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RESUMO

ALMEIDA NETO, José Rogério Moura de, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2013. Dindmica ovariana em vacas magras com anestro e
taxa de prenhez com IATF em vacas leiteiras mesticas de diferentes
escores de condicao corporal. Orientador: Eduardo Paulino da Costa.
Coorientadores: Ademir de Moraes Ferreira, José Domingos Guimaraes e
Bruno Campos de Carvalho.

Os objetivos do presente trabalho, foram avaliar a resposta de vacas mesticas
(Holandes X Zebu) de diferentes escores de condicdo corporal a inducéo
hormonal da ciclicidade ovariana, além de verificar a dindmica ovariana de
vacas magras em anestro. Os animais foram classificados quanto ao escore de
condicdo corporal, segundo a escala de 1 a 5. Experimento | : Foram
realizados os exames da dinamica folicular durante 21 dias em 18 vacas
lactantes em anestro, com ECC menor que 2,5. Verificou-se que a dinamica
folicular das vacas magras avaliadas apresentou padrao de dois ou trés ciclos
de crescimento folicular, (23,3 e 77,7% para ciclos com duas e trés ondas,
respectivamente). Experimento Il : Foram utilizadas 186 vacas em lactagéo,
mesticas Holandés X Zebu, com diferentes graus de sangue, com média de
79,1+ 29,3 dias de pos-parto. As vacas foram agrupadas em trés grupos
experimentais (G1, G2 e G3) de acordo com o grau do Escore de Condicao
Corporal (ECC). No presente experimento, o ECC das vacas apresentou
correlacdo positiva e elevada com os diametros foliculares na colocacao
(P=0,0001; 0,85) ou na retirada do implante (P=0,0001; 0,75). A éarea luteal,
sete dias apds o estro, foi de 1,5; 2,5 e 2,9 cm?, para os grupos G1, G2 e G3.
No presente experimento o ECC apresentou correlacéo positiva e elevada com
as taxas de ovulacéo (P=0,0001; 0,55) e prenhez (P=0,0001; 0,70). Vacas com
ECC igual ou superior a 2,5 (escala de 1 a 5) apresentaram maior taxa de
ovulacao (P<0,05) e taxa de prenhez (P<0,05), em relagdo as vacas com ECC
menor que 2,5. Os resultados encontrados no presente experimento permitem
concluir que a ultrassonografia é importante para a selecao de animais com
baixo ECC, visando o uso de protocolos de inseminacao artificial em tempo

fixo.



ABSTRACT

ALMEIDA NETO, José Rogério Moura de, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2013. Ovarian dynamics in lean cows under anestrus and the
pregnancy rate with IATF in crossbred dairy cows showing different body
condition scores. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Coadvisers: Ademir de
Moraes Ferreira, José Domingos Guimaraes and Bruno Campos de Carvalho.
This study was carried out to evaluate the response obtained from crossbred
cows ( Holstein x Zebu) presenting different body condition scores for hormonal
induction of the ovarian cyclicity as well as to verify the ovarian dynamics of the
lean anestrous cows. Experiment | : During 21 days, the follicular dynamics
tests were performed in 18 lactating cows under anestrus, from which the ECC
was lower than 2.5. No animal showed estrus, ovulation and follicular
luteinization during evaluation of the follicular dynamics, therefore showing all
cows to be under anestrus. It was found the follicular dynamics of the lean cows
under evaluation to present a pattern with two or three cycles of follicular growth
(23.3 and 77.7% for cycles with two and three waves, respectively). Experiment
Il : One hundred eighty six lactating cows Holstein X Zebu with different blood
degrees. The cows were grouped into three experimental groups ( G1 , G2 and
G3) according to degree of the Body Condition Score (ECC). In the present
experiment, the cows’ ECC showed high positive correlation with the follicular
diameters at placement (P=0.0001; 0.85) or at implant removal ( P = 0.0001 ,
0.75 .) At seven days after estrus, the luteal was 1.5 , 2.5 and 2.9 cm? for
groups G1, G2 and G3 respectively. In the present experiment, ECC presented
high and positive correlation with ovulation rate ( P = 0.0001; 0.55 ) and
pregnancy rate (P=0.0001 ; 0.70 ). The cows with ECC equal or higher than
2.5 (scale 1 to 5) showed higher ovulation rate (P < 0.05) and pregnancy rate (P
<0.05 ), as compared to cows with ECC lower than 2.5. In this study, it was
observed the ovulation rate to be 53.6 %, 72.1% and 79.6 % for groups G1, G2
and G3 respectively, after hormonal therapy. The result of the group G1 was
lower ( P < 0.05 ) than those observed in groups G2 and G3, which were similar
(P > 0,05). According to results, the animals of the group G1 presented lower
pregnancy rates at IATF , therefore highlighting the importance of the ECC on
reproductive " status " of the dairy cattle. The results of this study suggest the
ultrasound to be important for selection of the animals with low ECC, as
targeting the use of protocols for fixed-time artificial insemination.
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1.0. INTRODUCAO

No Brasil, a importancia social e econémica do leite é inquestionavel.
Diante disto, é constante a busca de um sistema de produgdo economicamente
eficiente. Atualmente, percebe-se uma grande tendéncia para a adogao de
sistemas de producao de leite a pasto com fémeas bovinas mesticas (Holandés
x Zebu), visando reduzir o uso de concentrado e, consequientemente, o custo
de producado. Assim, pesquisas com animais mesticos atendem a um numero
expressivo de produtores.

A pecuaria bovina leiteira teve nos ultimos anos, um acentuado
crescimento na producdo, aumentando de 14,4 bilhdes em 1990 para mais
32,0 bilhdes de litros/ano em 2012. Apesar do grande incremento na producao
de leite no pais, a produtividade ndo teve um aumento significativo,
aumentando de 759 kg/lactacdo em 1990 para 1.382 kg/vaca/ano em 2012,
continuando muito inferior a Argentina (3.918 kg) e aos paises desenvolvidos,
onde a média de producéo é maior que 5.000 kg/lactacao (IBGE, 2013).

A cadeia agroindustrial do leite € reconhecida como uma das mais
importantes do agronegdcio nacional sob a 6tica social e econémica, estando
presente em todo o territdério nacional com papel relevante no suprimento de
alimentos, na geracdo de empregos e de renda para a populacdo. Neste
contexto, o agronegdcio vem impulsionando o crescimento do Produto Interno
Bruto (PIB) do pais, representando quase 25% do PIB Nacional em 2012
(CEPEA/ESALQ, 2013).

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, contando
com aproximadamente 212 milhdes de animais, dos quais quase 23 sao vacas
leiteiras, pertencentes a 1,3 milhdes de produtores. Estas matrizes produziram
cerca de 32 bilhdes de litros de leite em 2012, colocando o pais em terceiro
lugar no ranking mundial de producédo (IBGE, 2012). Contudo, a pecuéria
leiteira nacional ainda é caracterizada pela baixa produtividade dos rebanhos,
visto que o aumento do volume de leite produzido ao longo dos anos ocorreu,
em grande parte, devido ao aumento do nimero de vacas ordenhadas e nao
por melhoria na produtividade, embora esta tenha tido um pequeno aumento na
ultima década (Gomes, 2001).



Em qualquer sistema de producdo de leite adotado, a frequiéncia de
partos nos rebanhos é o fator de maior importdncia para a eficiéncia da
atividade, pelo seu efeito direto na producao de leite e de bezerros. Assim, o
atraso na concepcao de uma fémea bovina aumenta o custo de producao e
afeta o desempenho econdmico. Neste contexto, o anestro é um fator de
extrema importancia. Esta condigdo é definida como a falta de crescimento
folicular ou falha na ovulacdo, independente da causa. Trata-se de uma
condicdo de aciclicidade ovariana (anovulacdo) sem manifestacdo de estro
(Montiel et al., 2005; Peter et al., 2009). Segundo Peter et al. (2009), o anestro
pode ser indicativo de condigdes sub-6timas de manejo (nutricdo inadequada
no periparto e condicao corporal inferior) ou condicées patolégicas (doencas
crbnicas debilitantes ou doencgas de ovarios e Utero).

O anestro é o principal fator determinante do atraso na concepgédo em
bovinos da pecuaria nacional, tendo em vista a grande quantidade de vacas
magras (subnutridas) com ovarios inativos. Assim, é responsavel pelo pais
estar deixando de produzir cerca de 15 bilhdes de litros de leite/ano com os
mesmos rebanhos e animais existentes, em razdo do aumento do Intervalo de
Partos (IP), sem contar a reducéo expressiva no numero de bezerros nascidos.

Tem sido comum na literatura citagdes sobre resultados positivos ou
satisfatérios de tratamento hormonal para o anestro bovino (Thompson et al.,
1999; Wiltbank et al., 2004; Hanlon et al., 2005). Estas informagdes estao
sendo largamente difundidas no Brasil, induzindo muitos Médicos Veterinarios
ou mesmo produtores a utilizarem os referidos tratamentos, quase sempre sem
o resultado desejado.

Neste contexto, quase 50% das inseminacdes artificiais realizadas no
Pais foram por meio de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF) (ASBIA,
2010). E importante ressaltar que, na maioria das pesquisas realizadas em
paises desenvolvidos, é usado tratamento hormonal para animais em anestro
em vacas com boa condicao corporal. Estes animais, portanto, sdo capazes de
responder aos horménios aplicados e voltam a ciclar. Ao contrario, no Brasil
ocorre predominantemente em vacas magras, provavelmente sem foliculos de
tamanho capaz de responder aos hormonios (Ferreira, 2010).

Sabe-se que alimentagdo adequada é a base para a recuperacao da

atividade ovariana luteal ciclica nos animais magros em anestro (Ferreira et al.,



1999). Entretanto, os efeitos de hormdnios sobre a atividade ovariana é um dos
temas mais pesquisados atualmente. Assim, muitas informacées nao estao
disponiveis sobre o tipo de anestro predominante em bovinos no Brasil e
respostas para estas e outras indagacdes constituem os objetivos do presente
trabalho:

= As ondas foliculares (OFs) estao realmente presentes? Bossis et al. (2000)
afirmam que vacas em anestro pds-parto e mesmo apo6s longo tempo de
paridas apresentam OFs. Sera verdadeira esta afirmagao para vacas magras
em anestro?

= Caso as OFs estejam realmente presentes, até que didmetro os foliculos
das mesmas desenvolvem-se?

= Os foliculos neste tipo de anestro podem ser detectados pela
ultrassonografia? Em caso negativo seria correta a denominacao de ovarios
pequenos, duros e lisos (PDL) geralmente atribuida as vacas magras
examinadas por palpacao transretal?

= Dependendo do tamanho que os foliculos atingem, seriam responsivos a
algum dos diferentes tratamentos hormonais preconizados?

Obtidas as informacbdes descritas, tem-se como comparar com mais
exatidao o tipos de anestros predominantes no Brasil com aqueles em que sao
descritos resultados positivos ou satisfatorios via tratamentos hormonais, em
diversos trabalhos executados no exterior. Nao se encontra na literatura um
estudo mais detalhado sobre as reais condicbes ovarianas do anestro
provocado por subnutricdo, de grande importancia econémica no Brasil, cujos

resultados poderao fornecer subsidios para futuras pesquisas correlacionadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bases fisiologicas do ciclo estral e funcao ovariana

Os bovinos sdo animais poliéstricos anuais (Hafez & Hafez, 2004), ou
seja, apresentam varios ciclos estrais ao longo do ano. Ciclo estral é o conjunto
de fendbmenos ocorridos entre dois estros sucessivos de um mesmo animal.
Em fémeas bovinas o ciclo estral varia de 18 a 24 dias, com intervalos médios
de 21 (Ferreira, 2010).

2.2. Dinamica do crescimento folicular ovariano

O processo de foliculogénese compreende dois estagios,
independentes de gonadotrofinas no inicio e dependentes ap6s determinado
didmetro dos foliculos, e pode ser dividida em trés fases: recrutamento; selegdo
e dominancia (Driancourt,1991; Ireland et al., 2000).

O padrdo de crescimento folicular nos bovinos ocorre em forma de
ondas, onde sao recrutados cerca de cinco a 10 foliculos em cada ovario
(Kastelic,1994). Um dos foliculos recrutados cresce rapidamente (selecao e
dominancia), enquanto os demais iniciam um processo de atresia (foliculos
subordinados). O foliculo dominante permanece estatico por alguns dias, e ao
regredir, possibilita o surgimento de uma nova onda de crescimento folicular.
Se a fase de dominéancia coincidir com a regressao do corpo luteo, o foliculo
atingirda o estagio pré-ovulatério e provavelmente ovulard (Gong e Webb,
1996a).

Normalmente, os ciclos estrais de vacas e novilhas compreendem duas
(Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1995) a trés (Sirois e Fortune, 1988; Bo
et al., 1993) ondas de crescimento folicular. Para os ciclos de duas ondas, o
primeiro foliculo dominante é anovulatério e o segundo, ovulatério. No caso de
trés ondas, apenas o ultimo foliculo dominante é ovulatério. O surgimento das
ondas de crescimento folicular pode ser detectado nos dias zero (dia da
ovulagéo) e 10 ou zero, nove e 16, para os ciclos com duas e trés ondas,
respectivamente (Ginther et al., 1989). O numero de ondas por ciclo estral



parece estar associado com o comprimento do ciclo e com a duragédo da fase
luteinica (Fortune,1993). Isto pode ser demonstrado pelo surgimento de novas
ondas de crescimento folicular, quando se prolonga a fase luteinica pela
administracao de progesterona exodgena (Fortune et al., 1991).

2.3. Controle do crescimento e do desenvolvimento folicular

O eixo hipotalamo-hipéfise-ovario, por meio de suas gonadotrofinas, é
fundamental na regulacdo do desenvolvimento folicular. Todavia, fatores de
crescimento como: IFG-| (fator de crescimento semelhante a insulina), EGF
(fator de crescimento epidermal), FGF (fator de crescimento de fibroblastos),
TGFa e TGFB (fator modificador do crescimento), alem da inibina e ativina
estdo relacionados ao controle deste desenvolvimento (Webb & Armstrong,
1998; Hanzen et al., 2000).

O FSH e o LH sé&o os reguladores primarios, porém, os estagios iniciais
da foliculogénese nao sao dependentes de gonadotrofinas. O primeiro, é
importante para o recrutamento folicular e o segundo, esta envolvido na
selegéo do foliculo dominante (Driancourt,1991; Webb & Armstrong, 1998).

A selecgdao folicular € dada pela producao de substancias que diminuem
a sensibilidade ao FSH, ou pela redugéo da concentracdao deste horménio a um
nivel insuficiente para manter o desenvolvimento dos foliculos menores, mas
capaz de manter o crescimento do maior foliculo. O foliculo dominante produz
fatores autocrinos (IGF-1 e TGFB) que o torna mais sensivel as menores
concentracdes de FSH, podendo chegar até a ovulacdo. Entretanto, a atividade
autécrina (EGF, TGFa, FGF) dos foliculos subordinados os impossibilita de
crescerem sob baixas concentracbes de FSH, tornando-os atrésicos
(Driancourt,1991).

A dominancia folicular pode ser morfolégica e funcional. Todavia, nem
sempre o maior foliculo consegue dominar os menores e impedir o surgimento
de uma nova onda de crescimento folicular (Fortune, 1993). As ondas
aparecem logo apds haver um aumento nas concentragdes periféricas de FSH
(Gong e Webb,1996).



Os esterbides ovarianos e as proteinas foliculares sao considerados
fatores controladores da foliculogénese, agindo em feed-back para a secrecao
de gonadotrofinas. Normalmente o estradiol e a ativina promovem o
crescimento e diferenciacdo folicular, prevenindo a luteinizacdo precoce dos
foliculos, enquanto os andrégenos, progesterona, inibina e folistatina atuam
contrariamente (Findlay et al., 1996). A producédo e a propor¢cao de esterdides
ovarianos sao importantes na determinacédo da integridade ou atresia folicular.
As elevadas concentragdes de estradiol indicam normalidade dos foliculos em
crescimento. A alteragdo na razao estroégeno:andrégeno relaciona-se com a
atresia folicular.

O horménio de crescimento (GH), a insulina e o IGF-I, podem afetar a
funcdo ovariana por acao direta sobre as células tecais e da granulosa, onde
amplificam a acdo hormonal das gonadotrofinas (Adashi,1992; Webb &
Armstrong, 1998), sem contudo ocorrer aumento nas concentragoes
plasmaticas (Gong et al., 1991) e no numero de receptores ovarianos para
estas gonadotropinas (Gong et al.,1991; 1993a; Chalupa et al., 1997; Webb &
Armstrong, 1998).

2.4. Formacao do corpo luteo (luteogénese)

O corpo luteo nas fémeas bovinas é a principal fonte de progesterona
circulante, e a funcao luteal € responsavel pela duracao e regularidade dos
ciclos estrais, numero de ondas de crescimento folicular, controle da ocorréncia
de ovulacdes e manutencao da gestagcao (Schams, 1996). O corpo luteo é uma
glandula enddcrina temporaria que funciona durante o diestro nos animais com
AOLC ou durante a gestacao (Gonzalez, 2002a). O controle de sua funcao
envolve interagdes enddcrinas dentro do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
participacdo de fatores moduladores com acao paracrina e autocrina, e a

producédo de PGF2a endometrial (Schams, 1996).

2.4.1. Alteracoes morfologicas

O processo de luteinizacao envolve a transformacao de um foliculo pré-

ovulatério em uma estrutura altamente vascularizada, capaz de secretar grande



quantidade 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
migracao celular, e por intensa angiogénese, com migragao e proliferacao de
células endoteliais e desenvolvimento de rede capilar (Luck & Zhao, 1995). A
preparacao para a formacao do tecido luteal e producédo de progesterona se
inicia antes da ovulacdo e independe desta. Foliculos terciarios e cistos
foliculares podem sofrer luteinizacdo sem que ocorra ruptura de sua parede
(Westfahl, 1993). O processo final de maturacao folicular é importante para o
posterior desenvolvimento do corpo luteo (Parkinson et al., 1994).

Apés a descarga de LH, as células foliculares passam por modificacdes
morfolégicas, enddcrinas e bioquimicas associadas a luteinizacado (Smith et al.,
1994). As células da granulosa sofrem hipertrofia, dissociacao e retragao para
a base do foliculo e as células do cumulus sofrem expansao. As células da teca
sofrem hiperplasia, dissociagdo, migracao para a cavidade folicular e disperséao
entre células da granulosa (Niswender et al., 1994). As alteracdes vasculares
na teca interna podem ser importantes no aumento do aporte de LH para as
células da granulosa (Smith et al.,, 1994). A congestao e isquemia alternada
provocam rompimento de vasos, dando inicio a angiogénese.

Apoés a ovulagado ocorre o colabamento do foliculo ovulatério e a invasao
de fibroblastos, células endoteliais e células da teca interna. Observa-se um
aumento na taxa de proliferacdo celular nas células da teca, fibroblastos e
células endoteliais, mas ndo nas células da granulosa (Smith et al., 1994). O
rompimento de capilares da teca resulta em hemorragia, com formacédo do
coagulo (corpo hemorragico), que serve de matriz para proliferacao das células
da parede folicular. A angiogénese resulta no estabelecimento de rede
microvascular no corpo luteo em desenvolvimento. A formag&o desta rede
ocorre sob estimulo de varios fatores angiogénicos que estimulam a
proliferacao e migracao das células endoteliais (Espey, 1994; Schams, 1996).

O corpo luteo em desenvolvimento pode ser identificado de um a cinco
dias apds a ovulacdo, dependendo da técnica utilizada e da raca das fémeas
avaliadas (Tom et al., 1998; Viana et al., 1998b). O volume de tecido luteal
aumenta progressivamente até em torno do sétimo dia do ciclo estral,

permanecendo relativamente estavel ao longo do diestro (Kastelic et al., 1990;



Viana et al., 1998b). O crescimento do corpo luteo 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 lateo (Wiltbank, 1994). Cavidades luteais sdo normalmente observadas
em 37 a 77% dos corpos luteos (Viana et al.,, 1998a), podendo ser originadas
de uma ocupacao incompleta da cavidade folicular pelas células em processo
de luteinizagédo (Tom et al., 1998).

2.4.2. Alteracoes bioquimicas e enddcrinas

A onda pré-ovulatéria de LH induz alteracdes na expressao e regulacao
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. Por outro lado, as
enzimas envolvidas na conversdo de progesterona em andrégenos e destes,
em estrogenos, tém sua expressao rapidamente reduzida com a luteinizagao,
resultando em uma producao praticamente nula de andrdégenos e estradiol 173
pelo corpo luteo (Smith et al., 1994).

A concentracdo plasmatica de progesterona € normalmente baixa
durante o estro (abaixo de 1ng/mL), mas aumenta progressivamente, refletindo
as alteracboes na esteroidogénese luteal. O pico na producado de progesterona
ocorre na metade do periodo do diestro (Parkinson et al., 1994; Figueiredo et
al.,, 1997). Como o volume do corpo luteo atinge seu valor maximo antes da
concentracdo maxima de progesterona, a variagdo na producdo desta,
observada ap6s o sétimo dia do ciclo, parece ser decorrente da maturacao
funcional do corpo luteo e ndo do aumento na massa de tecido luteal (Viana et
al, 1998). A concentracdo de progesterona plasmatica € virtualmente
indetectavel logo depois da ovulagdo, mas aumenta gradualmente a partir do
terceiro dia do ciclo, mantendo-se elevada durante 12 dias (Gonzalez, 2002a).

A secregdao de inibina, caracteristica do foliculo pré-ovulatério, é
reduzida ap6s ovulacdo, enquanto a ocitocina comeca a ser produzida e
armazenada em granulos nas células originadas da granulosa, sendo um

importante produto de secrecao do corpo luteo ciclico (Smith et al., 1994), e de



fundamental importdncia no desencadeamento do mecanismo luteolitico no

ciclo estral normal.

2.4.3. Caracteristicas morfoldgicas do corpo luteo

O corpo lateo é constituido por um conjunto de células heterogéneas
com caracteristicas morfolégicas, enddcrinas 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 didmetro, e
apresentam grande quantidade de organelas e granulos secretoérios (ocitocina)
e estdo relacionadas a alta capacidade esteroidogénica e de sintese de
proteinas. Elas sdo responsaveis pela maior parte (80%) da producao basal de
progesterona, porém apresentam poucos receptores e baixa resposta a
estimulacao pelo LH (Parkinson et al., 1994; Wiltbank, 1994). Estas células sao
também responsaveis pela secrecdo de ocitocina e constituem o sitio primario
de resposta a PGF2a e ao estrégeno (Wiltbank et al., 1995a), representando
40% do volume do corpo luteo, mas apenas 10% do total das células. As
células luteais pequenas tém 12 a 22 um de diametro, participam pouco na
producdo basal de progesterona, mas apresentam um maior numero de
receptores e respondem rapidamente a estimulagéo pelo LH, com aumento na
producdo de progesterona, representando 20% do volume do corpo luteo e
25% do total de células (Niswender et al., 1994; Wiltbank, 1994).

Sob acdo do LH parte das células luteais pequenas poderia ser
convertida em células luteais grandes. Os fibroblastos poderiam formar células
luteais pequenas, funcionando como reserva destas (Smith et al., 1994). As
células luteais grandes e pequenas atuam de maneira sinérgica na produgéao
de progesterona e podem interagir com as células nao esteroidogénicas, por
meio da producédo local de horménios, fatores de crescimento e citocinas, no

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



2.4.4. Producao de progesterona

Os ovarios da vaca sao a principal fonte de progesterona encontrada no
sangue periférico. Apés o periodo de luteogénese, a presenga de um corpo
liteo funcional determina a manutencdo de valores plasmaticos de
progesterona elevados durante todo o diestro, até a ocorréncia da lutedlise
natural, quando a progesterona retorna a concentracées basais (Niswender et
al., 1994). Nesta fase luteal (quatro a 17 dias), o corpo luteo secreta
significante quantidade de progesterona, que geralmente excede a
concentragdo de 1ng/mL no dia quatro do ciclo estral (Wiltbank & Niswender,
1992; Gutierrez et al., 1994; Youngquist, 1997; Mapletoft et al, 2000 e
Wiltbank et al., 2000).

Tanto as células luteais pequenas quanto as grandes atuam na
producédo de progesterona. A producgéo total depende da eficéncia na sintese
pelas células esteroidogénicas e na taxa de liberacdo na corrente sanguinea
(Kappel et al, 1984). O fornecimento de dietas hiperlipidicas apresenta
resultados inconstantes, induzindo (Staples et al., 1998) ou nao (Carr et al.,
1994) aumento na producao de progesterona pelo tecido luteal. Parte do efeito
observado na suplementacao lipidica pode ser devida apenas a reducao no
balanco energético negativo (Staples et al., 1998).

O LH estimula a funcédo esteroidogénica, particulamente nas células
luteais pequenas, resultando em aumento na producdo de progesterona
(Wiltbank, 1994). Parte da producédo de progesterona independe do estimulo
pelo LH, principalmente nas células luteais grandes, responsaveis pela maior
parte da esteroidogénese basal. Outros fatores estdo envolvidos na regulagao
da producao de progesterona, como a ocitocina, PGE2, insulina, fatores de
crescimento e GH (Del Vecchio et al., 1996).

O balanco energético negativo reduz a frequéncia dos pulsos de LH e a
producéo de progesterona (Ferguson, 1996), mas nao a duracdo da fase luteal
em vacas e novilhas de racas leiteiras (Villa-Godoy et al., 1988). A reducao na
producdo de progesterona pode afetar a regularidade dos ciclos estrais, a

concepgao e a manutencao da gestacao (Ferguson, 1996).
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2.5. Consideracoes gerais sobre a hormonioterapia para o anestro bovino

Todas as pesquisas com animais em anestro que respondem a
tratamento hormonal (inducdo de ovulacdo e gestacdo) deveriam conter o
escore de condicao corporal (ECC) dos animais, o que nao ocorre na totalidade
dos trabalhos. Na maioria das pesquisas ndo sao incluidos animais de baixo
ECC. Apesar disto, a taxa média de gestacdo obtida é ainda relativamente
baixa (30-40%), reforgando a importancia do conhecimento do ECC daqueles
animais que ficaram prenhes (Ferreira, 2010).

Thatcher et al. (2004) e Wiltbank et al. (2004) afirmam que o anestro é
um problema reprodutivo que nado pode ser resolvido pelos sistemas de
sincronizagao conhecidos ou existentes, dependendo sim de um 6timo manejo
nutricional, um minimo de conforto e de um bom programa de saude. Como a
maioria dos casos de anestro no Brasil € devida a subnutricdo (vacas magras
ou muito magras), é provavel que as respostas com tratamentos hormonais
sejam insatisfatérias ou minimas (Ferreira, 2010).

Varios autores citam diferentes tratamentos hormonais para anestro em
bovinos, mas a quase totalidade destes trabalhos esta relacionada com uma
condigdo denominada anovulatéria, definida por Wiltbank et al. (2004) como
aquela em que os animais nao ciclam, mas apresentam foliculos grandes nos
ovarios. Diferenciam esta condigcdo anovulatéria do anestro, considerando que
neste caso as vacas aciclicas apresentam foliculos pequenos ou ausentes nos
ovarios, o que quase sempre esta associado ao baixo ECC do animal.

Em qualquer tratamento hormonal para anestro bovino é importante o
ECC do animal tratado, pois este tem grande influencia na eficiéncia dos
tratamentos (Ferreira, 210). Sdo considerados em anestro todos os animais
sem CL nos ovarios, sinal de que ainda ndao ovularam, e esta condi¢do tanto
pode estar presente em bovinos muito magros ou magros (sem foliculo antral),
como também em bovinos de ECC moderado (com foliculos médios ou
grandes), até proximas de ciclar, como se verifica na Figura 1. Destas e outras
condigdes podera depender a eficiéncia ou ndo do tratamento, pois os
resultados com tratamentos hormonais devem ser bem mais eficientes neste

ultimo caso do que em animais magros com ovarios inativos (Ferreira, 2010).
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Figura 1. Possivel eficiéncia de tratamentos hormonais para anestro de
bovinos, em funcao da condi¢do corporal do animal (Ferreira, 2010).
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2.6. Classificacao do anestro em bovinos

Ginther et al. (1996); Wiltbank et al. (2002) e Hanlon et al. (2005)
apresentam varias classificacdes para o anestro bovino, com as respostas aos
tratamentos hormonais podendo ser diferentes para cada tipo. Diante disto, é
necessario caracterizar a condicdo de cada animal tratado. Segundo estes
autores o anestro vem sendo classificado da seguinte maneira:

a) Anestro verdadeiro: Os foliculos pequenos ou ausentes, ndo palpados e nem
visualizados por ultrassonografia, sem ovulacéo e auséncia de corpo luteo (CL)
e Anestro falso: cio n&o observado, geralmente problema de manejo.

b) Anestro superficial: presenca de ténus uterino e de foliculos com mais de
10mm de didmetro nos ovarios e sem CL. Anestro profundo: auséncia de ténus
uterino e de foliculos com mais de 10mm de didametro nos ovarios, sem CL.
Possiveis estruturas ovarianas no anestro bovino profundo ou superficial sdo
mostradas na Figura 2.

c) Anestro fisioldgico: ocorre na gestacao, pré-puberdade ou curto periodo pos-
parto. Anestro patoldgico: ocorre em casos de patologias uterinas como fetos
macerados e mumificados, com CL persistente, ou mesmo patologias
ovarianas como cistos foliculares e luteinizados.

d) Anestro nutricional: esta condigcdo é observada nos casos de subnutricao

prolongada
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Figura 2. Estruturas ovarianas no anestro verdadeiro em bovinos (profundo ou

superficial/anovulatorio) (Ferreira, 2010).
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Em varios artigos cientificos é citado que vacas com anestro podem
responder ao tratamento hormonal quando apresentam um escore de condicao
corporal (ECC) “limite” (Gofer, 2004). Contudo, estes autores nao esclarecem o
que significa este ECC. Os animais assim classificados, mesmo que nao
tenham CL, poderiam ter ECC suficiente para estimular o crescimento folicular
até o tamanho em que os horménios exégenos possam atuar? Nao estariam
préoximas de ciclar? Dai o cuidado em afirmar que uma vaca em anestro
respondeu a determinado tratamento hormonal.

Uma coerente e esclarecedora classificacdo das condicbes de anestro
em bovinos é apresentada por Peter et al. (2009) e mostrada na Figura 3. Os
autores classificam o anestro em quatro tipos (1, II, Ill e IV) com base em trés
estagios funcionais do desenvolvimento folicular (emergéncia, divergéncia e
ovulagéo), ou seja, de acordo com a dinamica folicular e luteal ovariana do
animal. Os autores afirmam ainda que a prevencao do anestro é preferivel em
relacdo ao tratamento, e que esta prevencao pode ser obtida mantendo a vaca
saudavel (livre de doencas, boa condicao corporal e adequada alimentacao) no
periodo peri-parto.
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Figura 3. Tipos de anestro de acordo com a dindmica folicular e luteal ovariana
(Peter et al., 2009).
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coincide com o tipo de anestro predominante no rebanho bovino brasileiro, o
que se pretende estudar no presente trabalho:
m Anestro tipo | (ovario inativo): os foliculos iniciam seu crescimento e chegam
ao maximo até a emergéncia (4mm de diametro), portanto sem divergéncia ou
estabelecimento de um foliculo dominante (FD), sdo descritos como ovarios
inativos (Drion et al., 2000). Esta condigdo esta presente em casos de extrema
subnutricdo, doencas debilitantes ou em curto periodo pés-parto.
Adicionalmente, em dois exames ultrassonograficos com intervalo de sete dias
nenhuma alteragdo é observada nas estruturas ovarianas, acompanhado pela
auséncia caracteristica de CL ou estruturas cisticas.

Segundo Peter at al. (2009), vacas no inicio do pds-parto ou com baixa
reserva corporal de gordura (causas do anestro tipo I) provavelmente nao
respondem a tratamento hormonal, e que corrigir 0 manejo é mais apropriado
que o difundido uso de horménios exégenos. E provavel que este seja o tipo de
anestro que predomina no Brasil, provocado por subnutricdo, motivo porque
nao se pode extrapolar para o Brasil os resultados positivos obtidos em paises
com melhor condicdo de manejo nutriconal, onde os tratamentos hormonais
induzem a ciclicidade em muitas vacas com anestro. Isto ocorre tendo em vista

que a quase totalidade do anestro em rebanhos bovinos de paises

14



desenvolvidos esta realacionada a animais com presenca de foliculos maiores,
0s quais tdo somente ainda ndo ovularam (Ferreira, 2010).

Peter et al. (2009) concluem que preferem focar o aumento da fertilidade
do animal ou rebanho promovendo um bom manejo, do que contar com o

difundido uso de horménios exégenos.

2.7. Relacao do escore de condicao corporal com o diametro folicular
ovariano

O balanco energético negativo (BEN) geralmente é a causa mais comum
de infertilidade. Durante as ultimas semanas de gestacao e inicio da lactacao,
as vacas apresentam um periodo de balango energético negativo (Santos,
2000). O BEN ¢é a diferenca entre a energia consumida e a necessaria para
manutencao e produgao. A baixa ingestao de nutrientes estd associada a perda
de peso corporal, a qual é manifestada por mudancas na condicdo corporal,
atraso na primeira ovulagao pés-parto, decréscimo na atividade luteal e anestro
(Ferreira, 1993).

O escore da condigcéao corporal (ECC) € a melhor avaliacao pratica que
expressa o “status” nutricional do animal (Saturnino & Amaral, 2004). Embora
talvez impreciso ou subjetivo, € um indicador funcional de “status” energético e
desempenho reprodutivo apds o parto (Randel, 1990). Segundo Rodenburg
(1992), o ECC é reflexo das reservas de gordura corporal do animal.

Foliculos de 4-5mm predominam nos ovarios de vacas magras com
ovarios inativos (anestro) e por isto estes animais sdo incapazes de responder
a qualquer protocolo hormonal com base em FSH, LH ou PGF2a (Prendville et
al., 1996; Gwasdauskas et al., 1996; Webb e Armstrong, 1998; Drion et al.,
2000). Desta maneira, os foliculos ndo crescerdo o suficiente para ovular e ndo
havera formacéao de CL, sem o qual a PGF2a dos protocolos hormonais nao
tem como agir.

As vacas em anestro profundo (magras ou muito magras) nao
apresentam atividade ovariana luteal ciclica, e caso tenham presenca de
foliculos antrais (diametro entre 0,2 a 0,4mm), segundo Hanzen et al. (2000).
Os mesmos nao sao identificados por palpacao retal, motivo pelo qual estes
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ovarios, também diminuidos de tamanho, sdo denominados inativos ou PDL
(pequenos, duros e lisos) a palpacéo retal (Ferreira, 2010).

Segundo Wiltbank et al. (2004), muitas vacas aciclicas apresentam
ovarios com foliculos relativamente pequenos que nao produzem suficiente
estrogeno (E2) para expressarem os sinais de estro e ovularem, sendo que
geralmente apresentam baixo ECC. Ainda segundo estes autores, algumas
vacas que nao ovulam (classificadas como anovulatérias) podem apresentar
foliculos grandes e bom ECC, superior a 2,75 em escala de 1 (muito magra) e
5 (muito gorda ou obesa).

No anestro considerado anovulatério pode haver presenca de foliculos
maiores nos ovarios, influenciando na eficiéncia da resposta ao tratamento
hormonal. Este fato deve ser um alerta para um grande nimero de técnicos e
produtores no Brasil, que vem usando tratamentos hormonais para bovinos em
anestro com base em resultados de literatura estrangeira, resultando em
grande insucesso, com aumento de prejuizos do produtor pelos gastos em
medicamentos e honorarios do técnico. Este insucesso tem como causa o fato
da quase totalidade dos casos de anestro no Brasil ser conseqiéncia de
subnutricdo (animais magros), situacdo em que provavelmente os ovarios
apresentam foliculos pequenos ou ausentes, o que segundo Wiltbank et al.
(2004) impossibilita possiveis respostas ovarianas aos hormdénios aplicados.
Corroborando com estes autores, Borges et al. (2009) afirmam que quando o
ECC é baixo e a nutricdo insuficiente, ndo sera a terapia hormonal que
resolvera o problema da falta de ciclicidade no rebanho.

Em bovinos, o foliculo cresce somente até 4mm de didmetro quando a
concentracao de hormdnio foliculo estimulante (FSH) é reduzida, e apenas até
8mm quando a pulsatilidade de liberagdo de hormoénio luteinizante (LH) é
inibida (Gong et al., 1996). Isto significa que a partir de um determinado
tamanho ha necessidade de concentracdo elevada do FSH, o que vai
diminuindo a medida em que o foliculo cresce, devido a elevacao das
concnetragcdes de E2 e inibina (retro alimentacao negativa). Aos poucos, ocorre
uma troca de dependéncia do FSH para LH até os foliculos ficarem maduros
(Webb et al., 2006).

16



2.8. Interacao nutricao-reproducao em vacas

Os efeitos nutricionais sdo elucidados por um complexo de interagdo de
muitas variaveis como quantidade e qualidade do alimento ingerido, reservas
de nutrientes armazenadas no corpo e competicdo por nutrientes por outras
funcgdes fisioldgicas, além da reproducéo (Short et al.,, 1990). Short & Adams
(1988) descreveram uma escala de prioridades no uso da energia disponivel
em ruminantes: 1) metabolismo basal; 2) atividades; 3) crescimento; 4)
reservas de energia; 5) prenhez; 6) lactacao; 7) reservas adicionais de energia;
8) ciclos estrais e inicio de prenhez; e 9) reservas excedentes de energia.

Dessa forma, em condi¢gdes de baixa disponibilidade de alimentos, o
organismo animal segue uma ordem de prioridade no uso da energia disponivel
para as diferentes fun¢des organicas, onde a apresentacao de ciclos estrais e 0
inicio da gestacdo sao fungdes pouco prioritarias. Destarte, as funcdes
reprodutivas s6 serdo ativadas usando o balango entre quantidade e qualidade
da dieta (Catalano & Sirhan, 1995). Assim, observa-se que nao existem
nutrientes especificos requeridos para reproducdo que nao sejam necessarios
para atender a outras funcgdes fisioldégicas corporais e, por isso, € dificil
determinar as fungdes especificas € 0s mecanismos pelos quais a nutricao
pode afetar a func&o ovariana (Borges, 2006).

Baixos niveis nutricionais sdo conhecidos como deletérios no retorno da
atividade ovariana pés-parto (Dunn & Kaltenbach, 1980). A subnutricao afeta a
atividade ciclica ovariana de vacas no pés-parto, aumentando o intervalo parto-
primeiro estro. O mecanismo mais provavel de inibicdo da atividade reprodutiva
seria a supressao da liberacado dos picos de LH pela hipéfise anterior, que é
controlada pela liberagcdo de GnRH no hipotalamo (Randel, 1990). Entre os
efeitos da nutricdo na reproducao, é provavel que o balanco energético seja o
mais importante e o Unico fator nutricional ligado a baixa funcao reprodutora
das vacas (Lamb, 2003).

O balanco energético negativo diminui a freqiéncia dos pulsos de LH, a
velocidade de crescimento e didmetro do foliculo dominante, assim como a
concentragao sérica de IGF-I, glicose e insulina. Adicionalmente, aumenta a
concentracao sérica de GH e de alguns metabdlitos sanguineos. Esses efeitos

resultam em perda de escore de condicdo corporal, provocando,
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consequentemente, uma maior porcentagem de vacas em anestro (Roche et
al., 2000).

A ingestdo inadequada de nutrientes antes (Bellows et al.,1982) ou
depois do parto (Grimmard et al., 1995) tem efeito maléfico maior na
reproducao pos-parto em primiparas do que em pluriparas (Richards et al.,
1986; Selk et al., 1988). Estudos anteriores demonstram que: 1) a nutricdo no
pré-parto € mais importante que a nutricdo no pés-parto para determinar o
comprimento do anestro no pos-parto; 2) a dieta energética baixa durante a
gestacao recente diminui a reproducao até mesmo quando energia dietética for
suficiente durante lactagédo; 3) um escore de condi¢cao corporal maior ou igual
3,5 assegurara reservas corporais adequadas para a reprodugao no pos-parto;
4) declinios adicionais na reproducao ocorrem quando a vaca lactante esta em
balanco energético negativo (Hess et al., 2005).

2.9. Restabelecimento da funcao reprodutiva no pés-parto

De acordo com Short et al. (1990), o restabelecimento da funcgéo
reprodutiva no pds-parto depende da involugao uterina normal e do correto
funcionameto do eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano-uterino, com o
restabelecimento dos ciclos estrais, seguido da regularizacao de sua duragao e
da reducao do anestro no decorrer de pos-parto.

O intervalo do parto ao retorno da atividade reprodutiva normal tem sido
considerado como o ponto de estrangulamento para a obtengdo de uma
maxima eficiéncia reprodutiva em bovinos. Os mecanismos associados com a
aquisicao e posterior manutencdo da competéncia reprodutiva sao
dependentes da integracao funcional do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(Hess et al., 2005). Até o final da gestacdo, o eixo hipotalamico-hipofisario
responde a um efeito de feedback negativo dos esterbides ovarianos e
placentarios, pela supressao da liberacado do FSH e acumulo desse horménio
na hipéfise anterior e deplecéo dos estoques de LH (Yavas & Walton, 2000b).

O desenvolvimento folicular em bovinos ocorre na forma de ondas de
crescimento, sob o controle primario das gonadotrofinas FSH e LH, em
diferentes momentos da vida da vaca. A dinamica folicular pode ser dividida em

trés fases: emergéncia, selecdo (ou divergéncia) e dominancia. A primeira fase
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€ caracterizada por dependéncia de FSH para o crescimento de foliculos, a
apartir de quatro milimetros de didmetro. Adams et al. (1992) associaram a
emergéncia da onda folicular com um aumento de 50 a 75% das concentragdes
séricas de FSH. Assim, uma onda ou pico de FSH é responsavel pela
emergéncia de um grupo de foliculos que crescem sob a sua influéncia até a
fase de selecao (segunda fase), quando apenas um foliculo continuara o seu
desenvolvimento, diante da mudanca de sua dependéncia gonadotréfica, do
FSH para o LH (Ireland et al., 2000; Driancourt, 2001; Mihm et al., 2002).

A terceira fase é a de dominancia, periodo -caracterizado pelo
crescimento do foliculo dominante (FD) sob a influéncia do LH, quando o
mesmo, através de hormbnios como estrégeno e inibina, inibe o
desenvolvimento dos outros foliculos, denominados de subordinados, pela
supressao hipofisaria de FSH. Durante a onda folicular, o foliculo que se torna
dominante € aquele que primeiro expressa receptores para LH nas células da
granulosa. Ainda, o FD apresenta maior sensibilidade as acbdes das
gonadotrofinas. Dessa forma, o foliculo dominante, ao aumentar a producao de
estrogeno e inibina, promove reducdo nas concentracdes plasmaticas de FSH,
com subsequente regresséo dos foliculos subordinados. Concomitantemente, o
FD passa por uma transicdo quanto a dependéncia gonadotrépica, de FSH
para LH, a partir do momento em que desenvolve receptores para LH nas
células da granulosa. Contudo, existe uma janela de tempo considerada crucial
para a sobrevivéncia do FD, que coincide com a queda nas concentragdes de
FSH e a transicdo da dependéncia gonadotréfica (Driancourt, 2001; Mihm et
al., 2002).

Apbs o parto, ha aumento do FSH seguido pela primeira onda de
emergéncia folicular (dois a sete dias ap6s o parto) (Wiltbank et al., 2002).
Estudos indicam que € o LH, e ndo o FSH, o horménio limitante para o inicio da
atividade ovariana no poés-parto. Depois que os estoques de LH séao
restabelecidos entre 15 e 30 dias pés-parto (Yavas & Walton, 2000a),
secrecdes de estradiol (E2), eventualmente alcangcam limiares que ativam a
liberagéo de picos de GnRH, e consequentemente causam maior amplitude do
pico de liberagdo do LH, desencadeando o processo de ovulagao.

Segundo Yavas e Walton (2000) e Montiel & Ahuja (2005), as ondas de

crescimento folicular que emergem logo ap6s o parto produzem foliculos
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dominantes que falham ao ovular, devido a influéncia na maturagéo final deste

foliculo, pois hd menor numero de pulsos de LH.

2.10. Acao de hormdénios e metabdlitos sobre a reproducao

As alteragcbes hormonais no final da gestacdo e inicio da lactacao
provocam mudancas nas concentracdbes dos constituintes metabdlicos
relacionados ao equilibrio energético dos animais. Durante o final do periodo
pré-parto e inicio da lactacdo, as exigéncias em nutrientes e energia
aumentam, como resultado da demanda para o crescimento fetal e a producao
de leite (Lago, et al., 2001; Schmidely et al., 1999).

2.10.1. Progesterona e Estradiol

A progesterona e o estradiol regulam a sintese e liberagdo de
gonadotrofina por meio dos efeitos do feedback positivo e negativo no sistema
nervoso central e hipofise anterior (Kesner et al., 1981).

As concentracdes de progesterona atingem valores maximos cerca de
duas semanas ap06s a ovulagdo e assim permanecem até pouco antes do
parto. Durante a gestacdo de vacas da raca Nelore foram registradas
concentracdes de progesterona de 11,5 ng/mL até os 270 dias e no pés-parto,
estes valores cairam para 0,1 ng/mL (Mucciolo & Barbeiro, 1983)

O estradiol influencia a secrecao pulsatil de GnRH (Smith & Jennes,
2001) e aumenta a sensitividade da hipofise anterior para o GnRH pelo
aumento de receptores de GnRH nas células basoéfilas na hipéfise anterior
(Schoenemann et al., 1985). As concentracées plasmaticas de estrégeno
aumentam rapidamente apds o parto (Wettemann, 1980). Porém, durante o
periodo anovulatério pds-parto, as concentracées de estradiol no plasma
podem aumentar por curta duragdo, mas esses aumentos podem nao estar
associados ao crescimento e maturagdo folicular (Stagg et al., 1995). A
ovulacao no pés-parto € dependente da producao suficiente de estradiol pelo
foliculo dominante para estimular a sintese e liberacdo da gonadotrofina pré-
ovulatoéria (Day, 2004).
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2.10.2. Glicose e Insulina

A glicose é praticamente a Unica fonte de energia utilizada pelo sistema
nervoso e considerando que o0 eixo neuro-enddcrino esta intimamente
envolvido no controle reprodutivo e secrecao hormonal, parece l6gico que a
concentracado sérica de glicose seja o mediador especifico para os efeitos da
ingestao de energia sobre a reproducao (Short & Adams, 1988).

Neste contexto, a insulina tem sido considerada como o principal
horménio regulador da glicemia em mamiferos, mesmo em ruminantes onde
ocorre fluxo constante de precusores gliconeogénicos a partir do rumen
(Holtenius et al., 2003). Tendo em vista que os ovarios e o hipotalamo tém
receptores para insulina (Gutierrez et al., 1997). A glicose é também utilizada
como fonte de energia pelos ovarios (Rabbiee et al., 1997).

As concentracdes plasmaticas de glicose nos bovinos sao extremamente
constantes quando comparadas com animais monogastricos (Wettemann et al.,
2003). No pré-parto, a concentracéo plasmatica de glicose permanece estavel
ou pode sofrer leve aumento, apresentando um pico ao parto, e entdo decresce
imediatamente no pds-parto até concentracdes inferiores ao normal (Grummer,
1995). No entanto, Ruas et al. (2000) avaliando vacas zebuinas da raca Nelore
no pés-parto, registraram concentracao crescente de glicose ao longo do pés-
parto: 0 a 45 dias — 66,95 mg/dL, 46 a 90 dias — 72,75 mg/dL e acima de 90
dias — 79,29 mg/dL e relacionaram este aumento a producao de leite.

A insulina estimula a liberagdo de GnRH de fragmentos hipotalamicos in
vitro quando a glicose esta disponivel (Arias et al., 1992) e quando infundida
nos ventriculos cerebrais de ovelhas desnutridas aumenta a secre¢ao de LH
(Daniel et al., 2000). A insulina também estimula a esteroidogénese pelas
células ovarianas bovinas (Spicer & Echternkamp, 1995) assim como estimula
o desenvolvimento folicular em vacas sistematicamente tratadas com insulina
(Harrison & Randel, 1986) e a producao de estradiol pelos foliculos maiores
(Simpson et al., 1994). Lucy (2003) verificou que as concentracées sanguineas
de insulina e IGF-I diminuem imediatamente apdés o parto, aumentando

progressivamente a seguir.
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2.10.3. IGF/Somatomedina

O IGF-l ou somatomedina é produzido pelo figado e atua sobre os
principais tipos de células que regulam o metabolismo de carboidratos,
gorduras, proteinas e tem sido proposto como regulador hipofisario do
crescimento folicular ovariano (Ferreira et al., 2002).

As concentracdes plasmaticas de IGF-1 sdo relacionadas positivamente
com a condicdo corporal e nutrientes ingeridos, sendo que as baixas
concentragdes de IGF-1 sdo relacionadas com longo intervalo pés-parto em
vacas de corte (Diskin et al., 2003). Neste caso, as concentragdes sanguineas
de IGF-I durante os primeiros dias pés-parto € inversamente relacionada com a
duracao do anestro pds-parto e aumenta durante esse periodo até a ovulacao
(Yavas & Walton, 2000).

2.10.4. Leptina

A leptina é atualmente o centro dos estudos em endocrinologia dos
animais de producdo (Macajava et al., 2004). A leptina € um horménio protéico
produzido pelos adipdcitos e atua no hipotalamo, hipéfise, pancreas e ovarios,
tendo papel importante na comunicagdo do “status nutricional” ao sistema
nervoso central, incluindo os centros que controlam a reproducao (Williams et
al., 2002).

A hipbtese mais aceita para a acao da leptina é que atue como tradutor
de apetite, assim como, um fator de saciedade (Boland et al., 2001), embora
em ruminantes ainda nao existam evidéncias definitivas sobre sua funcao
(Reist et al., 2003).

Cunningham et al. (1999) sugeriram que a leptina representa um sinal
metabdlico para o eixo reprodutivo neuro-endécrino e que, sob condicdes
inadequadas de reserva energética, baixas concentracdoes de leptina atue
como uma “chave metabdlica” para inibir a atividade reprodutiva no eixo neuro-
enddcrino em ambos os sexos. Segundo Williams et al. (2002) e Vernon et al.
(2001), a concentracao circulante de leptina esta relacionada positivamente
com as concentracdes circulantes de glicose, insulina, fator de crescimento

semelhante a insulina tipo | (IGF-1), estradiol e cortisol. Contudo, atua
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negativamente com o jejum, concentracées do horménio do crescimento (GH)

e das proteinas ligadoras de IGF (IGFBD).
2.10.5. Colesterol

O colesterol pode influenciar a reproducdo de bovinos, visto que, €
relacionado como precursor da estereoidogénese “in vivo”, estando presente
nas lipoproteinas HDL e LDL. Adicionalmente, € o principal precursor da
esteroidogénese em bovinos (O’'Shaughnessy & Whates, 1985).

As concentracdes plasmaticas de colesterol podem variar em fungcédo da
condicao fisioldgica do animal, producéao leiteira, estadio de lactacao e dieta.
(Gonzalez et al., 1996), reduzindo ao longo da gestacao, atingindo os menores
valores na primeira semana de amamentagao e aumentando progressivamente

nas semanas seguintes (Guédon et al., 1999).
2.10.6. Acido graxos néo esterificados (AGNE)

As concentragdes de acidos graxos nao esterificados (AGNE) ou acidos
graxos livres (AGL) no plasma sdo usadas para indicar a mobilizagdo de
gordura durante periodo de insuficiente consumo de energia (Holmes &
Lambourne, 1970, citados por Salfer et al., 1995). O aumento da concentracéao
de AGNE no sangue pode ser devido a lipdlise do tecido adiposo (Erickson et
al., 1992). A explicacao seria a hidrélise dos triglicerideos pela acao da lipase
lipoprotéica e pela estimulacao da lipomobilizagao (Palmquist & Conrad, 1978;
Champe & Harvey, 1996).

O pico da concentracdo de AGNE no plasma € proximo ao parto,
permanecendo por curto tempo apds o parto associado ao baixo consumo
alimentar e alta producao de leite. A elevada concentracdo de AGNE no
plasma estd altamente correlacionada com o balan¢o energético negativo
(Pullen et al., 1989).
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2.11. Tratamentos hormonais para anestro em bovinos

Alguns protocolos hormonais sao sugeridos para o tratamento de anestro
em bovinos. Entretanto, devem ser aceitos com certa reserva ou cautela, pois
os resultados dependem do ECC dos animais (muito magro, magro ou regular)
e das estruturas ovarianas presentes no ovario quando for iniciado o
tratamento.

A utilizacdo de protocolos hormonais para a inducao e sincronizacao de
estros e ovulagdes visa, dentre outros objetivos: concentrar estros,
acasalamentos, inseminacdes artificiais e partos, reduzir a mao-de-obra, induzir
a ciclicidade em animais em anestro no poés-parto, detectar vacas com
problemas reprodutivos e reduzir o intervalo de partos (Aller et al., 1996;
Bolafios et al., 1997; Cavalieri et al., 1997; Mihm, 1999; Mackey et al., 2000;
Nation et al., 2000; Driancourt, 2001; Rhodes et al., 2002; Colazo et al., 2003;
Rhodes et al., 2003; Baruselli et al., 2004; Day, 2004; Ruas et al.; 2005; Ayres
et al., 2008; Carvalho et al., 2008; Palomares-Naveda et al., 2008).

Dentre estas proposicoes, pode-se adotar terapias que empregam
diversos hormdnios, associados ou ndao com manejos de amamentacao,
visando reduzir o periodo de anestro no pds-parto de vacas leiteiras e de corte
(De Castro et al., 2006).

2.11.1. Protocolo ovsynch para fémeas bovina em anestro

Thatcher et al. (2004) induziram estro em 75% das vacas em anestro
usando o protocolo Ovsynch, obtendo 22% de gestacdo, taxa considerada
baixa por ter sido obtida em animais com bom ECC, comparado com 42% em
vacas ciclando. Alertam, entretanto, que a maioria dos estros podem ter
ocorrido pela acdo do estrégeno usado no protocolo. Thompson et al. (1999)
relatam que 75% das vacas aciclicas, mas com presenca de FD, tratadas com
protocolo hormonal tiveram estruturas luteinicas ovarianas induzidas, com
aumento de progesterona em sete dias.

Wiltbank et al. (2004) afirmam que a taxa de concepgao (22,2%) é muito
baixa em vacas anovulatérias tratadas com Ovsynch aos 70 dias pés-parto,
comparado com 36% daquelas tratadas com CIDR-Synch. Os autores

24



concluiram que o tratamento hormonal utilizado parece nao ser eficaz para
vacas anovulatérias

Com Ovsynch tem-se menos sucesso para vacas em anestro quando o
crescimento do FD é retardado (Cartmill et al., 2001; Thatcher et al., 2001). O
FD da vaca em anestro ndo persiste na presenca de uma concentracao sub-
luteal de progesterona, podendo ser este o motivo da diferenca entre respostas
de vacas aciclicas e ciclando (Rhodes et al., 2002). Sincronizar ovulagdo nas
vacas em anestro e com FD pequeno ndo aumenta a eficiéncia reprodutiva,
provavelmente por formar um CL menor e que produz menos progesterona
(Burke et al., 2001; Macmillan et al., 2003).

Foliculos de 10,7 e 12,0mm formaram CL respectivamente de 3,0 e
3,6cm? (Macmillan et al., 2003). Estes autores verificaram também que a
injecdo de 100pug de GnRH em bovinos com presenca de FD de 11 e 13mm
resultou em taxas de concepg¢do aos 30 dias de respectivamente 4,4% e
57,4%. Santos et al. (2004) também mencionam maiores taxas de prenhez

apos tratamento hormonal.

2.11.2. Protocolos com implantes de progestagenos

Varios autores citam certo estimulo para inicio do ciclo estral (ovulacédo
e formacdo de CL) nas vacas em anestro, apds implante de progesterona
(Lamb et al., 2001; Stevenson et al., 2000-2003-2006; Colazo, 2003, Wheaton
e Lamb, 2007; Cerri et al., 2009). O tratamento com progesterona, em vacas
em anestro poés-parto, pode reverter o feedback negativo ao GnRH e LH
resultante das elevadas concentracoes de estradiol de origem placentaria.
Sendo assim, evita ovulacées sem sinais externos de estro, proporciona ciclos
estrais de duracédo normal e aumenta a frequéncia e amplitude da secrecéo de
LH, determinando a ovulacéo dos animais tratados (Mackey et al., 2000).
Hanlon et al. (2005) trataram vacas leiteiras mantidas a pasto (Nova
Zelandia) sem CL aos 21 dias pds-parto, com implante de progestagenos por
seis dias e aplicacao de 1 mg de benzoato de estradiol um dia apds a retirada
do implante, inseminando no estro observado, e obtiveram 45% de gestacéo.
Entretanto, a taxa de concepcao foi bem menor para as vacas em anestro

anovulatério (AA) do que para as vacas ciclando. Somente foram incluidas no

25



estudo vacas com ECC maior ou igual a 3,5 (escala de 1-10) para minimizar o
efeito da ma nutricdo. Relatam ainda que nas vacas com anestro anovulatorio
(AA) tratadas com progestina intravaginal, a taxa de concepcao foi menor
naquelas que tiveram o estro induzido do que nas ciclando.

Novilhas sem o peso minimo necessario e com menos de 12 meses de
idade nao respondem ao tratamento com implantes para estimular a puberdade
(Rathbone et al., 2001). As vezes pode ocorrer um estro infértil (apenas sinais
de estro) provocado pelo proprio estrégeno do protocolo hormonal, mas o
animal continuar em anestro apés o falso estro induzido. Novilhas pré-puberes
podem exibir estro sem ovulacado apds a remocao do implante, com similares
resultados sendo relatados para vacas em anestro, com algumas apresentando
sinais de estro e posteriormente ndo retornando mais ao estro. A conclusao é
de que o implante de progestageno associado ao estrogeno para fémeas
bovinas em anestro pode induzir o comportamento de estro, independente de
qualquer influéncia ou efeito ovariano.

Stevenson et al. (2006) usaram implantes de progestageno associado ao
Ovsynch para vacas anovulatorias e ciclando, verificando maiores perdas de
gestacdo entre 28-56 dias apds a IATF para vacas que ndo estavam ciclando
(31%), comparado com as vacas ciclando (16%). Entretanto, ndo encontraram
diferencas na taxa das que receberam ou ndo o implante (21%).

Gilbert (2004) e Lucy et al. (2004) afirmam que tratamentos com
progesterona sdo Uteis para vacas em anestro pds-parto, o que nao foi
confirmado por Nation et al. (2000), ao afirmarem que vacas magras (baixo
ECC) ao parto apresentam extenso periodo anovulatério no inicio da lactacao.
Estes pesquisadores verificaram também que o tratamento com implantes de
progesterona por cinco dias ndo foi suficiente para restaurar a fungcao do eixo
endocrino reprodutivo de vacas em anestro para que voltassem a ciclar, nao
sendo efetivo para aumentar as concentracbées de LH ou induzir estro e
ovulacao em vacas de baixo ECC.

McDougall et al. (2005) afirmam que o anestro anovulatério € problema
reprodutivo em rebanhos da Nova Zelandia, com + 20% das vacas nao sendo
detectadas em estro no inicio da estagdo de cruzamento. Trabalharam em 17
rebanhos, nos quais examinaram 1.883 vacas nao observadas em estro até 10
dias antes da estacdo de monta, uma média de 31,5% variando de 9,1%-52,5%
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entre rebanhos, das quais 1.555 (82,6%) estavam sem CL e 328 (17,4%) com
CL palpavel. Aplicaram progesterona intravaginal por seis dias, seguido dois
dias mais tarde de 1,0mg de cipionato de estradiol, fazendo a inseminacao
artificial. Verificaram 55% de gestagcdo nas vacas ciclando e 45% naquelas em
anestro. As vacas tiveram o ECC avaliado (escala de 1-10), sendo considerado
menor que 4,0 (baixo) e maior ou igual a 4,0 (alto). Estes autores verificaram
que vacas com alto ECC tiveram maior taxa de gestacdo aos 56 dias em
comparacao com aquelas de baixo ECC.

Wheaton e Lamb (2007) utilizaram implante de progesterona intravaginal
em 105 vacas Angus consideradas em anestro (sem CL) aos 40 dias pés-parto,
sendo as primiparas com *+ 2 anos de idade e 495 * 6 kg de peso vivo e as
multiparas com 3 anos de idade e 555 + 9 kg. O ECC médio variou de 4,8-5,4
entre 0s grupos experimentais (escala de 1-9), sendo 3 magro, 5 moderado e 7
ligeiramente gordo. Os autores verificaram inicio de ciclicidade (ovulagéo e
formacao de CL) em 44% dos animais (46/105), com 41% continuando em
anestro (43/105) e 15,2% (16/105) ovulando espontaneamente pré-tratamento.
Concluiram que o tratamento com implante de progesterona por menos de 10
dias estimulou o estro em vacas de corte em anestro p6s-parto.

Chebel et al. (2006) verificaram que o tratamento com CIDR em vacas
leiteiras de alta producdo aumenta a probabilidade de inicio do ciclo estral.
Todavia, 50% das vacas em anestro nao responderam ao tratamento.

Cerri et al. (2009) utilizaram implantes de progestagenos em vacas com
anestro pesando 680 kg, 45 kg de leite/dia, ECC em torno de 3,0 (1 = muito
magro € 5 = muito gorda) e foliculos com diametro de 17,9 + 0,8 (grupo 1) e
18,2 + 0,8 mm (grupo 2), mas sem CL. Concluiram que o implante de
progesterona pode estimular a ovulagdo, consequentemente, a formagéao de
um corpo luteo em alguns animais, desde que os mesmos apresentem FD com

didmetro acima de 10 mm.
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacao

Os experimentos foram conduzidos em quatro propriedades localizadas
na regiao de Valenga, Sul do Estado do Rio de Janeiro, no periodo de
dezembro de 2010 a dezembro de 2012, utilizando-se a mesma metodologia e
adequando-se ao manejo especifico de cada propriedade. O municipio localiza-
se nas coordenadas geograficas de 22° 14" Sul, 43° 42" Oeste e com 560 m de
altitude, com as estacdes do ano bem definidas com verbes quentes e
chuvosos e invernos frios e secos, clima Tropical de Altitude, com temperatura
média anual de 21,2°C e precipitacdo pluviométrica acima de 1.400 mm anuais.

3.2. Delineamento Experimental

Inicialmente foi realizada a sele¢do dos animais aptos ao experimento,
sendo descartadas vacas com menos de 35 dias pds-parto, animais gestantes
e animais com algum tipo de patologia. Os animais experimentais
apresentavam histérico de boa fertilidade, auséncia de sinais clinicos de
doencgas infecciosas ou metabdlicas e de alteracdes nos 6rgéos genitais. A
condicao reprodutiva foi avaliada por palpagdo e ultrassonografia transretal,
que possibilitou a visualizagcdo e a mensuracado das estruturas ovarianas (Beal
et al.,, 1992). A presenca ou auséncia de corpo luteo (CL), verificada por
ultrassonografia ao inicio do tratamento ndo foi considerada como critério de
selecdo. Os animais foram classificados quanto ao escore de condicao
corporal, segundo a escala de 1 a 5, segundo Ferreira (1990), onde 1 = muito
magra, 2 = magra, 3 = regular, 4 = boa e 5 = gorda. Esta categorizacao foi
realizada apenas no dia zero (dia do inicio). Foram considerados valores
intermediarios, como por exemplo, ECC = 2,5, quando o animal demonstrava

estar intermediario entre o magro e o regular.
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3.2.1. Experimento | — Dinamica ovariana em vacas magras na condicao

de anestro.

Neste experimento foram realizados os exames da dinamica folicular
durante 21 dias em 18 vacas lactantes em anestro, com ECC menor que 2,5.
As vacas foram mantidas juntas em pasto de braquiaria (Brachiaria Brizanta),
com sal mineral e agua a vontade.

A manifestagdo de estro foi monitorada visualmente durante uma hora
por trés vezes ao dia: manha (06:00 as 07:00h), meio-dia (12:00 as 13:00h) e a
tarde (18:00 as 19:00h), com auxilio de rufido preparado por aderéncia peniana
e equipado com bucal marcador com tinta de facil identificacdo. Durante os
horarios de observacao, quando necessario, os animais foram movimentados
visando o agrupamento dos mesmos, com maior contato entre si e evitando
assim, preferéncias por parte do grupo sexualmente ativo. Foram considerados
em estro 0s animais que aceitavam monta pelo rufido ou pelas companheiras
do rebanho e que se apresentavam com intensa marcacgao pela tinta do bucal
marcador.

Os exames ultrassonograficos foram realizados por via transretal,
utilizando-se um aparelho portatii da marca ALOKA, modelo SSD-500,
acoplado a um transdutor linear de 5 MHz. As medi¢des tiveram inicio ao acaso
e foram realizadas diariamente pela manha, por um Unico operador, durante
um periodo 21 dias em 18 animais. Foi registrado o didametro maximo do maior
foliculo. Os valores obtidos foram tabulados para representacado gréafica da
dinamica folicular dos animais.

A emergéncia da onda folicular foi estabelecida como o primeiro dia em
que se encontrou um foliculo com didmetro maior ou igual a 4mm. Cada onda
foi dividida em fase de crescimento, fase estatica e de regressao. A fase de
crescimento foi do dia da deteccéo do foliculo até o dia em que cessou o0 seu
crescimento progressivo. A fase estatica foi o periodo entre o ultimo dia de
crescimento até o inicio da reducao de seu didmetro. A fase de regressao foi
do ultimo dia do didmetro estético até atingir um didmetro igual a 4mm (Ginther
et al., 1989). O foliculo dominante de cada onda foi definido como aquele que
possuia 0 maior diametro, o qual excedeu o de todos os outros foliculos da
respectiva onda.
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Os diametros dos foliculos dominantes foram medidos pela maior
distdncia (mm) entre dois pontos da cavidade antral dos foliculos a partir de
4mm. Quando o foliculo atingiu seu didmetro maximo, calculou-se a duracao
em dias. O comprimento da onda de crescimento folicular correspondeu ao
namero de dias entre sua emergéncia e a regressao do foliculo dominante, até

um didmetro igual a 4mm.

3.2.2. Experimento Il — Inducao da ovulacao em vacas com diferentes
graus de escore de condicao corporal.

Neste experimento foram utilizadas 186 vacas em lactacdo, mesticas
Holandés X Zebu, com diferentes graus de sangue, com média de 79,1+ 29,3
dias de pés-parto. As fémeas foram mantidas em pastagens durante a estacao
chuvosa, sendo que, na estacdo seca do ano, recebiam suplementacdo de
volumoso no cocho. Durante o ano todo recebiam concentrado de acordo com
a producéo de leite, com disponibilidade de sal mineralizado e agua ad libitum.

As vacas foram agrupadas em trés grupos experimentais (G1, G2 e G3)
de acordo com o grau do Escore de Condicdo Corporal (ECC). No grupo G1
foram utilizados 69 animais com ECC menor que 2,5. No grupo G2 foram 68
animais com ECC igual a 2,5. No grupo G3 foram utilizados 49 animais com
ECC acima de 2,5.

Apé6s a divisdo dos grupos os animais receberam o mesmo protocolo
hormonal. Foi utilizado o seguinte protocolo hormonal para os animais de todos
0s grupos: no dia zero, apds a avaliacdo ginecoldgica, introduziu-se um
dispositivo intravaginal de progesterona (DIP) com 1,99 de progesterona
(CIDR®) e receberam a injecao intramuscular de 2mg de Benzoato de Estradiol
(BE) (Estrogin®). No dia sete foi realizada uma avaliag&do ultrassonografica nas
vacas para verificar a presenca ou nao de corpo luteo. Os animais que
apresentavam CL receberam 500ug de cloprostenol sédico (Sincrocio®)
intramuscular. Também no dia sete, os animais de todos os grupos receberam
300 Ul de ECG (Novormom®). No Dia oito foi retirado o implante de
progesterona e aplicado 1mg de cipionato de estradiol (ECP®), pela via
intramuscular. Apos a retirada do implante iniciou-se a observacao de estro.
Vacas detectadas em estro foram inseminadas 12 horas depois. Aquelas nao
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detectadas foram inseminadas 48 horas ap6s a retirada do implante. A
deteccao do estro foi realizada conforme descrito no experimento |.

Os exames ultrassonograficos foram realizados por via transretal,
utilizando-se um aparelho portatii da marca ALOKA, modelo SSD-500,
acoplado a um transdutor linear de 5 MHz.

Posteriormente a implementacdo do protocolo hormonal (dia zero),
foram realizadas quatro avaliagdes ginecolédgicas (palpagao e ultrasonografia
transretal), registrando-se:

Dia zero (dia da colocacdo do implante de progesterona): mensuracdao do
didmetro (mm) do maior foliculo de todos os animais experimentais e da area
(cm2) do corpo luteo, quando presente.

Dia oito (dia da retirada do implante de progesterona): mensuragéao do diametro
(mm) do maior foliculo de todos os animais experimentais.

Dia 17 (confirmacdo da ovulacdo apds o protocolo hormonal): identificou-se e
mensurou-se a presenca do corpo luteo e/ou tecido luteal (area), para
determinar a Taxa de Ovulacao (TO) e possibilitar a re-sincronizacao das que
ndao ovularam, mas foram consideradas aptas. A TO correspondeu ao
percentual de vacas que ovularam.

Dia 28 (diagnéstico de gestacao): foi realizado o diagnéstico de gestacao das
vacas, para determinar a Taxa de Prenhez (TP). A TP foi determinada pelo
percentual de vacas que conceberam do total de vacas inseminadas aos 28
dias apos a inseminagao artificial.
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3.3. ANALISES ESTATISTICAS

Cada variavel quantitativa foi submetida aos testes de Normalidade
(Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a analise de
variancia. Quando apresentaram significancia, foi realizado o teste de
comparacao de médias mais apropriado, no intuito de evitar erro estatistico tipo
| ou tipo Il (SAEG, 1999).

As variaveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingéncia
e analisadas pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (Sampaio,
2002).

As variaveis foram também submetidas ao teste de Correlacdo de
Pearson (SAEG, 1999).
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO | - Dinamica ovariana em vacas magras na condicao de

anestro.

Os exames ultrassonograficos tiveram inicio num mesmo dia, ao acaso,
em todas as 18 vacas, sendo repetidos diariamente até o vigésimo primeiro dia.
Nenhum animal apresentou estro, ovulacdo ou luteinizacao folicular durante a
avaliagdo da dinamica folicular, demonstrando que todas as vacas estavam em
anestro. Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com
algumas informagdes disponiveis na literatura. Segundo Drion et al. (2000),
vacas no inicio do pés-parto ou com baixa reserva corporal de gordura
provavelmente apresentardo o anestro tipo |, onde estdo presentes pequenos
foliculos. E provavel que este seja o tipo de anestro que predomina no Brasil,
tendo em vista que todos os animais apresentavam baixo ECC, provocado por
subnutricdo. Nesta condicdo nenhum protocolo hormonal deve ser indicado,
seja para IATF ou inducao do estro (Ferreira, 2010).

De acordo com Diskin et al. (2003) a acdo da nutricdo sobre a
reproducao inclui efeitos sistémicos: 1) no hipotalamo, via sintese e liberacao
de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH); 2) na adeno-hipofise, pela
sintese e liberacdo de FSH, LH e horménio do crescimento (GH); e 3) nos
ovarios, por meio da regulacdo do crescimento folicular e da sintese de
esteroides — (estradiol e progesterona). Isso interfere nos eventos da dindmica
folicular ovariana, tendo como consequéncia principal o prolongamento do
intervalo do parto a concepcao devido ao longo periodo de anestro, tanto em
vacas de leite como de corte (Dawuda et al., 2002; Tanaka et al., 2008).

Verificou-se que a dindmica folicular das vacas magras avaliadas
apresentou padrdo de dois ou trés ciclos de crescimento folicular, (23,3 e
77,7% para ciclos com duas e trés ondas, respectivamente). Neste sentido, o
anestro pds-parto é caracterizado pela emergéncia e divergéncia de sucessivas
ondas foliculares (Mihm, 1999). Dessa forma, ocorrem varias ondas foliculares
com foliculos pequenos (fato este observado no presente trabalho), até ocorrer
a primeira ovulacao pés-parto (McDougall et al., 1995).
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Esta predominéncia encontrada de ciclos com trés ondas também foi verificada
em gado europeu (Savio et al.,1988), em vacas Gir (Viana et al.,2000) e em
vacas mesticas Holandés X Zebu (Almeida Neto et al.,2011). Entretanto, vale
ressaltar que todos esses trabalhos utilizaram animais com atividade ovariana
luteal ciclica, enquanto que no presente trabalho todos os animais estavam em
anestro.

Em uma pesquisa similar ao presente trabalho, Borges et al. (2004),
utilizando vacas Gir em anestro durante os primeiros 50 dias pos-parto,
encontraram uma frequéncia de ondas foliculares média de 5,2+1,2, variando
de quatro a oito ondas. Este maior numero de ondas de crescimento folicular
pode ser explicada pelo maior tempo de avaliacdo, em torno de 50 dias,
enquanto que no presente experimento os animais foram avaliados durante o
periodo equivalente a um ciclo estral, ou seja, 21 dias.

As vacas apresentaram um padrao regular de crescimento e regressao
folicular. O diametro maximo dos foliculos dominantes para as ondas foi de
6,1+£0,7mm, com valor minimo de 5,2mm e maximo de 6,5mm. Os resultados
deste estudo sdo inferiores aos encontrados por Borges et al. (2004) em vacas
Gir no pds-parto, onde o tamanho dos foliculos dominantes foi de 8,9+0,6mm.
Esta diferenca observada ocorreu tendo em vista que estes autores avaliaram
vacas com bom ECC, enquanto que no presente experimento, foram utilizados
animais de baixo ECC. Neste contexto, o crescimento folicular é categorizado
em fase independente e dependente das gonadotrofinas (Webb et al., 2004).
Foliculos antrais crescem até o didmetro de 4mm na auséncia de FSH e LH,
indicando que as fases pré-antral e antral inicial ocorrem fundamentalmente a
partir de estimulos locais. Entretanto, o crescimento entre 4 e 8mm mostrou-se
dependente do FSH e independente do LH, enquanto que foliculos maiores
que 9 mm sé foram observados na presenca de LH endégeno ou FSH exdgeno
(Gong et al., 1996).

Os animais do presente experimento estavam submetidos a restricoes
alimentares crénicas, e todos tinham escore de condi¢do corporal menor que
2,5 na escala de 1 a 5. Sabe-se que ocorre redugédo do diametro do foliculo
dominante a medida que se acentua a perda de peso e escore corporal
(Murphy et al., 1991; Stagg, 2000; Cavestany, 2002; Alexander et al., 2007) .
Isto se deve a reducdo das concentragdes de leptina e IGF-I e aumento na
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secrecao de neuropeptideo-Y (Rhodes et al., 1995; Bossis et al., 1999; Stagg,
2000), até que se estabeleca o anestro, quando os animais de boa condicao
corporal perdem em média 17,0% (HALE, 1975) e 22 a 24,0% (Ferreira, 1990;
Diskin et al., 2003; Ferreira, 2010) do peso vivo inicial, fato que deve ter
ocorrido nos animais estudados.

Os foliculos dominantes cresceram a uma taxa de 0,58 + 0,2 mm/dia até
atingir o didmetro maximo e, posteriormente, regrediram em 0,63£0,3 mm/dia.
Estes valores sao inferiores aos encontrados em animais ciclicos, tanto
zebuinos (Borges et al., 2001) quanto mesticos (Almeida Neto et al., 2011).
Neste sentido, vale ressaltar que o crescimento folicular depende da secrecéo
de LH, influenciando inclusive a populacao folicular. Um balango energético
negativo ou uma restricdo alimentar cronica causa um efeito inibitério do
estrogeno na secrecdao de GnRH, o que se traduz em uma diminuicdo nos
pulsos de LH e numa diminui¢cdo do crescimento folicular (Cavestany, 2002).

O comprimento da onda dos foliculos dominantes foi de 8,0+2,9 dias,
cujos valores sdo inferiores aos 9,4+3,5 dias encontrados por Borges et al.,
(2004) em vacas da raca Gir em anestro pds-parto. Este menor comprimento
deve-se a menor duracdo da fase de crescimento (4,8+1,2 dias) e da
dominéncia folicular (2,8+1,1 dias). Essa menor duracdo do crescimento da
onda esta relacionado com a restricado nutricional crénica, levando a reducao
gradual na taxa de crescimento, no didmetro maximo e na persisténcia do
foliculo dominante, tanto de novilhas (Murphy et al., 1991; Alexander et al.,
2007), quanto de vacas em lactagcdo (Stagg, 2000), estando essas
caracteristicas ligadas, principalmente, ao padrao de secrecao de LH (Diskin et
al., 2003).
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4.2 EXPERIMENTO Il - Inducao da ovulacdo em vacas com diferentes

graus de escore de condicao corporal.

Foi observado menor didmetro folicular e area de corpo luteo (P<0,05)
nas vacas do grupo G1 em relacéo ao verificado nos grupos G2 e G3, tanto em
relacdo ao diametro folicular na colocacdo como na retirada do implante
intravaginal de progesterona (Tabela 1). O menor didmetro do foliculo
dominante no inicio da terapia hormonal das vacas do grupo G1, esta
provavelmente relacionado com fatores nutricionais, como consequéncia do
baixo escore de condicdo corporal dos animais deste grupo. Estes fatores
interferem negativamente no crescimento folicular e no retorno da atividade
ovariana luteal ciclica no poés-parto (Ferreira et al., 2000; Diskin et al., 2003;
Vanholder et al., 2006). Desta forma, animais com melhor condicdo metabdlica
e hormonal, possuem foliculos dominantes com didmetros igual ou superior a
10mm, ao inicio do protocolo hormonal (Ferreira, 1990), com melhor
capacidade de resposta ao protocolo hormonal (Amaral et al., 2008), situacéo
observada neste experimento, nos animais dos grupos G2 e G3.

Tabela 1: Efeito do Escore de Condicao Corporal (ECC) sobre as variaveis
Diametro Folicular na Colocacdo (FOLC) e na Retirada (FOLR) do implante
intravaginal de progesterona, area do corpo luteo (CL) formado apds o

tratamento hormonal de vacas mesticas leiteiras.

Grupos ECC* N FOLC FOLR CL

(mm) (mm) (cm?)
G1 <25 69 6,4+14% 72407 15%0,3°
G2 2,5 68 10,3+£0,7° 9,4+08°% 25+05°
G3 >25 49 116+12% 101+11% 29+06"

A B L Médias, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de t
Student.

* ECC segundo Ferreira, 1990 (variando de 1= muito magra a 5 =gorda). G1
vacas com ECC menor que 2,5. G2 animais com ECC igual a 2,5. G3 animais

com ECC acima de 2,5.

36



A diferenca no didmetro folicular do inicio do protocolo ao da retirado do
implante, s&o justificadas por se tratar de uma nova onda de crescimento
folicular. Neste contexto, B6 et al.(1991) observaram que a administracao
estrogeno no momento da insercao de um implante de progesterona resulta na
regressao dos foliculos presentes no momento do tratamento e na emergéncia
de uma nova onda de crescimento folicular. De acordo com O’Rourke et al.
(2000) e Burke et al. (2003) o estrogeno administrado na fase de dependéncia
do foliculo ao FSH atua em receptores da hipéfise anterior, bloqueando a
secrecdo de FSH. Esta condicdo provoca atresia dos foliculos dependentes
desta gonadotrofina. Dessa forma, a emergéncia de uma nova onda é iniciada
entre trés a cinco dias.

No presente experimento, o ECC das vacas apresentou correlagdo
positiva e elevada com os didametros foliculares na colocacéo (P=0,0001; 0,85)
ou na retirada do implante (P=0,0001; 0,75). As vacas mais magras do grupo
G1 apresentaram foliculos menores, enquanto que os animais dos grupos G2 e
G3 apresentaram foliculos maiores, provavelmente pela melhor condicao
metabdlica desses animais. S4 Filho e Vasconcelos (2008) afirmam que a
melhor condicdo metabdlica é acompanhada pelo aumento gradativo do
didmetro do foliculo dominante, tal como verificado nos grupos G2 e G3. Neste
sentido, Bossis et al. (2000) relataram que vacas de melhor escore de condicéo
corporal podem atender melhor suas exigéncias de lactacdo e também
apresentam menor sensibilidade do hipotalamo ao feedback negativo do
estradiol, aumentando gradativamente as concentracées sanguineas de LH,
insulina e IGF-I. Estes metabdlitos e horménios estimulam diretamente a
capacidade esteroidogéncia folicular e apresentam importante funcao na
selecdo e estabelecimento de dominancia folicular. A medida que transcorre o
periodo pds-parto, os estoques de LH hipofisarios vao sendo restabelecidos, a
concentracdo plasmatica e a frequéncia de pulsos de LH aumentam
linearmente e verifica-se que, a cada onda folicular, a taxa de crescimento, o
didmetro maximo e a persisténcia do foliculo dominante vao se tornando cada
vez maiores, até que ocorra a ovulacao (Jolly et al., 1995).

Verificou-se que o diametro do foliculo dominante, ao término do
protocolo no D8, foi de 7,2mm; 9,4mm e 10,1mm para os grupos G1, G2 e G3

respectivamente. Estes resultados encontrados foram inferiores aos descritos
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por Ayres et al. (2008) em vacas da raca nelore, os quais relatam diametros
dos foliculos dominantes de 12,1mm no momento da retirada no implante de
progesterona. Os resultados do presente estudo foram ainda semelhantes aos
encontrados por Colazo et al. (2003), de 10,8mm. No grupo G1, os animais
apresentaram diametro folicular menor. Desta forma, a diferenca no diametro
folicular parece ser reflexo, dentre outros fatores, da condicdo corporal dos
animais. Estudos demonstram que vacas de maior ECC apresentam melhor
desempenho reprodutivo no pds-parto. A nutricado, o ECC ao parto, a presenca
de cria e a amamentagdo contribuem aditivamente na velocidade para o
restabelecimento dos estoques e da secrecao de LH (Williams, 1990). A maior
mobilizacdo das reservas corporais pode ampliar o intervalo do parto ao
primeiro estro e ovulacédo, reduzindo as taxas de concep¢do e de prenhez,
além de causar anestro (Williams, 2001).

No presente estudo observou-se correlacao positiva entre o tamanho do
foliculo com o tamanho do corpo luteo (P=0,0001; 0,62) corroborando com o0s
dados da literatura. Neste sentido, a ovulacao de foliculos de 7,2 + 0,7mm de
didmetro (mensurados no D8), resultaram em corpos luteos menores (1,5 £
0,3cm?), baixas taxas de ovulacdo (53,6%) e de prenhez (17,4%). A area luteal,
sete dias apds o estro, foi de 1,5; 2,5 e 2,9 cm?, para os grupos G1, G2 e G3.
Os resultados do presente trabalho sdo semelhantes aos encontrados por
Amaral, (2009) que trabalhou com vacas Gir leiteiro em anestro pds-parto,
encontrando valores variando de 1,6 a 2,2 cm?. No entanto, sdo inferiores aos
descritos por Borges et al. (2003) com vacas Gir Leiteiro (2,8 a 4,8 cm?). Esta
maior area encontrada por estes autores é justificavel, tendo em vista que
utilizaram animais ciclando.

O escore de condicdo corporal, numero de animais por grupo
experimental, taxa de ovulacao e taxa de prenhez, ap6s o protocolo hormonal

estdo apresentados na Tabela2.
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Tabela 2: Efeitos do Escore de Condicdo Corporal (ECC) sobre a Taxa de
Ovulacado (TO) e Taxa de Prenhez (TP) de vacas mesticas leiteiras apds o
protocolo hormonal.

Taxa de Taxa de

Grupos ECC* N Ovulagdo  Prenhez
(%) (%)

G1 <25 69 53,6 ° 14,4°

G2 2,5 68 72,17 36,8 "

G3 >25 49 79,6 * 40,8 *

A Médias, na mesma coluna, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de X?

*ECC segundo Ferreira, 1990 (variando de 1= muito magra a 5 =gorda).
G1 vacas com ECC menor que 2,5. G2 animais com ECC igual a 2,5. G3
animais com ECC acima de 2,5.

A relacao positiva entre 0 ECC e as taxas de ovulacdo e prenhez ja é
bastante conhecida e foi descrita por diversos autores (Bastos et al., 2004; Sa
Filho et al.,2009). No presente experimento, o ECC apresentou correlacado
positiva e elevada com as taxas de ovulacdo (P=0,0001; 0,55) e de prenhez
(P=0,0001; 0,70). Vacas com ECC igual ou superior a 2,5 (escala de 1 a 5)
apresentaram maior taxa de ovulacéao (P<0,05) e taxa de prenhez (P<0,05), em
relagdo as vacas com ECC menor que 2,5. Em um trabalho similar executado
por Gottschall (2011) encontrou taxas de prenhez similares, 31%; 47% e 55%
para animais com ECC menor que 2,5, ECC de 2,5 a 3,0 e ECC maior que 3,0,
respectivamente. Neste contexto, Bastos et al. (2004) concluiram que vacas
em baixa condicdo corporal e usualmente em balanco energético negativo
apresentam menor frequéncia pulsatil de LH, o que afeta o tamanho final do
foliculo ovulatério. A influéncia do ECC na taxa de ovulagdo e prenhez,
verificada no presente estudo, corrobora com Sa Filho et al. (2009) avaliando
dados retrospectivos de mais de 64.000 IATF. Estes pesquisadores
encontraram relacdo positiva entre a taxa de concepcao a IATF e o ECC. Os
autores afirmam que o ECC é um preditor confiavel de probabilidade de

prenhez, quando sao utilizados protocolos hormonais para a IATF. Esses
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resultados corroboram com os achados no presente estudo, sendo
recomendada a utilizagdo de protocolos em animais com bom ECC.

A relacao positiva entre o diametro folicular e a taxa de ovulagao ja foi
descrita por diversos autores (Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008;
Carvalho et al., 2008). No presente estudo observou-se que a taxa de ovulagéao
foi de 53,6%; 72,1% e 79,6% para os respectivos grupos G1, G2 e G3, apés a
terapia hormonal. O resultado do grupo G1 foi inferior (P<0,05) aos
encontrados nos grupos G2 e G3, os quais foram semelhantes entre si
(P>0,05). As melhores respostas nos grupos G2 e G3, pode ser explicada pelo
melhor ECC dos grupos, além dos diametros dos foliculos dominantes
superiores a 10mm, ao inicio do protocolo hormonal, o que confere aos animais
melhor condicdo metabdlica e hormonal (Ferreira, 1990), com melhor
capacidade de resposta aos protocolos de IATF (Amaral et al., 2008). Os
resultados encontrados foram semelhantes aos disponiveis na literatura,
variando de 53% a 90% do total de animais, tanto Bos taurus taurus quanto em
Bos taurus indicus e seus cruzamentos (Fike et al., 1997; Borges e Gregory,
2003; Ross et al., 2004; Barbosa et al., 2011).

A baixa taxa de ovulacédo do Grupo G1 (53,6%), pode ser explicada pela
auséncia de um foliculo dominante responsivo aos sinais pré-ovulatorios no
momento da indugéo ou, entdo, devido a nao maturagéo do foliculo dominante
oriundo do tratamento hormonal (Burke et al., 2001). Sabe-se que as taxas de
ovulacao e gestagao, apds o tratamento hormonal, sdo superiores para animais
que apresentam foliculos dominantes com maiores diametros (Rhodes et al.,
2003). Ainda de acordo com Burke et al. (2001), 50% das fémeas que
possuiam foliculo de diametro de 9,0mm ovularam, contra 100% daquelas cujo
o foliculo possuia diametro de 13,8mm ao final do tratamento hormonal.

As taxas de prenhez foram de 17,4%, 36,8% e 40,8% para o0s
respectivos grupos G1, G2 e G3. Verificou-se diferenca (P<0,05) para esse
parametro entre os grupos experimentais. Segundo os resultados deste estudo,
os animais do G1 (vacas magras) apresentaram menores taxas de prenhez a
IATF, ressaltando a importancia do ECC sobre o resultado reprodutivo em
rebanhos leiteiros. Estes dados estdo de acordo com outras publicacdes em
vacas leiteiras submetidas a protocolos de IATF (Souza et al., 2007).

Corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, a taxa de
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prenhez é menor quando os animais apresentam ECC abaixo de 2,5 (Moreira
et al., 2000; Galvao et al., 2004; Souza et al., 2007).

Uma das causas desta baixa taxa de gestacao nos animais do grupo G1
foi a reduzida taxa de ovulacao (53,6%), quando comparada a ocorrida nos
animais dos grupos G2 e G3 (72,1 e 70,6%, respectivamente). Adicionalmente,
estes animais apresentaram pequenos corpos luteos, os quais, segundo
Bridges et al. (2004), sdo mais propensos a sofrer lutedlise prematura. Além
disto, vacas magras apresentam baixas concentracoes de IGF-I, que também
podem estar associadas a um desenvolvimento embrionario sub 6étimo
(Velazquez et al., 2005). Desta forma, em protocolos de IATF, a indugédo de
ovulacao de foliculos imaturos e pequenos € indesejada, podendo ser
responsaveis por menores taxas de prenhez (Perry et al., 2007).

Neste sentido, Souza (2008) trabalhando com vacas holandesas,
verificou que a condicdo corporal dos animais afeta a taxa de concepgéao dos
protocolos de IATF. O mesmo foi observado em pesquisas em vacas leiteiras
de alta producao submetidas a IATF (Souza et al., 2007). Logo, o ECC ao inicio
da terapia hormonal deve ser considerado, uma vez que a capacidade do
tratamento hormonal em superar os efeitos causadores do anestro varia muito
entre os animais (Fike et al., 1997).

No presente estudo observou-se correlacdo entre o tamanho do foliculo
e as taxas de ovulacdao (P=0,0001; 0,82) e prenhez (P=0,0001; 0,76),
corroborando com os resultados da literatura (Castilho et al., 2007; Gimenes et
al., 2008; Carvalho et al., 2008). Neste sentido, os foliculos das vacas do grupo
G1, tiveram média de 7,2 + 0,7mm de didmetro, no dia oito do protocolo (D8),
resultando em baixas taxas de concepcao (17,4%). Uma possivel explicacdo
para este resultado seria que os animais deste grupo sofriam restricdo
alimentar crdénica, cuja a condicao leva a reducdo do didmetro do foliculo
dominante a medida que se acentua a perda de peso e de escore corporal. Isto
se deve a reducdo das concentracbes de leptina e IGF-I e aumento na
secrecao de neuropeptideo-Y (Rhodes et al., 1995; Bossis et al., 1999; Stagg,
2000), até que se estabeleca o anestro, quando os animais perdem em média
17% (Hale, 1975) e 22 a 24% (Ferreira, 1990; Diskin et al., 2003) do peso vivo
inicial. O retorno ao estro ndo ocorre até que haja recuperagcao do peso vivo a
um patamar superior aquele quando iniciou o anestro (Hale, 1975; Ferreira,
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1990; Diskin et al., 2003). Da mesma forma, baixas concentracdes de IGF-I
também podem estar associadas a um desenvolvimento embrionario sub étimo
(Velazquez et al., 2005).

De acordo como Drion et al. (2000), no anestro tipo | estdo ausentes
foliculos grandes. E provavel que este seja o tipo de anestro que predomina no
Brasil, provocado por subnutricdo, motivo porque ndo se podem extrapolar para
o Brasil os resultados positivos obtidos em paises com melhor condicdo de
manejo nutricional, onde tratamentos hormonais induzem a ciclicidade em
muitas vacas com anestro. Isto ocorre porque a quase totalidade do anestro em
rebanhos bovinos de paises desenvolvidos esta relacionada a animais com
presenca de foliculos maiores que 10mm (Ferreira, 2010).

Considerando todas as variaveis estudadas no presente experimento, os
resultados inferiores observados nos animais com ECC menor que 2,5 (G1)
ocorreram provavelmente devido ao baixo escore corporal, causado pela
nutricdo inadequada. Segundo Drion et al. (2000), vacas no inicio do pds-parto
ou com baixo ECC nao respondem a tratamento hormonal. Relatam ainda que
corrigir o manejo é mais apropriado que o difundido uso de horménios
exégenos. Corroborando com estes autores Peter et al. (2009) concluem que
preferem focar o aumento na fertilidade do animal ou do rebanho promovendo
um bom manejo, do que contar com o difundido uso de horménios exégenos.
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5.0. CONCLUSOES

O didmetro folicular no inicio do protocolo de inseminagéo artificial em tempo
fixo (IATF) influencia na posterior taxa de prenhez. Isto ressalta a importancia
da utilizacao da ultrassonografia na selecao de animais em anestro para o uso
da IATF.

Vacas em anestro por subnutricdo, com escore de condicdo corporal (ECC)
menor que 2,5 (variando de 1 a 5) apresentam foliculos pequenos e raramente

foliculo dominante de 6-7mm, em sua dindmica ovariana.
A utilizagdo de vacas de baixo ECC (menor que 2,5) em protocolos de IATF

diminuem as taxas de ovulacdo e prenhez, em relacao as vacas de melhor
ECC.
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