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RESUMO

BALDRIGHI, J. M. Estudo temporal da dinamica folicular e
parametros endocrinos de novilhas taurinas, zebuinas e bubalinas,
mantidas sob mesmo manejo nutricional. [Temporal study of follicular
dynamics and endocrine patterns of taurine, zebu and bubaline heifers,
maintained in the same nutritional status]. 2013. 130f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Sabendo do impacto que nutricdo e ambiente podem ter sobre a
reproducdo €& de fundamental importancia para aplicacdo nas
biotecnologias da reproducao analisar o ciclo reprodutivo de novilhas
bovinas (taurinas e zebuinas) e bubalinas, temporalmente, sob as
mesmas condigdes nutricionais e de manejo. Assim, este estudo teve
como objetivo analisar temporalmente a dinamica folicular de novilhas
Holandesas, Gir e Bufalas, mantidas sob as mesmas condicdoes de manejo.
As fémeas foram alocadas no Departamento de Reprodugdao Animal
(CBRA/FMVZ/USP), Campus Pirassununga. No Experimento 1 as fémeas
foram pré-sincronizadas com duas doses de prostaglandina F2a (PGF; D-
cloprostenol, 150 ug IM, Prolise®), com 14 dias de intervalo. O dia da
primeira ovulacao, apds segunda dose de PGF, foi considerado como o dia
0 do ciclo. A partir do DO foram realizadas avaliacoes diarias da dinamica
folicular (foliculos > 3 mm) por ultrassonografia (Aloka SSD500, 7,5MHz),
até a deteccdo da ovulagdo subsequente. O Experimento 2 foi realizado
apos a segunda ovulacdo, avaliando-se a dinamica folicular a cada 12h
para detectar o momento do desvio da primeira onda folicular. As
variaveis resposta foram analisadas pelo PROC GLIMMIX do SAS. N&o foi
encontrada diferenca entre os intervalos inter-ovulatérios (22,3+0,65;
22,1+0,95; 23,8+0,63 dias; Holandesas, Gir e Bufalas, respectivamente).
No entanto, em relacdo as caracteristicas a seguir, foram encontradas
diferencas significativas (P<0,05) em pelo menos um dos grupos
genéticos, Holandesas, Gir e Bufalas, respectivamente, para o numero de
ondas foliculares em um ciclo estral (2,6+0,17%, 3,4+0,24°, 2,840,112



ondas), numero de foliculos recrutados apds primeira onda (26,1+1,7°,
66,2+15,9°, 22,7+1,912 foliculos), e segunda ovulacdo (30,243,087,
74,2+18,8°, 27,1+£2,8% foliculos), didmetro do FD da primeira onda
(15,8+0,66°, 12,3+0,32% 12,1+0,03° mm), didmetro do FD da segunda
onda (11,8+0,73% 9,4+0,52°, 10,6+0,31%® mm), didmetro do foliculo
ovulatério (15+0,33%, 13,7+0,74%°, 13,5+0,46° mm), didmetro maximo
do CL (26,8+0,542, 22,3+0,98°, 19,5+0,32° mm), concentracdo maxima
de P4 no ciclo (7,7+0,33%, 8,0+0,85% 5,3+0,28° ng/ml) e duracdo da
dominancia do FD da primeira onda (8,0+0,49?, 5,2+1,07°, 8,1+0,44°
dias). Ainda com relacdo aos esteroides, a analise de testosterona
plasmatica nos 13 primeiros dias do ciclo foi semelhante entre as bovinas
e menor para as bubalinas. Insulina e IGF plasmatico também foram
mensuradas. Novilhas taurinas e bubalinas (4,1+0,67 mUI/ml, 6,0+0,52
mUI/ml, respectivamente) apresentaram menores concentracoes de
insulina do que as zebuinas (9,0+2,15 mUI/ml), sendo que estas
concentracdes foram maiores durante a fase luteinica do que na fase
folicular. Em relacao ao desvio folicular no Experimento 2, nao foram
encontradas diferencas entre as racas para o momento do desvio
(1,8+0,15; 2,1+0,21; 1,8+0,18 dias), entretanto, novilhas Holandesas
apresentaram neste momento maior diametro de FD e FS (FD: 7,9+0,33;
FS: 7,0£0,27 mm; P<0,05) quando comparadas as Gir (FD: 7,0+0,32;
FS: 6,2+0,28mm) e as Bufalas (FD: 6,8+0,19; FS: 6,3+0,29mm). Nao
foram encontradas diferencas para concentracdes de IGF-I total no fluido
folicular e no plasma das taurinas e das zebuinas, porém as concentracdes
nas bubalinas foram superiores a das bovinas. Com esses resultados,
conclui-se que novilhas de grupos genéticos diferentes (Bos taurus, Bos
indicus e Bubalus bubalis) apresentam caracteristicas de crescimento
folicular e luteinico especificos para a raca, quando avaliadas
temporalmente e nas mesmas condicdes de manejo ambiental e
nutricional.

Palavras-chave: Dinamica folicular. Novilhas. Bos taurus. Bos indicus.

Bubalus bubalis.



ABSTRACT

BALDRIGHI, J]J. M. Temporal study of follicular dynamics and
endocrine patterns of taurine, zebu and bubaline heifers,
maintained in the same nutritional status. [Estudo temporal da
dinamica folicular e parametros enddcrinos de novilhas taurinas, zebuinas
e bubalinas, mantidas sob mesmo manejo nutricional]. 2013. 130 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Considering the impact that nutrition and environment have over
reproduction, it is essential for the reproductive biotechnologies to analyze
the reproductive cycle of bovine (taurine and zebu) and bubaline heifers
at the same time and under the same nutritional management. Therefore,
the objective of this work was to study the follicular dynamic of Holstein
(n=15), Gir (n=11) and Buffalo (n=15) heifers kept under the same
conditions. All heifers were housed at the Department of Animal
Reproduciton, (CBRA/FMVZ/USP), Pirassununga Campus. Animals were
pre-synchronized with two doses of prostaglandin F2a (PGF; D-
cloprostenol, 150upg, IM), fourteen days apart (DO = day of first
ovulation). From DO, it was performed daily ultrasound scan of the ovaries
to track follicular dynamics (follicles = 3mm) until the occurrence of the
second ovulation. After the second ovulation, the follicular dynamic was
performed twice daily to detect the time of deviation of the first follicular
wave. The response variables were analyzed by PROC GLIMMIX, SAS. No
difference was found among the inter-ovulatory interval (22.3+0.65;
22.1+£0.95; 23.8+0.63 days) for Holstein, Gir and Buffalo, respectively.
Differences were present (P<0.05) in at least one of the genetic groups,
Holstein, Gir and Buffalo, respectively, for number of follicular waves
(2.6+0,17°, 3.4+0,24°, 2.8+0,11° waves), number of follicles recruited
after first (26.1+1.7%, 66.2+15.9°, 22.7+1.91% follicles), and second
ovulation (30.2+3.08?, 74.2+18.8°, 27.1+2.82 follicles), diameter of first
wave DF (15.8+0.66%, 12.3+0.32°, 12.1+0.03° mm), diameter of second
wave DF (11.840.73% 9.4+0.52°, 10.6%£0.31®® mm), diameter of



ovulatory follicle (15+0.33%, 13.7+0.74%, 13.5+0.46° mm), maximum
diameter of CL (26.8+0,54%, 22.3+0.98°, 19.5+0.32° mm), maximum
concentration of P4 during ovulatory cycle (7.7+0.339, 8.0+0.85°,
5.3+£0.28° ng/ml) and length (8.0+0.492, 5.2+1.07°, 8.1+0.44° days) of
first wave dominant follicle dominance. No differences were found among
the breeds for the moment of deviation (1.8+0.15; 2.1+0.21; 1.8+0.18
days). However, Holstein heifers presented larger DF and SF diameter
(FD: 7.9+£0.33; FS: 7.0£0.27mm; P<0.05) at deviation when compared
with Gir (DF: 7.0£0.32; SF: 6.2+0.28mm) and Buffalo (DF: 6.8+0.19;
SF: 6.3+£0.29mm). Analyzing other steroids, concentration of blood
testosterone during the first 13 days of the cycle was similar for the
bovine heifers and lower for the bubaline heifers. Blood insulin and IGF-I
were also measured. Holstein and bubaline heifers shown smaller
concentrations of insulin (4.1£0.67 mUI/ml, 6.0£0.52 mUI/ml,
respectively) than Gir heifers (9.0+£2.15 mUI/ml), and also, when
grouping the data collected from luteal phase and follicular phase, the
result shows that during the period of high P4, insulin concentrations are
lower than during the period of high E2. No differences were found among
bovine breeds for the IGF-I concentration in follicular fluid, but they were
lower than the concentrations presented in the bubaline follicular fluid.
The results herein presented show that heifers from different genetic
groups (Bos taurus, Bos indicus and Bubalus bubalis), maintained at the
same nutritional and environmental status, have different folliculogenesis
and luteal growth, which are specific to its breed.

Keywords: Follicular Dinamics. Heifers. Bos taurus. Bos indicus. Bubalus
bubalis.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas desenvolvidas na reproducao de bovinos e bubalinos
tém focado no desenvolvimento e no crescimento de foliculos ovulatoérios,
com o objetivo de elucidar e posteriormente controlar o desenvolvimento
folicular, para aumentar a eficiéncia das biotecnologias da reproducdo. A
maior parte dos estudos de dinamica folicular ovariana tem focado em
racas Bos taurus, principalmente a raca Holandesa, sendo os resultados
simplesmente, extrapolados para as racas zebuinas e bubalinas.

Segundo dados divulgados pelo IBGE, o rebanho bovino no Brasil
ultrapassou 200 milhdes de animais em 2011 (IBGE, 2011). A Associagao
Brasileira dos Criadores de Zebu estima que desse total, 80% tem sangue
Bos indicus (ABCZ, 2009) refletindo o aumento da adocao desta genética
pelo setor pecuario, devido a excelente adaptacdo destes ao estresse
térmico, superior tolerancia ao periodo de seca e superior tolerancia aos
carrapatos (FRISCH; VERCOE, 1984). No entanto, Alves et al. (2002)
afirmam que a fertilidade de vacas zebuinas tem mostrado ser
significantemente inferior guando comparada as fémeas taurinas.

O bufalo doméstico (Bubalus bubalis) € um importante recurso
agropecudrio em diversos paises na Asia, regido do mediterrdneo e
Ameérica Latina. A populacao mundial de bufalos é de aproximadamente
195 milhdes (FAO, 2013) de animais. Os bulfalos vém sendo
tradicionalmente considerados como animais de baixa eficiéncia
reprodutiva devido a baixa fertilidade na maioria das condicdbes em que
sao criados, principalmente devido a puberdade tardia, extensos periodos
de anestro pods-parto, baixa demonstracdo de estro, baixas taxas de
concepgao e longos intervalo-entre-partos (revisado por PERERA, 2011).
No entanto, estudos no Sri Lanka (PERERA et al., 1987), Tailandia
(YINDEE et al., 2011), Itdlia (PRESICCE, 2007), Brasil (BARUSELLI et al.,

1997) mostraram que a fertilidade pode ser muito eficaz, planejando-se
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cruzamentos genéticos compativeis com o ambiente e providenciando
alimentacao adequada para os animais.

Diferengas sazonais nas fungdes ovarianas foram relatadas em Bos
indicus, Bos taurus (FRISCH; VERCOE, 1984; STAHRINGER;
NEUENDORFF; RANDEL, 1990) e em Bubalus bubalis (BARUSELLI et al.,
1997), sendo que novilhas zebuinas e bubalinas exibem maior variacdo
sazonal que novilhas taurinas. A fim de se determinar a real diferenca
entre os padrdoes de crescimento folicular nessas trés racas €& essencial
gue elas sejam avaliadas durante a mesma época do ano e sob o mesmo
manejo.

Estudos mostraram que os bufalos sdao animais mais rusticos,
guando comparados aos bovinos. Sua fungao reprodutiva pode ser afetada
por fatores ambientais e influenciada por uma série de caracteristicas
fisioldgicas o que podem levar a sazonalidade. O aumento do interesse do
conhecimento e melhoramento das performances produtivas e
reprodutivas nas racas bubalinas vem sendo difundida, nao somente nos
paises onde esses animais sao nativos, mas também em outros locais do
mundo. Novas biotecnologias aplicadas a reproducdao originalmente
desenvolvidas em bovinos estdo sendo adotadas em bubalinos também.
Pela mesma razao de se aprofundar os estudos em Bos indicus e
encontrar diferencas fisioldgicas entre Bos taurus, o mesmo deve ser feito
com bubalinos. Um aumento na quantidade do conhecimento em
mecanismos de fisiologia bdsica é necessario para que isso leve ao
aumento e melhor adaptacao dos protocolos hormonais utilizados para
melhorar a eficiéncia e melhorar as caracteristicas de producdo animal.

Mais estudos detalhados sao necessarios para comparar 0os aspectos
morfoldgicos e fisioldgicos do desenvolvimento folicular entre fémeas Bos
taurus, Bos indicus e Bubalus bubalis para que diferencas na resposta
ovariana as gonadotrofinas e aos hormonios esteroides entre estas racas
sejam corretamente empregadas. Dessa forma, a fim de desenvolver
estratégias para melhorar o desempenho reprodutivo de bovinos e de

bubalinos € necessario compreender melhor a fisiologia reprodutiva
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dessas racas e respectivas respostas as mudancas ambientais e
nutricionais, temporalmente.

Além disso, devido aos impactos que a nutricao e o ambiente podem
ter sobre os parametros reprodutivos (LERQOY et al., 2004, 2005) é de
fundamental importancia analisar o ciclo reprodutivo destes animais
temporalmente e nas mesmas condicdes de manejo nutricional, para
poder realizar ajustes finos nos protocolos ja estabelecidos, buscando

melhores resultados na reproducao e na producao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A dindmica folicular ovariana durante o ciclo estral em racas
zebuinas vem sendo amplamente estudada e revisada (ALVAREZ et al.,
2000; BASTOS et al., 2010; BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003;
CARVALHO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 1997; RHODES; DE’ATH;
ENTWISTLE, 1995; SARTORI; BARROS, 2011; SARTORI et al., 2010) e,
na maior parte, indiretamente comparada com racgas europeias. Porém,
poucos estudos compararam temporalmente as caracteristicas
reprodutivas entre zebuinos e taurinos, tanto de corte como de leite. Por
conta das variaveis tempo e nutricdo, a quantidade limitada de dados
disponiveis para o gado zebuino tem sido comparada com resultados
obtidos em fémeas da raca Holandesa, cujos experimentos foram
realizados em outros lugares, sob condicdes de manejo diferentes.

Em estudos com fémeas taurinas, associagdes temporais entre os
foliculos dominantes e a duracao do CL durante o ciclo estral foram
relatadas previamente (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; SIROIS;
FORTUNE, 1988). No entanto, a medida que essas associacdes sao
estabelecidas pelo individuo, por efeitos ambientais e estdo sujeitas a
variacdes sazonais, fica vago aplicar os mesmos dados para todas as

racas bovinas ou bubalinas.

2.1 DINAMICA FOLICULAR DO CICLO OVULATORIO: ASPECTOS GERAIS

Por definicdo, a dinamica folicular pode ser resumida como o
processo continuo de crescimento e de regressao de um grupo de foliculos
antrais, um dos quais se desenvolve até foliculo pré ovulatério (LUCY et
al., 1992). A atividade ovariana esta sob controle do eixo hipotalamo-

hipofise-ovario-utero e seu funcionamento é essencial para o sucesso
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reprodutivo (SIROIS; FORTUNE, 1988; revisado por CUMMINS et al.,
2012).

Estudos endocrinoldgicos e ultrassonograficos demonstram que o
crescimento folicular durante o ciclo estral em bovinos (GINTHER; KNOPF;
KASTELIC, 1989; DRIANCOURT, 2001; SARTORI et al., 2010) e bubalinos
(BARUSELLI et al., 1997; ALI et al., 2003; PERERA, 2008) ocorre em
padrao de ondas de desenvolvimento folicular, que pode variar de 1 a 5
ondas por ciclo. Em cada onda, apds o recrutamento de um grupo de
foliculos, ha o desenvolvimento do foliculo dominante (FD) que suprime o
crescimento dos outros foliculos menores (SIROIS; FORTUNE, 1988;
GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; LUCY et al., 1992;). O FD da primeira
onda cresce e atinge didmetro maximo na metade do ciclo, contudo, em
altos niveis de progesterona, ndo ovula e inicia o processo de regressao,
permitindo o crescimento de uma nova onda de crescimento folicular. A
emergéncia e a regressao das ondas foliculares ocorrem até que o
processo de lutedlise seja ativado. O FD que se desenvolve apds a
lutedlise, isto €, o da ultima onda de crescimento folicular, € o foliculo
ovulatorio (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; FORTUNE, 1994) e assim,

guando da auséncia de fecundagao, um novo ciclo se inicia.

2.2 ENDOCRINOLOGIA DO CICLO ESTRAL

A emergéncia de uma onda folicular e subsequente selecao do FD é
temporalmente associada, respectivamente, ao aumento e a queda nas
concentracgdes circulantes de FSH (ADAMS et al., 1992). A emergéncia de
uma onda folicular é precedida por um pico de concentracao de FSH, tanto
em ondas espontaneas, quanto induzidas por hormonios. Substancias
produzidas pelos foliculos, em especial o FD, entre elas as inibinas, sao
responsaveis por suprimir a liberacao de FSH e, portanto a emergéncia da
proxima onda folicular (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989). Ao final do
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periodo de dominancia, ou seja, na ovulacdao ou na metade da fase
estatica de um FD anovulatério, as concentracdes de FSH comecam a
crescer. Se o FD é removido por ablacao folicular, um novo aumento de
FSH se inicia em 12 horas, resultando na emergéncia de uma nova onda
folicular em 24 horas (BERGFELT et al., 1997). As menores concentracoes
de FSH sdo alcancadas quatro dias apds a emergéncia e esta permanece
baixa por mais dois a trés dias (ADAMS et al., 2008). No foliculo, os
receptores para FSH (FSH-R) estdo presentes nas células da granulosa,
enquanto receptores para LH (LH-R) estdo localizados tanto nas células da
granulosa quanto nas da teca.

O corpo luteo (CL) é a principal fonte de progesterona (P4) (SIGH et
al., 2003). Angiogénese, proliferacao das células da granulosa e da teca
pertencentes a parede dos foliculos ovulados e respectivas diferenciagoes
(luteinizacao) resultam num aumento progressivo de concentragoes de P4
plasmatica de < 1 ng/ml, aos 3 dias apds ovulacdo para
aproximadamente 3 ng/ml ao sexto dia. O pico de concentracao de P4
plasmatica ocorre entre os dias 10 e 14 apds ovulagdo, seguido por
decréscimo desta concentracao apds 16 dias, devido a lutedlise induzida
pela prostaglandina F2a (PGF), liberada pelo endométrio de fémeas nao
prenhes. A lutedlise ocorre devido a morte celular por hipdxia resultante
de hialinizacdo dos vasos sanguineos do CL (ARAUJO et al., 2009;
SANTOS et al., 2009).

Os FDs, tanto anovulatérios quanto ovulatérios, produzem, entre
outros fatores, estradiol (E;). A sintese de E, é dependente da producao
de andrdgenos pelas células da teca a partir da P e subsequente
aromatizacao destes andrdgenos para estrégenos, realizada nas células da
granulosa. Esse fato é conhecido como teoria das duas células (FORTUNE;
QUIRK, 1988). Apds a emergéncia folicular, a concentracao de E, no fluido
folicular (FF) do futuro FD aumenta, no minimo 20 vezes até o dia da
selecdo folicular, seguido por uma reducdo acentuada no periodo da fase
estatica do FD anovulatdrio, antes que esta concentracdao volte a niveis

basais no comeco da fase de regressao (SIGH et al., 2003). A
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concentracdao maxima de E, no fluido do foliculo ovulatério é duas vezes
maior do que a concentracdo no FD anovulatério. Tratamento com E;
exdogeno durante a fase luteinica induz a regressdao do FD existente,
provavelmente pela supressao de LH e FSH hipofisario, sequida por uma
nova liberacdo de FSH e sincronizacdo de uma nova emergéncia folicular
(BO et al., 1995). Além do E,, que possui uma grande acdo inibitdria
sobre o FSH, os foliculos em desenvolvimento também produzem IGFs,
inibinas e folistatina (SINGH et al., 1999) que participam da liberacao e da
disponibilidade do FSH.

A liberacdo de FSH e LH é induzida por pulsos de GnRH do
hipotadlamo. A frequéncia e a amplitude dos pulsos de LH sdo influenciadas
pelas concentragdes circulantes de P, e E,. Altos niveis de P, produzidos
pelo CL funcional durante o diestro ou a gestacao, suprimem a frequéncia
dos pulsos de LH (JAISWAL et al., 2009). Aumentando-se as
concentracdes de E, adicionado ao decréscimo da P4 apds lutedlise, ha
aumento da frequéncia dos pulsos de LH, culminando em intenso pico pré-
ovulatério de LH.

Embora E, e P4 sao considerados os principais hormonios envolvidos
no ciclo estral, a lista de metabdlitos e nutrientes com efeito direto ou
indireto no desenvolvimento folicular é extensa. Os mediadores da funcao
folicular, mais estudados, relacionados a nutricdo sao leptina, glicose-
insulina, hormoOnio de crescimento (GH) e o sistema IGF. As
concentracoes de leptina, glicose e insulina estdo elevadas quando as
fémeas estdo em balanco energético positivo, bem como logo apods a
alimentacdo e podem converter informacdes metabdlicas para o foliculo
(revisado por SCARAMUZZI et al., 2011).
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2.3 CARACTERISTICAS RACIAIS DA FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE BOS
TAURUS, BOS INDICUS E BUBALUS BUBALIS

2.3.1 Puberdade e Duracao do Ciclo Estral

O ciclo estral representa um padrdo ciclico de atividade ovariana que
promove a transicao de fémeas que partem de um periodo reprodutivo
nao receptivo para um receptivo, permitindo o cruzamento com o macho
e estabelecendo, posteriormente, a gestacao.

O aparecimento dos ciclos estrais ocorre na puberdade. Em novilhas
taurinas, a puberdade acontece entre 6 a 12 meses de idade, geralmente
gquando a fémea atinge 200 a 260 kg (RODRIGUES; KINDER;
FITZPATRICK, 2002; revisado por FORDE et al., 2011). Novilhas zebuinas,
em geral, atingem a puberdade mais tarde do que as novilhas taurinas,
entre 22 a 24 meses (RODRIGUES; KINDER; FITZPATRICK, 2002), porém
0 peso a puberdade ndo se mostrou diferente, 233 + 8 kg (FAJERSSON et
al., 1991) ou também se mostrou superior ao apontado por fémeas
taurinas, 312 = 11 kg (RODRIGUES; KINDER; FITZPATRICK, 2002). Esta
puberdade tardia em novilhas zebuinas foi atribuida por alguns autores ao
estresse nutricional e ambiental das regides tropicais (FRISCH; VERCOE,
1984). Porém, Nogueira (2004) observou que independente das variacdes
nutricionais, fatores genéticos também aparentam estar associados ao
inicio da puberdade. Por essas diversas razoes, as fémeas zebuinas
podem alcancar a puberdade entre 12 meses até 2 anos de idade
(FAJERSSON et al., 1991; NOGUEIRA, 2004; revisado por SARTORI et al.,
2010). Em bufalas, a puberdade geralmente acontece quando elas
atingem aproximadamente 55 a 60% do peso adulto, em média 275 kg,
porém a idade em que isso ocorre pode ser muito variavel, de 16 a 46
meses (revisado por PERERA, 2008).
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O ciclo estral de fémeas taurinas tipicamente possui trés semanas
de duracao, podendo variar de 18 a 24 dias (SENGER, 2003). Esse
periodo consiste de duas fases discretas: fase luteinica, com duracao de
14 a 18 dias, e fase folicular com duracao de 4 a 6 dias (revisado por
FORDE et al., 2011). Em gado zebuino, estudos relataram que a duracao
do ciclo estral varia de 20 a 26 dias (RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE,
1995; FIGUEIREDO et al., 1997; ALVAREZ et al., 2000; BASTOS et al.,
2010). Ja em bubalinos, os autores relataram duracdo semelhante as
taurinas, entre 18 a 24 dias (BARUSELLI et al., 1997; PERERA, 2008;
BARKAWI et al., 2009).

2.3.2 Comportamento Sexual

O comportamento sexual durante o periodo de estro é uma
importante caracteristica reprodutiva que difere claramente entre as
racas. Fémeas Bos taurus apresentaram periodo de receptividade sexual
de 30 minutos a 27 horas (LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004) contra 1 a
20h em fémeas Bos indicus (revisado por BO; BARUSELLI; MARTINEZ,
2003). Um estudo que comparou o comportamento reprodutivo de vacas
Nelore com vacas Angus por radiotelemetria (Heat-Watch®) também
observou que fémeas da raca Nelore apresentaram estro de menor
duracdo (12,9 + 2,9 horas) quando comparado as fémeas Angus (16,3 +
4,8 horas; MIZUTA, 2003).

Esta curta duracao do periodo de aceitacdo de monta faz com que a
deteccao do estro em zebuinos seja menos eficiente do que em taurinos,
0 que compromete as taxas de IA. Além disso, B et al. (2003) relataram
gue mais de 50% dos animais zebuinos iniciam a manifestacao de cio no
periodo noturno, entre 18:00h e 6:00h, sendo que cerca de 30% iniciam e

encerram o estro durante a noite.
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Diferencas na duracao e exibicao do estro podem ocorrer entre
individuos da mesma raca dependendo de variagcbes metabdlicas e
climaticas. Vacas holandesas durante o periodo de alta producao leiteira
apresentaram curto periodo de estro. Em trabalho publicado por Lopez et
al. (2004), foi detectado estro de menor duragao (6,2 contra 10,9 horas)
e de baixa intensidade (6,3 contra 8,8 montas) entre fémeas de alta
(mais de 39,5 kg/dia) e baixa (menos de 39,5 kg/dia) producao leiteira,
provavelmente porque vacas de alta producao apresentaram menores
concentracoes de E; do que as de baixa producao. Essa diferenca de
concentracdo também foi relatada em outros estudos quando se
comparou novilhas e vacas em lactagcdao (SARTORI; ROSA; WILTBANK,
2002; SARTORI et al., 2004).

O efeito do metabolismo também foi descrito para novilhas Nelore,
guando fémeas desta raca foram submetidas a dietas de alto e baixo
consumo (MOLLO et al., 2007). A exibicdo do estro nas fémeas que
receberam maior oferta alimentar foi de duracao e intensidade menores,
guando comparado as novilhas que receberam baixo consumo de dieta.
Além disso, sabe-se que fémeas taurinas e zebuinas podem diminuir o
periodo, omitir ou mesmo bloquear sinais de estro em condicdes que
causem algum tipo de estresse, como calor intenso (WOLFENSON; ROTH;
MEIDAN, 2000), frio e ou manejo intenso (SARTORI; BARROS, 2011).

Uma das maiores diferencas entre bufalas e fémeas bovinas € que
as primeiras apresentam manifestacao dos sinais de estro menos evidente
do que as bovinas, sendo que o comportamento homossexual entre as
bubalinas é raro (BARUSELLI et al., 1997). O principal sinal de estro é a
inquietagcdo. Externamente, mudancas fisicas detectaveis incluem inchago
de vulva, mas esta identificacdo sé é possivel em animais confinados. A
secrecao de muco cervical durante o estro € menos intensa do que em
bovinos, tendendo a se acumular no assoalho da vagina, sendo eliminado
guando o animal se deita ou junto com a urina (PERERA, 2008). Além
desses fatores, também foi descrito que a duracao do estro pode ser

influenciada pelo ambiente. Em climas quentes a duracao foi curta (média
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de 10 horas; entre 5 e 27 horas) e os sinais de estro ocorreram durante a
noite e no inicio da manha (MOIOLI et al., 1998).

Conhecer o comportamento de cio e o intervalo estro-ovulacao é
essencial para estimar o melhor momento da inseminacgao artificial. Foi
relatado que para novilhas taurinas esse periodo foi entre 28 e 32 horas e
para vacas lactantes foi de 27,6 = 5,4 horas, apos o inicio do estro
(WALKER; NEBEL; MCGILLIARD, 1996). Os autores relatam nao haver
diferenca entre o estro induzido por PGF e o estro espontaneo. Para
novilhas Nelore, esse intervalo foi de 26,1 * 1,2 horas para as que
exibiram estro natural e 27,7 + 2,4 horas para as que exibiram estro apds
duas doses de PGF (PINHEIRO et al., 1998). Ambos os trabalhos mostram
gue o tempo de ovulacao nao foi afetado pela lutedlise induzida por PGF.

Aparentemente, um Unico estudo comparou o comportamento estral
de vacas taurinas (Angus) e zebuinas (Nelore), utilizando o sistema de
radiotelemetria para deteccao do estro (MIZUTA, 2003). Apesar de vacas
Nelore apresentarem menor duragao dos sinais de estro do que vacas
Angus (12,9 £ 2,9 h vs. 16,3 * 4,8 h, respectivamente), ambas as racas
avaliadas apresentaram semelhante intervalo entre o inicio do estro até a
ovulagao, resultando em 27,1 £+ 3,3 horas contra 26,1 + 6,3 horas para
Nelore e Angus, respectivamente.

Em fémeas Bubalis bubalus foi descrito que o intervalo estro-
ovulagao varia de acordo com a temperatura ambiente (PERERA, 2008;
YINDEE et al., 2011). Em climas mais quentes, a duracao do estro tende a
ser mais curta e o0s sinais de cio sao exibidos durante a noite,
apresentando intervalo estro-ovulacdao de 34 horas, variando de 24 a 48
horas (PERERA, 2008). Estudos anteriores, realizados em bufalas
europeias mostraram que esses animais ndo so tiveram longa duracao dos
sinais de estro como também um maior intervalo do inicio do estro até a
ovulacao, de 51,1 £ 21,5 horas (MOIOLI et al., 1998).



Revisao de Literatura 30

2.3.3 Padrao de Ondas Foliculares

O ciclo estral em bovinos e bubalinos tem como padrao a formacgao
de ondas de crescimento folicular (SIROIS; FORTUNE, 1988; GINTHER;
KNOPF; KASTELIC, 1989; GINTHER et al., 1996). Cada onda de
crescimento envolve emergéncia, selecao e dominancia seguida por
atresia ou ovulagao do FD.

Quanto ao numero de ondas presentes no ciclo estral de bovinos,
diversos trabalhos foram publicados na tentativa de descrever o padrao
dessas ondas por ciclo. Foi descrito que fémeas da raca Holandesa
apresentam padrdo de duas ou trés ondas de crescimento folicular por
ciclo estral, tanto em novilhas como em vacas (GINTHER; KNOPF;
KASTELIC, 1989; SARTORI et al., 2004; WOLFENSON, et al., 2004) com
casos de até quatro ondas (SIROIS; FORTUNE, 1988). Em 2002, Townson
et al. relataram que vacas holandesas lactantes com 3 ondas foliculares
seriam mais férteis do que vacas com 2 ondas (P<0,058). Segundo esses
autores, o periodo prolongado de persisténcia do FD ovulatério em vacas
com duas ondas seria uma causa provavel de diminuicdo do desempenho
reprodutivo. Semelhantes resultados foram reportados em vacas e
novilhas Angus e respectivos cruzamentos (AHMAD et al., 1997). Porém,
dois recentes estudos relataram o contrario. Cummins et al. (2012)
relataram taxas de prenhes semelhantes entre vacas pertencentes ao
grupo de P4 de curta duracao (analoga a onda ovulatdria de um ciclo de
trés ondas) e vacas pertencentes ao grupo de longa duracao de P4
(andloga a onda ovulatéoria de um ciclo com 2 ondas), utilizando um
grande niumero de animais, tanto de vacas, quanto de novilhas. Dias et al.
(2012) também nao encontraram diferenca na taxa de fertilidade quando
compararam animais com menor ou maior concentracao de P, durante a
fase de crescimento da onda ovulatéria (anadlogo a 3 versus 2 ondas,

respectivamente), tanto em novilhas quanto em vacas lactantes de corte.
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Em fémeas zebuinas, relatos também descrevem o padrdao de 2 a 3
ondas, sendo notificada a presenca de até 4 ondas de crescimento
folicular por ciclo estral nas racas Nelore (FIGUEIREDO et al., 1997) e Gir
(VIANA et al., 2000), por exemplo. Em diversos trabalhos, os autores
relatam padroes de 2 a 4 ondas foliculares, com predominéncia de 3
ondas em fémeas Bos indicus (66,7% RHODES; DE’ATH; ENTWISTLE,
1995; SARTORELLI et al., 2005; MOLLO et al., 2007).

Quando se comparou categorias de vacas e novilhas, Figueiredo et
al. (1997) observaram que as vacas apresentavam maior incidéncia de 2
ondas foliculares (83,3%) enquanto que a maior parte das novilhas
apresentavam 3 ondas (64,7%). Num outro estudo que comparou vacas
Angus, Brahman e Senepol, as fémeas ndo apresentaram predominancia
de padrao de ondas foliculares (ALVAREZ et al., 2000).

O crescimento folicular ovariano durante o ciclo estral em bufalas é
semelhante ao observado em bovinos e também é caracterizado por
ondas de recrutamento, crescimento e regressao folicular (PERERA,
2008). Porém, diferentes observacbes em relacdo ao numero de ondas
foliculares por ciclo estral foram feitas de acordo com os paises que
estudaram essa espécie.

Baruselli et al. (1997) descreveram que 63% das vacas Murrah
apresentaram padrao de 2 ondas foliculares enquanto que apenas 33%
apresentaram 3 ondas e uma Unica bufala (1/30 fémeas) apresentou uma
onda. Estudos em novilhas bufalas Egipcias, mostraram predominancia de
3 ondas foliculares (54%) durante um ciclo estral (BARKAWI et al., 2009)
e em vacas de 6 a 10 anos de idade, Ali et al. (2003) relataram a
predominancia (80%) de duas ondas foliculares por ciclo. Ja relatos em
fémeas mediterraneas indicaram diferencas entre nuliparas e multiparas
(PRESICCE et al., 2004). Apds sincronizacao do estro com P, e PGF,
novilhas exibiram uma, duas ou trés ondas de crescimento folicular.
Dispersdo essa que nao foi verificada no grupo das vacas multiparas em
gue todas as fémeas apresentaram padrao de 2 ondas de crescimento

folicular.
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Num dos primeiros estudos que definiu o padrao de ondas
foliculares na dinamica folicular de bovinos (RAJAKOSKI, 1960), o autor
relatou a existéncia de duas ondas de crescimento folicular, sendo que a
primeira onda iniciou-se entre o 3° e 0 49 dia apds o estro, evidenciando a
presenca de um FD até o 11° dia do ciclo. J& a segunda onda comecou no
120 dia, quando o foliculo da primeira onda tornou-se atrésico, mas

perdurou até o final do ciclo estral.

2.3.4 Emergéncia de Ondas Foliculares

Estudos posteriores mostraram que, em fémeas taurinas, a
emergéncia da primeira onda de crescimento folicular ocorre no dia da
ovulacdo (D0). Em fémeas taurinas com 2 ondas foliculares, a onda
ovulatéria emerge, em média, entre os dias 9 e 10 do ciclo e no padrao de
3 ondas, a segunda ocorre entre os dias 8 e 9 e a ovulatoria por volta dos
dias 15 e 16 (SARTORI et al., 2004; MAPLETOFT; Bé; BARUSELLI, 2009).
Rhodes et al. (1995) demonstraram que em novilhas Brahman com
padrdo de 2 ondas foliculares, a emergéncia da onda ovulatdria ocorreu
mais tarde, entre os dias 11 e 12 e para o padrao de 3 ondas, a segunda
emergéncia ocorreu por volta do dia 10 e a onda ovulatéria ocorreu entre
os dias 15 e 16 do ciclo. De forma geral, tanto para taurinos quanto
zebuinos, o segundo FD tende a aparecer mais cedo em ciclos estrais com
3 ou 4 ondas foliculares, guando comparado ao padrao de 2 ondas. Esse
fato é associado a reducao da persisténcia do primeiro FD em ciclos com 3
ondas (SIROIS; FORTUNE, 1988; RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE, 1995;
SARTORI et al., 2004; MAPLETOFT; BO; BARUSELLI, 2009).

Em bubalinos, estudos ultrassonograficos (BARUSELLI et al., 1997;
PRESICCE et al., 2004) revelaram que para os padrdoes de 2 ondas, as

emergéncias foliculares ocorrem nos dia 0,2 e 9,2, respectivamente, e
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para o padrao de 3 ondas foliculares, a primeira, segunda e terceira

emergéncias ocorrem nos dias 1, 10 e 19, respectivamente.

2.3.5 Desenvolvimento Folicular

Um numero fixo de foliculos primordiais é estabelecido durante o
desenvolvimento fetal. Em bovinos, o crescimento folicular se inicia antes
do ultimo foliculo primordial ser formado e assim continua seu
desenvolvimento pela vida fetal, neonatal e adulta (revisado por
SCARAMUZZI et al., 2011).

Uma vez que os foliculos deixam de ser primordiais, estdo
comprometidos ao crescimento independente de gonadotrofinas.
Conforme o crescimento folicular avanca até o estagio de foliculo pré-
antral, os foliculos ganham multiplas camadas da granulosa, zona
peliucida, camada da teca interna e outra da teca externa, sendo que
estas possuem receptores para LH (LUNDY et al., 1999), tornando-se
assim, responsivo as gonadotrofinas. A aquisicao das enzimas necessarias
para producao de andrdgenos pela teca é finalizada antes da formacgao do
antro (SCARAMUZZI et al., 2011). O crescimento folicular nos estagios
responsivos as gonadotrofinas é constante para garantir o continuo
suprimento de foliculos e formar, assim, o padrao de crescimento de
ondas. Sobre a influéncia de FSH, os foliculos responsivos, tornam-se
dependentes de gonadotrofinas no processo que reflete a dinamica da
retroalimentacao negativa entre E;, - inibina - FSH (WEBB et al., 2004).

No ovario de fetos bovinos ha aproximadamente 2x10° células
germinativas no final do primeiro trimestre de gestacdo, mas este numero
cai drasticamente durante o Ultimo periodo de crescimento fetal até o
nascimento (TANAKA et al., 2001), quando se inicia a ativacao folicular.
Esse fato sugere que remodelar as camadas da granulosa avasculares

para formar um antro e manter a unido entre as células da granulosa e o
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odcito é um desafio fisioldgico (revisado por SCARAMUZZI et al., 2011).
Os foliculos que sao efetivamente recrutados durante a vida reprodutiva
da fémea sao aqueles presentes ao nascimento (SOTO-SUAZO; ZORN,
2005; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), mas esta reserva é altamente
variavel (ERICKSON, 1966). O destino dos foliculos ovarianos durante a
vida pos-natal sao ovulacdo ou atresia e estes dois processos causam
reducao progressiva no numero de odcitos, devido ao consumo gradual da
reserva de foliculos pré antrais (IRELAND et al., 2009).

Na tentativa de estimar possiveis diferencas na populagdo ovariana
fetal de foliculos pré antrais entre taurinas e zebuinas, Silva-Santos et al.
(2011) observaram alta oscilacdo da populacao entre individuos da
mesma categoria e entre ragas. Em novilhas Nelore, o nimero de foliculos
pré antrais variou de 9.623 até 260.371 e em novilhas Angus esta
variacao ficou entre 33.798 e 320.729 foliculos, tornando-se dificil aplicar
um modelo estatistico para inferir sobre diferencas no nimero de foliculos
ovarianos.

Diversos trabalhos descreveram que fémeas Bos indicus recrutam
maior numero de foliculos por onda de crescimento folicular do que
fémeas Bos taurus (GINTHER et al., 1996; ALVAREZ et al., 2000;
BURATINI et al., 2000; BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007;
CARVALHO et al., 2008; GIMENES et al., 2009; BASTOS et al., 2010) o
gue influencia diretamente na eficiéncia da técnica de aspiracao folicular
guiada por ultrassom intravaginal (OPU-PIV).

Em bovinos europeus, foi relatado que o recrutamento da onda
folicular é caracterizado pelo crescimento repentino de 8 a 56 foliculos por
onda (JAISWAL; SINGH; ADAMS, 2004; WEBB et al., 2004; IRELAND et
al.,, 2007). Apesar da altamente varidavel, estudos mostraram que o
numero maximo observado por onda folicular, chamado pelos autores de
contagem de foliculos antrais (AFC) foi altamente repetitivo entre
individuos, independente da idade, raca, pais, estacdao do ano ou fase da
lactacdo (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007). A partir disso, esses

grupos classificaram as fémeas baseando-se na média de AFC durante
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duas a quatro ondas foliculares. Os autores observaram que animais que
pertenciam ao grupo de baixa contagem folicular (menos que 15
foliculos/onda) representavam 15 a 20% das fémeas, enquanto que o
restante dos animais pertencia ao grupo de contagem intermediadria de
foliculos, isto é, entre 16 a 24 foliculos/onda (BURNS et al., 2005;
IRELAND et al.,, 2008; MOSSA et al., 2010) e que este numero
correlacionava positivamente com a fertilidade das fémeas.

A superioridade do numero de foliculos apresentada por fémeas Bos
indicus e a repetibilidade deste em ciclos sucessivos pode sugerir que
fémeas zebuinas talvez ndo possuam maior populacdo de foliculos pré
antrais, mas talvez, menores taxas de atresia folicular quando
comparadas as Bos taurus, o que resulta em maior nimero de foliculos
antrais viaveis (SILVA-SANTOS et al., 2011). De fato, foi relatado que a
deplecao de reservas foliculares esta associada com altas taxas de atresia
folicular (KRYSKO et al., 2008).

Os ovarios de uma novilha bubalina ciclica possuem um reservatorio
de apenas 10.000 a 20.000 foliculos primordiais (DANELL, 1987) e uma
média de 6 a 8 foliculos recrutados por onda folicular (BARUSELLI et al.,
1997). Além disso, os ovarios possuem tamanho menor do que o de
bovinos, pesando por volta de 4 g (revisado por PERERA, 2011). Esta
pode ser uma das razdes para a baixa eficiéncia na producdo de embrides.

Alguns autores relatam que o maior numero de foliculos presentes
no ovario de Bos indicus pode ser devido a elevada concentragdao de IGF-I
e de insulina em Bos indicus (BURATINI et al., 2000; BARUSELLI;
GIMENES; SOUSA, 2007; BASTOS et al.,, 2010). Esta elevada
concentracdo ocorre mesmo na presenca de baixos niveis de FSH, ja que
animais zebuinos apresentam maiores concentragdes plasmaticas de IGF-I
e menores concentracdes de FSH, quando comparadas as vacas taurinas
(ALVAREZ et al., 2000).

Estudos que utilizaram diversos modelos animais demonstraram que
o IGF-I ndo participa da formacao do ovario, no recrutamento de foliculos

primordiais ou no crescimento de foliculos independentes de
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gonadotrofinas (revisado por SCARAMUZZI et al., 2011). Esses estudos
mostram que o IGF-I aumenta a sensibilidade de pequenos foliculos (5
mm em bovinos e humanos) a estimulacdao de gonadotrofinas e simula a
transicdo do estagio de responsividade para dependéncia de
gonadotrofinas (MAZERBOURG et al., 2003). Assim, as maiores
concentracdes de IGF-I total seria uma explicacdo plausivel do por que
fémeas zebuinas apresentam maior nimero de foliculos presentes no
ovario no momento da emergéncia folicular.

Nas fémeas, o hormonio anti-milleriano (AMH), pertencente a
superfamilia TGFB de fatores de crescimento, é produzido exclusivamente
pelas células da granulosa de foliculos saudaveis em crescimento (LA
MARCA e VOLPE, 2006 de IRELAND et al 2011). Foi observado que
concentracdes sanguineas de AMH em novilhas e vacas taurinas estdo
positivamente correlacionadas com o numero de foliculos antrais
recrutados e o niumero de foliculos e odécitos sadios nos ovarios (IRELAND
et al., 2008).

Outros fatores associados com o numero de foliculos antrais maiores
gue 3 mm de didmetros sdo os andrdgenos produzidos pelos ovarios
(MOSSA et al., 2010). Neste estudo, as concentracdes séricas de
testosterona foram menores, em novilhas de corte e vacas de leite com
baixo vs. alto numero de foliculos antrais. Esses autores sugeriram que a
producao folicular de andrégenos pelas células da teca esta possivelmente
associada ao numero de foliculos em crescimento durante as ondas
foliculares e correspondentes ao tamanho da reserva ovariana em

bovinos.

2.3.6 Crescimento Folicular

Em bovinos, o crescimento folicular ovariano de 0,3 a 3-5 mm de

diametro ocorre em mais de 30 dias, mas o desenvolvimento subsequente
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€ rapido com taxas de crescimento detectadas em grande foliculos de até
2 mm/dia (1,5 mm/dia para taurinas, 1,3 mm/dia para zebuinas; BO;
BARUSELLI; MARTfNEZ, 2003 e 1,5 mm/dia para bubalinas: BARUSELLI et
al., 1997). Carvalho et al. (2008) relatam taxas de crescimento folicular
menores para Bos indicus do que para Bos taurus e segundo os autores,
isso poderia ser devido a influéncia das concentragoes de P4 circulante em
cada raca.

Uma notavel diferenca entre taurinos, zebuinos e bubalinos
apontada por diversos autores refere-se aos diametros dos FD de cada
onda folicular. Em Bos taurus, Ginther; Knopf e Kastelic (1989) relataram
gue o diametro maximo do FD ovulatério variou de acordo com o niumero
de ondas foliculares, observando valores de 16,5 = 0,4 mm para fémeas
de 2 ondas e 13,9 £ 0,4 mm para fémeas com 3 ondas foliculares. Nesse
estudo, o diametro do FD da primeira onda (17,1 £ 0,5 mm) foi superior
ao diametro do FD ovulatério. Em outro estudo, que compara novilhas e
vacas holandesas em lactagao (SARTORI et al., 2004), os autores
relataram que o diametro maximo do FD ovulatério nas novilhas (15,0 +
0,2 mm) atingiu valores inferiores aos apresentados por vacas (17,2 +
0,5 mm).

Em trabalho realizado com a raca Nelore (FIGUEIREDO et al., 1997)
nao foram relatadas diferencas entre o diametro maximo do foliculo
ovulatério entre vacas e novilhas (11 mm). Além disso, esses foliculos
apresentaram maior didmetro do que outros FD no mesmo ciclo e em
fémeas com padrao de 3 ondas, sendo o segundo FD menor que o FD da
primeira onda. Num outro estudo que comparou, temporalmente, o efeito
da PGF no comeco e no final do protocolo de sincronizagao de ovulagao
em novilhas taurinas, zebuinas e mesticas, o diametro do FD no dia 8 do
protocolo foi superior para novilhas taurinas (11,6 £ 0,5 mm) do que para
novilhas zebuinas (9,5 = 0,5 mm; CARVALHO et al., 2008). ]Ja Bo et al.
(2003) observaram maiores didametros dos FD da primeira onda, relatando
valores de 13,3 £ 0,5 mm para vacas Bos taurus e 12,9 £ 0,4 mm para

vacas Bos indicus criadas a pasto. Nesse estudo, os valores dos diametros
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dos FD da segunda onda também foram inferiores aos das demais ondas e
o tamanho do foliculo ovulatério foi superior ao da primeira onda (14,8 +
0,6 mm para Bos taurus e 13,0 £ 0,3 mm para Bos indicus), como
reportado anteriormente por Figueiredo et al. (1997). Maiores diametros
também foram relatados em estudo recente (BASTOS et al., 2010) que
comparou temporalmente vacas Nelore e Holandesa nao lactantes. O
diametro maximo dos foliculos ovulatdrios foram maiores para Holandesas
(15,7 £ 0,3 mm) do que para Nelores (13,4 £ 0,3 mm). Apesar destes
estudos apresentarem valores diferentes para o didmetro maximo
alcancado pelo foliculo ovulatério, todos os resultados mostraram que
fémeas taurinas apresentam maiores foliculos do que fémeas zebuinas.
Valores dos diametros maximos em cada onda de crescimento
folicular também diferem entre bovinos e bubalinos. FEmeas bubalinas
com duas ondas de crescimento folicular apresentaram didmetros de 10,5
+ 0,6 mma 12,4 £ 0,8 mm para a primeiraondae 11,0 £ 0,7 mma 13,8
+ 0,4 mm para a segunda onda ovulatéria. FEmeas com trés ondas de
crescimento folicular apresentaram diametros maximos de 13,3 += 1,8
mm; 11,1 £ 2,1 mm e 13,4 £ 1,3 mm (BARUSELLI et al., 1997;
PRESICCE et al., 2004). Essa variacao mostrou-se associada a genética e
a categoria da fémea. Para bufalas com duas ondas de crescimento
folicular, tanto a taxa de crescimento quanto o diametro do maior foliculo
foi significantemente menor para novilhas do que para vacas (revisado
por PERERA, 2011). Outro fator que interferiu no diametro maximo foi
observado por Yindee et al. (2011). Os diametros dos foliculos ovulatorios
aumentaram entre a primeira e segunda ovulagao pés-parto (13,5 + 0,5
para 14,3 £ 0,3 mm) e o didmetro do foliculo ovulatério que resultou na
formacdo de um CL foi significantemente superior nas fémeas que

emprenharam, comparado as fémeas que nao emprenharam.
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2.3.7 Desenvolvimento e Crescimento Luteinico

Como o diametro do CL foi positivamente correlacionado ao
tamanho do foliculo ovulatério (VASCONCELOS et al., 2001; SARTORI;
ROSA; WILTBANK, 2002), pode-se concluir que fémeas que apresentam
maior didametro do foliculo ovulatéorio, como as taurinas, apresentam
maior tamanho de CL e maior concentracao de P4 no ciclo subsequente.

Enquanto estudos em taurinos relataram volume maximo do CL de
7303mm? para novilhas e 11248 mm? para vacas lactantes Holandesas
(SARTORI et al., 2004) e diametros variando de 19 a 30 mm (GINTHER;
KNOPF; KASTELIC, 1989; ALVAREZ et al., 2000; LYNCH et al., 2010),
estudos em Bos indicus relataram volume do CL entre 1987 mm? a 5199
mm?> e didmetros equivalentes a 17 e 21 mm (RHODES; DE'ATH;
ENTWISTLE, 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; ALVAREZ et al., 2000;
MOLLO et al., 2007; MACHADO et al., 2008). Em estudo analisando
temporalmente vacas Nelore e Holandesas (BASTOS et al., 2010), os
valores do volume do CL para as Holandesas (7611 = 512 mm?) foi muito
inferior ao reportado por Sartori et al. (2004) para Holandesas em
lactagcao, mostrando valores similares aos reportados para novilhas
taurinas, mas ainda superiores aos resultados obtidos em vacas Nelore
(4917 £ 548 mm?).

Apesar da superioridade no volume e no didmetro do CL, vacas
taurinas apresentam menores concentragoes de P4, (5,8 £ 0,6 ng/ml)
guando comparadas as novilhas de mesma raca (7,3 £ 0,4 ng/ml;
SARTORI et al., 2004) e quando comparadas temporalmente as vacas
zebuinas (4,6 = 0,4 ng/ml vs 4,1 £ 0,18 ng/ml para zebuinas e taurinas,
respectivamente, BASTOS et al., 2010).

Em bubalinos, o CL geralmente nao estd proeminente na superficie
do ovario e, muitas vezes, pode ser confundido com um foliculo, devido a
consisténcia. Essas caracteristicas diminuem a acuracia na identificacdo de

estruturas ovarianas por palpacao retal (PERERA et al., 1987). Em estudo
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realizado com novilhas bubalinas apds tratamento com implante auricular
de P, (GIMENES et al., 2009), os diametros do CL observados no dia 0
(dia em que foi observada a ovulagao) ficaram entre 18,8 + 1,5 a 19,1 %
1,7 mm. Os autores observaram maiores concentracoes de P4 (entre 5 e 6
ng/ml) nas novilhas bubalinas quando comparadas as zebuinas (2 a 3
ng/ml) e as taurinas (1 a 4 ng/ml), submetidas ao mesmo protocolo. Ja
Yindee et al. (2011), avaliando bufalas no pds-parto, encontraram tanto
diametro (14,6 = 0,34 mm), quanto, concentracdo de P4 (1,2 a 3,2
ng/ml) menores do que o primeiro trabalho, mas similares aos valores
reportados para bovinas.

A producdao de leite por vaca aumentou consideravelmente nas
ultimas décadas devido, principalmente ao ganho genético para producdo
leiteira ligada as mudancas de manejo nutricional. No entanto, foi
observada, concomitantemente, um decréscimo na eficiéncia da
reproducao nessas fémeas (WASHBURN et al., 2002). Mdlltiplas causas
podem estar envolvidas nesse decréscimo, sendo uma delas a maior
ingestdo de matéria seca (IMS) que vacas lactantes de alta producao
consomem. Existe uma alta correlacdao entre a IMS e a producgao leiteira
em vacas de leite (HARRISON et al., 1990). Porém efeitos negativos da
IMS foram observados na reproducao, nao apenas em gado leiteiro. Em
novilhas de corte, foi reportado que um aumento na ingestao de alimentos
anterior a IA diminuiu a sobrevivéncia embrionaria (DUNNE et al., 1999).
O decréscimo na eficiéncia reprodutiva em animais recebendo alto padrao
nutricional pode ser devido a alteracbes nas concentracdes hormonais
circulantes. H& uma relacdo inversa entre os niveis de ingestao alimentar
e P, plasmatica periférica em ovelhas. O aumento da IMS leva a um
aumento da taxa de metabolizacao de P, (PARR et al., 1993). De forma
semelhante, o aumento do plano nutricional em porcas ovariectomizadas
aumentou a metabolizacdao de P, e também aumentou o fluxo sanguineo
para a veia porta hepatica de maneira proporcional (PRIME; SYMONDS,
1993).
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Um experimento foi realizado para estudar se o aumento do fluxo
sanguineo hepatico, resultante da elevada taxa de ingestdao, aumenta o
metabolismo de P4, e E; em vacas lactantes (SANGSRITAVONG et al.,
2002). Esses autores observaram que ocorre um aumento agudo da
metabolizacdo de E, e P, em resposta a alimentacdo e esse fato foi
aparentemente relacionado com mudancas agudas no fluxo sanguineo
hepatico. Esse estudo também mostrou que, em vacas lactantes, o
continuo fornecimento de um bom plano nutricional leva, cronicamente ao
aumento do fluxo sanguineo hepatico e a metabolizacao de P4 e Es.

As concentracdes de P4 circulantes sao determinadas pelo balango
entre a producdo de P4, principalmente pelo CL, e pelo metabolismo de Py,
realizado principalmente pelo figado. Em gado leiteiro, o volume do tecido
luteinico é o primeiro fator determinante de producdo de P4. No entanto,
discrepancias entre o volume do CL e concentracdes circulantes de P4 sdo
geralmente devido ao alto metabolismo de P4, resultante do aumento
excessivo do fluxo sanguineo no figado. Por outro lado, se a produgao de
P, aumenta devido ao aumento do volume luteinico, sem alteracdes no
fluxo sanguineo hepatico, a P4 circulante ira aumentar (WILTBANK et al.,
2011).

As diferencas nas concentragdoes circulantes de esteroides foram
relatadas entre categorias: novilhas (SARTORI et al., 2004), vacas secas
(BASTOS et al., 2010) e vacas em lactacao (LOPEZ et al., 2005) e entre
racas bovinas (Bos taurus e Bos indicus). Esses trabalhos atribuiram
menores concentragdes em vacas lactantes devido ao maior metabolismo
hepatico de esteroides que essas fémeas apresentam durante a lactacdo.
Além disso, as maiores concentracdoes enddgenas de P, em zebuinas pode
explicar porque essa raca apresenta maior sensibilidade a dispositivos de
P, em protocolos para sincronizacao da ovulacao.

Esse fato pode levar a hipotese de que a taxa de metabolizacdo da
P4 € maior nas novilhas taurinas e por isso, a concentracdo encontrada no

plasma dessas novilhas € menor, mesmo possuindo um CL maior. Um
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estudo do presente grupo esta sendo conduzido para confirmar qual (ou

se) dessas hipoteses é valida.

2.4 DESVIO FOLICULAR

A selecao folicular € um termo usado em espécies monovulatorias
para indicar que apenas um foliculo adquire condicao de dominante sobre
os demais foliculos (FORTUNE et al., 2001). Um aumento no FSH induz o
recrutamento de um grupo de foliculos dependentes de gonadotrofinas da
reserva de foliculos sensiveis as gonadotrofinas (VINOLES et al., 1999).
Por volta de dois a trés dias apdés a emergéncia, um desses foliculos
alcanca o status de dominante por desenvolver receptores de LH nas
células da granulosa e por se tornar independente de FSH.

O maior foliculo presente na onda folicular produz diversas
substancias que reduzem as concentracdbes de FSH abaixo do limiar
necessario para sustentar os outros foliculos dependentes de
gonadotrofinas. Assim, a dominadncia alcancada pelo foliculo
potencialmente ovulatério induz a atresia em todos os outros foliculos
remanescentes que foram recrutados e que ndo obtiveram éxito na troca
da dependéncia absoluta de FSH para LH (CAMPBELL, 1999). Na presenca
de niveis de P4 acima de 1 ng/ml, o FD entra em atresia, devido a alta
amplitude e baixa frequéncia dos pulsos de LH e uma nova onda se inicia
(GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; WEBB et al., 1999). O FD somente
ird ovular quando a concentracao de P4 for baixa, em funcdo da lutedlise
(FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). O FD, apds a ovulacdo, passa por um
processo de luteinizacao, formando o corpo liteo que secreta P4.

Quando o futuro FD emerge do grupo de foliculos antrais recrutados,
seu diametro aumenta continuamente e se sobressai como o maior
foliculo do grupo (FORTUNE et al., 2001). Foi descrito que em vacas

taurinas, o futuro FD emerge 6 horas antes do que os outros foliculos da
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onda. Esta emergéncia antecipada resulta em uma vantagem para o
tamanho deste futuro FD, antes do final da fase de crescimento, comum
entre os foliculos, e inicio da de desvio (GINTHER et al., 2003).
Entretanto, em 3% dos casos, um foliculo subordinado (FS) pode ser
inicialmente maior do que o futuro FD, porém a taxa de crescimento tende
a ser inferior, ndo alcancando o estagio definitivo (GINTHER et al., 1996).

Em fémeas taurinas, estudos reportaram que o desvio folicular, em
média, tem inicio por volta do dia 2,8 apds a emergéncia folicular (10,7
horas antes da ovulacdo), quando o FD atinge em média 8,5 mm a 9,0
mm de diametro (GINTHER et al., 1996; SARTORI et al., 2001; BASTOS
et al., 2010). Quando avaliado por categoria animal, as holandesas em
alta lactagao tiveram o desvio folicular quando o FD atingiu 9,8 mm e as
novilhas, 8,3 mm (SARTORI et al., 2004).

Em novilhas e vacas zebuinas da raca Nelore, o periodo de desvio
nao difere dos taurinos, variando entre 2,4 a 2,9 dias apds a ovulacdo,
porém foi reportado que a selecdo folicular em Bos indicus ocorre com
diametros menores, quando o FD atinge entre 5 a 7 mm (FIGUEIREDO et
al., 1997; SARTORELLI et al., 2005; GIMENES et al., 2008; BASTOS et
al., 2010). Para novilhas bubalinas foi encontrado um valor semelhante
para o momento do desvio, 2,6 dias apds a ovulacdo com diametros de
7,2 mm para o FD e 6,4 mm para o FS (GIMENES et al., 2011).

2.4.1Fatores Envolvidos na Selecao Folicular

2.4.1.1 Gonadotrofinas

Um conceito classico de regulacdao da fungdao ovariana é de que
fatores endocrinos, principalmente as gonadotrofinas (LH e FSH),

estimulam o crescimento e a diferenciacdo luteinica e folicular (FORTUNE;
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RIVERA; YANG, 2004). Sendo o desenvolvimento folicular ovariano
dependente do suporte destas gonadotrofinas.

Independente do estagio de desenvolvimento folicular, a troca da
dependéncia do FD de FSH (ADAMS et al., 1992) para LH (KULICK et al.,
1999) ocorre devido a presenca de receptores para LH-R nas células da
granulosa. No final do periodo de dominéancia, isto €, proximo a ovulacao
ou na fase estatica do FD anovulatério, concentracdes circulantes de FSH
comecam a crescer (ADAMS et al., 2008). Estas concentragdes aumentam
1,5 a 2 vezes pelos proximos 2 dias e atingem o pico aproximadamente
12 a 24 horas, antes da emergéncia da préoxima onda, quando o futuro FD
estda com 4-5 mm de diametro. Se o FD existente é removido (ablacao
folicular), o aumento dos niveis de FSH é iniciado dentro de 12 horas,
resultando na emergéncia de uma nova onda folicular nas proximas 24
horas (BERGFELT et al., 1997).

Em bovinos da raca Holandesa, foi descrito que a selegao do FD
associou-se com a troca da dependéncia de FSH para LH (FORTUNE, et
al., 2001; GINTHER et al., 2001). Receptores para FSH estao presentes
apenas nas células da granulosa, enquanto que receptores para LH estao
localizados tanto nas células da granulosa quanto nas da teca. Foi descrito
que o FD expressa mais receptores para LH na granulosa do que os FS e,
portanto é capaz de direcionar a dependéncia de gonadotrofinas para o LH
durante a escassez de FSH e continua a crescer enquanto que os
subordinados regridem (ADAMS et al., 2008).

No entanto, foi observado em taurinas que o FD apds o desvio
folicular ndo adquire capacidade ovulatoria até que atinja 10 mm de
diametro (SARTORI et al., 2001). Em novilhas zebuinas, também foi
reportado que o FD somente adquiriu capacidade ovulatorio apods o
desvio, quando os FDs atingiram, em média 7,6 mm. J& em bdufalas a
capacidade ovulatéria ocorreu apds o desvio, com diametros a partir de
8,5 mm (GIMENES et al., 2011).

Em vacas Nelore cruzadas, todas as isoformas de LH-R foram

encontradas apenas quando os foliculos alcancaram 7 mm de diametro,
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sendo que a abundancia aumentou de acordo com o tamanho (NOGUEIRA
et al., 2007; MONTEIRO et al., 2009). Dessa forma, os dados obtidos em
fémeas bovinas e bubalinas sugerem que a expressao dos LH-R é uma
consequéncia, € ndo uma causa do desvio folicular (revisado por SARTORI
et al., 2010).

Em estudo realizado por Evans e Fortune (1997), a expressao de
MRNA para receptores de gonadotrofinas e concentragcbes de enzimas
esteroidogénicas foram observadas no futuro FD e FS, no dia 2 e no dia 3
da primeira onda folicular. Os autores reportaram que no dia 2, a
diferenca de diametro entre os foliculos foi de 1 mm, ndo sendo
encontradas diferencas nos niveis de mMRNA para receptores de
gonadotrofinas ou de enzimas. No entanto, as analises do dia 3, quando o
FD estava 3 mm maior que o maior subordinado e produzindo maiores
concentracoes de E> do que no dia 2, os autores encontraram diferencas
nas expressdoes de mRNA. As expressoes tanto de LH-R quanto de 17-
hidroxilase foram maiores na teca interna e as expressoes de FSHr e
aromatase foram maiores nas células da granulosa do FD vs. FS. Os
autores ndao encontraram expressao de LH-R nas células da granulosa do
FD, sugerindo que esta aquisicdo deva ocorrer em estagios tardios na
diferenciacao do FD. Ja outros estudos apontam o surgimento de LH-R nas
células da granulosa ao redor do periodo de selecdo do FD, quando o
diametro encontra-se entre 8 e 9 mm (WEBB et al., 1999). Diversas
isoformas de LH-R podem ser expressas nas células da teca e da
granulosa em momentos diferentes do crescimento folicular (SIMOES et

al., 2010), o que poderia explicar a incongruéncia desses achados.

2.4.1.2 Ambiente Intrafolicular: esteroides e sistema IGF

Um dos estdgios do desenvolvimento folicular que depende de

mudangas no ambiente intrafolicular ocorre no inicio do crescimento. Este
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inicio esta relacionado com a comunicacao oocito e células do cumulus.
Sinais vindos do oécito causam a diferenciacao de subtipos de células da
granulosa, fazendo com que estas sigam um caminho de desenvolvimento
diferente daquelas que compdem as células da granulosa murais
(FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). O ambiente intrafolicular também esta
envolvido na regulacdao da etapa critica da transicao entre o final do
desenvolvimento folicular e a selecao do FD.

A selecdo do FD esta associada com a diminuicdo das concentragoes
sanguineas de FSH durante os primeiros trés dias da onda, aumento das
concentragoes circulantes de E,, aumento de IGF-I e aumento na
expressao de receptores de LH nas células da granulosa (SARTORI et al.,
2001). O aumento gradual de tamanho do FD leva a um aumento das
concentracoes de E,, de androstenediona e de inibina produzidos por ele
(revisado por FORDE et al., 2011).

2.4.1.2.1 Estradiol

Foi demonstrado que o FD possui maiores concentracdoes de E, no
fluido folicular (FF) do que os FS da mesma onda (EVANS; FORTUNE,
1997; FORTUNE, 1994; MIHM et al., 2000). Dois dias apds, isto &, no dia
5 do ciclo, o foliculo morfologicamente dominante possui maior
concentracdo de E, no FF quando comparado aos niveis inferiores
apresentados pelos subordinados (BADINGA et al., 1992).

Em ondas nao ovulatérias, quando o FD se desenvolve durante a
fase luteinica, as altas concentracdes de E, produzidas pelo FD nao sao
sustentadas (FORTUNE, 1994) e acabam diminuindo, levando a um
aumento transitério de FSH (GINTHER et al., 2000). No entanto, se a
lutedlise ocorrer durante o desenvolvimento do FD, o aumento de E; é
continuo, ou nao ocorre diminuicdo, e o0s niveis no FF rapidamente

aumentam para niveis pré-ovulatorios superiores a 1 pg/ml (FORTUNE;
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HANSEL, 1985; BRIDGES; FORTUNE, 2003). Esses fatos indicam uma
caracteristica chave da sintese de E, no processo de dominancia folicular.
Porém, analises de mRNAs de receptores de gonadotrofinas e de enzimas
esteroidogénicas intrafoliculares nao revelaram quais mudancgas este
aumento de E; folicular desencadeiam (FORTUNE; HANSEL, 1985; EVANS;
FORTUNE, 1997).

2.4.1.2.2 Sistema IGF

Ginther et al. (2001) \verificaram que as concentracdes
intrafoliculares de IGF-I livre ndo diferiram entre os dois maiores foliculos
antes do desvio folicular. Entretanto, apds este periodo, o FD apresentou
niveis mais elevados de IGF-I do que o maior subordinado. Ainda sugere
gue, a diferenca de concentracao de IGF-I entre os foliculos ovarianos é o
estopim do desvio folicular e consequentemente, dos mecanismos de
selecdo folicular (revisado por BEG; GINTHER, 2006). Adicionalmente, ha
indicios de que a inducao dos receptores de LH pode ser, ao menos em
parte, mediada pelo IGF-I, pois se demonstrou que a limitagao na
producdao de IGF-I impede a dominancia folicular e o desenvolvimento
folicular além de 8 mm (CHASE et al., 1998).

Corroborando com essas evidéncias, outros trabalhos também
sugerem que mudancgas intrafoliculares no sistema IGF do futuro FD sao
pecas criticas da selecdo de um foliculo dentre o grupo recrutado de
tamanho similar para crescimento, diferenciacdo e potencial ovulacdes
futuras (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). O sistema IGF ovariano é
complexo, possuindo dois ligantes, dois receptores, seis proteinas
ligadoras (IGFBPs) e pelo menos, uma protease de proteina ligadora de
IGF (PAPP-A; revisado por LUCY, 2001).

Todos esses componentes fazem com o que o suprimento de IGF-I

no foliculo seja controlado sem a intervencao do eixo hipotalamico. Assim,
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a atividade do IGF-I intra-ovariana € regulada principalmente pelas
IGFBPs, indicando que é a biodisponibilidade e ndao a concentragao total
gue é alterada durante a foliculogénese. Neste estudo, Mazerbourg et al.
(2003) relataram que em vacas taurinas, as concentragdes intrafoliculares
de IGFBPs foram menores em foliculos de 1 a 2 mm de didametro quando
comparados aos foliculos pre-ovulatérios e que as concentracdes destas
aumentaram a medida que os foliculos tornavam-se atrésicos. Além
desses achados, os autores observaram que as baixas concentracdes de
IGFBPs em foliculos crescentes sdao provavelmente causadas pelas
elevadas taxas de degradacdo proteolitica das IGFBPs feita pela PAPP-A.

Em bovinos, foi descrito que a expressao de mRNA para a PAPP-A
nas células da granulosa, in vitro, € maior em foliculos ovulatoérios e
correlaciona-se positivamente com concentracoes de aromatase e LH-R
(MAZERBOURG et al., 2001). Outros trabalhos também reportaram que a
atividade da PAPP-A é maior nos FD do que nos FS entre os dias 2 e 3 da
primeira onda folicular, sendo que os niveis de atividade correlacionaram
positivamente com E,; e negativamente com as IGFBPs (RIVERA;
FORTUNE, 2003).

2.4.1.2.3 Nutrigcdo e selecado folicular

Além das interacdes entre células do cumulus e odcito, sabe-se que
caracteristicas do fluido folicular (FF) também sao afetadas pela condicao
fisiolégica da fémea, por exemplo, nutricdo. Tanto o estagio do foliculo
(tamanho, fase de atresia ou de crescimento) como as caracteristicas do
FF influenciam na qualidade dos odcitos (LERQY et al., 2004).

Uma das fungdes do IGF é promover a sintese de E, em foliculos
antrais. Contrariamente, algumas IGFBPs podem ter efeito negativo sobre
o IGF, prevenindo a ligacao com os receptores. Ja as PAPP-A quebram as

IGFBPs, permitindo que o IGF se ligue ao receptor. Assim, mudancas em
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qualquer um dos componentes deste sistema pode potencialmente afetar
o desenvolvimento folicular (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004).

A insulina e os IGFs sdao essenciais para desencadear e manter o
crescimento folicular, pois participam de mecanismos reguladores das
células foliculares e a formagao do CL, estimulando a esteroidogénese no
FD e a proliferacdo das células da granulosa. O IGF ainda atua
sinergicamente com o FSH e LH regulando a proliferacao e a diferenciacao
das células da granulosa e da teca (ARMSTRONG et al., 2002). Além
disso, o aumento do crescimento folicular pode ser influenciado por
maiores concentracdes de glicose para as células foliculares, induzido pela
insulina.

Britt (1994) relatou que foliculos que cresceram durante o periodo
de balanco energético negativo, durante o pds-parto precoce em vacas de
leite, poderiam ser afetados por mudancas metabdlicas desfavoraveis e
por isso, poderiam conter odcitos incompetentes. As concentragoes
sanguineas de IGF-I se mostraram reduzidas durante um severo balancgo
energético negativo (LUCY, 2008) e assim, o sistema IGF pode transmitir
estas informacdes metabdlicas para o foliculo.

Como dito anteriormente, o IGF-I é um potente estimulador do
crescimento folicular e da secrecao de E; (MAZERBOURG et al., 2003) e
parece ser também, essencial para uma foliculogénese normal e
subsequente selegao folicular (MIHM; EVANS, 2008). Assim, em condicoes
fisioldgicas normais, a atividade do IGF-I no foliculo € mantida sobre o
controle rigoroso dos sistemas intrafoliculares que previnem supra-
atividade do IGF-I folicular. Durante o balanco energético negativo, baixo
IGF-I inibe a foliculogénese, mas durante o balango energético positivo,
elevado IGF-I aparenta ter minimo efeito no foliculo por conta da inibicao
intrafolicular realizada pelas IGFBPs e pelo sequestro do receptor de IGF-I
pelo IGF-II (SCARAMUZZI et al., 2011).

Um modelo para ilustrar a sequéncia de eventos que ocorre antes do
inicio do desvio de diametro durante a selecao folicular foi descrita em
revisao feita por BEG; GINTHER (2006) e no trabalho de Scaramuzzi et al.
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(2011). Em bovinos, a manutencao ou o aumento do IGF-I livre, ocorre
via ativacao do sistema IGF pelas PAPP-A e, consequente aumento do E; e
dos LH-R no futuro FD. Ao mesmo tempo, as concentragdes de IGF-I
livres diminuem no futuro FS. As mudancas intrafoliculares no futuro FD
aparentemente aumentam o desenvolvimento do maior foliculo a
diminuicdo do FSH e ao aumento do LH. Os demais foliculos em
crescimento na onda possuem a mesma capacidade de dominancia,
porém nao alcancaram o mesmo nivel de complexidade antes de serem
negativamente afetados pelas mudancas nas concentracdoes de
gonadotrofinas. Assim, o maior foliculo, agora sozinho, continua a crescer

e se torna dominante.

2.5 FATORES QUE INTERFEREM NO PADRAO DE ONDAS FOLICULARES
ENTRE BOVINOS E BUBALINOS

Um determinado padrao de numero de ondas foliculares pode ter
implicacdes importantes no manejo reprodutivo de um rebanho, por
exemplo, diversos trabalhos associam o padrao de ondas foliculares com a
fertiidade (AHMAD et al., 1997; TOWNSON et al., 2002; BLEACH;
GLENCROSS; KNIGHT, 2004; CUMMINS et al., 2012). Identificar os
fatores associados com esses padroes pode fornecer importantes
informacdes aos mecanismos controladores da onda folicular e ter
implicacdes importantes para um correto manejo reprodutivo e no
desenvolvimento de efetivos protocolos de sincronizagdgo e de
superovulagao ovariana.

Ao se fazer o levantamento dos dados referentes as disparidades
entre taurinos, zebuinos e bubalinos, pode-se observar que o padrao do
numero de ondas foliculares por ciclo correlaciona-se com grande parte
das variaveis fisioldgicas estudadas. Por esse motivo, faz-se necessario

separar e ressaltar os possiveis fatores endocrinos, metabdlicos e
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fisiolégicos que estao envolvidos na determinacdo do numero de ondas
gue uma novilha ou vaca apresentara.

Foi demonstrado que o padrao de ondas foliculares tende a se
repetir num mesmo individuo por ciclos consecutivos (novilhas Brahman:
RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE, 1995); novilhas e vacas Nelore:
(FIGUEIREDO et al., 1997) independente da estacdao do ano ou da idade
de novilhas; novilhas Bos taurus: (JAISWAL et al., 2009). Porém, outros
trabalhos relataram que o padrdao de ondas, num mesmo individuo, pode
alternar entre ciclos de 2, 3 e até 4 ondas (novilhas Bos taurus: PRICE;
CARRIERE, 2004; SICHTAR et al., 2010).

2.5.1 Numero de ondas e fase luteinica

Em 2011, Boer et al. , na tentativa de investigar quais mecanismos
seriam possiveis candidatos na regulacao do nimero de ondas por ciclo,
desenvolveram um modelo matematico do ciclo estral bovino. Esses
autores observaram que diferencas no numero de ondas em ciclos
naturais podem ocorrer devido as mudangas nos mecanismos regulatorios
do periodo de duracao da fase lutea e da taxa de crescimento folicular.
Porém, como esse estudo baseou-se apenas em modelos matematicos, as
causas para tais mecanismos regulatérios ndo foram apontadas. O que os
autores puderam concluir € que a mudanca da duracao do ciclo é o
resultado e ndao a causa na mudancga do padrao de ondas.

As correlagdes entre o numero de ondas foliculares com a duragao
do periodo luteinico, as concentracdes de P, e o tamanho do CL sdo
divergentes (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; BARUSELLI et al., 1997;
ALVAREZ et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2001), sendo que destes
estudos nao explicou-se qual o possivel mecanismo envolvido entre

longevidade do CL e numero de ondas foliculares
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2.5.2 Nimero de ondas e nutricao

Varios estudos demonstraram que a nutricdo apresenta papel
importante na reproducdao de ruminantes, pois alteracdes nutricionais
podem influenciar diretamente o desempenho reprodutivo (MURPHY et al.,
1991; RHODES; DE’ATH; ENTWISTLE, 1995; WEBB et al., 2004). Foi
relatado que o estado nutricional e metabdlico pode alterar os padrdes de
crescimento folicular, parametros endocrinos e atividade secretdria do
utero de bovinos (LEROY et al., 2008). Estudos realizados em novilhas
taurinas sugeriram um possivel efeito do consumo alimentar sobre o
numero de ondas foliculares durante o ciclo estral (MURPHY et al., 1991).
Nele, os autores demonstraram que restricoes na dieta reduziram o
diametro maximo e a persisténcia do FD e tenderam a aumentar a
proporcao de ciclos estrais com 3 ondas foliculares. Outro grupo,
estudando o efeito do consumo alimentar na reproducdao de novilhas
zebuinas (MOLLO et al., 2007; MARTINS et al., 2008) ndo observou tal
efeito no padrao de ondas foliculares, porém observaram que nas dietas
com restricdo alimentar, a taxa de crescimento do foliculo ovulatério foi
menor. Os autores sugeriram que esses resultados podem estar
associados com as maiores concentragoes de insulina observada no grupo
de alta ingestdo alimentar. No entanto, nao foram observadas diferencgas

nas concentracdes de IGF-I total.

2.5.3Numero de ondas e dominancia do Foliculo Dominante da

primeira onda

Outra possivel regulacdo do padrao de ondas foliculares e,

consequentemente, na duracao do ciclo estral em bovinos pode estar
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relacionada ao desenvolvimento do FD da primeira onda folicular (FD1).
Em trabalho publicado por Jaiswal et al (2009) em novilhas cruzadas
Hereford, o FD1 num ciclo com duas ondas, apresentou maior duracao do
periodo de dominancia que o mesmo foliculo de um animal com 3 ondas.
Além disso, esses autores observaram que o inicio da regressao do FD1
no padrao de duas ondas ocorreu mais tardiamente do que no padrao de
3 ondas e foi associado com atraso do diametro maximo do FD da
segunda onda, assim como foi associado a antecipacdao do inicio da
luteolise.

Algumas descobertas sustentam esse fato. Primeiro, um maior
tempo de atividade do FD retarda o pico de FSH e subsequente
emergéncia da segunda onda (SIROIS e FORTUNE, 1988; GINTHER;
KNOPF; KASTELIK, 1989; SARTORI et al., 2004). Ja curtos periodos de
atividade da dominancia (ADAMS et al., 1992) ou remocdo dos fatores
inibitérios do FD (BADINGA et al., 1992) aceleram a emergéncia da onda
seguinte. Segundo, a deplecdo da populacao visivel de foliculos nos
ovarios, por volta do dia 10 do ciclo, aumentam a duracdao da fase
luteinica (ARAUJO et al., 2009), enquanto que FD com alta capacidade
estrogénica exercem efeito negativo na duracdo do CL (SANTOS et al.,
2009). E terceiro, um curto periodo de dominancia do FD1 causado por
restricao alimentar (MURPHY et al., 1991; RHODES;DE'ATH; ENTWISTLE,
1995) ou estresse térmico (GUZELOGLU et al., 2001), resultaram na
antecipacdao da emergéncia da segunda onda folicular (DRIANCOURT,
2001) e aumento na predominancia de ciclos com 3 ondas.

Em novilhas pré-pluberes e prenhes, as mudangas no
desenvolvimento folicular sdao evidentes. O aumento progressivo dos
intervalos entre ondas durante o periodo pré para pds-pubere foi
associado ao aumento progressivo do diametro do FD (EVANS; ADAMS;
RAWLINGS, 1994). Em estudo que comparou novilhas pos-puberes de
diferentes idades (14 a 17 meses e 18 a 24 meses de idade) foi observada
prevaléncia de 3 ondas no grupo mais jovem e 2 ondas no grupo mais
“velho” (JAISWAL et al., 2009). Além da reducdo do periodo de
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dominancia, foi relatado que prevaléncia de padrdes de 4 ondas em Bos
indicus, quando comparada com Bos taurus, pode ser consequéncia do
menor didmetro alcancado pelo FD1 em Bos indicus. (revisado por BO;
BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; BARUSELLI; GIMENES; SOUSA, 2007;
SARTORI et al., 2010). Em outro estudo feito em fémeas zebuinas (VIANA
et al., 2010), a reducdo do diametro do FD1, duracdo da dominancia e
intervalo entre ondas foliculares foi associado com o aumento do numero

de ondas por ciclo estral.

2.5.4 Nimero de ondas e Concentracao de Esteroides

As hipoteses sugeridas sobre o efeito da dominancia do FD da
primeira onda acarretam em investigacdes enddcrinas sobre a sintese,
liberagdo e metabolismo dos hormobnios esteroides e de fatores de
crescimento ligados a dinamica ovariana. Diferencas nas concentracoes de
P, durante o desenvolvimento folicular apresentaram grande impacto no
crescimento folicular e na concentracdao de E, (CERRI et al., 2011). Nesse
estudo, baixas concentracdoes de P, circulantes durante o crescimento
folicular promoveram o aumento do diametro do foliculo ovulatério e o
aumento nas concentracoes de E; durante o proestro. Consequentemente,
o diametro do CL formado foi também maior em vacas do grupo baixa
versus alta Ps. No entanto, curiosamente, as concentracdes de ambos os
grupos (alta vs. baixa P4 no periodo folicular) ao sexto dia pés IA, foram
semelhantes.

Estudos anteriores (VASCONCELOS et al., 2001; Cerri et al., 2009)
relatam que a ovulacdo dos foliculos maiores foi positivamente
relacionada com as concentragoes de P4 na primeira metade do ciclo estral
subsequente. Nesses estudos, os foliculos atingiram maior diametro
devido a um periodo maior de crescimento folicular, diferente do

delineamento de crescimento folicular sobre diferentes concentragdes de
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P4. Considerando essas observacoes, Cerri et al. (2011) sugeriram que a
maturidade ou a idade dos foliculos ovulatérios e ndo somente o diametro,
é influenciada pela capacidade esteroidogénica do CL resultante.

A P, e 0 E; sdo os hormonios principais para desencadear a cascata
luteolitica, via regulacdo da expressao de receptores de P4, receptores de
E, e receptores de ocitocina (ARAUJO et al,. 2009; SANTOS et al., 2009).
A baixa exposicdo de P, no endométrio pode promover liberacao
prematura de PGF, o que pode ser causado pela expressao insuficiente de
receptores de P, e consequente assincronia da expressao de receptores de
E, e de ocitocina no endométrio (GARVERICK et al., 1992). No estudo
publicado por Cerri et al. (2011), as baixas concentragdes de P4 durante o
periodo de desenvolvimento folicular induziram prematura expressao de
receptores de E, no utero, alta liberacdo uterina de PGF e aumento das
chances de uma lutedlise prematura. Outros autores também sugeriram
gue baixas concentracdes de E, no periodo de pro-estro podem levar a
expressao insuficiente de receptores de P4 no inicio do ciclo subsequente e
consequente sintese prematura de PGF (MANN; LAMMING, 2000). No
entanto, o endométrio deve sofrer exposicao tanto de P, quando de E> no
ciclo anterior para que o momento exato da cascata luteolitica aconteca,
sem prejudicar o desenvolvimento folicular.

Um modelo fisioldgico foi proposto por Araujo et al. (2009) para o
desencadeamento da lutedlise em ruminantes. Pulsos de ocitocina sdo
liberados pela hipofise posterior e durante a lutedlise, estes pulsos sao
amplificados pela ocitocina liberada pelo CL. Apds o endométrio adquirir
receptores de ocitocina, a secrecao de PGF é estimulada por esses pulsos
de ocitocina, apds esta se ligar ao seu receptor. A aquisicao da
responsividade a ocitocina pelo epitélio endometrial parece depender da
acao sincronica de P4 e E, e seus respectivos receptores. Durante o inicio
da fase luteinica até a metade, a expressdao de receptores E> é suprimida
no endométrio, provavelmente pela acao inibitéria das concentragoes
crescentes de P4. A partir do dia 12 até o dia 16 do ciclo, a quantidade de

receptores de P, cai radicalmente, enquanto que os receptores de E;
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aumentam simultaneamente (CERRI et al., 2011) em parte pelo estimulo
do proprio E; em aumentar a expressdo de seus receptores.
Adicionalmente, a “ativacao” dos receptores de E, uterinos pelas
concentracbes de E, circulantes e foliculares estimula a sintese de
receptores de ocitocina no endométrio, com subsequente secrecao de PGF
induzida por ocitocina, pelo Utero.

Para Arauljo et al. (2009), o momento entre a presenca de um FD
ativamente liberando E, e a responsividade do Utero a esse E, parece ser
o fator determinante na duracdo da fase luteinica. Assim, vacas com 3
ondas foliculares tiveram interrupcao da secrecao de E, do segundo FD
antes da aquisicdo da responsividade uterina ao E,. Assim, o momento da
lutedlise é atrasado, ndo por conta do atraso na aquisicdao de resposta ao
E> (na verdade é a consequéncia), mas por causa das insuficientes
concentracdes de E, circulante até que o terceiro FD produza E; suficiente
para ativar a cascata luteolitica. Essa conclusao foi baseada no modelo de
“turnover” da inibicao da expressao de receptores de P, para a
estimulacdo de receptores de E, e de ocitocina no endométrio de bovinos,
por volta do dia 12 do ciclo (MANN; PAYNE; LAMMING, 2001).

Outro estudo (OKUMU et al., 2010), corroborando em parte com 0s
ja citados, mostrou que o mMRNA de receptores de P, e sua traducao
diminuiram e o mMRNA de receptores de E; aumentaram com a progressao
do ciclo estral. Também nesse estudo, foi demonstrado que as
concentracdes de P4 sanguineas no inicio do ciclo estral podem alterar
tanto a expressao dos receptores de P, quanto de mRNA de receptores de
E> no endométrio durante a metade da fase luteinica.

Como descrito, diversas sdo as varidaveis envolvidas na
foliculogénese e no desenvolvimento luteinico. As fémeas bovinas e
bubalinas possuem resposta Unica a essas variaveis, de acordo com seu
fendtipo e seu metabolismo. Dessa forma, faz-se mais necessario
minimizar varidveis que podem ser controladas, como a nutricdo e
ambiente a fim de detectar demais respostas que s6 dependem de como

aquela fémea, ou aquela categoria de fémeas ird responder. A partir
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desses resultados, pode-se entao, supor com um pouco mais de precisao,
o desenvolvimento folicular e Iuteinico de bovinas e bubalinas, para
posterior incrementar a aplicacdo das biotecnologias da reproducao,

criadas especificamente para tais fémeas.
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3 HIPOTESE

Novilhas de grupos genéticos diferentes, como Bos taurus, Bos

indicus e Bubalus bubalis, apresentam caracteristicas Unicas na fisiologia

reprodutiva do ciclo estral quando avaliadas temporalmente e sob as

mesmas condicdes de manejo nutricional.

Sobre as diversas caracteristicas da fisiologia reprodutiva do ciclo

ovulatério nos trés grupos genéticos, as hipoteses sao:

Duracao do Ciclo Ovulatério: novilhas taurinas e bubalinas
apresentam a mesma duracao do ciclo estral e zebuinas apresentam
ciclo ovulatério de maior duragao

NUmero de Foliculos Presentes no Ovario inferiores a 5 mm no dia
da primeira e segunda ovulagdes: novilhas zebuinas apresentam
maior numero de foliculos no ovario nos dias da primeira e segunda
ovulagdes quando comparados as novilhas taurinas e estas,
maiores, quando comparadas as novilhas bubalinas e possuem
maiores concentragdes de IGF-I total e insulina no plasma.

NUumero de Ondas Foliculares por Ciclo Estral: novilhas zebuinas
apresentam maior numero de ondas foliculares por ciclo ovulatorio
guando comparadas as novilhas taurinas e bubalinas.

Diametro dos Foliculos Dominantes: novilhas taurinas apresentam
maior diametros de foliculos dominantes em cada onda folicular e no
desvio folicular.

Novilhas taurinas apresentam maior diametro do CL e maior
concentracdao de P4 durante o ciclo ovulatorio.

O desvio folicular ocorre no mesmo momento, apds a ovulagao, para
as trés racas, sendo que as taurinas apresentam maiores didmetros.
Novilhas taurinas e bubalinas possuem maior duracdao da

dominéancia do foliculo dominante da primeira onda.
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« As concentracdoes de P4 e Testosterona sao maiores em novilhas

zebuinas quando comparadas a novilhas taurinas e bubalinas.

« A taxa de crescimento folicular de novilhas taurinas é maior do que

em novilhas zebuinas e bubalinas.

« O dia da lutedlise ocorre mais tardiamente no ciclo ovulatorio em

novilhas zebuinas do que em novilhas taurinas e bubalinas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o crescimento e desenvolvimento folicular e luteinico em
novilhas taurinas (Bos taurus), zebuinas (Bos indicus) e bubalinas
(Bubalus bubalis).

Determinar o momento e o diametro dos foliculos dominante e
subordinado no desvio folicular em novilhas taurinas, zebuinas e
bubalinas.

Determinar as concentracoes de progesterona, testosterona,
insulina (plasma) e IGF-I (plasma e fluido folicular) em momentos

especificos (folicular e luteinico) do ciclo ovulatério e desvio folicular.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a dinamica folicular em taurinos, zebuinos e bubalinos
quanto:

1. Duracdo do ciclo ovulatério.
2. Numero de ondas foliculares.

3. Nimero de foliculos presentes no ovario no momento da

emergéncia da primeira onda folicular.
4. Dia da emergéncia folicular de cada onda folicular.
5. Taxa de crescimento do FD de cada onda, didmetro do CL e da Pa.

6. Diametros dos FD de cada onda folicular.
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7. Didametro do CL para cada dia e diametro maximo.
8. Dia da lutedlise.

9. Concentracdes plasmaticas de P4, Testosterona, insulina e IGF-I

Avaliar o momento do desvio folicular em taurinos, zebuinos e
bubalinos quanto:
1. Diametros dos futuros FD e FS no momento da ovulacao.
2. Taxas de crescimento do FD e FS até o momento do desvio.
3. Didametro do FD e FS no desvio.
4. Momento do desvio folicular em dias apds a ovulagao.

5. Concentracoes plasmaticas de insulina e IGF-I e de IGF-I no FF.



Material e Método 62

5 MATERIAL E METODO

5.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Foram utilizadas 15 novilhas da raca Holandesa, em média, 430 %
21,11 kg e idade entre 24 e 30 meses, 11 novilhas da raca Gir, pesando
358,09 + 46,5 kg, em média, e idade entre 18 e 24 meses e 16 novilhas
bubalinas da raca Murrah, com peso médio de 546,1 = 35,12 kg com 36
meses de idade. Os animais foram alocados no Departamento de
Reproducdao Animal da FMVZ, Campus da USP em Pirassununga, entre
maio e agosto de 2010.

Durante o experimento, as fémeas foram mantidas em um mesmo
piquete de capim Brachiaria decumbens e foram suplementadas com 2 a
2,5 kg de concentrado comercial por animal (Apéndice A) e 20 kg de cana
de acucar picada por animal, duas vezes ao dia, distribuidos em trés
cochos. O espaco de cocho para cada animal foi de 0,6 a 0,8 m. As
fémeas tiveram acesso livre a dgua e ao sal mineral. A dieta foi calculada
de acordo com as exigéncias descritas pelo NRC 2001 para dieta de
mantenca para novilhas (Apéndice A). O controle do peso corporal foi
registrado por semana, durante o periodo de experimento (Apéndice B). O
manejo sanitario foi realizado de acordo com as normas do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

Para assessorar na deteccao do estro das bubalinas e taurinas foram
utilizados, respectivamente, dois bufalos e um touro Jersey previamente

esterilizados pela técnica de epididimocaudectomia.
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5.2 MANEJO REPRODUTIVO PARA EXAMES ULTRASSONOGRAFICOS E
COLETAS DE SANGUE

As novilhas foram sincronizadas utilizando duas injecdes
intramusculares de prostaglandina F2a (PGF; D-cloprostenol, 150ug IM,
Prolise® Tecnopec, S&o Paulo, SP), com 14 dias de intervalo. No momento
das administracdes de PGF foram realizadas coletas de sangue e a partir
da segunda dose de PGF, as fémeas foram submetidas ao exame
ultrassonografico dos ovarios (US; Aloka® SSD-500 Micrus, 7,5MHz), para
identificar o momento da primeira ovulagao.

O estro das novilhas foi detectado tanto por meio de observacao
visual como pelo uso do adesivo Estrotect (Estrotect”, Rockway Inc., WI,
EUA). O adesivo foi afixado sobre a regido sacral das novilhas, apos
limpeza da regidao. A deteccgao visual ocorreu duas vezes ao dia (6:00 am
e 18:00 pm, durante uma hora) e em duas etapas diferentes,
correspondentes a primeira ovulacito e a segunda ovulagao,
respectivamente. No EXPERIMENTO 1 (Figura 1), a fixacdo dos adesivos e
as observacoes de estro iniciaram apds a segunda administracao de PGF e
durou até que todos os animais ovulassem (Dia 0 - DO0). No
EXPERIMENTO 2 (Figura 2), a fixacao dos adesivos e as observacgoes
iniciaram a partir do dia 18 do ciclo estral, apds a primeira ovulacao (D0),

e perdurou até o momento da segunda ovulacdo.
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Figura 1 - Modelo experimental grafico dos exames ultrassonograficos e das coletas de
sangue do EXPERIMENTO 1

SINCRONIZAGCAO DINAMICA FOLICULAR
US e sg: 24h/24h

D-17 D-3 DO D3 D18 D28
Obs. do Obs. do
estro estro
PGF PGF
LEGENDA

US: ultrassom; PGF: Prostaglandina

sg: coletas de sangue

DO: dia da primeira ovulagdo

D18-28: dias provaveis do segundo estro e
ovulagdes

Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)

Figura 2 - Modelo experimental grafico dos exames ultrassonograficos e das coletas de
sangue do EXPERIMENTO 2

DIVERGENCIA e OPU
US esg: 12h/12h

DO Desvio OPU

24a30h

LEGENDA

US: ultrassom; PGF: Prostaglandina
sg: coletas de sangue

DO: dia da segunda ovulagédo

OPU: Ovum Pick-Up

Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
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5.3 EXPERIMENTO 1

5.3.1 Exames ultrassonograficos

A partir da segunda dose de PGF, as novilhas foram submetidas a
exames ultrassonograficos diarios, via transretal, das 8:00 as 12:00 horas
da manha, para avaliacdo da dindmica folicular. O mesmo aparelho de
ultrassom foi utilizado com transdutor transretal de poténcia de 7,5MHz.
Os exames foram realizados pelo mesmo operador para minimizar erros
de manejo e interpretacao.

Os ovarios foram avaliados, por ultrassonografia, durante um ciclo
ovulatério, isto &, entre duas ovulagdes consecutivas (intervalo inter-
ovulatério - II0). A imagem foi congelada para determinar as respectivas
dimensdes foliculares e Iuteinicas, desenhando os diagramas com a
posicdo de cada foliculo e CL no ovario (Figura 1). Foram registrados
foliculos de diametro igual ou superior a 3 mm.

Para as novilhas Gir que ndo ovularam com o protocolo de pré-
sincronizacao de PGF, foi realizado um protocolo de indugao de ciclicidade
de modo a “reativar” o ovario. Este protocolo foi realizado em seis
novilhas para que pudessem ser utilizadas no Experimento 2 (Figura 2).
Para isso, foi realizado protocolo hormonal (Apéndice C) para promover
duas ovulacdes antes do inicio do experimento de Desvio. A primeira
ovulacao foi induzida por Cipionato de Estradiol (ECP) e a segunda pela
PGF, causando a lise do CL apds a primeira ovulacdo. Essa segunda
ovulagao foi programada para ocorrer por volta do dia 21 do ciclo estral

das demais novilhas participantes.



Material e Método 66

5.3.2 Caracterizacao das ondas de crescimento folicular e

crescimento luteinico

5.3.2.1 Intervalo Inter-Ovulatorio e Ondas foliculares

O dia da ovulacao foi definido como o dia 0 (inicio do Intervalo
Inter-Ovulatério - II0). O momento da ovulacao foi definido quando o
foliculo dominante nao foi mais visualizado no ovario. Os IIOs foram
classificados nos seguintes grupos:

a) duas ondas foliculares, sendo a primeira com um foliculo
dominante anovulatério e a segunda com um foliculo dominante
ovulatorio;

b) trés ondas foliculares, sendo a primeira e a segunda onda com
foliculos anovulatérios e a terceira com foliculo dominante ovulatorio;

c) quatro ondas foliculares, sendo a primeira, segunda e terceira
onda com foliculos anovulatérios e a quarta onda com um foliculo
dominante ovulatorio.

Para as trés ragas foi comparado:

a) duracgao do IIO (dias);
b) nimero de ondas foliculares no IIO;
c) nimero de foliculos presentes na primeira onda de crescimento

folicular no dia da primeira e da segunda ovulacdes (foliculos de 3

mm).
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5.3.3 Crescimento folicular

As mensuragdes foram feitas medindo-se o foliculo, em imagem
congelada no ultrassom, de maneira que fosse possivel visualizar o maior
didmetro da esfera anecdica.

Para cada onda folicular foram observadas diferentes respostas da
dinamica folicular, dentre as quais, ressaltam-se:

d) dia da emergéncia folicular da 2° e 3% ondas subsequentes;

e) taxa de crescimento (mm/dia) do foliculo dominante (FD);

f) diametro (mm) maximo do FD;

g) dia do didmetro maximo do FD;

h)  persisténcia (dias) do FD, isto €, duracao da dominancia do FD
de todas as ondas foliculares.

i) diametro maximo do foliculo ovulatoério.

Para o cdlculo das taxas de crescimento, calculo do coeficiente de
inclinacdo da reta (slope) foi feito em grafico no Microsoft® Excel® 2011
para Mac, a partir dos diametros foliculares registrados diariamente.

O calculo da persisténcia da dominancia folicular foi feito a partir do

dia da emergéncia folicular até a emergéncia da onda subsequente.

5.3.4 Crescimento luteinico

As mensuracgdes foram feitas medindo-se o maior (a) € o menor (b)
diametro dos CLs, formando um &angulo de 90 graus e calculando-se a
média aritmética entre elas [(a+b)/2]. Essa média foi determinada como
sendo o diametro do CL. A partir desta, calculou-se o volume dessa
estrutura como se fosse uma esfera, isto é (3/4)*(])*(raio)>. O raio foi

calculado dividindo-se o valor do diametro por 2. Nos casos de CL
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cavitario, o volume da cavidade também foi mensurado e seu valor
descontado do volume total do CL.

Em cada IIO foram avaliadas diferentes respostas da dindmica
luteinica, dentre as quais, ressaltam-se:

a) a taxa de crescimento (mm/dia) do CL até o momento de
plato;

b) o volume do CL por dia de avaliagao;

c) o volume maximo (mm) do CL;

d) duragao da fase de crescimento do CL (dias);

e) fase luteinica: persisténcia (dias) do CL até a lutedlise;

f) fase de regressao do CL.

As taxas de crescimento foram determinadas da mesma forma
utilizada para os foliculos. A determinacdo da fase luteinica baseou-se nas
mensuracdes ultrassonograficas e nas concentracdes plasmaticas de
progesterona (P4) no plasma sanguineo. A lutedlise foi definida no dia em
gue a concentracdo da P4 plasmatica e o volume do CL reduziram pelo
menos 50% da média das quatro concentracdes maiores e volumes

maiores no ciclo, como descrito anteriormente (ARAUJO et al., 2009).

5.4 EXPERIMENTO 2

5.4.1 Caracterizacao do momento de desvio folicular

A partir da segunda ovulagao, todas as novilhas foram examinadas a
cada 12 horas, por ultrassonografia transretal, para o acompanhamento
da dinamica folicular, a fim de detectar:

a) o diametro (mm) do futuro FD e FS no momento zero, isto &,

no dia da segunda ovulagao;
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b) a taxa de crescimento (mm) do FD e FS até o desvio;

C) o diametro (mm) do FD e do FS no desvio;

d) o momento (horas apés segunda ovulacdo) em que ocorreu o
desvio.

Os ovarios foram mapeados, registrando-se o diametro dos maiores
foliculos presentes no ovario apds segunda ovulacdo. Retrospectivamente,
os dois maiores foliculos foram identificados e classificados como FD, o
maior foliculo presente e FS, o segundo maior foliculo. O inicio da desvio
folicular foi definido pelo fim da taxa de crescimento semelhante dos dois
foliculos. A cada doze horas, os diametros foram computados e os dados
armazenados em graficos do programa Microsoft® Excel® 2011 para Mac.
O momento do desvio folicular foi identificado por dois métodos:

- visual: pelos graficos, como o dia em que a taxa de
crescimento diaria do FD foi superior a taxa de crescimento diaria do FS;

- matematico: mesmas observacdes graficas feitas pelo método
visual, acrescentado de modelo de regressao linear segmentada, para dois
segmentos, descrito por Bergfelt et al. (2003).

Como descrito anteriormente por Gimenes et al. (2008), ndao foram
encontradas diferencas no momento do desvio entre os dois métodos,
portanto, no presente trabalho, ambos foram utilizados para identificar o
momento da desvio folicular. Os dados foram normalizados para o dia do

desvio visual.

5.5 COLHEITA DO MATERIAL PARA AVALIACAO HORMONAL E
BIOQUIMICA

No Experimento 1, uma primeira amostra de sangue foi colhida no
momento da primeira administracdo de PGF (D -17, Figura 1) e apds a
segunda administracao (14 dias de intervalo, D -3, aproximadamente), os

intervalos de colheita ocorreram a cada 24 horas. No Experimento 2, as
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amostras foram coletadas a partir da segunda ovulacao, a cada 12 horas,
até que fosse identificado o momento do desvio folicular.

Em cada um desses periodos foram coletados 10 mL de sangue da
veia jugular de cada fémea. As amostras de sangue foram colhidas em
tubos com anticoagulante (NaF+EDTA) e mantidas em gelo até o
processamento. As amostras foram centrifugadas a 1500 x g por 30
minutos. O plasma foi entao pipetado e acondicionado em criotubos e
microtubos de centrifuga identificados por animal e dia em que a fémea se
encontrava no ciclo ovulatério, sendo armazenados em freezer a -20°C.

Para cada animal foram feitas 4 aliquotas. As aliquotas
permaneceram armazenadas a -20°C, até o momento da realizagdo das

analises hormonais e bioquimicas.

5.5.1 Analises hormonais

5.5.1.1 Ensaio de Progesterona no Plasma

As dosagens de P, foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia do Curso de Medicina Veterinaria / UNESP / Aracatuba. A
P, plasmatica foi mensurada desde o dia da segunda dose de PGEF,
diariamente, até o dia em que os animais ovularam pela segunda vez. Foi
utilizado kit de radioimunoensaio (RIA) para P4, Coat - A - Count®,
Siemens Medical Solution Diagnostic®, Los Angeles, CA, EUA. O protocolo
utilizado seguiu as recomendagdes da Diagnostic Product Corporation. O

coeficiente de variacdo intra-ensaio foi 0,32%.
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5.5.1.2 Ensaio de Insulina no Plasma

As anadlises de insulina foram realizadas pela técnica de RIA,
utilizando o kit Insulina Coat - A - Count® (Siemens Medical Solution
Diagnostic®, Los Angeles, CA, EUA), no Laboratério de Endocrinologia da
UNESP / Aracatuba. Foram selecionadas amostras de duas fases do ciclo
estral: fase folicular e fase luteinica. Para a fase folicular, foram utilizadas
amostras de plasma de trés dias consecutivos: um dia antes da ovulacao,
no dia da ovulacdo e um dia apds a ovulacdo. Para a fase luteinica, foram
utilizadas duas amostras de plasma de dois dias consecutivos e estas duas
foram escolhidas no periodo de platé de P4, sendo a primeira amostra na
metade do ciclo ovulatério de cada novilha e a outra amostra no dia
seguinte. O protocolo utilizado seguiu as recomendagdes da Diagnostic

Product Corporation. O coeficiente de variagao intra-ensaio foi 4,34%.

5.5.1.3 Ensaio de IGF-I total no Plasma e no Fluido Folicular

As andlises de IGF-I foram realizadas no Instituto Butantan, no
Laboratério de Biotecnologia Molecular da Dr Elizabeth A. L. Martins pela
técnica de Ensaio de Imunoadsorcdo ligado a Enzima (ELISA). Foi utilizado
o kit da R&D Systems®, Quantikine® ELISA. Duas fases de avaliagdo
foram novamente escolhidas para as dosagens. A primeira luteinica, nas
mesmas amostras realizadas para a dosagem de insulina e a segunda
folicular, no dia em que a segunda ovulacdo foi detectada. Além desses
dois periodos, o IGF-I foi dosado no plasma das novilhas no periodo que
compreendeu o desvio folicular: 12 horas antes do momento do desvio,
no momento que o desvio folicular foi detectado, 12 e 24 horas apods o
desvio e no fluido folicular. O protocolo utilizado seguiu as recomendagoes
da R&D Systems®.
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5.5.1.4 Ensaio de Testosterona no Plasma

As dosagens de testosterona foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia do Curso de Medicina Veterinaria / UNESP / Aracatuba. A
testosterona plasmatica foi mensurada desde o dia da segunda dose de
PGF, diariamente, até o dia 13 apds ovulagcdo. Foi utilizado kit de
radioimunoensaio (RIA) para P;, Coat — A - Count®, Siemens Medical
Solution Diagnostic®, Los Angeles, CA, EUA. O protocolo utilizado seguiu
as informacdes do fabricante. O coeficiente de variagdao intra-ensaio foi
4,34%.

5.6 ASPIRACAO FOLICULAR

Os FD foram aspirados 24 a 30 horas apds o periodo de desvio
folicular. As sessdes de aspiracao folicular foram realizadas com aparelho
de ultrassom Aloka® SSD 900 equipado com transdutor endocavitario,
micro-convexo de 7,5 MHz, adaptado a uma guia de bidpsia para
aspiracao folicular. Foi conectado a este uma agulha descartavel de 19 G e
linha de aspiracao de teflon de 0,1cm de didametro interno e 66 cm de
comprimento. Todo o sistema, com as agulhas e os adaptadores para
agulha e linha de aspiracao totalizaram 1180 pl.

Esse sistema foi conectado a uma seringa de 5 ml. Foi aspirado um
FD por fémea por seringa. Para cada raga foi mensurado o diametro do FD
antes de ser aspirado e o volume de fluido folicular (FF) recuperado na

seringa. O sistema utilizado nao foi lavado com nenhuma solugao.
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5.6.1 Separacao e armazenamento do fluido folicular

Apds colheita, o conteldo aspirado foi colocado numa placa de Petri
(35 mm) para procura do oécito oriundo do FD. Caso encontrado, o odcito
de cada FD foi retirado do fluido folicular (FF). O volume do FF foi
mensurado de forma aproximada com o auxilio de micropipeta. O FF foi
entao centrifugado a 1500 g por 10 minutos e o sobrenadante foi dividido

em duas aliquotas em criotubos e congelados a -80°C.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis-resposta: II0, numero de foliculos recrutados, niumero
de ondas foliculares no IIO, taxa de crescimento folicular, dia da 22, 3% e
ou 4° emergéncia, diametro do FD da 1% e 2° onda, diametro do foliculo
ovulatoério, duracdao do periodo de dominancia do FD da 19, 2% e 3% onda,
duracdo do periodo total e relativo de dominancia, diametro maximo do
CL no IIO, duracao da fase de crescimento do CL, duracao da fase de
platd do CL, duracdo da fase luteinica, didmetro do FD e FS no momento
zero, diametro do FD e FS no desvio folicular, taxas de crescimento do FD
e FS até o desvio e momento de desvio folicular foram analisadas por
ajustes de modelos lineares mistos (PROC GLIMMIX do programa SAS for
Windows 9.3), considerando no modelo estatistico o grupo genético
(Holandesa, Gir e Bufala). A normalidade e a homogeneidade das
variancias dos dados foram verificadas pela analise de residuos utilizando
o Guide Data Analysis do SAS. Dados que nao atenderam as premissas da
analise estatistica foram transformados em conformidade. As diferencas
encontradas foram investigadas pelo “least square means” (LSMEANS),
considerando significAncia quando P<0,05. Para algumas varidveis ndo

foram encontradas diferencas na ANOVA, porém mostraram-se diferentes
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no teste de médias. Para essas variaveis resposta utilizou-se o resultado
da comparacdao de médias (LSMEANS).

Para as varidveis ndo paramétricas foi utilizado o teste N-Parway
Kruskal-Wallis e teste de comparacao de médias Wilcoxon. Para avaliar a
associacao entre duas variaveis, foi realizado o teste de Correlacao de

Spearman.



Resultados e Discussao 75

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos da dinamica folicular em bovinos iniciaram com
trabalhos histolégicos do ovario e progrediram apds o advento do
ultrassom. Diversos estudos foram feitos para desvendar os mecanismos
fisioldgicos envolvidos no ciclo estral, em parte para melhorar a producao
de um rebanho. Devido a isso, os estudos focando a fisiologia e a
endocrinologia da fémea bovina cresceram ainda mais com o intuito de
controlar este ciclo e fazé-lo responder as necessidades de um produtor.

Assim, as racas utilizadas como padrdo foram as taurinas, devido a
localizacao dos polos de pesquisa se situarem no hemisfério norte e as
racas Bos taurus serem as mais adaptadas a climas temperados. Esses
estudos foram realizados principalmente em gado de leite, com o objetivo
de aumentar a reproducao e consequentemente a producao.

Com o passar dos anos e o desenvolvimento dos paises tropicais,
cresceu também a populacdo de racas zebuinas, visto que estas foram, e
ainda sdo, as mais adaptadas as condicdes ambientais entre os trdpicos.
Com o crescimento da populagcdo consumidora de produtos de origem
animal e a conscientizacao ecoldgica, apareceu também a necessidade de
melhorar a producao e a reproducao destes animais. Dessa forma, os
resultados obtidos nas fémeas taurinas comecaram a ser aplicados no
rebanho zebuino. Porém, com o passar do tempo, pesquisadores e
produtores de gado zebuino e bubalino ndo encontravam os mesmos
resultados produtivos apresentados no modelo taurino. A partir dessa
problematica, foram iniciados os estudos feitos em novilhas e vacas
zebuinas e, mais tarde, bubalinas, para desvendar quais seriam as
diferencas fisioldgicas entre estas racas e assim, conseguir adaptar e
aplicar os conhecimentos anteriormente divulgados.

Com o descobrimento de algumas semelhancas e diferencas entre
as racas apontadas, veio também o conhecimento de que o ciclo estral

bovino e bubalino ndo é um acontecimento isolado que compreende
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apenas o eixo hipotalamo-hipdfise-gbnadas, e sim resultado de diversas
cascatas de eventos. Eventos estes multifatoriais como clima,
alimentacao, categoria reprodutiva, status produtivo, peso corporal e
genética que atuam na dinamica folicular favoravel ou desfavoravelmente
a foliculogénese e a reproducao.

Deste modo, este trabalho representa um grande avanco para o
entendimento da dinamica folicular de novilhas Bos taurus, Bos indicus e
Bubalus bubalis ja que os animais utilizados no experimento foram
mantidos temporalmente, sob as mesmas condicoes de manejo, o que
podera contribuir para melhorar a eficiéncia dos protocolos hormonais
utilizados na multiplicacdo de animais geneticamente superiores e no

aumento do desempenho reprodutivo nestes rebanhos.

6.1 EXPERIMENTO 1: DINAMICA FOLICULAR DO CICLO OVULATORIO

Os resultados com as médias e erro padrao da media das variaveis
estudadas estdo ilustrados nos Quadros 1 e Quadro 2, no Apéndice C. No

texto, os valores foram discutidos, mas nem sempre especificados.

6.1.1 Comportamento sexual e primeira ovulagao.

Apds a segunda dose de PGF, somente as novilhas que ovularam
participaram do experimento da Dinamica Folicular. Todas as novilhas
Holandesas foram detectadas em estro e ovularam (15/15). Em relacao as
outras duas racas, apenas 45,5% das novilhas Gir foram detectadas em
estro e ovularam (5/11) e 56,3% das novilhas bubalinas foram detectadas

em estro (9/16) e ao todo, 15 ovularam.
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Segundo Mizuta (2003) e Lopez et al (2004) a duragcao do estro em
Bos taurus € maior do que em Bos indicus, o que pode facilitar a deteccao
em taurinos. Porém, Lopez et al. (2004) relataram que,
aproximadamente, 50% das vacas taurinas que ovularam foram
detectadas em estro. Nesse estudo, os autores correlacionaram esse fato
com variacdes metabdlicas decorrentes da lactagdo, no caso, alta ou baixa
producao de leite, visto que utilizaram primiparas e multiparas. No
presente estudo, todas as fémeas utilizadas foram nuliparas, o que pode
explicar a diferenga na manifestacao do estro.

Além do fator metabolismo, o estro também pode variar em
situacdes de estresse. Wolfenson, Roth e Meidan (2000) divulgaram
estudo do efeito do estresse térmico na manifestacdo do estro, ja Sartori
e Barros (2011) relataram alteracdes no comportamento sexual ligadas ao
estresse de manejo intenso. Situacao semelhante foi encontrada no
presente estudo. Desde a primeira PGF, as fémeas foram manejadas
todos os dias, sem que nenhum procedimento fosse feito, somente para
condicionamento dos animais. Porém, as novilhas Gir nao responderam as
duas administracdoes de PGF e quando foi iniciada a rotina didria das
coletas de sangue e dos exames de ultrassom, bloquearam a ovulagao,
provavelmente devido ao estresse causado pelo manejo intenso.

Para contornar essa situacao e poder utilizar estas novilhas Gir e a
novilha holandesa que nao ovulou no Experimento 2 de Desvio Folicular
foi utilizado um protocolo hormonal (Apéndice B), a base de P4 e E, para
induzir a ovulacao nestes animais. Cinco dias apds a ovulagao induzida, foi
administrada nova dose de PGF, para que estas novilhas iniciassem o ciclo
da mesma maneira que as outras cinco. Essa metodologia foi feita
baseando-se em Figueiredo et al. (1997) que compararam a Dinamica
Folicular seguida de ovulacao espontanea ou seguida da ovulacdo causada
por lutedlise induzida por PGF, sem haver diferenca entre os dois
métodos.

Apds esse tratamento, cinco das seis novilhas ovularam e puderam

participar do Experimento 2. A novilha que nao ovulou também ndo
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respondeu ao protocolo hormonal com progestageno. Esta novilha foi a
mais nova e a mais leve do grupo Bos indicus e talvez tenha sofrido mais
com o manejo intenso, sendo que o protocolo hormonal utilizado nao foi
suficiente para fazer com que ela retomasse a ciclicidade.

A falha na deteccdo do estro de seis novilhas bubalinas pode ser
devido ao comportamento sexual discreto e as vezes ausente, uma
peculiaridade das bubalinas (PERERA, 2008). Mesmo utilizando dois
rufides bubalinos, visto que as bufalas apresentam baixo comportamento
homossexual (BARUSELLI et al., 1997), e adesivos para deteccao de
monta, nos momentos em que ndo foi feita a observagao visual do estro,
apenas 53,3% das novilhas que ovularam foram detectadas em estro. A
novilha bubalina que nao ovulou apresentou cisto folicular e ndo participou
do primeiro nem do segundo experimento.

Dessa forma, apds o término das pré-sincronizacdes de PGF, foram
utilizadas no Experimento 1: 14 novilhas Holandesas, 5 novilhas Gir e 15

novilhas bubalinas.

6.1.2 Ciclo Ovulatoério

6.1.2.1 Duracao do ciclo estral e padrao de ondas foliculares

N3o foram encontradas diferencas na duracao do IIO entre as trés
racas estudas. A duracao do intervalo foi de 19 a 25 dias para Holandesas
e Gir e de 20 a 29 dias para Bufalas.

A duracao do ciclo ovulatdrio variou entre bovinos e bubalinos, de
modo geral. Intervalos semelhantes foram encontrados por diversos
autores que estudaram o ciclo estral em bovinas (FIGUEIREDO, et al.,
1997; BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; SENGER, 2003; BASTOS et al.,
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2010) e bubalinas (BARUSELLI et al., 1997; PERERA, 2008; BARKAWI et
al., 2009).

Similar aos diversos trabalhos (SIROIS e FORTUNE, 1988; LUCY et
al., 1992; RHODES; DE'ATH; ENTUWISTLE, 1995; SARTORI et al., 2004),
a duracdo do IIO correlacionou-se positivamente com o nimero de ondas
foliculares no presente estudo (r=0,69, P<0,0001). Apesar da auséncia na
diferenca do IIO e da correlacao positiva, as novilhas taurinas
apresentaram menor numero de ondas foliculares do que as novilhas
zebuinas e as bubalinas apresentam padrao semelhante as taurinas (2,5
+ 0,1 ondas, 3,4 *0,2 ondas e 2,7 £0,1, respectivamente, P=0,02;
Figura 3).

No caso especifico de novilhas, foi relatado que o padrdao de ondas
foliculares pode-se alterar de acordo com a idade. Segundo alguns
autores, quanto mais jovem a novilha, maior foi o nimero de ondas
registrado por ciclo ovulatorio (EVANS; ADAMS; RAWLINGS, 1994;
JAISWAL et al., 2009). As novilhas zebuinas utilizadas no presente estudo
eram mais jovens em relacdo as taurinas e as bubalinas, porém, o
numero de animais e o delineamento deste estudo nao foi desenhado para
responder se a idade interferiu ou nao no padrao de ondas foliculares.
Novilhas Holandesas e Bubalinas apresentaram padrao de 2 e 3 ondas
foliculares (Holandesas: 7 animais com duas ondas e 7 animais com trés
ondas; Bubalinas: 3 animais com duas ondas e 12 animais com trés
ondas) e novilhas Gir apresentaram padrao de 3 e 4 ondas (3 animais

com trés ondas e dois animais com quatro ondas).
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Figura 3 - Médias, EPM e valor de P para o NiUmero de Ondas foliculares apresentadas em
um ciclo ovulatério para novilhas Holandesas (N=14), Gir (N=5) e Bufalas
(N=15).
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferencga significante.

Alguns autores reportam resultados similares para as racas
estudadas, isto &, novilhas zebuinas apresentam maior incidéncia de 3
ondas foliculares (RHODES; DE'ATH; ENTWISTLE, 1995; FIGUEIREDO et
al., 1997; BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; SARTORELLI et al., 2005;
MOLLO et al., 2007) quando comparado as novilhas taurinas (SIROIS;
FORTUNE, 1988; TOWSNON et al., 2002) e as bubalinas (BARKAWI et al.,
2009). Porém, nesses estudos diferentes categorias animais foram
estudadas, bem como diferentes racas foram utilizadas. O que se sabe
hoje é que o padrdo de ondas foliculares e do crescimento folicular pode
sofrer influéncia de diversos fatores como duracao do FD1, duracdo da
fase luteinica, concentracao de P4 e nutricdo. A maioria desses fatores

sera discutida posteriormente.

6.1.2.2 Crescimento folicular e desenvolvimento folicular

Apds a primeira ovulacgdo, foi iniciada a coleta de dados referentes a
dindmica folicular. Os foliculos presentes no ovario, no dia em que o

foliculo ovulatério do ciclo anterior desapareceu, foram contados.
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Corroborando com a literatura, as novilhas taurinas e bubalinas
apresentam menor numero de foliculos no suposto dia da emergéncia da
primeira onda folicular (GINTHER et al.,1996; ALVAREZ et al., 2000;
BURATINI et al., 2000; BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007;
CARVALHO et al., 2008; GIMENES et al., 2009; BASTOS et al., 2010). Os
resultados obtidos estdo ilustrados na figura 4. Porém, no presente
estudo, o numero de foliculos presentes no ovario, no dia da ovulacao,
esta acima da média reportada por esses autores. Pode-se tentar explicar
esse evento porque foram contados todos os foliculos presentes no ovario

no dia da ovulacao, que se encontravam abaixo de 5 mm.

Figura 4 - NUumero de foliculos < 5mm presentes no ovario na primeira onda folicular,
nos dias da primeira (A) e segunda (B) ovulagoes.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenca significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).
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Além da diferenca no numero de foliculos, também foi encontrada
correlagcao positiva entre as duas ovulagdes para todas as ragas (r=0,69;
P<0,0001). Foi reportado que o numero de foliculos primordiais presentes
no ovario ao nascimento € altamente variavel entre animais da mesma
raca (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2007; SILVA-SANTOS et al.,
2011), o que explica a alta variagao encontrada em ambos os momentos.
No entanto, alguns autores relataram que o numero de foliculos
recrutados em ondas consecutivas possui de moderada a alta
repetibilidade entre ondas foliculares (SINGH et al., 2004; BURNS et al.,
2005; IRELAND et al.,, 2007) e outros autores relataram que o
crescimento de foliculos pré-antrais e antrais mantém-se relativamente
constante até que a fémea atinja 7 a 9 anos de idade (ERICKSON, 1996)
e a mulher atinja 35 a 40 anos de idade (GOUGEON et al., 1994).

Esses estudos, junto com o presente relato, indicam que o numero
de foliculos antrais durante cada onda tende a se manter, relativamente,
constante durante a vida do animal, até seu envelhecimento. Porém,
dificilmente as fémeas bovinas alcancam idades superiores a 9 anos. Isso
dificulta a observacdao da diminuicdo de foliculos recrutados por onda
folicular, junto com a diminuicao da reserva ovariana, devido ao avancar
da idade. Adicionado ao fator idade, compara-se também a populagao de
foliculos pré-antrais existentes no ovario de novilhas. Devido a alta
variacao encontrada por Silva-Santos et al. (2009), na qual ndo foi
identificado diferencas entre as racas, se conjectura se esta diferenca
realmente existe. Talvez as fémeas zebuinas tenham menores taxas de
atresia folicular do que as taurinas (e bubalinas), mas isso sdo soé
especulagoes.

Uma possivel explicacdo para esse fato pode estar relacionado com
o sistema IGF-I e insulina. Alguns relatos apontam que a superioridade da
populacao folicular de Bos indicus pode ser devido a elevada concentracao
desses hormoOnios (ALVAREZ et al., 2000; BURATINI, et al., 2000).

Também foi demonstrado que o IGF-I aumenta a sensibilidade de foliculos
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pequenos (< que 5 mm), mas nao participa da formacao do ovario, do
recrutamento de foliculos primordiais ou no crescimento dos foliculos
independentes de gonadotrofinas (MAZERBOURG et al., 2003). No
entanto, no Experimento 1 nao foi dosado IGF-I plasmatico.

O papel da insulina na foliculogénese ainda é incerto, porém, foi
publicado que roedores “knock-out” para o gene produtor de receptores
de insulina tiveram a foliculogénese bloqueada (revisado por
SCARAMUZZI et al., 2011) e que a foliculogénese sofre influéncia da
nutricao (WEBB et al., 2004). No presente estudo, foi mensurado a
concentracdao de insulina em duas fases distintas para as trés racas.
Apesar de altamente varidvel entre as fémeas, as novilhas zebuinas
tenderam a expressar maiores concentragdes plasmaticas do que as
fémeas holandesas na fase luteinica e concentracdes semelhantes as
novilhas bubalinas (Figura 5A; P=0,08). Na fase folicular, a diferenca
entre Holandesa e Gir persistiu (P=0,04) e as bubalinas apresentaram
valores plasmaticos semelhantes as duas racas bovinas. Foi feito também
analise de interacdo entre raca e fase, porém, sem diferenca significante.
Visto isso, os dados de insulina luteinica e folicular foram agrupados, para
identificar o efeito raca (Figura 5B). Novilhas Holandesas mostraram
menores concentracoes de insulina do que novilhas Gir na fase folicular
(P=0,02). Tais resultados podem indicar uma possivel razéo do maior
numero de foliculos recrutados nos zebuinos, visto que a insulina interage
com o FSH para estimular as células da granulosa a produzirem E,
(SPICER, 2004). Ja as bubalinas mostraram niveis inferiores as bovinas, o
gue pode explicar, em parte, o baixo niumero de foliculos recrutados que
esta raga apresenta.

O efeito do sistema glicose-insulina no foliculo parece certo, porém,
como dito anteriormente, nao se sabe ao certo por qual (quais)
mecanismo (s) este sistema regula a foliculogénese. Se for considerado a
funcdo da insulina de manter a saude e a integridade das células da

granulosa, como faz em qualquer outra célula, pode-se concluir que este
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sistema por si sé participa na foliculogénese por atuar na proliferacdo e
diferenciacao celular.

Concentragdes de IGF-I total no plasma também foram mensurados
nos mesmos pontos utilizados para insulina durante as fases luteinica e
folicular. Todas as novilhas apresentaram menores concentragdes de IGF-I
na fase de plato da P4, porém nesta fase, nao houve diferenca entre as
racas. Na fase folicular, apesar das maiores concentracdbes de IGF-I
quando comparado a fase luteinica, as novilhas bubalinas apresentaram
maiores concentragoes do que taurinas (Figura 6). Provavelmente, essa
diferenca estad relacionada a massa corporea das bubalinas e nao a

alguma implicagao sobre o ciclo dessas fémeas.

Figura 5 — Concentragdes plasmaticas de insulina das trés racas na fase luteinica e fase
folicular (A) e concentragdes plasmaticas de insulina comparadas para cada

raga (B).
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenca significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).

Figura 6 — Concentragdes plasmaticas de IGF-I total das trés racas na fase luteinica e
fase folicular.

160 Raca 0,0544
Fase <0,0001
__140 Raca*Fase  0,5826
% 120
 ad .
v‘é 80 - ™ LUTEINICA
) : ¥ FOLICULAR
2 60
§ 40 -
20 -
0 '

HOL GIR BUF

Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenca significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).

Os andrdégenos também foram associados a variagdao do niumero de
foliculos antrais presentes nos ovarios, durante as ondas foliculares.
Segundo Mossa et al. (2010), as concentragbes de testosterona foram
menores em fémeas que apresentaram baixos numeros de foliculos > 3

mm presentes no ovario. Essa hipdtese foi investigada no presente
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estudo, no qual se avaliou as concentracoes de testosterona nos 13
primeiros dias do ciclo estral (Figura 7). As novilhas taurinas
apresentaram concentracoes de testosterona igual, ou inferior as zebuinas
ja as bubalinas mostraram concentracdes menores do que as bovinas,
durante o periodo avaliado. Os valores encontrados foram menores aos
divulgados por Mossa et al. (2010), visto que este grupo utilizou vacas em
lactacdo. Considerando que a atividade esteroidogénica das células da
teca é regulada, principalmente pelo LH e que a capacidade da hipdfise de
produzir gonadotrofinas ndo € influenciada pelo numero de foliculos
presentes nos ovarios, a diferenca apontada, principalmente pelas
bubalinas e em menor grau pelas taurinas, pode ser por uma menor
resposta das células da teca ao LH, nestas duas racas. O fato de
Holandesas e Bufalas apresentarem menores concentracdes de P4 do que
as novilhas Gir, fornece mais poder a essa hipotese, mas esta informacao

sera discutida posteriormente.

Figura 7 - Concentragdes plasmaticas de testosterona por dia nas trés ragas do dia 1
apos ovulagdo até dia 13.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores nos pontos indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14),
Gir (N=5) e Bufala (N=15). Numero de “*” diferentes nos pontos indicam diferenca
significante entre as racas no mesmo dia.
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O diametro do foliculo dominante da primeira onda (FD1) foi maior
em Holandesas do que nas outras duas racas (Figura 8), corroborando
com estudos que trabalharam com estas espécies (BO; BARUSELLI;
MARTINEZ, 2003; CARVALHO et al., 2008; BASTOS et al., 2010), porém,
a taxa de crescimento deste FD1 foi igual em Holandesas (1,4%0,1
mm/dia) e novilhas Gir (1,2+0,5 mm/dia) e, superior nas bubalinas
(1,0+0,3 mm/dia; P<0,0001). O didmetro do segundo foliculo (FD2)
também foi superior em novilhas taurinas (Figura 9) do que em zebuinas,
mas inferior ao diametro da primeira onda, nas fémeas que apresentaram

padrao de 3 a 4 ondas.

Figura 8 — Diametro maximo do FD1 em cada raga. Letras diferentes nas barras indicam
diferenca significante. Valores nas barras indicam média, EPM e P para
novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenga significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).



Resultados e Discussao 88

Figura 9 - Dia da emergéncia da segunda onda folicular (A) e diametro maximo do FD2
(B) em cada raga, para os animais que apresentaram 3 a 4 ondas foliculares.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenca significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).

Em relacdo ao didmetro do foliculo ovulatério, as novilhas taurinas
apresentaram novamente, maior diametro quando comparado as
bubalinas (Figura 10), porém, ao contrario do publicado para o FD1,
foram semelhantes as novilhas zebuinas. Apesar de numericamente
superior (Apéndice C - Quadro 1), essa igualdade pode estar relacionada
a alta taxa de crescimento folicular de zebuinas e bubalinas, adicionado ao
maior intervalo entre a lutedlise e a ovulacdao, apresentado por estas
novilhas. Como as zebuinas e as bubalinas apresentaram menores
diametros foliculares no momento da lutedlise, quando comparado as
novilhas Holandesas, o FD presente no ovario das duas primeiras levou
mais tempo para desencadear a cascata da ovulacao. O FD presente no
ovario das Holandesas ja havia atingido a capacidade ovulatoria devido ao
seu maior diametro (SARTORI et al., 2001; GIMENES et al., 2008),
desencadeando o processo ovulatério antes (SIROIS; FORNTUNE, 1988;
GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; SARTORI et al., 2004).
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Figura 10 - Diametros foliculares do foliculo ovulatério em relagdo aos dias do ciclo
estral,normalizado para o dia da segunda ovulagdo, nas trés ragas (até nao
ser mais detectado por US).
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média £ EPM e valores de P para novilhas
Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15). Numero de “*” diferentes nos pontos
indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia.

Apdbs o periodo de crescimento folicular, os FD1 das taurinas e das
bubalinas mantiveram os respectivos diametros por alguns dias, até que
uma nova onda foi iniciada, sendo que estes comegaram a diminuir,
lentamente. Mesmo com a superioridade constante do diametro folicular
das novilhas Holandesas sobre as bubalinas, ambos permaneceram no
ovario, pelo menos até o término do ciclo. J& o FD1 das novilhas zebuinas
nao apresentaram fase estatica. Um ou dois dias apos atingir o diametro
maximo, o FD1 iniciou rapidamente a regressdo, até que nao foi mais
visto por volta da metade do IIO (Figura 11). Essa diferenca na
“persisténcia” do FD da primeira onda em taurinas e bubalinas reflete na
duracdo da dominancia deste foliculo sobre os demais, tornando o poder
inibitério, sobre as outras estruturas ovarianas mais duradouro, quando
comparado as novilhas zebuinas. No presente estudo foi encontrada maior
duracdo da dominancia do FD1 (Figura 12) em Holandesas e em Bufalas
(8,0 £0,49 e 8,0 £ 0,44 dias, respectivamente) do que nas novilhas Gir
(5,2 £1,07; P=0,013). Esse fato pode explicar o maior nimero de ondas
foliculares apresentado pelas zebuinas. Com o curto periodo de

dominancia, provavelmente o “feed-back” negativo sobre o FSH é



Resultados e Discussao 90

encerrado, sendo que a concentragao aumenta, estimulando um novo
grupo de foliculos a crescer e a emergéncia da segunda onda folicular.

Assim, pode-se observar que a segunda onda folicular das novilhas
taurinas e bubalinas iniciou mais tarde (dia 7,5 £ 0,44 e 7,9 £ 0,55,
respectivamente) quando comparado as novilhas zebuinas que tiveram a
emergéncia da segunda onda no dia 6,2 + 0,2 (P=0,04).

Esses resultados, semelhantemente ao reportado na literatura
(JAISWAL et al., 2009) indicam que a duracao e o diametro do FD1 pode
influenciar a emergéncia da onda subsequente e a duragao do IIO. Apesar
da diferenca numérica entre Gir e as outras duas racas, nao foi
encontrado diferenca em relacdo a duracao da fase luteinica, isto é, dia
em que ocorreu a lutedlise. Porém, observou-se no presente estudo
correlacdes negativas entre a duracdo do FD1 e o nimero de ondas (r=-
0,51; P=0,001). Como descrito anteriormente, quanto maior a duragao da
dominancia do FD1, mais longo sera o efeito inibitério do FD1 na liberacao
de FSH e com isso, a segunda onda emerge mais tarde e o ciclo ovulatério
se estende.

A auséncia de diferencas significantes na duracao da fase luteinica
pode indicar que as novilhas zebuinas, apesar de possuirem maior nimero
de ondas no intervalo, nao tiveram maior duracao do IIO, o que nao
condiz com outros autores (BARUSELLI et al., 1997; ARAUJO et al., 2009;
JAISWAL, et al., 2009; CERRI et al., 2011).
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----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Figura 11 - Didametros do FD da primeira onda folicular por dia nas trés racas, do dia 0
(ovulacao) até ndo ser mais detectado por US.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média £ EPM e valores de P para novilhas
Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15). Niumero de “*” diferentes nos pontos
indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia.

Figura 12 — Duracdo da dominancia do FD1.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Letras diferentes nas barras indicam diferenca significante. Valores nas barras
indicam média, EPM e P para novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15).

As novilhas taurinas também apresentaram maiores diametros do
foliculo ovulatério do que as zebuinas e as bubalinas, no momento da
lutedlise (Figura 13). Porém, as mesmas diferencas nao foram

encontradas no momento da ovulagao, diferente do relatado por
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Figueiredo et al. (1997) e Bastos et al. (2010). Talvez, a maior taxa de
crescimento encontrada nas zebuinas pode ter sido responsavel pela
igualdade dos didametros com as taurinas. As novilhas bubalinas se
igualaram as zebuinas, porém apresentaram menor diametro do foliculo
na ovulacdo quando comparadas as taurinas, didmetros esses similares
aos descritos anteriormente (BARUSELLI et al., 1997; PRESICCE et al.,
2004).

Figura 13 — Diametro do foliculo ovulatério por dia nas trés racas normalizado para o dia
da lutedlise..
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média £ EPM e valores de P para novilhas
Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15). Niumero de “*” diferentes nos pontos
indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia

6.1.2.3 Desenvolvimento e crescimento do Corpo Luteo

No dia em que foi detectado o desaparecimento do FD ovulatério,
apds a primeira ovulagao, iniciou-se juntamente com a analise folicular, a
analise do desenvolvimento e do crescimento do CL. Logo nos primeiros
dias de formacgao foram registradas diferencas entre as ragas. Primeiro em
relacdo a ecogenicidade. Novilhas taurinas apresentaram CL inicialmente

com ecogenicidade moderada e alguns cavitarios (4/14), isto é, uma
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regiao anecoica circundada pela massa luteinica em formagdo, com bordos
bem definidos. As novilhas zebuinas apresentaram, logo nos primeiros
dias, um CL de moderada ecogenicidade, com limites bem definidos em
relacdo ao parénquima ovariano. Porém, apesar da facil identificacdo do
CL apresentado pelas representantes bovinas, todo o trabalho foi voltado
para a identificacdo e delimitacdo do CL das novilhas bubalinas. Nas
fémeas bubalinas os CL se apresentaram com baixa ecogenicidade,
dificilmente possuiam protuberancias, com diametros reduzidos e de dificil
delimitacdao. Esses achados sao similares ao relatados por autores que
trabalharam com bubalinas (PERERA et al., 1987). Segundo estes autores,
as caracteristicas do CL em bubalinas faz com que sua deteccao por
palpacao retal aconteca em apenas 50% das vezes e que o tamanho
também influencia na producao de P4 no ciclo.

A cavidade anecodica dos CLs das Holandesas foi regredindo de
acordo com a evolugao do ciclo e por volta da metade do ciclo ovulatoério,
nenhum animal apresentou cavidade. Como esperado, o volume e o
diametro do CL em taurinas foi superior ao das zebuinas e das bubalinas
(Figura 14), similarmente ao ja reportado para as trés racas (GINTHER;
KNOPF; KASTELIC, 1989; FIGUEIREDO et al., 1997; ALVAREZ et al.,
2000; BO; BARUSELLI; MARTINEZ, 2003; SARTORI et al., 2004;
GIMENEZ et al., 2008; YINDEE et al.,, 2011). Porém, apesar de
correlacionar positivamente com o tamanho do foliculo ovulatério do ciclo
anterior (r=0,57; P=0,0004), a concentracao de P, em taurinas foi igual,
ou até mesmo, inferior, em alguns dias, as concentracdes exibidas pelas
zebuinas (Figura 15), como descrito por BASTOS et al. (2010).

Em bubalinos, ndo sé o tamanho do CL foi menor, como também
sua concentracao circulante de P4, durante quase todo o ciclo, em
desacordo com o publicado por Gimenez et al. (2008). Nesse grupo, os
autores observaram maiores concentracdes de P, quando comparadas as
taurinas e as zebuinas. Porém, o estudo publicado utilizou um protocolo

hormonal a base de P4 e E; para a sincronizagao da ovulacao.
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As concentracbes de P, podem estar relacionadas com as
concentracOes de testosterona e com a populacdo de foliculos presentes
no ovario (MOSSA et al., 2010), considerando que a primeira é precursora
da segunda. Portanto, com base nos resultados mostrados e na literatura
levantada no presente estudo, uma conclusdo simples é de que as
novilhas Gir apresentam maior nimero de foliculos presentes no ovario
devido a alta producdo de P4 e consequentemente de testosterona.
Também essa conclusao pode ser aplicada as bubalinas que apresentaram
menores concentracdes tanto de P, quanto de testosterona, além de
menor contagem de foliculos < 5 mm presentes no momento das
ovulacbes. Ja para as taurinas, duas hipoteses sdo levantadas.
Considerando o baixo numero de foliculos na emergéncia da primeira
onda, concentracdes de P4 e testosterona iguais ou inferiores as zebuinas,
porém com maior tamanho de CL, a primeira hipdtese envolve o elevado
metabolismo hepatico de esteroides (WILTBANK et al., 2006), e, a
segunda hipdétese, uma menor eficiéncia das células da teca na resposta
ao LH para a sintese de esteroides.

As diferentes concentracoes de P, durante o ciclo ovulatorio
encontradas podem também levar a compreender o impacto que esse
hormoénio tem no crescimento folicular, consequentemente no padrao de
ondas foliculares. Sabe-se que P4, e E; sdo os hormobnios principais para
desencadear a cascata luteolitica via a regulacdo da expressdao de
receptores de P4, E> e ocitocina no Utero. Assim, o endométrio deve sofrer
exposicao tanto de P, quanto de E, para que o momento exato da cascata
luteolitica acontecga (ARAUJO et al., 2009; SANTOS et al., 2009; OKUMU
et al., 2010). Correlacionando essas informagdes com os resultados
encontrados, as novilhas Holandesas, assim como as novilhas Gir,
apresentaram um rapido crescimento de P4 no inicio do ciclo, porém, o
diametro alcancado pelo FD1 foi maior nas novilhas Holandesas. Tal fato
poderia indicar que, nessa raga, ocorreu maior liberacdo de E, na primeira
onda folicular, comparado com as zebuinas. Em seguida, devido ao curto

periodo de dominancia encontrado pelo FD1 nas Gir, uma nova onda se
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iniciou por volta do dia 6,2 apds a ovulagao, enquanto que as novilhas
Holandesas que apresentaram padrao de duas ondas iniciaram a segunda
onda, em média, no dia 9,5 apds a ovulacao (Figura 16 e 17) e as que
apresentaram 3 ondas, tiveram a segunda emergéncia no dia 7,6 (Figura
18). Esses resultados indicam uma diferenca de, aproximadamente 3 dias
entre os padroes de duas e trés ondas. Trés dias, aos quais os Uteros das
Holandesas foram expostos as concentragdes de P4 e E,.

O FD da segunda onda foi inferior do que o da primeira, para as
duas racas, porém o das Gir foi ainda inferior do que o FD2 das
Holandesas, o que pode indicar, novamente, menores concentragoes de E>
circulantes. Dessa forma, uma nova onda emerge nas novilhas Gir com
padrao de 3 ondas ao redor do dia 14 do ciclo e por volta do dia 11 para o
padrao de 4 ondas. As novilhas Holandesas de duas ondas seguem com o
crescimento do FD até a ovulagdao enquanto que as novilhas com padrao
de trés ondas iniciam a onda ovulatéria também ao redor do dia 16 do
ciclo. Até esse momento, formulou-se a hipétese de que as novilhas
taurinas apresentaram concentragoes suficientes para induzir a cascata da
lutedlise, 0 mesmo nao ocorrendo com as novilhas zebuinas.

Ndo foram encontradas diferencas entre as ragas para o dia da
lutedlise, provavelmente porque estes valores foram agrupados por raca e
assim avaliados, nao por padrao de ondas. Afinal, o presente estudo foi
delineado para identificar diferencas entre as racas.

Ao avaliar todos os resultados, o modelo proposto de que
guantidades minimas de P, e E, sdo necessarias para desencadear a
cascata luteolitica parece responder o porqué de certas diferencas
encontradas no ciclo ovulatério de novilhas Holandesas e Gir (Figura 19).

Curiosamente, as novilhas bubalinas apresentaram menores
concentracdes de P4 durante quase todo o ciclo, mas com didmetros dos
FDs e emergéncias foliculares com valores intermediarios as novilhas
bovinas (ora semelhante as taurinas, ora semelhante as zebuinas). Talvez
seja possivel que a longa duracao do FD1 tenha compensado o menor

diametro em relacdo a producdo de E,, além de servir para retardar a
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emergéncia da segunda onda folicular. Porém, seu comportamento

intermediario impede maiores conclusdes.

Figura 14 - Didametro luteinico por dia nas trés racas.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)

Legenda: Valores em cada ponto indicam média =+ EPM. Valores de P para raca, dia e
interacdo das novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15). Nimero de “*”
diferentes nos pontos indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia.

Figura 15 - Concentracfes plasmaticas de P, por dia nas trés racas.
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Legenda: Valores em cada ponto indicam média £ EPM. Novilhas Holandesa (N=14), Gir

(N=5) e Bufala (N=15). Numero de "“*” diferentes nos pontos indicam diferenca
significante entre as racas no mesmo dia (P<0,05).
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Figura 16 - Concentracdes de P, (A) e ondas foliculares (B) para padrao de 2 ondas
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média do dia. Novilhas Holandesa (N=8) e
Bufalas (N=4).

Figura 17 - Concentracbes de P4 (A) e ondas foliculares (B) para fémeas com padrdo de
4 ondas foliculares.
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Fonte: Baldrighi, J. M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média do dia. Novilhas Gir (N=2).
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Figura 18 - Concentragbes de P, (A), volume do CL (B) e ondas foliculares (C) para
fémeas com padrdo de trés ondas.
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Figura 19 - Diametro do CL (A) e concentracdes de P4 (B) normalizado para lutedlise.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Legenda: Valores em cada ponto indicam média + EPM. Valores de P para raca dia e
interacdo. Novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=5) e Bufala (N=15). Nimero de “*”
diferentes nos pontos indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia.

A partir do dia 17 do ciclo, as novilhas iniciaram as manifestacdes de
estro novamente. Todas as novilhas Holandesas (15/15) manifestaram
sinais de estro tanto pelo método visual como pelo Estrotect e ovularam.
No entanto, apenas 72,7% das fémeas Gir (8/11) foram visualmente
detectadas em estro e todas ovularam. A deteccao de estro nas bubalinas
novamente apresentou falhas, sendo que 87,0% (13/15) delas foram

observadas visualmente em estro e todas ovularam.
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6.2 EXPERIMENTO 2: DINAMICA DO DESVIO FOLICULAR

Para o Experimento 2, foram utilizadas: 14 novilhas Holandesas, 10
novilhas Gir e 15 novilhas Bufalas.

Retrospectivamente, os futuros FD e FS foram identificados no
momento da ovulacdo e os didametros foram registrados. Ndo foram
observadas diferencas entre as racas, porém, novilhas taurinas
apresentaram diametro numericamente maior no momento da ovulacao.

As novilhas Holandesas apresentaram maiores didmetros foliculares
no desvio (Figura 19), corroborando com relatos anteriores entre taurinas
(GINTHER et al., 1996), zebuinas (SARTORELLI et al., 2005; GIMENES et
al., 2008) e bubalinas (GIMENES et al., 2011). Entretanto, o diametro do
FD das taurinas foi inferior ao publicado por Ginther et al. (1996) e Sartori
et al. (2001). J& as zebuinas apresentaram didmetros maiores do que
visto na literatura e em relagcao as bubalinas, o valor foi semelhante.
Essas alteracdes podem indicar efeito do numero de partos, fase da
producdo (vaca em lactacao e vaca no periodo seco) ou tanto do ambiente
como da nutricdo que cada fémea recebeu no local de cada experimento.
Quando avaliadas sob as mesmas condicdes, como no presente estudo,
talvez esta seja a maneira no qual o crescimento folicular da primeira
onda se comporte.

Apesar das taurinas apresentaram diametros maiores ao desvio, o
momento em que este ocorreu apos a ovulacdao foi similar para as
taurinas (1,8+0,15 dias), zebuinas (2,1+0,21 dias) e bubalinas (1,8+0,18
dias). Essa similaridade do momento do desvio também foi confirmada
por autores que trabalham com Bos taurus, Bos indicus e Bubalus bubalis
(GINTHER et al., 1996; FIGUEIREDO et al., 1997; SARTORELLI, et al.,
2005; BASTOS et al., 2010; GIMENES et al., 2011). Porém, o momento
do desvio encontrado no presente estudo foi anterior aos reportados por
esses autores, que variou entre 2,5 a 2,9 dias, por diferencas do que foi

definido como DO0. Alguns autores calcularam momento do desvio a partir
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da demonstracdao de estro da fémea, e ndao da ovulagdo, como no
presente estudo.

Avaliando-se as taxas de crescimento dos FD e FS, ndao foram
observadas diferencas entre as trés racas até o momento do desvio,
passando a diferir somente apds o desvio (Figuras 20 e 21). As bubalinas
apresentaram crescimento menor do que as taurinas em relacdo a taxa de

crescimento do FS até o desvio.

Figura 20 — Didmetro do FD (A) e FS (B) em relacdo ao desvio folicular.
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Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)

Legenda: Valores em cada ponto indicam média + EPM. Valores de P para raca dia e
interacdo. Novilhas Holandesa (N=14), Gir (N=10) e Bufala (N=15). Ndmero de “*”
diferentes nos pontos indicam diferenca significante entre as ragas no mesmo dia.

Para alguns autores, a diferenca no diametro dos dois maiores
foliculos é explicada por uma menor taxa de crescimento do FS (GINTHER
et al., 2001; PRESICCE et al., 2004; GIMENES et al., 2008; GIMENES et
al.,, 2011). Como esse evento nao foi encontrado no presente estudo,
pode-se concluir que o futuro maior foliculo possui uma vantagem de
diametro em relacdo aos demais no momento da emergéncia folicular.
Apesar de nao encontrar diferencas significativas, devido a alta variacao
encontrada, percebe-se que as novilhas taurinas apresentam uma

superioridade numérica em relacao ao diametro folicular inicial.
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----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Figura 21 — FD e FS de novilhas (A) Holandesas (N=14), (B) Gir (N=10) e (C) Bufalas
(N=15).
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Legenda: Valores em cada ponto indicam média £ EPM.

Figura 22 - Concentracdao de IGF-I total no sangue no dia do desvio e no FF, 24 a 30 h
apos desvio.

250 +
P<0,0001
200 - a
T
é 150 - b b
£ T T %} mSangue
5 100 - * mFF
50 -
O 5 S
Holandesa Gir Bufala

Fonte: BALDRIGHI, J.M. (2013)
Valores em barras indicam média £ EPM. Valor de P. Novilhas Holandesa (N=14), Gir
(N=10) e Bufala (N=15). Letras diferentes em barras indicam diferenca significante.
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Foi descrito por Ginther et al. (2003) que em vacas taurinas, o
futuro FD emerge 6 horas antes do que os outros foliculos da onda.
Assim, mesmo com taxas de crescimento similares, seu didmetro acaba
sendo superior no momento do desvio.

De forma a entender a diferenca entre os didametros no momento do
desvio folicular, foi mensurado IGF-I total no plasma e no FF, 24 a 30
horas apds identificado o momento do desvio. Nao foram encontradas
diferencas entre as racas em relacao ao IGF-I no plasma, no dia em que
foi detectado o desvio folicular. Porém, no FF, as bubalinas apresentaram
maiores concentragoes de IGF-I total (Figura 22).

Esse resultado vai contra o reportado na literatura sobre as maiores
concentracoes de IGF-I em Bos indicus do que em Bos taurus (BURATINI
et al., 2000; ALVAREZ et al., 2000) e sobre as concentragoes de IGF-I que
aumentam de acordo com o crescimento dos foliculos (MAZERBOURG et
al., 2003). Porém, é notdério que o sistema IGF sofre alteracao de acordo
com o tipo de alimentacao fornecida e ao balanco energético em que as
fémeas se encontram. Assim, quando sao avaliadas fémeas de mesma
classe, no mesmo ambiente e mantidas sob a mesma alimentacdo e em
condicdes fisioldgicas normais, a atividade do IGF-I no foliculo € mantida
sobre rigoroso controle das IGFBPs que previnem a super-atividade do
IGF-I, como relatado por Scaramuzzi et al. (2011). Dessa forma, como no
presente estudo mensurou-se apenas as concentracoes de IGF-I livres, os
reais valores de IGF-I que estdo biodisponiveis no FF e no sangue nao
foram detectados, uma possivel explicacdo para a similaridade das
concentragcoes encontradas. Estudos estao sendo realizados para detectar
as concentracgoes de IGF-I livre no plasma e no FF das novilhas utilizadas

no presente estudo.
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7 CONCLUSOES

Novilhas Holandesas, Gir e Bufalas apresentam diferencas em
relacdo a fisiologia reprodutiva do ciclo ovulatério e do desvio folicular
quando mantidas no mesmo ambiente e no mesmo manejo nutricional.

As novilhas taurinas apresentam maiores diametros de foliculos
dominantes nas ondas foliculares, maior didametro de CL e maior didmetro
de foliculo dominante no momento do desvio folicular.

As novilhas zebuinas apresentam maior nimero de ondas foliculares
no ciclo ovulatdrio, maior niumero de foliculos recrutados na emergéncia
da primeira onda e maior concentracao de insulina.

As novilhas bubalinas apresentam menor tamanho de CL e menores
concentracdes de progesterona durante o ciclo ovulatorio.

As novilhas taurinas e zebuinas apresentam semelhantes
concentracgoes de progesterona durante o ciclo, indicando diferengas ou na
menor eficiéncia do CL taurino, ou na maior metabolizacdao de esteroides
por elas.

A maior duragao do foliculo dominante da primeira onda folicular,
adicionado ao atraso da segunda emergéncia folicular em taurinas e
bubalinas pode estar relacionado com o padrao do numero de ondas
foliculares no ciclo ovulatoério.

A curta dominancia do foliculo dominante da primeira onda das
novilhas zebuinas pode ser resposta do efeito inibitorio das crescentes
concentracoes de progesterona alcancadas logo no inicio do ciclo,
indicando maior sensibilidade das novilhas zebuinas em relacdo a

concentracao de progesterona.
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APENDICES

Apéndice A - Componentes da alimentacdo (volumoso + concentrado)
fornecido para as novilhas Holandesas, Gir e Bufalas durante o periodo de

adaptacao e periodo experimental.

Formulacao do Concentrado

% Dieta Total % Concentrado Batida de 250kg

Milho Fuba 14.77 45.58 113.95
Farelo de Soja 13.63 41.08 102.69
Uréia 1.50 4.11 10.28
Sulfato de Amonio 0.66 1.89 4.73
Fosfato Bicalcico 0.70 1.96 4.89
Calcario 0.70 2.38 5.95
Sal Comum 0.34 0.91 2.28
Premix 0.70 2.09 5.22
TOTAL 1 33.00 100.00 250.00
Cana de acglcar 67.00

TOTAL GERAL 100.00
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Apéndice A - Quantidade de matéria seca (MS) e quantidade total de
cada componente da racao (volumoso + concentrado) fornecida por
kg/dia para novilhas Holandesas, Gir e Bufalas durante o periodo de

adaptacao e periodo experimental.

Alimento MS_ Fornec_ido
(kg/dia) (kg/dia)
Cana de Acucar 5,352 18
Fuba de Milho 1,179 1,341
Farelo de Soja 1,089 1,228
Ureia 0,121 0,122
Sulfato de Amonia 0,054 0,054
Fosfato Bicalcico 0,056 0,058
Calcario 0,056 0,056
Sal Comum 0,027 0,027
Premix 0,056 0,057

Apéndice A - Andlise nutricional da racdao fornecida (volumoso +

concentrado), calculada sob a matéria seca total

Ingredientes Quantidade
Razao MS 38%
Proteina Bruta 14,2%

NDF 41,8%
Proteina Soluvel 60%
Ca 0,68%
P 0,44%
Energia Metabolizavel | 2,21 (Mcal/kg MS)
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Apéndice B - Peso corporal de novilha (A) Holandesas, (B) Gir e (C)
Bubalinas ao longo do periodo do experimento. Cada linha representa uma

fémea. Holandesa N=14; Gir N=10; Bufala N=15.
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Apéndice C - Representacdo esquematica do protocolo hormonal e dos
intervalos das avaliagdes ultrasonograficas realizado em 6 novilhas Gir

ECP
eCG PGF PGF
DO D8 D17 D18
Legenda:

DO0: dia inicial do protocolo

D8: dia da retirada do implante e administracdo de ECP e eCG

D17 e D18: dias da administracao de PGF

P,: implante vaginal de progesterona utilizado previamente 1 vez
ECP: Cipionato de Estradiol. Dose por animal: 0,5 mg

eCG: Gonadotrofina Cori6nica Equina. Dose por animal: 400UI

PGF: Prostaglandina F2a. Dose por animal: 12,5 mg

US 24h/24h: exames de ultrassom realizados uma vez ao dia apdés D8

US 12h/12h: exames de ultrassom realizados duas vezes ao dia apés D17
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