UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

DINAMICA FOLICULAR, CONCENTRAGCAO SI’§RICA DE HORMONIO
LUTEINIZANTE E CITOLOGIA VAGINAL DE FEMEAS NELORE (Bos
taurus indicus) SUBMETIDAS A SINCRONIZACAO DA OVULAGAO

Henrique Trevizoli Ferraz
Orientador: Prof. Dr. Benedito Dias de Oliveira Filho

GOIANIA
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



HENRIQUE TREVIZOLI FERRAZ

DINAMICA FOLICULAR, CONCENTRACAO SERICA DE HORMONIO
LUTEINIZANTE E CITOLOGIA VAGINAL DE FEMEAS NELORE (Bos
taurus indicus) SUBMETIDAS A SINCRONIZAGAO DA OVULAGCAO

Dissertacédo apresentada para obtencao
do grau de Mestre em Ciéncia Animal
junto a Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias

Area de Concentragao:
Producéao Animal

Orientador:
Prof. Dr. Benedito de Oliveira Filho - UFG

Comité de Orientacao:
Prof. Dr. Reginaldo Nassar Ferreira - UFG
Prof. Dr. Jodo Teodoro Padua - UFG

GOIANIA
2007



HENRIQUE TREVIZOLI FERRAZ

Dissertagdo defendida e aprovada em 02 de margo de 2007, pela seguinte Banca
Examinadora:

Prof. Dr. Benedito Dias de Oliveira Filho - UFG
Presidente da Banca

Prof. Dr. Sony Dimas Bicudo - UNESP

Profe. Dr2. Maria Lucia Gambarini - UFG



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a todos os funcionarios, professores e
colegas de graduacao e pods-graduacao da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias que, de alguma forma, contribuiram n&o somente para minha
formacéo profissional, mas também pessoal e de carater.

Aos queridos orientadores Prof. Benedito Dias de Oliveira Filho e Profa. Maria
Lacia Gambarini Meirinhos e, aos mais que colegas de pos-graduagao, meu amigos
e “irmaos” Prof. Marco Antonio de Oliveira Viu e Dyomar Toledo Lopes, por estarem
sempre ao meu lado nestes dois ultimos sofridos e preciosos anos.

A empresa Ouro Fino Ltda pelo fornecimento de parte dos horménios
utilizados neste experimento e a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES) pela concesséo da bolsa de pds-graduacgéo, permitindo que
me dedicasse quase que exclusivamente as atividades de ensino e pesquisa do
programa de pés-graduacao.

Agradecimento especial ofere¢co as colegas de profissdo e amigas Lorenna
Cardoso Rezende e Ana Paula Fernandes Sousa, pela imensuravel colaboragdao no
desenvolvimento deste trabalho.

Ao “amigo-irmao” Thyago Macedo de Oliveira Ribeiro pela grande ajuda na
confecgao deste trabalho.

A minha avé Lucilla Campana Trevizoli, proprietaria da Fazenda Santa Rosa,
onde foi desenvolvido o trabalho de campo. A todos os funcionarios desta
propriedade por toda dedicagéo prestada ao manejo com os animais utilizados neste
estudo.

Aos meus pais, Claudir José Ferraz e Ligia Maria Trevizoli Ferraz, e meus
irmaos Felipe Trevizoli Ferraz e Bruna Trevizoli Ferraz, pelo apoio incondicional
oferecido durante toda minha vida e, como n&o podia deixar de ser, em mais este
momento tdo importante da minha formacgéo.

Por fim gostaria de agradecer a Deus por todas as oportunidades e gracas a

mim concedidas.



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ..ottt 1
2 REVISAO DE LITERATURA . ......oootiiiiceie ettt 3
2.1 Bases fisiologicas do ciclo reprodutivo e fungao ovariana.............cccccccuvvneee. 3
2.1.1 ASpPectos €NAOCIINOS......coooeiiieieeeeee e 3
2.1.2 DINAMICA fOlICUIAN ... 4
2.2 Sincronizagao da ovulagdo com protocolos que utilizam progestagenos...... 6
2.2.1 Associag&o de BE e progestageno..........coooviiiiiiiiiiiiiiieeeeiieeee e 7
2.2.2 Uso da PGF2a ou seus analogos SintétiCoS.............uueeiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeenn, 7
2.2.3 Uso do BE na sincronizagao da ovulagao............ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 8
2.3 Pico pré-ovulatorio de LH..........oooo 9
2.4 Estrutura celular basica do epitélio vaginal................ccccveeiiiieiiiiiiiiiinns 10
3 MATERIAL E METODOS......cooiiteeieeeeeeeteeeeeee et ee et aneans 12
3.1 Local e periodo experimental..............ooooiiiiiiiii 12
3.2 ANIIMAIS ..ttt e e e e e 12
3.3 Protocolo hormonal para sincronizagao da ovulagdo.................eeevvevevvivenennnns 14
3.4 ENSaios eXPerimentaiS. ..........uuuuuuueuui e 15
34T ENSIO 1. 15
3.4.1.1 Exame ultra-SoNOGrafiCo.........ccouiiiiiiiiiiiiiiii e 15
3.4.1.2 Avaliacgao da citologia vaginal............c.ccooi 16
4.2 ENSIO 2.t 16
3.4.2.1 Colheitas de SANQUE............cciiiiiiiiiiiiie et 17
3.4.2.2 Determinacéo das concentragdes seéricas hormonais..................eeueeenee. 17

3.5 ANAlISE S atiStiCa. . e 17



4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccuieeieeeeeeeieeeeteetee et 19
4.1 DIiN@MICa fOIICUIAN..........eiiiiiieeee e 19
4.2 Pico pré-ovulatoriode LH............oo e 25
4.3 Citologia vaginal........cccooeeee i, 29
5 CONCLUSOES.......ooooeieeeeeeeeeetee et 34
B ANEXOS... ..ottt ettt et et ene e aneeeneeeas 35

REFERENCIAS . ... e e e et e e e 39

Vi



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Ocorréncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular
(Adaptado de Ginther et al., 1996)...........cccooveiiiiiiiiiii e,

Novilhas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006.............cueeveueemmnennnnnnnnnnnns

Vacas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 20086..............ceeveueemmnnnnnnnnnnnnnns

Momento da aplicacdo do implante auricular de NOR nas
fémeas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006..............eeeeeeeemmnennnnnnnnnnnns

Protocolo hormonal (BE-NOR-PGF2a-BE) utilizado nas
fémeas do experimento - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO,

Representagao grafica da dindmica folicular média observada
nas novilhas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006..............ceeveeeeemnennnnnnnnnnnns

Representagao grafica da dindmica folicular média observada
nas vacas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006..............eueuemiiiiiiiiiananennn.

Pico pré-ovulatério de LH observado na novilha submetida ao
protocolo BE-NOR-PGF2a0-BE em colheitas de sangue
realizadas a cada 15 minutos, totalizando 21 observacbdes -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006..............eueeemiiiiiiiiinnanennn.

Picos pré-ovulatérios de LH observados nas vacas submetidas
ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue
realizadas a cada 15 minutos, totalizando 24 observagbdes -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 20086..............eeereueemmnnmnnnnnnnnnnns

13

13

14

14

24

24

28

vii



viii

Figura 10 Percentagem de células vaginais basais, parabasais e
intermediarias jovens de novilhas e vacas Nelore submetidas
ao PSO BE-NOR-PGF20-BE nos diferentes periodos do
protocolo hormonal - Fazenda Santa Rosa, Cacgu-GO, 2006..... 32

Figura 11 Percentagem de células vaginais intermediarias velhas,
superficiais nucleadas e anucleadas de novilhas e vacas
Nelore submetidas ao PSO BE-NOR-PGF2a-BE nos
diferentes periodos do protocolo hormonal - Fazenda Santa
Rosa, Cagu-GO, 2006............uuuurrmrueireiiieiiei s 33

Figura 12 Dinamica folicular das novilhas Nelore submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cacgu-
GO, 2000.....ceeeeeeeee ettt 35

Figura 13 Dinamica folicular das vacas Nelore submetidas ao protocolo
BE-NOR-PGF20-BE - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO,
20086, e 36

Figura 14 Niveis séricos de LH nas novilhas submetidas ao protocolo
hormonal BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue
realizadas a cada 15 minutos, totalizando 21 observagdes -
Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 20086..............eeeveuemmmnnnnnnnnnnnnnns 37

Figura 15 Niveis séricos de LH nas vacas submetidas ao protocolo
hormonal BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue
realizadas a cada 15 minutos, totalizando 24 observagdes -
Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2006............cccceeeeerrmrrnenneennne. 38



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Diametro maximo (DMAX), minimo (DMIN), médio = erro
padrao (MxEP) e coeficiente de variagcdo (CV) do foliculo
ovulatério de novilhas e vacas Nelore submetidas ao protocolo
BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2006...

Diametro maximo (DMAX), minimo (DMIN), médio = erro
padrdao (uxEP) e coeficiente de variacdo (CV) do corpo luteo
formado apés o PSO BE-NOR-PGF20-BE em novilhas e
vacas Nelore - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006...............

Intervalo médio * erro padrao (uxEP) e coeficiente de variagcéo
(CV) entre o inicio do protocolo e o surgimento de uma nova
onda folicular (IP-NO); entre a retirada do implante de P4 e a
ovulagao (RI-OV); e entre a aplicagao do BE e a ovulagao (BE-
OV) em novilhas e vacas Nelore submetidas ao protocolo BE-
NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cacgu-GO, 2006.........

Concentragao maxima (CMAX), minima (CMIN), média * erro
padrao (uxEP) e coeficiente de variagcao (CV) dos niveis
séricos de hormdnio luteinizante em novilhas e vacas Nelore
submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa
Rosa, Cagu-GO, 2006..........ccoevvmuuuiieeeeeeeeeecee e

Porcentagem média £ erro padrdo (u£EP) de células vaginais
basais (BAS); parabasais (PAR); intermediarias jovens (INJ);
intermediarias velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU); e
superficiais anucleadas (SAN) nos diferentes periodos do
protocolo hormonal (BE-NOR-PGF2a-BE) em novilhas da raca
Nelore, Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006..........c.ccccceeeeeeeee.

Porcentagem média £ erro padrdo (u£EP) de células vaginais
basais (BAS); parabasais (PAR); intermediarias jovens (INJ);
intermediarias velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU); e
superficiais anucleadas (SAN) nos diferentes periodos do
protocolo hormonal (BE-NOR-PGF2a-BE) em vacas da raca
Nelore, Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006...............ccceeeeeeee.

20

21

23

26

30



PGF2a
PSO
P4

TE

LISTA DE ABREVIATURAS

benzoato de estradiol

corpo luteo

foliculo dominante

fertilizagao in vitro

horménio foliculo estimulante
horménio liberador das gonadotrofinas
inseminacéo artificial

inseminacao artificial em tempo fixo
intra-muscular

horménio luteinizante

norgestomet

prostaglandina F2a

protocolo de sincronizagido da ovulagao
progesterona

transferéncia de embridao



Xi

RESUMO
Desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de acompanhar a atividade ovariana e

o momento da ovulacao; avaliar a freqliéncia de pulsos e a amplitude do pico pré-
ovulatorio de LH; e caracterizar as alteragdes na citologia vaginal de novilhas e vacas
Nelore submetidas a um protocolo hormonal para realizacdo da IATF. Os animais
foram submetidos a aplicacédo de 2,0 mg de BE juntamente com implante de NOR
(DO). Apos oito dias (D8), no momento da retirada do implante, realizou-se a
aplicagéo de 0,50 mg de cloprostenol sédico. No D9 aplicou-se 1,0 mg de BE. O
didmetro médio do foliculo ovulatério das novilhas foi de 8,16+£0,27 mm e das vacas
foi de 8,85+0,22 mm. O intervalo médio entre o inicio do protocolo e o surgimento de
uma nova onda folicular foi de 3,80+0,37 e 3,50%0,50 dias, respectivamente para
novilhas e vacas. O tempo necessario para a ovulagcao apés a retirada do implante
de norgestomet foi de 64,60+1,47 horas para as novilhas e de 65,75+3,94 horas para
as vacas. A ovulagdo ocorreu, em média, 40,6+1,47 horas para as novilhas e
41,50+3,77 horas para as vacas apos a aplicagcdo da segunda dose de BE. Em
apenas uma das seis novilhas e em quatro das seis vacas, pdde-se observar o pico
pré-ovulatério de LH, sendo a amplitude maxima verificada, em média, de 4,58+0,67
ng/mL. Nos animais em que n&o se observou o pico de LH, foi possivel determinar as
concentragdes médias deste horménio durante sua liberagdo pulsatil. Para as
novilhas estas foram de 0,90+0,03 ng/mL e para as vacas de 0,86+0,03 ng/mL. As
células parabasais predominaram durante todo o periodo observado em ambas as
categorias. As intermediarias jovens e as superficiais anucleadas foram mais
frequentemente observadas (P<0,05) apos as aplicagdes de BE. Os resultados
obtidos neste estudo permitem concluir que o uso do progestageno associado ao BE
no inicio do PSO foi eficiente na sincronizagdo de uma nova onda de crescimento
folicular e a aplicagdo do BE no final do protocolo hormonal foi eficaz na indugao da
ovulacdo. Nas novilhas o pico pré-ovulatério de LH teve apresentacao diferente do
predominante nas vacas. A citologia vaginal ndo fornece elementos que permitam
avaliar a condicao ovariana de fémeas bovinas submetidas a sincronizagdo da
ovulacgao.

Palavras-chave: Bovinos, endocrinologia, IATF, reprodugéo, ultra-sonografia
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ABSTRACT
This work was designed to evaluate the ovarian activity, the moment of ovulation, the

frequency of LH pulses and the amplitude of LH surge before ovulation in Nelore
heifers and cows submitted to a hormonal protocol to synchronize the ovulation
(PSO), as well as to characterize the hormonal effect on vaginal epithelium through
the cells modifications. The animals were submitted to the application of 2,0 mg of
Estradiol Benzoate (BE) in the moment of the auricular implant with norgestomet (Day
0, DO). After eight days (D8), together with the implants removal, the females received
0,50 mg of cloprostenol sodic, and 1,0 mg of BE on Day 9 (D9). Means for ovulatory
follicle of heifers was 8,16+£0,27 mm and of cows, 8,85+0,22 mm. Average interval
between the beginning of protocol and the appearance of a new follicular wave was
3,80+0,37 and 3,50+0,50 days for heifers and cows, respectively. The required time
for ovulation after implants removal was 64,60+1,47 hours for heifers and 65,75+3,94
hours for cows. The ovulation occurred, on average, 40,6+1,47 and 41,50£3,77 hours
after second dose of BE for heifers and cows, respectively. In one heifer and four
cows was possible to detect the LH surge, and greatest amplitude was 4, 580, 67
ng/mL, in average. For the animals whose LH surge was not verified during the
analyzed period, it was possible to determine the pulsatil LH profile, with means of
0,90+0,03 ng/mL for heifers and 0,86+0,03 ng/mL for cows. Regarding vaginal cellular
profile, there was a predominance of parabasal cells during the entire period of study,
for both animal categories. The young intermediate and the superficial without nuclei
cells were more frequently observed (P <0, 05) after the BE application. The obtained
results in the present study allow to conclude that the association of norgestomet and
BE in the beginning of PSO was efficient to synchronize a new follicular growth wave
the use of BE in the end of PSO was effective to induce the ovulation. In the heifers
the LH surges occur in a different way of cows. The vaginal cytology don’t give
information to predict the ovarian function of bovine females submitted to a PSO.

Key-words: Bovine, endocrinology, TAI, reproduction, ultra-sonography



1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e hoje é
o primeiro pais no ranking de exportagcdes de carne bovina. Porém o pecuarista,
por ser o elo mais fraco e desorganizado da cadeia produtiva, ainda é
extremamente mal remunerado. Isso exige a maxima eficiéncia de produgdo com
0 menor custo possivel, na tentativa de aumentar as margens de lucro desta
atividade.

A maioria dos sistemas de producéo ainda nao esta preparada para
atender a esses requisitos e apresenta indices produtivos bem abaixo do
esperado, tornando-os fadados ao fracasso e a exclusdao da atividade,
permanecendo assim somente aqueles capazes de produzir mais e com
qualidade.

Em um sistema de producdo de bovinos de corte, a eficiéncia
reprodutiva € o aspecto mais importante da atividade, por estar diretamente
relacionada ao aumento na taxa de desfrute do rebanho. Muitas sdo as
biotecnologias da reproducdo disponiveis para a maximizagcdo dos indices
reprodutivos, mas algumas como a TE e a FIV, devido ao alto custo de
implantagdo e necessidade de manejo especifico e diferenciado, ficam restritas
aos plantéis de elite, multiplicadores da melhor genética disponivel.

Dentre as biotecnologias aplicaveis a pecuaria comercial destacam-
se a |A e a IATF, uma vez que estas séo estratégias economicamente viaveis que
propiciam a melhoria do rebanho por meio do uso de sémen de touros
comprovadamente superiores. No entanto, ainda s&o escassos os estudos sobre a
fisiologia reprodutiva de fémeas Nelore (Bos taurus indicus) submetidas a
protocolos hormonais para sincronizagcao da ovulagao e realizacao da IATF na
regido central do Brasil.

O Centro-Oeste Dbrasileiro possui um rebanho bovino de
aproximadamente 72 milhdes de cabegcas com mais de 80% de zebuinos (IBGE,
2005), grande parte das quais formadoras de plantéis de cria. Por isso, dados

mais precisos sobre o momento do pico pré-ovulatério de LH; tempo para



ovulagao apo6s o uso dos horménios exdégenos indutores e apds o pico fisioldgico
de LH; bem como a citologia vaginal caracteristica de cada etapa do PSO,
poderiam auxiliar na determinagdo do melhor momento para a realizagao da IATF,
aumentando a eficiéncia dos protocolos e maximizando o retorno econémico do
produtor, devido ao incremento na producao de bezerros de qualidade.
Considerando-se esta realidade, desenvolveu-se este trabalho com o
objetivo de caracterizar a atividade ovariana e o momento da ovulagédo; a
frequéncia de pulsos e a amplitude do pico pré-ovulatério de LH; e as alteracdes
na citologia vaginal de novilhas e vacas Nelore submetidas a um protocolo

hormonal para realizacédo da IATF.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bases fisiolégicas do ciclo reprodutivo e fungao ovariana

Os bovinos s&o animais poliéstricos anuais (HAFEZ & HAFEZ, 2004),
ou seja, apresentam varios ciclos estrais ao longo do ano. Ciclo estral € o conjunto
de fenbmenos ocorridos entre dois episddios de estro. Em fémeas bovinas o ciclo
estral varia de 17 a 25 dias, com intervalos médios de 20 dias para novilhas e 22
dias para vacas (SIROIS & FORTUNE, 1988).

2.1.1 Aspectos endoécrinos

O GnRH é produzido no hipotalamo e atinge a hipéfise anterior por
meio do sistema porta-hipotalamico-hipofisario, causando a liberacdo dos
horménios gonadotroficos: FSH e LH (BARUSELLI et al., 2004). Estes irdo atuar
nos ovarios, sendo o FSH responsavel pelo crescimento dos pequenos foliculos
(ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 1997; WEBB et al., 2004), enquanto o LH
atua no desenvolvimento final e ovulacdo do FD (GINTHER et al., 1998; MIHM &
AUSTIN, 2002; WEBB et al., 2004).

O 17p estradiol € o principal horménio estrogénico da fémea, sendo
produzido pelas células da parede dos foliculos ovarianos, sob o controle do FSH
nas células da teca e do LH nas células da granulosa dos pequenos foliculos, e
sob o controle do LH nas células da teca e da granulosa dos grandes foliculos
(HAFEZ & HAFEZ, 2004). Quando produzido na presenga do FD, ele é o
responsavel pela retroalimentagdo negativa ao FSH e pela retroalimentacéo
positiva ao LH (NETT et al.,, 2002) que, na auséncia de P4, induz o pico pré-
ovulatério de LH e também o comportamento de estro (BARROS et al., 1995;
VASCONCELOS et al., 2004).



Nos bovinos a lise do CL e, conseqlentemente, a queda das
concentragdes séricas de P4, ocorre devido a liberacdo pulsatil de PGF2a pelo
endométrio uterino (OKUDA et al., 2002).

2.1.2 Dinamica folicular

O processo continuo de crescimento e regressado dos foliculos que
culmina com o desenvolvimento do foliculo ovulatério € chamado de dindmica
folicular (LUCY et al., 1992). Durante o desenvolvimento folicular, grupos de
foliculos sao recrutados, selecionados e um deles alcanga a dominancia folicular,
podendo entdo ovular ou tornar-se atrésico (FORTUNE, 1994). O desenvolvimento
folicular na espécie bovina envolve o recrutamento de um grupo de foliculos
primordiais para iniciar o crescimento (fase de recrutamento). Dentre estes, um
foliculo é selecionado, nao sofre atresia e potencialmente pode chegar a ovular
(fase de selegdo). O foliculo selecionado se destaca e passa a crescer mais
rapidamente que os outros, suprimindo o crescimento dos demais e inibindo o
recrutamento de um novo grupo de foliculos (fase de dominancia) (SIROIS &
FORTUNE, 1988; BARROS et al, 1995). Portanto, cada onda de crescimento
folicular € dividida em quatro fases: emergéncia ou recrutamento, selecgao,
dominancia e atresia ou ovulagdo do FD (GINTHER et al., 1997).

A emergéncia de uma nova onda € estimulada pelo aumento
transitorio nas concentragbes plasmaticas de FSH (ADAMS et al., 1992). Apés o
pico de FSH e o declinio dos niveis circulantes deste hormonio, ocorre a atresia
dos foliculos subordinados recrutados no inicio da onda de crescimento folicular
(GINTHER et al., 1997). A partir de entdo ocorre o fendbmeno da divergéncia ou
desvio folicular, definida como o inicio da mudanga nas taxas de crescimento entre
o foliculo selecionado (dominante) e os demais (subordinados) (GINTHER et al.,
1996). Neste momento o FD apresenta didmetro em torno de 8,50 mm em animais
Bos taurus taurus (GINTHER et al., 1999; KULICK et al., 1999) e de 6,0 mm em
Bos taurus indicus (SARTORELLI et al., 2003; SARTORELLI et al., 2005). Entdo o



FD passa a ser LH dependente, até que ocorra a ovulagao ou atresia (GINTHER
et al., 1996; WEBB et al., 2004).

O didmetro maximo do foliculo pré-ovulatério em zebuinos estd em
torno de 10,00 a 12,00 mm (FIGUEIREDO et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998;
BORGES et al., 2003), menor do que o frequentemente relatado para taurinos
(15,00 a 20,00 mm) (MURPHY et al., 1990; ADAMS et al., 1993; ROBERTS et al.,
1994; WOLFENSON et al., 2004).

Apods a ovulagao ocorre a formacao do CL, devido a uma série de
alteragdes morfologicas e bioquimicas nas células da teca interna e da granulosa
do foliculo rompido. Estas mudancas sdo chamadas de luteinizagao. A partir de
entdo tem-se o inicio da produgédo de P4 (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Durante o ciclo estral em bovinos podem ocorrer de uma a cinco
ondas de crescimento folicular, sendo que a maioria dos animais apresenta duas a
trés ondas e somente a ultima origina o foliculo ovulatério (SAVIO et al., 1988;
SIROIS & FORTUNE, 1988; BARROS et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997).
Tanto em taurinos quanto em zebuinos ocorrem, com maior freqliéncia, ciclos com
trés ondas de crescimento folicular em novilhas e com duas ondas em vacas
(KNOPF et al., 1989; BARROS et al., 1993; FIGUEIREDO et al., 1994; GINTHER
et al., 1996; FIGUEIREDO et al., 1997; SANTOS FILHO et al., 2001). A ocorréncia
de duas ou trés ondas durante o ciclo estral esta representada graficamente na

Figura 1.
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FIGURA 1 - Ocorréncia de duas ou trés ondas de crescimento folicular (Adaptado
de Ginther et al., 1996)



De acordo com FIGUEIREDO et al. (1997), as informagbes da
dinamica folicular obtidas pela ultra-sonografia tém permitido a manipulagdo do

ciclo estral através de programas de sincronizagao do estro e da ovulagéo.

2.2 Sincronizagdao da ovulagdo com protocolos que utilizam

progestagenos

Progestageno é um termo genérico dado ao grupo de compostos
sintéticos que possuem acdo semelhante a da P4, mimetizando assim a fase
luteal do ciclo estral (VASCONCELOS et al., 2004). Em vacas que apresentam
anestro, os progestagenos exégenos, administrados de diferentes formas, mantém
a P4 circulante em niveis subluteais, permitindo um padrdo secretorio de LH
caracteristico da fase folicular, ou seja, com alta frequéncia e baixa amplitude,
permitindo que o foliculo continue crescendo e, devido a maior producido de
estradiol, possa ocorrer o pico de LH e a ovulacdo. Ja em animais com ciclicidade
normal, devido a presenga do CL, os progestagenos podem aumentar as
concentragdes séricas de P4 a niveis que diminuem a pulsatilidade do LH,
diminuindo o tamanho do FD. Ou seja, os implantes de progestagenos podem
mostrar atuagao diferente em animais que estao apresentando anestro ou ciclando
(MADUREIRA, 2000; VASCONCELOS et al., 2004).

Como no Brasil o rebanho bovino de corte é criado extensivamente,
em pastagens, na maioria das vezes, de baixa qualidade e sujeitas a sazonalidade
de produgdo, muitas das matrizes ainda ndo se encontram em bom nivel de
ciclicidade no inicio da estacao reprodutiva, tornando-se entdo de grande valia o
uso de protocolos que utilizam progesterona ou progestagenos, como
demonstrado por varios estudos (ODDE et al., 1990; FIKE et al., 1997; YAVAS &
WALTON, 2000; DAY, 2004; BARROS et al., 2005).



2.2.1 Associagao de BE e progestageno

O BE é um analogo sintético de acao estrogénica com a mesma
eficiéncia do 173 estradiol na indugcdo de uma nova onda de crescimento folicular
e na sincronizagado da ovulacdo (MAPLETOFT et al.,, 2002; MARTINEZ et al.,
2005). Tratamentos com BE e implantes de progestagenos no inicio do protocolo
hormonal resultam em boas taxas de sincronizagdo da ovulagao e de gestagao a
IATF (BO et al., 2003), devido a sincronizacdo da indugdo de uma nova onda de
crescimento folicular (MARTINEZ et al., 2000). Varios estudos tém demonstrado
que a emergéncia dessa nova onda de crescimento folicular ocorre em torno de
quatro dias ap6s o inicio do tratamento (BO et al., 1994; BARROS et al., 2000;
MARTINEZ et al., 2000; MORENO et al., 2001; DISKIN et al., 2002; BO et al.,
2003), provavelmente devido a supressao temporaria do FSH e/ou do LH, o que
leva a atresia do FD presente, em qualquer que seja o estadio da onda, e inicio de
uma nova onda de crescimento folicular (DISKIN et al., 2002).

Segundo MADUREIRA et al. (2000), a sincronizagédo de uma nova
onda de crescimento folicular durante o periodo de administracdo do
progestageno proporciona, pelo menos, duas vantagens: evita-se a formagao de
foliculos persistentes e homogeneiza-se o estadio de desenvolvimento folicular ao
final do tratamento, sincronizando de forma mais eficiente as ovulagbes. Segundo
BARROS et al. (2005), o tratamento mais utilizado consiste na administracéo de

2,0 mg de BE no momento da inserg¢ao do dispositivo de P4.

2.2.2 Uso da PGF2a ou seus analogos sintéticos

A utilizagdo da PGF2a ou seus analogos sintéticos, como por
exemplo o cloprostenol, no momento da retirada do implante de progestageno,
tem a funcéo de baixar drasticamente os niveis séricos de P4, através da lutedlise
(VASCOCELOS et al., 2004). Segundo DISKIN et al. (2002) a inje¢cao de PGF2a

causa a regressao imediata do CL com cinco dias ou mais de existéncia, levando



rapidamente as concentracbes séricas de P4 a niveis basais, permitindo o
incremento na frequéncia de pulsos de LH, aumentando assim a producdo de
estradiol pelo FD e promovendo a inducéo ao estro e ovulagéo.

WAITE et al. (2005) encontraram queda significativa nos niveis
séricos de P4 menos de uma hora apés a administracdo de 0,50 mg de
cloprostenol sédico em fémeas no oitavo dia do ciclo estral. BORGES et al. (2003)
encontraram intervalo de 88,70+26,10 h entre a aplicagdo de 0,50 mg de
cloprostenol sddico e a ovulagdo, em vacas da raga Nelore tratadas entre o 10° e
o 12° dia do ciclo estral. VALLE et al. (1994) observaram, em animais da mesma
raga, intervalo de 53,40 h entre a aplicacao do luteolitico e a detec¢ao do estro. O
intervalo entre o final do estro induzido pelo cloprostenol sédico e a ovulagao, em
fémeas Nelore, varia de 26 a 28 horas (PINHEIRO et al., 1998; BORGES et al.,
2003). Este mesmo intervalo é igual a 16,65+1,50 h para vacas da raga Gir e
16,91+2,57 h para fémeas Guzera (ALVES et al., 2003). O tempo necessario para
ovulagcdo apds uso do cloprostenol foi de 119,50+31,90 h para vacas Nelore
(BORGES et al., 2003); 95,30+6,27 h para a raga Gir; e 96,141+6,93 h para fémeas
Guzera (ALVES et al., 2003).

2.2.3 Uso do BE na sincronizagao da ovulagao

BARROS et al. (2000), em estudo de sincronizagao da ovulagdo em
vacas Nelore no Brasil, ndo encontraram diferenca de eficiéncia da sincronizacao
da ovulacdo quando utilizaram GnRH ou BE aplicados apds a retirada dos
implantes de P4. No entanto, estes mesmos autores reportaram diferenga no
intervalo entre a aplicacdo do horménio e o0 momento da ovulagdo, sendo que
quando foi utilizado o GnRH este intervalo foi de 37,80+1,90 h e quando se utilizou
o BE este mesmo intervalo foi igual a 44,16+2,21 h.

KIM et al. (2005), trabalhando com vacas da raga Holandesa,
também ndo observaram diferenga na eficiéncia da sincronizagdo da ovulagao
com o uso do GnRH ou do BE apos a retirada do implante de P4. FERNANDES et

al. (2001), em vacas Nelore, ndo encontraram diferenca nas taxas de prenhez de



animais com ovulacao sincronizada pelo GnRH ou pelo BE no final do PSO. No
entanto, segundo estes mesmos autores, deve-se dar preferéncia ao BE quando
se objetiva significativa reducdo nos custos do programa de sincronizagdo da
ovulacgao.

CAVALIERI et al (2002), trabalhando com novilhas meio-sangue
zebuino de corte, observaram intervalo de 50,40+1,70 h entre a aplicagdo do BE e
a ovulagdo. Segundo MARTINEZ et al. (2005), este mesmo intervalo foi de
53,30£1,90 h em vacas taurinas (Hereford). A dose recomendada de BE para
indugdo e sincronizagcao da ovulagao € de 0,50 mg para novilhas e 1,0 mg para
vacas (DISKIN et al., 2002; VOGG et al., 2004).

2.3 Pico pré-ovulatério de LH

O pico pré-ovulatério de LH ocorre trés horas apds o estro
(WOLFENSON et al., 2004). DUCHENS et al. (1995), trabalhando com novilhas
Bos taurus taurus produtoras de leite, encontraram intervalo médio de 28,60 horas
entre o pico de LH e a ovulacédo do FD. A literatura consultada apresenta poucos
estudos sobre 0 momento do pico pré-ovulatério de LH e da ovulacdo em fémeas
zebuinas, principalmente da raga Nelore, apds a utilizacdo do GnRH ou do BE na
inducdo da ovulagdo. RETTMER et al. (1992) observaram o pico do LH 118+21
minutos apds a aplicagdo de um agonista do GnRH (buserelina) em novilhas
Holandesas. STEVENSON et al. (1993) verificaram intervalo igual a 172+45
minutos entre a aplicagdo do mesmo agonista do GnRH e o pico de LH em vacas
Holandesas em lactacao.

Segundo BERGFELD et al. (1995), existe correlagcdo negativa (r= -0,59)
entre a concentracdo de P4 circulante e a frequéncia de pulsos de LH,
independentemente se a fonte de P4 é enddégena ou exdgena. KOJIMA et al.
(2003) observaram que a frequéncia de pulsos de LH foi menor em animais com
menores niveis séricos de P4. KOJIMA et al. (1992), testando diferentes fontes

exodgenas de P4, nado constataram diferenga na amplitude dos pulsos de LH em
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animais com implantes auriculares ou intravaginais. Segundo estes mesmos
autores, o pico pré-ovulatério de LH ocorreu 51 e 45 h apdés a remocéo,
respectivamente, do dispositivo intravaginal e do implante auricular de P4.
ROBERSON et al. (1989) verificaram o pico de LH ocorrendo 17,10+2,00 h mais
precocemente (34,30+2,00 x 51,40£2,20 h; P<0,05) em animais que receberam
meia dose de dispositivo intravaginal de P4 do que naqueles que receberam o

dispositivo completo.

2.4 Estrutura celular basica do epitélio vaginal

As mudancgas citoldgicas vaginais podem representar um indicador
sensivel da fase do ciclo estral em varias espécies refletindo, provavelmente, a
influéncia do estrogeno e da P4 (PAPANICOLAOU, 1946). Segundo BANKS
(1991) a citologia vaginal estuda as células individualmente, requerendo células
esfoliadas, sem considerar a arquitetura do tecido ou 6rgdo de origem, que
proporciona um meio simples e rapido de diagnéstico das fases do ciclo estral,
sendo um recurso pouco invasivo e de baixo custo.

O diagnostico das fases do ciclo estral pela citologia vaginal em
cadelas € um método confiavel para estimar o momento da ovulagédo
(BOUCHARD et al., 1991). Em algumas espécies como caes, gatos, ratos,
camundongos e coelhos, as alteragdes do ciclo estral sdo bem definidas no
aspecto citolégico (MIROUND & NOAKES, 1990). HAMILTON & HARRISON
(1951) relataram que as mudangas na citologia do trato genital de cabras foram
menos evidentes do que em carnivoros e roedores, apesar do seu perfil citologico
bem definido. MIROUND & NOAKES (1990) também observaram que, em
bovinos, as alteragbes na citologia vaginal durante o ciclo estral ndo sé&o
consistentes. Ja KURADE et al. (1993) afirmaram que a citologia vaginal pode ser
utilizada como ferramenta para diagnosticar as diferentes fases do ciclo

reprodutivo de fémeas bovinas.
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MONTALBAN (1985) sugere que o estradiol induz a atividade
mitoética, estimulando o aumento no numero de camadas celulares da vagina. A P4
por sua vez provoca a diminuicdo no numero de mitoses e a maturagao funcional
do epitélio (GOMPEL & KOSS, 1997). Segundo estes autores, o epitélio vaginal é
provido de receptores hormonais, localizados no nucleo das células, que
controlam a maturacéo e a diferenciagao celular.

GOMPEL & KOSS (1997), estudando o epitélio vaginal de mulheres,
descreveram que, inicialmente, as células apresentam um nucleo volumoso e, ao
envelhecer, o citoplasma aumenta de tamanho enquanto o nucleo diminui. Em
vacas sao encontrados varios tipos de células epiteliais no esfregago vaginal. A
zona basal € uma camada simples de células cuboides ou colunares (SANGER et
al., 1958). As células desta camada sao imaturas, pequenas, com pouco
citoplasma e raramente sdo observadas no esfregaco vaginal. Ja as células
parabasais sdo basofilicas, com nucleo grande, pouco citoplasma e de formato
esférico ou oval (SANGER et al., 1958; MIROUND & NOAKES, 1990). As células
intermediarias s&do maiores que as parabasais, apresentando formato esférico,
oval ou poliédrico, sendo menor a relacdo de tamanho nucleo-citoplasma
(SANGER et al., 1958; MIROUND & NOAKES, 1990). As células superficiais s&o
grandes e chatas, de formato irregular ou poliédrico, com citoplasma transparente
basofilico e nucleo denso picndtico, localizado centralmente, podendo estas
células serem anucleadas (SANGER et al., 1958; MIROUND & NOAKES, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo experimental

Este estudo foi desenvolvido na Fazenda Santa Rosa, localizada no
municipio de Cacu, sudoeste do Estado de Goias, durante o més de abril de 2006.
Geograficamente, esta propriedade situa-se a 18° 53’ 03” de latitude sul e 50° 59’
58” de longitude oeste do Meridiano de Greenwich, a cerca de 450 metros de
altitude. Segundo o INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA - INMET
(2005), a regido é caracterizada por temperatura média anual de 24 °C e

precipitagdo média de 1600 mm, com vegetagcédo predominante de cerrado.

3.2 Animais

De um mesmo lote de fémeas da raca Nelore presentes na
propriedade, foram selecionadas 11 novilhas com peso minimo de 300 kg e idade
entre 24 e 30 meses, e 11 vacas entre a segunda e a quinta ordem de parigao
com, pelo menos, 60 dias pds-parto. Todos os animais apresentavam escore de
condigao corporal minimo de 3,5 numa escala de 0 a 5 (SHORT & ADAMS, 1988).
Durante o periodo experimental as fémeas foram mantidas em pastagem de
Brachiaria brizantha cv. Marandu, proxima ao curral de manejo. Nas Figuras 2 e 3

pode-se observar alguns dos animais utilizados neste estudo.
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FIGURA 2 - Novilhas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda
Santa Rosa, Cagu-GO, 2006

FIGURA 3 - Vacas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa
Rosa, Cagu-GO, 2006
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3.3 Protocolo hormonal para sincronizagao da ovulagao

Todos os animais foram submetidos a um PSO com o uso de
implantes auriculares de NOR (Crestar®). O protocolo utilizado foi o mesmo
indicado por BARROS et al. (2005) para novilhas e vacas de corte nas condi¢des
brasileiras. Este constou da aplicagdo, IM, de 2,0 mg de BE (Estrogin®) no
momento da implantagdo auricular do progestageno (Figura 4), sendo este
considerado o dia zero (D0O) do protocolo. Apés oito dias (D8), juntamente com a
retirada do implante, realizou-se a aplicacao, IM, de 0,50 mg de cloprostenol

sédico (Sincrocio®). Depois de mais 24 horas (D9) aplicou-se, IM, 1,0 mg de BE. A

Figura 5 apresenta, esquematicamente, o PSO utilizado nas fémeas.

FIGURA 4 - Momento da aplicagdo do implante auricular de NOR nas fémeas
submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF20-BE - Fazenda Santa Rosa,
Cacgu-GO, 2006

2,0mg 0,5 mg 1,0 mg
BE PGF2a BE
I‘ Implante de norgestomet ‘I 24 h
l I I
DO D8 D9

FIGURA 5 - Protocolo hormonal (BE-NOR-PGF2a-BE) utilizado nas fémeas do
experimento - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006
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3.4 Ensaios experimentais

Para evitar os efeitos deletérios do manejo da ultra-sonografia diaria
na frequéncia e amplitude do pico pré-ovulatério de LH (SMITH & DOBSON,
2002), optou-se por dividir o estudo em duas etapas, denominadas Ensaio 1 e
Ensaio 2.

3.4.1 Ensaio 1

Para verificar a dindmica folicular ovariana e a citologia vaginal das
fémeas submetidas ao PSO, sortearam-se cinco novilhas e cinco vacas do lote de
animais selecionados para participarem do experimento. Apos o inicio do protocolo
hormonal realizou-se a ultra-sonografia transretal ovariana e colheita de material
para avaliagdo da citologia vaginal. Por problemas com a saude de um dos
animais durante o periodo experimental, uma das vacas teve que ser excluida do

estudo no transcorrer deste ensaio.

3.4.1.1 Exame ultra-sonografico

A atividade ovariana foi acompanhada por meio de exames ultra-
sonograficos em intervalos de 24 horas, desde a colocagao do implante auricular
de NOR (DO0) até sua retirada (D8). A partir de entao e até o momento da aplicagao
da segunda dose de BE (D9), realizou-se a ultra-sonografia a cada 12 horas. Apds
o BE estas avaliagbes foram feitas a cada seis horas, até que se verificasse a
ovulagao do FD. O momento da ovulacéao foi estimado pelo intervalo médio entre a
observagao do maior didametro do FD e seu desaparecimento na imagem ultra-
sonografica do exame seguinte. Seis dias apos a ovulagao realizou-se o exame
ultra-sonografico para verificagdo do CL. Para mensuracéo do tempo necessario

para o inicio de uma nova onda de crescimento folicular, considerou-se o
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surgimento do primeiro foliculo com didmetro maior ou igual a trés milimetros apés
o inicio do PSO. Os exames foram feitos com auxilio do aparelho Pie Medical 480,
equipado com transdutor retal bifrequencial de 5,0/7,5 MHz. No momento do
exame o transdutor era movimentado sobre a superficie dos ovarios e, quando
necessario, congelava-se a imagem do monitor para a mensuragao do diametro
dos foliculos e do CL. Durante cada exame eram confeccionados diagramas com

0 posicionamento relativo e os diametros dos foliculos e do CL.

3.4.1.2 Avaliagao da citologia vaginal

O material celular vaginal foi colhido uma vez ao dia, no momento da
realizagdo do exame ultra-sonografico. Apos a higienizagcédo da regiao perivulvar, o
espéculo vaginal era introduzido. Com o auxilio de uma zaragatoa descartavel de
algodao realizava-se a colheita do material da mucosa vaginal. A zaragatoa era
introduzida na luz do espéculo e colocada em contato com a mucosa da parede
superior da vagina, realizando-se entdo movimentos rotatérios. O material colhido
era depositado em laminas de vidro e fixado com Citofix® para posterior coloragéo
pelo método rapido Pandtico (Instant Prov®). A leitura das 1aminas foi realizada em
microscopio optico, de forma coordenada em “zig-zag”, em aumento de 400 vezes,
para a caracterizagdao morfolégica e tintorial das células de descamacgao do
epitélio vaginal. O padrao de leitura foi caracterizado pela contagem de 100
células por lamina. As células esfoliativas foram classificadas segundo
MARCONDES (1975) e MIROUND & NOAKES (1990) em basais, parabasais,
intermediarias jovens, intermediarias velhas, superficiais nucleadas e superficiais
anucleadas. Para permitir a analise das alteragdes citoldgicas vaginais durante o
PSO, este foi dividido em quatro periodos de trés dias cada: Periodo 1 - do DO ao
D2; Periodo 2 - do D3 ao D5; Periodo 3 - do D6 ao D8; e Periodo 4 - do D9 ao
D11.
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3.4.2 Ensaio 2

Para verificar o perfil da frequéncia e amplitude do LH sérico apds a
aplicacdo do PSO, seis vacas e seis novilhas restantes do lote de animais
selecionados tiveram o sangue colhido para determinagdo das concentragbes de
LH. Sincronizou-se a ovulagdo das novilhas e das vacas para dias diferentes,
diminuindo assim o numero de animais trabalhados em cada periodo de colheita

de sangue.

3.4.2.1 Colheitas de sangue

As colheitas de sangue iniciaram-se 27 horas apos a aplicagdo da
segunda dose de BE, sendo repetidas a cada 15 minutos por um periodo de seis
horas, compreendido entre a 272 e a 33% hora apos a aplicagdo do hormonio
indutor da ovulacdo. Os animais foram mantidos nos troncos de contencao e o
sangue foi colhido por pungao da veia jugular, com auxilio de agulhas descartaveis
40x12 mm. O material obtido foi armazenado em tubos de ensaio identificados e
mantidos na posicédo inclinada no interior de uma caixa térmica com gelo.
Posteriormente procedeu-se a centrifugagdo a 1520 g por 15 minutos, sendo o

soro obtido armazenado a -20 °C.

3.4.2.2 Determinagao das concentragoes séricas hormonais

As amostras do soro sanguineo foram remetidas, sob congelagéo, ao
Laboratério de Endocrinologia da Escola de Veterinaria da UNESP - Campus de
Aracatuba-SP - para a determinacdo dos niveis séricos de LH pelo método de
radioimunoensaio, segundo metodologia descrita por BOLT & ROLLINS (1983) e
BOLT et al. (1990).
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3.5 Analise estatistica

As informagdes colhidas no trabalho de campo foram devidamente
sistematizadas em planilhas eletrénicas. As variaveis quantitativas foram
analisadas usando os procedimentos do Statistical Analysis System v.8.0 (SAS,
2000), sendo que, primeiramente, realizou-se anadlises de critica e consisténcia
(freqUéncias, distribuicbes de frequéncias e homogeneidade de variancias)
usando-se o procedimento Univariate (SAS, 2000), as variaveis foram
normalmente distribuidas e possuiam variancias homogéneas dos seus erros.
Procedeu-se entdo a analise de variancia, através do General Linear Models
(SAS, 2000), cujo modelo matematico continha como efeito fixo somente o dia do
protocolo. Para as variaveis qualitativas (didametro dos foliculos; diametro do CL;
intervalo entre o inicio do PSO e uma nova onda de crescimento folicular, entre a
retirada do implante de NOR e a ovulagao e entre a aplicacao de BE e a ovulagao;
e a concentragdo de LH) a estatistica descritiva foi obtida usando-se os recursos
do procedimento Means (SAS, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dinamica folicular

O didametro médio do foliculo ovulatorio das novilhas foi de 8,16+0,27
mm (Tabela 1). Este valor € menor que os 11,60 mm verificados por CAVALIERI et
al. (2002) em novilhas Bos taurus indicus sincronizadas com dispositivo
intravaginal de P4 e aplicagdo de BE 24 horas apds a remogao do progestageno.
MARTINEZ et al. (2000) encontraram valor médio de 12,80 mm para o foliculo pré-
ovulatério de novilhas taurinas submetidas a protocolos que utilizam a associagao
entre progestagenos e estradiol no inicio do PSO. Nestas mesmas condigdes,
GARCIA & SALAHEDDINE (2001) verificaram média de 13,60 mm para o foliculo
ovulatério de novilhas da raga Holandesa. Estes dois ultimos trabalhos
apresentaram valores de didametro médio do foliculo ovulatério muito préximos dos
13,30 mm descritos por SIROIS & FORTUNE (1988) para novilhas Holandesas
durante o ciclo estral normal, ou seja, n&o sincronizado.

Os menores valores encontrados neste experimento devem-se,
provavelmente, a dose excessiva de BE para esta categoria, uma vez que,
segundo VOGG et al. (2004), 0,50 mg de BE deve ser a dose maxima utilizada em
novilhas para estimular a ovulagcéo. Adicionalmente, DISKIN et al. (2002) citam o
efeito negativo do estradiol exdégeno em excesso sobre as concentragdes
plasmaticas de FSH, podendo ser esta a causa do reduzido didametro folicular
encontrado, além do estresse a que estas fémeas foram submetidas devido ao
manejo ultra-sonografico diario, interferindo na liberagdo das gonadotrofinas e
desenvolvimento dos foliculos, assim como descrito por SMITH & DOBSON
(2002).

O estudo da dinamica folicular nas vacas mostrou que o diametro
médio do foliculo ovulatério foi de 8,85+0,22 mm (Tabela 1). FIGUEIREDO et al.
(1997) encontraram valores entre 11,00 e 12,00 mm para os foliculos pré-
ovulatorios de vacas Nelore durante o ciclo estral normal. Posteriormente,

BORGES et al. (2004) encontraram valores entre 13,00 e 14,00 mm para o foliculo
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ovulatério de vacas da mesma raca com estro sincronizado pelo uso de um
analogo da PGF2a.

BRIDGES et al. (1999) encontraram valores médios de 11,80 mm
para o didametro médio do foliculo no momento da ovulagdo, em vacas taurinas de
corte submetidas a sincronizagdo da ovulagdo com protocolo semelhante ao
utilizado neste experimento. RIVERA et al. (1997) verificaram valores médios de
11,50 mm em vacas Angus sincronizadas pela associagdo de progestagenos e
estradiol no inicio do PSO. Vacas Holandesas que tiveram a ovulacéo induzida
pelo uso do BE apds a retirada do dispositivo de P4, apresentaram diametro
médio do foliculo ovulatério de 12,60 mm (KIM et al., 2005). Os baixos valores
encontrados para o foliculo ovulatério neste experimento também podem ter
ocorrido em fungdo do estresse a que estas vacas foram submetidas, devido ao
exame ultra-sonografico diario em fémeas que até entdo vinham sendo criadas de
maneira extensiva, interferindo na liberagao das gonadotrofinas e desenvolvimento
dos foliculos, assim como relatado por SMITH & DOBSON (2002).

O diametro maximo do foliculo pré-ovulatério em zebuinos
freqlientemente € menor do que o relatado para taurinos, independentemente da
categoria animal (MURPHY et al., 1990; ADAMS et al., 1993; ROBERTS et al.,
1994; FIGUEIREDO et al., 1997; PINHEIRO et al., 1998; BORGES et al., 2003;
WOLFENSON et al., 2004).

TABELA 1 - Diametro maximo (DMAX), minimo (DMIN), médio + erro padrao
(MtEP) e coeficiente de variagcdo (CV) do foliculo ovulatério de
novilhas e vacas Nelore submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-
BE - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006

Foliculo Ovulatério

Variavel
Novilhas Vacas
DMAX (mm) 9,00 9,30
DMIN (mm) 7,40 8,30
MEEP (mm) 8,16+0,27 8,85+0,22

CV (%) 7,28 5,01
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O diametro médio do CL formado apds a ovulagdo sincronizada foi
de 9,4610,38 mm para as novilhas e de 9,85+0,22 mm para as vacas (Tabela 2).
Estes valores estdo abaixo dos descritos pela literatura para ambas as categorias,
em taurinos e zebuinos, com CL oriundo de ovulagdo natural ou sincronizada
(FIGUEIREDO et al, 1997; RIVERA et al., 1998; BORGES et al.,, 2003;
MARTINEZ et al., 2005). No entanto encontram-se dentro dos padrbes esperados
para este experimento, devido ao reduzido tamanho dos foliculos ovulatérios e a
correlacao entre o didmetro destes e dos CL’'s formados apds a ovulagao dos
mesmos (BORGES et al., 2003).

TABELA 2 - Diametro maximo (DMAX), minimo (DMIN), médio + erro padréo
(M£EP) e coeficiente de variagédo (CV) do corpo luteo formado apoés o
PSO BE-NOR-PGF2a-BE em novilhas e vacas Nelore - Fazenda
Santa Rosa, Cagu-GO, 2006

Corpo Luteo

Variavel
Novilhas Vacas
DMAX (mm) 10,70 10,40
DMIN (mm) 8,50 9,40
pMEEP (mm) 9,46+0,38 9,85+0,22
CV (%) 9,05 4,50

O intervalo médio entre o inicio do protocolo e o surgimento de uma
nova onda de crescimento folicular foi de 3,80+0,37 dias para as novilhas (Tabela
3 e Figura 6) e de 3,50+0,50 dias para as vacas (Tabela 3 e Figura 7). Segundo
DISKIN et al. (2002), a associacdo de progestageno e estradiol no inicio do
tratamento sincroniza a emergéncia de uma nova onda devido a supressao do
FSH e/ou LH, causando a atresia do FD da onda presente e o inicio de uma nova
onda apos trés a seis dias. Varios autores observaram este mesmo intervalo para
vacas e novilhas submetidas a este tratamento (RIVERA et al., 1998; BRIDGES et
al., 1999; MARTINEZ et al., 2000; GARCIA & SALAHEDDINE, 2001; CAVALIERI
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et al., 2002; KIM et al., 2005; MARTINEZ et al., 2005). Adicionalmente, BARROS
et al. (2000) encontraram intervalo médio de 4,36 dias entre o inicio do PSO com
BE+P4 e o surgimento de uma nova onda folicular em vacas Nelore.

O tempo necessario para a ovulagao apos a retirada do implante de
NOR e aplicagéo do cloprostenol sodico foi de 64,60+1,47 horas para as novilhas
(Tabela 3 e Figura 6) e de 65,75+3,94 horas para as vacas (Tabela 3 e Figura 7).
CAVALIERI et al. (1997) verificaram intervalo semelhante (68,80 horas) entre a
retirada do implante de NOR e a ovulagdo em vacas zebuinas. No entanto estes
autores fizeram a retirada do implante e aplicacdo de PGF2a no décimo dia do
protocolo, sem o uso de um indutor da ovulagdo. Ja GARCIA & SALAHEDDINE
(2001) utilizaram o mesmo protocolo, com a retirada do implante no D9, e
obtiveram intervalo entre esta e a ovulagao de 77,60 horas em novilhas produtoras
de leite. MARTINEZ et al. (2000) obtiveram intervalo de 81,60 horas entre a
retirada do dispositivo intravaginal de P4 e aplicagdo de PGF2a e a ovulagdo em
novilhas taurinas sem o uso de indutor de ovulagdo. CAVALIERI et al. (2002)
verificaram, para este mesmo intervalo, 74,40 horas, com a retirada do implante
de P4 do D8 do PSO e aplicacdo de BE apds 24 horas. Utilizando protocolo
semelhante, com a retirada do implante no D7, MARTINEZ et al. (2005)
verificaram intervalo de 77,30 horas entre a retirada do implante e a ovulagdo em
vacas Hereford. De acordo com COLAZO et al. (2003), quanto mais tardiamente
for retirada a fonte exégena de P4, menor o intervalo de tempo necessario para
ovulacdo do FD, sendo que o uso de um indutor da ovulagdo no final do PSO
sincroniza melhor e mais precocemente as ovulagoes.

A ovulacdo ocorreu, em média, 40,6+1,47 horas para as novilhas
(Tabela 3 e Figura 6) e 41,50+3,77 para as vacas (Tabela 3 e Figura 7) apds a
aplicagdo do BE no D9 do PSO. BARROS et al. (2000) relataram intervalo de
44,16 horas entre a aplicagao do BE e a ovulagao em vacas Nelore. CAVALIERI et
al (2002), trabalhando com novilhas meio-sangue zebuino de corte, observaram
intervalo de 50,4+1,7 h entre a aplicagdo do BE e a ovulagdo. Segundo
MARTINEZ et al. (2005), este mesmo intervalo foi de 53,3t1,9 h em vacas

taurinas. Os valores obtidos neste estudo estdo abaixo dos relatados pela
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literatura, provavelmente devido ao menor didmetro do FD observado neste

experimento.

TABELA 3 - Intervalo médio + erro padréao (uxEP) e coeficiente de variagao (CV)
entre o inicio do protocolo e o surgimento de uma nova onda folicular
(IP-NO); entre a retirada do implante de P4 e a ovulagao (RI-OV); e
entre a aplicagao do BE e a ovulagdo (BE-OV) em novilhas e vacas
Nelore submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda
Santa Rosa, Cagu-GO, 2006

Novilhas Vacas
Intervalos
utEP CV(%) MEEP CV(%)
IP-NO (dias) 3,80+0,37 22,01 3,50+0,50 28,57
RI-OV (horas) 64,60+1,47 5,08 65,75+3,94 12,00

BE-OV (horas) 40,6+1,47 8,09 41,50+3,77 18,19
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FIGURA 6 - Representacédo grafica da dinamica folicular média observada nas
novilhas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda
Santa Rosa, Cagu-GO, 2006
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FIGURA 7 - Representacédo grafica da dinamica folicular média observada nas
vacas submetidas ao protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa
Rosa, Cacu-GO, 2006
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4.2 Pico pré-ovulatério de LH

Conforme demonstrado nas Figuras 8 e 9, em apenas uma das seis
novilhas e em quatro das seis vacas, pdde-se observar o pico pré-ovulatério de LH
nas amostras de sangue colhidas entre a 272 e a 33° hora apds a segunda dose
de BE. Na novilha o pico foi verificado logo na primeira colheita, ou seja, 27,00
horas apdés a indugao da ovulacdo. Ja para as vacas este ocorreu, em média,
28,2040,55 horas apos a aplicagao do BE. MAIO et al. (2006), trabalhando com
novilhas Nelore sincronizadas com o mesmo PSO utilizado neste experimento,
encontraram intervalo médio de 22,40 horas entre a aplicagdo do BE e o pico pré-
ovulatorio de LH, com variacdo de 18 a 25 horas. Utilizando protocolo hormonal
semelhante, LAMMOGLIA et al. (1998) verificaram intervalo de 20 horas entre a
aplicagao de 0,75 mg de BE e o pico de LH em novilhas Bos taurus taurus e de 24
horas entre a aplicagdo de 1,0 mg de BE e o pico deste hormbnio em vacas do
mesmo grupamento genético. Também utilizando PSO semelhante, porém com
cipionato de estradiol como indutor da ovulagdo, COLAZO et al. (2003)
encontraram intervalo médio de 59,30 horas entre este e o pico de LH em novilhas
taurinas de corte, enquanto AMBROSE et al. (2005) verificaram que o pico pré-
ovulatorio de LH ocorreu, em meédia, 38,10 horas apds o uso do cipionato em
novilhas Holandesas. A grande variagdo no momento do pico de LH apds o uso do
BE e o fato deste ocorrer, em média, mais precocemente nas novilhas, pode
explicar a nao verificagdo do pico pré-ovulatério de LH em todos os animais
estudados e a menor freqiéncia de observacdo deste entre as novilhas, no
intervalo em que foram colhidas as amostras de sangue.

Dentre os animais em que se observou o pico pré-ovulatério de LH, a
amplitude maxima verificada foi, em meédia, de 4,58+0,67 ng/mL. MAIO et al.
(2006) relataram a concentracado sérica média de 14,32 ng/mL de LH para o
maximo valor observado em novilhas Nelore, com variagao de 6,94 a 20,0 ng/mL.
AMBROSE et al. (2005) verificaram concentragao média de 9,30 ng/mL no pico de
LH de novilhas Holandesas, com valores entre 4,60 e 11,80 ng/mL. SAUMANDE &
HUMBLOT (2005), também trabalhando com novilhas da raga Holandesa,
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descreveram concentragdo maxima de LH, em média, de 12,50 ng/mL, com
variagao de 4,40 a 29,30 ng/mL. Os valores para a concentracéao de LH no
momento do pico pré-ovulatério nos animais deste experimento foram menores
que as médias descritas para animais da mesma espécie, porém dentro do
intervalo esperado. Provavelmente isto se deva ao estresse do manejo a que
animais de criagdo extensiva foram submetidos no momento das colheitas de
sangue, interferindo na amplitude do pico de LH, assim como discutido por
DOBSON & SMITH (2000) e por SMITH & DOBSON (2002) devido a agao
deletéria dos corticosterdéides enddgenos, secretados em condigdes estressantes,

sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.

TABELA 4 - Concentracdo maxima (CMAX), minima (CMIN), média + erro padréao
(M£tEP) e coeficiente de variagdo (CV) dos niveis séricos de
horménio luteinizante em novilhas e vacas Nelore submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO,

2006
Hormonio Luteinizante
Variavel

Novilhas Vacas
CMAX (ng/ml) 1,70 1,40
CMIN (ng/ml) 0,13 0,29
MEEP (ng/ml) 0,90+0,03 0,86+0,03
CV (%) 34,04 25,29

Nos animais em que nao se observou o pico de LH, foi possivel
determinar as concentragdes médias deste horménio durante sua liberagéo
pulsatil. Para as novilhas estas foram de 0,90+0,03 ng/mL e para as vacas de
0,86+0,03 ng/mL (Tabela 4). CUPP et al. (1995) relataram valores médios de LH
de 0,77ng/mL durante o diestro de vacas Bos taurus taurus de corte. Também
trabalhando com vacas taurinas, KOJIMA et al. (1992) verificaram concentragdes

meédias de 1,10 ng/mL de LH durante o periodo em que estas fémeas
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encontravam-se com implante auricular de NOR, valores muito préximos aos 1,03
ng/mL relatados por ROBERSON et al. (1989) em condigdes semelhantes.
MARTINEZ et al. (2005) verificaram, em vacas Hereford tratadas com 17(3
estradiol e dispositivos intravaginais de P4, concentragcbes médias de 0,80 ng/mL
de LH. AMBROSE et al. (2005), utilizando novilhas Holandesas submetidas a um
protocolo hormonal semelhante, porém com a substituicdo do 17 estradiol pelo
cipionato de estradiol, identificaram concentracdo média de 1,62 ng/mL de LH

durante o tratamento.
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FIGURA 8 - Pico pré-ovulatorio de LH observado na novilha submetida ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue realizadas a
cada 15 minutos, totalizando 21 observacgdes - Fazenda Santa Rosa,
Cacu-GO, 2006
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FIGURA 9 - Picos pré-ovulatérios de LH observados nas vacas submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue realizadas a
cada 15 minutos, totalizando 24 observacgdes - Fazenda Santa Rosa,
Cacu-GO, 2006
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4.3 Citologia vaginal

As porcentagens médias dos tipos celulares vaginais encontrados
nos quatro periodos do protocolo hormonal em novilhas e vacas podem ser
visualizadas nas Tabelas 5 e 6 e estdo representadas nas Figuras 10 e 11. As
células basais foram encontradas com maior frequéncia (P<0,05) no primeiro
periodo do PSO nas novilhas e nas vacas. A maior concentracéo deste tipo celular
no inicio do protocolo (D0), deve-se a variagdo no estagio do ciclo estral dos
animais no comecgo do tratamento. As células parabasais predominaram durante
todo o periodo observado em ambas as categorias, com tendéncia a
apresentarem-se mais frequentemente no segundo e terceiro periodos (P<0,05),
momento em que estava presente o implante de NOR, mimetizando a fase
progesterbnica do ciclo estral. REZENDE (2006) também descreveu essa
tendéncia ao aumento das células parabasais durante o diestro de novilhas
Nelore, fase de dominancia da P4 no ciclo estral.

As intermediarias jovens e as superficiais anucleadas foram mais
frequentemente observadas no primeiro e no quarto periodos (P<0,05), ou seja,
apos as aplicagdes de BE. REZENDE (2006) também verificou o aumento destes
tipos celulares durante o estro, fase de dominio estrogénico, com posterior
diminuicdo das mesmas durante o desenvolvimento do ciclo estral. Resultados
semelhantes foram encontrados por MIROUND & NOAKES (1990), que
verificaram a predominancia de células basais e intermediarias na fase do estro.
Em relato anterior, feito por SANGER et al. (1958), constatou-se um pequeno
numero de células nesta fase, sendo a maioria do tipo superficial. Ainda segundo
estes mesmos autores, o estrégeno tem efeito direto no epitélio vaginal de fémeas
mamiferas, estimulando a estratificacéo do epitélio vaginal, sendo que logo apds a
queda nas concentragdes de estrogeno segue-se uma extensa descamacgao das
camadas superficiais. O numero de células intermediarias velhas e superficiais
nucleadas variou pouco durante o periodo observado.

Segundo MIROUND & NOAKES (1990), as alteragbes celulares no

epitélio vaginal de bovinos nao sao consistentes e variam consideravelmente entre
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animais na mesma fase do ciclo reprodutivo, ndo sendo portanto indicadores do

estadio do ciclo estral e/ou da ovulacao, diferentemente daquilo observado para

carnivoros e roedores (BOUCHARD et al.,, 1991). Provavelmente isso ocorra

devido ao fato de que em outras espécies domésticas a ovulagao ocorre durante o

estro, portanto o desenvolvimento do foliculo inicia-se mais precocemente nestes

animais, com efeito estrogénico na mucosa vaginal durante o estro e ndo apds

este, como parece acontecer com os bovinos (BROWN, 1944).

TABELA 5 - Porcentagem média + erro padrao (uxEP) de células vaginais basais

(BAS); parabasais (PAR); intermediarias jovens (INJ); intermediarias
velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU); e superficiais anucleadas
(SAN) nos diferentes periodos do protocolo hormonal (BE-NOR-
PGF2a-BE) em novilhas da raga Nelore, Fazenda Santa Rosa, Cagu-
GO, 2006

Periodos
Células Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4
(%) (DO ao D2) (D3 ao D5) (D6 ao D8) (D9 ao D11)
NEEP MEEP NEEP NEEP
BAS 5,401,20° 1,80£0,34° 2,07+0,37° 1,53+0,35"
PAR 89,402,212 96,47+0,84° 94,87+0,69° 93,93+1,40°
INJ 2,1340,61° 0,47+0,17° 1,80+0,57*° 1,86%0,42°
INV 0,07+0,07 0,67+0,07 0,13+0.91 0,07+0,07
SNU 0,53%0,29 0,67+0,07 0,20+0,14 0,47+0,34
SAN 2,47+1,09 1,13£0,65 0,93+0,25 2,13+0,86

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferiram (P<0,05) pelo teste

“t”_
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TABELA 6 - Porcentagem média + erro padrao (uxEP) de células vaginais basais

(BAS); parabasais (PAR); intermediarias jovens (INJ); intermediarias

velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU); e superficiais anucleadas

(SAN) nos diferentes periodos do protocolo hormonal (BE-NOR-

PGF2a-BE) em vacas da raga Nelore, Fazenda Santa Rosa, Cacgu-

GO, 2006
Periodos
Células Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4
(%) (D0 ao D2) (D3 ao D5) (D6 ao D8) (D9 ao D11)
MEEP utEP MEEP MEEP
BAS 5,58+1,13° 1,25+0,33° 1,4240,34° 2,67+0,87°
PAR 82,08+3,54° 94,67+1,11° 91,33+1,33° 86,17+2,77%°
INJ 4,92+1,92° 1,83+0,47° 4,67+0,93%° 6,83+1,58°
INV 1,00£0,30° 0,25+0,18° 0,50+0,34*° 0,50+0,15%°
SNU 0,58+0,42 0 0,33+0,26 0,33%0,19
SAN 6,67+2,01° 2,0+0,67° 1,75%0,57° 3,67+1,59%°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferiram (P<0,05) pelo teste

‘(t”.
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FIGURA 10 - Percentagem de células vaginais basais, parabasais e intermediarias
jovens de novilhas e vacas Nelore submetidas ao PSO BE-
NOR-PGF2a-BE nos diferentes periodos do protocolo hormonal

- Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006
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FIGURA 11 - Percentagem de células vaginais intermediarias velhas, superficiais

nucleadas e anucleadas de novilhas e vacas Nelore submetidas
ao PSO BE-NOR-PGF2a-BE nos diferentes periodos do
protocolo hormonal - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

v" O uso do progestageno associado ao BE no inicio do PSO foi eficiente na
sincronizagdo de uma nova onda de crescimento folicular e a aplicagado do
BE no final do protocolo hormonal foi eficaz na indugdo da ovulagdo de
novilhas e vacas Nelore.

v" Nas novilhas o pico pré-ovulatério de LH teve apresentacdo diferente do
predominante nas vacas.

v A citologia vaginal nao fornece elementos que permitam avaliar a condigao

ovariana de fémeas bovinas submetidas a sincronizagao da ovulagao.
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6 ANEXOS
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FIGURA 12 - Dinamica folicular das novilhas Nelore submetidas ao protocolo BE-
NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006



36

Vaca 01 Vaca 02
12,00 12,00
10,00 \ 10,00
08,00 Il e =cwre 08,00 s OE/Ondat
06,00 \ W —=—OE/Onda2 06,00 —=— OE/Onda2
g —a— OD/Ondat ! —a— OD/Ondat
04,00 —=— OD/Onda2 04,00 —=— OD/Onda2)
02,00 2 02,00
00.0000 S ST S & 00 S R Y I )
K O K K o s B o O O < < g
S ¢ ¢ & & & & &L & &F ¢ 6@“ & SR
& & S S & & & & &
Dia do Protocolo/Hora da Cbservagao Dia do Protocolo/Hora da Observacao
Vaca 03 Vaca 04
12,00 12,00
10,00 10,00 A
08,00 4+ OE/Ondat 08,00 —+— OB/Onda
06,00 —=— OF/Onda2 06.00 —=— OB/Onda2
! e ODOrgat ) —4— OD/Ondat
04,00 —\-\-\.\-\. —s— OD/Onda2) 04,00 —=— OD/Onda2)]
02,00 v 02,00
0.0 Y Y < Y Y < & 1) 1) 00,00 Yy o Y Y Yy o ) & &
O O O O ] g O O O O ) O S S
T E S S & L S £ & L L &
PV A A A A S & & F S
Dia do Protocolo/Hora da Observagao Dia do Protocolo/Hora da Observagao

FIGURA 13 - Dinamica folicular das vacas Nelore submetidas ao protocolo BE-
NOR-PGF2a-BE - Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2006
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FIGURA 14 - Niveis séricos de LH nas novilhas submetidas ao protocolo hormonal
BE-NOR-PGF2a0-BE em colheitas de sangue realizadas a cada 15
minutos, totalizando 21 observagdes - Fazenda Santa Rosa, Cacu-

GO, 2006
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FIGURA 15 - Niveis séricos de LH nas vacas submetidas ao protocolo hormonal
BE-NOR-PGF2a-BE em colheitas de sangue realizadas a cada
15 minutos, totalizando 24 observacgdes - Fazenda Santa Rosa,

Cacu-GO, 2006
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