram maiores no grupo de vacas
sincronizadas com FD maduro do que FD jovens. Porém, o tamanho de CL
resultante ndo foi mensurado no presente trabalho. A partir destes resultados,
sugere-se que o tamanho do CL formado, e a concentragdo plasmatica de P4,
estao diretamente associados com o diametro do FD no momento da ovulacgao.
Segundo Ferreira (2010), a concentragcdo plasmatica de P4, esta mais
relacionada com a fungdo do CL, do que com o tamanho propriamente dito.
Vacas com foliculos maiores e com curta fase folicular produzem CLs com
maior capacidade de producdao de P4, embora a qualidade do foliculo pré-
ovulatério em si (um fator determinante desta qualidade é o grau de
vascularizagao) seja determinante para a fungéo luteal subsequente.

Contrariamente em alguns aspectos avaliados neste estudo, Lopes et al.
(2007) sincronizaram o estro de 144 vacas em lactagéo e avaliaram o tamanho
do foliculo ovulatério no dia da IA, e puderam concluir que o item avaliado
estava superior nas vacas diagnosticadas prenhes em relagéo as néo prenhes
e estes resultados influenciaram a funcdo do CL, resultando em maior
concentragao de P4 no dia seis apos a IA. Porém a metodologia utilizada pelos
autores difere do presente trabalho, no que diz respeito ao dia da mensuragao
do foliculo e o dia da analise de P4.

Em outro estudo, Vasconcelos et al. (2001) reduziram o tamanho do
foliculo ovulatério por aspiragao folicular em 52 vacas lactantes que foram
sincronizadas, e concluiram que houve redugao do tamanho do CL resultante,
concentragdo de P4 e taxa de gestagcdo. No presente estudo, este ultimo
aspecto foi totalmente contraditorio. Segundo estes autores, uma causa da
menor taxa de gestacdo com foliculos menores, pode ser pelo
comprometimento da competéncia de desenvolvimento do ovdcito. Além disto,
avaliagcdes de ovocitos de foliculos persistentes revelaram que a ruptura da
vesicula germinativa ocorreu prematuramente, antes da ovulagdo, e isso
provavelmente causou uma reducéo da fertilidade (Mihm et al., 1999; Revah e
Butler, 1996). Deste modo, sugere-se que tanto categorias de foliculos
pequenos, quanto de foliculos grandes, podem afetar de alguma maneira os

ovocitos.
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Até mesmo concentragbes plasmaticas menores que 1ng/mL de
progesterona sao detectados no inicio de gestagdes (Starbuck et al., 2001),
valores os quais se aproximam aos encontrados nas vacas do Tratamento 1 do
presente estudo.

Nao descartando a importancia da P4, mas sim, valorizando a importancia
de sua concentragdo minima necessaria para a sobrevivéncia embrionaria,
sabe-se que apos sair da zona pelucida, por volta de 9 a 11 dias, o blastocisto
fica livre e flutuante no lumen uterino. Assim, passa a ser totalmente
dependente do ambiente uterino para sobreviver, e que a P4 é de fundamental
importancia para manter um ambiente uterino adequado, promovendo a
secrecao de histotrofos. Este fato pode ter contribuido para a melhor
sobrevivéncia embrionaria dos animais nos dois Tratamentos do presente
estudo. Assim, o crescimento do blastocisto na fase pré-implante ocorre com o
auxilio de uma glicoproteina no lumen uterino denominada blastocinina ou
uteroglobina, cuja sintese € P4 dependente (Robinson et al., 2008).

Os resultados de inumeros trabalhos sobre a eficiéncia na sincronizagao
da ovulagao de foliculos muito grandes ou muito pequenos, sugerem que uma
categoria 6tima para sincronizar a ovulagdo seja de foliculos médios (entre
>10mm e <13mm). Dentre os aspectos importantes para a sobrevivéncia
embrionaria, destacam-se a producdo suficiente de P4 pds IA; o ambiente
uterino adequado devido a diversos fatores e o ovocito apto para ser ovulado.

Reforcando o objetivo do presente trabalho, em recente revisao
realizada por Wiltbank et al. (2011), é enfatizado que a otimizagdo do tamanho
ideal do foliculo ovulatério tem sido importante alvo de pesquisas em
programas reprodutivos, particularmente naqueles que utilizam a sincronizagéo
da ovulacdo. Também citam que o tratamento hormonal escolhido e a duracéo
do desenvolvimento dos foliculos sdo componentes importantes na otimizacao
da fertilidade em programas de IATF. Segundo os autores, estes aspectos
podem ter impacto na fertilidade, alterando a funcdo do ovdcito, o numero e
funcdo das células da granulosa e teca, o ambiente uterino, além de outras
funcdes reprodutivas.

Esta ai aberto um novo campo de pesquisas na area de IATF, para
verificar a eficiéncia da técnica com tamanhos diferentes de foliculos no dia da

aplicacao de PGF,,, do E; ou GnRH. Deste modo, trara importantes subsideos
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para melhoria dos resultados com IATF nos trabalhos a campo e consequente

aumento de usuarios da tecnologia

5. CONCLUSOES

. O diametro folicular no momento da aplicacido do estradiol tem
influéncia na fertilidade em vacas leiteiras, sendo que os de diametro menor
que 13mm apresentam melhores resultados que os 213mm.

. Foliculos com didametro 213mm formam corpos luteos que
produzem maior quantidade de progesterona apos a inseminagao artificial.

Entretanto, ndo ocorre incremento na taxa de gestagéo.
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