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RESUMO 
MARQUES FILHO, W. C. Efeito da administração de Deslorelina por 70 
dias na forma de implante na dinâmica folicular, perfil endócrino e 
expressão de receptores endometriais de estrógeno, progesterona e 
ocitocina de vacas Nelore (Bos taurus indicus). Botucatu, 2011, 124P. 

(Tese de Doutorado em Medicina Veterinária, Área: Reprodução Animal) - 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista 

– UNESP, Botucatu.

 O objetivo deste foi avaliar os efeitos da utilização de implantes 

subcutâneos de Deslorelina (agonista de GnRH-Suprelorin®) por 70 dias sob a 

dinâmica folicular, secreção de FSH, LH e P4 e, a expressão gênica e proteica 

dos receptores endometriais de estrógeno α e β (EαR e EβR), de progesterona 

isoformas A e B (PABR e PBR) e de ocitocina (OTR) em vacas Nelore (Bos 

taurus indicus). Foi sincronizada a ovulação de 15 vacas Nelore com escore de 

condição corporal (ECC) ≥ 3 e, no D0 foram aleatoriamente selecionados 7 

animais para serem submetidos a implantação subcutânea de Deslorelina por 

70 dias. O exame ultra-sonográfico foi realizado para caracterização da 

dinâmica folicular e os folículos foram classicados em classes: I (< 0,4 cm), II 

(0,4-0,6cm) e III (> 0,6cm). Amostras de sangue foram coletadas para 

mensuração das concentrações plasmáticas de FSH, LH e P4. A pulsatilidade e 

os picos de LH foram determinados a partir de amostras sanguíneas coletadas 

a cada 15 minutos por 6 horas em 4 vacas escolhidas aleatoriamente nos D20 

e D62. A mensuração da expressão proteica dos EαR, EβR, PABR e PBR no 

epitélio glandular e estroma uterino foram mensurados por meio da técnica da 

imunoistoquímica e, a expressão gênica dos EαR, EβR, PABR e OTR foi 

avaliada com auxílio da técnica de qRT-PCR, ambas a partir de fragmentos 

coletados por meio de biópsias uterinas nos dias 0, 4, 20 e 27. Os resultados 
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foram analisados por meio do teste não paramétrico de Friedman e Exato de 

Fisher. A relação dos resultados entre a dinâmica folicular e expressões gênica 

e proteica foi analisada pela correlação de Pearson, todos com nível de 

significância de 0,05. Durante os 70 dias de implantação da Deslorelina 

nenhum animal ovulou, indicando que o pico pré-ovulatório de LH foi abolido. O 

número máximo de folículos recrutados foi de 13,7 (± 3,86). Os folículos de 

classe III não foram observados na maioria dos animais a partir do D48. A 

concentração plasmática da P4 se manteve em nível basal (0,4 ng/mL) durante 

todo o período de implantação. A secreção de FSH e LH não foi abolida ao 

longo do estudo. A frequência de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi, 

respectivamente 1 (± 0)/6 h e  1,25 (± 0,5)/6h. As concentrações plasmáticas 

máximas durante os pulsos foram de 1,72 (± 0,24) e 1,24 (± 0,31) ng/mL, 

respectivamente. De forma geral, foi observado alto percentual de núcleos 

positivos dos ER e PR ao longo do estudo, bem como a alta concentração de 

RNAm de ER, PR e OTR. Sendo assim, se infere que o tratamento por 70 dias 

com implantes subcutâneos de Deslorelina suprime o recrutamento e a seleção 

folicular, inibe a ovulação, reduz a pulsatilidade de LH, inibe o pico pré-

ovulatório de LH e, mantém elevada a expressão dos receptores endometriais 

de estrógeno, progesterona e ocitocina em vacas Nelore (Bos taurus indicus). 

Palavras-chaves: Nelore, Deslorelina, dinâmica folicular, hormônios, receptor 

endometrial. 
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ABSTRACT 
MARQUES FILHO, W. C. Effect of administration of Deslorelin for 70 days 
in the form of implant in follicular dynamic, endocrine regulation, and 
expression of estrogen, progesterone and oxytocin endometrial receptors 
in Nelore (Bos taurus indicus) cows. Botucatu, 2011, 124P. (Tese de 

Doutorado em Medicina Veterinária, Área: Reprodução Animal) - Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista – UNESP, 

Botucatu.

The objective this study is to evaluate the effects of subcutaneous 

implant Deslorelin (GnRHa-Suprelorin®) by 70 days on 

the endocrine dynamic, the follicular development and, gene and protein 

expression of endometrial receptors of estrogen α and β (EαR and 

EβR), progesterone isoforms A and B (PABR and PBR), and oxytocin (OTR) 

of Nelore (Bos taurus indicus) cows . Ovulation of 15 Nelore 

cows with BCS ≥ 3 was synchronized following of implantation of Deslorelin in 

7 animals for 70 days. During this period, the ovaries were 

scanned by ultrasonography to characterize the follicular dynamics, where the 

follicles were divided in class: I (< 0.4 cm), II (0.4-0.6 cm) and III (> 0.6 cm). 

Blood samples were collected before of each ultrasonographic exam for 

later measurement of plasma FSH, LH and P4. The assessment of LH pulsatile 

secretion was measured on blood samples collected every 15 minutes for six 

hours through the jugular catheterization in fourrandomly chosen cows on D20 

and D62. The protein expression of EαR and EβR, PABR and PBR of 

endometrial glandular epithelial and stromal was measured using the technique 

of immunohistochemistry and the quantification of gene expression of EαR, 

EβR, PABR and OTR by qRT-PCR technique from fragments collected through 

endometrials biopsies on days 0, 4, 20 and 27. Others two samples of 

endometrium were used for. The comparison between the moments of the 

measures was performed using the nonparametrics tests of the Friedman and 

Fisher's Exact. The relationship between the results of follicular dynamics, gene 

and protein expression was performed by Pearson correlation, all with a 

significance level of 0.05. During the 70 days of implantation of Deslorelin 

neither animal ovulated, indicating that the preovulatory peak of LH was 
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abolished. The maximum number of follicles (13.7 ± 3.86). The class III follicles 

were present in most animals until the D48. Plasma concentration of P4

remained at basal levels (0.4 ng/mL) throughout the period. The serum level of 

FSH and LH did not differ and was not abolished throught the study. The 

frequency of LH pulses observed in D20 and D62 were 1 (± 0)/6 h and 1.25 

(± 0.5)/6h, and the peak plasma concentrations during the pulses were 1.72 

(± 0.24) and 1.24 (± 0.31) ng/mL,respectively. In general, was observed a high 

percentage of positive nuclei of ER and Pr throught the study, as well as the 

high concentration of mRNA of ER, PR and OTR. Therefore, conclude that the 

treatment with Deslorelin implants for 70 days suppresses follicular recruitment 

and selection, inhibits ovulation, reduces the pulsatility and LH surge, inhibits  

preovulatory peak of LH and remains high the expression of endometrial 

receptors of estrogen, progesterone and oxytocin in Nelore (Bos Taurus 

indicus) cows. 

Keywords: Nelore, Deslorelin, follicular dynamic, hormones, endometrial 

receptor.
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1. INTRODUÇÃO  
Durante os últimos anos, o Brasil é o país que mais transferiu embriões 

produzidos in vitro do mundo e é o segundo que mais produziu embriões in 

vivo. Além disso, é o segundo maior produtor de carne e o sexto maior produtor 

de leite (IETS, 2006; IBGE, 2008).  

Em 2007, o rebanho era constituído por aproximadamente 199,7 milhões 

de cabeças, destas 80% de origem Zebuína, com alto poder de tolerância ao 

clima tropical (adaptabilidade e rusticidade) e criadas de forma extensiva nas 

regiões Centro-oeste e Norte (IBGE, 2008).  

Apesar disso, o rebanho brasileiro caracteriza-se por índices produtivos 

médios comprometedores em termos de produtividade e sustentabilidade 

econômica da atividade, que possuem grande variação de acordo com os 

autores, o que pode estar associado aos fatores como: a extensão territorial do 

Brasil, as diferenças de manejo e nutrição nas propriedades, época do ano e 

variação genética dos animais. A taxa de natalidade é de 65%, a taxa de 

mortalidade de bezerros é de 8%, a idade ao primeiro parto é de 36 meses, o 

intervalo entre partos é de 18 meses e o período de serviço de 9 meses 

(ANUALPEC, 2004). 

As particularidades fisiológicas que acometem estes animais durante a 

fase do anestro pós-parto, as características e os fatores que determinam a 

duração do anestro e do primeiro ciclo estral após o período de anestro (ciclo 

curto) ainda não foram totalmente elucidados.  

Sabe-se que, independentemente da fase da vida do animal, a 

regulação entre os vários sistemas do organismo ocorre pela regulação de 

forma rápida e direta do sistema nervoso por meio dos prolongamentos 

nervosos dispostos pelo corpo e, de forma indireta e lenta, pelo sistema 

endócrino que regula a homeostase e as diversas funções específicas, tais 

como o desenvolvimento folicular ovariano, o comportamento sexual, a 

gestação, o parto e a lactação (HAFEZ & HAFEZ, 2000; RANDALL et al., 2000; 

SWENSON & REECE, 2006; CUNNIGHAM, 2008). 

A função reprodutiva durante o ciclo estral é modulada pelo padrão de 

secreção e concentração sérica dos hormônios da reprodução por meio dos 

processos de retroalimentação, bem como pela expressão gênica e proteica 
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dos receptores hormonais do aparelho reprodutivo e tecidos conexos (RAW et 

al., 1995; RAZANDI et al., 1999; MOWA & IWANGA, 2000a, b; MANN et al., 

2001; BERISHA et al., 2002). 

As pesquisas que visam elucidar a fisiologia geral, a forma de regulação 

sobre a função reprodutiva e as reações do organismo em específicas fases da 

vida reprodutiva dos bovinos vêm sendo desenvolvidas com intuito de 

incrementar o uso da biotécnicas da reprodução, o que resultará na 

maximização da eficiência reprodutiva do rebanho nacional, no avanço na 

produção agropecuária e aumento significativo do PIB agrícola. 

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da utilização 

de implantes subcutâneos de Deslorelina (Agonista de GnRH - Suprelorin®) por 

70 dias, sob a dinâmica folicular, secreção da P4 e LH e, expressão gênica e 

proteica dos receptores endometriais de estrógeno α e β (EαR e EβR), 

progesterona isoforma A e B (PAR e PBR) e ocitocina (ROT) de vacas Nelore 

(Bos taurus indicus). 

2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Ciclo estral bovino  
O ciclo estral em fêmeas bovinas maduras sexualmente inicia-se após a 

puberdade sendo interrompido durante a gestação e as fases de anestro. 

Trata-se do período compreendido entre dois episódios de estro ou cio, de 

duração variável que apresenta fases distintas caracterizadas por modificações 

internas e externas no trato reprodutivo feminino, assim como no 

comportamento dos animais (SENGER, 2003). 

Os bovinos são animais poliéstricos anuais que apresentam um ciclo 

estral com duração aproximada de 21 (17 a 24) dias e normalmente 

apresentam 2 a 3 ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989a; 

BARROS et al., 1992; BARROS et al., 1993). 

O ciclo estral bovino pode ser dividido em duas fases, baseada nas 

concentrações plasmáticas dos hormônios predominantes em cada uma delas. 

A fase denominada folicular compreende o proestro e o estro, perdura três a 

quatro dias, tem início após a secreção de PGF2α e a luteólise, caracteriza-se 

pelo desenvolvimento folicular e a predominância de altas concentrações 
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plasmáticas de estradiol, culminando com o pico pré-ovulatório de LH e, 

consequentemente a ovulação, que marca o início da fase seguinte. A fase 

luteal inclui o metaestro e o diestro, caracteriza-se pelo desenvolvimento do CL 

e pela crescente ou maior concentração de progesterona plasmática, e dura 

aproximadamente 18 a 19 dias (WILTBANK et al., 2002; SENGER, 2003). 

2.2 Hormônios e receptores hormonais 
O ciclo estral é regulado por mecanismos endócrinos e neuroendócrinos 

envolvendo, principalmente os hormônios hipotalâmicos (hormônio liberador de 

gonadotrofinas – GnRH), hipofisários (hormônio luteinizante – LH e hormônio 

folículo estimulante – FSH) e gonadais (E2, P4 e inibina) (GINTHER, 2000; 

HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003). 

De maneira geral, esta regulação é efetuada pelas concentrações 

plasmáticas dos hormônios protéicos e esteróides ciculantes na corrente 

sanguínea que atingem os diferentes órgãos alvos de diversas formas (RAW et 

al., 1995; RAZANDI et al., 1999; MOWA & IWANGA, 2000a, b).  

A maioria dos hormônios comunica-se com as diversas células do 

organismo via endócrina, onde as glândulas secretam hormônios diretamente 

na corrente sanguínea com intuito de regular as células específicas (células-

alvo) (SENGER, 2003). 

A regulação parácrina consiste na comunicação entre as células vizinhas 

por meio dos produtos celulares, e a autócrina, caracteriza-se pela produção de 

mensageiros químicos secretados por células que atuarão sobre elas mesmas 

ao se unirem à receptores específicos (HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 

2003). 

A regulação da secreção dos diversos hormônios ocorre por meio de 

retroalimentação ou feedback negativo, quando inibem a secreção, e positivo, 

ao estimularem a secreção hormonal. São descritos outros mecanismos de 

regulação, como por meio de reflexos neuroendócrinos, evidenciado durante o 

processo de liberação do leite quando o bezerro realiza estimulação mecânica 

do teto, com consequente, liberação de ocitocina (OT) e prolactina.  Há ainda o 

controle exócrino, realizado por meio dos feromônios (HAFEZ & HAFEZ, 2000). 

Entretanto, para os hormônios realizarem suas funções no organismo 

não bastas estarem presentes na corrente sanguínea em concentrações 
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satisfatórias, é imprescindível a sua ligação com receptores específicos de 

membrana plasmática e nuclear, que normalmente são proteínas ou 

glicoproteínas (SENGER, 2003; SCHILLO, 2009).  

Para os hormônios protéicos LH e FSH exercerem sua função é 

necessária sua ligação com os receptores presentes na membrana plasmática 

para que penetrem nas células do tecido-alvo onde se ligam aos seus 

receptores citoplasmáticos específicos (KUIPER et al., 1997; HAFEZ & HAFEZ, 

2000; SENGER, 2003). 

Já os hormônios esteróides penetram pela membrana citoplasmática. 

Certas células são capazes de concentrar e utilizar esteróides por intermédio 

da síntese de receptores citoplasmáticos específicos. O complexo esteróide-

receptor citoplasmático é transferido para o núcleo, onde se liga aos receptores 

específicos na cromatina. Segue-se a síntese de RNA polimerase e a produção 

de RNA mensageiro. Assim, a capacidade de síntese de proteína por uma 

célula ocorre após 30 minutos da interação inicial entre o esteróide e o receptor 

citoplasmático (DUKES, 1996; HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003; 

VALLEJO, 2005). 

2.2.1 Hormônio liberador de gonadotrofina 
O GnRH é um decapeptídeo sintetizado por células neuroendócrinas na 

área pré-óptica do hipotálamo, e após ser liberado, sob a forma de pulsos, 

atinge a adenohipófise através do sistema porta-hipotalâmico-hipofisário, 

desencadeando a secreção do FSH e LH (CLARKE, 1988; FERRIS & 

SHUPNIK, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006). 

O GnRH liga-se aos receptores específicos de membrana que ativam as 

proteínas G, que por sua vez ativam a enzima adenilciclase, responsável em 

transformar ATP em AMPc (2º mensageiro) no citoplasma. Este segundo 

mensageiro ativa quinases proteicas, desencadeando a formação de novas 

proteínas. As próprias concentrações do GnRH regulam a expressão dos 

receptores de GnRH (GnRHR) hipofisários (SENGER, 2003; KRIEGSFELD, 

2006;  SCHILLO, 2009). 

O FSH e o LH são liberados de maneira pulsátil na circulação sistêmica 

e atuam nas gônadas regulando a gametogênese e secreção dos estrógenos 

gonadais (STANISLAUS et al., 1998; FERRIS & SHUPNIK, 2006). 
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2.2.2 Gonadotrofinas 
O FSH e o LH são secretados pelas células da pituitária anterior 

(Adenohipófise), de acordo com a estimulação ou a inibição do GnRH, 

regulados por meio de feedback positivo e negativo de acordo com a secreção 

e a concentração plasmática dos hormônios gonadais, e são chamados de 

gonadotrofinas por estimular a secreção hormonal dos ovários e dos testículos 

(gônadas) (SENGER, 2003).  

A principal função do FSH na fêmea é promover o crescimento dos 

folículos, que são responsáveis pela produção de estradiol. O pico de estradiol 

é seguido pelo pico pré-ovulatório de LH, imprescindível ao processo 

ovulatório, que acarreta a formação do CL por meio da luteinização das células 

da granulosa e da teca (HAFEZ & HAFEZ, 2000). 

O sistema circulatório envolvido nesse processo é conhecido como 

sistema porta hipotalâmico-hipofisário, composto por uma rede de capilares. O 

GnRH é secretado pelo centro tônico hipotalâmico em resposta aos baixos 

níveis de LH ou FSH (feedback positivo) e sua liberação provoca aumento da 

secreção dos hormônios hipofisários. Aparentemente a liberação de LH é mais 

responsiva ao hormônio liberador de gonadotrofina que a liberação de FSH 

(HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003).  

A formação do complexo FSH/receptor de FSH (FSHR) desencadeia 

uma série de processos no interior das células da granulosa do folículo, que 

incluem o aumento da produção de fluido folicular, da exposição de novos 

receptores de membrana para FSH, das junções comunicantes GAP, da 

atividade da enzima aromatase P450, da expressão dos receptores para LH e 

da síntese de estradiol a partir de andrógenos sob ação sinérgica das células 

da teca e granulosa (HAFEZ & HAFEZ, 2000). 

As concentrações de RNAm de FSHR estão presentes em maior 

quantidade nas células da granulosa foliculares nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 do ciclo 

estral, e no CL nos primeiros dias após ovulação (RAJAPAKSHA et al., 1996; 

HAFEZ & HAFEZ, 2000). 

Os receptores para LH (LHR) estão presentes nas células da teca e da 

granulosa dos folículos e no CL dos bovinos (WANDJI et al., 1992; HAFEZ & 

HAFEZ, 2000). Esses receptores desencadeiam a síntese de andrógenos a 
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partir do colesterol e a formação de novos receptores para LH (HAFEZ & 

HAFEZ, 2000; SENGER, 2003).  

Os LHR das células da granulosa parecem estar relacionados à 

dominância folicular. Durante a fase de desvio folicular, de forma sinérgica, o 

aumento dos receptores para FSH, nas células da granulosa do folículo 

dominante, e dos receptores para LH, nas células da teca interna, estimula a 

expressão de receptores de LH nas células da granulosa e, 

consequentemente, o aumento na produção de estradiol pelo folículo pré-

ovulatório (BAO & GARVERICK, 1998; BURATINI, 2007).  

Após o pico de FSH e o declínio dos níveis circulantes deste hormônio, 

ocorre a atresia dos folículos subordinados recrutados no início da onda de 

crescimento folicular (GINTHER et al., 1997). A partir de então ocorre o 

fenômeno da divergência ou desvio folicular, definida como o início da 

mudança nas taxas de crescimento entre o folículo selecionado (dominante) e 

os demais (subordinados) (GINTHER et al., 1996).  

Apesar do mecanismo preciso para a seleção do folículo dominante não 

estar completamente elucidado, sabe-se que o fenômeno do desvio envolve o 

LH e a expressão de seus receptores pelo maior folículo, bem como os fatores 

de crescimento semelhante à insulina (IGFs) (FORTUNE et al., 2004).  

Neste momento o folículo dominante apresenta diâmetro em torno de 8,5 

mm em animais Bos taurus taurus (GINTHER et al., 1999; KULICK et al., 1999) 

e de 6,0 mm em Bos taurus indicus (SARTORELLI et al., 2003; SARTORELLI 

et al., 2005), quando este folículo passa a ser LH dependente, até que ocorra a 

ovulação ou a atresia (GINTHER et al., 1996; WEBB et al., 2004). 

Austin et al. (2001) relataram que o futuro folículo dominante produz 

maiores concentrações de estradiol e possuem baixos níveis de proteínas 

ligantes a IGF (IGFBP) comparado aos folículos subordinados. Associado a 

isto, a seleção folicular está associada à queda momentânea da concentração 

plasmática de FSH por algumas horas no momento da seleção folicular. Isto se 

deve ao feedback negativo ocasionado pelo estradiol sintetizado pelo maior 

folículo, capaz de manter seu desenvolvimento apesar da queda na secreção 

de FSH com taxas de crescimento superior aos demais folículos (GINTHER et 

al., 2000b; FORTUNE et al., 2001). 
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A partir deste momento, o desenvolvimento deste folículo dominante 

torna-se dependente dos níveis séricos de LH, os quais apresentam maior 

concentração de RNAm de LHR detectado por transcriptase reversa da reação 

em cadeia de polimerase (RT-PCR) em células da granulosa comparado aos 

folículos subordinados (GINTHER, 2000a; BEG, 2001; FORTUNE et al., 2001). 

A expressão do LHR foi observada por PCR em células da granulosa de 

folículos antrais com 8 mm, obtidos de fêmeas Nelore, exclusivamente após a 

seleção do folículo dominante que ocorre aos 6 mm nesta espécie (NOGUEIRA 

et al., 2005; SARTORELLI et al., 2005). 

Os LHR do CL elevam-se até o 5º dia, permanecendo em concentrações 

elevadas até os dias 15 e 17. A detecção gênica para o mesmo receptor 

apresentou comportamento semelhante no decorrer do ciclo estral (OKUDA et 

al., 1999; SCHAMS & BERISHA, 2004).   

2.2.3 Estrógenos 
Entre os estrógenos, o 17β-estradiol é o de maior importância para a 

reprodução e predomina em animais domésticos não gestantes e gestantes. O 

estrógeno, hormônio esteróide é produzido pelo córtex adrenal e pelas células 

da granulosa de folículos ovarianos principalmente após a fase de desvio 

folicular (XU et al., 1995; KINDER et al., 1996; KOMAR et al., 2001) por meio 

do processo catalítico de aromatização de andrógenos pela enzima aromatase 

citocromo P450 (HANUKOGLU, 1992; RICHARDS, 1994; CONLEY, 2001; 

ROSENFELD et al., 2001).  

Os estrógenos correspondem aos hormônios esteróides que mais 

desempenham funções fisiológicas nos animais, entre elas o estro na maioria 

das espécies (HAFEZ & HAFEZ, 2000).  

Sinergicamente com a progesterona agem para possibilitar o 

crescimento de glândulas uterinas e mamárias. O período de estro é 

caracterizado por elevados níveis de estrógenos. Os estrógenos estimulam o 

crescimento uterino por meio da interação com receptores e, consequente 

aumento dos processos sintéticos dentro das células. Outros efeitos incluem o 

desenvolvimento físico das características sexuais secundárias femininas, o 

controle da liberação de hormônios hipofisários, potencialização dos efeitos da 



9 

OT e prostaglandinas sobre as contrações uterinas e auxílio no processo de 

implantação (HAFEZ & HAFEZ, 2000). 

O estrógeno estimula o crescimento e a secreção das glândulas 

endometriais momentos antes da implantação necessários para manutenção 

do zigoto, o crescimento dos ductos nas glândulas mamárias quando atua 

sinergicamente com a progesterona, atividade secretora no oviduto (favorece a 

sobrevivência do oócito e espermatozóide), inicia a receptividade sexual, regula 

a secreção de gonadotrofinas (pico de hormônio luteinizante pela hipófise 

anterior para ovulação) (DUKES, 1996; SENGER, 2003).   

Além disso, o estrógeno é epiteliotrófico, promove anabolismo das 

proteínas e relaciona-se com a expressão dos receptores de OT no 

endométrio, os quais constituem o complexo hormônio receptor com a OT 

secretada pelo CL, que estimulam a liberação de PGF2α pelo útero gravídico ou 

não gravídico, desencadeando em ambos os casos a regressão do CL 

(SENGER, 2003). 

Quando produzido na presença do FD, é responsável pelo feedback

negativo ao FSH e pela retroalimentação positiva ao LH (NETT et al., 2002) 

que, na ausência de P4, induz o pico pré-ovulatório de LH e também o 

comportamento de estro (BARROS et al., 1995; VASCONCELOS et al., 2008). 

As altas concentrações plasmáticas de estradiol e a ausência de 

progesterona sinalizam a maturação folicular, o que desencadeia a expressão 

do comportamento de estro, e o pico pré-ovulatório de LH, essencial para a 

ovulação do folículo dominante (TAYA et al., 1996; DIAZ et al., 2002). 

Além de participar na regulação da secreção do FSH, o estradiol está 

relacionado com importantes funções autócrinas e parácrinas, tais como a 

proliferação celular (BLEY et al., 1997), o aumento da atividade da enzima 

aromatase citocromo P450, o aumento na expressão dos LHR e FSHR nas 

células da granulosa de ratas (RICHARDS et al., 1994) e de bovinos (BERISHA 

et al., 2000),  e a maior sensibilidade do folículo dominante aos hormônios FSH 

e LH (GINTHER et al., 2001).  

Em bovinos, a existência de duas a três ondas foliculares durante o ciclo 

estral acarreta um perfil oscilatório de produção de estradiol, devido ao 

crescimento e atresia de diversos folículos em cada uma das ondas foliculares, 

até a ovulação (IRELAND et al., 1979; GINTHER et al., 1989a); no entanto, o 
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folículo dominante é considerado o principal responsável pela produção total de 

estradiol (IRELAND et al., 1984). Este é liberado de maneira pulsátil 

(WALTERS et al., 1984) e atinge a concentração plasmática máxima 

momentos antes da ovulação (GLENCROSS & POPE, 1981). 

Cupp et al. (1995) observaram que durante o início da fase luteínica, a 

concentração de progesterona é baixa e a de estradiol é alta, resultando em 

maior frequência dos pulsos de LH. Durante o terço médio da fase luteínica, 

entre o 11º e 13º dias do ciclo estral, período em que a concentração de 

progesterona é alta e a de estradiol é baixa, foi observada menor frequência 

dos pulsos de LH em relação ao início ou ao final da fase luteínica.  

Após a luteólise, há diminuição dos níveis de progesterona e elevação 

na concentração e frequência dos pulsos de LH. Diversos estudos 

demonstraram que o padrão de secreção da progesterona e do estradiol está 

inversamente relacionado, e é determinante no controle da frequência dos 

pulsos de LH (KESNER et al., 1981; BUTLER et al., 1983; STUMPF et al., 

1993; BERGFELD et al., 1995; CUPP et al., 1995).  

Em bovinos, injeções de estradiol entre os dias 13 e 18 do ciclo estral 

estimularam a produção de PGFM (LEMON, 1975; BARTOL et al., 1981; RICO 

et al., 1981; KNICKERBOCKER et al., 1986; THATCHER et al., 1986; LARSON 

et al., 1991; CASTRO E PAULA et al., 2002).  

Bertan (2004) confirmou a capacidade do estradiol em estimular o 

aumento das concentrações séricas de PGFM no dias 15, 17 e 19 do ciclo 

estral, mas não no dia 13. Castro E Paula (2003) relataram que a resposta 

estimulatória à síntese de PGFM não foi observada em todas as fêmeas 

quando tratadas com estradiol no dia 15 do ciclo estral.  

Thatcher et al. (1986) demonstraram que grupos de animais tratados 

com estradiol entravam em luteólise mais cedo do que grupos não tratados. De 

forma similar, injeções de benzoato de estradiol (BE) em vacas no dia 15 ou 

injeções de 17β-estradiol em ovelhas entre os dias 9 e 12 do ciclo estral 

também desencadeavam a luteólise (HIXON & FLINT, 1987; SHELDRICK, 

1992; WALKER et al., 1997). 

No entanto, o estradiol isolodamente não é capaz de ativar a resposta do 

endométrio e ocasionar a lutólise a partir das injeções de OT em vacas e 

ovelhas ovariectomizadas (HOMANICS & SILVA, 1988; MANN et al., 2001), 
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devido ao efeito inibitório do estradiol nos receptores de OT na ausência da 

sensibilização prévia pela progesterona (VALLET et al., 1990; ZHANG et al., 

1992) 

O início da luteólise é determinada pela prévia sensibilização 

endometrial pela progesterona oriunda do CL ao longo do ciclo estral, que 

associado a crescente produção de estradiol pelos folículos, causam uma 

grande estimulação na produção de receptores de OT e produção de PGF2α

pelo útero em bovinos e ovinos (KAMMINSKI et al., 1997; LAU et al., 1993; 

WALKER et al., 1997).  

A função do estrógeno é desencadeada no organismo em tipos celulares 

específicos do ovário e do útero após a formação do complexo hormônio 

estrógeno-receptor de estrógeno (E2/ER), promovendo a ativação genômica e 

proteica, as quais são reguladas basicamente pelo E2 e pela P4 (SCHAMS & 

BERISHA, 2002; MARTIN, 2005; MARTIN et al., 2008).  

Atualmente, foram relatados no endométrio e CL dois tipos de ER com 

importância para a regulação da função reprodutiva de bovinos, α (EαR) 

(KUIPER et al., 1996) e β (EβR) (MOSSELMAN et al., 1996).  

Os receptores de estrógeno possuem maior expressão no endométrio 

durante os dias 0 e 5 do ciclo, mediado pelos altos níveis plasmáticos do 

estradiol proveniente do folículo dominante, associado às baixas concentrações 

séricas de progesterona após a luteólise (MARTIN et al., 2006; MARTIN et al., 

2008). 

Após a ovulação, a P4 proveniente do CL recém formado, 

gradativamente promove a diminuição das concentrações endometriais dos 

REs que alcançam os seus menores valores por volta do 17o dia do ciclo estral 

(diestro) (HENRICKS & HARRIS, 1978; BOSS et al., 1996, MARTIN et al., 

2008). 

Em ratos o EαR regula a diferenciação, a proliferação celular, possui 

maior expressão no tecido endometrial e possui maior afinidade de ligação ao 

tipo estrona de estradiol (COUSE et al., 1997; KUIPER et al., 1998).  

Os EβR na maioria das espécies estão presentes em maior 

concentração no tecido ovárico e estão intimamente relacionados com a 

liberação de GnRH (COUSE et al., 1997). Em humanos, há relatos que as 
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células endometriais estromais possuem maior concentração de EβR, os quais 

apresentam maior afinidade por estradiol e estriol (LIMA, 2008).  

O RNAm para os EαR e EβR também foi detectado em CL de bovinos 

(SCHAMS & BERISHA, 2002), ovinos (ZIEBA et al., 2000; CARDENAS et al., 

2001) e suínos (SLOMCZYNSKA & WOZNIAK, 2001). Em bovinos, o EαR teve 

maior expressão durante a fase luteal inicial e decresceu significativamente 

durante a fase luteal tardia. Em contraste, o EβR não apresentou alterações 

significativas durante todos os estágios examinados (SCHAMS & BERISHA, 

2002). 

2.2.4 Progestágenos 
O progestágeno mais importante é a P4 que é produzida em maior 

quantidade pelo CL, e também pelo córtex adrenal e a placenta (MCDONALD, 

1989). 

A progesterona é responsável pelo crescimento das glândulas 

endometriais, crescimento lobuloalveolar das glândulas mamárias, atividade 

secretora do oviduto e das glândulas endometriais responsável pela nutrição do 

zigoto, evita a contratilidade do útero durante a gestação e regula a secreção 

de gonadotrofinas.  A função luteal determina a duração fisiológica do ciclo 

estral e garante a manutenção da prenhez (ROTHCHILD, 1981; DUKES, 1996; 

SENGER, 2003). 

Em zebuínos, a concentração plasmática de P4 aumenta 

progressivamente a partir do segundo dia após a ovulação até atingir seu platô 

por volta do oitavo dia do ciclo, o qual é mantido até o dia quinze, quando 

começa a declinar até atingir níveis basais por volta dos dias 15 a 18, 

caracterizando a luteólise (FIGUEIREDO et al., 1997). 

Gudermann et al. (1992) relataram que o LH estimula o CL a secretar

progesterona após a ligação com seu receptor e ativação da adenil ciclase, a 

qual sintetiza AMPc, um mensageiro intracelular responsável por ativar 

enzimas envolvidas na síntese de P4.  

A progesterona inibe a apoptose nas células luteais pelo mecanismo 

dependente dos receptores de progesterona (PR), visto que a luteólise 

estrutural é um pré-requisito para o início da apoptose em células endoteliais 

do CL bovino (FRIEDMAN et al., 2000; MYAMOTO et al., 2009). 
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Existem duas formas de PR: isoformas A (PAR) e B (PBR). O PAR está 

intimamente relacionado ao desempenho e as patologias reprodutivas, e sua 

expressão tem correlação negativa com o PBR na espécie humana 

(SARTORIUS et al., 1994; PIEBER et al., 2001; NUNES, 2007). Ambas 

isoformas estão presentes no trato reprodutivo feminino durante o ciclo e 

possuem atividades transcricionais diferentes, sendo que a isoforma A parece 

realizar papel modulador sob a expressão dos ER, PR e OTR no sistema 

reprodutivo mais importante que o PBR (FUJIMOTO et al., 1997). 

No endométrio e na glândula mamária, o estrógeno sensibiliza as células 

para a ação da P4, promovendo a expressão do PR (CLARKE, 1990; MARTIN, 

2005; MARTIN et al., 2008).  

No dia 13 do ciclo estral de vacas Nelore, a concentração proteica de PR 

no endométrio foi menor comparada aos demais dias do ciclo, ainda quando as 

concentrações plasmáticas de progesterona oriundas do CL permaceceram 

elevadas (MARTIN et al., 2008). 

Estes receptores estão expressos nos folículos durante todo o ciclo 

estral de bovinos. No fim do ciclo estral, as baixas concentrações plasmáticas 

de P4, associada as concentrações plasmáticas crescentes de estrógeno 

oriundas do folículo dominante, ocasiona o aumento dos receptores de 

ocitocina (ROT), redução dos PR e ER no endométrio (CASSAR et al., 2002). 

Aparentemente no CL, a expressão do RP é coordenada pela própria 

progesterona e o pico de LH induz a expressão destes RP. Em bovinos, estão 

presentes no CL, nas células lúteas grandes e pequenas de vacas gestantes e 

não-gestantes após 48 horas da ovulação, no entanto, em menores 

quantidades quando comparadas as concentrações encontradas em folículos 

(RUEDA et al., 2000; VAN DEN BROECK et al., 2002).  

O uso da técnica de RT-PCR determinou a maior expressão de RNAm 

para o RP no tecido luteal bovino durante o estágio inicial. Houve menor 

expressão destes durante a fase luteal tardia e após a regressão do CL 

(SCHAMS & BERISHA, 2002). Porém, os níveis de RNAm mantiveram-se 

durante a regressão luteal enquanto as células RP positivas na técnica de 

imunocitoquímica declinaram em primatas (CHANDRASEKHER et al., 1994; 

SUZUKI et al., 1994; DUFFY & STOUFFER, 1995). 
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2.2.5 Ocitocina  
Outro hormônio produzido pelo CL formado após 10 a 15 dias da 

ovulação é a OT, um hormônio polipeptídeo produzido também pelos neurônios 

hipotalâmicos, armazenado e liberado pela neurohipófise (SENGER, 2003).  

A OT é responsável por promover as contrações uterinas peri-parto e 

pela ejeção do leite durante a amamentação. Possivelmente, suas funções 

relacionam-se com a luteólise por meio das prostaglandinas (DUKES, 1996; 

SCHAMS & BERISHA, 2002; SENGER, 2003). 

  A expressão dos OTR no endométrio de bovinos é regulada pelo 

próprio hormônio OT, pelas concentrações plasmáticas de estradiol e 

progesterona, e seus respectivos hormônios (SILVIA et al., 1991; LAMMING & 

MANN, 1995; MANN & LAMMING, 1995; BOOS et al., 1996; MANN & 

LAMMING, 2006).  

A interpretação dos dados de diversos autores indica que as elevadas 

concentrações de P4 proveniente do CL na metade da fase luteal, quando há 

baixo nível plasmático de estrógeno, acarretam gradativa redução das 

concentrações endometriais dos ER que alcançam menores valores por volta 

do 17o dia do ciclo estral (diestro) em animais de origem taurina e zebuína 

(HENRICKS & HARRIS, 1978; JENNER et al., 1991; LAMMING & MANN, 

1995; BOOS et al., 1996; MANN & LAMMING, 2006; MARTIN et al., 2008).  

Em animais Bos taurus taurus, a progesterona possui efeito dominante 

sob o útero, pois inibe a síntese de OTR na primeira metade do ciclo estral 

(RAZANDI et al., 1999; MANN & LAMMING, 2006).  

Na metade da fase luteal, há diminuição dos PR, o que permite a ação 

do estrógeno produzido pelo folículo dominante e estimula a hipófise e o CL a 

secretar OT para ligar-se aos seus receptores endometriais. A formação deste 

complexo hormônio-receptor desencadeia a liberação de PGF2α pelo útero, 

indispensável para o processo de luteólise (SILVIA et al., 1991; RAZANDI et 

al., 1999).   

Momentos antes da ovulação, as altas concentrações de estrógeno 

secretadas pelo folículo pré-ovulatório resultam no decréscimo dos OTR, e 

posteriormente a secreção de progesterona pelo CL, insensibiliza o endométrio 

à OT durante os primeiros dias do próximo ciclo estral (LAMMING & MANN, 

1995). 
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Desta forma, os OTR variam pouco durante o ciclo estral, exceto pelo 

período compreendido entre os dias 15 e 17, quando estão presentes em maior 

concentração, evento relacionado com a luteólise (JENNER et al., 1991; MANN 

& LAMMING, 2006). 

2.2.6 Prostaglandina 
As prostaglandinas são substâncias orgânicas derivadas do ácido 

prostanóico, e estão presentes em diversos tecidos e situações biológicas. 

Especificamente relacionadas com a reprodução, de acordo com sua estrutura 

e função podem ser divididas em: E e F (DUKES, 1996). 

As prostaglandinas endógenas em geral provocam contrações ou 

relaxamento das células musculares lisas em diversos órgãos. A série F, 

especificamente a F2α, produzida pelo endométrio, é a de maior importância 

para a reprodução em ruminantes e está relacionada com o processo da 

luteólise. A regressão funcional precede a regressão morfológica do CL (TSAI 

& WILTBANK, 1997; VIANA et al., 1999).  

Com o adjunto de fórmulas sintéticas, as aplicações exógenas de 

prostaglandinas permitiram a aceleração da involução uterina, a modulação da 

defesa uterina, e a utilização em protocolos de sincronização do estro 

(FERNANDES et al., 2002a, b; LEWIS, 2004). 

2.3 Dinâmica folicular 
2.3.1 Folículos pré-antrais
Durante a vida embrionária e a pré-puberdade das fêmeas, a fase inicial 

de crescimento folicular ocorre independentemente de gonadotropinas e 

termina quando o folículo ainda é pré-antral. Nessa fase, os principais 

responsáveis pelo crescimento folicular são alguns fatores de crescimento, tais 

como, fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), fator de crescimento 

transformante (TGF-β), particularmente o fator de crescimento diferencial-9 

(GDF-9) e a proteína morfogenética óssea-15 (BMP-15 ou GDF-9B), activina e 

fator de crescimento fibroblástico (FGFb) (SILVIA & PRICE, 2002; HAFEZ & 

HAFEZ, 2000; BURATINI et al., 2005). 

  O desenvolvimento folicular pré-antral depende também da proliferação 

e diferenciação das células da granulosa, processo que ocorre devido a 
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comunicação intercelular através dos processos citoplasmáticos trans-zonais 

(TZP) (GILCHRIST et al., 2004).  

As TZPs são extensões das células da granulosa que penetram através 

da zona pelúcida e atingem a membrana do oócito, onde junções do tipo Gap 

permitem passagem bidirecional de íons, metabólitos, aminoácidos e pequenas 

moléculas reguladoras. Estas extensões se retraem quando o folículo atinge o 

estágio antral, provavelmente pela ação do LH (MCNATTY et al., 1999; 

ALBERTINI et al., 2001; GILCHRIST et al., 2004).  

No entanto, os padrões temporais de secreção desses fatores de 

crescimento ainda são desconhecidos. Há relatos que o desenvolvimento 

folicular inicial é estimulado pela ação sinérgica do kit ligante (KL) e da BMP-

15, enquanto o GDF-9 é secretado tardiamente por oócitos maduros, 

promovendo a proliferação das células da granulosa e modulação da função do 

KL (SHIMASAKI et al., 2003). 

 O KL produzido pelas células da granulosa de camundongos e o c-kit, 

receptor para KL expressos pelo oócito, resultam no complexo c-kit/KL. No 

folículo primordial e primário, este se relaciona com a proliferação das células 

da granulosa, estimula a síntese de DNA em células da granulosa e a 

diferenciação de células do estroma em células da teca (YOSHIDA et al., 1997; 

PARROT & SKINNER, 2000; OTSUKA & SHIMASAKI, 2002). 

No estágio secundário, o GDF-9 é essencial para o desenvolvimento dos 

folículos por potencializar a proliferação das células da granulosa (DONG et al., 

1996; BODENSTEINER et al., 1999; VITT et al., 2000a, b).  

A interação entre o BMP-15 e o KL é fundamental para o crescimento 

folicular, mas são descritos algumas formas de regulação destes fatores de 

crescimento por meio do feedback. O BPM-15 estimula a expressão do KL, 

que, por sua vez, inibe a expressão da BMP-15 (OTUSKA & SHIMASAKI, 

2002; SHIMASAKI et al., 2003). Enquanto, o GDF-9 inibe a expressão do KL 

em células da granulosa de camundongos (JOYCE et al., 2000). 

Os mecanismos endócrinos também possuem papel importante no 

desenvolvimento de folículos pré-antrais, que expressam receptores de IGF-I e 

proteínas ligantes de IGFBP-2 e 3, que são reguladores da biodisponibilidade 

de IGFs extra-ovarianos (WEBB et al., 2003). 
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O desenvolvimento folicular pré-antral também é regulado de forma 

parácrina pela ativina, a folistatina, a inibina, o fator de crescimento epidermal 

(EGF) e o fator de crescimento fibroblástico (FGF) (MCNATTY et al., 1999; 

SILVIA & PRICE, 2002).  

Em bovinos, o FGF-2 foi detectado nos oócitos de folículos primordiais, 

primários, nas células da granulosa e da teca de folículos pré-antrais em 

crescimento, em folículos antrais. Este fator é capaz de estimular a ativação de 

folículos primordiais, em culturas de fragmentos de ovários de ratas, e de 

promover proliferação de células da granulosa (GOSPODAROWICZ et al., 

1989; VAN WEZEL et al., 1995; NILSSON et al., 2001; SILVIA & PRICE, 2002). 

Como os demais TGFs, a BMP-15 também estimula desenvolvimento 

folicular devido ao aumento da sensibilidade ao FSH (OTSUKA et al., 2001; 

SHIMASAKI et al., 2003). 

2.3.2 Folículos antrais 
Ainda quando os folículos são pré-antrais, ocorre a síntese de 

receptores para o FSH nas células da granulosa e para o LH nas células da 

teca. Com isso, inicia-se uma fase de desenvolvimento folicular dependente de 

gonadotropinas, caracterizada pelo recrutamento de um grupo de pequenos 

folículos (emergência folicular) com intervalos de aproximadamente dez dias, 

sob a influência do FSH secretado após as fêmeas atingirem a puberdade 

(GINTHER et al., 1989a; XU et al., 1995; KINDER et al., 1996; WILTBANK et 

al., 1996; CONLEY, 2001; KOMAR et al., 2001; ROSENFELD et al., 2001; 

SENGER, 2003).  

Nas células da granulosa, o FSH estimula a ativação da enzima P450 

aromatase, responsável pela metabolização e trasnformação de andrógenos 

em estradiol. A influência do FSH e do estradiol acarreta alterações 

morfológicas no folículo, que passa a apresentar uma cavidade repleta de 

líquido em seu interior, sendo assim chamado de folículo antral (FORTUNE & 

QUIRK, 1988; SENGER, 2003). 

Entre todos esses folículos, apenas um continua seu desenvolvimento, o 

folículo dominante, caracterizado por apresentar maior capacidade de produzir 

17β-estradiol em relação aos demais recrutados no início da onda. Os demais 

folículos denominados subordinados começam a apresentar taxa de 
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crescimento gradativamente menor e posteriormente entram em atresia (LUCY 

et al., 1992; BAO & GARVERICK, 1998; GINTHER et al., 1989a).  

O momento em que se detecta a diferença entre a taxa de crescimento 

do folículo dominante e do maior folículo subordinado é denominado de desvio 

ou divergência folicular, que em zebuínos ocorre, respectivamente 2,7 e 3,8 

dias após a emergência folicular, quando o folículo dominante possui de 5,4 a 

6,1 mm em zebuínos (GIMENES et al., 2005; SARTORELLI et al., 2005; 

CASTILHO et al., 2006) e entre 10 e 12 mm em Bos taurus taurus (TAYLOR et 

al., 1991; GINTHER et al., 1996). 

O sistema IGF atua de forma sinérgica com o FSH no processo de 

divergência folicular e produção de estrógenos (FORTUNE et al., 2004). Os 

IGF-I e II são expressos nas células da granulosa e da teca, no entanto, o IGF-

II atua de forma parácrina (intraovariana) enquanto o IGF-I atua via endócrina 

(YUAN et al., 1998; WEBB et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2000; BURATINI, 

2007). 

Os IGFs estimulam a expressão de seus receptores específicos nas 

células da teca e da granulosa, que estão presentes em concentrações 

diferentes quando comparados folículos dominantes e subordinados (SPICER 

et al., 2004). Antes do desvio, o IGF-I livre apresenta-se em maiores 

concentrações no fluído folicular do maior folículo se comparado às presentes 

no folículo subordinado (De LA SOTA et al., 1996; BEG et al., 2002) 

As proteínas ligantes aos IGFs (IGFBP) modulam as concentrações 

disponíveis de IGFs na corrente sanguínea e estão presentes no fluido folicular 

bovino (FORTUNE et al., 2001). A concentração de IGFBP-4 nos folículos 

dominantes encontra-se reduzida quando comparada aos subordinados, devido 

à degradação proteolítica destas proteínas ligantes pela proteína plasmática 

associada à gestação (PAPP-A), refletindo em maiores concentrações de IGF 

livre capaz de estimular o maior desenvolvimento do folículo dominante (MIHM 

et al., 2000; MAZERBOURG et al., 2001). 

A degradação da IGFBP-5 foi mais alta no maior folículo antes do 

momento do desvio folicular. Este fenômeno ocorre mais tardiamente no caso 

dos níveis transcrionais da IGFBP-2, que parece ser regulada pelo FSH (WEBB 

et al., 2003; FORTUNE et al., 2004).  
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Após a divergência folicular durante o diestro, fase em que está presente 

o CL oriundo do ciclo anterior e estão altos os níveis plasmáticos de P4, 

responsáveis pela redução da frequência da pulsatilidade de LH, há o desvio 

folicular, porém o folículo dominante entra em processo de atresia, tornando-se 

anovulatório. A partir desse momento observa-se a emergência de uma nova 

onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989b; NISWENDER et al., 

1994; MONNIAUX et al., 1997; WEBB et al., 1999; SENGER, 2003; SCHILLO, 

2009).  

No entanto, se após a divergência ocorrer a regressão luteínica, com 

consequente diminuição da concentração plasmática da progesterona, o 

folículo dominante continua o seu crescimento, secreta grande quantidades de 

estradiol, promovendo o pico ovulatório de LH, que desencadeia a ovulação e à 

maturação oocitária, com retomada da meiose que havia sido interrompida no 

início do desenvolvimento folicular (NISWENDER et al., 1994; FORTUNE et al., 

2004; SENGER, 2003). 

2.3.3 Luteinização 
Durante a ovulação ocorre a ruptura da membrana folicular composta 

pelas células da teca (externa e interna) e da granulosa, e a expulsão do 

oócito. Imediatamente, a parede do folículo é colapsada e a cavidade invadida 

por linfa e sangue dos capilares, que serão os componentes de uma nova 

estrutura, o corpo hemorrágico (DIAZ et al., 2002).  

Subsequentemente, o corpo hemorrágico reorganiza-se e origina o 

corpo lúteo (CL), sob a influência de fatores angiogênicos e mitogênicos (FGF-

2, TGF-β, IGF-I, fator de crescimento semelhante à heparina e fator de 

crescimento endotelial vascular) (SENGER, 2003; GIOMETTI et al., 2009).  

O crescimento do CL ocorre rapidamente a partir da proliferação celular 

e da diferenciação das células da granulosa em células luteínicas grandes, que 

apresentam receptores para LH, responsáveis pela síntese das elevadas 

concentrações de progesterona, e das células da teca remanescentes do 

folículo ovulado em células luteínicas pequenas (LEI et al., 1991; NISWENDER 

et al., 1994; NISWENDER, 2002).  

O CL é primariamente reconhecido pela habilidade em sintetizar e 

secretar progestágenos, hormônios que estão intimamente relacionados com a 
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manutenção de um ambiente adequado ao desenvolvimento embrionário e pela 

própria manutenção do CL durante o período da ovulação até a implantação, 

quando ocorre o reconhecimento materno da gestação (NISWENDER, 2002). 

Além da progesterona, o CL após 10 a 15 dias de vida, produz uma 

substância denominada OT, que juntamente com a P4 e o E2, regulam o 

fenômeno da luteólise (LAMMING & MANN, 1995; MCCRACKEN et al., 1999). 

2.3.4 Luteólise
A regressão morfológica e funcional do CL ocorre 17 a 20 dias após a 

ovulação durante um ciclo estral de aproximadamente 21 dias. Este processo é 

denominado luteólise e determina a duração do ciclo estral (SENGER, 2003).  

As concentrações plasmáticas de E2, P4 e OT estão relacionadas com a 

secreção de PGF2α, substância responsável pela luteólise, que é secretada 

pelo endométrio bovino de maneira pulsátil e mensurada através do metabólito 

da prostaglandina F2α encontrada na circulação sanguínea, a 13, 14 diidr-

15ceto prostaglandina (PGFM) (IRELAND et al., 1984; VILLA-GODDOY, 1985; 

ZHANG et al., 1991; SILVIA et al., 1991; MCCRACKEN et al., 1999; SALFEN et 

al., 1999; MANN et al., 2001; CASTRO E PAULA, 2003; BERTAN, 2004).  

A OT participa na luteólise concomitantemente com o estradiol e a 

PGF2α por também estimular a produção desta pelo endométrio (). 

As concentrações plasmáticas de estrógenos regulam o processo da 

luteólise agindo diretamente sob a cascata de produção de PGF2α, iniciada pela 

ativação da fosfolipase C (WALKER et al., 1997). 

Outros autores sugerem uma ação indireta, onde o estradiol proveniente 

dos folículos em crescimento é responsável pelo aumento na concentração de 

receptores endometriais de OT associada à sensibilização prévia pela 

progesterona no final da fase luteínica, e que a OT proveniente do CL ou da 

neurohipófise, ao acoplar-se a estes receptores, estimula a secreção 

endometrial de PGF2α (MCCRACKEN et al., 1984; VALLET et al., 1990; 

ZHANG et al., 1992; WATHES & LAMMING, 1995; KAMMINSKI et al., 1997; 

WALKER et al., 1997; MCCRACKEN et al., 1999).  

Wathes et al. (1983, 1984) e Fields et al. (1985, 1992) corroboraram com 

esta hipótese ao demonstrarem que a OT é de fato secretada pelo CL e 

interage com receptores endometriais próprios (FUCHS et al., 1990) para 
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estimular a secreção de PGF2α, culminando com a lise do CL (GROSS et al., 

1988; PUTNEY et al., 1989; GINTHER et al., 2000; MANN et al., 2001; HAFEZ 

& HAFEZ, 2000). 

Após a luteólise, os elevados níveis plasmáticos de E2 estimulam os 

neurônios Kiss-1 no centro pré-ovulatório hipotalâmico, responsável pela 

liberação de GnRH, que por sua vez, desencadeia o pico pré-ovulatório de LH 

pela hipófise (KRIEGSFELD, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006; SCHILLO, 

2009). 

Diversos estudos demonstraram que a relação inversa entre as 

concentrações da P4 e do E2 é determinante no controle da frequência dos 

pulsos de LH (KESNER et al., 1981; BUTLER et al., 1983; STUMPF et al., 

1993; BERGFELD et al., 1995; CUPP et al., 1995; MILVAE et al., 1996; 

ERENO, 2003).  

O estrógeno estimula positivamente o centro pré-ovulatório e 

negativamente o centro tônico hipotalâmico, que induz a liberação de LH de 

forma constante, caracterizada por altas concentrações e com alta intensidade 

pela hipófise (SCHILLHO, 2009; WU et al., 2009).  

As condições onde as concentrações séricas de E2 estão baixas 

associada às altas concentrações de P4, caracterizam-se por baixas 

concentrações de LH secretados continuamente com grande frequência em 

pequena intensidade, oriundos da estimulação do GnRH secretado da mesma 

maneira (KRIEGSFELD, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006).  

Durante o diestro, onde estão presentes um folículo dominante e o CL 

funcional, há um efeito inibitório do centro pré-ovulatório hipotalâmico e 

ausência do pico de LH (KRIEGSFELD et al., 2006; SCHILLHO, 2009). 

2.4 Agonistas de GnRH
Os agonistas de GnRH (GnRHa) são peptídeos sintéticos obtidos a partir 

de simples e duplas substituições na sequência de aminoácidos do GnRH, com 

intuito de retardar a degradação rápida destas substâncias pelo organismo, o 

que permite a sua utilização em pequenas doses e almejar os mesmos 

resultados que o GnRH convencional (PADULA, 2005). 

Comparado ao hormônio liberador de gonadotrofinas, os GnRHa 

possuem maior meia-vida e afinidade aos receptores de GnRH, promovendo 
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intensa resposta aguda pelo organismo frente a estimulação sistêmica com 

GnRHa. Entre os GnRHa destacam-se: a Deslorelina, Buserelina, Leuprolide e 

a Gusorelina (D’OCCHIO et al., 2000; MATTOS, 2001). 

Este análogo sintético, de forma sistêmica ou por meio de implantes 

subcutâneos, tem sido usado para tratamento em animais para controle 

reprodutivo em geral. Há relatos na literatura da sua utilização na forma de 

implantes em cadelas e em felinos selvagens com intuito de realizar o controle 

populacional e/ou evitar acasalamentos indesejados entre animais 

consanguíneos por meio da indução do anestro (Padula et al., 2005). 

As vias parenterais, intra-venosa, intra-muscular e subuctânea, são as 

mais utilizadas. As vias alternativas de tratamento como a forma oral não é 

eficiente, no entanto, ainda estão sendo estudadas as vias de administração 

intra-vaginal e intra-nasal (PADULA, 2005). 

Estes são utilizados ainda de forma injetável sistêmica durante o 

tratamento de tumores prostáticos em humanos, os protocolos de 

sincronização do estro em programas de IATF em bovinos, como indutor da 

ovulação em equinos, bem como no tratamento de folículos anovulatórios 

persitentes em vacas de leite (MATTOS et al., 2001; D’OCCHIO et al., 2000; 

PADULA, 2005; JUNAIDI et al., 2007).  

Quando tratado com GnRHa de forma prolongada por meio de implantes 

subcutâneos, o organismo responde de duas maneiras distintas. A primeira 

delas trata-se da fase aguda, que perdura vários dias e caracteriza-se pelo 

aumento imediato das concentrações plasmáticas de LH e FSH, seguido pelo 

retorno destas concentrações em níveis basais (D’OCCHIO et al., 2000; 

PADULA, 2005). 

A administração na forma de implantes com GnRHa promove a 

downregulation dos GnRHR hipofisários pela dessensibilização dos GnRHR 

nas células gonadotróficas através da interrupção da sinalização do segundo 

mensageiro, bloquiando assim a liberação de LH pela hipófise. A liberação de 

FSH se mantem em níveis basais ao longo de todo período. 

Consequentemente, as concentrações plasmáticas dos hormônios esteróides 

se mantem baixas (GONG et al., 1996; D’OCCHIO et al., 2000; MATTOS et al., 

2001; PADULA, 2005).  
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A posologia dos diferentes tipos de GnRHa que deve ser empregada 

ainda é uma questão polêmica de acordo com o efeito desejado e a espécie a 

ser tratada, uma vez que a via de aplicação, a sensibilidade e os efeitos entre 

as espécies, assim como o sexo do animal ocasionam respostas fisiológicas 

distintas (D’OCCHIO et al., 2000; JIMÉNEZ-SEVERIANO et al., 2005). 

Atualmente no Brasil, estão sendo desenvolvidos e há alguns produtos 

de aplicação injetável contendo GnRHa disponíveis no mercado. No entanto, 

não são encontrados fabricantes brasileiros do produto na forma injetável e de 

implantes subcutâneos. Este fato torna dispendiosa a aquisição por meio da 

importação, o que inviabiliza a sua distribuição e uso comercial em larga 

escala. 

Em estudos in vitro ou utilizando camundongos, são utilizados para 

verificar o padrão de liberação de gonadotrofinas em diferentes estádios da 

vida e tipos celulares, bem como para quantificar a ligação com seu receptor e 

a expressão dos receptores do GnRH, FSH e LH (PADULA, 2005). 

Recentemente, Silvestre et al. (2009a, b) corroboraram por meio da 

avaliação da dinâmica folicular o que havia sido descrito por Gong et al.

(1995,1996) e Mattos et al. (2001) quanto aos efeitos da utilização crônica dos 

GnRHa, ao utilizar implantes subcutâneos. Going et al. (1996) relatam que a 

Buserelina inibi o padrão de liberação pulsátil de LH e FSH após 8 e 30 dias de 

tratamento, respectivamente.  

Silvestre et al. (2009a, b) hipotetizaram que as baixas concentrações 

plasmáticas de LH e FSH relacionavam-se com a maximização no processo de 

involução uterina, o que foi comprovado juntamente com a verificação da 

redução no intervalo entre partos (IP) durante a realização do estudo utilizando 

vacas Holandesas tratadas com implantes subcutâneos de Deslorelina durante 

o anestro pós-parto.  
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Resumo 20 

 Objetivo-se avaliar os efeitos da implantação subcutânea de Deslorelina (GnRHa-21 

Suprelorlin®) por 70 dias sobre a dinâmica folicular, secreção do FSH, LH e P4 e, 22 

expressão dos receptores endometriais de estrógeno α e β (EαR e EβR), de progesterona 23 

isoformas A e B (PAR e PBR) e de ocitocina (OTR) em vacas Nelore (Bos taurus 24 

indicus). Foi sincronizada a ovulação de 15 vacas Nelore com ECC ≥ 3 e, no D0 foram 25 
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aleatoriamente selecionados 7 animais para serem submetidos a implantação subcutânea 26 

de Deslorelina por 70 dias. O exame ultra-sonográfico foi realizadoa cada 2 a 3 dias 27 

para caracterização da dinâmica folicular e os folículos classificados de acordo com o 28 

seu diâmetro em: classe I (< 0,4 cm), II (0,4-0,6cm) e III (> 0,6cm). Amostras 29 

sanguíneas foram coletadas para mensuração das concentrações plasmáticas de FSH, 30 

LH e P4. A pulsatilidade e os picos de LH foram determinados a partir de amostras 31 

sanguíneas coletadas a cada 15 minutos por 6 horas em 4 vacas escolhidas 32 

aleatoriamente nos D20 e 62. A mensuração da expressão proteica dos EαR, EβR, 33 

PABR e PBR no epitélio glandular e estroma endometrial foram realizadas por meio da 34 

técnica da imunoistoquímica e, a expressão gênica dos EαR, EβR, PABR e OTR foi 35 

avaliada com auxílio do qRT-PCR, ambas a partir de fragmentos coletados por meio de 36 

biópsias uterinas nos dias 0, 4, 20 e 27. Os resultados foram analisados por meio do 37 

teste não paramétrico de Friedman e Exato de Fisher. A relação dos resultados entre a 38 

dinâmica folicular e expressões gênica e proteica foi analisada pela correlação de 39 

Pearson, todos com nível de significância de 0,05. Durante o período de implantação da 40 

Deslorelina nenhum animal ovulou, o que indica que o pico pré-ovulatório de LH foi 41 

abolido. O número máximo de folículos recrutados foi de 13,7 (± 3,86). Os folículos de 42 

classe III não foram observados na maioria dos animais a partir do D48. A concentração 43 

plasmática da P4 se manteve em nível basal (0,4 ng/mL) durante todo o período de 44 

implantação. A secreção de FSH e LH não foi abolida ao longo do estudo. A frequência 45 

de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi, respectivamente 1 (± 0)/6 h e  1,25 (± 46 

0,5)/6h. As concentrações plasmáticas máximas durante os pulsos foram de 1,72 (± 47 

0,24) e 1,24 (± 0,31) ng/mL, respectivamente. De forma geral, foi observado alto 48 

perecentual de núcleos positivos dos ER e PR ao longo do estudo, bem como a alta 49 

concentração de RNAm de ER, PR e OTR. Sendo assim, se infere que o tratamento por 50 
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70 dias com implantes subcutâneos de Deslorelina suprime o recrutamento e a seleção 51 

folicular, reduz a pulsatilidade e o pico de LH, inibe a ovulação e, mantém elevada a 52 

expressão dos receptores endometriais de estrógeno, progesterona e ocitocina em vacas 53 

Nelore (Bos taurus indicus). 54 

Palavras-chaves: Nelore, anestro, Deslorelina, dinâmica folicular, receptor 55 

endometrial. 56 

Introdução 57 

 No Brasil, cerca de 80% dos 199,7 milhões de bovinos são da raça Nelore (Bos 58 

taurus indicus), que se caracteriza pela alta tolerância ao clima tropical. Devido a esta 59 

rusticidade e adaptabilidade, estes animais são criados, em sua maioria, de forma 60 

extensiva nas regiões Centro-oeste e Norte (IBGE, 2008).  61 

 Em bovinos, a produtividade está diretamente relacionada à eficiência 62 

reprodutiva. Deste modo, o longo período de anestro e de restabelecimento da 63 

atividade ovariana após o parto, e o baixo índice de fertilidade no primeiro ciclo estral 64 

subsequente são alguns dos fatores que limitam a produtividade e resultam em 65 

significativas perdas econômicas (Baruselli et al., 2007).  66 

 Tratamentos  por longos períodos  com agonistas de GnRH, como a Deslorelina, 67 

têm sido utilizados para reduzir o intervalo entre partos de vacas de origem taurina, 68 

tratar cistos foliculares e controlar a atividade reprodutiva de várias espécies animais, 69 

em machos e fêmeas, uma vez que este tipo de agonista promove 70 

downregulation dos receptores de GnRH hipofisários, com consequente redução na 71 

secreção de gonadotrofinas (D’oochio et al , 1996; Mattos et al., 2001; Padula, 2005; 72 

Silvestre et al., 2009a, 2009b; Güngör et al., 2010). 73 

 Em vacas Holandesas, foi constatado que a implantação subcutânea de 74 

Deslorelina por 30 dias beneficiou o processo de involução uterina e limitou o 75 
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desenvolvimento folicular máximo até 3,2 mm de diâmetro. Nestes animais, foi 76 

observada a ovulação entre 10 e 20 dias após a remoção do implante de Deslorelina 77 

(Silvestre et al., 2009a, 2009b). Em novilhas de origem européia, o implante de 78 

Buserelina suprimiu a liberação de LH e FSH, respectivamente, 8 e 30 dias após o início 79 

do tratamento (Gong et al., 1996). No entanto, não há relatos dos efeitos deste análogo 80 

do GnRH em Bos taurus indicus. 81 

 Sabendo que há diferenças entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus quanto à 82 

fisiologia da reprodução e peculiaridades da dinâmica folicular (Barros et al., 2000; 83 

Buratini et al., 2000), este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da utilização de 84 

implantes subcutâneos de Deslorelina (GnRHa-Suprelorlin®) por 70 dias, sob a 85 

dinâmica folicular, secreção da P4 e LH e, expressão gênica e proteica dos receptores 86 

endometriais de estrógeno α e β (EαR e EβR), de progesterona isoformas A e B (PAR e 87 

PBR) e de ocitocina (OTR) de vacas Nelore (Bos taurus indicus). 88 

MATERIAL e MÉTODOS 89 

Animais e instalações 90 

 O presente estudo foi conduzido entre os meses de julho e outubro de 2009 91 

na Fazenda Experimental da FMVZ /UNESP-Botucatu, no município de São 92 

Manuel/SP (latitude -22º43’52’’, longitude -48º34’14’’), Brasil. Foram utilizadas 15 93 

vacas adultas não lactantes da raça Nelore clinicamente normais com escore de 94 

condição corporal (ECC) ≥ 3 (0-5, Houghton et al., 1990).  95 

 As vacas permaneceram em pastejo de Brachiara decumbens e foram 96 

suplementadas com ração 18% PB, minerais e água ad libitum. 97 

98 

99 

100 
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Sincronização da ovulação101 

 A sincronização da ovulação foi realizada por meio do protocolo (Figura 1). 102 

1 g P4 
�� �� �� �� ��

�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��

�� �� �� �� ��

D-11 D-3 D-2 D-1 D0 

2 mg BE i.m 12,5 mg 
 PGF���i.m 1 mg BE i.m US US/OV 

103 

Fig 1. Protocolo de sincronização da ovulação de vacas Nelore (Bos taurus indicus). * BE (Estrogin®, 104 

Farmavet Ltda, Brasil); P4 (DIB®, Intervet Schering-Plough, Brasil); PGF2α (Dinoprost 105 

trometamina, Lutalyse®, Pfizer Saúde Animal, Brasil); D-1 e D0: exame ultra-sonográfico 106 

transretal a cada 12 horas para determinação da ovulação. 107 

Implantação da Deslorelina 108 

 Foi constatada a ovulação em todos os animais no D0 e destes, 10 foram 109 

aleatoriamente selecionados para receber o implante subcutâneo não degradável de 110 

4,7mg do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®, Peptech Animal Health, North 111 

Ride, Austrália) na face externa do pavilhão auditivo direito. Para descrição e 112 

diferenciação dos animais, cada um recebeu um código que variou de “A” a “J”. 113 

 Antes da realização do procedimento o local foi higienizado com água e sabão, 114 

seguida deposição de iodo degermante com gaze. Cinco minutos antes da implantação 115 

no local da deposição da Deslorelina, foi feito um botão anestésico pela infiltração 116 

subcutânea de 3 mL de lidocaína (Xylestesin 2%®, Cristália, Brasil) por incisão/animal. 117 

 No D8 todos os animais receberam 12,5 mg i.m dinoprost trometamina i.m 118 

(Lutalyse®, Pfizer Saúde Animal, Brasil). O implante de Deslorelina foi removido no 119 

D70 seguindo os mesmos cuidados anti-sépticos e anestésicos anteriormente descritos. 120 

121 

122 
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Avaliações ultra-sonográficas 123 

 A partir do dia da implantação subctunânea da Deslorelina até o D70, os ovários 124 

dos animais foram examinados, a cada 2 a 3 dias, com auxílio do aparelho ultra-125 

sonográfico transretal (Mindray DP 3300, Mindray Biomedical Eletronics Co. Ltda, 126 

Shenzhen, China). 127 

  A cada avaliação foram identificados e determinado o diâmetro dos folículos 128 

ovarianos presentes, que de acordo com os seus diâmetros foram classificados nas 129 

seguintes classes, segundo Gimenes et al. (2008): classe I (< 0,4 cm), II (0,4-0,6 cm) e 130 

III (> 0,6 cm). 131 

 No D47, com intuito de sincronizar a emergência de onda e relacioná-la ao padrão 132 

de liberação de gonadotrofinas, todos os folículos visualizados nos ovários foram 133 

aspirados por meio de uma guia de aspiração (Cook VBOA 18 L), agulhas 18G, uma 134 

bomba à vácuo ajustada em 240 mmHg, um equipamento ultra-sonográfico Scan Vet 135 

240 – Parus (Pie-Medical, Pie Medical Systems e Esaote Europe, Maastricht, 136 

Netherland) e um transdutor linear transretal de 5 mHz. 137 

Dosagem hormonal 138 

Nos mesmos dias das avaliações ultra-sonográficas, amostras sanguíneas foram 139 

coletadas por meio da venopunção dos vasos coccígeos com auxílio de agulha 21 G e 140 

sistema à vácuo em tubos heparinizados, para determinação da concentração plasmática 141 

de FSH, LH e P4. Imediatamente após a coleta, estas amostras foram refrigeradas para 142 

posterior centrifugação a 2500G por 15 minutos e armazenamento em tubos tipo 143 

eppendorf de 1,5 mL em freezer a -20oC.  144 

 De acordo com o padrão da dinâmica folicular dos animais, a mensuração da 145 

concentração plasmática de P4 foi realizada nos D3, 4, 6, 8, 11, 19, 25, 32, 34, 48, 56, 146 

62 e 68. A mensuração plasmática da P4 foi realizada pela técnica de radioimunoensaio 147 
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usando Count-A-Count Kit (Diagnostics Products Corporation®, Los Angeles, CA, 148 

USA) seguindo-se as recomendações dos fabricantes em cinco ensaios em dias 149 

consecutivos com coeficiente de variação interensaio e intraensaio de 6,35% e 4,87%, 150 

respectivamente. 151 

 De acordo com o padrão da dinâmica folicular dos animais, a mensuração da 152 

concentração plasmática de FSH e LH durante o período de implantação da Deslorelina, 153 

nos dias 4, 20, 27, 37, 42 e 61 foram determinadas em todos os animais em amostras 154 

sanguíneas coletadas da mesma forma como descrito anteriomente para mensurar a 155 

concentração plasmática de P4.  156 

 Já o padrão de pulsatilidade e os picos de LH foram determinados a partir de 157 

amostras sanguíneas coletadas a cada 15 minutos por 6 horas por meio da cateterização 158 

da jugular, nos dias 20 e 62 após a implantação da Deslorelina, em 4 animais escolhidos 159 

aleatoriamente em cada dia. 160 

 O nível sérico de FSH e LH, em todas as análises, foi mensurado pelo teste de 161 

radioimunoensaio de duplo anticorpo no laboratório de endocrinologia da UNESP-162 

Araçatuba utilizando a técnica modificada de Bolt & Rollings (1983) e a classificação 163 

de pulsos de Fitzgerald et al. (1985). 164 

 Para o ensaio de FSH, utilizou-se o USDA-bFSH para iodinação, e primeiro 165 

anticorpo NIDDK-anti-oFSH-1 a uma diluição de 1:300.000. A sensibilidade do ensaio 166 

de FSH foi de 0,005 ng/mL e a de LH de 0,02 ng/mL. Os coeficientes de variação intra-167 

ensaio foram 4,09% e 5,06%, respectivamente. O coeficiente inter-ensaio do LH foi de 168 

6,37%. 169 

Biópsias endometriais 170 

 Em cada animal, quatro amostras de tecido endometrial foram coletadas 171 

semanalmente por meio de biópsias via transcervical utilizando uma pinça de biópsia 172 
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modelo Yomann (Hauptner®, Solingen, Alamenha). 173 

 Todas as pinças utilizadas no presente estudo eram lavadas diariamente em água 174 

corrente e sabão neutro, secas em estufa convencional e, posteriormente, mantidas 175 

embrulhadas em um campo cirúrgico. Antes da sua utilização, a pinça era mantida 176 

submersa em álcool 70%. 177 

 No momento da colheita procedia-se uma limpeza da região perineal e vulvar do 178 

animal com papel toalha. A pinça era introduzida pela vulva até alcançar o cérvix, que 179 

era manipulado por via transretal, a fim de permitir a intromissão da mesma no útero. O 180 

útero era então pressionado contra a mesma, por via transretal, para facilitar a obtenção 181 

de um fragmento de tamanho significativo (entre 4 e 5 mm de diâmetro).  182 

 O fragmento era retirado da pinça com auxílio de uma agulha, lavado em solução 183 

fisiológica 0,9%. Duas destas amostras foram acondicionadas em cassetes plásticos 184 

identificados com o número do animal e data da colheita para inclusão e fixação em 185 

formol tamponado 10% por 24 horas. Posteriormente, foram armazenadas em etanol 186 

70% até a inclusão em parafina para a realização da técnica de imunoistoquímica. 187 

 As outras duas amostras foram rapidamente lavadas com a mesma solução, secas 188 

em papel toalha e, imediatamente, congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em 189 

freezer -80oC para posterior análise da quantificação da concentração relativa do RNAm 190 

dos genes alvos (EαR, EβR, OTR e PABR) por qRT-PCR. 191 

Imunoistoquímica 192 

 Após a inclusão das amostras de tecido endometrial em parafina, foram realizados 193 

cortes histológicos de 4 μm para confecção das lâminas utilizadas na rotina da técnica 194 

de imunoistoquímica. Algumas destas lâminas foram utilizadas para caracterização 195 

histológica do tecido endometrial coletado por meio da coloração de hematoxilina e 196 

eosina (HE) e análise em microscópio óptico Leica DML® (Leica Microsystems, 197 
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DMLB, Wetzler, Germany), com aumento de 400 e 1000X. 198 

 Outras lâminas foram utilizadas para realização da técnica da imunoistoquímica, a 199 

qual teve início com a desparafinização tecidual em cuba contendo xilol e reidratação 200 

em soluções de álcool. Posteriormente, as lâminas foram imersas em cuba contendo 201 

solução de citrato 2,1% pH 6,0 para serem submetidas ao tratamento térmico e 202 

recuperação antigênica na Pascal Modelo S2800 Dako® (Dako Cytomation California 203 

Incorporation, Carpinteria, CA, USA). 204 

 Para o bloqueio da peroxidase endógena, as lâminas foram incubadas em H2O2205 

3%, seguido da inibição das ligações com anticorpos inespecíficos utilizando solução de 206 

caseína. 207 

 O EαR (monoclonal de camundongo anti-humano receptor de estrogênio alfa 208 

clone 1D5, Dako, Carpinteria, CA, EUA), o PRAB (PGR-Ab-8 cocktail mouse MAb 209 

Neomarkers MS-298-P1, Fremont, CA, EUA) e o PRB (PR- B-30 SC-811 monoclonal 210 

IgG1, Santa Cruz Biotechonlogy, São Paulo, Campinas, Brasil) foram utilizados na 211 

diluição de 1:50. O EβR (beta receptores monoclonais, anti-humano estrogênio 212 

PPG5/10 clone 1, Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi utilizado na proporção 1:200. Todos 213 

os anticorpos primários foram incubados em câmera úmida por 18 horas a 4oC. 214 

 O controle negativo foi realizado por meio de um anticorpo de camundongo 215 

(Mouse Immunoglobulin – Universal Negative Control; Dako, Carpinteria, CA, USA) 216 

incubado também por 18 horas a 4oC em algumas lâminas em todas as rotinas de 217 

imunoistoquímica. 218 

  O anticorpo secundário AdvanceTM HRP® (Dako, Carpinteria, CA, USA) foi 219 

incubado por 60 minutos. As lâminas foram lavadas com solução TRIS 7,4 duas vezes 220 

por 5 minutos. A reveleção com o cromógeno DAB (3,3¢-diaminobenzidine; Liquid 221 

Dako Dab 7 Sistema de substrato cromógeno, Carpinteria, CA, EUA) foi realizada por 2 222 
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minutos. 223 

 A reação foi interrompida com 2 banhos de  TRIS pH 7,4 por 5 minutos. As 224 

lâminas foram contra-coradas com HE por 3 minutos, observadas e fotografadas usando 225 

microscópio óptico Leica DML® equipado com uma câmera DC300F Leica® (Leica 226 

Microsystems, DMLB, Wetzler, Germany), nos aumentos de 400X e 1000X. 227 

 A expressão proteica do EαR, EβR, PRAB e PRB em cada lâmina foi realizada 228 

pela mesma pessoa em 10 campos escolhidos aleatoriamente. Os métodos utilizados 229 

para avaliar a imunocoloração foi o número de núcleos corados positivamente em 230 

contagem de 300 células (epitélio glandular) e outras 300 células (estroma uterino) em 231 

aumento de 1000X e, posterior, transformação em porcentagem.  Para avaliar a 232 

intensidade da imunomarcação dos núcleos marcados no endométrio foi utilizado 233 

aumento de 400X e a classificação: fraca (até 25% dos núcleos fortemente marcados), 234 

moderada (entre 25% a 75% dos núcleos fortemente marcados) ou forte (acima de 75% 235 

dos núcleos fortemente marcados) (Martin et al., 2008). 236 

Extração do RNA, confecção do cDNA e qRT-PCR 237 

 O RNA total foi extraído das amostras de tecido endometrial utilizando RNeasy®238 

Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen Incoporation, Valencia, CA), seguindo as instruções 239 

do fabricante. A concentração e a pureza das amostras de RNA foram determinadas por 240 

espectrofotometria (Nanodrop® 2000 Espectrophotometer, Thermo Scientific, 241 

Wilmington, EUA) e a razão A260/A280nm foi superior a 1,8 em todas as amostras 242 

avaliadas.243 

 As amostras de RNA foram tratadas com RQ1 RNase-free DNase (Promega, 244 

Wisconsin, EUA) para eliminar possível contaminação com DNA genômico. O cDNA 245 

foi confeccionado (volume final de 40 μL) utilizando a enzima ImProm-II™ Reverse 246 

Transcriptase (Promega®, Wisconsin, EUA) e 500 ng de RNA seguindo as 247 
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recomendações do fabricante. 248 

 Os primers utilizados na quantificação relativa da expressão gênica do receptor de 249 

progesterona isoforma AB (PABR) foram previamente descritos (Ulbrich et al., 2003), 250 

enquanto que aqueles utilizados na mensuração da expressão dos genes do EαR, do EβR 251 

e do OTR foram desenhados no programa Primer Express® v2.0 (Applied Biosystem 252 

Foster City, CA, USA) utilizando como “molde” as sequências de RNAm contidas no 253 

GenBankTM para Bos taurus taurus estrogen receptor alfa (NM_001001443.1), Bos 254 

taurus taurus estrogen receptor beta (NM_174051.3) e Bos taurus taurus oxytocin 255 

receptor (NM_174134.2), respectivamente.  256 

 Os primers do gene normalizador das reações de PCR em tempo real (qRT-PCR), 257 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GaPDH), foram desenhados no programa Primer 258 

Express® v2.0 (Applied Biosystem, Califórnia, USA) utilizando como “molde” a 259 

sequência do RNAm contidas no GenBankTM  para Bos taurus taurus glyceraldehyde-3-260 

phosphate dehydrogenase (NM_001034034.1). 261 

 Os primers utilizados que foram testados, in silico, em relação à especificidade 262 

utilizando a ferramenta BLASTn (Blast/ncbi) contra as sequências depositadas no 263 

GenBankTM, as quais apresentaram 100% de identidade e foram específicos apenas para 264 

os seus respectivos alvos (Tabela 1). 265 

266 

267 

268 

269 

270 

271 

272 
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TABELA 1. Sequências nucleotídicas dos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real. 273 

Gene Nome do primer Sequência (5’ – 3’)
Produto 

amplificado 

    

EαR 
JP-EαR Forward ACAAGCGCCAGAGAGATGAT 

120 pb 
JP-EαR Reverse CCGGGCTGTTCTTCTTAGTG 

   

EβR 
JP-EβR Forward AGAGTCCTTGGCGTGAAACCAGAT 

114 pb 
JP-EβR Reverse AACTGCTCCCACTAGCCTTCCTTT 

   

PABR 
JP-PABR Forward GAGAGCTCATCAAGGCAATTGG 

227 pb 
JP-PABR Reverse CACCATCCCTGCCAAGATCTTG 

   

OTR 
JP-OXTR Forward CTTCCTCTGCTGCTCATTCC 

119 pb 
JP-OXTR Reverse ATCTTCTCTGGCTGGAGCTG 

   

GaPDH 
JP- GaPDH Forward TGACCCCTTCATTGACCTTC 

120 pb 
JP- GaPDH reverse ATGGCCTTTCCATTGATGAC 

274 

 A quantificação relativa da concentração do RNAm dos genes alvos (EαR, EβR, 275 

PABR e OTR) foi realizada utilizando o método da curva padrão relativa previamente 276 

descrito (Larionov et al., 2005), utilizando o termociclador em tempo real 7500 Real-277 

Time PCR Systems® (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) e Master Mix Power 278 

Syber Green PCR® (Applied Biosystems, Califórnia, EUA). 279 

 Cada reação (qRT-PCR) foi realizada em duplicata com volume final de 20 μL, 280 

que continha 0,2 μM de cada forward e reverse primer, 2 μL de cDNA template, 10 μL 281 

q-PCR máster mix e 7,2 μL água livre de nuclease. Adicionalmente, foi realizado em 282 

duplicata, em cada placa, o controle negativo (amostra sem cDNA) para cada gene para 283 
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confirmar a ausência de contaminação. 284 

 As condições de termociclagem foram: denaturação inicial a 95°C por 10 min e 40 285 

ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 60 s, em seguida foi realizada a curva de dissociação. 286 

A amplificação de produtos específicos para cada um dos genes foi confirmado pela 287 

análise da curva de dissociação ao final de cada corrida. 288 

 A expressão basal de cada gene alvo foi normalizada pelo gene GaPDH. O 289 

restabelecimento da atividade ovariana e o primeiro ciclo estral após o restabelecimento 290 

da atividade ovariana foram estudados posteriormente e, a expressão gênica de cada 291 

gene alvo no dia da segunda ovulação após a retirada do implante subcutâneo de 292 

Deslorelina recebeu o valor relativo de 1,0 e a concentração nos demais momentos foi 293 

normalizada proporcionalmente em relação a este momento. 294 

Análise estatística 295 

 O número de folículos em cada classe, a presença de CL, a concentração 296 

plasmática de P4 (ng/mL), a expressão gênica e proteica dos receptores endometriais, 297 

além da intensidade de imunomarcação destes receptores avaliados pela 298 

imunoistoquímica, foram considerados variáveis dependentes. A comparação das 299 

medidas entre os momentos foi realizada através do teste não paramétrico de Friedman 300 

e Exato de Fisher pelo BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007) e SPSS 17.0 (Chicago, EUA), 301 

considerando nível de significância de 0,05 (p <0,05). 302 

 O número de folículos observados e a taxa de crescimento folicular foram 303 

calculados por meio da média e desvio padrão. A relação dos resultados entre a 304 

dinâmica folicular e expressão gênica e proteica foi analisada pela correlação de 305 

Pearson, considerando efeito significativo para p <0,05. 306 

 A concentração plasmática de LH e FSH (ng/mL) foram calculadas por meio da 307 

média e desvio padrão. A pulsatilidade de LH (ng/mL) foi analisada pela obtenção da 308 
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média e do coeficiente de variação necessários para a posterior confecção dos gráficos 309 

contendo frequência, amplitude e pulsatilidade realizada pelo software GraphPad Prism 310 

verson 4.0 2003. 311 

RESULTADOS 312 

 Após planejamento da análise estatística do projeto, foi determinado que 10 313 

animais eram suficientes para análise dos dados. Sendo assim, no D0 foram 314 

aleatoriamente selecionadas 10 vacas entre os 15 animais previamente submetidos à 315 

sincronização da ovulação para receber os implantes subcutâneos de Deslorelina. 316 

 Entre os animais experimentais tratados com PGF2α, um não apresentou luteólise e 317 

foi eliminado do estudo. Ao longo do estudo, um animal teve que ser sacrificado após 318 

sua queda no tronco durante a coleta seriada de sangue a cada 15 minutos por 6 horas 319 

com auxílio da cateterização da jugular para posterior determinação dos picos de LH, 320 

que resultou em paraparesia dos membros anteriores, seguida da tetraparalisia e apatia 321 

do animal. Posteriormente, outro animal foi excluído do estudo após o diagnóstico de 322 

infecção uterina em decorrência da perfuração uterina em virtude da falha no manuseio 323 

da pinça de colheta de biopsia endometrial. 324 

 Portanto, o experimento permaneceu com 7 animais até o final e não foram 325 

observadas ovulações durante os 70 dias em que os animais permaneceram com o 326 

implante subcutâneo de Deslorelina. 327 

 Em virtude do padrão de crescimento folicular e da análise da dinâmica folicular 328 

observada nos animais, após a realização da análise estatística, foi preconizada a 329 

ilustração dos dados referentes ao número de folículos nos dias 0, 6, 13, 20, 27, 34, 41, 330 

48, 56, 62, 70 (Figura 2). 331 

 O número de folículos classe I observado nos dias 0, 6 e 13 após a implantação da 332 

Deslorelina foi menor que o constatado nos demais dias (p<0,05), sendo que o maior 333 
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número médio de folículos foi verificado nos dias 56, 62 e 70 (Figura 2).  334 

 Não foi constatada diferença com relação ao número médio de folículos classe II 335 

(p>0,05) (Figura 2).  336 

 O grande número de folículos classe III foi detectado 27 dias após a implantação 337 

da Deslorelina, que diferiu do observado nos dias 0, 6, 48, 56, 62 e 70 (p<0,05) (Figura 338 

2).  339 

Não houve correlação entre as classes foliculares e as demais varáveis do estudo 340 

(p>0,05).341 

342 

343 

344 

345 

346 
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Fig 2. Número médio de folículos classe I (< 0,4 cm), II (0,4-0,6 cm) e III (> 0,6 cm) em vacas Nelore 347 

(Bos taurus indicus) durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-348 

Suprelorin®) por 70 dias. Barras com letras diferem significativamente (p<0,05). 349 

 Durante os 70 dias de implantação da Deslorelina, a taxa de crescimento folicular 350 

média por dia foi de 0,08 (± 0,01) cm e foram constatados dois padrões de 351 

desenvolvimento folicular. Nos primeiros 35 dias, em média nos animais, o 352 

recrutamento de cada onda folicular ocorreu com intervalos de 11 (± 5) dias, e o maior 353 

diâmetro folicular verificado apresentava entre 1,1 a 1,4 cm. 354 

 Este padrão de desenvolvimento folicular médio observado durante os primeiros 355 

35 dias de implantação subcutânea da Deslorelina pode ser pela dinâmica folicular da 356 

vaca “A” (Figura 3). 357 

358 

359 

360 
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Fig 3. Dinâmica folicular da vaca A durante os primeiros 35 dias durante o período de implantação 361 

subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Folículos dominantes (FD) e 362 

folículos subordinados (FS). 363 

 O número médio de folículos recrutados por onda de crescimento folicular durante 364 

os primeiros 35 dias de implantação da Deslorelina foi de 8,12 (± 2,15).  365 

 Três animais apresentaram padrão de crescimento folicular similar durante os 366 

primeiros 35 dias do período de implantação da Deslorelina, sendo que os maiores 367 

folículos atingiram diâmetro máximo entre 1,5 e 1,6 cm (Figura 4). Dois animais 368 

apresentaram dinâmica folicular constituída por folículos de no máximo 0,8 a 1,0 cm de 369 

diâmetro.  370 
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Fig 4. Dinâmica folicular da vaca I durante os primeiros 35 dias durante o período de implantação 371 

subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Folículos dominantes (FD) e 372 

folículos subordinados (FS). 373 

 Durante os últimos 20 dias de implantação subcutânea do GnRHa, houve 374 

crescimento folicular com intervalo médio de 10 (± 4) dias, sendo que a emergência 375 

média de folículos por onda  foi de 13,7 (± 3,86). 376 

 Um dos animais apresentou diâmetro folicular máximo inferior a 0,6 cm, 377 

enquanto que em outros dois animais, foram detectados folículos com até 0,6 e 0,9 cm. 378 

O padrão de desenvolvimento folicular médio representativo dos animais experimentais 379 

foi mais uma vez o da vaca “A” (Figura 5).  380 

 Esta modificação na dinâmica folicular durante os últimos 20 dias do estudo 381 

comparada aos primeiros 35 dias ocorreu em 5/7 (71,42%) animais. 382 

383 

384 
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Fig 5. Dinâmica folicular da vaca A durante os últimos 20 dias durante o período de implantação 385 

subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Folículos dominantes (FD) e 386 

folículos subordinados (FS). 387 

 Durante a análise da dinâmica folicular ao longo do período de implantação da 388 

Deslorelina, foi observado em três (3/7) animais a presença de folículos anovulatórios 389 

persistentes maiores que 1 cm por aproximadamente 18 (± 1) dias, simultâneos ao 390 

recrutamento e seleção do outros folículos.  391 

 Para verificar o efeito da presença destes folículos anovulatórios persistentes 392 

associado ao objetivo de sincronizar a emergência de uma nova onda folicular e 393 

relacioná-la ao padrão de liberação de gonadotrofinas justificou a realização da 394 

aspiração folicular. Devido a disponibilidade do técnico e do aparelho de ultra-395 

sonografia necessário para o procedimento, esta foi realizada no D47.  396 

 Nos dias 3, 4, 6 e 8, o nível sérico de P4 foi maior que o constatado nos demais 397 

dias, nos quais se manteve abaixo de 0,4 ng/mL (p<0,05) (Tabela 2). 398 

 Não houve correlação entre a concentração plasmática de P4 e as demais varáveis 399 

do estudo (p>0,05). 400 

401 
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TABELA 2.  Concentração plasmática de P4 (média ± desvio padrão) (ng/mL)  de vacas Nelore (Bos 402 

tuaurs indicus) durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina -403 

Suprelorin®) por 70 dias. Valores com letras diferentes são significativamente diferentes.404 

Dias após a implantação 

da Deslorelina 

Média ± desvio 

padrão (ng/mL) 

D3 1,24 ± 0,05a

D4 1,88 ± 1,08a

D6 2,43 ± 1,45a

D8 3,56 ± 3,76a

D11 0,56 ± 0,40b

D19 0,39 ± 0,23b

D25 0,23 ± 0,08b

D32 0,21 ± 0,09b

D34 0,07 ± 0,05b

D48 0,06 ± 0,05b

D56 0,25 ± 0,31b

D62 0,36 ± 0,21b

D68 0,03 ± 0,01b

405 

 Não houve variação quanto a concentração plasmática de LH, mensurada nos dias 406 

4, 20, 27, 37, 42, 61 (p>0,05), ao longo do período de implantação da Deslorelina, cujo 407 

valor médio foi de 1,22 (± 0,11) ng/mL (Figura 6). 408 

 Não houve correlação entre a concentração plasmática de LH e as demais varáveis 409 

do estudo (p>0,05). 410 

411 

412 

413 

414 
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Fig 6. Média e desvio padrão da concentração plasmática de LH (ng/mL) em vacas Nelore (n=7) nos D4, 415 

20, 27, 37, 42 e 61 durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-416 

Suprelorin®) por 70 dias. 417 

 Em virtude da modificação do padrão da dinâmica folicular dos animais nos 418 

primeiros 35 dias do período de implantação subcutânea da Deslorelina comparada aos 419 

últimos 20 dias, a pulsatilidade e os picos de LH foram determinados nos dias 20 e 62. 420 

 Foram escolhidos aleatoriamente 4 dos 7 animais do estudo para posterior 421 

cateterização da veia jugular nos D20 e 62 devido ao tempo necessário para coletar as 422 

amostras sanguíneas, manutenção do cateter em todos animais e o intervalo de 15 423 

minutos entre as coletas, as limitações de manejo dos animais, o tipo e tamanho da 424 

estrutura física e, ao comportamento indócil dos animais. 425 

 A frequência de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi, respectivamente 1 (± 426 

0)/6 h e  1,25 (± 0,5)/6h. Os valores máximos durante os pulsos foram de 1,72 (± 0,24) e 427 

1,24 (± 0,31) ng/mL, respectivamente. 428 
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 O padrão de pulsatilidade da concentração plasmática de LH a partir das amostras 429 

coletadas a cada 15 minutos por 6 horas com auxílio da cateterização da veia jugular no 430 

D20 das vacas B, G, H e I estão ilustrados na figura 7. 431 

Fig 7. Concentração plasmática de LH (ng/mL) mensurada a cada quinze minutos por seis horas das 432 

vacas B, G, H e I no D20 durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH 433 

(Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Cada círculo representa um pico de LH. 434 

 Já a concentração plasmática do padrão de pulsatilidade do LH no D62 durante o 435 

período de implantação da Deslorelina por 70 dias das vacas A, B, C e I estão 436 

representados na figura 8. 437 

438 

439 

440 

441 
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Fig 8. Concentração plasmática de LH (ng/mL) mensurada a cada quinze minutos por seis horas das 443 

vacas A, B, C e I no D62 durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH 444 

(Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Cada círculo representa um pico de LH. 445 

 Não houve variação da concentração plasmática de FSH, mensurada nos dias 4, 446 

20, 27, 37, 42, 61 (p>0,05), ao longo do período de implantação da Deslorelina, cujo 447 

valor médio foi de 1,58 (± 0,04) ng/mL (Figura 9). 448 

 Não houve correlação entre a concentração plasmática de FSH e as demais 449 

varáveis do estudo (p>0,05). 450 

451 
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Fig 9. Média e desvio padrão da concentração plasmática de FSH (ng/mL) em vacas Nelore (n=7) nos 458 

D4, 20, 27, 37, 42 e 61 durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-459 

Suprelorin®) por 70 dias. 460 

 Em virtude da semelhança da dinâmica folicular nos animais e do perfil endócrino 461 

observado durante os 35 primeiros dias do período de implantação da Deslorelina; e 462 

devido a ausência de tecido endometrial e/ou quantidade de células do estroma e 463 

epitélio glandular coletados necessários para realização das técnicas de 464 

imunoistoquímica e qRT-PCR, foram mensuradas a expressão gênica e proteica dos 465 

receptores endometriais nos dias 0, 4, 20 e 27. 466 

 A porcentagem de núcleos positivos dos EαR no estroma uterino foi maior no 467 

D27, que não diferiu do constatado no D0 e D20 durante o período de implantação da 468 

Deslorelina por 70 dias, mas foi superior que o verificado no D4. No entanto, os 469 

resultados obtidos nos D0, D4 e D20 não diferiram entre si (p>0,05) (Figura 10).  470 

 Diferentemente do observado no estroma uterino, o percentual médio de 471 

imunomarcação dos EαR no epitélio glandular endometrial não diferiu ao longo do 472 

período de implantação da Deslorelina (p>0,05) (Figura 10). 473 

 O percentual médio de imunomarcação dos EβR no estroma uterino não diferiu 474 

após a implantação da Deslorelina (Figura 10). Do mesmo modo, não houve diferença 475 
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quanto ao percentual médio de imunomarcação dos EβR no epitélio glandular uterino 476 

nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o período de implantação de Deslorelina (Figura 10).  477 

 Não houve correlação entre o percentual de núcleos positivos dos ER no estroma 478 

uterino e no epitélio glandular e, as demais varáveis do estudo (p>0,05). 479 

 Com relação à expressão proteica dos PABR e PBR no estroma uterino, foi 480 

constatado que no D27 a porcentagem média de imunomarcação destes receptores foi 481 

inferior ao observado nos dias 0, 4 e 20 durante o período de implantação da Deslorelina 482 

por 70 dias (p<0,05). Vale ressaltar ainda que os resultados obtidos nos D0, D4 e D20 483 

não diferiram entre si (Figuras 10).  484 

 A porcentagem média de imunomarcação dos PABR no epitélio glandular 485 

endometrial no D0 foi menor que nos demais dias (p>0,05) e diferente do verficado no 486 

D4 (p<0,05). No entanto, não foi constatada diferença entre os dias 4, 20 e 27 durante o 487 

período de implantação de Deslorelina. Além disso, é importante salientar que o perfil 488 

de expressão proteica destes receptores no epitélio glandular ao longo do período de 489 

implantação da Deslorelina diferiu do observado no estroma uterino (p<0,05) (Figura 490 

10).  491 

 Com relação ao perfil de expressão proteica dos PBR no epitélio glandular 492 

endometrial, constata-se que o percentual médio de imunomarcação destes receptores 493 

no D27 foi menor que o verificado nos demais dias (p>0,05), no entanto, diferiu apenas 494 

do D4, em que se obteve maior percentual (p<0,05) (Figura 10). 495 

 Não houve correlação entre o percentual de núcleos positivos dos PR no estroma 496 

uterino e no epitélio glandular e, as demais varáveis do estudo (p>0,05). 497 

498 

499 

500 

501 



71 

502 

503 

504 

505 

506 

507 

508 

509 

510 

511 

512 

513 

514 

515 

516 

517 

518 

519 

  520 

521 

522 

523 

524 

Fig 10. Porcentagem de núcleos positivos do receptor de estrógeno alfa (EαR) no estroma uterino e no 525 

epitélio glandular endometrial, de estrógeno beta (EβR) no estroma uterino e no epitélio glandular 526 

endometrial, de progesterona isoforma AB (PABR) no estroma uterino e no epitélio glandular 527 

endometrial e de progesterona isoforma B (PBR) no estroma uterino e no epitélio glandular endometrial 528 

de vacas Nelore (Bos taurus indicus) nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o período de implantação subcutânea 529 

do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Barras com letras diferem significativamente 530 

(p<0,05). 531 

Epitélio glandular endometrial Estroma uterino 
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 As lâminas de imunoistoquímica classificadas de acordo com a intensidade de 532 

imunomarcação durante o período de implantação da Deslorelina por 70 dias 533 

apresentaram somente classificação de intensidade moderada e forte para todos os 534 

receptores avaliados ao longo do estudo. 535 

 O percentual de amostras de acordo com a classificação da intensidade de 536 

imunomarcação dos EαR, EβR, PABR e PBR no endométrio de vacas Nelore tratadas 537 

com Deslorelina não diferiram ao longo do estudo (p>0,05) (Figura 11).  538 

 Não houve correlação entre a intensidade de imunomarcação classificada como 539 

fraca, moderada e forte e, as demais varáveis do estudo (p>0,05). 540 

541 
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Fig 11. Percentual de intensidade de imunomarcação fraca, moderada e forte dos receptores endometriais 553 

de estrógeno alfa (EαR) e beta (EβR), de progesterona isoformas AB (PABR) e B (PBR) de vacas Nelore 554 

(Bos taurus indicus) durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-555 

Suprelorin®) por 70 dias.  556 

  557 
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 Houve aumento da concentração de RNAm do EαR no D0, sem contudo, que 558 

fosse observada diferença quanto à expressão relativa média do RNAm  (X fold) do 559 

EαR no endométrico de vacas Nelore (p>0,05), quantificada nos D0, 4, 20 e 27 durante 560 

o período de implantação da Deslorelina por 70 dias (Figura 12). 561 

Do mesmo modo, não foi detectada diferença quanto à expressão relativa média 562 

do RNAm (X fold) do EβR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o período de implantação da 563 

Deslorelina por 70 dias (p>0,05) (Figura 12). 564 

Não houve correlação entre a concentração de RNAm dos ER e as demais 565 

varáveis do estudo (p>0,05). 566 

Também não foi constatada diferença com relação à expressão relativa média do 567 

RNAm  (X fold) do PABR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o período de implantação de 568 

Deslorelina por 70 dias (p>0,05) (Figura 12). 569 

Não houve correlação entre a concentração de RNAm dos PR e as demais 570 

varáveis do estudo (p>0,05). 571 

A maior expressão gênica dos OTR foi observada no D20 (p>0,05) e, assim como 572 

verificado para os receptores de estrógeno e progesterona, não houve diferença quanto à 573 

expressão relativa média do RNAm (X fold) do OTR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o 574 

período de implantação de Deslorelina por 70 dias (Figura 12). 575 

Não houve correlação entre a concentração de RNAm dos OTR e as demais 576 

varáveis do estudo (p>0,05). 577 
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Fig 12. Expressão relativa média do RNAm (X fold) dos receptores endometriais de estrógeno alfa (EαR) 598 

e beta (EβR), de progesterona isoforma AB (PABR) e de ocitocina (OTR) de vacas Nelore (Bos taurus 599 

indicus) durante o período de implantação subcutânea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) 600 

por 70 dias. 601 

Discussão 602 

 Assim como relatado por Meneghetti et al. (2005), em vacas Nelore, o protocolo 603 

de sincronização da ovulação empregado no presente estudo foi eficiente uma vez que 604 

todos os animais estavam ovulados no D0.  605 

 Do mesmo modo, durante o período em que os animais permaneceram com o 606 

implante subcutâneo da Deslorelina nenhum deles ovulou durante os 70 dias de 607 

implantação, provavelmente devido a inibição do pico pré-ovulatório de LH, conforme 608 

observado por D’Occchio et al. (2000) em vacas de origem taurina. 609 

 A presença de folículos das classes I e II, ao longo dos 70 dias de implantação 610 

com Deslorelina, indica que os animais apresentaram dinâmica de crescimento folicular 611 
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composta pelas fases de recrutamento e seleção folicular, caracterizada por folículos de 612 

0,2 a 0,5 cm, conforme elucidaram Sartorelli et al. (2005) e Gimenes et al. (2008, 2009) 613 

com o estudo acerca da dinâmica folicular em Nelore.  614 

 Já a presença de folículos classe III até a metade do período de implantação da 615 

Deslorelina indica que houve o fenômeno de divergência folicular e os folículos 616 

atingiram diâmetros compatíveis com o tamanho pré-ovulatório considerado para 617 

animais zebuínos, quando são dependentes de LH (Sartorelli et al., 2005). 618 

 A alteração no padrão da dinâmica folicular na maioria dos animais durante os 619 

últimos 20 dias comparada aos primeiros 35 dias do estudo, sem que fosse determinada 620 

diferença na concentração plasmática de FSH e LH ao longo do estudo, sugere há uma 621 

possível relação entre o tempo de implantação da Deslorelina e o padrão de 622 

desenvolvimento folicular em consequencia da diminuição do padrão de liberação de 623 

gonadotrofinas após 35 dias do período de implantação subcutânea do GnRHa. 624 

 O número médio de folículos recrutados por onda de crescimento folicular nos 625 

dois padrões diferentes de dinâmica folicular observados nos primeiros 35 dias e nos 626 

últimos 20 dias do estudo, com média aproximada de 8 e 14 folículos por onda, 627 

respectivamente, foram menores que o relatado pela literatura em animais taurinos (30 a 628 

60 folículos - Ginther et al., 1996; Carvalho et al, 2008; Sartori et al., 2010) e zebuínos 629 

(15 a 33 folículos - Buratini et al., 2000; Bastos et al., 2010; Sartori et al., 2010), 630 

durante o ciclo estral normal, e em taurinos no pós-parto (20 folículos - Flores et al., 631 

2008), sugerindo que a implantação subcutânea da Deslorelina inibiu a liberação de 632 

FSH em vacas Nelore. 633 

 O menor número de folículos classe I após a implantação da Deslorelina 634 

contrapõe o que foi relatado por Ireland et al. (2007) e Mossa et al. (2010) que, em seus 635 

estudos durante o ciclo estral normal de vacas taurinas,  não observaram diferença entre 636 
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a quantidade de folículos recrutados por onda folicular e a concentração plasmática de 637 

gonadotrofinas. 638 

 O intervalo médio entre a emergência de ondas de crescimento folicular (± 10 639 

dias) corrobora com o observado por Figueiredo et al. (1997) e Sartori et al. (2004) 640 

durante o ciclo estral normal em animais Zebu, e no pós-parto de vacas taurinas (Yavas 641 

et al., 1999; Flores et al., 2008) e zebuínos (Rubio et al., 2010). 642 

 Vale ressaltar ainda que a taxa de crescimento folicular diário ao longo dos 70 643 

dias em que as vacas Nelore permaneceram com o implante de Deslorelina foi 644 

semelhante ao constatado por Mantovani et al. (2010) ao analisar protocolos de 645 

sincronização para IATF em animais meio sangue zebuínos e, por Figueiredo et al. 646 

(1996) e Borges et al. (2003) em vacas Nelore, no entanto foi menor que a citada em 647 

novilhas Nelore tratadas com BST (Buratini et al., 2000). 648 

 A avaliação da dinâmica de crescimento folicular em vacas Nelore tratadas com 649 

Deslorelina durante os primeiros 35 dias do período de implantação sugere que a 650 

liberação de FSH e LH, foram suficientes para ocorrer a emergência, seleção e 651 

divergência dos folículos. Este padrão foi semelhante ao observado por Martin  et al. 652 

(2008) em vacas Nelore durante o ciclo estral normal e, em vacas taurinas gestantes 653 

(Ginther et al., 1989b, 1989c; Bó et al., 1995; Okamura & Ohkura, 2007). 654 

 Já nos últimos 20 dias do período de implantação, o modelo de desenvolvimento 655 

folicular dos animais sugere que houve supressão do padrão de liberação pulsátil de LH 656 

necessário ao desenvolvimento do folículo dominante, bem como o pico pré-ovulatório 657 

de LH, essencial para a ovulação (Cupp et al., 1995; Ambrose et al., 2005), visto que os 658 

folículos ultrapassavam o tamanho de desvio caracterizado por Castilho et al. (2007) e 659 

Gimenes et al. (2008), durante a fase da divergência folicular em Nelore (0,6 cm), mas 660 

não atingiam o tamanho pré-ovulatório e ovulavam. 661 
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 Os agonistas de GnRH tem maior afinidade à receptores hipofisários específicos 662 

que o GnRH endógeno e, sua utilização prolongada culmina com efeitos agudos e 663 

crônicos sobre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, resultando em downregulation664 

destes receptores e, a consequente alteração no perfil de secreção das gonadotrofinas 665 

(D’Occhio et al., 2000). No entanto, o aumento na concentração plasmática de LH 666 

imediatamente após a implantação da Deslorelina que caracteriza o efeito agudo 667 

ocasionado pelo tratamento com GnRHa, não foi constatado em nosso estudo conforme 668 

descrito em animais taurinos por Gong et al. (1996).  669 

 Já o efeito crônico da implantação subcutânea da Deslorleina se caracteriza pela 670 

ausência do pico pré-ovulatório de LH. No entanto, em vacas Nelore submetidas ao 671 

tratamento por 70 dias com GnRHa não foi constatado o bloqueio total da secreção de 672 

LH, como observado por D’Occhio & Aspeden (1996) em vacas de origem taurina. 673 

 A ausência de ovulações indica, no entanto, que o pico pré-ovulatório de LH, que 674 

é estimulado pelo pico de E2 e é imprescindível para que ocorra a ovulação (Fortune et 675 

al., 2001; Ginther et al., 2001; Okamura & Ohkura, 2007), foi abolido durante todo o 676 

período em que os animais permaneceram com o implante subcutâneo de Deslorelina.  677 

 Apesar disto, o padrão de pulsatilidade do LH se manteve, uma vez que, ao longo 678 

de todo estudo, foi constatado o contínuo crescimento folicular após estabelecimento da 679 

divergência.  Estes resultados diferem, contudo, do observado por Gong et al. (1995, 680 

1996) em novilhas Holandesas tratadas com a buserelina por 30 dias, nas quais o pico e 681 

a pulsatilidade de LH foram abolidos, e sua concentração plasmática permaneceu em 682 

níveis basais. 683 

 A concentração plasmática média de LH liberado de forma pulsátil em vacas 684 

Nelore ao longo do período de implantação da Deslorelina, indica que o tratamento por 685 

70 dias com GnRHa deprimiu a secreção pulsátil de LH, comparado ao padrão em vacas 686 
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Nelore durante o protocolo de sincronização da ovulação (Monteiro et al., 2009). Esta 687 

concentração foi maior que a relatada em vacas e novilhas Nelore submetidas ao 688 

protocolo de sincronização da ovulação por (Ferraz, 2007) e durante o diestro em vacas 689 

taurinas de corte (Cupp et al., 1995), no entanto foram menores que as relatadas em 690 

novilhas Holandesas durante o protocolo de sincronização do estro (Ambrose et al., 691 

2005). 692 

Durante a fase do diestro do ciclo estral de vacas Holandesas, os pulsos de LH 693 

ocasionam aumento das concentrações plasmáticas de P4 (Cupp et al., 1995; Ginther et 694 

al., 2011a). Do mesmo modo, Humphrey et al. (1983) durante o pós-parto de vacas 695 

taurinas e Ginther et al. (2011b) em novilhas Holandesas após o início do processo da 696 

luteólise observaram  que a baixa pulsatilidade e a frequencia de LH foi acompanhada 697 

por baixa  concentração plasmática de P4 em  novilhas holandesas tratadas com 3 μg/Kg 698 

de antagonistas de GnRH (Aciline) no D15 do ciclo, bem como foi observado em vacas 699 

Nelore tratadas com implantes subcutâneos de Deslorelina durante 70 dias. 700 

 Entretanto, a dosagem da concentração plasmática de LH a cada 15 minutos por 6 701 

horas em vacas Nelore não evidenciou diferença no padrão de liberação quanto a 702 

frequência e amplitude quando comparados os D20 e D62 após a implantação da 703 

Deslorelina. A concentração e o número de picos constatados no intervalo de 6 horas 704 

foram menores que os relatados em vacas e novilhas Nelore durante o protocolo de 705 

sincronização da ovulação por Maio et al. (2006) e  Ferraz (2007). 706 

 Com relação ao FSH, não foi observado a elevada concentração plasmática de 707 

FSH imediatamente após a Deslorelina, o que caracteriza o efeito da fase aguda do 708 

tratamento com implantes subcutâneos de GnRHa e foi observado após o parto em 709 

vacas de origem taurina (Wiltbank et al., 2002; Bó et al., 2003). 710 

 O padrão de crescimento folicular e a presença de folículos maiores que 0,4 cm 711 
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indicam que a secreção deste hormônio não foi abolida em vacas Nelore durante o 712 

período de implantação subcutânea de Deslorelina por 70 dias, sendo que a 713 

concentração plasmática permaneceu entre 1 e 1,5 ng/mL ao longo de todo estudo, ao 714 

contrário do que foi relatado em novilhas Holandesas submetidas ao tratamento 715 

subcutâneo com Buserelina durante 30 dias, nas quais a secreção de FSH foi inibida 716 

após 30 dias de implantação e apresentaram somente folículos entre 2 e 5 mm de 717 

diâmetro (Gong et al., 1995, 1996).  718 

 Este resultado indica que a administração por 30 dias de GnRHa deprime a 719 

liberação de FSH pela hipófise, posteriormente relatada também por D’occhio et al., 720 

(2000) e Mattos et al. (2001).  721 

 No entanto, este efeito crônico da implantação subcutânea do GnRHa não foi 722 

comprovado durante as avaliações da dinâmica ovariana em Nelore tratadas durante 70 723 

dias com implantes subcutâneos de Deslorelina, visto que os folículos emergiram e 724 

ultrapassaram o diâmetro de desvio folicular até o tamanho pré-ovulatório, diferente da 725 

dinâmica composta exclusivamente composta de pequenos folículos a partir do D27 em 726 

vacas Holandesas durante o pós-parto tratadas com implantes de Deslorelina por 30 dias 727 

(Silvestre et al., 2009a, 2009b).  728 

 Isto pode ser justificado, sabendo que a liberação de FSH relaciona-se com a fase 729 

da emergência folicular até o fenômeno do desvio, quando o folículo dominante produz 730 

grandes quantidades de E2 e inibina, responsáveis pela inibição da secreção de FSH pela 731 

hipófise. Momento em que a concentração de FSH passa a ser basal, quantidade 732 

insuficiente para o desenvolvimento dos folículos subordinados, porém ainda necessário 733 

ao crescimento gradativo do folículo dominante (Ginther, 2000). 734 

 As concentrações palsmáticas de FSH em vacas Nelore durante a implantação 735 

subcutânea da Deslorelina por 70 dias foi menor que a relatada anteriormente por 736 
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Ginther et al. (1996b) durante o período de gestação e após o parto de vacas 737 

Holandesas. Bem como durante o diestro de novilhas Holandesas antes e após a 738 

caracterização do desvio folicular (Ginther et al., 1996a; Ginther, 2000). Entretanto, foi 739 

maior que a concentração plasmática média de FSH (0,42 ng/mL) de novilhas Nelore 740 

antes e após o fenômeno da divergência folicular durante o protocolo de sincronização 741 

do estro (Gimenes et al., 2008). 742 

 Ao longo de todo período de implantação da Deslorelina, a concentração 743 

plasmática de FSH foi maior que a observada durante o crescimento folicular ao longo 744 

do ciclo estral de novilhas Nelore tratadas com BST (Buratini et al., 2000) e que em 745 

novilhas Nelore ao longo da primeira onda de crescimento folicular. 746 

 Durante as avaliações ultra-sonográficas, foi constatada a persistência de folículos 747 

com diâmetro superior a 1,4 cm, que não ovularam devido a abolição do pico pré-748 

ovulatório de LH ocasionado pela administração subcutânea da Deslorelina por 70 dias, 749 

mas que não entraram em atresia. Estruturas semelhantes foram relatadas anteriormente, 750 

são chamadas de folículos anovulatórios persistentes, que se caracterizam pelo diâmetro 751 

considerado pré-ovulatório, que não ovulam e podem ou não interferir sobre o 752 

desenvolvimento dos demais folículos (Wiltbank et al., 2002).  753 

 Em nosso estudo, estruturas semelhantes foram observadas, as quais não 754 

influenciaram a secreção de FSH e, consequentemente, o desenvolvimento de novas 755 

ondas foliculares durante todo o período em que as vacas Nelore permaneceram com o 756 

implante subcutâneo de Deslorelina, indicando que estes folículos tratavam-se de 757 

estruturas afuncionais, conforme relatado por Hamilton et al. (1995). 758 

 A aspiração de todos os folículos no D47 foi realizada com intuito de verificar a 759 

influencia dos folículos anovulatórios persistentes sobre a dinâmica folicular de vacas 760 

Nelore durante o período de implantação subcutânea da Deslorelina, de sincronizar a 761 
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emergência de uma nova onda folicular e a avaliação do padrão de liberação das 762 

gonadotrofinas. No entanto, esta ocorreu posteriormente à metade do experimento, 763 

momento em que foi constatada alteração abrupta no padrão da dinâmica folicular na 764 

maioria dos animais.  765 

 O fato destes folículos anovulatórios persistentes, anteriormente a aspiração 766 

folicular, não serem capazes de inibir a emergência e desvio dos demais folículos nos 767 

sugere que a sua remoção coincidiu, mas não foi fundamental para ocorrer a alteração 768 

na dinâmica folicular dos animais, por meio da modificação do padrão de liberação de 769 

gonadotrofinas e pelo possível feedback negativo do E2, sintetizado por estes folículos 770 

aspirados  no D47.  771 

 A hipótese mais provável é que o tempo de implantação subcutânea da 772 

Deslorelina em vacas Nelore é importante para determinação do padrão de secreção de 773 

FSH e LH, responsável pelo perfil de crescimento folicular. 774 

 A concentração plasmática de P4 a partir do D0 até o D8 acima de 1 ng/mL indica 775 

a presença do CL e está de acordo com Niswender et al.(1994). Já a concentração basal 776 

de P4 no restante do estudo após a indução da luteólise, confirma a ausência de 777 

ovulações em Nelore durante o período de implantação da Deslorelina e, corrobora com 778 

o verificado em vacas taurinas após o parto tratadas por 30 dias com implantes 779 

semelhantes por Silvestre et al. (2009a) em vacas de leite. 780 

 A imunomarcação dos EαR, EβR, PAR e PBR no epitélio glandular e no estroma 781 

do endométrio de vacas Nelore foi tão eficiente quanto o relatado em animais de origem 782 

taurina durante a realização da técnica da imunoistoquímica (Kuiper et al., 1996; 783 

Mosselman et al., 1996; Conneely & Lydon, 2000). 784 

 Após a indução da luteólise no D8 até o fim do estudo, as baixas concentrações 785 

plasmáticas de P4 e a presença de folículos em crescimento, responsáveis pela produção 786 
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de E2, favoreceram a elevada expressão proteica de EαR e EβR no epitélio glandular e 787 

no estroma uterino em vacas Nelore durante o período de implantação subcutânea da 788 

Deslorelina, conforme relatado por meio da técnica da imunoistoquímica em amostras 789 

coletadas no fim do diestro (luteólise) e o estro em vacas Holandesas (Lamming & 790 

Mann, 1995; Robinson et al., 2001; Mann & Lamming, 2006), no pós-parto de vacas 791 

taurinas (Vesanen et al., 1988) e, durante o estro em vacas Nelore (Martin et al., 2008). 792 

Este fato se justifica uma vez que a expressão proteica dos receptores endometriais de 793 

estrógeno é regulada principalmente pelas concentrações plasmáticas de P4 (Boos et al., 794 

1996; Boos et al., 2000;  Goff, 2004; Martin et al., 2008).  795 

 Assim como os receptores endometriais de estrógeno, existem dois tipos de 796 

receptores de P4, as isoformas A e B (Fujimoto et al., 1997; Conneely & Lydon, 2000), 797 

que são reguladas pela concentração plasmática de P4 (Vesanen et al., 1992; Martin, 798 

2005). No entanto, durante o estudo não foi possível verificar diferença entre a 799 

expressão proteica destas isoformas no tecido endometrial conforme realizado por 800 

Nunes et al. (2007) em tecido mamário de humanos. 801 

 O alto percentual de núcleos positivamente marcados dos ER e a alta expressão do 802 

RNAm dos OTR, constatados neste estudo, sugerem que a possível mensuração da 803 

expressão proteica dos OTR em Nelore revelaria uma alta expressão destes receptores, 804 

assim como citado por Tasende et al. (2002) durante o anestro pós-parto de vacas. Estes 805 

autores relataram ainda que a elevada concentração plasmática de E2 e a baixa de P4806 

favorecem a elevada expressão de ER e de OTR. Segundo alguns pesquisadores, esta 807 

situação resulta na luteólise prematura durante ciclo estral subsequente (Zollers et al., 808 

1993; Mann et al., 2001; Day, 2004; Goff et al., 2006). 809 

 A intensidade de imunomarcação dos ER e dos PR não variou ao longo do 810 

período de anestro em vacas Nelore tratadas com Deslorelina, ao contrário do que foi 811 
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relatado ao longo do ciclo estral de vacas Nelore por Martin et al.  (2008). Segundo este 812 

autor, a maior intensidade de imunomarcação dos ER e dos PR foi observado durante o 813 

estro e o início da fase lútea do ciclo, respectivamente, o que não foi verificado em 814 

nosso estudo devido a baixa concentração de P4 ao longo de todo período de 815 

implantação da Deslorelina, responsável pela inibição da ovulação. 816 

 A quantificação da expressão relativa do RNAm dos EαR, EβR, PABR e OTR 817 

pela técnica de qRT-PCR no tecido endometrial em Nelore foi eficiente assim como 818 

constatado anteriormente em animais de origem taurina por meio da técnica do qRT-819 

PCR (Robinson et al., 2001; Schams & Berischa 2002; Ulbrich et al., 2003). 820 

 A elevação da expressão do RNAm dos ER até o D4 em relação aos demais dias 821 

experimentais, porém esta não diferiu dos demais momentos (p>0,05), como foi 822 

relatado por Robinson et al. (2001), Schams & Berischa (2002) e Bollwein et al. (2010), 823 

que observaram alta expressão dos ER durante a fase inicial do diestro de bovinos, 824 

momento em que as concentrações de P4 estão aumentando gradativamente.  825 

 Estes mesmos autores constataram elevada expressão dos ER no fim da fase lútea 826 

do ciclo estral, do mesmo modo como verificado, no presente estudo, ao longo de todo 827 

o período de implantação da Deslorelina, quando as concentrações de P4 estavam baixas 828 

e havia crescimento folicular com consequente produção de E2. 829 

 Mesmo não sendo diferente, o período em que houve aumento da concentração 830 

média de RNAm dos PABR coincidiu com o período de viabilidade do CL, padrão de 831 

expressão gênica semelhante ao descrito por Robinson et al. (2001) e Jordan et al. 832 

(2009), que verificaram maior concentração gênica dos PR entre os dias 6 e 14 do ciclo 833 

estral em vacas Holandesas. 834 

 A expressão relativa média do RNAm dos OTR permaneceu elevada ao longo de 835 

todo o período de implantação da Deslorelina em Nelore, no entanto, não foi constatada 836 
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diferença comparado aos dias em que o CL estava presente(p>0,05) que corresponde ao 837 

D4, conforme citado por  Robinson et al. (2001). Este padrão de expressão dos OTR foi 838 

semelhante durante o estro e luteólise em vacas Holandesas Robinson et al. (2001) e,  839 

enfatiza a existência de correlação positiva entre a expressão dos OTR e as 840 

concentrações plasmáticas de E2 concomitantemente com o crescimento folicular e a 841 

redução da concentração plasmática de P4.  842 

Conclusão 843 

 O tratamento de vacas Nelore com implantes subcutâneos de Deslorelina 844 

(GnRHa-Suprelorin®),  por 70 dias ininterruptos, influencia a dinâmica folicular, sem 845 

contudo, suprimir o recrutamento e a seleção folicular. Inibe a ovulação, reduz a 846 

pulsatilidade e amplitude do padrão de secreção de LH, inibe o pico pré-ovulatório de 847 

LH e, mantém elevada a expressão dos receptores endometriais de estrógeno, 848 

progesterona e ocitocina. 849 
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FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL DA FÊMA BOVINA 1 
2 

Wolff Camargo Marques Filho1*3 
Letícia Ferrari Crocomo2 4 

João Carlos Pinheiro Ferreira35 

RESUMO  6 

No Brasil, cerca de 80% dos 199,7 milhões de bovinos são da raça Nelore (Bos taurus 7 

indicus), que se caracteriza pela rusticidade e o elevada tolerância ao clima tropical. Estas 8 

características favorecem a distribuição e criação de animais Nelore, em sua maioria, de 9 

forma extensiva. Como nas demais atividades, para a criação de bovinos se tronar viável 10 

economicamente, é necessário o aprimoramento do manejo de criação e das biotecnologias 11 

reprodutivas, com intuito de reduzir o intervalo entre partos, o período de serviço, e 12 

consequentemente obter 1 bezerro/vaca/ano.  Deste modo, o longo período de anestro e de 13 

restabelecimento da atividade ovariana após o parto, e o baixo índice de fertilidade no 14 

primeiro ciclo estral subsequente são alguns dos fatores que limitam a produtividade e 15 

resultam em significativas perdas econômicas na bovinocultura brasileira. Ao longo da vida 16 

reprodutiva dos animais domésticos ocorrem oscilações na concentração plasmática dos 17 

hormônios da reprodução que, por meio da ligação com seus receptores específicos, 18 

promovem a regulação do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, com consequente 19 

alterações morfológicas e endocrinológicas do trato reprodutivo. Existem, no entanto, 20 

diferenças entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus quanto à fisiologia da reprodução e 21 

peculiaridades da dinâmica folicular. Em zebuínos, as particularidades relacionadas ao 22 

anestro pós-parto, ao ciclo curto e à baixa eficiência reprodutiva relacionada ao uso da 23 

primeira ovulação pós-parto, decorrente da luteólise prematura do primeiro corpo lúteo, ainda 24 

são desconhecidas. O retorno à atividade ovariana pós-parto na vaca ocorre após o 25 

restabelecimento da síntese e do estoque disponível de LH na hipófise. Isto ocorre em virtude 26 

da depleção do estoque de LH durante a gestação, em decorrência do feedback negativo e 27 

prolongado do estradiol (E2) e progesterona (P4) (principalmente P4) sobre o hipotálamo, 28 

diminuindo a liberação de GnRH e, consequentemente, a síntese e liberação de LH pela hipó- 29 
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fise anterior. Após o parto, há diminuição da concentração plasmática de P4, que resulta 1 

no acúmulo de LH na hipófise anterior. A secreção de FSH aumenta rapidamente, 2 

suficiente para estimular o recrutamento folicular, enquanto que os pulsos de LH são 3 

retomados cerca de 20 a 30 dias pós-parto. Deste modo, a compreensão da fisiologia do 4 

ciclo estral da fêmea bovina e dos mecanismos de regulação das funções ovarianas e 5 

endometrial por meio do eixo hipotalâmico-hipofisário é fundamental para o 6 

desenvolvimento científico e aprimoramento biotecnológico.7 

Palavras-chaves: Bovinos, ciclo estral, dinâmica folicular, hormônios, receptores. 8 

9 

PHYSIOLOGY OF THE FEMALE BOVINE ESTROUS CYCLE 10 

ABSTRACT 11 

In Brazil, about 80% of 119.7 million of bovines are Nelore (Bos taurus 12 

indicus), which is characterized by hardiness and high tolerance to the tropical climate. 13 

These characteristics favor the distribution and breeding of Nelore animals, mostly, in 14 

extensive form. As in other activities, for the cattle breeding become economically 15 

viable is necessary to improve the breeding management and the reproductive 16 

biotechnologies, aiming to reduce the calving interval, the service period, and 17 

consequently get a calf/cow/year. Thus, the long anoestrus period and ovarian activity 18 

restoration after parturition, and the low fertility rate in the following first cycle are 19 

some of the factors that limit the productivity and result in significant economic losses 20 

in Brazilian cattle rearing. Throughout the reproductive life of domestic animals there 21 

are fluctuations in serum concentrations of reproductive hormones that, by binding to 22 

their specific receptors, promote the regulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal 23 

axis, with subsequent morphological and endocrinological changes in tract reproductive. 24 

There are, however, differences between Bos taurus taurus and Bos Taurus indicus with 25 

regard to the reproductive physiology and follicular dynamics peculiarities. In zebu 26 

cattle, the specifics related to postpartum anoestrus, short cycle and low reproductive 27 

efficieny related to the use of first postpartum ovulation, due to premature luteolysis of 28 

the first corpus luteum, are still unknow. The return to ovarian activity in postpartum 29 

cows occurs after the restoration of synthesis and the available stock of LH in the 30 

pituitary gland. This is due to the depletion of the LH stock during pregnancy, due to 31 

the prolonged negative feedback of E2 and P4 (P4 mainly) on the hypothalamus, 32 

decreasing the release of GnRH and, consequently, the synthesis and release of LH by 33 

anterior pituitary. After parturition, there is P4 serum concentration reduction, resulting 34 
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in the LH accumulation in anterior pituitary. The FSH secretion increases rapidly 1 

enough to stimulate follicular recruitment, while LH pulses are resumed about 20 to 30 2 

days postpartum. Thus, the understanding the physiology of the female bovine estrous 3 

cycle and the mechanisms of endometrial and ovarian function regulation, through the 4 

hypothalamic-pituitary axis is essential for improving the scientific development and 5 

biotechnology improvement. 6 

Keywords: cattle, estrous cycle, follicular dynamics, hormones, receptors.7 

8 
9 

FISIOLOGÍA DE CICLO ESTRAL DE LA HEMBRA BOVINA 10 
RESUMÉN 11 

12 
En Brasil, alrededor del 80% de los 199.7 milliones de bovinos son de la raza 13 

Nelore (Bos taurus indicus), que se caracteriza por la rusticidad y alta tolerancia al 14 

clima tropical. Estas características favorecen la creación y distribución del Nelore, en 15 

su mayoría, de forma extensiva. Como en otras actividades, para que la creación de 16 

ganado se convierta en económicamente viable, es necesario mejorar el manejo de 17 

creación y de las biotecnologías reproductivas, con el objetivo de reducir el intervalo 18 

entre parto, el período de servicio, y en consecuencia obtener un ternero/vaca/año. Así, 19 

el largo período de anestro y de restauración de la actividad ovárica después del parto, y 20 

la baja tasa de fecundidad en el primer ciclo estral siguiente son algunos de los factores 21 

que limitan la productividad y conducen a importantes pérdidas económicas en el 22 

ganado bovino en Brasil. A lo largo de la vida reproductiva de los animales domésticos 23 

se producen fluctuaciones en las concentraciones plasmáticas de las hormonas 24 

reproductivas, que al unirse a sus receptores específicos, promueven la regulación del 25 

eje hipotálamo-hipofisis-gonadal, con posterior modificaciones morfológicas y 26 

endocrinológicas en el tracto reproductivo. Hay, sin embargo, diferencias entre Bos 27 

taurus y Bos indicus en la fisiología reproductiva con respecto a la fisiología 28 

reproductiva y a las peculiaridades de la dinámica folicular. En cebú, los detalles 29 

relacionados con el anestro posparto, el ciclo corto y  a la baja eficiencia reproductiva, 30 

relacionada con el uso de la primera ovulación posparto, debido a la luteolisis prematura 31 

del primer cuerpo lúteo, aún son desconocidos. El retorno a la actividad ovárica en 32 

vacas posparto ocurre después de la restauración de la síntesis y de la disposición de LH 33 

en la hipófisis. Esto se debe al agotamiento de las existencias de LH durante la 34 

gestación, debido a la retroalimentación negativa y prolongada de E2 e P435 
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(especialmente P4) en el hipotálamo, disminuyendo la liberación de GnRH y, en 1 

consecuencia, la síntesis y liberación de LH por la hipófisis anterior. Después del parto, 2 

la concentración plasmática de P4 se reduce, lo que resulta en la acumulación de LH en 3 

la pituitária anterior. La secreción de FSH aumenta con rapidez suficiente para estimular 4 

el reclutamiento folicular, mientras que los pulsos de LH se repiten entre 20 y 30 días 5 

después del parto. Así, la comprensión de la fisiologia del ciclo estral de la hembra 6 

bovina y de los mecanismos de regulación del endométrio y de las funciones ováricas  7 

por médio del eje hipotálamo-hipófisis es essencial para el desarollo científico y mejora 8 

biotecnológica. 9 

Palabras claves: ciclo estral, dinâmica folicular, hormonas, receptores. 10 

11 
INTRODUÇÃO  12 

O rebanho bovino é constituído por aproximadamente 199,7 milhões de cabeças, 13 

sendo 80% de origem Zebuína, com alto poder de tolerância ao clima tropical 14 

(adaptabilidade e rusticidade) (1). No entanto, o intervalo entre partos é de 18 meses e o 15 

período de serviço é de 9 meses (2). 16 

O organismo como um todo é regulado pelo sistema nervoso, de forma rápida e 17 

direta, por meio dos prolongamentos nervosos dispostos pelo corpo e, de forma indireta 18 

e lenta, pelo sistema endócrino que regula a homeostase e as diversas funções 19 

específicas, tais como o desenvolvimento folicular ovariano, o comportamento sexual, a 20 

gestação, o parto e a lactação (3,4).  21 

A função reprodutiva durante o ciclo estral é modulada pelo padrão de secreção 22 

e concentração sérica dos hormônios da reprodução por meio dos processos de 23 

retroalimentação, bem como pela expressão gênica e proteica dos receptores hormonais 24 

do aparelho reprodutivo e tecidos conexos (5,6). 25 

As particularidades fisiológicas que acometem estes animais durante a fase do 26 

anestro pós-parto, os fatores que determinam a duração desta fase e do primeiro ciclo 27 

estral após o período de anestro (ciclo curto) ainda não foram totalmente elucidados.  28 

Neste contexto, pesquisas referentes à fisiologia geral, à forma de regulação da 29 

função reprodutiva e às reações do organismo em fases específicas da vida reprodutiva 30 

dos bovinos vêm sendo desenvolvidas com intuito de incrementar o uso da biotécnicas 31 

da reprodução e maximizar a eficiência reprodutiva do rebanho nacional. 32 

33 

   34 
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CICLO ESTRAL BOVINO 1 

O ciclo estral de fêmeas bovinas sexualmente maduras se inicia após a puberdade 2 

sendo interrompido durante a gestação e o anestro. Trata-se do período compreendido 3 

entre dois episódios de estro ou cio, de duração variável, que apresenta fases distintas 4 

caracterizadas por modificações internas e externas no trato reprodutivo feminino, assim 5 

como no comportamento dos animais (7). 6 

Os bovinos são animais poliéstricos anuais que apresentam ciclo estral com 7 

duração aproximada de 21 (17 a 24) dias e normalmente apresentam 2 a 3 ondas de 8 

crescimento folicular (8,9). Neste animais, o ciclo estral bovino pode ser dividido em 9 

duas fases, baseada nas concentrações plasmáticas dos hormônios predominantes em 10 

cada uma delas. 11 

 A fase folicular, com duração de 3 a 4 dias, compreende o proestro e o estro  e, 12 

tem início após a secreção de prostaglandina F2α (PGF2α) e o processo da luteólise. Se 13 

caracteriza pelo desenvolvimento folicular e predominância de altas concentrações 14 

plasmáticas de estradiol (E2), culminando com o pico pré-ovulatório de hormônio 15 

luteinizante (LH) e, a consequente ovulação, que marca o início da fase seguinte. A fase 16 

luteal, com duração aproximada de 18 a 19 dias, inclui o metaestro e o diestro e, se 17 

caracteriza pelo desenvolvimento do corpo lúteo (CL) e pela crescente ou maior 18 

concentração plasmática de P4 (7,10). 19 

20 

DINÂMICA FOLICULAR 21 

- FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS22 

Durante a vida embrionária e a pré-puberdade das fêmeas, a fase inicial de 23 

crescimento folicular ocorre independentemente de gonadotropinas e termina quando o 24 

folículo ainda é pré-antral, momento em que são dependentes dos fatores de 25 

crescimento, tais como, fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), fator de 26 

crescimento transformante (TGF-β), particularmente o fator de crescimento diferencial-27 

9 (GDF-9) e a proteína morfogenética óssea-15 (BMP-15 ou GDF-9B), activina e fator 28 

de crescimento fibroblástico (FGF) (11). 29 

  O desenvolvimento folicular pré-antral depende também da proliferação e 30 

diferenciação das células da granulosa, processo que ocorre devido a comunicação 31 

intercelular através dos processos citoplasmáticos trans-zonais (TZP) (12), que 32 

permitem a passagem bidirecional de íons, metabólitos, aminoácidos e pequenas 33 
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moléculas reguladoras. Estas extensões se retraem quando o folículo atinge o estágio 1 

antral, provavelmente pela ação do LH (12,13).  2 

O crescimento folicular inicial é estimulado pela ação sinérgica do kit ligante 3 

(KL) e da BMP-15, enquanto o GDF-9 é secretado tardiamente por oócitos maduros, 4 

promovendo a proliferação das células da granulosa e modulação da função do KL (14). 5 

 O KL produzido pelas células da granulosa de camundongos e seu receptor 6 

específico (c-kit), expressos no oócito, formam o complexo c-kit/KL. No folículo 7 

primordial e primário, este se relaciona com a proliferação e síntese de DNA nas células 8 

da granulosa, e estimula a diferenciação de células do estroma em células da teca 9 

(15,16). 10 

No estágio secundário, o GDF-9 é essencial para o desenvolvimento dos 11 

folículos, uma vez que potencializa a proliferação das células da granulosa (17). A 12 

interação entre o BMP-15 e o KL também é fundamental para o crescimento folicular. 13 

O BPM-15 estimula a expressão do KL, que, por sua vez, inibe a expressão da BMP-15 14 

(14). Enquanto o GDF-9 inibe a expressão do KL em células da granulosa de 15 

camundongos (18). 16 

Os mecanismos endócrinos também exercem importante função no 17 

desenvolvimento de folículos pré-antrais, os quais expressam receptores de IGF-I e 18 

proteínas ligantes de IGFBP-2 e 3, que são reguladores da biodisponibilidade de IGFs 19 

extra-ovarianos (19). 20 

O desenvolvimento folicular pré-antral também é regulado de forma parácrina 21 

pela ativina, folistatina, inibina, fator de crescimento epidermal (EGF) e FGF (20). O 22 

FGF-2 é capaz de estimular a ativação de folículos primordiais em culturas de 23 

fragmentos de ovários de ratas, e de promover proliferação de células da granulosa 24 

(20,21). 25 

26 

- FOLÍCULOS ANTRAIS 27 

Nos folículos pré-antrais, há expressão de receptores para o FSH, nas células da 28 

granulosa, e para o LH, nas células da teca. Com isso, se inicia uma fase de 29 

desenvolvimento folicular dependente de gonadotropinas, caracterizada pelo 30 

recrutamento de um grupo de pequenos folículos (emergência folicular) com intervalos 31 

de aproximadamente dez dias, sob a influência do FSH secretado após as fêmeas 32 

atingirem a puberdade (7,8).  33 



104 

Nas células da granulosa, o FSH estimula a ativação da enzima P450 aromatase, 1 

responsável pela metabolização e transformação de andrógenos em estradiol. A 2 

influência do FSH e do estradiol acarreta alterações morfológicas no folículo, que passa 3 

a apresentar uma cavidade repleta de líquido em seu interior, sendo chamado de folículo 4 

antral (7,22). 5 

Entre todos esses folículos, apenas um continua seu desenvolvimento, o folículo 6 

dominante, caracterizado pela maior capacidade de produzir 17β-estradiol em relação 7 

aos demais recrutados no início da onda. Os demais folículos denominados 8 

subordinados começam a apresentar taxa de crescimento gradativamente menor e 9 

entram em atresia (8).  10 

O momento em que se detecta diferença entre a taxa de crescimento do folículo 11 

dominante e do maior folículo subordinado é denominado de desvio ou divergência 12 

folicular que ocorre, respectivamente, 2,7 e 3,8 dias após a emergência folicular, quando 13 

o folículo dominante possui de 5,4 a 6,1 mm em zebuínos (23) e entre 10 e 12 mm em 14 

Bos taurus taurus (24). 15 

O sistema IGF atua de forma sinérgica com o FSH no processo de divergência 16 

folicular e produção de estrógenos (25). Os IGF-I e II são expressos nas células da 17 

granulosa e da teca, no entanto, o IGF-II atua de forma parácrina (intraovariana) 18 

enquanto o IGF-I atua via endócrina (26). 19 

Os IGFs estimulam a expressão de seus receptores específicos nas células da 20 

teca e da granulosa, que estão presentes em concentrações diferentes quando 21 

comparados folículos dominantes e subordinados (27). As IGFBPs modulam as 22 

concentrações disponíveis de IGFs na corrente sanguínea e estão presentes no fluido 23 

folicular bovino (28).  24 

Após a divergência folicular durante o diestro, fase em que o CL oriundo do 25 

ciclo anterior está presente e o nível plasmático de P4, responsável pela redução da 26 

frequência da pulsatilidade de LH, está alto, ocorre o desvio folicular. No entanto, o 27 

folículo dominante entra em processo de atresia e se torna anovulatório. A partir desse 28 

momento ocorre a emergência de uma nova onda de crescimento folicular (8).  29 

No entanto, se após a divergência ocorrer a regressão luteínica com consequente 30 

diminuição da concentração plasmática da P4, o folículo dominante continua o seu 31 

crescimento e secreta grande quantidade de estradiol promovendo o pico ovulatório de 32 

LH, que desencadeia a ovulação e à maturação oocitária (7,25). 33 

34 
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- LUTEINIZAÇÃO 1 

Durante a ovulação ocorre a ruptura da membrana folicular composta pelas 2 

células da teca (externa e interna) e da granulosa, e a expulsão do oócito. 3 

Imediatamente, a parede do folículo é colapsada e a cavidade invadida por linfa e 4 

sangue dos capilares, que serão os componentes de uma nova estrutura, o corpo 5 

hemorrágico (29).  6 

Subsequentemente, o corpo hemorrágico se reorganiza e origina o CL, sob a 7 

influência de fatores angiogênicos e mitogênicos (FGF-2, TGF-β, IGF-I, fator de 8 

crescimento semelhante à heparina e fator de crescimento endotelial vascular) (30).  9 

O crescimento do CL ocorre rapidamente a partir da proliferação celular e da 10 

diferenciação das células da granulosa em células luteínicas grandes, que apresentam 11 

receptores para LH, responsáveis pela síntese das elevadas concentrações de P4, e das 12 

células da teca remanescentes do folículo ovulado em células luteínicas pequenas (31).  13 

O CL é primariamente reconhecido pela habilidade em sintetizar e secretar 14 

progestágenos, hormônios que estão relacionados com a manutenção de um ambiente 15 

adequado ao desenvolvimento embrionário e pela própria manutenção do CL durante o 16 

período da ovulação até a implantação, quando ocorre o reconhecimento materno da 17 

gestação (31). Além da P4, o CL após 10 a 15 dias de vida, produz uma substância 18 

denominada ocitocina (OT), que juntamente com a P4 e o E2, regulam o fenômeno da 19 

luteólise (32). 20 

21 

-LUTEÓLISE22 

A regressão morfológica e funcional do CL ocorre 17 a 20 dias após a ovulação 23 

durante o ciclo estral de aproximadamente 21 dias. Este processo é denominado 24 

luteólise e determina a duração do ciclo estral (7).  25 

As concentrações plasmáticas de E2, P4 e OT estão relacionadas com a secreção 26 

de PGF2α, substância responsável pela luteólise, que é secretada pelo endométrio bovino 27 

de maneira pulsátil e mensurada através do metabólito da PGF2α encontrada na 28 

circulação sanguínea, a 13, 14 diidr-15ceto prostaglandina (PGFM) (33).  29 

Há relatos de ação indireta, onde o estradiol proveniente dos folículos em 30 

crescimento é estimula o aumento na concentração de receptores endometriais de OT 31 

associada à sensibilização prévia pela P4 no final da fase luteínica. A OT proveniente do 32 

CL ou da neurohipófise, ao se acoplar a estes receptores, estimula a secreção 33 

endometrial de PGF2α (34; 32).  34 
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Após a luteólise, os elevados níveis plasmáticos de E2 estimulam os neurônios 1 

Kiss-1 no centro pré-ovulatório hipotalâmico, responsável pela liberação de GnRH, que 2 

por sua vez, desencadeia o pico pré-ovulatório de LH pela hipófise (35; 36). 3 

4 

DIFERENÇAS ENTRE Bos taurus indicus X Bos taurus taurus 5 

Alguns estudos demonstram que os zebuínos apresentam menor fertilidade que 6 

os Bos taurus taurus. Assim como a espécie de origem européia, o Bos taurus indicus 7 

apresenta 2 ou 3 ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral (37).  8 

Há diferenças na dinâmica folicular entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus9 

quanto ao número de folículos recrutados. Os zebuínos apresentam maior número de 10 

ondas de crescimento foliculares por ciclo estral (38), e menor diâmetro do folículo pré-11 

ovulatório e do CL (37; 39).  12 

13 

HORMÔNIOS E RECEPTORES HORMONAIS 14 

O ciclo estral é regulado por mecanismos endócrinos e neuroendócrinos 15 

envolvendo, principalmente os hormônios hipotalâmicos (hormônio liberador de 16 

gonadotrofinas – GnRH), hipofisários (LH e FSH) e gonadais (E2, P4 e inibina) (3; 7). 17 

De maneira geral, esta regulação é efetuada pelas concentrações plasmáticas dos 18 

hormônios protéicos e esteróides circulantes na corrente sanguínea que atingem os 19 

diferentes órgãos alvos de diversas formas (40). Também ocorre regulação via 20 

parácrina, que consiste na comunicação entre células vizinhas por meio dos produtos 21 

celulares, e autócrina, que se caracteriza pela produção de mensageiros químicos 22 

secretados por células que atuarão sobre elas mesmas ao se unirem à receptores 23 

específicos (7). 24 

A regulação da secreção dos diversos hormônios ocorre por meio de feedback25 

negativo, com inibição da secreção, e positivo, com estimulação da secreção hormonal. 26 

São descritos outros mecanismos de regulação, como por meio de reflexos 27 

neuroendócrinos, evidenciado durante o processo de liberação do leite quando o bezerro 28 

realiza estimulação mecânica do teto, com consequente, liberação de OT e prolactina.  29 

Há ainda o controle exócrino, realizado por meio dos feromônios (3). 30 

Para que os hormônios desencadearem suas funções no organismo é 31 

imprescindível a ligação com receptores específicos de membrana plasmática e nuclear, 32 

que normalmente são proteínas ou glicoproteínas (7; 36).  33 
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O LH e FSH exercerem sua função por meio da ligação com os receptores 1 

específicos na membrana plasmática, seguida da penetração nas células-alvo onde se 2 

ligam aos seus receptores citoplasmáticos específicos (3; 7). 3 

Enquanto os hormônios esteróides penetram pela membrana citoplasmática, o 4 

complexo esteróide-receptor citoplasmático é transferido para o núcleo, onde se liga aos 5 

receptores específicos na cromatina. Segue-se a síntese de RNA polimerase e a 6 

produção de RNA mensageiro. Assim, a capacidade de síntese de proteína por uma 7 

célula ocorre após 30 minutos da interação inicial entre o esteróide e o receptor 8 

citoplasmático (7; 41). 9 

10 

-HORMÔNIO LIBERADOR DE GONADOTROFINA 11 

O GnRH é um decapeptídeo sintetizado por células neuroendócrinas na área pré-12 

óptica do hipotálamo, e após ser liberado sob a forma de pulsos, atinge a adenohipófise 13 

através do sistema porta-hipotalâmico-hipofisário, desencadeando a secreção do FSH e 14 

LH (35). 15 

A ligação do GnRH aos receptores específicos de membrana ativa as proteínas 16 

G, que por sua vez ativam a enzima adenilciclase, responsável em transformar ATP em 17 

AMPc (2º mensageiro) no citoplasma. Este segundo mensageiro ativa quinases 18 

proteicas, desencadeando a formação de novas proteínas. As próprias concentrações do 19 

GnRH regulam a expressão dos receptores de GnRH (GnRHR) hipofisários (7; 36). 20 

O sistema circulatório envolvido nesse processo é conhecido como sistema porta 21 

hipotalâmico-hipofisário, composto por uma rede de capilares. O GnRH é secretado 22 

pelo centro tônico hipotalâmico em resposta aos baixos níveis de LH ou FSH (feedback23 

positivo) e sua liberação provoca aumento da secreção dos hormônios hipofisários.(3; 24 

7).  25 

26 

-GONADOTROFINAS 27 

A secrerção do FSH e o LH pelas células da pituitária anterior (Adenohipófise) é 28 

regulada pelo feedback positivo e negativo e pela concentração plasmática dos 29 

hormônios gonadais (7).  30 

A principal função do FSH na fêmea é promover o crescimento dos folículos, 31 

que são responsáveis pela produção de estradiol. O pico de estradiol é seguido pelo pico 32 

pré-ovulatório de LH, imprescindível ao processo ovulatório, que acarreta a formação 33 

do CL por meio da luteinização das células da granulosa e da teca (3). 34 
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A formação do complexo FSH/receptor de FSH (FSHR) desencadeia uma série 1 

de processos no interior das células da granulosa, que incluem aumento da produção de 2 

fluido folicular, expressão de novos receptores de membrana para LH e FSH e das 3 

junções comunicantes GAP, estímulo da atividade da enzima aromatase P450 e da 4 

síntese de estradiol a partir de andrógenos sob ação sinérgica das células da teca e 5 

granulosa (3). 6 

As concentrações de RNAm de FSHR estão presentes em maior quantidade nas 7 

células da granulosa foliculares nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 do ciclo estral, e no CL nos 8 

primeiros dias após ovulação (42; 3). 9 

Os receptores para LH (LHR) estão presentes nas células da teca e da granulosa 10 

dos folículos e no CL dos bovinos Esses receptores desencadeiam a síntese de 11 

andrógenos a partir do colesterol e a formação de novos receptores para LH (3; 7).  12 

Os LHR das células da granulosa parecem estar relacionados à dominância 13 

folicular. Durante a fase de desvio folicular, o aumento dos receptores para FSH, nas 14 

células da granulosa do folículo dominante, e dos receptores para LH, nas células da 15 

teca interna, estimula a expressão de receptores de LH nas células da granulosa e, 16 

consequentemente, o aumento na produção de estradiol pelo folículo pré-ovulatório 17 

(26).  18 

Após o pico de FSH e o declínio dos níveis circulantes deste hormônio, ocorre a 19 

atresia dos folículos subordinados recrutados no início da onda de crescimento folicular 20 

(43). A partir de então ocorre o fenômeno da divergência ou desvio folicular, definida 21 

como o início da mudança nas taxas de crescimento entre o folículo selecionado 22 

(dominante - FD) e os demais (subordinados - FS) (24).  23 

Apesar do mecanismo preciso para a seleção do folículo dominante não estar 24 

completamente elucidado, sabe-se que o fenômeno do desvio envolve o LH e a 25 

expressão de seus receptores pelo maior folículo, bem como os IGFs (25).  26 

Neste momento, o folículo dominante apresenta diâmetro em torno de 8,5 mm 27 

em animais Bos taurus taurus (44) e de 6,0 mm em Bos taurus indicus (23), quando este 28 

folículo passa a ser LH dependente, até que ocorra a ovulação ou a atresia (24). 29 

Austin et al. (45) relataram que o futuro folículo dominante produz maiores 30 

concentrações de estradiol e possuem baixos níveis de IGFBP comparado aos folículos 31 

subordinados. Associado a isto, a seleção folicular está relacionada à queda 32 

momentânea da concentração plasmática de FSH, decorrente do feedback negativo33 

promovido pelo E2 proveniente do maior folículo, capaz de manter seu desenvolvimento 34 
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apesar da queda na secreção de FSH. A partir deste momento, o desenvolvimento deste 1 

FD se torna dependente dos níveis séricos de LH (44; 28). 2 

A expressão do LHR foi observada por meio do PCR em células da granulosa de 3 

folículos antrais com 8 mm, obtidos de fêmeas Nelore, exclusivamente após a seleção 4 

do FD que ocorre aos 6 mm nesta espécie (46; 23). 5 

Os LHR presentes no CL elevam-se até o 5º dia, permanecendo em 6 

concentrações elevadas até os dias 15 e 17. A detecção gênica para o mesmo receptor 7 

apresentou comportamento semelhante no decorrer do ciclo estral (47,48). 8 

9 

-FATORES ANGIOGÊNICOS 10 

Durante o ciclo estral, ocorrem mudanças na vascularização do trato reprodutivo 11 

quanto ao tamanho e morfologia, as quais desencadeiam alterações funcionais e 12 

estruturais (49). O processo de crescimento vascular no organismo é denominado de 13 

angiogênese, essencial para nutrição, regulação endócrina da reprodução, crescimento e 14 

diferenciação celulares (50; 51). 15 

A circulação sanguínea intra-ovariana e endometrial é caracterizada por redes 16 

capilares que permitem a manutenção dos níveis séricos das gonatropinas, fatores de 17 

crescimento, de E2 e da P4 para as diversas estruturas presentes no decorrer do ciclo 18 

estral (52).  19 

A função e a síntese cíclica dos fatores angiogênicos ao longo do tempo e a 20 

forma de controle que caracteriza o trato reprodutivo feminino sugerem a existência de 21 

uma relação entre a angiogênese e a reprodução. Este fenômeno ocorre por meio dos 22 

componentes angiogênicos e anti-angiogênicos de forma parácrina, sendo responsáveis 23 

pela neovasculariazação, proliferação celular, estimulação e inibição do 24 

desenvolvimento folicular (53). 25 

O controle da angiogênese é realizado por fatores endógenos moduladores. As 26 

famílias dos fatores de crescimento endoteliais vasculares células-específicas (fator de 27 

crescimento endotelial vascular – VEGF -, fator de permeabilidade vascular – VPF - e 28 

angiopoitinas – 1 e 2) e seus receptores foram detectados no trato reprodutivo feminino, 29 

sendo relacionados com a seleção e maturação foliculares, a ovulação e as modificações 30 

endometriais. Além de que são mediadores dos hormônios reprodutivos na 31 

vascularização endometrial (54). 32 
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O VEGF é um fator pró-angiogênico e, juntamente com os seus receptores 1 

tirosina kinase (Flk1/KDR – VEGF/R1 e Flt1 – VEGF/R2), estimulam a angiogênese 2 

nos folículos e no CL (55). 3 

Os folículos pré-antrais não possuem vascularização própria, portanto dependem 4 

da circulação presente no estroma ovariano. Quando o antro é formado, surge uma rede 5 

capilar nas camadas interna e externa da teca, que fornecem aos folículos fatores de 6 

crescimento, gonadotrofinas, oxigênio e substâncias precursoras esteroidais (56; 51).  7 

Durante o desenvolvimento folicular, há formação de uma rede vascular na 8 

camada das células tecais e, no momento da ovulação, observa-se a separação das 9 

camadas formadas pelas células da teca e da granulosa, concomitante ao aumento da 10 

angiogênese (53). 11 

Em humanos, a hipóxia estimula a expressão do VEGF, do VPF e da 12 

angiopoetina 2. Observa-se uma intensa imunomarcação de VEGF na camada das 13 

células da teca de folículos saudáveis e a mínima marcação nas células da granulosa. Há 14 

grande expressão gênica de VEGF em CL jovens de ratos, enquanto a angipoetina 1 15 

surge quando o CL está maduro, contribuindo com a sua manutenção. A angiopoetina 2 16 

possui os mesmos receptores que a angiopoetina 1 no ovário, no entanto, sua expressão 17 

é maior durante a fase inicial de maturação do CL e exerce ação sinérgica ao VEGF, os 18 

quais antecedem a função exercida pela angipoetina 1 (53; 54). 19 

As maiores atividades angiogênicas foram observadas na porção apical da 20 

camada capilar interna de folículos com tamanho mediano e nas porções média e basal 21 

das camadas capilares internas de folículos dominantes de bovinos. A degeneração 22 

capilar foi observada principalmente na camada vascular de folículos pequenos e de 23 

folículos antrais médios (57). 24 

As células da teca e da granulosa dos folículos pré-ovulatórios, e as células 25 

lúteas grandes e pequenas, apresentam grande expressão gênica de VEGF em ratos e, 26 

VEGFA em bovinos (50,58). A angipoetina 2 possui ação sinérgica ao  VEGFA, assim 27 

como com o VEGF, que apresenta grande expressão gênica nas células tecais e na zona 28 

pelúcida de folículos pré-ovulatórios (57; 59).  29 

Entretanto, em folículos atrésicos de ratos não se observou a expressão gênica de 30 

VEGF, mas foram detectados genes codificadores para angipoetina 2 na célula da 31 

granulosa, assim como em corpos lúteos velhos (53; 54), uma vez que as ações 32 

parácrina e autócrina do VEGF e do VEGFA impedem a apoptose das células da 33 
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granulosa, que age como um agente citoprotetor para as células endoteliais por induzir a 1 

formação de proteínas antiapoptóticas em ratos (51) e em bovios (50). 2 

O VEGF tem sua expressão estimulada pelos IGFs, TGFs, EGFs e inter-leucinas 3 

(ILs), bem como pelo óxido nítrico, que por sua vez, estimula a esteroidogenese e a 4 

proliferação celular (51). 5 

Ao longo do ciclo, o útero sofre diversas modificações. A expressão gênica de 6 

VEGF é maior no epitélio glandular e aumenta rapidamente a partir de estímulos 7 

realizados pelo estradiol (54). 8 

9 

-ESTRÓGENOS E RECEPTORES DE ESTRÓGENO 10 

Entre os estrógenos, o 17β-estradiol é o de maior importância para a reprodução 11 

e predomina em animais domésticos não gestantes e gestantes. O estrógeno é produzido 12 

pelo córtex adrenal e pelas células da granulosa de folículos ovarianos, principalmente 13 

após a fase de desvio folicular, por meio do processo catalítico de aromatização de 14 

andrógenos pela enzima aromatase citocromo P450 (60; 61).  15 

A dinâmica folicular de bovinos ao longo do ciclo estral acarreta um perfil 16 

oscilatório de produção de E2, devido ao crescimento e atresia de diversos folículos em 17 

cada uma das ondas foliculares, até a ovulação (24). O FD é considerado o principal 18 

responsável pela produção total de E2. Este é liberado de maneira pulsátil e atinge a 19 

concentração plasmática máxima momentos antes da ovulação (44). 20 

Sinergicamente com a P4 agem para possibilitar o crescimento de glândulas 21 

uterinas e mamárias. O período de estro é caracterizado por elevados níveis de 22 

estrógenos, que estimulam o crescimento uterino por meio da interação com seus 23 

receptores e, o consequente aumento dos processos sintéticos dentro das células. Outros 24 

efeitos incluem o desenvolvimento físico das características sexuais secundárias 25 

femininas, o controle da liberação de hormônios hipofisários, potencialização dos 26 

efeitos da OT e PGFs sobre as contrações uterinas e auxílio no processo de implantação 27 

(3). 28 

O estrógeno estimula o crescimento e a secreção das glândulas endometriais 29 

momentos antes da implantação necessários para manutenção do zigoto, o crescimento 30 

dos ductos nas glândulas mamárias quando atua sinergicamente com a P4, atividade 31 

secretora no oviduto (favorece a sobrevivência do oócito e espermatozóide), inicia a 32 

receptividade sexual, regula a secreção de gonadotrofinas (pico de LH pela hipófise 33 

anterior para ovulação) (7).   34 
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Além disso, o estrógeno é epiteliotrófico, promove anabolismo das proteínas e 1 

relaciona-se com a expressão dos receptores de OT no endométrio, os quais constituem 2 

o complexo hormônio receptor com a OT secretada pelo CL, que estimulam a liberação 3 

de PGF2α pelo útero gravídico ou não gravídico, desencadeando em ambos os casos a 4 

regressão do CL (7). 5 

Quando produzido na presença do FD, é responsável pelo feedback  negativo ao 6 

FSH e pela retroalimentação positiva ao LH que, na ausência de P4, induz o pico pré-7 

ovulatório de LH e também o comportamento de estro (62; 63). 8 

As altas concentrações plasmáticas de E2 e a ausência de P4 sinalizam a 9 

maturação folicular, que desencadeia a expressão do comportamento de estro e o pico 10 

pré-ovulatório de LH, essencial para a ovulação do FD (64; 29). 11 

Além de participar na regulação da secreção do FSH, o E2 está relacionado com 12 

importantes funções autócrinas e parácrinas, tais como a proliferação celular (65), o 13 

aumento da atividade da enzima aromatase citocromo P450, o aumento na expressão 14 

dos LHR e FSHR nas células da granulosa de bovinos (66), e a maior sensibilidade do 15 

folículo dominante aos hormônios FSH e LH (67).  16 

Foi observado que durante o início da fase luteínica, a concentração de P4 é 17 

baixa e a de E2 é alta, resultando em maior frequência dos pulsos de LH. Durante o 18 

terço médio da fase luteínica, entre o 11º e 13º dias do ciclo estral, período em que a 19 

concentração de P4 é alta e a de E2 é baixa, foi observada menor frequência dos pulsos 20 

de LH em relação ao início ou ao final da fase luteínica (68).  21 

Após a luteólise, há diminuição dos níveis de P4 e elevação na concentração e 22 

frequência dos pulsos de LH. Diversos estudos demonstraram que o padrão de secreção 23 

da P4 e do E2 está inversamente relacionado, e é determinante no controle da frequência 24 

dos pulsos de LH (68; 69).  25 

No entanto, o E2 isolodamente não é capaz de ativar a resposta do endométrio e 26 

ocasionar a lutólise a partir das injeções de OT em vacas e ovelhas ovariectomizadas 27 

(5), devido ao efeito inibitório do E2 nos receptores de OT na ausência da sensibilização 28 

prévia pela P4 (70; 71) 29 

O início da luteólise é determinado pela prévia sensibilização endometrial pela 30 

P4 oriunda do CL ao longo do ciclo estral, que associado a crescente produção de E231 

pelos folículos, causam uma grande estimulação na produção de receptores de OT e 32 

produção de PGF2α pelo útero em bovinos e ovinos (72; 73).  33 
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A função do estrógeno é desencadeada no organismo em tipos celulares 1 

específicos do ovário e do útero após a formação do complexo hormônio estrógeno-2 

receptor de estrógeno (E2/ER), promovendo a ativação genômica e proteica, as quais são 3 

reguladas basicamente pelo E2 e pela P4 (48; 74).  4 

Atualmente, foram relatados no endométrio e CL dois tipos de ER com 5 

importância para a regulação da função reprodutiva de bovinos, α (EαR) (75) e β (EβR) 6 

(76).  7 

Os receptores de E2 possuem maior expressão no endométrio durante os dias 0 e 8 

5 do ciclo, mediado pelos altos níveis plasmáticos do E2 proveniente do FD, associado 9 

às baixas concentrações séricas de P4 após a luteólise (74). 10 

Após a ovulação, a P4 proveniente do CL recém formado, gradativamente 11 

promove a diminuição das concentrações endometriais dos ER que alcançam os seus 12 

menores valores por volta do 17o dia do ciclo estral (diestro) (77). 13 

Em ratos o EαR regula a diferenciação, a proliferação celular e possui maior 14 

expressão no tecido endometrial (75). Em bovinos, o EαR teve maior expressão durante 15 

a fase luteal inicial e decresceu significativamente durante a fase luteal tardia (48). 16 

 Os EβR na maioria das espécies estão presentes em maior concentração no 17 

tecido ovárico e estão intimamente relacionados com a liberação de GnRH (78) e, em 18 

bovinos, não varia ao longo do ciclo estral (48). Em humanos, há relatos que as células 19 

endometriais estromais possuem maior concentração de EβR, os quais apresentam 20 

maior afinidade por E2 e estriol (79). 21 

22 

-PROGESTÁGENOS E RECEPTORES DE PROGESTERONA 23 

A P4 é responsável pelo crescimento das glândulas endometriais, crescimento 24 

lóbulo-alveolar das glândulas mamárias, atividade secretora do oviduto e das glândulas 25 

endometriais responsável pela nutrição do zigoto, evita a contratilidade do útero durante 26 

a gestação e regula a secreção de gonadotrofinas.  A função luteal determina a duração 27 

fisiológica do ciclo estral e garante a manutenção da prenhez (7). 28 

A concentração plasmática de P4 aumenta progressivamente a partir do segundo 29 

dia após a ovulação até atingir seu platô por volta do oitavo dia do ciclo, o qual é 30 

mantido até o dia quinze, quando começa a declinar até atingir níveis basais por volta 31 

dos dias 15 a 18, caracterizando a luteólise (37). 32 

Há relatos de que o LH estimula o CL a secretar P4 após a ligação com seu 33 

receptor e ativação da adenil ciclase, a qual sintetiza AMPc, um mensageiro intracelular 34 
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responsável por ativar enzimas envolvidas na síntese de P4 (80). A P4 inibe a apoptose 1 

nas células luteais pelo mecanismo dependente dos receptores de progesterona (PR), 2 

visto que a luteólise estrutural é um pré-requisito para o início da apoptose em células 3 

endoteliais do CL bovino (81). 4 

Existem duas formas de PR: isoformas A (PAR) e B (PBR). O PAR está 5 

intimamente relacionado ao desempenho e as patologias reprodutivas e, sua expressão 6 

tem correlação negativa com o PBR na espécie humana (82; 83; 84). Ambas isoformas7 

estão presentes no trato reprodutivo feminino durante o ciclo e possuem atividades 8 

transcricionais diferentes, sendo que a isoforma A parece realizar papel modulador sob 9 

a expressão dos ER, PR e receptor de ocitocina (OTR) no sistema reprodutivo mais 10 

importante que o PBR (85). 11 

No endométrio e na glândula mamária, o estrógeno sensibiliza as células para a 12 

ação da P4, promovendo a expressão do PR (74; 86). No dia 13 do ciclo estral de vacas 13 

Nelore, a concentração proteica de PR no endométrio foi menor comparada aos demais 14 

dias do ciclo, ainda quando as concentrações plasmáticas de P4 oriundas do CL 15 

permaceceram elevadas (74). 16 

Estes receptores estão expressos nos folículos durante todo o ciclo estral de 17 

bovinos. No fim do ciclo estral, as baixas concentrações plasmáticas de P4, associada as 18 

concentrações plasmáticas crescentes de E2 oriundas do FD, ocasiona o aumento dos 19 

OTR, redução dos PR e ER no endométrio (87). 20 

Aparentemente no CL, a expressão do PR é coordenada pela própria P4 e o pico 21 

de LH induz a expressão destes RP. Em bovinos, estão presentes no CL, nas células 22 

lúteas grandes e pequenas de vacas gestantes e não-gestantes após 48 horas da ovulação, 23 

no entanto, em menores quantidades quando comparadas as concentrações encontradas 24 

em folículos (88).  25 

O uso da técnica de RT-PCR determinou a maior expressão de RNAm para o PR 26 

no tecido luteal bovino durante o estágio inicial. Houve menor expressão destes durante 27 

a fase luteal tardia e após a regressão do CL (48). Porém, os níveis de RNAm 28 

mantiveram-se durante a regressão luteal enquanto as células PR positivas na técnica de 29 

imunocitoquímica declinaram em primatas (89). 30 

31 

-OCITOCINA E RECEPTORES DE OCITOCINA  32 

Outro hormônio produzido pelo CL formado após 10 a 15 dias da ovulação é a 33 

OT, um hormônio polipeptídeo produzido também pelos neurônios hipotalâmicos, 34 
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armazenado e liberado pela neurohipófise, relacionada às contrações uterinas peri-parto 1 

e pela ejeção do leite durante a amamentação. Possivelmente, suas funções relacionam-2 

se com a luteólise por meio das PGFs (7; 48). 3 

  A expressão dos OTR no endométrio de bovinos é regulada pelo próprio 4 

hormônio OT, pelas concentrações plasmáticas de E2 e P4, e seus respectivos receptores 5 

(90). As elevadas concentrações de P4 proveniente do CL na metade da fase luteal, 6 

quando há baixo nível plasmático de E2, acarretam gradativa redução das concentrações 7 

endometriais dos ER que alcançam menores valores por volta do 17o dia do ciclo estral 8 

em animais de origem taurina e zebuína (90; 74).  9 

Em animais Bos taurus taurus, a P4 possui efeito dominante sob o útero, pois 10 

inibe a síntese de OTR na primeira metade do ciclo estral (90). Na metade da fase luteal, 11 

há diminuição dos PR, o que permite a ação do estrógeno produzido pelo folículo 12 

dominante e estimula a hipófise e o CL a secretar OT para ligar-se aos seus receptores 13 

endometriais. A formação deste complexo hormônio-receptor desencadeia a liberação 14 

de PGF2α pelo útero, indispensável para o processo de luteólise (91).   15 

Momentos antes da ovulação, as altas concentrações de E2 secretadas pelo 16 

folículo pré-ovulatório resultam no decréscimo dos OTR, e posteriormente a secreção 17 

de P4 pelo CL, insensibiliza o endométrio à OT durante os primeiros dias do próximo 18 

ciclo estral (92). 19 

Desta forma, os OTR variam pouco durante o ciclo estral, exceto pelo período 20 

compreendido entre os dias 15 e 17, quando estão presentes em maior concentração, 21 

evento relacionado com a luteólise (90). 22 

23 

-PROSTAGLANDINA 24 

As PGFs são substâncias orgânicas derivadas do ácido aracdônico, e estão 25 

presentes em diversos tecidos e situações biológicas. Especificamente relacionadas com 26 

a reprodução, de acordo com sua estrutura e função podem ser divididas em: E e F (7). 27 

Em geral, provocam contrações ou relaxamento das células musculares lisas em 28 

diversos órgãos. A série F, especificamente a F2α, produzida pelo endométrio, é a de 29 

maior importância para a reprodução em ruminantes e está relacionada com o processo 30 

da luteólise. A regressão funcional precede a regressão morfológica do CL (38).  31 

Com o adjunto de fórmulas sintéticas, as aplicações exógenas de PGFs 32 

permitiram a aceleração da involução uterina, a modulação da defesa uterina, e a 33 

utilização em protocolos de sincronização do estro (93). 34 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

O ciclo estral da fêmea bovina e a dinâmica do desenvolvimento folicular são 2 

regulados de maneira endócrina, parácrina e autócrina, por fatores angiogênicos, de 3 

crescimento, pelas gonadotrofinas, pelos hormônios esteróides e seus receptores. Apesar 4 

do grande número de estudos, ainda são desconhecidos fenômenos que interferem na 5 

eficiência reprodutiva dos animais.   6 

O adjunto das técnicas que envolvem a biologia molecular e a compreensão dos 7 

mecanismos reguladores do ciclo estral normal permitem o esclarecimento que 8 

determinam alterações no ciclo estral bovino, como por exemplo o anestro pós-parto, a 9 

baixa eficiência reprodutiva relacionada ao uso da primeira ovulação pós-parto e a 10 

luteólise prematura do primeiro corpo lúteo, que não permite que ocorra o 11 

reconhecimento materno da gestação. 12 

13 
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